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CSONTOSHALAK OSIVARSEJTJ EINEK,
SPERMATOGONIUMAINAK ES OOGONIUMAINAK
MELYHUTESE ES ATULTETESE

HORVATH AKOS — MARINOVIC ZORAN — LUJIC JELENA — KITANOVIC NEVENA —
SCEKIC ILIJA — HOITSY GYORGY - URBANYI BELA

OSSZEFOGLALAS

A kllénbdzé korai fejlédési stadiumu ivarsejtek (primordidlis &sivarsejtek, spermatogoniumok és
oogodniumok) manipulécidja jo megoldast jelenthet a killénb6zé halfajok, -fajtdk genetikai tartalé-
kainak ex situ megdrzésére. Ezek a sejtek diploidok és szamos Ossejtekre jellemzé tulajdonsaggal
rendelkeznek. Képesek vandorolni, kolonizalni az ivarszerveket és azokban megtapadva elinditani
a gametogenezis folyamatat. A mélyhttést kovet6 j6 tulélésiiknek kdszdnhetben alternativat nyuj-
tanak az ivarsejtek mélyhtitéséhez, ami halakban a spermiumokra korlatozédik. A korai fejlédési
stadiumu ivarsejtek akar intra- akar interspecifikus atultetését kévetéen a recipiensek a donortdl
szarmazo ivarsejteket termelik, mig az ivarsejtek tipusat (spermium vagy petesejt) a recipiens ivara
hatérozza meg. Munkéjukban a szerzék bemutatjék a halak korai fejl(’ﬁdési stadiumu ivarsejtjeinek
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Manipulation of early-stage germ cells (primordial germ cells, spermatogonia and oogonia)
presents a viable solution for the ex situ conservation of genetic resources of various fish species
and populations. These cells are diploid and possess several characteristics of stem cells. They
are able to migrate, colonize gonads and proliferate in them. Due to their good cryoresistance, they
represent a viable alternative to gamete cryopreservation which is restricted to sperm in fish. Following
intra- or interspecific transplantation of early-stage germ cells, the recipients produce donor-derived
gametes where the types of gametes (sperm or eggs) depend on the sex of the recipient. In this
study, the most important results of the isolation, cryopreservation and transplantation of early-stage
germ cells in fish are reviewed. Research in this field has begun on primordial germ cells (PGC-s)
which were isolated from the genital ridges of fish larvae. Creation of transgenic lines expressing
GFP driven by the vasa protein gene enabled detection of early-stage germ cells in donors and
recipients. Due to the limited availability of PGC-s, attention was later focussed on spermatogonial
and oogonial stem cells which are found in abundance in juvenile and adult fish, as well. These
cells can be cryopreserved either in the form of isolated cell suspensions or as gonadal tissue.
Vitrification of gonadal tissue pieces has also been tested with satisfactory results. Special attention
must be paid to the selection of recipients. Ideally, recipients should be related to the donor, easy
to culture and sterile. Sterility can be attained by various methods including triploidization, knock-
out or knock-down of genes involved in the migration of PGC-s using morpholino oligonucleotides,
hybridization of species as well as depletion of gonads of adult fish by chemical treatment. Methods
presented above provide an additional tool to the conservation of genetic resources of both cultured
as well as natural populations of fish.
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BEVEZETES

Az ivarsejtek mélyh(tése a bioldgiai idé megallitdsat szolgalja az adott sejtek
szamara, ami lehet6vé teszi felhasznalasukat emberi Iéptékkel mérve korlatlan ideig
(Tiersch, 2011). A mélyh(tési technoldgidk a genetikai tartalékok megdérzésének
hatékony eszkdzei, felhasznalasuknak mind allattenyésztési, mind kérnyezetvé-
delmi terlleten fontos szerepe van. Az dllattenyésztésben a legaltalanosabban
mélyh(itésre kerll§ sejttipus a spermium, illetve kisebb mértékben a petesejtek
és embridk. A halak esetében azonban, csak a sperma mélyhlthetd, az ikra
vagy embriok melyh(tésére a mai napig nem rendelkezink hatékony, mik6dé
mddszertannal. Igy a hossz( tava génmegdrzés kizardlag a sperma mélyh(itésé-
re hagyatkozhat, amivel lehetetlen az adott faj, fajta vagy egyéb veszélyeztetett
csoportok helyredllitasa (Martinez-Paramo és mtsai, 2017).

