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BEVEZETES

1 BEVEZETES

A halak oocytdinak, follikulusainak tanulmanyozasa hosszii multra tekint vissza. Az
oocytak morfologiai, hisztologiai és biokémiai tulajdonsagainak megismerése elengedhetetlen
feltétele a gazdasagilag jelentds halfajok hatékony mesterséges szaporitasdnak. Annak
ellenére, hogy az oocytak biologidjarol széleskorili informécioval rendelkeziink, néhany fontos
kérdés tovabbra is megvalaszolatlan:

i) Nem ismert az egyes halfajok follikulus fejlédése soran a kiilonbozé fejlédési
stadiumokba torténd atmenetek ideje, amellyel pontosan meghatarozhatéak lennének a
petesejtek optimalis fejlodéséhez sziikséges élettani és kornyezeti feltételek.

i1) Halaknal a spermiumok mélyhiitésére mar hosszl ideje jol miikodé modszerek allnak
a rendelkezésiinkre, a kozeljovében néhany faj esetében a keltetohazi szaporitaskor torténd
felhasznalas széleskorii elterjedése is varhatd. A follikulusok mélyhiitése szintén megoldott,
azonban a mélyhiitott oocytdk ikrava érlelésére még nincs kidolgozott modszer, igy ezek az
ivarsejtek a szaporitasra nem alkalmasak.

iil) A fejlodésbiologiai kutatdsokban, azon belill is az anyai hatdssal kapcsolatos
vizsgalatoknal a hal, mint modellallat, egyre nagyobb szerepet kap. Szamos eljarast alkottak
mar az anyai hatasok vizsgalatara, ezek azonban nehezen kivitelezhetd nagy technikai
felszereltséget igényeld modszerek. Az eddig hasznélt technikdk nem tudjak kozvetleniil az
oocytaban befolyasolni, illetve vizsgalni az anyai hatast kivalté faktorokat, ezekhez az oocyta-
manipuléaciok 0j eljarasainak kifejlesztésére van sziikség.

A fent vazolt problémédkra a korai fejlédési allapott follikulusokra kidolgozott

transzplantacids és mikromanipulacids eljaras jelentheti a megoldast.
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1.1 Célkitizés

Elsédleges célom volt korai fejlodési stadiumu follikulusok felhaszndldsaval a petsejt
atliltetésre alapozott ikraérlelés egy lehetséges modszerének kidolgozédsa zebradanid (Danio
rerio) halfajra. Ezen f0 célkitlizésen beliil tovabbi feladatokat tliztem ki:
e Célom volt a transzplantalt follikulusok beépiilésének vizsgéalata a recipiens
petefészkekben.
e Tovabbi célom volt életképes utodd 1étrehozasa atiiltetett follikulusbol.
e Vizsgilni kivantam a szaporitds utdn a petefészekben talalhato, eltérd fejlodési
staddiumban 1év6 follikulusok egymashoz viszonyitott ardnyat az id6 fliggvényében.
e A lehetd legpontosabban meg kivantam hatarozni a kiilonb6z6 follikulus fejlédési
allapotok eléréséhez sziikséges idoket zebradanio halfajban.
e Vilaszt szerettem volna kapni arra a kérdésre, hogy lehetséges-e mesterségesen
iranyitott fehérjeszintézis, vagy a génmegnyilvanulas manipuldcioja, a korai fejlodési

stadiumu follikulusokban mRNS és DNS bevitellel.
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2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A halakon torténo petesejt atiiltetés elozmeényei

A petesejt manipuldcios eljardsok nagy jelentdséggel birnak az alapkutatis, az
allattenyésztés ¢és a human gyogydszat szempontjabol egyardnt. Az elmult iddszak
biotechnoldgiai vivmanyainak kdszonhetéen szamos fajban lehetévé valt a ndi ivarsejtek,
ivarszervek mélyhiitése, fajon beliili illetve fajok kozotti transzplantalasa és genetikai
manipulalasa.

Az ivarszervek transzplantdcioja, beleértve a petefészek és petesejt-transzplantaciot is,
tobb mint 100 éves multra tekint vissza (NEWTON et al. 1996). A petefészek-transzplantacid
évtizedek oOta rutin eljardsnak szamit az egér (Mus musculus) modellel dolgozo
laboratoriumokban, amelynek kidolgozasaban a magyar szdrmazasu Nagy Andras
munkassaga alapvet6 jelentéséggel bir (NAGY 2003).

Az emldsmodellre kidolgozott moddszer jol kombindlhaté mélyhiitésen alapulod
eljarasokkal (SZTEIN et al. 1998; AGCA 2000). A génbankok vildgszerte gylijtenek és
tarolnak fagyasztott petefészek szovetet veszélyeztetett allatfajokbol a genetikai diverzitas
megOrzése c€ljabol, mivel a petefészek, vagy a petesejtek lefagyasztidsa egy egyszerli €s
hatékony modszer a kiilonboz0 ndstény egyedek ivarsejtjeinek megdrzésére. A modszert
sz¢éleskorben hasznaljak az allattenyésztésben is (BAIRD et al.1999; WILDT 2000)

Az eljarast az 1990-es évektol a humangydgyaszatban is alkalmazzak olyan néknél,
akik kemo- vagy sugdarterapian esnek at. A petefészek kimiitése és lefagyasztisa a kezelés
elétt, majd ezt kovetden a petefészek visszaiiltetése szamukra is lehetdvé teszi a
gyermekvallalast (NEWTON et al. 1996; GOOK et al. 2001).

A petesejt transzplanticido felhaszndldsa szorosan kotédik a transzgenikus allatok
létrehozasahoz is (SHAW és NAKAGATA 2002). Gerinces allatok esetében ahhoz, hogy a
teljes utod transzgenikus legyen, az ivarsejteket kell genetikai modositasnak alavetni, vagyis
bejuttatni a sziikséges gént tartalmazd DNS-t vagy a fehérje termeléséhez sziikséges mRNS
konstrukciot. A manipuldlt petesejtet vagy a petefészekbe, vagy a blasztula stadium elérése

utan a méhbe iiltetik be (MULLER 1996).
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A kutatasok szempontjabol a halak szerepe kiemelkedd, mivel a halakon szamos olyan
eljaras kivitelezhetd, amelyekre mas modelleken nincs lehetéség. Annak ellenére, hogy az
alapul, a halak ivarsejtjeinek manipulacioja is hosszi multra tekint vissza (HORVATH és
ORBAN 1995; MULLER 1996). Szamos eljaras kifejlesztése magyar szarmazast kutatok
és androgenezis (NAGY és CSANYT 1984; BERCSENYI et al. 1998), vagy a ploiditasi fok
megvaltoztatisa (HORVATH és ORBAN 1995). A halakon szerzett informaciok kisebb-
nagyobb moédositasokkal, akar az emlésokre is igazak lehetnek.

Az emlitett modszerek illetve a modszerek felhasznalasaval kapott tudoményos
eredmények hatdsara mertilt fel a halakon torténd petesejt atiiltetési modszer kidolgozasanak

Otlete.

2.2 A téma gazdasagi jelentésége

A gazdasagi haszonallatok esetében a mesterséges termékenyités és a hozza kapcsolodo
spermavételi és tartdsitdsi modszerek (a spermahigitas €s a spermamélyhiités) mar a mult
szazad derekdn bevezetésre keriiltek a rutin allattenyésztésbe. A szarvasmarha esetében
napjainkra kiilon iparagga valt a spermamélyhiités, mely lizemi gyakorlattad fejlodott és
nagymértékben hozzdjarult a genetikai elérehaladas gyorsitdsahoz (CAFFEY ¢s TIERSCH
2000).

A halak spermamélyhiitése is hosszi multra tekint vissza, napjainkig a kutatok tobb
mint 200 halfaj spermamélyhiitésével foglalkoztak. A halak himivarsejtjeinek mélyhtitésére
jol kidolgozott modszerek allnak rendelkezésre (LAHNSTEINER et al. 2000; RANA 1995;
TIERSCH 2000). A mélyhiitésben elért sikerek ellenére, jelenleg nincs, vagy alig van piaca a
mélyhiitott sperma alkalmazasanak a halgazdalkodasban (DONG et al. 2007), a keltet6hazi
szaporitasi technologidba torténd beépitésre csak néhany utalas talalhato (BOKOR et al. 2007;
2008). Kivételt képez ez aldl a génbanki alkalmazas, amelynek célja alapvetéen a védett
halfajok (MARIA et al. 2006) vagy az értékes genetikai anyag megorzésére iranyul
(KATASSONOV et al. 1995; HORVATH 2007). Egy faj genetikai anyaganak teljeskorii
megorzéséhez azonban nemcsak az apai, hanem az anyai ivarsejtek megdrzésére is sziikség

van.
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A halak oocytaira iranyuld sikeres mélyhtitési technologiak kidolgozasa csak révidebb
multra tekint vissza (GUAN et al. 2008; TSAI et al. 2009). A ndstény egyedek ivarsejtjeinek
mélyhtitésére elsdsorban a korai fejlddési allapotu, szikfelhalmozddas eldtti oocytdk az
alkalmasak, mivel ezek felépitése, az ikraval ellentétben, elég homogén (TSAI et al. 2009).
Annak ellenére, hogy léteznek sikeres oocyta mélyhtitési technikak, gyakorlati hasznalatuk
még tavoli, hiszen a sikeres mélyhiités utan a felolvasztott ivarsejteknek ikrava kell
fejlodniiik, és meg kell, hogy maradjon a termékenyitéképességiik. Ennek eléréséhez azonban
nem all rendelkezésre megfeleld indukalt oocyta érlelési technologia.

A fenti probléma athidalasara egy megfontolandd alternativa lehet az oocytaknak
recipiens anyakba torténd visszaiiltetése, ahol az ovarium altal biztositott kérnyezetben az
oocytak ikrava érése bekovetkezhet. Sikeres petesejt atiiltetéses technika kidolgozaséaval, ahol
a felolvasztott ivarsejt egy recipiens anya szervezetében termékenyithetd ikrava érne, lehetévé
valna az oocyta mélyhiités gyakorlati felhasznalasa. Ezzel, a spermamélyhiitéssel egyitt,
nemcsak a szaporitds kockazatainak csokkentésére nyilna mod, hanem teljes génbankok

l1étrehozasaval a biodiverzitas megoOrzésében is segitséget nyujthatna.

2.3 A téma alapkutatasi jelentésége

A magzatburok-nélkiili fajokban (Anamnia) a termékenyiilés utdn az embriok
bizonyos fejlettségi allapotaig (a midblasztula atmenetig) az anyabol szarmazo6 faktorok
biztositjak az utod megfeleld fejlédését. Ebben a kezdeti allapotban az embrid sajat genetikai
allomanya inaktiv, csak bizonyos idé utdn veszi 4t a fejlédés iranyitasat (NEWPORT és
KIRSCHNER 1982; KANE és KIMMEL 1993).

Zebradanional az anyai hatasu faktorok mar az oocyta korai fejlédési fazisaiban
elkezdenek felhalmozddni a petesejtben és mar ekkor olyan fontos folyamatok iranyitasaért
felelosek, mint példdul az animalis-vegetativ tengely meghatarozasa (BALLY-CUIF et al.
1998), késobb a termékenyiilés utdn még hosszu ideig nélkiilozhetetlen szabalyozo6 funkcidkat
toltenek be a kulcsfontossagl fejlodési folyamatokban (pl.: szervdifferencialodés, KANE és
KIMMEL 1993).

Annak ellenére, hogy tobb ezer anyai hatasu géntermék, illetve fehérje befolyasolja az
embrid kezdeti fejlodését, ennek a jelenségnek a genetikai és molekularis mechanizmusairol
még keveset tudunk. Ennek oka az, hogy kevés olyan eljaras all rendelkezésre, ami lehetévé

teszi az anyai gének miikodésébe valo beavatkozést annak érdekében, hogy megismerhessiik



IRODALMI ATTEKINTES

az oogenezis ¢s embrionalis fejlodés soran sziikséges anyai hatasokat. Ezek az eljarasok
rdadasul technoldgiailag igen bonyolultak. Zebraddnional jo példa erre a négy generacios
recessziv anyai mutacidkat felfedd, anyai hatasti fenotipust vizsgdldé mutans eldallitas
(PELEGRI et al. 2004; DOSCH et al. 2004), melynek soran a mutans vonalak eldallitasa tobb
évet vesz igénybe, emellett a sziikséges tobb ezer keresztezés elvégzése olyan hely és
koltségigénnyel bir, amellyel csak a nagyobb laboratériumok rendelkeznek.

Az emlitett hatranyok kikiiszobolésére tobb alternativ eljarast fejlesztettek ki. Ilyen
eljarasra példa a recessziv géneket kutatd ginogenezis (PELEGRI et al. 2004), az dsivarsejt
attltetés (TAKEUCHI et al. 2003), vagy az embridok anyai hatasu faktorait befolyasolo
mRNS-sel, vagy Morpholino oligonukleotiddal torténé mikroinjektaldas (NASEVICIUS és
EKKER 2000). Bar ezek a moddszerek drasztikusan lecsokkentik az anyai mutdns vonalak
eléallitdsdhoz sziikséges 1dOt és egyedszdmot, hatrdnyuk az, hogy sziikség van hozzajuk a
megfeleld zigotikus mutansra, hogy vizsgalhassdk az adott gén anyabol szarmazo termékének
funkcigjat. Tovabbi hatranyuk, hogy nem alkalmasak a korai fejlodési stadiumu petesejtek
kozvetlen manipulalésara.

Az anyai hatasok vizsgalatdra és az anyai faktorok hatékony befolyasoldsahoz az
oocyta-manipulacidk 1j eljarasainak kifejlesztésére van sziikség. A korai fejlédési stadiumu
follikulusok transzplantacioja révén lehetség nyilik ezeknek az oocytaknak a kozvetlen
az oocytdban aktivalodnak ¢és igy részt vesznek az oocyta-fejlédésben és az
embriogenezisben. A follikulus transzplantacid tovabbi fontos eldnye lehet, hogy a

vizsgalatokhoz nincs sziikség mutans vonalak eléallitdsara sem.

A valddi csontoshalak (Teleostei) szaporodasbiologidja irant az elmult évtizedekben
megn6tt az érdeklodés. Ennek oka az egyes fajok gazdasagi vagy természetvédelmi értékében
keresendd.

A vizsgalt fajoknédl nem elég csak a szaporodasi szokasaikrdl vagy a szaporodasuk
kornyezeti feltételeirdl tajékozodni. A fajra jellemz6 szaporodasi stratégia meghatarozasahoz
€s a mesterséges szaporitas hatékony kidolgozasanak érdekében sziikség van az ivarsejtek

Annak ellenére, hogy a csontoshalak petefejlédésének a legtobb mozzanata ismert,
foleg a tobbszor ivo fajoknal, ahol a petefészekben tobbféle fejlodési stadiumu follikulus

talalhato egyszerre, olyan alapvetd kérdések nem tisztazottak, mint az oocytafejlédés pontos
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iiteme, vagy a szaporodas utan a petefejlédés dinamikéjaban bekovetkez6 valtozasok ismerete
(LEFLER et al. 2008).

A petesejt atiiltetés egy olyan technikai lehetdséget nytjthatna, ahol markerrel jelolt
oocytdk recipiens petefészekbe juttatdsaval, majd bizonyos idokozonként a bejuttatott oocytak
sorsanak nyomon kovetésével, pontosan meghatarozhaté lehetne az egyes fejlédési stadiumok
kozotti atalakuldsokhoz sziikséges 1do6.

Ezzel olyan alapvetd, a jelenlegi tudasanyagot kiegészitd, bioldgiai informacidkhoz
jutndnk, amellyel pontosan meghatarozhatd lehetne, hogy milyen kornyezeti és élettani
koriilmények a legalkalmasabbak a petesejtek optimalis fejlédéséhez. Ezaltal mind a
gazdasagi, mind a természetvédelmi értékkel bird halfajok mesterséges szaporitasa

hatékonyabba valhatna.

2.4 A zebradanio petefészek-anatémiaja és a follikulusok fejlédési
stadiumai

2.4.1 A petefészek anatomiaja

A valodi csontoshalaknal az egyedfejlédés (ontogenezis) kezdetén az ivarszervek mas
gerincesekhez hasonléan, a gononefrotom ventromedidlis részérdl ventralis irdnyban
megjelend hosszanti kettézetbdl, a genitalis red6bdl indulnak fejlédésnek. Ebben a
kettézetben helyezkednek el az dsivarsejtek (KISS 2000; LUBZENS et al. 2009).

Az ivarszervek differencialédasa soran az ikrasoknal a petefészek-kezdemény kiilsé
felszinén egy vékony peritonealis eredeti hartya keletkezik, mely kiviilrdl beburkolja az
ivarszervet, alatta fejlodik ki a kotdszoveti burok. Késobb lemezek nyulnak be a kialakulo
petefészek iiregébe. A lemezek kotdszoveti rostokbdl, a csiraham sejtjeibdl és dsivarsejtekbdl
allnak. Az ivarsejteket ellatd tapanyagokat a lemezek belsejében huz6do csatornakban dramlo
testfolyadék és a vér szallitja (HORVATH 1980; HORVATH és URBANYT 2000).

A zebradani6 petefészke paros szerv, amit a hasiireg zar korbe. A petefészket az
ivarnyilassal a petevezeté koti Ossze. A kiilonbozd fejlédési allapott  follikulusok
véletlenszertien helyezkednek el a petetartd lemezeken. Az oogdéniumok és a petefejlédés
korai stadiumaban 1év0 oocytak kozvetleniil a petefészek szovetébe vannak bedgyazva, mig a
fejlodd oocytdk a petefészek follikulusaiban helyezkednek el, amit szomatikus sejtek rétege

borit be. Az ikrdk az ovulédciot kovetden a petefészek liregébe keriilnek, ami egy rovid
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petevezetoben folytatodik. Az ivarnyilas a végbélnyilds és a farok alatti sz6 kozott

helyezkedik el (DODD 1977; SELMAN et al. 1993; MAACK ¢és SEGNER 2003).

2.4.2 A zebradanio follikulusainak fejlédési stadiumai

A petefejlédés egyes szakaszainak jellemzése, a fejlédési stadiumok elkiilonitése
tobbféle szempont alapjan lehetséges. A fObb oocyta fejlodési stddiumok a legtdbb
csontoshalnal azonosak (HORVATH 1980, SELMAN és WALLACE 1989). A fébb fejlédési
szakaszok: az oogoniumok mitotikus osztodasa és atalakuldsa elsérendii oocytava, a
follikularis sejtek megjelenése, a kortikalis alveolusok kialakulasa (elhelyezkedése és alakja),
a vitellogenezis és az oocytadk végsd érésének folyamata (TYLER és SUMPTER 1996;
LUBZENS et al. 2009). A tovabbiakban a zebradanio6 follikulusainak fobb fejlodési allapotait

tekintem at, melyek rovid 0sszefoglaldsat az 1. tdblazat tartalmazza.

2.4.3 | stadium: Az els6dleges novekedeés fazisa

Az oocytak/follikulusok atmérdje ebben az elsédleges novekedés fazisaban 7-140 um
kozotti. Az oocytdk novekedni kezdenek, €s az osztddasi folyamatok a meidzis elsd
foszakasza profazisdnak diplotén szakaszaig jutnak el (HISAOKA ¢és FIRLIT 1962). Az
elsddleges novekedés allapotat a csontoshalakndl tovabbi két részre lehet osztani, a kromatin
nukleusz féazisra és a perinukleusz fazisra (LUBZENS et al. 2009). Zebradanioban is
megtalalhato ez a két fazis, az elkiilonités viszont nem a sejtmag eltérésein, hanem az oocytak
elhelyezkedésén alapul. A pre-follikulus stadiumban az oocytat még nem veszi koril
follikularis tok, ¢s minden oocyta a meiotikus profazis allapotdban talalhatd (IA stddium). A
follikulus fazisban az oocyta mar a follikuléris tokban talalhato (IB stddium) (SELMAN et al.
1993).

2.4.3.1 |A stadium: az els6dleges novekedeés pre-follikulus fazisa

Az oocytak atmérdje 7-20um kozott van. A kisméretli oocytdk a petefészek
tamasztoszovete €és mas follikulusok altal elkiiloniilten talalhatok meg a petefészekben. Az
ebben a stadiumban 1évé oocytdk sejtmagja a citoplazmahoz (ooplazméhoz) képest

viszonylag nagy, néha nehéz elkiiloniilt citoplazmat tartalmazo részt megfigyelni ezekben a
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sejtekben. Kezdetben nem lathatok kromoszomak sem a korai meiotikus fazisban 1évo
oocytdk sejtmagjan beliil, de ahogy a kondenzacidjuk elérehalad a profazis soran, egyre
inkdbb lathatova valnak, majd a leptotén fazisban mar koénnyen megfigyelhetéek. Ezt az
allapotot nevezik ,kromatin-sejtmag allapotnak” (LUBZENS et al. 2009). A kromoszémak
kondenzacidja tovabb folyik a zigotén és a pachitén fazisokban is.

Ahogy az oocyta ndvekedni kezd, teljesen beburkoljak a pre-follikulus sejtek, amik az
oocytakat kiilonallo sejtekké szeparaljak a petefészek szovetében. Amikor az oocyta elhagyja

a kotdszovetes allomanyt, még nem ¢éri el a diplotén fazist (SELMAN et al. 1993).

2.4.3.2 IB stadium: az elsédleges névekedés follikulus fazisa

A kialakult follikulusok atmérdje 20-140um kozotti. Ebben a stddiumban a follikulus
atlatszo, és fénymikroszkop alatt jol megfigyelhetd az oocytiban taldlhaté sejtmag. Az
oocytat koriilfogja a follikulus sejtek rétege, és ahogy az oocyta novekszik, az ooplazma
bazofilan festddové valik. A sejten beliili organellumok szama egyre gyarapszik. Roviddel az
IB stddium kezdete utdn, megkezdddik a kromoszoémak dekondenzacidja és belépnek a
diplotén fazisba, amiben az oocytafejlédés végéig maradnak (SELMAN et al. 1993).

Kezdetben csak kevés nagyobb sejtmagvacska figyelhetd meg (15 pm-es atméréig) a
sejtmagban (germindlis vezikulum). Ahogy az oocyta fejlédik, a sejtmagvacskdk szama
novekszik, méretiik csokken, és a megnovekedett sejtmag szélére huzdédnak. A
sejtmagvacskak egy kiils6 fibrillaris (szalas) és egy belsd granularis (szemcsés) rétegbdl
allnak. Egyediilalld vagy csoportokba rendezddott ismeretlen funkcidju és Osszedllitdsu
granulumok is taldlhatok a sejtmagon beliil (SELMAN et al. 1993). Hasonlo képleteket mas
halak korai fejlodési allapotban 1€v6 oocytaiban is leirtak (BEGOVAC és WALLACE 1988).

A késObbiekben az oocytak elhagyjak a kotdszovetes allomanyt, majd az oocytat
beburkoljak a szomatikus szovet rétegei €s kialakitjdk a végleges follikulust, ami ekkor az
oocyta membranjat teljesen koriilhatarolo, pikkelyszerti follikulus sejtek egyetlen rétegébdl
all. Ezen kiviil a komplexet koriilveszi egy vaszkularizalt kotoszovet, a téka, amelyet a
felszini epitélium borit. Az 1. stadium végére a kortikalis ooplazmaban a gytriis lemezek, a
mitokondriumok, a Golgi-késziilékek, és az endoplazmatikus retikulum-ciszterndk szamanak
novekedése figyelhetd meg. Az oocyta felszinérdl révid mikrovilli nyulvanyok indulnak a
felszinét borité follikulus sejtek felle. A follikulus sejteknek szintén vannak mikrovilli

nyulvanyai az oocyta felé. A nyulvanyok kozott, eldszor csak foltokban, feltiinik egy amorf,

11



IRODALMI ATTEKINTES

elektrodenz anyag is. Ez az extracellularis anyag az elsé jele a zona radiata (zona pellucida,
vitellin burok) kialakuldsanak, ami <0,15 pum vastag az 1. stddium végén (SELMAN et al.
1993).

2.4 4 || stadium: kortikalis alveolus stadium

A masodik stddium végére a follikulusok atméréje 0,14- 0,34 mm kozotti. Ennek a
staddiumnak a kezdetét az oocytan belill megjelend kortikalis alvedlusok jelzik. Ahogy a
follikulus mérete nd és a kortikalis alveolusok szdma novekszik, az oocyta egyre opalosabba
valik, ¢és a kozépen elhelyezkedd sejtmagot egyre nehezebb megfigyelni.

