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Kivonat

A petefészek inszeminacio egy olyan uj
mind a természetvédelem mind a halgazdalkodas sz
kindl. Ugyanakkor kiemelten fontos, hogy feltérképezziik a sperma injektalas modszere
iltal termékenyiilt utédgeneracio gletképességét, kilonos tekintettel ~annak
immunrendszerére. Ezért egy széles korben alkalmazott modellhalfaj, a zebradanié
(Danio rerio) segitségével vizsgaltuk a kiilénbozé immunrendszer és gyulladas
asszocialt gének kifejezédésere, illetve a neutrofil granulocitakra gyakorolt hatasokat
az utddgeneracioban. Az injektalt sperma altal termékenyiilt utédok normalis
embrionalis fejlodést mutattak €s nem tapasztaltunk statisztikailag igazolhato
eltéréseket sem a markergének kifejezbdésében, sem a neutrofil granulocitak
eloszldsiban. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy az altalunk kialakitott
petefészek  inszemindcios modszer a vizsgalt paraméterek tekintetében nem
!’efOIYésolja szignifikans mértékben a zebradanio embriok/larvak velesziiletett

Immunrendszerét.

halszaporitasi megkozelités €s modszer, amely
smaéra eléremutatd lehetdségeket

Kulesszavak: petefészek, inszeminécio, zebradanio, immunrendszer

Abstract

The ovarian insemination is a novel approach and method for fish reproduction, offering

Promising opportunities for both conservation and fisheries management. However, it
'S crucial to assess the viability of offspring generated ‘throu.gh sperm injection,
Particularly concerning their immune system. Therefore, weé investigated the expression
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of various immune system and inflammation-associated genes, as well as the effects on
neutrophil granulocytes in the F1 generation, using the widely used model species,
zebrafish (Danio rerio). Embryos fertilized by injected sperm exhibited normal
embryonic development, and we did not observe statistically significant differences in
the expression of marker genes or the distribution of neutrophil granulocytes. Based on
our results, it can be assumed that our developed ovarian insemination method does not
significantly influence the innate immune system of zebrafish embryos/larvae in terms
of the parameters investigated.

Keywords: ovary, insemination, zebrafish, immune system

Bevezetés

A halsperma mesterséges modon, petefészekbe torténd injektdldsa (petefészek
inszeminacio) olyan halszaporitdsi modszert kinal kiilsé termékenyiiléssel szaporodd
halfajok esetén, amely elényéket biztosithat veszélyezetetett halfajok megérzése soran,
valamint a halgazdalkodds egyes szegmenseiben egyarant. Mivel a petefészek
inszemindcid esetén tetszdleges szamii himtd] nyerhetd sperma és injektalhaté a
kivélasztott ndstény(ek) petefészkébe, igy novelheté az utddgenerdcid genetikai
diverzitisa. A modszer alternativat nytijthat azokban az esetekben, amikor a
természetes ivas nem tortnénik meg vagy a hagyomanyos szaporitisi modszerek
sikertelennek bizonyulnak. A petefészek inszeminaci6 altali szaporitast zebradanié és
afrikai harcsa segitségével sikeresen modelleztiik (Gazsi et al. 2021a, 2021b; Quyén et
al. 2022). Mindezek alapjan kiilonosen fontossd vélnak azok a tovabbi kutatémunkak,
amelyek az injektalt sperma éltal termékenylilt utdédok vitalitdsaban megmutatkozo
potencialis eltéréseket helyezik fokuszba. Az ilyen irdnyt vizsgalatok nem csupén a
modszer alkalmazdsanak biolégiai kovetkezményeirdl adhatnak részletesebb
informaciokat, hanem parhuzamosan annak kifinomitasit is szorgalmazzak.

A petefészek inszeminaci6 utédok vitalitdsara gyakorolt hatasainak vizsgalata sordn
érdemes figyelmet szentelniink az F1 generacié immunrendszerében bekivetkezé
potencidlis eltérések detektdldsira. A nem megfelelden miiksds immunrendszer a
kiilonbozé fertdzésekkel, patogén agensekkel és egyéb stresszhatisokkal szembeni
fog€konysagot és ezzel egyiitt a mortalitds névekedését vonhatja maga utan (Tort 2011;
Bayha et al. 2017).