Erthet6 tehat, hogy az utébbi két évtizedben a kutatdk figyelme az egyéb, ko-
rabbi fejlédési stadiumu ivarsejt-tipusok felé iranyult. Ide tartoznak a primordiélis
Osivarsejtek (primordial germ cells - PGC), illetve a differenciacié korai szakasza-
iban 1évé spermatogdniumok és oogdniumok. Ezek a sejtek diploidok, hordozzak
vandorolni, kolonizalni a fejlédé ivarmirigyeket és ott felszaporodva ivarsejtek
késébbi nemzedékeivé fejlédni. Ezek a sejtek izolalhatok, mélyh(itheték, majd
atultethetdk kozeli rokon recipiensekbe, ahol felszaporodva a donor ivarseijtjeit
fogjak termelni — a recipiens ivaratél figgben. A recipiensek sterilizacidja révén
azok kizaroélag a donortél szarmazé ivarsejteket fogjak mintegy dajkanevelésben
megtermelni (Takeuchi és mtsai, 2004; Yoshizaki és mtsai, 2011).

A modszer alkalmazasi potenciélja elviekben rendkivil széles kor(. Az ésivarsej-
tek és korai fejl6dési stadiumu ivarsejtek mélyhttése, atlltetése és dajkanevelése
lehetdvé teszi fajok, fajtak, populacidk megmentését akar egyetlen fennmaradt
him egyed felhasznalasaval. A médszer hasznalata megkdnnyitheti egyes ne-
hezen, szaporithaté fajok ivarsejt-termelését. Lassu ivarérést fajok (pl. tokfélék)
esetében felgyorsithatja az ivarsejtek kinyerését és igy az ivadék Iétrehozasat.

Munkankban bemutatjuk a csontoshalakbdl izolalt &sivarsejtek,
spermatogoniumok és oogdniumok mélyh(itése és atlltetése soran eddig elért
eredményeket. Taglaljuk a rendszertani csoportok kozti kiildnbségeket, illetve a
mddszertan jelenleg ismert korlatait.

A PRIMORDIALIS OSIVARSEJTEK

A halak primordialis &sivarsejtjei (PGC) az ivarszerveken kivil alakulnak ki és
az embriondlis fejlédés soran vandorolnak a hasuregben lefliz6dd ivari redékbe
(Robles és mtsai, 2017). A PGC-k nagyméretd, 10-20 um atmérdjl sejtek, szin-
tén nagy, 6-10 um méretl sejtmaggal. A PGC-k egyik jellegzetessége az u.n.
csiraplazma, egy elektrons(r( terllet, amely altalaban a mitokondriumokkal all
Osszefliggésben. A csiraplazma szamos olyan fehérjének, RNS-nek (vasa, nanos)
ad otthont, amelyek kizardlag a csirasejtekre jellemzdék és a PGC-k zavartalan
mUkodéséhez, vandorlasahoz fejlédéséhez sziikségesek (Yoshizaki és mtsai,
20083). Ezek hianyaban a PGC-k vandorlasa zavart szenved és nem jutnak el az
ivari redébe. Egyes halfajokban, pl. a zebradaniéban (Danio rerio) a PGC-k szama
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az egyed ivarat is meghatarozza, mivel egy bizonyos sejtszam alatt az egyedek
elsésorban himmé differencialédnak (Tzung és mtsai, 2015).

A kutatdk a primordidlis 6sivarsejtek fent felsorolt tulajdonsagait hasznaltak ki
az els@ vizsgalatok végrehajtasahoz. Az elsé |épésben lathatova kellett tenni a
PGC-ket a jobb megkUllonbdztethetéségiik és nyomon kévethetéséglk érdekében.
Ehhez a korabban mar emlitett vasa fehérjét hasznaltak fel, amelynek génjéhez
kototték, igy az megjeleld zold fuoreszcencia jelezte a csirasejt-vonal jelenlétét
mar a fejlédd embridkban is. llyen vasa-GFP transzgénikus vonalakat hoztak
létre szivarvanyos pisztrangban (Oncorhynchus mykiss, Yoshizaki és mtsai, 2000,
2002), zebradaniéban, szinjatszé danidban (Danio albolineatus), aranyhalban
(Carassius auratus), mandzsucsikban (Misgurnus anguillicaudatus), medakaban
(Oryzias latipes), heringben (Clupea pallasii), a Leucopsarion petersii gébfajban
(Saito és mtsai, 2006) és az azsiai rézsaszin durbincsban (Pagrus major, Lin és
mtsai, 2012). Ennek révén az 8sivarsejtek mar az embriondlis korban lathatéva
valtak a halak szervezetében, illetve a vandorlasuk is kdvethetévé valt az embri-
ondlis fejlédés soran.