A kortikalis alvedlusok kiillonb6z6 méretli, szénhidratokat és fehérjéket tartalmazo
membrannal hatarolt holyagocskak, melyek a Golgi-késziilékek kozelében helyezkednek el
(SELMAN ¢és WALLACE 1986, 1989; SELMAN et al. 1988). Ahogy az oocyta novekszik, az
alvedlusok szdma és mérete szintén novekszik, méretben elérhetik a 25um-t, a I stddium
végére elfoglaljak az ooplazma nagy részét. A kortikalis alveolusok az oocyta fejléddés
késébbi stadiumaiban kiszorulnak az oocyta kiilsd, kortex alloménydba a centralisan
felhalmozodd szikanyagok miatt, majd az ikra termékenyiilésekor kiiiritik tartalmukat
(kortikalis reakcio) (HART et al. 1977; HART és YU 1980; HART 1990; SZABO 2000a.).

A kortikalis alveolus stadium soran a germinalis vezikulum ndvekedése folytatodik,
egyre szabalytalanabb alaktiva valik, és szemmel lathat6 valtozasok kovetkeznek be benne, a
sejtmagvacskak szama egyre novekszik. HISAOKA ¢és FIRLIT (1962) 1500 sejtmagvacskat is
szamolt az ebben a stddiumban 1évé oocytak sejtmagjaban. A sejtmagvacskdk alakban és
méretben kiilonbozhetnek egymdstol. A nagyobb, szabdlytalan alakuak a sejtmag burkanak
kozelében, a kisebb, gdmbolytibb sejtmagvacskak kdzépen helyezkednek el.

Az ooplazmaban a mitokondriumok megnyulnak, 6sszekapcsolédnak a szemcsés
endoplazmatikus retikulum ciszternaival. Ez a sejtalkotd egyre nagyobb szamban lesz jelen a
kortex mentén. A gylirlis lemezek szdma is mindeniitt latvanyosan ndvekszik az oocytdban, ¢s
ugyanigy, mint a sejtmaghartydnal, néhany ezekbdl a ciszterndkbdl is szemcsés
endoplazmatikus retikulumban folytatodik (SELMAN et al. 1993).

A 1II. stadium végére lizoszoOmaszerii testecskék figyelhetok meg az oocytaban. Ezek a
kortikalis alveolusok mellett taldlhatdéak. Kiilonbozd siirliségben ¢és gyakorisagban

tartalmaznak hartyas és szemcsés részeket, szerepiik a szikanyagok képzésében van
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(WALLACE et al. 1983; BUSSON-MABILLOT 1984, WALL ¢és MELEKA 1985;
BEGOVAC ¢és WALLACE 1988).

Egy masik fontos szintézis tevékenység a II. stddiumll oocytaban a hdromrészbdl 4llo
zona radiata kialakuldsa. A harom réteg a zona radiata externa, a zona radiata interna 1, és a
zona radiata interna 2 (KESSEL et al. 1985). A II. stddium kezdetén alakul ki a masodik
réteg, az elso réteg és az oolemma kozott. A kiilsé réteg homogén €s mérsékelten elektrodenz
marad, mig a belsé Uj réteg erdsen elektron-lucens. A vastag komplex réteg nagyszamu
vizszintes réteget foglal magéban a sejthartya kozelében. Az Gjonnan kialakult zona radiata
csatorndkkal lyuggatott, ezekben a csatorndkban mikrovilli nyulvanyok talalhatok. Egy
csatornaban megtalalhatok mind az oocyta felszinérél induld, mind a follikularis tokbol
indulé nytlvanyok. Az oocyta felszinérdl ereddk akar 8um hossziak is lehetnek ¢és
benyulhatnak a follikularis tok sejtjei koz¢é, mig a tokbol ereddek altalaban nem érik el az
oocyta felszinét (KESSEL et al. 1985). Ennek a stddiumnak a végére a zona radiata
vastagsaga megkozelitdleg 6 um (SELMAN et al. 1993).

A haromrétegli zona radiata kils6 rétege ¢és a follikulus sejtek kozott stirh
anyagfelhalmozodas torténik. Ez az alkotorész egyre nagyobb lesz és egészen az ovulacidig
fennmarad. Az eredetiik, dsszetételiik, funkcidjuk még nem teljesen tisztazott, de hasonldak a
korion fibrilldival, ami a zona radiata-hoz kapcsoldodik mas valodi csontoshalfajoknal is
(FLUGEL 1967; DUMONT és BRUMMET 1980; SELMAN és WALLACE 1982).

A téka sejtek kozott specidlis sejtek tlinnek fel, amiket ,,specialis téka sejteknek”, vagy
»intersticidlis  sejteknek” neveznek ¢és morfoldgiai, valamint enzim hisztokémiai
megfigyelések alapjan szteroid termeld funkciot latnak el a zebradani6 follikulusaiban. Az 1.
stadiumban kevés taldlhato beldliik, a II. stadiumtoél viszont megndé a szamuk,
differencidlodnak, csoportokba rendezddve taldlhatok a téka kapillarisai mellett
(YAMAMOTO ¢és ONOZATO 1968; LAMBERT 1978).

A follikulusok az elsd két stadiumban még kevés szikanyagot tartalmaznak,
viszonylag homogén felépitésiiek, attetszoek ¢s még jol megfigyelheté benniik a sejtmag
(germinélis vezikulum) is. Igy a kiilonb6zd manipulaciokra az ebben a stadiumban 1évé

follikulusok latszanak a legalkalmasabbnak.
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2.4.5 lll. stadium: vitellogenezis

A vitelleogenezis stadiumaban a follikulusok 0,34-0,69 mm atmérdjiiek, €s egyre
opalosabba valnak, a germinalis vezikulum is teljesen kivehetetlen lesz. Ebben a stddiumban
az oocytak els6sorban a szikanyagok beépiilése miatt latvdnyos méretbeli ndvekedésen
mennek keresztiil. Az oocyta endocitdzissal veszi fel a majbol szdrmazo fehérjetermészetii
anyagot, a vitellogenint és késébb dolgozza fel szikanyaggd, amit menbranhatérolt
sziktestecskékbe zar (WALLACE 1985). Két f6bb vitellogenin tipust irtak le zebradanional, a
nagy- ¢s kis molekulatomegli vitellogenint. Ugyantigy, mint a tobbi ikrarakd halfajnal, a
zebradanional is csak a ndstény egyedek vérplazmajaban van jelen a vitellogenin, a himekbdl
- néhany specialis esetet leszamitva - hianyzik (WANG et al. 2005; RUGGERI et al. 2008).

SELMAN ¢és munkatarsai (1993) biokémiai vizsgdlatokat ¢és morfologiai
megfigyeléseket végeztek annak meghatarozésara, hogy milyen mérettdl tartalmaz a
follikulus vitellogenint tartalamz6 oocytat. Kiilonb6zé méretli oocytakbdl késziilt
homogenizatumokat vizsgalva azt talaltdk, hogy a 0,34 mme-es follikulus 4tmérétél kezdve
mar kimutathatd mennyiségli vitellogenint tartalmaznak a petesejtek. Az ilyen méreti
follikulusokban mar megtalalhatok az apré6 membrannal burkolt sziktestecskék az oocytan
beliil, és ezek szama, valamint a mérete folyamatosan né az oocyta tovabbi fejlddése soran.
Az oocyta felszinén ilyenkor jelentds mértékii endocitozis figyelheté meg. A lizoszoma-szerti
testecskék egyre kevésbé észrevehetdek az oocytaban, mikozben a szikberakodas folyamata
zajlik. A fejlodés ideje alatt, a szikszemcsék kiilonbozé méretben vannak jelen, néhany
koziiliik eléri a 40pm-t. A legtdbb szikszemcse nem homogén és rendszerint egy vagy tobb
vonallal hatarolt részre oszlik (YAMAMOTO ¢és OOTA 1967). Ebben a stadiumban
(vitellogenezis) torténik a fehérjék legnagyobb mértékli beépiilése, az atlagos novekedés 0,18
mg fehérje/mm’ (WALLACE és SELMAN 1985). A fehérjebeépiilés, ha kisebb mértékben is,
egészen a végsO oocyta érésig tart.

A vitellogenezis korai szakaszaban a follikulus epitéliumaban specidlis follikulus
sejtek un. mikropyle sejtek jelennek meg. Ezek hozzadk létre a késObbiek folyaman a
mikropyle csatornét a zona radiata-ban (HORVATH 1980; SELMAN et al. 1993).

A gemindlis vezikulum a stddium végére elmozdul az ooplazma centrumabol,
mikdzben a korvonala egyre egyenletesebb lesz, ezt a folyamatot anyai hatdsu faktorok
iranyitjdk (BALLY-CUIF et al. 1998). A sejtmagvacskdk szdma is erdsen lecsokken,
formajuk szabalyossa valik, a kisebbek altaldban a germindlis vezikulum kdozelében

talalhatéak. Ahogy a szikszemcsék kitdltik az oocyta belsejét, a kortikalis alveolusok
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fokozatosan egyre inkabb a periféridra szorulnak a némiképp elektron-lucens ooplazmaban. A
vitellogenezis végére a follikulusok érzékennyé valnak az endogén hormonokra és készen

allnak a végsd érésre (IV stddium) (SELMAN et al. 1993).

2.4.6 |V stadium: végs6 oocyta érés

A végsd oocyta érés (maturacio) stadiumaban 1évo follikulusok atmérdje 0,69 - 0,73
mm. A IV. stddium alatt a germindlis vezikulum az oocyta széléhez vandorol a késObbi
animdlis polus felé, a sejtmagburok szétesik, az elsé meiotikus osztodas megtorténik és a
kromoszémak a masodik meiotikus osztddas metafazisdba keriilnek. Ennél a pontnal alakul az
oocyta ikrava (SELMAN és WALLACE 1989). A maturacio elétti follikulus opalos, emiatt
nehéz, de nem lehetetlen megfigyelni benne a germindlis vezikulumot. A maturacid
stddiumaban a follikulus 4tteszébbé valik, a germindalis vezikulum is konnyebben
megfigyelheté (SELMAN et al. 1993).

Ebben a stadiumban a csontoshalak oocytaja a follikulusban in vitro is eléri a
maturaciét szovettenyé€sztdé médiumba is, ami nem kell, hogy tartalmazzon exogén
hormonokat, ha mar in vivo is belépett a maturdci6 szakaszdba (WALLACE és SELMAN
1978; GREELEY et al. 1986b).

Csontoshalakndl az oocyta maturdcid alatt, kiilondsen a tengerben ¢éloknél, a
hidratacionak kdészonhetéen az oocytdk méretbeli novekedése tovabb folytatddik, valamint
né¢hany szikfehérje proteolizisen megy keresztil (WALLACE ¢és BEGOVAC 1985;
GREELEY et al. 1986a; SELMAN és WALLACE 1989). Edesvizi fajoknél, ahol ezt
dokumentaltak, sokkal kisebb mértékben volt jelen ez a folyamat (GREELEY et al. 1986a;
IWAMATSU et al. 1992). A zebradanio follikulusaiban ez a ndvekedés csak 10-15%-ot tesz
ki az oocyta maturacié soran in vivo és valamivel kevesebbet in vitro. A maturacié el6tti, a
maturdci6 utani oocytak, illetve az ikra elektroforetikus profiljat 6sszehasonlitva kimutathat6
egy kismértékii proteolizis a maturécio alatt (in vivo €s in vitro is) (SELMAN et al. 1993).

Ellentétben méas csontoshalakkal, a zebradanional szembetiing strukturalis valtozasok
mennek végbe a szikben a IV. stadiumban: a szikszemcsék elveszik kristalyos szerkezetiiket
¢s homogénekké valnak. A szikszemcsék a maturacié utdni oocytdkban kevésbé szogletes,
simabb konturral rendelkeznek, mint a maturacié elott (SELMAN et al. 1993).

Az ovuléciot megeldzden a follikulus sejtjei elhuzodnak az oocytatol, a mikrovilli-k

visszahuzodnak a zona radiata csatornaibol. Ezzel ellentétben szamos oocyta mikrovilli
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folytatja behatolasat a zona radidtdba még az ovulacié utan is. Az ovulacié utan a legtobb
valodi csontoshalnal a follikulus maradvanya lesz a posztovulacios follikulus (SELMAN et al.

1993).

2.4.7 V stadium: érett ikra

Az érett ikra 0,73- 0,75 mm atméréji. Az attetszé ikrak az ovuléciot kdvetden a
petefészek iiregébe keriilnek. A fajra jellemz6 follikulus méret, amib6dl az ikra kilokoédik
(ovulacio), egyedenként valamelyest eltérhet. A folluklaris tok, ami koriilveszi a még nem
ovulalt ikrat, hozzavetdlegesen 10um vastag igy az ikrdk csak egy kicsit kisebbek, mint a
follikulusok, amib6l ovulaltak. A zona radiata hdromrétegli, vékonyabb 3um-nél, és benne
talalhato a tolcsérformaju mikropyle (HART et al. 1992). Az elektrondenz anyag (corion
fibrilla) tovabbra is fedi a burok kiils feliiletét, amit pehelyszerii anyag borit. Bar a porusok
tiresnek tlinnek az ovulalt ikrdkon, az ikra felszine tovabbra is kapcsolatot tart a zona
radiataval, a mikrovilli nyGlvanyokon keresztiil. A kortikalis alvedlusok rétege az ikra
kortexében talalhatd, kozvetleniil a szikszemcsék felett. Ellentétben mas csontoshalakkal
(MIGAUD et al. 2003; JIANG et al. 2010) lipidcseppecskék nem talalhatéak sem az ikraban,
sem a fejlédésben 1évé oocytdban, jollehet a sziknek van zsirtartalma (MALONE és

HISAOKA 1963).

16



IRODALMI ATTEKINTES

1. tdblazat A zebradani6 follikulusok fejlédési allapotainak Osszefoglald tablazata SELMAN
¢s munkatdrsai (1993) munk4ja alapjan

Fejlodési stadium F6 morfologiai jellemzdok

L. stadium Az elsddleges novekedés fazisaban a follikulusok (a kép kdzepén
csoportban helyezkednek el) atmérdje 7-140 um kozotti. A
follikulusok atlatszoak, megfigyelhetéek benniik a sejtmagok. A
sejtmag a citoplazméhoz képest nagy, sokszor nehéz elkiiloniilt
citoplazmat tartalmazo részt megfigyelni.

A kortikalis alveolus stddiumban a follikulusok atmérdje 0,14-
0,34 mm kozotti. Ennek a stadiumnak a kezdetét a kortikalis
alvedlusok megjelenése jelzi az oocytan beliil. Ahogy a follikulus
mérete nd és a kortikalis alveodlusok szama ndvekszik, az oocyta
egyre opalosabba valik, és a kozépen elhelyezkedd germindlis
vezikulumot egyre nehezebb megfigyelni.

III stadium A vitelleogenezis stadiumaban 0,34-0,69 mm atmérdjiek a
follikulusok, és egyre opalosabba vélnak, a germinalis vezikulum
is teljesen kivehetetlen lesz. Ebben a stadiumban az oocytak
elsésorban a  szikanyagok beépiilése miatt latvanyos
méretnovekedésen mennek keresztiil.

IV stadium A maturacié stddiumaban 1évé follikulusok atmérdje 0,69-0,73
mm. A maturacio elotti follikulus opalos €s néha megfigyelhetd
benne a germindlis vezikulum. Strukturdlis valtozdsok mennek
végbe a szikben ebben a staddiumban: a szikszemcsék elveszik
kristalyos szerkezetiiket ¢s homogénekké vallnak.

V stadium Az érett ikra 0,73-0,75 mm atmérdjii, €s attetszobb, mint a IV
stadiumban 1évd follikulusok. A kortikalis alvedlusok rétege az
ikra kortexében talalhatoak, kozvetleniil a szikszemcsék felett.
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2.5 A csontoshalak petefejlédésének tipusai

A petefejlédés tipusai alapjan a csontoshalakat harom 6 csoportba sorolhatjuk (SZABO
2000D).

- Az els6 csoportba az életiik soran csak egyszer ivo fajok, mint a csendes- Oceani
lazacfajok (Salmonidae), vagy az angolna (Anguilla anguilla) tartoznak. A petefészkiikben az
ivasi ciklus soran a petesejtek azonos stddiumban vannak, fejlédésiik egyidejti.

- A masodik csoportba azok a fajok tartoznak, melyek petefészkében két vagy tobb
olyan oocyta csoport talalhato, melyek fejléddési fazisukban kiilonboznek. Az ikrasok fajtol és
a kornyezeti feltételektdl fliggden tobbszor is ivhatnak a szaporodési idészakon beliil. Ebbe a
csoportba tartozik példaul a ponty (Cyprinus carpio) és az aranyhal (Carassius auratus
auratus). Az ovulacid utdn a kovetkezd sejtgeneracid a mar eldrehaladott petesejtekbdl
fejlodik ki, ezért lehetséges, hogy mig az ivarérés rendszerint tobb évig tart, a mar egyszer
ivott ikrasok minden évben képesek érett oocytakat termelni.

- A harmadik csoportba az aszinkronizalt petefejlédésti halfajok tartoznak, ahol a
petefészek oocytai kiillonbozdé fejlodési fazisban vannak. Az azonos fejlédési allapota
petesejtek nem képeznek jol megkiilonboztethetd csoportokat a petefészken beliill. A
viszonylag hosszu szaporodasi idészakban az ikrdsok meghatarozott id6kozonként ovuldlnak
¢s ivnak. Ezt a csoportot képviselik tobbek kozott az dkle (Rhodeus sp.) vagy a danid (Danio
sp.) fajok.

A keléstol az elsé szaporodasig tartd iddszakig lezajlo valtozdsok, vagy az ovulaciot
kovetd regeneracios idészak eseményei elsdsorban a gazdasagilag fontos halfajoknal jol
ismertek, hiszen meghatarozasuk alapvetd fontossagu volt az optimalis keltetohazi szaporitasi
technikak kidolgozasaban (HORVATH 1980; BROMAGE és CUMARANATUNGA 1988;
KITAJIMA et al. 1994). Nem tisztazott azonban, hogy az azonos fejlddési fazisban jelenlévd
oocytak koziil melyik, és miért 1ép tovabb a fejlddés kovetkezd fazisdba, illetve ehhez
minimdlisan mennyi id6 sziikséges. Nem ismert az oka annak sem, hogy két ivas kdzott mely
stadiumu petesejtek és miért maradnak nyugalmi fazisban. Az oocytak fejlddésének nyomon
kovetésével valaszt kaphatnank ezekre a kérdésekre ¢és betekintést nyehetnénk a
szaporodasbioldgia olyan tényezdire, melyek a halfajok mesterséges szaporitdsa sordn a

hatékonysag noveléséhez fontosak.
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Iy Ve

A halak oocytai szamos vizsgalat targyat képezik. Ilyen vizsgalatok példaul a meiotikus
osztodasokat iranyitd molekuléris folyamatok tanulmanyozasa, a néstény egyedek genetikai
iranyul6 kisérletek, illetve az anyai hatasok eredetének vizsgélata. A vizsgalatok egyik fontos
pontja az oocytak nagy mennyiségben torténd izoldlasa a petefészekbdl és az oocytak in vitro
¢letben tartasa a kisérlet ideje alatt.

A vizsgalatok elvégzéséhez mintat kell venni a petefészekbdl. A mintavétel torténhet az
egész petefészek kimitésével, illetve a nagyobb testli halfajoknal biopszia segitségével
(HORVATH 1980). Az oocyték kézzel torténé izolacioja a petefészek szovetébodl, faradsagos
¢s iddigényes folyamat. Amennyiben a vizsgalatokhoz kiilonallé oocytdkra van sziikség, a
szepardlds folyamata még inkabb meghosszabbitja a kisérletek elokészitési idejét, a folyamat
alatt a petesejtek sériilhetnek, az életképességiik csokkenhet. Az izolalasi folyamatot
meggyorsitod egy, az emldésoknél hasznalatos enzimatikus petesejt-izolacios eljarasok (ROY és
GREENWALD 1985; ROY ¢és TREACY 1993; SAHA et al. 2000) halakra torténd
adaptalasarol a kozelmultban publikéltak eldszor (GUAN et al. 2008). Az enzimatikus
eljarassal izolalt oocytak életképessége megegyezik, illetve kiss¢ alatta marad a kézzel torténd
szeparalasnak, viszont nagysagrendekkel tobb oocyta gytijtését teszi lehetové azonos ido alatt,
igy a tovabbiakban ennek a mddszernek az elterjedésére nagy az esély.

Egy masik mddszer az izolacidé megkonnyitésére a kiillonbozd sejt-sejt kapcsolatokat
megsziintetd, kalcium és magnézium-mentes oldatok hasznalata (VARADI és HORVATH
1997), az ilyen médiumokban vald hosszi inkubacios id6 azonban erdsen ronthatja a sejtek
¢letképességét.

A szeparacidé utan a kovetkezd fontos 1€pés az oocytdk életben tartdsa. Az oocytak
tarolasra, melyek koziil a legelterjedtebbek a Leibowitz L-15 oldat (SELMAN et al. 1993;
GUAN et al. 2006; TSAI et al. 2009), a zebrafish Ringer oldat (TOKUMOTO et al. 2005), ¢s
a kiilonboz6é koncentracioji Hank’s oldatok (WESTERFIELD 1995; GUAN et al. 2008).
Minden médium ko6zds jellemzdje, hogy az izolalt petesejtek akéar tobb napon keresztiil is
karosodas nélkiil tarthatok benniik, amennyiben tartalmaznak valamilyen antibiotikumot is,
amely megakadalyozza a médium befert6zédését.

A halak oocytadinak in vivo megfigyelésére is van lehetOség a petefészek ultrahangos

képelemzésével (BLYTHE et al. 1994; KOTRIK et al. 2008).
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2.7 Az anyai hatas bioldgiaja

A halaknal, a termékenyiiléstdl a blasztula stadiumig, az embrionadlis sejtek genomja
inaktiv és ebben a korai iddszakban az embrio fejlédését az anyabdl szdrmazo anyagok (a
petesejtben jelenlévd RNS-ek, fehérjék, és mitokondriumok) szabalyozzak, melyek az
oogenezis soran szintetizdlodnak és halmozdédnak fel az oocytaban (BALLY-CUIF et al.
1998). Az anyabdl szarmaz6 szabalyoz6 faktorok iranyitasa alatt a sejtosztédasok gyorsan €s
szinkronizaltan zajlanak le az embrioban (NEWPORT és KIRSCHNER 1982; KANE és
KIMMEL 1993).

Ezt a korai szakaszt koveti a midblasztula atmenet (az angol kifejezésbol elterjedt
roviditése: MBT), amit az idében elnyulo, ciklikussdgukat elvesztd sejtosztodasok és a
transzkripcid kezdete jellemeznek (GERHART 1980), ez az id6pont egybeesik a gasztrulacio
kezdetével (NEWPORT ¢és KIRSCHNER 1982). Az MBT-t a sejtmag-citoplazma arany
kritikus megvaltozasa inditja el (nucleocytoplasmic ratio). Ezt a megfigyelést tanusitja, hogy
haploid embrioknal késébb (EDGAR és SCHUBIGER 1986), tertaploidoknal hamarabb
kezdédik az MBT, mint a vad tipusu diploid sejteket tartalmazo embrioban (NEWPORT és
KIRSHNER 1982; MITA és OBATA 1984). Amellett, hogy DECKENS ¢és munkatarasi
(2003) fue (futile cycle, eredménytelen ciklus) mutans zebradanion folytatott kisérletei szintén
alatdmasztjak ezt a megfigyelést, a sejtmag citoplazma arany megvaltozasa mellett eddig még
fel nem fedezett molekuldris mechanizmusok is fontos szerepet jatszhatnak a midblasztula
atmenet beinduldsaban.

Csontoshalaknal altalaban az els¢ hét osztddas torténik szinkronizaltan. A hetedik
osztodast kovetden torténik az MBT, ami fajonként valamelyest eltérhet. Zebradanioban a
midblasztula atmenet a tizedik osztodast kovetden torténik meg (KANE ¢s KIMMEL 1993).

Az anyai hatds az embriodgenezis folyamatdban nem szlinik meg az MBT-nél, hanem
tovabbra is a kulcsfontossadgu fejlédési folyamatok nélkiilozhetetlen szabalyoz6 eleme marad
(DOSCH et al. 2004; WAGNER et al. 2004), beleértve a dorzo-ventralis tengely kifejlodését
(GORE et al. 2005; FLORES et al. 2008), az ivari red0k antero-poszterior tengelyének
kialakulasat (GRITSMAN et al. 1999; LUNDE et al. 2004), a gerincveld és az dsivarsejtek
fejlédését (PELEGRI 2003). Az anyai hatast géntermékek hozzédjarulnak az embriondlis

fejlodéshez a szervi differencidlodas késéi szakaszdban is. Erre utal, hogy az anyai
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géntermékeket még 3 nappal a termékenyiilés utan is megtalaltdk a zebradanié larvakban
(RYU et al. 2005) ¢és késobb is befolyasoltak a zebradanié fejlodését.