Kutatomunkank célul tiizte ki a petefészekbe torténs spermainjektalas utddok
immunrendszerére gyakorolt hatésainak feltérképezését. Ehhez egy széles korben

=

alkalmazott modellhalfajt, a zebradaniét hivtuk segitségiil. Kivancsiak voltunk arra,
hogy milyen kiildnbségek mutatkoznak meg az injektlt Sperma altal termékenyiilt
utédok immunrendszer €s gyulladas asszocialt marker génjeinek kifejezédésében a
kontroll csoportokhoz viszonyitva. Mindemellett, flugreszcens mikroszképos
képalkotds és transzgénikus zebradénio vonal bevonisival vizsgaltuk a neutrofil
granulocitdk eloszlasit az embriékban, =

Anyag és médszer

A kisérletekhez alkalmazott zebradinid sza
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recirkuldcios rends;’zerﬁ "Z’ebrad.éniés laboratériumaban volt fenntartva, 14 6ra
megvilagitott — 10’ 6ra sotét perl_édus mellett. A recirkulalé, sziirt és UV-sterilezett
rendszerviz paraméterei az alabbiak voltak: 25.5 + 0.5 °C hémérséklet, 500 + 50 uS
vezetoképesseg, 7_:'t0.5 pH. A halak ivatisit a fényperiddus els§ par ordja soran,
specialis récsos aljui 1 1-es ivaté kéadakban hajtottuk végre. A petefészek inszeminaciot
sztereo mikroszkop alatt, altatasban (minden esetben 168 mg/1 trikain-metanszulfonat)
végeztik, Elsoként az altatasba vitt transzgénikus (fluoreszcens jelet kibocsato,
Tg(MPX:EGFP)) himektd] iivegkapillaris segitségével spermat nyertiink, majd a tébb
himtdl osszegylijtott, kevert spermat (pool) kapillaris-t6ltd pipettahegy €s automata
pipetta segitségével az altatott AB-tipusu laboratériumi (fluoreszcens jelet nem
Kibocsaté) nostények petefészkébe injektaltuk (kb. 1 pl sperma / ndstény). A nostények
az injektalast kovetéen friss rendszervizet tartalmaz6 ,,ébresztd” kadakba kertiltek,
majd pedig az altatasbol torténd teljes visszatérés utan ivato kadakba helyeztiik 4t oket,
laboratériumi AB-tipusti himek mellé (az ivési folyamat biztositasa érdekében). Az
injektdlt spermaval termékenyiilt utédok igy fluoreszcens mikroszkop alatt
elkiilsnithetdvé valtak. A kontroll csoportot a hagyoményos ivatassal (jelen esetben 1
him és 1 ndstény ivéasa) termékenyiilt embriok/larvak képezték. A technikai kontroll
csoport esetén az injektalas miiveletet elvégeztiik, de nem tortént sperma bejuttatasa a
petefészekbe. Pozitiv kontrollkeént réz-szulfat altal indukalt gyulladasos modellt
sllitottunk be, amelynek soran a mintavételi idopontot (termékenyiilést kdvetd 5. nap)
megel6z6 6 vagy 12 ora soran a larvakat 3,2 mg/l réz-szulfait (CuSO4) oldatban
inkubaltuk.

Az embrionalis fejlédés végén (termékenyiilést kovetd 5. napon) fluoreszcens
mikroszkép (Leica M205 FA) alatt oldalnézeti fényképeket készitettiink a larvakrol. A
fényképek alapjan megfigyeltiik az esetlegesen bekovetkezd test-torzulasokat €s a
neutrofil granulocitdk larvakon Dbeliili eloszlasat. Az eloszlasbéli kiillonbségek
szamszeriisitése érdekében, Image] szoftver segitségével meghataroztuk az oldalvonal
régié mentén akkumulalédo neutrofil granulocita sejtszamot (EGFP+ sejtek). Az
immunrendszer és gyulladés asszocialt marker gének kifejezédésének mérésehez az 5
napos (termékenyiilést6] szamitott) zebradanidkat mikrocentrifuga csévekben, TRIzol
reagensben homogenizaltuk (8 larva/cs6), majd pedig kloroform-izopropanol-os RNS
izolalast végeztimk. Az izoldlt RNS mindségét és mennyiségét NanoDrop-One
(Thermo Scientific) késziilékkel hataroztuk meg. A cDNS szintézisét High Capacity
¢DNA reverz transzkripcios kit (Applied Biosystems) segitségével végeztiik. A marker
gének kifejezdését EvaGreen-qPCR Supermix (Solis BioDyne) altal LightCycler 480
késziilékben mértiik, és az adott expresszios szinteket a haztartasi génnel (ef1a) térténd
Normalizalast kdvetden adtuk meg. ' }

Az eredmények statisztikai elemzesét az adatok.eloszlése:ltol fiiggden Kruskal-
Wallis teszttel vagy egyutas ANOVA segitségével ha_]tOttlﬂ'( vegre. AZ eredmeényeket
atlag + s76r4s formaban abrazoltuk. Statisztikailag igazolhato kiilénbség p <0.05 esetén

lett meghatarozva.