A kovetkezb [épés az elegendd mennyiségl PGC izolacidja volt, ami elengedhe-
tetlen a sikeres tovabbi alkalmazasokhoz, pl. a mélyh(téshez vagy az atliltetéshez.
Ez kll6nds kihivast jelentett, mivel a PGC-k kizardlag larva- (vagy embrionalis)
koru halaktél nyerhetdk ki. A kihivast itt a larvak felboncolasat kdvetéen az ivari
reddk kioperalasa jelenti, hiszen ezek még a viszonylag nagyméretl pisztrang-
larvakban is legfeljebb 2-3 mm hosszUsagu és alig két sejtrétegnyi vastagsagu
szervek. A sejtek izolacidja soran kapott PGC-ket sejtszorterrel lehet elkliloniteni az
Oket korlilvevd szomatikus sejtektdl, ami természetesen feltételezi a fluoreszcens
transzgénikus egyedek meglétét (Takeuchi és mtsai, 2002).

A PGC-k mélyhttésére tobb okbdl is sziikség lehet. A kézenfekvd génmegdrzési
szempontokon tul a mélyhités lehetdvé teszi a kutatbmunka 6sszehangolasat,
a nagy mennyiségUl sejt egyidejl felnasznalasat, mivel a donor és recipiens
eredetl ivarsejtek nem mindig allnak egy id8ben megfelel6 mennyiségben
rendelkezésre. A kdzvetlenll 8sivarsejteket tartalmazé sejtszuszpenzié mélyhi-
tése nem elterjedt, helyette a larvakbdl eltavolitott ivari red6k mélyhlitése jelent
gyakorlati megoldast. A szivarvanyos pisztrang ivari redéinek 1,8 M etilénglikol
(EG) védbanyag hasznalataval végzett mélyhltése soran, Kobayashi és mtsai
(2003) 73% tuléld sejtet talaltak a felolvasztast kovetéen. Néhany évvel késébb
ugyanezen moédszer hasznalataval mar sikeresen Ultették at a felolvasztott PGC-
ket és nyertek ki donortél szarmazo ivarsejteket, majd utédokat (Kobayashi és
mtsai, 2007). Sikerrel alkalmaztak az egész zebradanié-embriok vitrifikaciojat is.
Dimetil-szulfoxid (DMSQ) vagy EG védbéanyagok hasznalataval a 14-20 szomitas
zebradanio-embridkban a PGC-k 20-40%-a tulélte a hiitést és felolvasztast (Higaki
és mtsai, 2010a). Ezt az aranyt késébb 81%-ig tudtak javitani a szikanyag egy
részének eltavolitdsaval (Higaki és mtsai, 2013), majd az izolalt sejteket sterilizalt
recipiens embridkba atlltetve és azokat felnevelve a donortél szarmazé ivadékot
nyertek (Higaki és mtsai, 2010b). A vitrifikacios kisérleteket késébb mandzsucsik
embridival is elvégezték és a mdédszer sikerességét transzplantacids vizsgalatokkal
is igazoltak (Inoue és mtsai, 2012).
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A SPERMATOGONIUMOK