Az anyai géntermékek embrionalis funkcidjat bizonyitja az a megfigyelés, hogy
szamos olyan zebradanié gén zigotikus mutacidja nem okoz sejthalalt embriokban, amely
gének homologjai, példaul az RNS pol II alegysége, vagy a TAF gének, az egysejtlickben
esszencialisak. A vizsgalt zigotikus mutacidoktol az embridk pusztulasat vartak, ennek ellenére
csak enyhe fenotipusos eltéréseket figyeltek meg a vizsgalt egyedekben (AMSTERDAM et
al. 2004). Ezek a megfigyelések azt sugalljak, hogy az anyai géntermékek helyettesitik az
esetleg még hidnyosan miikodé zigotikus vagy mads széval embriondlis géneket akar a
larvafejlodés 4-5. napjaig is, amikor a szervek tobbsége mar jelen van és miikodik.

Annak ellenére, hogy tobb ezer anyai gén expresszal az embrioban (MATHAVAN et
al. 2005) és ismeretlen szdmu kiilonboz6 fehérje szintén az anyatol 6roklédik, még mindig
kevéssé ismertek a genetikai és molekularis mechanizmusai annak, hogy ezek hogyan
befolyasoljak a fejlodést. Pontosan nem tisztazott még az sem, hogy az embrionalis gének
hogyan veszik at az anyai tényezok szerepét (SCHIER 2007). Ez az anyai géntermékek
hatasanak vizsgélatara hasznalt, forditott (forward genetikai megkozelités, egy adott fenotipus
genetikai hatterét vizsgalja) vagy klasszikus (reverse genetikai megkozelités, egy adott gén
altal kialakitott tulajdonsagokat vizsgalja) genetikai megkdzelitést alkalmazo technoldgiakkal

végzett beavatkozasok nehézségeibdl adodik.

2.8 Az anyai hatasok vizsgalatara iranyulé fontosabb technikak
halakban

2.8.1 Anyai mutans vonalak el6allitasa

Kémiai mutagéneket mar régota alkalmaznak random pontmutaciok kialakitasara a
kiilonbozo allatfajokon. Zebradanional a legelterjedtebb mutacidok eldallitasara hasznalatos
vegyiilet a N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) (DRIEVER et al. 1996; HAFFTER et al. 1996;
WIENHOLDS et al. 2002). A recessziv anyai mutaciok vizsgalatara hasznalt mutagenezis
eljaras sémajat az 1. abra tartalmazza.

A kiindulési (F1) populécid eldallitasdhoz kifejlett himivart halakat kezelnek ENU-t
tartalmaz6 oldattal, majd nem kezelt vad tipust ikrasokkal keresztezik 6ket (GO). A tejesek
kezelésénél a koncentraciot és az expozicids idot ugy allitjak be, hogy csak olyan mennyiségii
mutacid képzodésére legyen esély a genomban, amely még nem zavarja a kiértékelést, és a
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halak fertilisek maradnak. Ha a kezelés megfelelé volt, az F1 populacidé nagy mennyiségben
fog heterozigdta mutaciokat tartalmazni (1. abra, pirossal csikozott halak). A kiindulési
populécio tejeseitdl rendszerint DNS mintat vesznek a késObbi vizsgalatok szamadra, illetve
spermamélyhiitéssel kiegészitve, €16 génkonyvtarak segitségével megdrzik azok genetikai
anyagat (WIENHOLDS et al. 2003; SOOD 2006).

Az F2 populacidhoz a kiindulasi allomény ikréasait keresztezik vad tipusu tejesekkel
igy az utddok fele heterozigdta kombinacidban fogja tartalmazni a muténs allélt (*/+). A F2
populéciobol testvérkeresztezéseket végezve, a megfeleld genotipusok parositdsaval, az
utodok kozott (F3) mar homozigdta formaban is megjelenik a mutacié (1. abra, */*, piros
halak). Az F4 utodokban torténik az életképesség és a morfologiai elvaltozasok vizsgalata, a
termékenytiilést kovetd elsé naptol (DRIEVER et al. 1996; HAFFTER et al. 1996;
WIENHOLDS et al. 2002; DOSCH et al. 2004). Az utéodokban, recessziv mutacid esetén,
csak abban az esetben jelentkezik fenotipusosos eltérés, amennyiben az anya homozigéta volt
a mutaciora. A heterozigota ikrasoktol szarmazo utdodokban az anyai hatas miatt nem alakul ki
fenotipusos elvaltozas.

Az ilyen tipust vizsgélatok nemcsak id6, hanem rendkiviil helyigényesek is, hiszen
akar tobb ezer keresztezést is el kell végezni, az utdédok szdrmazéasat pontosan nyomon kell
kisérni a kisérlet ideje alatt. Emiatt csak a nagyon jol felszerelt laboratériumokban van

lehetdség az ilyen tipust vizsgalatok elvégzésére.
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1. dbra Anyai mutans vonalak el6éallitasi sémaja DOSCH et al. (2004) alapjan

2.8.2 ATILLING moédszer

A TILLING modszer (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) egy olyan
molekularis biologiai, forditott genetikai megkozelitésen alapul6 eljards, amely segitségével
egy kivalasztott génben eléfordulé pontmutaciok kozvetleniil azonosithatok €s vizsgalhatok.
Az eljards a kémiai anyagokkal eldidézett mutagenezist kombindlja egy érzékeny DNS
vizsgalo technikdval (MCCALLUM et al. 2000 a, b). Az eljarast eldszér novényeken
probaltak ki, de nem sokkal késébb zebraddnional is alkalmaztak (WIENHOLDS et al. 2002;
2003; SOOD et al. 2006).

A vizsgalatokban azokat a mutagénnel kezelt egyedeket azonositjak, amelyekben

megtalalhatd a célgént érintd mutacio. Ehhez a kezelt populaciobol szarmazod egyedek

23



IRODALMI ATTEKINTES

genomjanak azon részét, amely a célgént tartalmazza felsokszorositjak és a fragmentek végeit
festékekkel (IRDye700) jelolik. Ezzel parhuzamosan vad tipust, nem kezelt egyedekbdl is
felsokszorositjak a kivant DNS szakaszt és ugyancsak megjelolik a végeket egy mas szinii
festékkel (IRDye800), majd a két kiillonbdz6 DNS fragmentumot hibridizéltatjdk egymassal.
A két fragment Osszekapcsolodik, azonban a pontmutaciok helyén a kapcsolodas nem jon
l1étre (angol névvel missmatch). A hibridizalt fragmentekhez, egy olyan nukle4dz enzimet (CEL
I) adnak, ami a kapcsolddasi hibaknal elvagja a DNS szélat. A kapott terméket denaturalva és
gélen futtatva konnyen meghatdrozhatd, hogy a mutagénnel tortént kezelés mely egyedek
genomjaban okozott a célgénben elvaltozast, igy az adott egyedek tovabbi vizsgalatok céljara
elkiilonithetéek. Az érintett szakasz megszekvenalasaval az is kiderithetd, hogy hol és milyen

valtozast okozott a kezelés (GILCHRIST és HAUGHN 2005).

2.8.3 Morpholino alapu génfunkcié gatlas (knock down)

A Morpholino antiszensz oligonukletotid (MO) alapu eljaras egy hatékony, forditott
genetikai megkozelitést haszndld technika, amely egy kivalasztott célgén milkddésének
¢s vizsgalatara (SUMMERTON és WELLER 1997; COREY és ABRAMS 2001).

A Morpholino oligonukleotidok szintetikus, nukleinsav anal6g molekulak, melyeket a
normal nukleinsav-struktara Gjratervezésével allitottak eld. A Morpholinoban egy hat atombdl
allo gytirti (morfolin gytir(i) helyettesiti a ribdz vagy a dezoxiriboz gytrit, az egyes gyuriiket
ionos toltéssel nem rendelkezd foszforodiamidat csoport koti 0ssze. Ehhez a gerinchez
csatlakoznak a standard bazisok, igy a Morpholino oligonukleotid molekula mind DNS-el,
mind RNS molekuldkkal képes hibridizalni. A Morpholinok szerkezetiikbdl addddan
ellenalloak a sejtekben talalhato nukleazok bontasaval szemben (SUMMERTON és WELLER
1997; COREY ¢és ABRAMS 2001).

A Morpholinok szekvenciaspecifikusak, a nem megfeleld bazissorrendii molekuldk
nem okoznak valtozast a fehérjeszintézisben. A kisérletekben haszndlatos molekuldk altalaban
25 bazis hossziisaguak, melyet specidlisan a célgénrél termel6dd6 mRNS bizonyos
szekvenciaira terveznek (COREY és ABRAMS 2001).

A Morpholino bazisszekvenciditol fliggéen két Uton gatolhatja az adott mRNS-en
keresztiil a fehérjeszintézist. Az elsd esetben a Morpholino a célgénrdl kozvetleniil atirodo

pre-mRNS érési folyamataban az intronok helyes kivagodasat akadalyozza meg, ezaltal hibas,
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nem muikodo fehérje képzddését idézi el6. A masodik esetben a transzlaci6 folyamatat gatolja
meg azaltal, hogy az érett mRNS-hez kapcsolédva megakadéalyozza az iniciaciés komplex
szabalyos kialakulasat, igy az mRNS-rél egyaltalan nem képzddik fehérje (COREY és
ABRAMS 2001).

A Morpholino oligonukleotid embriokba torténd mikroinjektalasa alkalmas az anyai
hatasok vizsgalatara, az anyai eredeti mRNS-ek blokkolasa altal (NASEVICIUS és EKKER

crer

visszajuttatasara szolgalo technika hianyaban nem alkalmas.

2.8.4 PGC transzplantacié

Az Osivarsejtek (angol néven, primordial germ cells, roviditése: PGC) olyan sejtek,
melyekbdl ivarsejtek alakulnak ki az egyedfejlodés soran. Halakndl az ivarszervekben
talalhato hatalmas mennyiségli ivarsejt csak néhdny tucat primordialis 6ssejtbdl szdrmazik
(SAITO et al. 2006). Az embriofejlédés soran az Osivarsejtek az egyediili olyan sejtek,
melyekben benne rejlik a lehetdség, hogy genetikai informdaciot juttathatnak at a kovetkezo
generacioba. Az Osivarsejtek alkalmazésaban nagy lehetdségek rejlenek a génbanki
felhasznalastol, az un. ,,germ line” kimérakbol szarmazé utddok eldallitasaig (CIRUNA et al.
2002; YOSHIZAKI et al. 2004).

Két eljaras 1étezik az 6sivarsejtek transzplantasara. TAKEUCHI €s munkatarsai (2003)
kifejlett szivarvanyos pisztrangok ivarszervébdl izolalt sejteket, nem tisztan csak PGC-ket,
juttattak be mikroinjektalassal szivarvanyos pisztrang ivadékok hastliregébe. A transzplantalt
sejtek megjelentek a recipiens ivarszervében, érett ivarsejteket képeztek, melyeket
termékenyitési kisérletek soran felhasznaltak és beldliik életképes utddokat kaptak. Az altaluk
leirt eljaras, nem minden halfajnal hasznalhatd, mivel egyes fajok frissen kelt ivadékai nem
rendelkeznek megfeleld méretii hasilireggel a nagy mennyiségii sejt befogadasara.

A masik eljarasndl blasztula fejlédési stadiumi embriokbdl szarmazo Osivarsejteket
iltettek at hasonld fejlddési stadiumii embridkba. Az dsivarsejtek izolacidjanak
megkonnyitése érdekében a donor embriokat egy olyan konstrukcioval (GFP-nosl 3’UTR
mRNS) injektaltdk, mely csak ezekben a sejtekben miikddik (SAITO et al. 2006). A jelolt

sejtekkel intra- és interspecifikus atiiltetéseket végeztek és minden esetben taldltak olyan
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egyedeket melyek ivarsejtjeiben megtalalhat6 volt a donor egyedek genetikai anyaga (SAITO
et al. 2008).

Interspecifikus dsivarsejt kimérakbol eddig nem sikeriilt ikrat eldallitani (SAITO et al.
2008). Fontos megjegyezni, hogy a graft, a koriiltekintd izolalas ellenére is tartalmazhatott
fontos lenne, hogy ezt a hibat kikiiszoboljék. Az sem tisztazott, hogy mennyi PGC sziikséges
a halak petefészkének fejlodéséhez ¢és a gametogenezishez, ennek a kérdésnek a
megvalaszolasa tovabbi vizsgalatokat, illetve a transzplantacios technika tovabbfejlesztését
igényli.

Az Osivarsejt transzplantaciét anyai mutans vonalak eldallitasara is felhasznaltak.
Letalis, anyai hatast mutéaciot hordozé embridk dsivarsejtjeit iiltették at vad tipust embridkba.
A vad tipust, recipiens embridok Osivarsejtjeinek fejlodését egy erre a célra tervezett
Morpholino oligonukleotid (a.PGC-MO) injektalas segitségével blokkoltak. Mivel az embrid
csak a primordialis Ossejtjeiben tartalmazta a mutans gént, az utdd fejlodése zavartalanul
tortént. A kifejlett egyedek ivarszerveiben csak a donor Osivarsejtekbdl képzddo ivarsejtek
voltak jelen, igy a muticid az dsszes oocytaba 0roklodott. Ezt az eljarast alkalmazva sikeriilt
kikeriilni az anyai mutdns vonalak el6allitasara iranyuld tobb generacios keresztezési

eljarasokat (CIRUNA et al. 2002). Az eljaras sematikus abrajat a 2. abra mutatja be.

Donor (m/+) Recipiens (+/+)

T
N

(GFP)-nos1 3'UTR mRNS injektalas a.PGC-MO injektalas

Donor PGC sejtek kivétele Donor PGC sejtek transzplantacioja

2. dbra Anyai mutans vonalak eldallitisanak sémdja Osivarsejt transzplantacid segitségével
(CIRUNA et al. 2002)
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2.9 Riportergének

2.9.1 A fontosabb riportegének dsszefoglald jellemzése

Az olyan géneket, melyek megnyilvanuldsa a fenotipusban jol lathatd, és ha
valamilyen egyszerl eljarassal konnyen és foleg gyorsan kimutathatd, riportergéneknek vagy
riporternek nevezziik (MULLER 1996; NAYLOR 1999). A riporter kifejez6dését markerként
hasznalva konnyen nyomon kovethetévé valik célszekvencidk, teljes gének, és fehérjék
mitkddésének vagy sejten, szervezeten beliili hollétének figyelemmel kisérése.

A riportergének hasznalatan alapuld technikdkat elészor a kiilonbozoé regulaloelemek
(prométerek, enhanszerek) tesztelésére, illetve a transzgén bejuttatdsok hatékonysaganak
vizsgalatara, ellendrzésére hasznaltak, mind eukariota, mind prokariota élélényeken (ALAM
és COOK 1990; WOOD 1995; MULLER 1996; WELSH és KAY 1997).

Célfehérjék ¢és riporterfehérjék kovalens Osszekapcsolasaval lehetdség nyilik arra,
hogy az egyes fehérjék transzportjat €s mas fehérjékkel vald kapcsolatat is vizsgaljak, példaul
a receptorfehérjék és a ligandumaik kapcsolatat, vagy a sejtek kozotti informacidcserét
biztositd fehérjék mitkodését (CASTANON ¢és SPEVAK 1994; HOLZSHUH et al. 2001).
Tobb kiilonbozo, vagy egy riportergén tobb valtozatanak egyiittes hasznalataval fehérjék
szimultdn nyomon kovetése is megvaldsithatd (WAN et al. 2002; SATO et al. 2005).

A riportergének hasznalatdban rejléd lehetdségeket gyogyaszati céli génterapids
alkalmazéasok kidolgozéasaban is kihasznaljadk (SERGANOVA et al. 2007, CHUANG ¢és
CHENG 2010), a betegségek hatterének feltérképezése utdn ugy, hogy a betegség
gyogykezelésére szolgald terapids fehérjét kodold géneket juttatnak be a sejtekbe, majd
riportergének segitségével figyelik a sorsat (SON et al. 2003; LIESCHKE és CURRIE 2007).
A riportergéneket alkalmazd eljardsoknak toxikologiai céli felhasznalasi lehetdségei is
ismertek. Indukalhat6é promoterek ripotergénekkel torténd osszekapcsolasaval olyan indikator
¢lolényeket hoztak létre, melyek jelzik, ha a kdrnyezetiikben bizonyos mérgezé anyagok
vannak jelen (HEITZER et al. 1994; VAN DYK et al. 1994, BAKOS et al. 2010).

Riportergéneket tartalmazo halakkal ¢és egerekkel az allatkereskedésekben is
talalkozhatunk, hiszen a hobbiallattartok részére a kozelmultban ,,vildgitd™ transzgenikus
allatokat is forgalomba hoztak (GloFish, NeonMice).

Munkam soran csak a zo6ld vilagitd fehérje génjét (angolul: green fluorescent protein
roviditve: GFP), vagy annak valamilyen véltozatat tartalmazo transzgenikus zebradanio

vonalakat és  nukleinsav  konstrukcidkat  hasznaltam  fel, magukban  vagy
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egymassalkombindlva, igy a riportergének koziil csak ennek a részletesebb ismertetésére térek

ki. A leggyakrabban hasznalt riportergének fobb tulajdonsagait a 2. tdblazat tartalmazza.

2. tiblazat A leggyakrabban haszndlt riportergének 6sszehasonlito tablazata MULLER (1996),
NAYLOR (1999), ANDO (2002) és SERGANOVA (2007) munkéja alapjan.

Riportergén

Elényok

Hatranyok

Kloramfenikol acetil-
transzferaz (CAT)

(Escherichia coli)

Nincs zavar6 endogén aktivitas,
konnyen kimutathato ELISA

teszttel

Kvantitativ mérésre nem
alkalmas, nem ad informaciot a

térbeli elhelyezkedésre

Neomycin foszfotranszferaz
(neo)

(Escherichia coli)

Aminogliikozid tipust
antibiotikumokkal torténd
szelekcioval konnyen

kimutathato.

Magasabbrendii ¢161ényekben
nem vagy csak koriilményesen

alkalmazhat6 (mozaikossag)

- galaktozidaz (lacZ)

(Escherichia coli)

Hisztokémiai festéssel,
lumineszencian alapulo
eljarasokkal kénnyen

kimutathat6

Gerincesekben endogén
aktivitas zavarhatja a
kielemzést, ami megfelel6 pH-n

csokkentheto.

Luciferaz (luc)

(Photobacterium fischerii)

Prokariotakban jol hasznalhato

transzkripcios vizsgalatokhoz

Eml6s6knél nem alkalmazhato,

viszonylag gyenge jelet ad.

Luciferaz (luc) (fekete

szentjanosbogar Photinus

pyralis)

Nagy a fajlagos aktivitasa,
kdénnyen kivitelezhetd eljarasok
1éteznek a kimutatasara, amit

nem zavar endogén aktivitas

Kimutatas a megfelel6
szubsztrat nélkiil nem

lehetséges.

Alkaline phosphatase (Homo

sapiens)

Kimutatésa olcsé kolorimetrias
eljarasokkal, és érzékeny
lumineszcens probakkal is

lehetséges

Endogén aktivitas zavarhatja a

kimutatasat néhany sejttipusnal.

Receptor- vagy
transzportfehérje alapt
riporterrendszerek (pl:
Somatostatin subtype 2 SS7r2
vagy Norepinephrine
Transporter NET)

(Homo sapiens)

Radioaktiv proba kotédése utan
pozitron emisszios
tomografiaval (PET) in vivo is
lehetséges a szervezet barmely

pontjan. Erds expresszios szint.

In vivo kimutatasahoz specialis
miiszerek sziikségesek, a
vizsgalat viszonylag hosszu

elokészitést igényel.
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Enzim alapti riporterrendszerek
(pL.: Mitochondrial thymidine
Kinase TK2)

(Homo sapiens)

Radioaktiv proba kotodése utan
pozitron emisszios
tomografiaval (PET) in vivo is
lehetséges a szervezet barmely

pontjan.

In vivo kimutatasahoz specialis
miszerek sziikségesek, a
vizsgalat viszonylag hosszi
elokészitést igényel. Alacsony

expresszios szint.

761d fluoreszcens fehérje
(GFP) (kristaly mediza

Aequorea victoria)

Kimutatasa egyszert, nincs
hozza sziikség szubsztratra.

Tobb szinvaltozata ismert.

Hattér autofluoreszencia
zavarhatja a kiértékelést,

amennyiben a jel gyenge.

Kaede
(Kokorall Trachyphyllia

geoffroyi)

Kimutatasa egyszerti, nincs
hozza sziikség szubsztratra.

Megfeleld hullamhosszi

Hattér autofluoreszencia
zavarhatja a kiértékelést,

amennyiben a jel gyenge.

fénnyel megvilagitva a
fluoreszencia z6ldbdl pirosba

valt.

2.9.2 Z06ld fluoreszcens fehérje (GFP)

A kristdly meduzabol (Aequorea victoria) izolalt GFP fehérje 238 aminosavat
tartalmaz, 26,9 kDa tomegii, a fluoreszenciaért felelds régio (fluorofér) hdrom egymast
kovetd aminosav: a Ser-65, a Tyr-66, és a Gly-67 kozotti kdlcsonhatasa révén alakul ki,
melyet egy hordd alaku fehérjeburok vesz koriil. Kék (475 nm) és UV (396 nm) fénnyel
egyarant gerjeszthetd, 508 nm-es zdld fényt bocsat ki (PAKHOMOV és MARTINOV 2008).

A GFP nem igényel sem szubsztrat molekulat sem kofaktort, minddssze a megfeleld
energiaji fotonokat kell biztositani a miikddéséhez ¢és a megfeleld sziirével ellatott

fluoreszceins mikroszkop alatt in vivo is megfigyelhetd az aktivitésa.

Az utdbbi években a GFP-nek tobb szinvaltozata is megjelent. Ezek az eredeti
fehérjétol a térbeli struktaraban, illetve a gerjesztéshez sziikséges és a kibocsatott fény
hulldmhosszaban térnek el egymastol (HEIM et al. 1994; ORMO et al. 1996; PATTERSON et
al. 2001). Multikolor transzgenikus ¢élélényekben egyidejiileg is megoldhato az eltérd szinii
vilagité fehérjék vizsgalata megfeleld sziirok alkalmazasaval, amennyiben a fehérjék
emisszios intervalluma nem fed at egymassal (WAN et al. 2002; SATO et al. 2005). A

legfontosabb GFP véltozatok emisszids €s excitacios jellemzdit a 3. tablazat tartalmazza.

29



http://hu.wikipedia.org/wiki/Feh%C3%A9rje�
http://hu.wikipedia.org/wiki/Aminosav�
http://hu.wikipedia.org/wiki/Aminosav�
http://hu.wikipedia.org/wiki/K%C3%A9k�
http://hu.wikipedia.org/wiki/F%C3%A9ny�
http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Gerjeszt%C3%A9s&action=edit&redlink=1�
http://hu.wikipedia.org/wiki/Z%C3%B6ld�

IRODALMI ATTEKINTES

3. tablazat A legfontosabb fluoreszcens fehérjék emisszios és excitacios jellemzoinek
Osszefoglalo tdblazata PAKHOMOV és MARTINOV (2008) munkéja alapjan

Fluoreszceins fehérje | Gerjesztési maximum | Emisszids maximum in vivo struktura
(nm) (nm)

BFP (kék) 383 445 monomer

CFP (cian) 439 476 monomer

GFP (zo6ld) 396 508 monomer

YFP (sarga) 514 527 monomer

DsRed (piros), 558 583 tetramer

DsRed variansok 548-595 559-655 dimer

(piros) vagy monomer

Mivel a GFP stabil fehérje, a sejt pusztuldsa utan is jo ideig megdrzi fluoreszcens
tulajdonsagait, ezért olyan esetekben, ahol a transzkripciét is igazolni kell sziikség lehet
alternativ kimutatasi eljarasokra is. Erre jo lehetdséget nyujt a GFP tartalmaz6 génrdl atir6do
mRNS in situ ellenanyagfestéssel torténd kimutatasa, a modszer hatranya, hogy csak fixalt

szoveten lehetséges az elvégzése (HAUPTMANN 1999).

2.10A transzplantacié biolégiaja

Bar immunologiaval kapcsolatos vizsgalatokat nem folytattam a doktori munkam sorén,
az immunologiai folyamatok és a kilokddést befolyasold tényezOk alapszintli ismerete
elengedhetetlen volt a kisérlettervezési folyamatok soran, igy ennek a témakornek a rovid

ismertetése kovetkezik.