Eredmények és kovetkeztetések

;\]z injektalt sperméval termékenyiilt utodok nem m
Orfoldgiai elvaltozasokat, ahogy az a kontroll cso

utattak szemmel lathaté drasztikus
portokban sem volt megfigyelhetd
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(1. dbra). A réz szulfat altal kivaltott gyulladas (pozitiv kontrol}) 2 neutrofi]
granulocitdk szemmel lathato, erdteljes szorddasat eredményezte a larvakon belil,
amely a legszembetiindbb mértékben a torzs teriiletén, illetve az oldalvonal mf?ntén
mutatkozott meg. A granulocitiknak ez a tipusu, gyulladasos folyamatok’at Jjelzb
eloszldsa jol elkiilonithetd volt az dsszes tobbi csoporttdl, fiiggetleniil attol, hogy
injektalt vagy nem injektalt sperma altal termékenytilt az utéd (1. dbra). A larvak torzse,
illetve oldalvonala mentén akkumulalédé neutrofil granulocitik szamszertisitése esetén
1s megfigyelhetjiik, hogy az injektalt sperma éltal termékenyiilt utédokban nem volt
szignifikans kiilsnbség a (nem injektalt és technikai) kontroll csoportokhoz képest (2.
abra). A pozitiv kontroll (réz-szulfat expozicio) viszont statisztikailag igazolhato
meértékben elkiiléniil minden mas csoporttdl (2. dbra).

CuS04 (3,2 mgll) CuS04 (3,2 mg/l)

kontroll (nem injektalt)

technikai kontroll

injektalt spermaval termékenyiilt

1. dbra. Petefészek injektilas hatdsa az F1 generacio larvainak morfolégidjara (bal oldal) és a
neutrofil granulociték eloszldsara (jobb oldal) zebradaniéban. Pozitiv kontroll: CuSO4 altal
indukalt gyulladss.
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2. dbra. Petefészek injektdlas hatdsa a neutrofil granulocitak eloszlasédra az F1 generacioban,
zebrad4nié larvakban. Pozitiv kontroll: CuSO4 altal indukalt gyulladds. Az EGFP-
pozitiv sejtek szama a felsd képen jelolt terliletre vonatkozoan lett meghatarozva. k: nem

injektalt kontroll, tk: technikai kontroll, inj: injektalt sperma éltal termékenytilt. Statisztikailag
igazolhaté kiilonbséget az eltéri betiik jeldlik.

Az immunrendszer és gyulladas-asszocialt markergének kifejezodése tekintetében
szintén nem tapasztaltunk szdmottevo kiilonbségeket az. injektalt S:perméval
termékenyiilt csoport és a nem-injektalt (kontroll), technikai kontroll, illetve az
injektalast kovetden nem az injektalt spermaval, hanem az ivatéshoz alkalmazott himtdl
szdrmaz6 spermaval termékenyiilt csoportokhoz képest "(3. a.bra). A ’Fesz’-s?ulfét
expozici6 (pozitiv kontroll) ugyanakkor, 2 vartnak megfelel6en, kiemelked6 mértékben

indukalta a vizsgalt gének kifejezbdését (3 abra).
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Osszefoglal4s

Kutatomunkank kiilsé termékenyiiléssel szaporodo halakon klya!al.dtott', petefészekbe
torténd sperma-injektalason alapulé mesterseges hals-z’aporl-tam moddszer utddok
immunrendszerére gyakorolt hatésait vizsgalta zebradanion, n’lmt nzodel!szervezeten.
Osszességében elmondhatd, hogy az injektélt sperma altal te’nnekenyult utédok k?ntroll
koriilmények kozott tapasztalt, normalis embriondlis fejlodést mutattak. Gyulladgsra és
az immunrendszer befolyasoldsira utalé jeleket nem tapasztaltunk a vizsgalt
markergének kifejez8dése, illetve az embri6k velesziiletett immunrendszerének egyik
f6 képviseldi, a neutrofil granulociték eloszlasa tekintetében. Minden vizsgalati csoport
egységesen eltért az altalunk pozitiv kontrollként beallitott gyulladds-indukélt
csoporttél. Munkank folytatisaként a tovébbiakban vizsgdlni kivanjuk a petefészek
inszemindcié anyai szervezetre gyakorolt hatasait €s annak immunolégiai
kovetkezményeit.
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