A spermatogoéniumok a PGC-kbdl fejlédnek ki az ivarszervek differencidlédasa
soran és ezek a sejtek mar a kifejlett egyed heréiben annak élete végéig jelen
vannak. A spermatogéniumoknak szamos fejlédési stadiuma talalhaté meg az
ivarszervekben, pl. a zebradaniéban legalabb 5 spermatogdnialis 1épést figyel-
hetlink meg, amelyek 9 nemzedéket alkotnak (Schulz és mtsai, 2010). Manipu-
lacidra els@sorban a differencialatlan A-tipust spermatogoniumok alkalmasak,
amelyek szamos, az éssejtekre jellemz6 tulajdonsaggal rendelkeznek. Ezek a
spermatogoniumok — hasonldéan a PGC-khez — a kdrnyezetlktdl figgben akar
him, akar néi ivarsejtekké tudnak differenciélni, illetve korlatozott mértékig ugyan,
de megdrzik vandorlasi képességlket is (Yoshizaki és mtsai, 2011). EgyértelmU
elénylik a PGC-kkel szemben, hogy az egyed élete soran folyamatosan és nagy
szamban jelen vannak az ivarmirigyekben. A GFP-t expresszalé PCG-kbdl kifej-
16d6 spermatogéniumokban, sét az azokbdl kialakuld tovabbi stadiumokban a
z6ld fluoreszcens jel megmarad (Okutsu és mtsai, 2007), igy a sejtek fejlédése
jol nyomon kovethet6 és az izolalt ivarsejtek jol elkllonitheték az &ket korilvevd
szomatikus sejtektdl.

A spermatogdniumok izolaciéja mar nagyobb kihivast jelent, mint a PGC-ké,
mivel — kiléndsen az ivarérett egyedek heréiben — egyszerre tébb ivarsejt-sta-
dium is jelen van. Atlltetéskor a célunk elsésorban a spermatogéniumok bejut-
tatasa a recipiens szervezetbe, hiszen a késébbi fejl6dési stadiumok kevésbé
valészinl, hogy megtapadnak és fejlédni tudnak az ivarszervekben. Az izolaci-
Oban nagy segitséget jelent, ha az egyedek mar viszonylag nagy testméretdek,
de még nem ivarérettek, mivel az ivarszerveik ilyenkor tdbbségében A tipusu
spermatogéniumokat tartalmaznak (Marinovi¢ és mtsai, 2017, Luji¢ és mtsai,
2018). Kifejlett egyedek esetében bizonyos mértékig megoldast jelenthet a Percoll
gradiensben val6 centrifugalas. Lénai tok (Acipenser baerii) ivarsejtjeit 76-82%-
os hatékonysaggal izolaltak 10-30% Percoll segitségével, azonban a tokfélékre
jellemz8 spermatogdénium-specifikus markerek hianyaban ezeket csak a szo-
matikus sejtektdl tudtdk hatékonyan elklloniteni, a késébbi fejlédési stadiumu
ivarsejtektdl nem (PSenicka és mtsai, 2015). Sajat tapasztalataink szerint ugyan-
akkor a Percoll gradiens haszndlata nehézkes és nem ad kielégité eredményt
az ivaréretlen halakbol végzett izolacidéval szemben. Jobb eredménnyel jarnak a
kilénbdz6 spermatogdnium-specifikus génexpresszidt vagy antitesteket kimu-
tato eljarasok, amelyeket sejttenyésztési vagy szorteres (akar magneses, akar
fluoreszcens) modszerekkel kombinalva tisztabb sejtszuszpenzidékhoz juthatunk
(Lacerda és mtsai, 2014).