2.10.1 Immunoldgiai alapfogalmak és a transzplantacio fajtai

Az €16 szervezet egyik homeosztatikus miikddése az, hogy a szdmara idegen, karos
anyagok bejutdsakor arra valamilyen méddon reagal. Az immunvalaszt kivaltdé anyagokat
antigéneknek vagy immunogéneknek nevezziik. Az antigének két f6 jellemzdje, hogy az ¢l
szervezetet specifikus ellenanyagok képzésére készteti (immunogenitds), és a képzddod
ellenanyagokkal, az antitestekkel, in vivo, és in vitro is reagal (reaktivitas) (HUSVETH 1994).
Az ellenanyagok az antigénnek csak egy bizonyos részét, az antigéndeterminanst képesek

felismerni, és azzal reakcioba lépni (GERGELY és ERDEI 2000).
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A szervezet barmely sejtcsoportjanak, szovetének, szervének sajat szervezeten beliili
vagy mas egyedbe vald athelyezését transzplantdcionak nevezziik. Az Aatiiltetendd szervet
vagy szovetet transzplantditumnak vagy graftnak nevezziik, ami a donorbdl szarmazik és a
recipiensbe kertil betiltetésre. A transzplantdtumok eredetiik szerint lehetnek auto-, szin-, allo-
vagy xenograftok. Az autograft a sajat szovet atiiltetést jelenti a test egyik pontjarol a masikra,
a szingraft a genetikailag azonos, példaul beltenyésztett vonalak egyedei kozdtti, az allograft
ugyanazon faj két egyede kozotti, mig a xenograft a kiilonbozd fajok egyedei kozotti atiiltetést
jelenti (GERGELY ¢és ERDEI 2000).

Ortotopikus az atiiltetés, ha a graftot a szervezeten beliil anatomiailag az eredeti
helyére iiltetik vissza, és heterotopikus, ha a szervezet mas részére keriil (MATHE 2007).

Az antigénszerkezetiikben hasonl6 sejtek, szovetek Osszeférhetdek
(hisztokompatibilisek), atiiltetésiik utan immunreakciét nem véaltanak ki. Ha azonban
antigéntulajdonsadgaikban nagyon eltérnek egymastol, nem Osszeférhetéek (hiszto-
inkompatibilisek), az atiiltetésiik utan immunvalaszt, ennek kovetkeztében kilokddést fognak
okozni. A szoveti Osszeférhetdséget elsdésorban meghatiroz6 antigének a f0

hisztokompatibilitasi génkomplex (MHC) termékei (EDWARS és HEDRICK 1998).

2.10.2 A szdvetOsszeférhetdséget befolyasolo faktorok

Az MHC- (Major Histocompatibility Complex - 0 szovetosszeférhetdségi komplex)
molekuldk onnan kaptdk a neviiket, hogy el0szor a szovet- €és szervatiiltetések kapcsan
fedezték fel dket, mint olyan antigéneket, amelyek elsddlegesen kivaltjak a beiiltetett idegen
szerv kilokésére iranyuld immunfolyamatokat. Az MHC-molekuldknak két f6 tipusat
ismerjiik. Az MHCI molekuldk minden magvas sejten, az MHCII molekulak konstitutiv
modon az un. professziondlis antigénbemutatd (prezentalo) sejtek felszinén vannak jelen. F6
fiziologias feladatuk a sejt altal feldolgozott antigének peptidjeinek bemutatasa a T-sejtek
szamara (SAKAI 1995).

Az MHC antigének kodomindnsan 6roklédnek, ami a régdta ismert dsszeférhetdségi
szabalyok genetikai magyarazatat adja. Az atiiltetések soran tapasztalhaté kilokodési
reakciokért a donor és a recipiens szervezet MHCI ¢s MHCII molekuldiban tapasztalhato
szerkezeti eltérések a felelések (EDWARS és HEDRICK 1998).

A szervatiiltetést koveto kilokodési reakciokért, elsdsorban a lassu kilokodésekért, a

minor hisztokompatibilitasi antigének (minor-H) is felelések. Minor-H antigén lehet minden a
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sejt felszinén jelenlévd polimorf fehérje (SIMPSON és ROOPENIAN 1997). A minor-H
antigének ellenanyagvalaszt nem indukalnak, kiilonbozdéségiik a donorban, illetve a
recipiensben dnmagaban nem valt ki erds kilokddési reakciot, de megndveli az MHC-

antigének eltérése esetén beinduld kilokddési folyamatok erdsségét. (RAYFIELD 1988)

2.10.3 Immunoldgiailag kivaltsagos helyek

Specidlis esetet jelentenek a szervezet immunologiailag kivaltsagos helyeinek nevezett
részei, ahol az atiiltetett szovet nem okoz immunreakciot. A test bizonyos szovetei, a herék, a
petefészek, az agy, a porc, a m4j, a szaru- és szivarvanyhartya, az ivarsejtek, a szervezet
egyéb szoveteihez képest masként viselkednek a kilokédési reakciok soran. Ezeket a
szerveket immunologiailag védett szoveteknek nevezik (PETRANYI 1986; VAN ROOD
2002). Az ilyen specialis helyek kialakulasat, a szervezet fizikai hatdrai, az efferens
nyirokkeringés hianya, a helyileg képz6dé immunszupressziv faktorok, a o
hisztokompatibilitasi gének altal kodolt fehérjék korlatozott megjelenése egyiittesen alakitjak
ki (HEDGER 2007). Feltételezhetd, hogy a halak petefészke is bizonyos tekintetben
immunoldgiailag kivaltsagos helynek tekinthetd (VARADI sajat, nem publikalt kisérletei

eredményein alapulo szobeli kozlése 2005).

2.10.4 Humoralis és cellularis immunvalaszok

A szervezet az antigén szerkezetének még kismértékli megvaltozasara is reagal,
felismeri azt és ellene specidlis ellenanyagot, antitestet termel. Ezt a reakcidot humoralis
immunvalasznak nevezziik. A kérdéses antigénre specifikus sejteket is mozgosit a szervezet,
ezt a reakciot cellularis immunvalasznak nevezziik. A védekezés sejtes €s humoralis elemei
egymasra ¢éplilve, kozosen biztositjdk a szervezet antigénekkel szembeni védelmét, és a
gerincesekben kozel azonosan jatszodnak le ezek a folyamatok (HUSVETH 1994).

A cellularis immunreakci6 sordn a T-sejtek jatsszak az elsddleges szerepet (JADUS és
WEPSIC 1992; ZAPATA 2006; HANINGTON 2009).

A csontoshalaknal altaldban a csecsemdmirigy (thymus) az elsd szerv, amely limfoidda

valik, ez az elsddleges T-sejt termeld (ZAPATA et al. 1996). A zebradanional és a pontynal a
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csecsemOmirigy limfoiddd differencidloddsa mar a harmadik-negyedik nappal a
termékenytilés utan megkezdddik (ROMANO et al. 1999; WILLET et al. 1999).

A humoralis immunvalaszndl az immunrendszer B-sejtjei toltik be a meghatarozé
szerepet (TATNER 1986; ZAPATA 2006).

Csontoshalakndl a vese az els6 olyan szerv, amely elkezdi a B tipusu fehérvérsejtek
termelését. A B- tipusu sejtek aktivitdsat mar harom nappal a termékenytilés utan sikertilt
zebradanidoban kimutatni (TREDE 2001; LAM et al. 2004). Bar a vese marad az elsddleges B-
sejt termeld, B-sejt termelést a hasnyalmirigyben is leirtak (DANILOVA 2002; LANGENAU
et al. 2004).

2.10.5 A kilokbdési reakciok tipusai

A kilokddési reakcioknak kiilonbozd tipusai kiillonboztethetéek meg attol fliggden,
hogy a szervezet mikor ¢és milyen immunologiai folyamat eredményeként probal
megszabadulni a betiltetett idegen szovettol.

Hiperakut reakcié soran a kilokddés mar a betiltetést kdvetd percekben megindul.
Kivaltd okai lehetnek a donor szoveteit, elsésorban azok szénhidratantigénjeit felismerd
természetes vagy korabbi immunizdlds sordn képzddott ellenanyagok (NAKANISHI és
OTOTAKE 1999).

Korai akut reakcid 2-5 nap elteltével alakul ki, hatterében elsdsorban citotoxikus T-
sejtek altal kozvetitett masodlagos reakciok allnak. Az idegen szovet karositasdhoz és
kilokés¢hez ellenanyagok altal kozvetitett citotoxicitds is hozzajarulhat (GERGELY és
ERDEI 2000).

A késodi akut kilokodés atlagosan 7-21 nap elteltével, esetenként sokkal késébb, akar
csak né¢hany honap multan kovetkezik be. A tobbszords ,.érzékennyé” tevés felgyorsitja a
kilokddési folyamatokat (NAKANISHI és OTOTAKE 1999).

Kronikus kilokédési folyamatok altaldban részben lekiizdott akut reakciok, vagy az
immunszupressziot koveto fokozott reaktivitas kovetkezményeként alakulnak ki.

Halaknal a kilokédési folyamatok erdsségét a kornyezeti tényezok, példaul a
homeérséklet (BLY és CLEM 1992), vagy a sotét és vilagos orak hossza (NEVID és MEYER
1993) is befolyasoljak.
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2.11A zebradanio (Danio rerio)

2.11.1 A faj jellemzése

A tropusi akvariumokbol is jol ismert hal hata olajbarna, az oldalak és a has alapszine
sargasfehér. Torzsén a kopoltyufedotdl a farokiszo végéig tobb sotét acélkék sav huzodik. A
csikozottsag a farok alatti Giszora is kiterjed. A hatszé alapszine sargasbarna, kék szegéllyel,
mely kiviil fehéren szegélyezett. A kopoltyufedd kék, fehér foltokkal tarkitott. A ndstény
sokkal teltebb, szinei kevésbé ¢élénkek. A him karcst, alapszine aranysarga, csikjai
sotétebbek. Testhossza atlagosan 4,5 cm (HORN, 1983).

A zebradanio Dél-Azsiaban, India, Banglades, Nepal, Mianmar ¢és Pakisztan teriiletén
Oshonos. Erre a régidra monszun éghajlat a jellemzd, a kornyezeti paramétereket az esds €s a
szaraz id6szakok valtakozésa alakitja. A kisebb patakoktol az elarasztott rizsfoldekig
sokhelyen megtalalja az életfeltételeit, de elényben részesiti a lassi folydsu ndévényekkel
dusan bendtt helyeket, az artereket. Mivel elsdsorban a felszinkozeli vizrétegekben él, az
aljzattal szemben nem tamaszt kiillondsebb igényeket (RAHMAN 1989, BHAT 2003).
Természetes €¢l6helyein a vizeket a kozepes keménység, a 8 koriili pH, a 30 centiméternél
nagyobb atlathatdsag és a 20-30 “C kozotti vizhdmérséklet jellemzi (MCLURE et al. 2006,
SPENCE et al. 20006).

A zebradaniod kisebb csoportokban ¢l (5-20 egyed), mely allandé lassti mozgésban van
(PRITCHARD et al. 2001). Laboratoriumi koriillmények kozott bizonyitottak, hogy a csapat
tagjai vizualisan €s szaglas utjan képesek egymast azonositani (GERLACH ¢és LYSIAK
2006). Megfigyelték azt is, hogy az ivadékok ¢és a fiatal egyedek eldnyben részesitik a kozeli
rokonaik tarsasagdt (ENGESZER et al. 2004). Ezek alapjan valdszinisitik, hogy a
természetben a fiatal egyedeket tartalmazd csoportok mind rokonok egymassal, és ezek a
csoportok az ivarérés elérésekor feloszlanak, és j csoportokhoz csatlakoznak (GERLACH és
LYSIAK 2006).

A természetben a zebraddniok eldszeretettel fogyasztjadk a kiilonb6z6 planktonikus
szervezeteket, rovarlarvakat (DUTTA 1993). Béltartalom-vizsgalatok kimutattak, hogy egyes
teriileteken az étrendjiik foleg aprd, vizbehull6 rovarokbol all, emiatt felmeriilt esetleges
felhasznalasuk a moszkitok (Anopheles sp.) elleni védekezésben is (SHRESTHA 1990).

A zebradani6 petefejlédése aszinkronizalt, kisebb csoportokban ivik, a lerakott ikrakat

egyik sziil6 sem Orzi. Az ivasi id6szak kezdete a monszunesOk kezdetével esik egybe

rrrrrr
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idészakban rendszeresebben ¢és tobb ikrat adnak. A lerakott ikrak a fenékre siillyednek és
természetes koriilmények kozott, a kornyezeti hatasoktdl fiiggden 4-7 nap alatt kikelnek és
elisznak a larvak (SPENCE et al. 2006). A himeknél territorialis viselkedés is megfigyelhetd
az ivasi idoszak alatt (SPENCE ¢s SMITH 2005).

A természetben a zebradaniok élethossza koriilbeliill egy év, ez az adat azonban csak
becsiilt, amit a természetes €l0helyrdl gytijtott egyedek testméretei, a szaporodasi stratégia, és
pikkelyvizsgalatok alapjan A&llapitottak meg (SPENCE et al. 2006). Laboratdriumi
koriilmények kozott, dokumentalt adatok alapjan, az élethosszuk meghaladhatja az 6t évet

(GERHARD et al. 2002).

2.11.2 A zebradanio, mint modellallat

A tudomany szamara a magyar szarmazasi, de az Egyesiilt Allamokban ¢16 Streisinger
Gyorgy fedezte fel ezt a fajt, mely ugyan nem rendelkezik olyan tulajdonsdgokkal, ami
egyediilallova tenné a tobb tizezer ismert halfaj kozott, mégis megkérddjelezhetetlen
érdemeket szerzett ezeknek a halaknak a tudomanyos életben. R&vid generacios
intervallummal rendelkezik, hetente nagy mennyiségii ivartermék nyerhetd toliik, az embridk
fejlodése ex utero zajlik, €s jol nyomonkdvethetd az atlatszo ikrahéjon keresztiil.

Ma mar nem csak a fejlddésbiologiaval fogalakoz6 tuddsok figyelme fordul e halfaj
felé. A biotechnologiai kutatdsoknak koszonhetden elkésziilt a zebradanio teljes genomjanak
térképe, tovabba tobb ezer mutans vonal létezik a kiilonbozé laborokban. A legtobb
emlésokon végezhetd manipulacids eljards is adaptdlva van mar rajuk, igy megnyilt az ut
szamos mas tudomanyteriilet el6tt is, hogy kisérleteinek alanydul ezt a halfajt valassza.

Széleskorben hasznaljak fejlodésbiologiai és genetikai (EISEN 1996; GRUNWALD ¢és
EISEN 2002), gerontoldgiai, (GERHARD ¢és CHENG 2002), tumorbiologiai (LIESCHKE és
CURRIE 2007), keringési- (NEMTSAS et al. 2010), illetve idegrendszeri betegség
(KABASHI et al. 2010), viselkedésbiologiai, (ENGESZER et al. 2004; SPENCE ¢és SMITH
2005), és okotoxikologiai vizsgalatokhoz (ANKLEY és JOHNSON 2004; FENSKE et al.
2005; HILL et al. 2005; SANTOS et al. 2007). A zebradanion elért egyes kisérleti
eredmények a gyakorlati haltenyésztés szamara kozvetleniil is hasznosithatéak (SZUCS et al.

2009; ROHNER et al. 2009)
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2.11.3 A zebradanioé laboratériumi tartasa

A vilagon jelenleg tobb mint 800 zebradanids laboratorium mikodik. A zebradanid
modellallatként valo elterjedése nagy tizleti lehetdségeket rejt magaban, tobb cég is alakult,
amelyik a hal tartasahoz sziikséges recirkulacids rendszerek gyartasaval és forgalmazasaval
foglalkozik. A rendszerekkel tdmasztott alapkovetelmény a konnyii kezelhetdség, az olcsod
mikddtetés, valamint a megbizhatosag.

A legnagyobb koltség a laborallatok tartasa soran, a labor fenntartasi idészakaban, az
optimalis kornyezeti tényezok biztositdsa az allatok szdmara. Amennyiben nem a megfeleld
koriilmények kozott tartjak Oket, az életfolyamataik kdrosodnak, ezzel a kisérletek sikere is
kétségessé valhat. Legel0szor a szaporodasbioldgiai paramétereik véltoznak kedvezdtlen
iranyéaba, hiszen az allatok az energidjuk nagy részét a kellemetlen kornyezeti hatdsok
kompenzalasara forditjadk, €s nem ivarsejttermelésre (WOOTON 1998). A vadonéld
zebradaniok vizsgalata nagyban hozzajarult a mesterséges koriilmények kozotti tartas

optimalis kialakitasahoz.

2.11.3.1 A tartoviz fizikai és kémiai tulajdonsagaival tdmasztott
kovetelmények

A hémérséklet az egyik legfontosabb fizikai paraméter a halak nevelése és tartisa
soran. Laboratoriumi vizsgalatok sordn bizonyitottdk, hogy a zebradanid6 hdomérséklettel
kapcsolatos tolerancia zéndja 6,7- 47,7 °C kozott van (BENNETT és BEITENGER 1997).
Mesterséges koriilmények kozott tobbféle vizhdmérséklet mellett tartjak a zebradanidkat,
amely az adott laboratéorium f0 kutatasi teriilete szerint valtozhat. A legelterjedtebb a
WESTERFIELD (1995) altal kozolt 28,5 °C, mely altaldnosan elfogadott, és hasznalt
érteknek tekinthetd, azonban példdul toxikologiai vizsgalatokhoz ennél valamivel
alacsonyabb, 24-25 °C-os homérsékletet ajanlanak (OECD 203. 1992). Magasabb
hémérsékleten az allomany ivararanya eltolddhat (UCHIDA et al. 2004), illetve nagyobb az
esélye bizonyos betegségek eléforduldsanak (BASKA 2005).

A hémérséklethez hasonloan, a viz pH értéke a masik fontos tényez6 a halak optimalis
tartasi koriilményeinek, a stabil vizkémiai paraméterek, és a normalis baktériumflora
kialakitasaban. Laboratoriumi koriilmények kozott a zebradaniok pH tolerancia tartomanyat
nem tesztelték. A haltartd rendszerekben a viz pH értékét a természetes €¢l6helylikon mérhetd

értékekhez igazitottak. Az altalanosan hasznalt érték a 7-8 kozotti pH (MASSER et al. 1999).
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A viz oldott iontartalma és Osszetétele szintén fontos tényezd a kiillonbozo
¢letfolyamatok megfeleld miikodéséhez, tobbek kozott a petefészek megfeleld miikodéséhez,
¢és az ivarsejtek termelddéséhez (WURTS 1993; BRAND et al. 2002). A megfeleld értéket
nitrat és foszformentes tengeri s6 adagolasaval érik el. A kivanatos érték 500-700 uS kodzott
van (SAWANT et al. 2001).

A zebradanio oxigénigényérdl kevés adat all rendelkezésre. A természetes ¢ldhelyein
az alacsony oxigéntartalmi ¢élohelyeken is megtaldlhatd, laborkoriilmények kozott a
recirkulacids rendszerekben atfolyd viz mindig szallit elegendd oxigént a halak szdmara.
Oxigénhianyos allapot csak kivételes esetekben, a rendszer hosszu ideig tartd leallasakor
fordulhat eld, melyet megfeleld telepitési stirtiséggel el lehet keriilni (OBENSCHAIN ¢és
SILLITTI 2008).

2.11.3.2 Takarmanyozas

Az etetés a tartasi koriilmények mellett a masik fontos paraméter, amely alapvetden
befolyasolja a gamétaképzddést, €s hat az immunrendszer miikddésére is. A megfeleld
mennyiségli €s mindségl taplalék kompenzalni tudja a kisebb, az optimdlis koriilményektdl
eltérd tartdsmod okozta fejlodésbeli lemaradast is (LEE et al. 2000).

A kiilonb6z6 korosztalyu halak eltéré mennyiségli €s mindségli taplalékot igényelnek.
Az takarméanyozas alapja a jO mindségi haltap, amelynek az adott korosztily szamara
megfeleld méretlinek és Osszetételiinek kell lennie (WATANABE 1982; TOCHER et al.
2001). A tap mellett rendszeres €ldeleség kiegészitést is kell nyujtani a halak szdmara, amely
tiz napos kortol frissen kelt sordk (Artemia salina) larva, eldtte papucsallatka (Paramecium
sp.), vagy fonalféreg (Turbatrix aceti, Panagrellus sp., Caenorhabditis elegans) lehet.

A zebradaniok etetése kétféle iranyelv, egyfeldl a jollakatas szerinti ,,0t perces
szabaly”, vagy a testtomeggel ardnyos etetési elv szerint torténik, melyek koziil az utdbbi az
elterjedtebb laboratoriumi koriilmények kozott, mivel a halak egyontetiibben fejlodnek, és
kevesebb a pazarlds (BRYANT és MATTY 1980; 1981). A mar taplalkoz6 ivadékoknal a
kezdeti idokben a testtomeg 50-300%-at kitevd tapot ajanlott napi tobb részletben a halak
medencéjébe juttatni. A bejuttatott takarmanymennyiséget ¢€s az etetések szdmat a halak
novekedése soran folyamatosan csokkentik, a felndtt halak a testtomeg 1-10%-at kapjak

tapbol, napi kétszeri etetés mellett (PULLIN és LOWE-MCCONNELL 1982).
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2.11.3.3 Szaporitas

A zebradaniok laboratoriumi szaporitdsa a természetben é16 egyedek ivasi szokdsainak
megfigyelésén alapul.

A legtobb zebradanids laborban specidlis szaporitdedényekben torténik az ivatds. Ezek
az edények koriilbeliil 1 literes térfogattal rendelkeznek, és két egymasba illeszthetd edénybdl
allnak, melybdl a bels6 edény alja lyuggatott. A bels6é edény szerepe az ikrak megdvasaban
van, mivel a zebradani6 sziilok az ivas utan a lerakott ikrakat elfogyasztjak.

A halakat parban (1 ikrés és 1 tejes), vagy kis csoportokban (2 ikras és 3 tejes) rakjak
ki a tartoviziiket tartalmazd szaporitdedényekbe az ivast megel6z6 nap délutdnjan. A halak
ivasi kedve miinovény behelyezésével, vagy a szaporitoedény vizének desztillalt vizzel
torténd higitasaval fokozhato6.

A zebradaniok ivasat erdsen befolyasolja a fotoperiddus. A természetben és laboratoriumi
koriilmények kozott is a napkelte/vilagitas bekapcsoldsa utani elsd par 6raban torténik az ivas
(SELMAN et al. 1993; SPENCE et al. 2006). Bar az ikrasok képesek arra, hogy akar naponta
adjanak kisebb mennyiségii ikrat, ugyanannak a csoportnak a szaporitdsa nagyjabol heti
rendszerességgel torténik, egy-egy anyatél 100-200 ikraszem leaddsa vérhatd. A
termékenyitett ikrabol standard koriilmények kozott 3 nap alatt kelnek ki a larvak, és tovabbi

2 nap sziikséges az eluszasukhoz. A halak 3 honapos korukban érik el az ivarérettségiiket.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 A kisérletek helyszinei

Kisérleteim helyszinei a godolloi Szent Istvan Egyetem Halgazdéalkodasi Tanszékének
¢s Regiondlis Tudaskdzpontjanak, valamint a Karlsruhe Institute of Technology, Institute of
Toxciology and Genetics (KIT, ITG, korabbi nevén Forschungszentrum Karlsruhe,

Németorszag) laboratoriumai voltak.

3.2 Kiserleti allatok tartasa

Kisérleteimet zebradanié halfajon végeztem, kihasznalva a faj kinalta nagyszamu
mutans ¢és transzgenikus vonal nyUjtotta lehetdséget. A halakat az alabbi koriilmények kozott
tartottam:

KIT: A kisérleti allomany tartasa, kiilon haltartdé szobakban, AquaSchwarz
recirkulaciés rendszerben, 10 literes medencékben tortént. Egy-egy medencében 15 ikras és
15 tejes ivarérett egyed kertilt elhelyezésre, az allatokat hetenként szaporitottak.

A recirkulacios rendszer allando 27,5 °C-os vizhomérsékletet tartott fenn. A halak
szamara fényprogram biztositotta a 14 oOras nappali megvilagitast, és a 10 o6rds ¢&jszakai
1d6szakot.

A kifejlett allatokat naponta kétszer etették lemezes haltappal (Tetra Min), és hetente
kétszer kiegészitésként frissen kelt sorak larvat kaptak. Az allatokat szakképzett technikusok
gondoztak. A kisérleteimhez felhasznalt halakat parban (1 ikras €és 1 tejes) szaporitottam,

specialis 1 literes szaporitéedényekben.

SzIE: A kisérleti allomany tartdsa, kiilon haltarté szobaban, Tecniplast ZebTEC
recirkulacids rendszerben, 3 literes medencékben tortént. Egy-egy medencében 25 ivarérett
egyed keriilt elhelyezésre ivar szerint szétvalogatva. Az allatokat hetenként szaporitottam.

A recirkulacios rendszer allando 27,5°C-os vizhomérsékletet tartott fenn. A halak
szdmara fényprogram biztositotta a 14 Ords nappali megvilagitast, és a 10 oOrds ¢jszakai
iddszakot.

A kifejlett allatokat naponta kétszer etettem granulalt haltappal (SDS), amit hetenként

kétszer frissen kelt sordk larvaval egészitettem ki. Az ivadékok az eluszasuk utdn napi
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haromszor kaptak haltdpot, majd a tizedik naptol naponta kaptak artémia kiegészitést. A

halakat paronként szaporitottam (1 ikrés és 1 tejes) 1 literes szaporitéedényekben.

3.3 A kisérletekben hasznalt zebradanio vonalak jellemzése

AB: Vad tipust, rovidaszoju vonal, az adllomany a Streisinger Gyorgy 4ltal hasznalt
halak utédaibol all. A vonalat tobb kiilonbozd specidlis keresztezési eljaras révén
mentesitették a letalis mutacioktol, igy kifejezetten alkalmassa valt a kiilonbdzo laboratoriumi
vizsgalatokhoz. A transzplantacios kisérletekben az ikrasokat minden esetben recipiensként, a
szaporitasi kisérletekben a tejeseket keresztezési partnerként hasznaltam.

Gold (gol’"): A zebradanié gold muténs egyedeiben a melanoforak atlagban kisebbek,
¢s halvanyabbak, illetve atlatszoak, kevesebb melanoszomat tartalmaznak a vad tipusu
egyedekhez képest (LAMASON et al. 2005). A mutaci6 miatt a bor rozsaszines, a fajra
jellemzd hosszanti csikok halvanyak. Erds megvildgitasban a belsé szervek attetszenek a
hasfalon és a boron keresztiil. A vonalat a transzplantacios kisérletekben minden esetben
recipiensként hasznaltam.

[-actin:YFP: Ezt a transzgenikus zebradanido vonalat az KIT, ITG bocsatotta
rendelkezésemre és minden esetben donorként hasznaltam a kisérletek soran. A vonalat 4,7 kb
ponty f-actin promoter régidjahoz (ALAM et al. 1996; HWANG et al. 2003) kapcsolt YFP
gént kodold fragment (f-actin:YFP) és a zebradani6 acetilkolin-észteraztol downstream
(Sxuas:achE) elhelyezkedd 5 upstream éleszto aktivator szekvenciat kodol6 DNS fragment
(BEHRA et al., 2002) koinjektalasaval hoztdk létre. Az injektdldéoldatban a fragmentek
koncentracioja 50 ng/ul volt. Az injektalt oldat mennyisége 2-5 nl volt embrioként.

A transzgenikus allatokban a transzgén aktivitdsa fluoreszcens mikroszkop alatt
konnyen megfigyelhetd in vivo is. A transzgenikus larvaknal az YFP aktivitas elsdsorban a
vazizomban jelenik meg, de aktivitast mutat a borben és mozaikosan mas szervekben is.
Felndtt allatokban ugyanezeken a teriileteken expresszal a transzgén, valamint a petesejtekben
is megfigyelhetd nagy mértékii aktivitasa. Ez utobbi tulajdonsag tette kifejezetten alkalmassa
a vonalat a markerként torténé felhasznaldsra a transzplantacios kisérletek soran.

A masodik transzgén aktivitasat ebben a vonalban nem sikertilt azonositani.

Az AB ¢és a f-actin:YFP vonal kiilonboz6 fejlodési allapota follikulusairdl késziilt

referencia-képeket az M2 melléklet tartalmazza.
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3.4 Felhasznalt anyagok

A kisérletekben szerepl6 oldatok és pufferek Osszetétele az M3 mellékletben talalhato.

3.5 Petesejtek atmérdjének meghatarozasa

A petesejtek atmérdjének meghatarozasahoz két modszert alkalmaztam. Az elsé
moddszernél a kimiitott petefészket 4%-os formalinban fixaltam. Ezt kdvetden mikroszkopba
szerelhetd okuldrmikrométer segitségével meghataroztam a benne talalhato follikulusok
atmeéroit.

A masodik modszernél az izolalt follikulusokrol fényképeket készitettem. A pontos
méretet fényképrdl, Image J program segitségével hatdroztam meg (Research Services

Branch, National Institute of Mental Health, USA).

3.6 Oocytak gyiijtése

Az ivarérett donor anyakat (f-actin:yfp) MESAB oldattal talaltattam, majd
kimiitdttem a petefészkiiket. A kimiitott petefészkeket néhany percre mPBS oldatot tartalmazé
Petri-csészébe helyeztem, majd egy milanyag Pasteur-pipetta segitségével szuszpendaltam
addig, amig a follikulusok elkiiloniiltek egymastol. Okuldrmikrométerrel felszerelt
szteredbmikroszkop alatt valogattam Ossze azokat a follikulusokat, amelyek atmérdje 50 és 150
pum kozott volt. A megfeleld follikulusokat Holtfretter vagy Zebrafish Ringer oldatba
helyeztem majd szobahOmérsékleten tartottam a transzplantalasig, illetve a mikroinjektalasig

(maximum 30-60 percig).

3.7 A recipiens anyak el6készitése és a petesejtek atiiltetése

A recipiens (AB, vagy gold) anyakat a kisérlet napjan szaporitottam. Csak azok az
anyak vehettek részt a kisérletben, amelyek legalabb 50 ikraszemet adtak. A szaporitds utan
az anyakat MESAB oldattal elaltattam, majd Holtfretter vagy Zebrafish Ringer oldattal
kétszer kimostam a petefészkiiket. A transzplantaci6 el6tt az ivarnyilas kornyékét 70%-os etil-
alkohollal fertdtlenitettem.

A transzplanticidhoz specidlisan modositott pipettahegyet hasznéltam, melyet a

kovetkezOképpen készitettem: egy 200 pl-es pipettahegyet visszavagtam és egy 7-8 cm
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hosszt 1,2 mm kiils6, 0,65 mm belsé atmérdjli, tompa végl tivegkapillarist helyeztem bele,

majd lang felett a kapillaris koré olvasztottam a pipettahegyet (3. dbra).

3. dbra Az atiiltetéseknél hasznalt modositott pipettahegyek

A follikulusokat automata pipetta segitségével a preparalt pipettahegybe szivtam, majd a
kapillarist 6vatosan az anyak petefészkébe vezettem, az ivarnyilason keresztiil (4. abra). Egy-
egy alkalommal, 25-30 ul oldattal 25-100 follikulust juttattam az anyak petefészkébe. A
transzplantacié folyamata néhany masodpercet vett igénybe anyanként. Az anyak rogzitését
kézzel oldottam meg nedves papirtérlén, az allatokat finoman az ujjaim kozott tartva. A
pipettahegyet minden transzplantalas el6tt alkohollal fert6tlenitettem.

Az anydkat a beiiltetés utan, miutdn magukhoz tértek az altatdsbol, egy napig
egyesével kiilonvalasztva tartottam, majd kozos medencébe helyeztem Oket a kovetkezd

vizsgalatig.

4. abra. A beiiltetés folyamata.

Az anyak rogzitését kézzel oldottam meg nedves papirtdrlén, az allatokat finoman az ujjaim
kozott tartva.
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3.8 In situ hibridizacids vizsgalatok

Az in situ hibridizacios vizsgalatokat a HAUPTMANN (1999) altal leirt standard
protokoll szerint végeztem, a permeabilizacids 1épés kihagydsaval.

A recipiens anydkat MESAB oldattal tulaltattam, a petefészkiiket kimiitdttem és egy
¢jszakan keresztiil BT-Fix oldatban 4 °C—on fixaltam, majd 100%-0s metanolba helyeztem és
-20 °C-on taroltam a felhasznalasig.

A kovetkez6 1épésként a petefészkeket leszallo metanol sorozatba raktam (75%, 50%,
25%) oldatonként 6t percig 65 “C-os vizfiirddben, a metanolt PTW-vel higitottam. A mintak
rehidratalasa utan a petefészkeket kétszer 6t percig PTW-vel mostam at. A mosas utdn a
keresztiil. A YFP mRNS antiszensz proba létrehozésa in vitro transzkripcidval tortént pUT+
vektorba épitett EYFP-t kodolo fragment reverz szalarol.

A kovetkezd napon a mintdkat 65 °C-on tobb Iépésben atmostam. Elsé 1épésként
kétszer 30 percig 50% formamide 50% 2x SSC; 0,1% Tween 20 oldattal, egyszer 15 percig 2x
SSC; 0,1% Tween 20 oldattal, majd kétszer, 30 percig 0,2x SSC; 0,1% Tween20 oldattal.
Kovetkezd 1épésként 5 perces blocking puffer-es mosas utdn az oldatot kicseréltem és a
mintdkat 3 oran keresztiil szobahOmérsékleten taroltam. Utols6d 1épésként a mintakat egy
enzim oldatdban inkubéltam 4 “C-on.

A harmadik napon a mintdkat PTW oldattal atoblitettem, ezutan PTW oldattal hatszor
atmostam, mosasonként 15 percig, majd festé puffer-ben inkubaltam Oket kétszer 5 percig. A
festd puffer-bol festd oldatba helyeztem at a petefészkeket. A mintékat stiri ellendrzés mellett
sOtét helyen tartottam, a megfelelé mértékli festddés utan a reakciot BT-fix oldattal allitottam

le, majd a mintakat, 2-szeres €s 10-szeres nagyitason lefényképeztem.

3.9 Mikroszatellit analizis

A feltételezhetéen transzplantalt follikulusbol szarmazd nemtéplalkozo larvakbol,
illetve a féltestvéreikbdl a teljes egyedeket, a donor €és a recipens anyabdl, valamint a
szaporitasnal hasznalt tejesbdl vett Uszomintat -20°C-on, 96%-os etanolban taroltam a

felhasznalasig.

43



ANYAG ES MODSZER

A mintakat SET pufferben 0,5 pg/ml Proteinase K enzim (Sigma P-6556)
hozzaadéasaval egy ¢&jszakdn keresztiil 55°C-on rdzatva emésztettem. A DNS-t fenol-
kloroformos tisztitasi eljarassal izolaltam (SAMBROOK et al. 1989), majd 1/10 térfogat Na-
acetatot (pH 7,2), és 2,5 térfogat -20°C-0s 96%-os etanolt adtam hozza. Ezt kdvetden -20°C-
on egy ¢éjszakan keresztiil inkubaltam, majd 15 percig centrifugéltam (15000rpm). A
csapadékot 1 ml 70%-os etanollal kétszer atmostam, szobahdmérsékleten kiszaritottam, majd

100 ul 1x TBE pufferben oldottam fel, és 10ul ribonukledz-A oldat hozzaadésa utan 30 percig

crer

crcr

Az analizishez kromoszémanként két (karonként egy) mikroszatellitet valasztottam ki
(6sszesen 50db, a mikroszatellitek adatait az M4 melléklet tartalmazza) az Ensembl genom
adatbazisbol  (http://www.ensembl.org/Danio_rerio/Info/Index),  amelyeket a  sziild
generaciobol szarmazd egyedeken teszteltem. A tejes, a donor és a recipiens ikras
elkiilonitésére alkalmas mintazatot mutatd mikroszatellitekkel vizsgaltam a feltételezhetden
transzplantalt oocytabdl szarmazd egyedeket és féltestvéreiket. Az utddok vizsgalatara

hasznalt mikroszatellitek adatai a 4. tdblazat foglalja ossze.

4. tdblazat A felhasznalt, elkiilonitésre alkalmas mikroszatellit primerek adatai

Marker Pozicié a genomban F R

F primer primer R primer primer | termék

Ve ke | oM bp hossz hossz

G41751| 9 | 235 3189495 | ATTGTGCCTTGAGTGAGGCT 20 GAGGTGACTGCAACCGATTT 20 117-251
G39758 | 9 | 80,7 | 49740810 [ TTGAGCTGTGAACAAGCCAC 20 CCTCTTCATCTGGCATCCAT 20 101-159
G40279 | 10 | 81,3 | 35313739 | CCGCAGTGTCAGCAGAAAT 19 GCGCTCTTGTTTGACCTTTC 20 |97-160
G41760 | 11| 36,8 9285133 | ACCAACCCTGAGGGAGTTTT 20 CCTTGCTACCGCTATGAATG 20 111-149
G41652 | 16 | 71,9 | 45196237 [ CTGGCACTGTGGTTACCATG 20 | AGCTGTGCTTGTGATGAACG 20 131-173
G40108 | 17 | 40,9 | 23397277 | CCTCTTCCCACAAGTCCATT 20 | TTCCCAATTAAAGCAAACGC 20 |91-207
G40542 | 18 | 64,2 | 43897912 | GAAACCCGTGAAGGTTTGAA| 20 CTTGAACAGAGCAGAGTTCAGA | 22 153-217
G40446 | 21 | 123,7 | 43639841 | TTACTCTGTCTGCGGACACC 20 GCCGTGGTGCAATAGGTAGT 20 | 80-148

A PCR reakcié Osszetétele a kovetkezd volt mintanként: 2,5 pl polimerdz reakciod

puftfer, 1,5mmol MgCl,, 800 nmol dezoxyribonucleotide trifoszfat (ANTP), 1 egység Ampli
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Taq Gold DNS polymerase (Applied Biosystems, Foster City, California), 300 pmol forward
(F) és reverse (R) oligo nukleotid, 40 ng templat DNS és ultratiszta viz, 25ul végtérfogatban.

A reakcid koriilményeit ABI 2720 thermal cycler (Applied Biosystems) biztositotta.
Az alkalmazott hdmérsékleti profil, az alabbi volt:

Elédenaturacié 94°C-on, 10 perc; 94°C, majd 15 masodperc; 57°C, 60 masodperc,
72°C, 120 masodperc, 3 ciklusban ismételve, utana 42 ciklus 94°C, 15 masodperc; 57°C, 20
masodperc; 72°C, 40 masodperc, majd végsd lanchosszabitas 72°C, 5 perc. A mintakat
etidium bromidot tartalmazd 4%-os agar6z gélen futtattam. A kapott fragmentmintdzatot
InGenius géldokumentécids rendszerrel dokumentéaltam (Syngene, UK), majd elemeztem a

mintazatot.

3.10 Az oocyta injektalasnal hasznalt konstrukcidk elballitasa és az
injektalas menete

A mikroinjektalas soran DsRed mRNS-t, pf-actin:LacZ és pCMV:GFP konstrukciokat
juttattam  S-actin:YFP ¢és AB anyaktol szarmazdé oocytdkba. A konstrukcidkat a
kovetkezOképpen allitottam elo:

A DsRed mRNS-t pCS2+ DsRed plazmidrol Message Machine mRNS kit (Ambion,

TX, USA) segitségével késziilt, 5 pl 10%-os fenolvords hozzaadasaval 10 pl végsd
mennyiségben a kitben szerepld protokoll alapjan.
A pp-aktin:LacZ és a pCMV:GFP génkonstrukciokat tartalmazo kész injektalo-oldatokat
Miiller Ferenc (KIT, ITG) bocsatotta rendelkezésemre. Mindkét konstrukcié bizonyitottan
mitkddoképes zebradanidban és a riporterfehérje az egyed 0Osszes sejtjében kifejezddik
(WILLIAMS et al. 1996; MULLER et al. 2000). A lacZ gént tartalmazd konstrukciot kontroll
konstrukcionak hasznaltam, mivel az err6l atirodd fehérje fluoreszcens mikroszkop
segitségével kozvetleniil nem mutathato ki. A konstrukcié hasznélatdval azt szerettem volna
igazolni, hogy onmagéaban sem egy DNS konstrukcié injektaldsa, sem maga az injektalasi
technika nem okoz fluoreszcens jelet a manipulalt petesejtben.

Az injektalas soran sziikség volt a follikulusok helyzetének fixalasara. Ennek eléréséhez
5 cm atmérdjli milanyag Petri-csészékbe 2%-os agardz gélt Ontdttem, majd egy szike
segitségével 2 mm mély arkot metszettem bele gy, hogy az arok egyik fala fliggbleges
legyen, a masik fala pedig 25-30°-0s szoget zarjon be vele. A Petri-csészét zebrafish Ringer
oldattal toltottem fel, majd belehelyeztem a follikulusokat. Az arokban a follikulusok egymas

mellett, takaras nélkiil, egy sorban helyezkedtek el az injektalas alatt.
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Az injektalas mikroinjektor (Tritech Research, USA) és eldre gyartott iivegkapillaris
(Cat# 5242 952.008, Eppendorf Germany) segitségével, sztereomikroszkop alatt, szabad
kézzel tortént. Ezzel a modszerrel percenként atlagosan 10 follikulust sikertilt injektalni. Egy
oocytaba 1-2 nl injektalo oldat kertilt.

A teljes folyamat az anyak altatdsatdl a recipiens anyak tartémedencébe helyezéséig

atlagosan 2-2,5 orat vett igénybe 20 anya transzplantaldsa esetén.

3.11 Alkalmazott statisztikai modszerek

A vizsgalatok eredményeit SPSS 13.0 for Windows programmal értékeltem ki. A
petefejlodés dinamikajanak vizsgalatakor ANOVA, (P<0,05), a Test of Homogeny
eredményétdl fiiggéen Tukey, illetve Dunnet’s tesztet alkalmaztam (4.1-es fejezet). A
follikulusok beépiilésének vizsgélatakor (4.2-es és 4.3 —as fejezet) (P<0.05) Kruskal-Wallis

teszttel elemeztem az eredményeket.

3.12Allatvédelem

Munkdm soran végig torekedtem arra, hogy a kisérletben résztvevd halak szdmat a
minimdlisra csokkentsem, illetve a beavatkozdsokkal a lehetd legkevesebb szenvedést
okozzam az Aallatoknak. A halak szamara végig biztositottam az optimdalis tartasi
koriilményeket.

A transzplantéacios kisérletek végzésére a SzIE Halgazdalkodasi Tanszéke 2013. aprilis

2-ig érvényes hatosagi engedéllyel rendelkezik (Iktatoszam: 22.1/518/003/2008).
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3.13Tudomanyos kisérletek

3.13.1 A peteseijtfejlodés dinamikajanak vizsgalata

A vizsgalathoz 50 AB anyat szaporitottam és 10-es csoportokban visszahelyeztem
Oket a tartobmedencékbe. A szaporitds utan kozvetleniil, és a kdvetkezd négy hétben hetenként
egy-egy csoport egyedeit tulaltattam. A halak testtomegét lemértem, ezutdn kimiitSttem a
petefészkiiket. A petefészkek tomegét szintén lemértem, majd 4%-os formalin oldatban
fixadltam Oket. A fixalt petefészkekben mikroszkép alatt, okularmikrométer segitségével
meghataroztam a petesejtek atmérdjét, majd ebbdl az egyes fejlodési stadiumok aranyat a

petefészkekben. A testtomegbdl és a petefészektomegbdl GSI% értéket szamoltam.

3.13.2 Transzplantalt follikulusok kimutatasa és beépulésének
vizsgalata a recipens petefészekbdl

A kisérletek soran 5 AB és 5 gold anya petefészkébe transzplantaltam 20-25
transzgenikus follikulust.

A recipiens AB anydk petefészkét, a beiiltetést kovetd negyedik napon, a halak
tulaltatdsa utdn kimitdttem majd normal, illetve fluoreszcens mikroszkop alatt felvételeket
készitettem roluk. A petefészkeket BT-Fix-ben fixdltam, majd a fixalt szovetben in situ
hibridizaciéval (ISH) mutattam ki a transzgenikus follikulusokat. A festédott oocytakrol
szteredmikroszkop alatt normal megvilagitas mellett fényképeket készitettem.

A recipiens gold ikrasokat a beiiltetést kdvetdé masodik napon MESAB oldattal
elaltattam, majd a beiiltetett follikulusokrol, az allatok felvagasa nélkiil, a hasfalon keresztiil

készitettem normal megvilagitasu és fluoreszcens képeket.

3.13.3 A follikulus-beépulés hatékonysaganak vizsgalata

A kisérlet sordan 100 AB anya petefészkébe egyedenként 20-40 transzgenikus
follikulust iltettem be, majd az anydkat a transzplantdtumok szdma szerint csoportositva

visszahelyeztem a tartomedencékbe. A beiiltetést kovetd elsd hét minden napjén, illetve a 14.
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napon vizsgaltam fluoreszcens mikroszkop alatt a kimtott petefészkekben talalhato
transzgenikus follikulusok szamat. Az egyes mintavételi idopontokban vizsgalt anyak, illetve

a petefészkiikbe tltetett follikulusok szamat az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat A follikulus-beépiilés hatékonysagvizsgalatanal hasznalt kisérleti beallitas
Osszefoglalo tdblazata

A transzplantacio utan | Vizsgalt recipiens anyak szama /
eltelt napok szama beiiltetett follikulusok szama
1 8x20
8x25
2 8x25
5x30
3 5x20
5x25
5x30
4 8x25
5x30
5 4x25
4x30
6 6x25
3x30
7 5x30
5x40
14 5x30
5x40
3.13.4 Transzplantalt follikulusok ndvekedésének kimutatasa a

recipiens petefészekbdl

20 recipiens anyaba egy alkalommal atlagosan 50 db I-es stadiumu follikulust
transzplantaltam. A transzplantaci6 eldtt a follikulusokat lefényképeztem és Image J program
segitségével meghataroztam a pontos méretiilket. A manipulalt petefészkeket 1-2 héttel a
transzplantacié utan fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltam, a transzgenikus follikulusokat
izolaltam, fényképeket készitettem roluk és Image J program segitségével meghatiroztam a

pontos méretiiket.
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3.13.5 Szaporitasi kisérletek

A kisérlet soran 100 AB anya petefészkébe egyedenként atlagosan 100 transzgenikus
follikulust {iltettem be. A recipiens anyakat ezutan egyesével visszahelyeztem a
tartomedencékbe, majd 6 héten keresztiil hetenként szaporitottam Oket. A lerakott ikrakat a
termékenytilést kovetd 24. és 48. ordban fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltam, az UV
fény alatt vilagit6, feltehetben transzgenikus oocytdbol szdrmazd ivadékokat
kiilonvalasztottam, majd tiz napos korban normal és fluoreszcens megvilagitasban
fényképeket készitettem roluk. A kisérletben résztvevd egyedekbdl a mikroszatellit

analizisnél leirtam szerint mintét vettem a rokonsagi fokok megallapitasa érdekében.

3.13.6 Oocyta mikromanipulacié

Az mRNS injektalasahoz transzgenikus, a DNS konstrukcidk injektalasahoz AB anyak
petefészkébol gytijtottem 1. és I1. stadiumu follikulusokat. A follikulusokat zebrafish Ringer
oldatban tartottam a manipulaciok alatt.

A mikroinjektaldas DsRedmRNS, pp-actin:LacZ és pCMV:GFP Kkonstrukciokkal
tortént.

A DsRedmRNS-sel injektalt oocytakat tartalmaz6 follikulusokat AB anyékba {iltettem,
€s 24 oras inkubdcios 1d6 utan a petefészkiiket kimitdttem, majd fluoreszcens mikroszkop
alatt vizsgaltam a follikulusokat, és 0sszegytijtdttem a piros és a sarga fénnyel vilagitokat. A
follikulusokrol fényképeket készitettem.

A pp-actin:LacZ és pCMV:GFP-vel injektalt oocytakat 24 6ran keresztiil 27,5 “C-on
inkubaltam zebrafish Ringer oldatban. Az inkubaciés id6 leteltével a fluoreszcens fényben

z6lden izz6 follikulusokrol fényképfelvételek késziiltek.
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4 EREDMENYEK

4.1 A petesejtfejlédeés-dinamika vizsgalatanak eredmeényei

A transzplantacios kisérletek tervezéséhez sziikséges alapinforméciok megszerzése
érdekében, meg kellett becsiilndm a petefészek follikulus tartalmat és a ndvekedési litemiiket.
A kisérletben 50 ivarérett AB anya petefészkét vizsgaltam kozvetleniil a szaporitas utan, majd
az azt kovetd 4 hétben (10-10 egyed/hét). Minden egyednél GSI értéket szamoltam, és
meghataroztam az adott idopontban a petefészekben megtalalhato eltérd fejlettségi allapota
follikulusok egymashoz viszonyitott %-os aranyat.