Kis testméret(ifajok esetében a kifejlett egyedekbdl kinyerhetd spermatogéniumok
szama is korlatozott, ami a késébbi atlltetés soran jelenthet kockazatot. llyenkor
megoldast jelent a sejtek szamanak névelése sejttenyésztéses technikakkal. Japan
kutatok a szivarvanyos pisztrang spermatogéniumainak szamat tudtak in vitro
novelni az eredeti sejtszam 37,8-szorosara 28 napos sejttenyésztést kovetben.
Ehhez el8szér a herében talalhatéd és spermatogenezis szamara kucsfontossagu
Sertoli-sejtekbdl hoztak Iétre egy tenyészetet, majd erre Ultették ra a felszaporitani
kivant sejteket. A tenyésztés sikerességét késdbb atiltetéses vizsgalatokkal is
igazoltak (lwasaki-Takahashi és mtsai, 2020).
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A spermatogdniumok mélyh(tésére is szamos eljarast dolgoztak mar ki.
A leggyakrabban alkalmazott eljarasok a sejtszuszpenzidk vagy a komplett ivar-
szervek, illetve ivarszerv-darabok mélyh(tése. A compé (Tinca tinca) és aranyhal
esetében fajspecifikus kildnbséget figyeltiink meg a két fent emlitett mintatipus
fagyasztasakor. Amig a compé korai fejlédési stadiumu ivarsejtjei hasonl6 tulélést
mutattak szuszpenzidban és ivarszervben, addig az aranyhal esetében a tulélés
egyértelmlien magasabb volt a sejtszuszpenzidéban. A felolvasztott ivarszervek
szOvettani feldolgozasa ugyanakkor bebizonyitotta, hogy a fagyasztas nem okoz
jelentés minéségi valtozast a herék szerkezetében (Marinovi¢ és mtsai, 2017).
A zebradanio esetében j6 eredményre vezetett az akupunktiras tlre hizott egész
herék vitrifikacidja, amelyet 5 killénb6zd mutans vagy transzgénikus vonalban
a spermatogoéniumok tébb, mint 50%-a élt tul. A vitrifikacié raadasul a felolvasz-
tast kdvetben tisztabb sejtszuszpenzioét is eredményezett, mivel a herében nagy
szamban jelenlévd és a késdbbi munkahoz (atlltetéshez) felesleges, sét zavard
spermiumok nem élték tul a vitrifikacids folyamatot, mig a fagyasztasos eljarasok
esetében spermiumok is jelen voltak a felolvasztott herékben (Marinovi¢ és mtsai,
2018, 2019). Ponty hereszdvet mélyhltésekor ugyanakkor a vitrifikacié kb. négy-
szer gyengébb tulélést eredményezett, mint a fagyasztas. Véleménylink szerint
ez a ponty heréjében jelenlévé és a zebradanidhoz képest tdbbszérésen nagyobb
szamu spermiumnak tudhaté be, ami a mélyh(ités soran rontja a vitrifikacié ha-
tékonysagat (Franék és mtsai, 2019a).

A spermatogoniumok mélyhttésére ugyanakkor egészen extrém példak is
léteznek. Japan kutatdk elészor a komplett szivarvanyos pisztrang herék mély-
hitésére dolgoztak ki eljarast és 939 nap fagyasztott tarolast kdvetben is tudtak
sikeresek atlltetni izolalt spermatogdniumokat (Lee és mtsai, 2013). Ezt kdvetd-
en boditdszerrel tulaltatott egész pisztrangokat fagyasztottak le véd&anyagok
hozzaadasa nélkil, majd 1113 napi (azaz tébb, mint 3 évi) szarazjégen (-79°C),
illetve laboratériumi mélyfagyasztéban (-80°C) végzett tarolds utan az allatokat
felolvasztottak és a heréikbél nagyszamu életképes spermatogdniumot izolaltak.
Az izolalt sejteket késébb megfeleld recipiensbe atlltetve donortdl szarmazé
spermat és ikrat nyertek és életképes ivadékot hoztak létre (Lee és mtsai, 2015).
A modszer alapjaiban kérddjelezi meg a mélyhditési eljarasok bonyolultsagat.

AZ OOGONIUMOK

Az oogoéniumok és kisebb mértékig oocitdk mélyhltésére és atliltetésére
kevesebb figyelem iranyul, mint a PGC-kkel és a spermatogéniumokkal végzett
munkara. Az oocitak fejlettsége miatt az atultetésik egyelbre kis hatékonysagu,
még akkor is, ha mar van példa a sikeres atlltetésre és a recipienstdl kinyert
donor-eredetd ikrabdl sikerllt is utddokat nyerni (Csenki és mtsai, 2010). Az
oogoniumok a spermatogdniumokhoz hasonléan 8ssejt-tulajdonsagokkal ren-
delkeznek, ugyanakkor him heterogaméciaval szaporodé fajokban az adott faj
spermatogoéniumok igen.