A GSI vizsgéalat eredményeit az 5. abra tartalmazza. Az é&bran jol latszik, hogy
kozvetleniil a szaporitas utan (0. hét) a legkisebb a GSI értéke (6,8%), majd a masodik hétre, a
kiindulasi értékhez képest kozel haromszorosara novekszik (18,4%). Statisztikailag igazolhatd
kiilonbséget (P<0,05) csak az elsd harom mintavétel alkalmaval szamitott GSI értékek kozott
sikeriilt kimutatni. A masodik héttdl kezdve eltérést, a harmadik héten tapasztalt enyhe

csokkenés ellenére statisztikailag nem tudtam igazolni (P<0,05).

25 7

) /\l/T
15

0 1 2 3 4
a szaporitas utan eltelt idd (hét)

5. abra GSI valtozasa a szaporitas utan. A kiilonb6z6 betiijelek statisztikailag igazolhato
kiilonbséget jeldlnek (n=10 hal/hét, one way ANOVA, P<0,05).
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A petefészekmintadkban szdmolt kiilonbozo fejlettségli follikulusok gyakorisaganak
Osszesitett eredményeit az M5 ¢és az M6 melléklet tartalmazza, a stadiumokra szétbontott
részeredményeket a 6-10. 4bra tartalmazza. Mivel a formalinos fixalds miatt az egyes
fejlédési allapotokra jellemzd vizualisan megfigyelhetd jelek eltintek a follikulusokbol, a
kiilonb6z6é stadiumokba torténd besorolast kizardlag a Selman-féle méretskala szerint

végeztem (SELMAN et al. 1993).

100 T

90 | |. stadium

. L]

60 +

50 —
40 4
30 —
20 +

10 +

eléfordulas az dsszes follikulus aranyaban (%)

o

0 1 2 3 4

szaporitas utan eltelt id6 (hét)

6. abra A petefészekmintadkban (n=10 hal/hét) szamolt I. fejlodési stddiumu follikulusok
gyakorisaga az 1d0 fiiggvényében (ANOVA, P>0,05).

A vizsgalatok soran az elsddleges novekedés fazisdban 1évo follikulusok csoportjaba a
maximum 140 pm atmérdji follikulusokat soroltam, a csoportot nem bontottam szét
prefollikulus és follikulus fazisokra (6. abra).

Az abrén jol latszik, hogy az 1. stddiumban 1év0 follikulusok szédzalékos ardnya nagyon
magas a petefészekben, a kisérlet ideje alatt végig 60% koriili értéket mutatott. A szaporitastol
a masodik heti vizsgélatig a szamuk enyhén emelkedett az 6sszes follikulus szamahoz képest,
majd a negyedik hét végére a szaporitds utdn mért érték ala csokkent. Statisztikailag

igazolhat6 kiilonbséget nem sikeriilt kimutatni az egyes hetek eredményei k6zott (P<0,05).

51



EREDMENYEK
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7. dbra A petefészekmintadkban (n=10 hal/hét) szamolt II. fejlédési stadiumu follikulusok
gyakorisaga az 1d0 fiiggvényében (ANOVA, P>0,05).

A kortikalis alveolus stadiumban 1évo follikulusok csoportjdban a 140-340 um
atmérdjli follikulusokat soroltam (7. abra). A II. stadiumt follikulusok részaranya 20-25%
koriil mozgott a vizsgalati id6 alatt, kozvetleniil a szaporitas utdn fordult eld legnagyobb
mennyiségben (26,37%) a petefészkekben. Statisztikailag igazolhato kiilonbséget nem sikertilt

kimutatni az egyes mintavételi idépontok értékei kozott (P<0,05).
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8. abra A petefészekmintadkban (n=10 hal/hét) szamolt III. fejlédési stadiumu follikulusok
gyakorisaga az 1d6 fliggvényében. A kiilonbozd betlijelek statisztikailag igazolhatd
kiilonbséget jelolnek (ANOVA, P<0,05)

A vitellogenezis stadiuméban 1évé follikulusok csoportjahoz a 340-690 um atmérdji
follikulusokat soroltam (8. abra). Annak ellenére, hogy ez a legnagyobb mérettartomanyu
csoport, a petefészekben a részaranya az dsszes follikulushoz képest csak 10% koriil mozgott.
Statisztikailag igazolhato kiilonbséget csak a masodik és a negyedik héten vizsgélt mintak

kozott tudtam kimutatni (P<0,05).
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9. dbra A petefészekmintadkban (n=10 hal/hét) szamolt IV. fejlédési stadiumu follikulusok
gyakorisdga az 1id6 fliggvényében. A kiilonbozd betlijelek statisztikailag igazolhato
kiilonbséget jelolnek (ANOVA, P<0,05)

A 1V (maturacio) stadiumaban 1évo follikulusokhoz soroltam az 6sszes 690-730 um
kozotti follikulust (9. dbra). Ennek a csoportnak a részardnya a legkisebb a petefészekben az
Osszes follikulushoz mérten (kevesebb, mint 1,5%). A IV. stddiumt follikulusok szama
kozvetleniil a szaporitas utan volt a legkevesebb (0,3%), ez statisztikailag igazolhatoan eltért,
a negyedik hét kivételével, a tobbi mintavételkor mért eredménytdl (P<0,05). A masodik

héttdl statisztikailag igazolhatd kiilonbséget nem sikeriilt kimutatni (P<0,05).
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10. dbra A petefészekmintakban (n=10 hal/hét) szamolt V. fejlédési staddiumu follikulusok
gyakorisdga az 1d0 flggvényében. A kiilonb6zo betljelek statisztikailag igazolhato
kiilonbséget jelolnek (ANOVA, P<0,05)

Az V. stddiumt (érett ikra) csoportba soroltam az Osszes 730 um-nél nagyobb
follikulust fliggetleniil attol, hogy valdban ovulalt ikraszemként volt-e jelen a petefészekben
(10. ébra). A csoport aranya folyamatosan ndvekedett a petefészekben az id6 elérehaladtaval.
Kozvetleniil az ivas utan lényegében az 0sszes ikra kiiiriilt a petefészkekbdl, igy szinte nem is
volt kimutathatd mennyiség beldliik a mintdkban (0,12%), a negyedik hét végére a szamuk
elérte az 5,7%-ot, ennek egy része valoszinilileg atretizalodott ikraszem volt. A szaporitas
utani és a negyedik heti eléfordulasok statisztikailag igazolhatoan kiilonboztek az elsétdl a

harmadik hétig vizsgalt id6pontok értékeitdl (P<0,05).

4.2 Transzplantalt follikulusok kimutatasa és beépiilése,
eredmeények

A transzplantdlt AB anydk petefészkében a donor follikulusok kimutatasira ¢és
¢letképességének igazoldsara normadl és fluoreszcens mikroszkopos (YFP sziird), illetve in

situ hibridizacids vizsgalatokat végeztem a beiiltetést kovetd negyedik napon. Negativ
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kontrollnak normal AB anydk, pozitiv kontrollnak pS-actin:YFP transzgenikus anyak
petefészkét hasznaltam. A petefészkekrol késziilt felvételeket a 11. dbra tartalmazza.

Normal megvilagitds mellett a petefészkek kozott nem figyelhetd meg kiilonbség.
Fluoreszcens fényben, YFP szlir6t hasznalva, a transzgenikus petefészek Osszes follikulusa
sargas-zold fényben izzott, a recipiens petefészekben csak néhany, a transzplantacié soran
bejuttatott donor follikulus mutatta a markergén aktivitast. A transzgén mRNS-ének jelenléte
is kimutathatdé volt mind a pozitiv kontroll transzgenikus petefészekben, mind a recipiens

petefészek donor follikulusaiban in situ hibridizacio6 segitségével.

normal fény YFP szir6 in situ hibr.

kontroll
petefészek

donor
petefészek

recipiens
petefészek

11. dbra Transzplantalt follikulusok kimutatdsa a recipiens petefészekbdl 1.

A kisérletben a transzplantdlt I-es stddiumt follikulusok jelenlétét vizsgaltam a nem
transzgenikus, recipiens petefészekben. Az abra normal fényben (bal oldali oszlop), YFP
szlirdvel (kozépsd oszlop) és az in situ hibridizacid utdn késziilt (jobb oldali oszlop)
felvételeket tartalmazza. A transzgenikus donor follikulusok (alsé sor) sargas-zolden
vilagitanak a fluoreszcens felvételen, és sotétlildk az in situ hibridizaci6d utdn késziilt képen,
hasonldéan a transzgenikus petefészek sajat follikulusaihoz (kdzépsé sor). A negativ kontroll
petefészekben (felsd sor) ezek a markerek nem figyelhetdek meg. A nyilak a transzplantalt
follikulusokat jelolik. Méret skala = 300 pm.

A kisérlet méasodik részében a beiiltetett follikulusok in vivo kimutatasanak lehetdségét

vizsgaltam melanoféra mutans (gold) anyédkon. A donor petesejtek egy részének fluoreszcens
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izzasat a gold anyak petefészkében is sikeriilt megfigyelni az allatok hasfalan keresztiil (12.

abra).

kontroll
petefészek

recipiens
petefészek

12. abra Transzplantalt follikulusok kimutatasa a recipiens petefészekbdl I1.

A kisérletben a transzplantalt follikulusok kimutatasanak lehetdségét vizsgaltam €16, elaltatott
allatokon a beiiltetést kovetd masodik napon. A bejuttatott transzgenikus petesejtek jol
lathatoan fluoreszkalnak a recipiens gold anya hasfalan keresztiil (alsoé sor). A kontroll anya
petefészkében (felsd sor) nem figyelhetdé meg ilyen izzds. A sematikus abra a latdmezdt
mutatja az allaton. Méret skala= 1 mm.

4.3 Eredmények a follikulus-beépiilés hatékonysagarol

A beiiltetett petesejtek kimutatasi lehetdségeinek vizsgélata utan a donor follikulusok
beépiilésének hatékonysagat vizsgaltam. Az eredményeket a 6. tdblazat foglalja 6ssze.

A tablazatbol jol latszik, hogy a recipiens petefészekben megtaldlhatd donor
follikulusok szama a transzplantacié utani elsé napon atlagosan kozel a felére esett vissza a
kiindulasi mennyiséghez képest (47,5+20,5%). A donor follikulusok szdméanak csokkenése a

kisérlet els0 hetének végéig folytatddott, a mértéke az egyes napokon, a negyedik ¢€s 6todik
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nap kivételével, statisztikailag is igazolhatd volt (P<0,05), ugyanakkor tuléld, beépiilt

follikulusokat a masodik hét végén is talaltam a recipiens anyak petefészkében (2,642,6%).

6. tablazat A transzplantalt follikulusok beépiilési hatékonysaga a recipiens petefészekbe.
A kiilonboz6 betlik a szignifikansan eltérd értékeket jeldlik (P<0.05, Kruskal-Wallis test)

far o o .. . . Beépiilt oocytak
A transzplantacié utan Vizsgalt recipiens anyak szama / P  00¢y
. .. . . szama
eltelt napok szama beiiltetett follikulusok szama . PR
atlag £ szoras (%)
8x20
1 %25 475+205a
8x25
2 5x30 38.1+£124b
5x20
3 5x25 20.6£16.4 ¢
5x30
8x25
4 5x30 12.3+14.5d
4x25
5 4x30 11.9+75d
6x25
6 3x30 54+89e
5x30
7 5x40 23%27f
5x30
14 5x40 26+26f

4.4 Transzplantalt follikulusok névekedésének kimutatasa,
eredmények

A Dbeépiilés hatékonysaganak vizsgalata utdn a kovetkezd vizsgédlatom annak a
kérdésnek a megvalaszolasara iranyult, hogy a beépiilt taléld follikulusok képesek-e fejlodni
is a recipiens petefészekben. Ennek érdekében a betiltetett follikulusok méretét
Osszehasonlitottam azokéval, amelyeket egy, illetve két héttel a betiltetés utdn a recipiens
petefészekben talaltam. A kapott eredményeket az 13. dbra tartalmazza.

Az abran jol latszik, hogy a beliiltetés utan a donor follikulusok széma, az eléz6
kisérletnél tapasztaltakhoz hasonléan, jelentdésen csokkent, azonban mindkét vizsgalati
id6épontban talaltam beépiilt, taléld petesejteket. A petesejtek egy része nem fejlédott tovabb,
né¢hany follikulus mérete azonban meghaladta a beiiltetés eldtt mért legnagyobb follikulus
atmérojét, ezek kozilil haromnal statisztikailag is sikeriilt igazolni a ndvekedést (P<0,05). A

harom legnagyobb donor follikulus koziil egy az elsd hét végére elérte a Selman- féle

58



EREDMENYEK

méretskala szerinti III. stddiumot (486um), egy pedig a masodik hét végére megkozelitette a

IV. fejlédési stadium mérethatarat (680pum).

O donor follikulusok
© donor follikulusok egy héttel a beliltetés utan

@ donor follikulusok két héttel a beliltetés utan
800

V. st.
IV. st.
700 ® 630* S
600
E Il st.
= %0 o 486"
0
~D
E 400
0
w
3
5 300
= o 260*
ie] 0 225 Il.st.
200 ® 181 o173
® Op 0 OO 2 Co
100 OOQQOOOOOOOOOOOOOOOOO o
) o o) oo O 0000 CDOo OOO . st.

13. abra A donor follikulusok méreteloszlasa a transzplantacié eldtt és utdn a recipiens
petefészekben. A csillaggal jelolt értékek olyan follikulusokat jeldlnek, amelyeknek mérete
statisztikailag kiilonbdzik a beiiltetés elott mért értékektdl (Kruskal-Walis teszt, P<0,05).

A donor follikulusokrol késziilt képeken (14. abra) jol megfigyelhetd, hogy a beépiilt
¢€s az oogenezisbe ujra bekapcsolddo, tovabbfejlodo follikulusok épnek, normal fejlodéstinek
tlintek. A recipiens petefészekben csak a donor transzgenikus follikulusok izzanak a
fluoreszcens megvilagitdsban, hasonléan a kontroll follikulusokrol késziilt felvételekhez.
Megtigyelhetd tovabba, hogy a fejlettebb follikulusok gyengébb fénnyel izzanak, mint a
fiatalabb fejlodési stadiumban 1évok (a felvételek ugyanazokkal a beallitdsokkal késziiltek).

Az egy héttel a beiiltetés utan fényképezett donor follikulus atmérdje 260 pum volt,
amely a Selman féle méretskéala szerint a II. stadiumu kortikalis alveolus fejlédési fazisban
1évo follikulus méretének felel meg. Erre a fejlodési allapotra az oocyta opalossaga €s a még
megfigyelhetd germindlis vezikulum a jellemzd, melyek a felvételen is jol megfigyelhetdek.
A két hétig a recipiens petefészekben fejlodd follikulus mérete 680 um, a germinalis

vezikulum mar nem figyelheté meg, az oocytdban 1évd szikszemcsék kezdik elveszteni
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kristalyos szerkezetiiket, ezek alapjan atmenetet képez a vitellogenezis (III. stadium) és a

maturacié (IV. stadium) stadiuma kozott.

normal fény YFP sz(r normal YFP

3 B

donor >

oocytak | st.
.

recipiens >

petefészek | st.

14. dbra Recipiens petefészekbdl szdrmazo, oogenezist folytatd transzplantalt follikulusok.

A donor follikulusokrdl normal és fluoreszcens fényben késziilt felvételek lathatdak az dbra A
részén. A fels@ sorban kozvetleniil a transzplantacid eldtt késziilt képek, alatta az egy
(kozépso sor), illetve a két héttel (alsd sor) a beiiltetést kovetden a recipiens petefészekbol
izolalt, méretiikkben novekedett follikulusok lathatéak nyillal jelolve. Az abra B részén a
kontroll transzgenikus és normal follikulusokrol késziilt felvételek lathatdak.

Minden kép ugyanazzal a nagyitdssal, a fluoreszcens felvételek ugyanazzal a zariddvel
késziiltek. Méret skala= 300pm.

B-actin:yfp
donor oocyta

nem transzgenikus
recipiens oocytak

4.5 A szaporitasi kisérletek eredményei

A munkédm kovetkezO részében arra voltam kivancsi, hogy a beiiltetett 1.-II. stadiumu
follikulusokbol nyerheté-e érett, termékenyitésre alkalmas ikra, illetve életképes ivadék. A
kisérletben 100 anya petefészkébe iiltettem be anyanként 100 follikulust. A recipiens halakat
hat héten keresztiil hetente szaporitottam vad tipusu tejesekkel, majd az utdédokat fluoreszcens
mikroszkop alatt vizsgaltam. Az ellendrzések soran Osszesen négy YFP aktivitast mutato
embriot taldltam, amelyek két kiillonbozd recipiens anyatdl szdrmaztak. Az egyik recipiens
anya utodai kozott két transzgenikus egyedet taldltam a transzplantdciot kovetdé harmadik
héten. A masik anya utddai koziil szintén kettd mutatta a transzgén jelenlétét, viszont itt egy
embrio a harmadik, egy a negyedik szaporitasbol szarmazott. Az utddokrol késziilt
fényképeket a 15. 4bra tartalmazza. A transzplantalt follikulusbol szdrmazo ivadék a
kontrollként hasznalt transzgenikus ivadékhoz hasonléan sargas-zold fényben izzott
fluoreszcens megvildgitasban, azokon a teriileteken, amelyeken a transzgén megnyilvanult.
Hasonlo izzas a recipiens anya sajat follikulusaibol szarmazé utdédjanal nem figyelhetd meg.
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Az 0Osszes donor follikulusbdl szdrmazéd ivadék a koranak megfeleld, normal fejlédést
mutatott a vizsgalati id6 alatt. A négy utédbol harmat DNS vizsgalatokhoz hasznaltam fel,

egy egyedet pedig felneveltem. A felnevelt ivadék ikras volt, ivarérése utdn szaporitottam,

utddai normal fejléddést mutattak.

A

15. dbra Transzplantalt follikulusbol szarmazé ivadék.

A recipiens ikras €és vad tipusu tejes keresztez€sébol szarmazo nem transzgenikus ivadék. B
transzgenikus (donor) ikras és vad tipust tejes keresztez€sbdl szarmazo transzgenikus ivadék
(pozitiv kontroll). C recipiens ikras és vad tipusu tejes keresztezésébdl szdrmazo, donor
follikulusbol fejlédott, transzgenikus ivadék. A transzgén (S-actin:yfp) aktivitdsa jol
megfigyelhetd a pozitiv kontroll, és a donor follikulusbol szarmazé ivadék izomzataban, mig
a recipiens anyatol szdrmazo féltestvérében nem.

A képek 10 nappal a termékenytilés utan késziiltek, a teljes ivadékokat a jobb als6 sarkokba
beszart kis képek mutatjak. A képeken szereplé ivadékok a fejlddési allapotuknak
megfelelden fejlddtek, morfologiai elvaltozasok nem figyelhetéek meg rajtuk.
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Annak bizonyitdsdra, hogy a transzgenikus ivadék valdban a donor anyabdl izolalt,
majd a recipiens anya petefészkébe transzplantalt follikulusbol szarmazik, mikroszatellit
analizissel vizsgaltam a kisérletben résztvevd egyedeket. Osszesen 50 az Ensembl zebrafish
adatbazisabol kivalasztott mikroszatellitet vizsgaltam a donor- és a recipiens ikrastol, a
keresztezési partnerként hasznalt tejestdl, valamint a donor follikulusbol (YFP pozitiv) és a
recipiens anya sajat utdédaibol (YFP negativ) szdrmazé DNS mintdkon. A kivélasztott
mikroszatellitek koziil 8 marker volt alkalmas a kisérletben résztvevd sziilok elkiilonitésére és
megbizhatd informaciot nyujtott az utdodok szdrmazasat illetden. A mikroszatellit vizsgalat
eredménye egyértelmilen bizonyitja, hogy a transzgenikus ivadék a donor anya és a

szaporitasnal hasznalt tejes utddja, biztosan nem a recipiens anyatol szarmazik (16. abra).

dere & tr ft dere & tr ft

G41751 _ G41652
G39758 - 539892
G40279- G40542
G41760 - G40446

16. abra Rokonsagi fokok meghatdrozasa mikroszatellit analizissel

A (d9Q) transzgenikus, donor ikras, a (rQ) recipiens, nem transzgenikus ikras, (3 a recipiens
anya szaporitdsanal keresztezési partnerként hasznalt tejes, (tr) a donor follikulusbol
szarmaz0, transzgenikus utod, és (ft) a recipiens anya sajat follikulusabol szarmazo féltestvér
utod rokonsagi fokanak megallapitasara késziilt mikroszatellit analizis eredményeit
tartalmazza az abra. A nyolc, elkiilonitésre alkalmas mintdzatot adé mikroszatellit marker
azonositasi szama a futtatdsok mellett, jobb oldalt talalhato.
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4.6 Az oocyta mikromanipulacio eredményei

A Kkisérletek soran DsRed mRNS-t, pf-actin:LacZ és pCMV:GFP konstrukciokat
jutattam az oocytakba, hogy vizsgaljam manipuldlhato-e a génmegnyilvanulas az 1. és Il
stadiumu follikulusokban mikromanipulécioval.

A Kkisérlet elsé részében in vitro szintetizalt DsRedmRNS injektaldsa tortént meg, hat
részletben, Osszesen 477 1. stddium - actin:YFP oocyta citoplazméjdba vagy germindlis
vezikulumaba (7. tablazat). Az injektalt follikulusokat egy napon 4t inkubaltam recipiens AB
anyak petefészkében, majd a petefészek kimitése utdn a donor follikulusokat fluoreszcens
mikroszkop alatt azonositottam és izolaltam a petefészekbdl. Az injektalt és DsRed aktivitast
mutatd oocytakat fluoreszcens mikroszkop alatt RFP sziir6 segitségével azonositottam az YFP
pozitiv follikulusok koziil. A nem injektalt kontroll, transzplantalt follikulusok csak YFP
aktivitast mutattak. Az injektalt follikulusok koziil azok, amelyekben az mRNS-rél
termel0dott az RFP fehérje pirosan is izzottak a fluoreszcens mikroszkdp alatt (17. abra).
Normal megviladgitdsban mind az injektalt, mind a kontrollként hasznalt follikulusok épnek, a

fejlettségi allapotuknak megfeleléen néztek ki.

normal GFP

i -
e e o« o DsRed
<y 7 MRNS

17. abra mRNS-sel injektalt, recipiens anyaban (in vivo) inkubalt follikulus

Transzgenikus YFP pozitiv nem injektalt (felsd sor), és DsRedmRNS-sel injektalt
follikulusrol (also sor) késziilt felvételek lathatok az abran. A normal és az YFP sziirdvel
késziilt felvételeken nincs kiilonbség a follikulusok kozott, a RFP sziirdvel késziilt képeken
azonban csak az mRNS-sel injektalt, az RFP fehérjét tartalmaz6 follikulus vilagit. Méret skala
=400um, a nyilak a sejtmagokat jelolik.
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A 477 injektalt oocytat tartalmazé follikulusbol 58-at sikeriilt izoldlni a recipiens
petefészkekbdl az inkubacid utan, melyekbdl 6 (10,3%) mutatta egyszerre a kétféle markert.
A hatékonysag szempontjabdl az 6tddik sorozat bizonyult a legjobbnak, ahol a visszanyert

follikulusok 21,4%-aban miikodott a bejuttatott konstrukeio.

7. tablazat Az RFP fehérje megynyilvanulasa az mRNS-sel injektalt follikulusokban

S L A transzplantalt Visszanyert - REP+
Injektalt konstrukcid follikulusok szama . YI;P”_’If( | follikulusok %
onor follikulus szama
DsRed mRNS 81 7 1 14,3
DsRed mRNS 82 9 1 11,1
DsRed mRNS 108 15 0 0,0
DsRed mRNS 61 11 1 9,1
DsRed mRNS 84 14 3 21,4
DsRed mRNS 61 2 0 0,0
> DsRed mRNS 477 58 6 10,3

A kisérlet masodik részében DNS konstrukciok injektaldsara keriilt sor.
Konstrukcionként 60 II. stddiumil, nem transzgenikus oocyta manipuldlasa tortént meg,
melyek vizsgalatara egy napos zebrafish ringerben tortént, in vitro inkubacid utan keriilt sor.
A GFP-t tartalmazé konstrukcioval injektalt follikulusok koziil 4 (6,7%) vilagitott
fluoreszcens fényben. A nem injektalt, és a lacZ-t tartalmazd konstrukcioval injektalt
follikulusok nem mutattak GFP aktivitast. A kisérlet eredményeinek Osszefoglalasat a 8.
tablazat, a follikulusokrol késziilt felvételeket az 18. abra tartalmazza. Normal
megyvilagitasban mind az injektalt, mind a kontrollként hasznalt follikulusok épnek, a

fejlettségi allapotuknak megfelelden néztek ki.
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18. dbra DNS-sel injektalt, zebrafish Ringer oldatban (in vitro) inkubalt follikulus

A normdl megyvilagitds mellett késziilt képeken nem figyelheté meg kiilonbség az egyes
follikulusok ko6zott. Fluoreszcens megvilagitas mellett azonban csak azok a follikulusok
izzanak zoOld fénnyel, amelyekben az oocytdk GFP-t tartalmaz6 konstrukcioval lettek

injektalva. Méret skala = 500um.