Az oogdniumokkal végzett munka (izolacio, mélyhtités) sok szempontbol
hasonlit a spermatogéniumokban alkalmazott médszertanhoz. Az oogéniumok
izolacidja a leghatékonyabban ivaréretlen halakban hajthaté végre, ahol ezek a
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sejtek még viszonylag nagy szamban talalhatok meg. A petefészek-szbvet en-
zimes emésztését kovetd egyszerd, 50 um-es szlrékorongon keresztil végzett
sejtszliréssel a lazacfélék oogdniumai jol elkildnitheték voltak a nagyobb atmérdjd
oocitaktol (Lujic és mtsai, 2018a). Pontyban hasonlé eredményességgel lehetett
elktloniteni az oogdniumokat 30 um-es szlirén keresztil végzett szlréssel (Luji¢
és mtsai, 2018b, Franék és mtsai, 2019b).

Az oogobniumok esetében mind a révid tavd, mind a mélyhdtétt tarolas jol
alkalmazhaté. Révid tavu tarolaskor a pontytdl szarmazo sejtszuszpenzidok egyér-
telmlen nagyobb hatékonysaggal voltak tarolhatok, mint a szovetek, amelyekben
a sejtek tulélése mar 6 6ra utan jelentésen csdkkent. A sejtszuszpenzidban tarolt
oogodniumok 25%-a tulélte a kéthetes tarolast (egy hét utdn még a 70%-uk), azon-
ban a tarolashoz hasznalt tapoldat 6sszetétele befolyasolta a sejtek életképességét
(Luji¢ és mtsai, 2018b). A mélyhlitéses tarolas soran mind a fagyasztasos, mind a
vitrifikdcios modszerek j6 eredményességgel alkalmazhatdk. A spermatogdniumok
leirasanal mar emlitett akupunkturas tlre huzott szévetek vitrifikacidjat sikerrel
alkalmaztuk lazacfélékben, ahol az oogdniumok kb. 40%-a élte tul a vitrifikaciot,
és a mintak szbvettani elemzése kimutatta, hogy a petefészek a felolvasztas utan
megdrizte a szerkezetét (Luji¢ és mtsai, 2017). Angolnaban (Anguilla anguilla)
kdzel 84%-0s tulélést talaltunk a vitrifikaciot kdvetéen. Ebben a fajban sikere-
sen vizsgaltunk kllonb6z6 fagyasztasi eljarasokat és a révid tavu tarolast is.
A fagyasztasos kisérletek soran a kilénbéz6 hiitési és felolvasztasi sebességek
optimalizélasa az oogéniumok kézel 100%-anak tulélését eredményezte (Scekic¢
és mtsai, 2020). A ponty oogdéniumainak fagyasztasakor az eredményeket alap-
vetéen a hasznalt véd&anyag, illetve annak koncentracidja hatarozta meg, igy a
legjobb eredményeket 1,5 M DMSO hasznalatakor kaptuk. Egyes cukoradalékok
(glukoz, trehaldz) alkalmazasa javitotta a sejtek tulélését, ami az optimalis eljarassal
akar 65%-ot is elért (Franék és mtsai, 2019b). Mind angolnaban, mind pontyban
vizsgéltuk a rovid tavu tarolas lehet8ségeit is. Ezekben a vizsgalatokban is az
angolna oogdniumai bizonyultak ellenallébbnak, miutan 13 napi tarolas utan is
még 60% folott volt az éld sejtek aranya.

A RECIPIENSEK

A kllénb6z8 korai stadiumu csirasejtek atlltetéséhez elengedhetetlen a meg-
felel6 recipiens megléte. A recipiensekkel szemben tébb kdvetelménynek kell
érvényesllnie a sikeres transzplantacios eljaras lefolytatdsahoz. A recipiens kdzeli
rokonsagban kell alljon a donor fajjal. Japan kutatok tdbb elegans tanulmanyban
bizonyitottak ennek korlatait. Vizsgalataikban azt talaltak, hogy ha azonos nemen
(genus-on) belll Ultettek at PGC-ket zebradanié és szinjatszé danié donorbdl
sterilizalt zebradanié recipiensbe, akkor az 6sszes recipiens himmé differencialt,
de dsztrogénkezelés hatasara ezek ivara atvaltoztathato volt ikrdssa. Ha azonban
tavolabbi rokonsagban all6 fajok, pl. aranyhal (azonos csalad, Cyprinidae) vagy
mandzsucsik (azonos rend, Cypriniformes) sejtjeit Ultették be, abban az eset-
ben a recipiens zebradaniok kizarolag himmé differencialtak es az ivaratforditas
eredménytelen volt (Saito és mtsai, 2008). Erdekes médon a PGC-k vandorlasat
szabalyozé mechanizmus még az olyan egymastdl tavol all6 fajokban is fenn-
maradt, mint a japan angolna (Anguilla japonica) és a zebradanid, még akkor is,
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ha az angolna PGC-k atliltetése gametogenezishez természetesen nem vezetett
(Saito és mtsai, 2011). Sajat vizsgalatainkban sebes pisztrang (Sa/mo trutta m.
fario) és pénzes pér (Thymallus thymallus) spermatogéniumait és oogdniumait
Ultettik at szivarvanyos pisztrang recipiensekbe és az atlltetés utan 60 nappal
a recipiens 23-28%-aban ki tudtuk mutatni a donor-eredet( csirasejteket a fejlé-
dé ivarszervben. Hasonlé médon, a ponty oogdniumai is sikerrel megtapadtak
az aranyhal ivarszerveiben és 2 hdonappal a transzplantacié utan is jelen voltak
benne (Franék és mtsai, 2019b).

A recipiensekkel szembeni masodik kdvetelmény, hogy lehetéség szerint ste-
rilek legyenek. Erre azért van sziikség, mert normalisan mikddé gametogenezis
mellett a belltetett és altalaban korlatozott mennyiségl donor eredetl sejtnek a
recipiens sajat sejtjeivel kell versenyeznie. Halakban a sterilitast tdbb modon is ki
lehet véltani, pl. triploidizaciéval vagy rokon fajok keresztezésével. A triploidizacio
viszonylag rutin eljaras a haltenyésztésben. Termékenyitéskor az ikrat sokkoljak
(hé-, hideg- vagy nyomassokk alkalmazasaval), ami a masodik sarkitest vissza-
tartasaval triploid egyedet alakit ki (Thorgaard, 1983). Ezen egyedek névekedése
gyorsabb, mint diploid fajtarsaiké, gametogenezisiik ugyanakkor zavart szen-
ved, igy a legtébb esetben képtelenek a spermiacidéra vagy ovulaciéra. Okutsu
és mtsai (2007) szivarvanyos pisztrang spermatogéniumait Ultették at triploid
maszu lazac (Oncorhynchus masou) frissen kelt larvaiba. A recipienseket felne-
velve azoktdl sikeresen nyertek ki a donortél szarmazo ikrat és spermat, majd
ezeket megtermékenyitve szivarvanyos pisztrang utddokat hoztak létre. Sikere-
sen hasznaltak fajazonos szivarvanyos pisztrang triploid larvait is recipiensként
spermatogoniumok atultetéséhez (Lee és mtsai, 2013).

A sterilitas kivaltdsahoz pontyfélékben az eddigiektdl eltéré molekularis bi-
olégiai eljarast hasznaltak. Zebradanioban elterjedt a PGC-k vandorlasaban
szabdlyoz6 szerepet jatsz6 dead end (dnd) gén ideiglenes (knock-down) vagy
végleges (knock-out) kiutése, ami a PGC-k hibas vandorlasat okozza a fejl6dd
embridban, igy ésivarsejtek hijan a kialakul6é egyed steril lesz (Tzung és mtsai,
2015; Li és mtsai, 2017). Sajat vizsgalatainkban az el6bbi mddszert hasznaltuk,
amikor a dnd gént ideiglenesen kilité antiszensz morpholino oligonukleotidokat
(MOI-dnd) injektaltunk zebradanié 1-4 sejtes embridiba. A kialakul6é kontroll
egyedek ivarszervei (heréi, mivel a zebradanié meghatarozott mennyiségld PGC
nélkil himmé differencial) attetszd, csirahamtdl mentes képletekké fejlédtek.
A sterilizalt recipiensekbe kiillonb6z8 zebradanié vonalak egyedeibdl izolalt friss,
fagyasztott és vitrifikélt spermatogdoniumokat Ultettlink be. A felnevelt recipiensektdl
kés6bb a donortdl szarmazé tejet fejtlink, illetve ivattuk 6ket vad tipusu ikrasokkal,
majd molekularis bioldgiai eljarasokkal is bizonyitottuk az utédok donor-eredetét
(Marinovi¢ és mtsai, 2019). A fent emlitett MOI-dnd kezelést alkalmaztuk aranyhal
embriok sterilizalasara is, amelyekbe késébb ponty spermatogdniumait Gltettik
at. A recipiensek mintegy 40%-aban a belltetett spermatogdniumok sikeresen
kolonizaltak az Ures ivarszervet, és az atliltetés utan 3 honappal felboncolt ha-
lakban aktiv spermatogenezist talaltunk (Franék és mtsai, 2019a).