8. tablazat A riportergének GFP aktivitdsa a DNS-sel injektalt follikulusokban

GFP+
Injektalt konstrukcio Oocytak szama
Follikulus %
nem injektalt 60 0 0,0
B-actin:lacZ 60 0 0,0
pCMV:GFP 60 4 6,7
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1 A petesejtfejlédés dinamikajanak vizsgalatabol Ilevonhato
kévetkeztetések

A zebradanio follikulusok morfologiai €s biokémiai vizsgalataval mar tobb tanulmany
is foglakozott (WALLACE et al. 1983; SELMAN et al. 1993; BALLY-CUIF et al. 1998),
azonban irodalmi adatok még nem allnak rendelkezésre a follikulusok fejlddésének iitemérdl
¢s az egyes fejlodési stadiumok egymashoz viszonyitott aranyarol a petefészekben.

A vizsgélat soran két kérdésre kerestem valaszt. Célom volt egyrészt megallapitani,
hogy a transzplanticidhoz sziikséges 1. fejlodési stadiumu follikulusok milyen ardnyban
vannak jelen az ivarérett anydk petefészkében, azaz mikor érdemes kinyerni ket a
petefészekbol, masrészt informacidkat gytljteni arrdl, hogy a korai fejlodési allapotban 1évo
follikulusokbdl mennyi 1d6 alatt fejlodik érett ikra.

A kisérletben 50 zebradani6d ikrds petefészkében 1€vo, eltérd fejlodési allapoti
follikulusok egymashoz viszonyitott aranyat vizsgaltam egyszeri szaporitas utan, négy héten
keresztiil. A fejlettségi allapot meghatarozasanal az abszolut kritérium a follikulusok arméréje
volt.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a zebraddnidban tobb mas trépusi halfajhoz
hasonléan az oogenezis folyamatos és gyors (SZABO 2000b). Az 1. és II. stadiumu
follikulusok részaranya a petefészken belill végig magas marad, azonban kozottik a
mérsékeltdovi hideg- és melegvizi halfajoknal tapasztalhaté korai fejlodési stadiumokra
jellemzd trendet nem lehet megfigyelni (LEFLER et al. 2008).

Laboratoriumi koriilmények kozott, hetenként egyszeri szaporitassal atlagosan 100-
150 ikraszem nyerhetd egy-egy zebradani¢ ikrastol. Ennél a mennyiségnél az ivarérett
zebradanio petefészkében nagysagrendekkel tobb follikulus taldlhatdo egyszerre. A nagy
mennyiségli follikulus a petefészekben arra enged kovetkeztetni, hogy a follikulusok egy
része, fejlédési stadiumtol fiiggetleniil, nyugalmi allapotban talalhatdo a petefészekben,
fejlédésiik hosszabb-révidebb ideig sziinetel. Arra azonban, hogy a sokszor tobb szaz hasonld
fejlodési  allapott follikulus koziil melyik és mi alapjan kezd tovabbfejlédni (ujra
bekapcsolddni a nyugalmi periddusbol az oogenezis folyamataba), a szakirodalomban nincs
fellelhetd adat. A folyamat mélyebb megismerése ujabb ismereteket adhat a gazdasagilag

jelentds halfajok szaporitasanal, nagyobb mennyiségii ikratételek nyerése érdekében.
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A természetben ¢é16 zebradanioknal az ivasok zome egy jol elkiilonithetd szaporodasi
id6szakban (esés évszak), elore nem meghatarozott idokozonként torténik, ezt egy, az ivas
szempontjabol kevéssé aktiv szakasz koveti (szaraz évszak) (MUNRO 1990). Ennél fogva a
petefejlodés  dinamikajanak vizsgélatakor kapott eredmények valdsziniileg csak a
laboratériumi  koriilmények kozott él6 zebradaniokra, azon belill is csak az AB vonal
egyedeire érvényesek, ahol a sok generacios labortartds soran feltehetden szelekciés nyomas
érvényesiilt a kedvezd szaporodasbiologiai tulajdonsdgokra. A rendszeres id6kozonként nagy
mennyiségll ikrat adé egyedek tovabbszaporitasaval a nyugalmi idészakra jellemz6 follikulus-
fejlédési titem eltlinhetett az ikrasokbol.

A petesejtfejlodés  dinamikdjanak  vizsgalatabol kapott eredmények alapjan
Osszességében elmondhatd, hogy az ivarérett ikrasoktdl barmikor lehet nagyobb mennyiségii
I. stddiumu follikulust nyerni (6. abra), arra a kérdésre azonban, hogy az egyes fejlodési

allapotbol a kovetkezObe mennyi 1d6 alatt 1ép a follikulus, ez a kisérlet nem ad valaszt.

5.2 Transzplantalt follikulusok kimutatasabol és beépiilésének

vizsgalatabol levonhato kévetkeztetések

A Kkisérletek els6 részében transzgenikus zebradanié follikulusokat juttattam be vad
tipusit zebraddnidé anydk petefészkébe. A donor follikulusok kimutatasara két modszert,
fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokat és in situ hibridizaciot hasznaltam. A vizsgalatok
minden esetben a recipiens allatok elpusztitasa utan, kimitott petefészkeken torténtek. A
vizsgalatok soran tett megfigyelések alapjan elmondhato, hogy fluoreszcens mikroszkop
segitségével a transzgenikus follikulusok vizudlisan kdnnyen elkiilonithetdek a recipiens anya
sajatjaitol. A transzplantacio utani negyedik napon minden esetben megfigyelhetdek voltak a
transzgenikus markerrel jelolt follikulusok a recipiens petefészkekben.

A donor follikulusok életképességének bizonyitdsara azonban ez a modszer dnmagaban
nem elégséges, hiszen a transzgenikus follikulusokban kifejezddd fluoreszcens fehérje (YFP),
a GFP fehérjecsoport tobbi tagjahoz hasonldan nagyon stabil molekula (PAKHOMOV ¢és
MARTINOV 2008), a sejt pusztulasa utan hossz ideig nem bomlik le, és a megfeleld
hullamhosszii fénnyel gerjesztve tovabbra is sargaszold fényt bocsat ki. A probléma
megoldasara in situ hibridizacios vizsgalatokat végeztem. Mivel mRNS csak az €16 sejtekben
termelddik, és kis stabilitisa miatt gyorsan lebomlik, igy a riportergénrdl atirodd mRNS

kimutatasara tervezett vizsgalat egyértelmiien igazolja a donor follikulusok életképességét.
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Azokban a sejtekben, ahol a riportergén miikodott kék szinreakcio jelezte az mRNS
termelddését. A recipiens petefészkekben négy nappal a beiiltetés utan sikeriilt kimutatni,
hogy nemcsak beépiilnek a petefészekbe, hanem életben is maradnak.

Ha a recipiens petefészkekrdl késziilt fluoreszcens képeket és az in situ hibridizacid
utan késziilt felvételeket Osszevetjiik, akkor megallapithatd, hogy joval kevesebb kéken
festddo follikulust talalunk, mint amennyi a fluoreszcens felvételeken vilagit (11. abra). Ez
alapjan valdszintisithetd, hogy a transzplantaci6 utan a donor follikulusok jelentds része
elpusztult a recipiens petefészekben.

A transzplantacioval kapcsolatos kisérletek elsd részének eredményeit Osszefoglalva
elmondhat6, hogy a follikulus transzplantacidé sikeresen végrehajthatd, a bejuttatott
follikulusok egy része beéplil, és ¢életben is marad a recipiens petefészekben.

Napjainkban a kisérleti allatokat felhasznal6 kutatdsoknal nagy hangsulyt kap a ,,3 R”
stratégia alapjan torténd kisérlettervezés, amely magaban foglalja a kisérleti allatok
fajdalmanak és szenvedésének csokkentését (refinement), a felhasznalt allatok szamanak
csokkentését (reduction) és az allati modellek helyettesitését mas modellekkel (replacement).
Mivel a kisérlet els6 felében a beiiltetett follikulusok kimutatasat csak az allatok elpusztitasat
kovetden tudtam elvégezni, a kisérlet masodik részében olyan kimutatasi lehetdséget
kerestem, amely nem jar a recipiens anyak felaldozasaval.

A vizsgalat masodik részében recipiensnek a zebradanid gold mutans valtozatat
hasznaltam, majd négy nappal a beiiltetés utan fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltam az
altatasban 1évé anyak petefészkét. A normalisnal kevesebb pigmentet kifejezd gold anyak
hasfalan keresztiil megfigyelhetéek voltak a beiiltetett follikulusok, azonban ezek
¢letképességére, illetve méretére a megfigyelés alapjan nem lehetett kdvetkeztetni (12. abra).
Annak ellenére, hogy a transzplantacidés kisérletek egy részénél célszerli lett volna
recipiensnek gold anyakat vélasztani, a késObbiekben ezt a vonalat nem volt lehetdségem

felhasznalni.

5.3 A beépiilés hatékonysaganak vizsgalatabol levonhaté
kovetkeztetések

A beépiiléssel kapcsolatos vizsgalatok sordn azt tapasztaltam, hogy a beiiltetett
follikulusoknak csak egy része ¢l tl a recipiens petefészekben. A kovetkezd 1épésben arra
kerestem a valaszt, hogy a donor follikulusok szama mennyi id6 alatt €s milyen iitemben

csokken. A kisérletben meghatarozott szamu follikulust tiltettem be AB anyak petefészkébe,
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majd két héten keresztiil vizsgaltam a kimiitott recipiens petefészkekben a donor follikulusok
szamat. A follikulusok jelenlétét csak fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltam.

A donor follikulusok szama az elsd hét végéig drasztikusan csdkkent a beiiltetést
kovetden, majd allando szintre allt be, és a késdbbiekben jelentésen mar nem valtozott. Az
eredmények alapjan az elsé hét végén a petefészekben talalhatod beiiltetett follikulusok mar
beépiiltnek tekinthetdk, jo eséllyel folytathatjak az oogenezist.

A nagymértékii és hirtelen csokkenésnek tobb oka lehet. A legvalosziniibb, hogy az
altalam hasznalt izolaldsi moédszer nem volt optimalis, a szuszpendalds soran a follikulusok
sériilhettek, az életképességiik erdsen csokkenhetett.

A kisérletben donorként hasznalt transzgenikus vonalat ugyanabb6l a vonalbol (AB)
alakitottdk ki, amelyet recipiensként hasznaltam, igy a két vonal genetikai szempontbol
homogénnek tekinthetd, a kilokddési reakcid esélye minimadlis. A vizsgalt petefészkek
szerkezetileg épnek, egészségesnek tlintek, nem figyeltem meg benniik akut vagy kronikus
kilokédési folyamatokra utald tiineteket (GERGELY ¢és ERDEI 2000). A donor follikulusok
tulélését, az esetleges kilokddési reakciok lassitasat az optimalis tartasi kortilmények is
eldsegithették, mivel a halak immunfolyamatainak intenzitdsdt a kornyezeti hatasok
nagymértékben befolyasoljak (BLY és CLEM 1992; NEVID és MEYER 1993). Véleményem
szerint igy a follikulusok szdméanak csokkenésénél a kilokddési reakciok nem jatszottak
Iényeges szerepet, bar a kilokddési folyamatokat direkt modszerekkel nem vizsgaltam.

Az eredményeket Osszefoglalva elmondhat6, hogy a donor follikulusok egy része két
héttel a beiiltetés utan is talélhet a petefészekben, heves kilokddési reakciok nem zajlanak le a
recipiens anya szervezetében. A t1lél6 follikulusok jo eséllyel tovabbfejlédhetnek a recipiens

anya szervezetében.
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5.4 A transzplantalt follikulusok névekedésének vizsgalatabol

levonhato kovetkeztetések

A transzplantacioval kapcsolatos kisérletek tovabbi részében arra voltam kivancsi, hogy
a taleld follikulusok képesek-e visszakapcsolddni az oogenezis folyamatéaba.

A kisérletben I-es fejlodési stadiumi follikusokat iiltettem az anyakba, majd egy, illetve
két héttel a beiiltetés utdn megvizsgaltam a petefészkeket és Osszegylijtottem a donor
follikulusokat. A transzplantacio el6tt és utan azonos bedllitdsok mellett fényképeket
készitettem a donor follikulusokrdl, majd a méretiiket 6sszehasonlitottam.

A kisérlet segitségével sikeriilt bepillantdst nyernem a zebradanio follikulus
fejlodésének dinamikajaba. Az eredmények segitségével meghatarozhatdéak voltak azok az
id6intervallumok, amelyek alatt a follikulusok az egyes fejlédési stadiumokbdl a
kovetkezOkbe 1éphetnek. Az I-es stadiumu follikulusok egy hét alatt képesek III. stadiumu
follikulussa, a kovetkezd hét végére I'V. stadiumu follikulussa fejlédni. Az érett ikrava térténd
fejlédéshez sziikséges idot ezzel a kisérlettel még nem sikeriilt meghataroznom.

A donor follikulusok egy része életben maradt a transzplantaciot kovetden, de nem
novekedett a recipiens petefészekben, illetve mindkét vizsgalati id6pontban taldltam azonos
fejlodési allapota, a kiinduldsi mérethez képest novekedett follikulusokat. Ezaltal részben
sikeriilt alatdmasztanom azt a korabbi felvetésemet is, hogy az oogenezis sordn a follikulusok
barmely fejlodési szakaszban képesek hosszabb- rovidebb nyugalmi id6t eltdlteni.

A vizsgalt donor follikulusok mindegyike normal fejlodést mutatott, benniik jol
megfigyelhetdek voltak az adott fejlodési allapotra jellemzd morfoldgiai bélyegek (14. abra).

Osszességében elmondhatd, hogy a transzplantalt follikulusok a beépiilés utin képesek
ujra bekapcsolodni az oogenezis folyamataba, azokbol jo eséllyel fejlodhet termékenytilésre

alkalmas ikra.
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5.5 A szaporitasi kisérletekb6l levonhaté kévetkeztetések

Az el6z6 eredmények alapjan a tovabbiakban azt kivantam bizonyitani, hogy a beépiilt
¢s tovabbfejlédé follikulusokbol nyerhetd ikra, majd azok termékenyiilése utan életképes
embrio is, illetve meghatdrozva az ehhez sziikséges 1do6t, teljessé kivantam tenni a
follikulusok fejlddési litemének meghatdrozasat.

A kisérletekben szaz transzplantalt AB anyéat szaporitottam hat héten keresztiil. Minden
anyaba szaz 1. fejlédési stddiumu follikulust iiltettem, a szaporitdsbdl szarmazo utdédokat
eldszor fenotipusosan, majd a valdsziniisithetden donor follikulusbol szdrmazé egyedeket
genetikailag is vizsgéaltam. Két anyatol Osszesen harom transzgenikus utodot sikeriilt
nyernem, a beiiltetést kvetd harmadik, illetve negyedik héten. Ezzel sikeriilt kiegészitenem
az el6zo kisérletsorozat follikulus-fejlodéssel kapcsolatos eredményeit.

A mikroszatellit vizsgalattal egyértelmiien sikeriilt igazolnom, hogy a transzgenikus
egyedek valoban a donor anyabol izolalt, majd transzplantélt follikulusokbol szarmaztak (16.
abra).

Egyértelmiien sikeriilt bizonyitanom azt, hogy a fajon beliili follikulus transzplantacio
sikeresen végrehajthatd, az altalam kifejlesztett modszer alkalmas a fiatal fejlédési stadiumt
follikulusok recipiens petefészekbe torténd beiiltetésére.

Sikeriilt bizonyitanom, hogy a beiiltetett follikulusokbdl érett ikra fejlodik, amibdl a
termékenytilés utan életképes larva kel ki, amely megfelel6 tartasi koriilmények kozott fertilis
felnott egyeddé valik. Az altalam felnevelt donor follikulusb6l szarmazd embriobdl ivarérett
ikras egyed fejlodott, majd tovabb szaporitva szintén normal fejlédésii utodokat hozott 1étre.
Ezek alapjan elmondhatd, hogy a transzplanticié semmilyen karos valtozast nem okoz a
donor follikulusb6l szarmazé egyedek szervezetében.

Annak ellenére, hogy a transzplantacid hatékonysaga viszonylag alacsony maradt (a
transzplantalt anyak 2%-4dban fejlodott ikra a transzplantdlt follikulusbol), a kapott
eredmények alapjan az eljaras alapjat képezheti az anyai hatasti gének vizsgélatanak, mivel a

A petesejt atiiltetés fejlédésbiologiai alkalmazasain tal (a lazacfélék primordialis dssejt
transzplantaciojahoz hasonléan (KOBAYASHI et al. 2007, OKUTSU et al. 2006)) az
allattenyésztés fejlodo eszkoztardnak is részévé valhat, pl. faj- vagy fajtamegdrzésben korai
fejlédési stadiuma oocytdk mélyhtitésével (TSAI et al. 2009), a halak in vitro
termékenyitésénél pl. az eurdpai angolna (Anguilla anguilla) esetén, amelynél az ikrasok ivari

érlelése problémakba iitkozik (MULLER et al. 2003).
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5.6 Az oocytak mikromanipulaciéjabol levonhato kévetkeztetések

A follikulus transzplantacié lehetséges fejlodésbiologiai felhasznalasat nagymértékben
elésegithetné az oocytdk sikeres mikromanipulacidja. Ezért a tovabbi vizsgalatokban

A kisérletek soran DsRed mRNS-t, pp-actin:LacZ és pCMV:GFP konstrukcidkat
juttattam az oocytakba. A konstrukciok mindegyike miikoddképes volt.

A kisérlet elsd részében mRNS-t injektaltam fS-actin:YFP oocytak citoplazmajaba. A
follikulusokat transzplantaltam és egy napos inkubacid utan a recipiens petefészekbol
elkiilonitve izolaltam a csak YFP ¢és az YFP/DsRed fehérjét is tartalmazd, donor
follikulusokat. Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy az oocytdk sikeresen
manipuldlhatoak mRNS-sel torténd mikroinjektalassal, az egy napos inkubacié elegendd az
mRNS-r6l torténd fehérje szintézisére. A mikroinjektalas hatékonysaga azonban igen
alacsony ¢s fligg az injektald személyétdl is (emberi tényezd). Megallapithatd tovabba, hogy
az injektalt follikulusok beépiilésének hatékonysdga joval elmaradt a korabbi kisérletek
eredményeitdl, mivel az injektalas, nagy valdszintiséggel a kapillaris okozta mechanikai
sériilés miatt, csokkenti a follikulusok életképességét.

A kisérlet masodik részében DNS konstrukciokat injektaltam vad tipust anyaktol
szarmaz6 follikulusokba. Az injektalas utdn az inkubécio Petri-csészékben, inkubald oldatban
tortént, majd fluoreszcens mikroszkdp alatt vizsgéltam a follikulusokat. A GFP-t tartalmazé
konstrukcioval injektalt follikulusok kis részében megfigyelhetd volt a fluoreszcens fehérje
aktivitadsa, bizonyitva ezzel a manipulacid sikerességét. Az egy napos in vitro inkubacio
elegendé volt a riportergénrdl szdrmazo fehérje szintézisére. A lacZ riporterfehérje
kimutatasara a fluoreszcens vizsgalat kozvetleniil nem alkalmas, ezzel egyértelmiien sikertilt
bizonyitani azt is, hogy a fluoreszcens izzds nem az injektalasnak, mint eljardsnak vagy az
injektalo oldat valamely Osszetevdjének a kovetkezménye (18. dbra).

Osszességében megallapithatd, hogy a fiatal fejlédési allapota follikulusok genetikai
anyaga kozvetlenlil manipuldlhaté nukleinsavakkal torténd mikroinjektalassal, amely a
kifejlesztett transzplantacios eljarassal egyiitt alkalmazva 1) modszert jelenthet a

fejlédésbiologiai és mas, follikuluson alapul6 kutatasokban.
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5.7 A két médszer eredményeinek 6sszegzése alapjan levonhato
kovetkeztetések

Vizsgéalataim soran kidolgoztam a korai fejlodési stadiumu follikulusok atiiltetésének
modszerét. Transzgén markerrel és mikroszatellit analizissel bizonyitottam, hogy ha az I.
stadiumu follikulusokat az ivarnyilason keresztiil recipiens anyakba juttatasa utan a beiiltetett
follikulusok beépiiltek, képesek voltak ¢életképes és termékenyitésre alkalmas ikrdva érni a
recipiens petefészekben. A transzplantalt follikulusokbol ikra jott 1étre, amelybdl normal
fejlodést larva, majd ivarérett ikras egyed fejlodott. Tovabba bizonyitast nyert, hogy az I-es
¢s II. stddiumu follikulusokban a nukleinsav injektalassal a bejuttatott konstrukcidok
miitkodoképesek, ami lehetdséget teremthet a génaktivitds manipuldlédsara. A két eljaras az
anyai hatasu gének manipuldsasanak alapjat képezheti, igy az oogenezisben és az azt kovetd
embriofejlddésben nyomonkovethetove valik a hatasuk.

A transzplantacios technika szamos elénnyel rendelkezik az eddigi anyai hatast vizsgalo
vagy manipulalé eljardsokkal szemben. A ma haszndlt modszerek esetén az anyai gének
manipuldlasa csak anyai mutansok létrehozédsaval lehetséges PGC transzplantacidval
(TAKEUCHI et al. 2003), zigotikus mutans szomatikus ,,kimentésével” vagy anyai mutaciok
4 generacids vizsgalataval (DRIEVER et al. 1996), amelyekhez mindig sziikség van a
zigotikus mutans meglétére. Az ijonnan kifejlesztett follikulus transzplantacids technikanal
azonban lehetéség nyilik a vad tipusi oocyta direkt manipulalasara reverz genetikai
modszerekkel és nincs sziikség zigotikus mutdnsokra a funkcidvesztéses (loss-of-function)
fenotipushoz. Ilyen manipulaciés lehetdségek pl. a gént ,,csendesitd” (gene knock down)
modszerek (mint az RNS interferencia, a domindns negativ fehérje varians taltermeltetése,
vagy a MO technikdk). A jovében sziikség lehet a follikulusokra alapozott knock-down
technikédk kidolgozasara.

Nyilvanval6, hogy a petesejt atiiltetésnek a négygeneracids anyai mutans vonalak
eldallitasdval szemben szamos elénye van. Az elobbi klasszikus genetikai megkdzelitésen
alapulé modszer csak olyan anyai hatdsu gének azonositasat teszi lehetévé, amelyek oocyta
specifikusak, és nem rendelkeznek alapveté szomatikus funkcidkkal. A reverz genetikai
megkozelitések ezzel szemben barmely, az oocytaban aktiv gén azonositdsat és oocyta
specifikus funkcidjanak tanulmanyozasat lehetdvé teszik.

A reverz genetikai megkozelitések valdjaban nem szolgéltatnak kelld elméleti alapot
ahhoz, hogy az oocyta fejlddés soran kifejez6dd gének funkcidjat megallapithassuk. [gy azok

a technikak, amik lehetové teszik, hogy a manipulalt oocyta embriova fejlodjon, kiilondsen
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informativak lehetnek szdmos embridgenezis soran lezajlé folyamat nyomonkovetésénél a
megtermékenyitéstdl az anyaibdl a zigota irdnyitotta embridgenezisbe torténd atalakulason at
a szovet ¢és sejt specifikacidig (elkotelezddésig) ¢és differencidlodédsig. A késéi fejlodési
stddiumu oocytak in vitro érésénél tortént jelentds elorelépés (SEKI et al. 2008), de az anyai
hatas kialakitasban szerepet jatszo géntermékek hatékony manipuldldsdhoz korai fejlédési
stadiumu oocytakra van sziikség, amelyeket eddig nem tudtak sikeresen in vitro inkubalni. Az
Uj transzplantacids technika optimalizalast kdvetden megfelelden kiegészitheti az anyai hatasa
gének tanulmanyozasa soran alkalmazott klasszikus genetikai megkozelitéseket.

Ezen feliil a petesejt atiiltetés hatékony knock down technikdkkal kombinalva azt is
lehetové teheti, hogy meghatarozzuk, hogy a zigétaban aktiv, anyai hatasu gének mRNS —ei
vagy fehérjéi milyen szinten jatszanak szerepet az egyedfejléddésben (embriogenezisben).
Azon kevés gén esetében, amelyeknél zigotikus €s anyai mutansok is elérhetdek (pl. one eyed
pinhead (egyszemii-tiifejii mutans) vagy dicer (kis RNS képzésben sériilt mutans)) az anyai
hatasti gén funkcidvesztése a zigotikus mutans egyébként meglehetésen gyenge fenotipusat
drasztikusan felerdsitette (GIRALDEZ et al. 2006; GRITSMAN et al. 1999). Egy nemrég
késziilt tanulmany szerint a holyagcsira és a szedercsira allapotban kifejez6d6 gének kb. 20%-
a mar anyai eredeti géntermékként jelen van (MATHAVAN et al. 2005). Ez alapjan a
zigdtaban kifejez6dd gének ezrei mar anyai mRNS-ként is jelen vannak, igy a zigotikus
mutansok fenotipusa valdsziniileg jelentdsen felerdsithetd az anyai hatas gatlasaval a korai

embriogenezis alatt. Az oocyta manipulacid jo eszkoz lehet ennek igazoldsdhoz.
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5.8 Javaslatok

5.8.1 Javaslatok a follikulus transzplantacio témakorében

Annak ellenére, hogy a follikulus transzplantaci6 egy miikodoé technika, a hatasfok
novelése a késdbbiekben sziikséges lesz a modszer széleskorli elterjedéséhez. A
transzplantacidhoz sziikséges eszkdzok és a follikulus izolalasi modszer fejlesztésével,
valtoztatasaval mar elfogadhaté hatékonysaguva valhat az eljards, ezért a
késobbiekben javaslom ezeknek a fejlesztéseknek az elvégzését.

A follikulusok petefészken beliili fennmaradasanak vizsgalatat a késObbiekben,
lehetdség szerint, felndtt korban is félig, vagy teljesen atlatszo zebradanié vonalakon
kellene vizsgalni. A transzplantalt transzgén markerrel jelolt follikulusok sorsa igy
konnyen, a teljes vizsgalati id0szak alatt nyomonkdvethetd lenne a recipiens
petefészekben, ezaltal még tobb 0j informaciot nyerhetnénk a halak oogenezisével
kapcsolatban. Javaslom ezért a késObbiekben a félig atlatsz6 vonalak koziil a gold
vagy a nacre, a feln6tt korban is transzparens vonalak koziil a casper (WHITE et al.
2008) vonal hasznalatat a transzplantacios vizsgalatokhoz.

Javaslom tovabba interspecifikus, illetve mélyhlitott, majd felolvasztott

follikulusokkal is transzplantacios kisérletek elvégzését.

5.8.2 Javaslatok az oocyta mikromanipulacio témakorében

Az oocytak mikroinjektalassal torténd manipulaciés modszerének a tokéletesitésére is
sziikség van. Az eljards tovabbfejleszthetd példaul a célzott sejtmagba torténd
injektalassal, az injektalds  koriilményeinek  optimalizaldsaval, precizios
mikromanipuldtor hasznélatdval és az oocytdk helyzetének megtartasaval/helyhez
rogzitésével (immobilizalas) az injektalas folyaman.

Val6szinlileg az egér petesejtéhez hasonldan (YU et al. 2004), a zebradanid oocytaban
is jelen van az RNS interferenciahoz sziikséges molekularis apparatus (GIRALDEZ et
al. 2005; HOUWING et al. 2007). Kimutattak, hogy az antiszensz MO-k hatékonyan
gatoljak a génmukodést egér és karmosbéka (Xenmopus sp.) oocytdkban, ezért

varhatoan halakban is hasonl6an miikodhetnek (DUPRE et al. 2002; KANZLER et al.
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2003; LEFEBRE et al. 2002). Ezek alapjan javaslom a tovabbiakban az oocytadk MO-
val, illetve siRNS-sel torténd injektalasaval kapcsolatos kisérletek tervezését,

elvégzését.
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6 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Zebradéani6 halfajon a vildgon els6ként dolgoztam ki a korai fejlédési stadiumt (I-11.
egyértelmiien bizonyitottam, hogy a donor follikulusok beépiilnek és tulélnek a
recipiens petefészekben, visszakapcsolédnak az oogenezis folyamatdba és beldlik

érett ikra, majd életképes utod fejlodhet.

. A transzplantaciés moddszer segitségével elsOként sikeriilt meghatiroznom a
zebradanio follikulusainak az egyes fejlddési stadiumok eléréséhez sziikséges

minimalis idoket 27,5°C-os tartasi hdmérséklet mellett.

Sikeriilt igazolnom, hogy a zebradanio petefészkében az elsé négy fejlodési allapot
barmelyikében hosszabb-rovidebb nyugalmi idészakot tolthetnek el a follikulusok és

onnan barmikor visszakapcsolddhatnak az oogenezis folyamatéaba.

. Munkam sordn meghataroztam a zebradani6 petefészkében a follikulusok egymashoz

viszonyitott aranyat kdzvetleniil a szaporitas utdn, majd az azt kovetd négy hétben.
. Elsoként sikeriilt bizonyitanom, hogy Ilehetséges mRNS ¢és DNS konstrukciok

injektalasaval befolyasolni a fiatal fejlédési allapotu follikulusok génmegnyilvanulésat

zebradanion.
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A csontoshalak ivarsejtjeinek tanulmanyozasa hosszii multra tekint vissza, ennek
ellenére, elsésorban a petesejtfejlodéssel, petesejtmélyhiitéssel kapcsolatban szamos olyan
kérdés mertl fel, melyek a megfeleld eljarasok hianya miatt, eddig nem Kkeriiltek
megvalaszolasra. Hasonl6 a helyzet az anyai hatasti faktorok vizsgalatanal is, bar itt
elsésorban nem a hidnyz6 technologidk, hanem a meglévok bonyolultsaga és idéigénye miatt
van sziikség 11 eljarasok kidolgozasara.

A dolgozatomban szerepld kutatdsok egy olyan 0j kisérleti modszer, a follikulus
transzplantacid6 €és oocyta mikromanipulacié kidolgozésara irdnyultak, amely segitséget
nylUjthat az oogenezis folyamatanak jobb megismeréséhez, az anyai eredetli ivarsejtek
mélyhtités utani ikrava érleléséhez és az anyai hatasu faktorok vizsgalatahoz.

A vizsgalatokat zebradanio halfajon végeztem, kihasznalva a fajbol leirt, illetve
megalkotott nagy szami mutans és transzgenikus vonal adta lehetdségeket. Donorként
minden esetben S-actin: YFP jelolést transzgenikus zebradani6 anyakat, recipiensként AB vad
tipusu, vagy gold mutans egyedeket hasznaltam.

A kisérleteimben korai fejlédési allapotu follikulusokat transzplantaltam recipiens
anyak petefészkébe, majd tobb lépésben bizonyitottam, hogy a moddszer miitkoddképes, a
donor follikulusok képesek megtapadni és tovabbfejlddni a recipiens petefészekben, illetve
beldliik, ha kis mennyiségben is, de termékenyitésre alkalmas ikra, majd életképes embriod
nyerhetd. Ez utébbi eredménnyel sikeriilt azt is bizonyitanom, hogy a transzplantalas
semmilyen kart nem okoz a donor follikulusbol szarmazo6 egyedekben.

A mobdszer segitségével felhasznalva sikeriilt meghatdroznom a zebradanio
follikulusok kiilonb6z6é fejlédési stddiumainak eléréséhez sziikséges id6pontokat. Ezek
alapjan az I-es fejlodési stadiumu follikulusbdl egy hét alatt III., két hét alatt IV. stddiumu
follikulus, harom hét mulva érett ikra fejlédik. A munkam sordn meghatéroztam a zebradanio
petefészkében az eltérd fejlédési allapotban 1évo follikulusok egymashoz viszonyitott aranyat

is a szaporitas utan kdzvetleniil és az azt kdvetd négy hétben.

crer

rrrrrr

utan mind az mRNS, mind a DNS konstrukciok miikodését sikeriilt megfigyelnem, ezzel

egyértelmiien sikeriilt bizonyitanom, hogy az oocytak kozvetlen manipulalasa megvaldsithato.
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A kidolgozott follikulus transzplantacids technikaval lehetévé valhat az oocyta
mélyhiités gyakorlati felhasznaldsa a haltenyésztésben, illetve 01j informaciokat nyerhetiink a
csontoshalak  szaporodasbioldgiajaval kapcsolatban. A transzplanticios eljards a
mikromanipulaciés technikaval kiegészitve, az anyai faktorok hatékony befolyasoldsan
keresztiil, segitséget nyujthat azoknak a géntermékeknek az azonositasaban, melyek az

oocytaban aktivalodnak és igy részt vesznek az oocyta-fejlédésben €s az embridogenezisben.
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However, gametes of teleosts have long been studied, mainly due to the lack of
adequate methods, many problems concerning oocyte development and cryopreservation still
remain unsolved. The same is true for maternal factors, though instead of missing
technologies, its the complexity and high time consumption that establish a claim for new
methods.

My thesis mainly focuses on the development of new experimental methods, the
follicle transplantation and oocyte micromanipulation that enable the better understanding of
oogenesis and provide new information on the maturation process of the female gamete and
maternal effect studies.

Based upon the possibilities arising from the huge amount of data and the availablity
of several transgenic and mutant strains, for my studies the zebrafish was chosen as an
experimental model. During the work the S-actin:YFP transgenic line was used as a donor,
while recipients were always individuals of the go/d mutant strain.

In my experiments I transplanted early stage follicles into the ovary of recipient
females, then confirmed (in several steps) that donor follicles could indeed adhere and
develop in the recipient ovary from which even in a small amount, fertile eggs and viable
embryos were produced, that underlie the applicability of the method. The latter result also
demonstrates that transplantation has no adverse effect on the individuals originating from the
donor follicles.

The new method also offered the possibility to determine the length of follicle
developmental stages. According to the results, primary follicles reach the tertiary stage in
one week, the quaternary in two weeks and develop to mature eggs in three weeks. During the
work I determined the intraovarian ratio of follicles in different developmental stages
immediately after spawning and in the subsequent four weeks.

In order to study the possibility of oocyte micromanipulation, I introduced DsRed
mRNA, pf-actin:LacZ and pCMV:GFP constructs into the oocytes. After one day incubation,
the mRNA and the injected constructs were also expressed, indicating the feasibility of direct
oocyte micromanipulation.

The newly developed follicle transplantation process could serve a basis for oocyte
cryopreservation to be practically used in fisheries and provide new information on the

reproductive  biology of teleosts. The transplantation method, combined with
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micromanipulation techniques (if affecting maternal factors) could help in the identification of
gene products that activated in the oocyte, play a role in oocyte development and

embryogenesis.
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10 MELLEKLETEK

M2 A kisérleteknél hasznalt kilonb6zé fejlédési allapotu B-actin:yfp és
AB follikulusokrdél készult referenciaképek

B-actin:YFP follikulusok (6,3xzoom)  AB follikulusok (6,3xzoom)
1,7ms 11,7ms 32,6ms 100 ms 1,7ms 32,6ms 100 ms

bf gfp gfp red bf gfp red

®000e - - -

o000 - -
~. ¢ : ;
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Blocking puffer:

BT-Fix:

Festo oldat:

Festo6 puffer:

Holtfretter oldat:

MESAB:

mPBS:

PBS:
PTW

SET pufferben

20x SSC;

TBE:

Zebrafish Ringer:

MELLEKLETEK

M3 A felhasznalt pufferek és oldatok

10 ml 10x PBS, 1 ml 10% Tween 20, 2ml BSA (100mg/1),
1 ml DMSO(100%), 86ml dH,0

220 mM szahar6z, 77 mM Na,HPOy, 23 mM NaH,POy,,
0,12 mM CacCl,, 1,3 M paraformaldehid

5 ml Tris (pH 9,5), 2,5 ml 1M MgCl,, 1 ml 5M NaCl,
0,5 ml 10% Tween 20, 41 ml dH,O

10 ml fest6 oldat, 37,5 ul NBT, 50 pul BCIP

3,5¢ NaCl, 0,2g NaHCOs, 0,1g CaCl,x2H,0, 0,05g KCI,
11 dH,0

0,2g Tricaine, 0,5g Na,HPO,4 (2H,0), 50ml ddH,0,
(pH 7.0-7.5)

2,7mM KCIl, 137 mM NaCl, ImM NaH,PO,,
3,2 mM NazHPO4X2H20

0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,02 M POy, (pH 7.,3)
500 ml 1x PBS, 5ml Tween 20 (10%)

10 mM Tris/HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA, 200 mM NacCl,
0,5% SDS

3M NaCl, 300 mM Na3C6H507
90 mM Tris, 90mM borsav, SmM EDTA (pH 8)

116 mM NacCl, 2,9 mM KCl, 1,8 mM CaCl,, 5 mM HEPES,
(PH7)

103


http://en.wikipedia.org/wiki/EDTA�

MELLEKLETEK

M4 A mikroszatellit vizsgalatoknal felhasznalt primerek listaja

Marker pozicid a | pozicid a _ _
kr e genamban [genomban F primer R primer
(bp) (CM)

1 540455 15282602 325 GCCACAGCCAATCAGATTTT AGGCATGTITATTTGGECGALD
541332 49758012 B2E  [CAACAGTGATCACACCGACC CTGCCCTTCTCTGAATCAGES

9 EA0775 17381172 43,1 GCTGAGCACTTTCAACACCA, TGCTGGACAAGATTCTTTGE
541496 5320859599 71,0 TEATACCTGTCAGC GAGTGE CTGAGCAAAACACTETCCALA,

9 539857 23241535 a04 GTGCCGCTTGETAGAGAGAG AGATTTAGGGAGCTCTCGGE
GA01E7 B0BE54073 a0,7 GACTCTGAGAACCAGLGGAG TTTCATTGATTGAGCGCTTG

4 539757 10304493 208 ATTAAAACCCACACACGTAA GTCCCGCTCATTGTITETTT
z1416 40822257  BRE  |GGACACATGTTGAAACTCTACAGG |ACCTGCCCTACCCACTCC

5 40104 17815251 46 8 CTGTAGCCTGCAGTGETTGEGEA, CACCAGAGGGTCETITGTTT
(541500 51802351 23,1 AGEAATGOGEOTATGGEGACGA, CACATCTGOCACTGAACCGE

R 539512 10825395 39,5 TCAAACGCATCAGACTGGTC ACAGACGATCAGATCAGGGE
40164 33374714 a1.0 CGCACATACATGUATCCAAT GAMACAGLCTTGGAGGAGTG

2 540602 19370452 36,7 |CGCCAAATCAAGATACTGCA CEGAAATCGTAATATTGTAAAATGE
540001 63265897 914 [GCGAAATGLCAAAAATGATT GGECGLCAAACTETCAMATAA

a 540019 11105304 43,3 TEGETAAGGGAAGGAATGACG GCCTGTCATACCGCTCTGAT
(539845 55016544 a8 4 GUACACCATCATGATTGAGG TETGTTTCATCACGGTTTGE

g GA1751 3189495 234 ATTGTGCCTTGAGTGAGGCT GAGGTGACTGCAACCGATTT
(539755 43740810 |07 TTGAGCTGTGAACAAGCCAL CCTCTTCATCTGGCATCCAT

10 540082 3057532 12,2 |CTCCCAAGAGCCGTACACTC CAGCCTTTAATGGACACCGET
40279 35313733 81,3 CCGCAGTGTCAGLAGARAAT GCGCTCTTGTTTZACCTTTC

11 541760 9285133 J68 ACCAACCCTGAGGGAGTTTT CCTTGCTACCGLTATGAATG
540527 43641910 7248 TAGAGTCCCTCAACCCCACA, CAGCGEGCCACACZCCTTALD

12 40495 17351044 X3 CTGCCCTCTAGAGGTGATGE GCCGACAGCAATATCTGAATG
=A07103 455821675 749 CTGCAGCCCTTGTCTAGACT GGGTCTTTACACACTGGCAGA

13 40404 3069721 252 GGCTTTTCTCCAGTGAGTGE CATGTGLCTATTGLCAALTG
(539735 51571254 750 GETGACCTCATGGAAMGCATT AGCTACTGAAACCCTTTGGE

14 541497 35259640 405 CETCTTTTGCTCCTCTEGAC CGAGCAGCATCACCTACAGA,
539173 55436152 g1 TCTGEGEAGCTGAGAGTGECTEA, TETCTGAACACTGACIGCACA

15 40280 4700272 341 TEGAAAAACATGAATGCTGE AACACCTGCTGGETAAGTGE
540517 437059842 a7 h CACTGAAGCCTGTGAGGALA TCTTGAAGATTEGGECATSGET

18 40423 7188219 242 AAACACAATGCCTCTCCCAG TCCAAALACCACACGTAGTA
541652 451965237 7149 CTGGCACTGTGETTACCATG |AG CTGTGCTTGTGATGAALG

17 540108 2339777 40,9 CCTCTTCCCACAAGTCCATT TTCCCAATTAAAGCAAACGT
539892 04740095 81,0  [ATCCAGCAGAACACCAAACC TGAAACACTCCTETGGBACA

18 540750 25833116 23,2 GCGCTTGAAATTACAGCTCC AGAGGCCAGTCTGTGGAGAL
540542 43897912 G4 ,2 GAAMACCCGTGAAGGTTTGAL CTTGAACAGAGCAGAGTTCAGA

19 541745 4215034 220 GCCTCAGTTTCTGCAGATACTTTT  AGGAAAAGLGTGAAAGCTGA
541144 AD57 1540 BB 4 GUAGCAACTAATTTGCATTTAA, GGTCTCAAGTGTCCOUAGAS

20 541671 2628585 91,7 |TTCTCTAAACCGCTGCAGGT TCTCCTGAGAACCGAATCGET
540286 46273714 BEE  [CAAACACCGAAATACATGCA GCGGAAGACGETTATT GAAA

7 540807 1545809 205 CACAGAAGGGCTGTGTGAGA | TGLGAGTTGACAGCCTGTAC
540446 43635541 1237 |TTACTCTGTCTGOGGACACC GCCGTEETECAATAGISTAGT

79 540445 37965203 17,2 GCGTAGACCACTCTGCCTTC GGATTTGTAATACAATGTTGCTGE
540544 356547583 G1 6 AATCAGGTCAAAATCTGTCAGE GTAACGCTGTACAGACCCOD

23 540342 12896612 4.7 TGCTETTTCCCTGAGACAGTGG AACACGAGATCGGCCTGTITG
i>40685 39676026 53,2 [CAATGCGCTTATTTCACACG ATGCGETTAAAAGGATTGCA

74 541661 10470817 a7o ACAGCTCTTCTCCAGCAGGA, GTGCCTTCCAATAAAGCCAAL,
540669 39337905 7648 CETETTITGEETTTGETETTTG ATGATGAGCEGEAGGAAATG

a5 540535 1565164 218 TGCAGGTAAAAGCAAACTAL AATCCCTGCTGAATCCTCAG
(40040 32086003 a7 TGGAGGTCAAATTCACTCAGE TCAGTTCTTACTCACCCGGE
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M5 A petefészekmintakban szamolt eltéré fejlédési stadiumu follikulusok
gyakorisaga az id6 fuggveényében (6sszefoglalo tablazat)

0htt | 1hét | 2né | 3hit | 4 hit
gyakonsag (%)
I stadium 609+64 | 673+123 | 68.0+100 633+ 6.6 559+ 158
IL. stadium 06,4+ 2.9 199461 | 195+55 195+30 D28+ 9.0
L stadium | 12.3+£3.8%* | 93+45%* | 83+42% | 128+£38* | 144+63™
IV. stadium | 03+02% | 124028 | 14+06™ | 12+06" 12409
V.stadiom | 0.1+01% | 24+20% | 28+14" 31+12" 57+18°

teszt, IV., V. stadiumoknal Dunnet’s teszt).

A petefészekmintakban (n=10 hal/hét) szamolt kiillonboz6 fejlettségii follikulusok gyakorisaga
az 1d6 fiiggvényében. A kiilonbozd betlijelek statisztikailag igazolhatd kiilonbséget jelolnek
(ANOVA, P<0,05; Test of Homogeny eredményétdl fliggden az I, I1, III stddiumoknak Tukey
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11 KOSZONETNYILVANITAS

EzGton szeretnék koszonetet mondani mindenkinek, aki hozzdjarult a vizsgalataim
kivitelezésé¢hez ¢és a dolgozatom elkészitéséhez. Sajnos nem all médomban mindenkit név
szerint megemliteni, igy a kovetkezOkben a legfontosabb személyeket, intézeteket emelném
ki.

Témavezetdk, Szakmai vezetok

Koszonettel tartozom szakmai vezetdémnek Dr. Varadi Laszlonak, hogy ennek a témanak a
kidolgozéasat ram bizta, szakmai eldémenetelemet segitette.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Miiller Ferenc tarstémavezetomnek, aki ha kellett
kifogyhatatlan tiireclemmel és joszandékkal, ha kellett kiméletlen kritikaval, gyakran pedig
sajat két kezével segitette munkamat, fejlddésemet.

Halaval tartozom a Halgazdalkodasi Tanszék tanszékvezetdjének, Dr. Urbanyi Bélanak, aki
a doktori tanulmanyaim soran mindig 6nzetleniil timogatott. Szdmara nem létezett lehetetlen,
ha egy szakmai vagy maganéleti problémam megoldasra vart.

Ugy érzem személyiikben nemcsak kivalo szakmai vezetSkre, hanem baréatokra is talaltam.

Kollégak

Sokat koszonhetek a Halgazdalkodasi Tanszék minden munkatarsanak, akikkel az évek
soran egyiitt dolgoztam, kiilon szeretném kiemelni a kovetkezd személyeket:

Ko6szondm Dr. Horvath Laszlénak, hogy halgazdalkodasi tanulmanyaim elméleti és
gyakorlati megkezdésére lehetdséget biztositott és példaértékii életutjan elsajatitott szakmai
tudéasat onzetleniil megosztotta velem.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Hegyi Arpadnak, hogy egyetemi éveimtél fogva mindig
szamithattam ra, ha egy kis segitségre volt sziikkségem az élet barmely teriiletén.

Koszonettel tartozom Dr. Horvath Akosnak, Dr. Kovacs Balazsnak, Dr. Miiller Tamasnak
¢s Dr. Szabo Tamasnak az 6nzetlen szakmai segitségiikért.

Sokat koszonhetek egykori didktarsaimnak, illetve hallgatoimnak is. Névszerint Bencsik
Doéranak, Dr. Bokor Zoltannak, Csorbai Balazsnak, Gazsi Gyongyinek, Kotrik Laszlénak,
Kovacs Evéanak, Kovacs Rébertnek, Dr. Lefler Kinga Katalinnak, Dr. Miillerné
Trenovszki Magdolnanak ¢és Staszny Adamnak.

Koszonetet szeretnék mondani tovabba Béres Tibornak, valamit Makadiné Farkas
Anasztazianak is a segitségiikért.

Sokat koszonhetek a Karlsruhe Institute of Technology, Institute of Toxciology and
Genetics dolgozoinak, név szerint Andreas Zauckernek, Yavor Hadzhievnek, Simona
Schindlernek ¢és Kalmar Evanak. A segitségiik nélkiil nem valdsulhatott volna meg ez a
munka. Kdszonettel tartozom nekik azért is, hogy feledhetetlen pillanatokat szereztek nekem
a kinntartézkodasom alatt.

Baratok

Koszonettel tartozom Czimmerer Zsoltnak és Hunyor Csabanak, hogy az elmult években
joban-rosszban mellettem voltak.
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Csalad

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném megkoszonni Csalddomnak, hogy eljuthattam idaig.
Koszonom édesanyamnak Szab6é Ferencnének, édesapamnak Csenki Imrének, a
testvéreimnek Csenki Csabanak ¢és Csenki Csillanak, nagysziileimnek Fekete Balazsnak és
Fekete Balazsnénak, valamint unokatestvéremnek Fekete Balazsnak hogy hittek bennem.
Szivbol koszonom Csenki Julianna Katalinnak, Szaulits Attilanak és Szaulits Annanak
azt, hogy mindvégig onzetleniil tdimogattak és nem hagytak elveszni az élet rengetegében.
Koszonettel tartozom menyasszonyomnak Bakos Katalinnak az oOnzetlen segitségéért ¢és
tiirelméért, amellyel igazi tarsként mellettem allt a sokszor embert probald kihivasok idején.
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