Egyes fajok hibridizacidja szintén steril egyedeket eredményez, amelyek sikerrel
hasznalhatdk recipiensként. Az arnyékhalfélék (Sciaenidae) csaladjaba tartozé
Nibea mitsukurii és Pennahia argentata fajok hibridjeinek ivarszerve morfolégi-
ailag a herének felel meg, azonban hianyoznak beléle a csirasejtek. A kutatok
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kideritették, hogy a hibridekben a PGC-k vandorlasa embrionalis korban lezajlik,
azonban ezek proliferacidja elmarad. A hibrid larvakba a N. mitsukurii heréibdl izo-
lalt sejtszuszpenzidt injektaltak, majd a felnevelt recipiensek egy részétél mikodé
és a donorral fajazonos spermat tudtak nyerni, amellyel sikeres termékenyitést
végeztek. A vizsgalat soran talaltak ikras hibrideket is, azonban a tejeseknél jéval
kisebb aranyban (433 és 1) (Yoshikawa és mtsai, 2018).

Végll érdemes még megemliteni, hogy kifejlett egyedeket is sikerrel hasznal-
tak mar recipiensként, megfelel sterilizacios kezelést kdvetéen. A nilusi tilapia
(Oreochromis niloticus) spermatogéniumait brazil kutaték Ultették at olyan ki-
fejlett tejesek heréibe, amelyeket el6tte buszulfan citosztatikummal kezeltek és
igy szakitottdk meg az 6nallé spermatogenezisiket. A kezelt halak 9 héttel a
kezelést kdvetden mar ivathatdk voltak és a kapott ivadék a donor fenotipusos és
molekularis jegyeit viselte (Lacerda és mtsai, 2010). Késdbb a fent mar emlitett N.
mitsukurii X P. argentata fajhibrid kifejlett egyedeit is hasznalték recipiensként. Az
egyedek vegyszeres sterilizacidjara ebben az esetben nem volt sziikség, mivel
azoknak eleve nem volt m(ikédé gametogenezise. Az eredmények alapjan a re-
cipiensek mintegy 10%-4aban sikeresen megindult a spermatogenezis folyamata
és a kinyert spermaval termékenyitett ikratételekbdl a donorral fajazonos ivadék
kelt ki (Xu és mtsai, 2019). Az eredmények jelzik, hogy a transzplantacio kifejlett
egyedekbe is lehetséges, még akkor is, ha larvakorban az immunvalasz kisebb
valdszinliséggel vezet a beliltetett sejtek kilokédéséhez.

KOVETKEZTETESEK

A populéciok biolégiai és genetikai sokféleségének megbrzése a mezdgazdasag
és atermészetvédelem alapvetd érdeke. A sokféleség hianya, a monokultdra elébb
vagy utdbb mind a természetes, mind a tenyésztett populéacidk hanyatlasahoz
vezet. Ennek érdekében a kutatdk folyamatosan dolgoznak Ujabb mddszereken,
amelyek lehetdvé teszik ennek a sokféleségnek a megdévasat.

A halak 8sivarsejtjeinek izolacioja, mélyh(itése és atlltetése Uj lehetdséget nyitott
a génmegdbrzés szamara. A spermiumokkal szemben ezek a sejtek diploidok, hor-
dozzak és tovabbadjak egy faj teljes genetikai hatterét (nuklearis és mitokondrialis
DNS-ét) és mélyhlitott allapotban évekig, évtizedekig tarolhatdk, majd felhasznal-
hatok. Kétségtelen, hogy a médszer felhasznalasi lehetéségei rendkivill széles
korliek mind természetvédelmi (fajmeg6rzési), mint allattenyésztési terlleten.
A tudomany egy Ujabb eszkdzt bocsatott a gyakorlat rendelkezésére, igy mar a
szakmatol fligg annak felhasznalasa.
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