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(George Streisinger - 1927-1984)

“A tropusi, édesvizi zebrahalat, a Brachydanio rerio-t, szamos elényés
tulajdonsaga miatt valasztottuk: a generacios ideje mindéssze 3-4
honap; a felnétt néstények heti rendszerességgel tobb szaz ikrat
raknak, amelyek gyorsan €s szinkronban fejlédnek az anyan kiviil; a hal
kicsi (3 cm), szivos és kbnnyen tarthato. A 7 napos, szabadon uszo6
halak mindéssze néhany milliméter hosszuak, de mar a kifejlett
egyedek szamos morfologiai és viselkedesi bélyeget mutatjak. Mindez
lehetbvé teszi a mutaciok nagy lépteki sziirését. Mivel a normalis
fejlédés 25 és 31°C fok kbzott zajlik, lehetdség nyilik hbmérséklet-
érzékeny mutaciok izolalasara is.”

Nature (1981) 291: 293-296.



Az atlatsz6sag a modell egyik nagy elonye
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In situ hibridizacio variaciok
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- két szini (“two color”) in situ: C . R
- parhuzamos: anti-DIG-AP és = * Y F
anti-fluorescein-POD kiilonb6z6 vy gaoal
szin( szubsztratokkal
- szekvencialis: 1. anti-DIG-AP- + szubsztrat 1 (fekete)

2. enzim inaktivalas
3. anti-fluor-AP + szubsztrat 2 (piros)

-fluoreszcens in situ:
-lasd szekvencialis két szin(, de kulonleges ellenanyagokkal




Ellenanyag festések

- a folyamat logikaja hasonlit az in situ
hibridizaciohozhoz, de antiszensz RNS-el
torténd hibridizacio helyett egybdl
ellenanyaggal (elsddleges) inkubaljuk,
majd masnap mosasok utan a
masodlagos ellenanyaggal mérjuk ossze

(5 napos hallarva tectuma dorzalis nézetben,
anti-tubulin, anti-SV2 festés)



-azt hasznaljuk ki, hogy az apoptotikus
sejtekben széttoredezett a DNS

- terminalis dioxy-transzferaz reakcioval
DIG-el jeldlt dUTP-t kapcsolunk a DNS
darabok végre, majd anti-DIG-AP
ellenanyaggal detektaljuk

(2 napos silent heart mutans hallarva TUNEL)



Microinjection in Zebrafish to
Analyze Gene Function

Jonathan N. Rosen'?,
Michael F. Sweeney', and John D. Mably'?

"Department of Cardiology, Children’s Hospital Boston
‘Nemnartmeant of Genatire Harvard Madical Serhnanl

(Eredeti video elérheto itt: http://www.jove.com/details.php?id=1115)
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Zebrafish Mutagenesis Strategy
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(b) Retroviral Insertional Mutagenesis in Zebrafish
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(d) Transposon Insertional Mutagenesis in Zebrafish
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(Sivasubbu et al. (2007) Genome Biol)



Enhancer- és géncsapdak
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In vivo timelapse

- a fli:eGFP vonal segitségével kovethetd az érhaldzat kialakulasa

(Jesus Torres-Vasquez)



- UAS:Ttx: az idegsejtekben kifejez6d6 tetanusz toxin
lebénitja ezeket a sejteket

SAGFF36B
UAS:GFP

- UAS:iGIuR(M439C): UV fény hatasara
aktivalodé Na+ csatorna, amelynek aktivalasa
idegsejtekben depolarizaciét okoz
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hindbrain=34

80 hpf
- UAS:nitroreductase: metrodinazolbdl (Mtz) egy cittotoxikus untre
reagnest hoz létre, ami elpusztitja a sejteket
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CreERT és TetON rendszerek
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Animal Embryonic Embryonic

shield shield
ﬂ - a klasszikus Speeman-Mangold kisérlethez

'S
W hasonldéan nagyobb szdvetdarabok
atlltetése valdsithatdé meg
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(Gilbert - Developmental Biology)



5 somites

30 somites

Nature Reviews | Genetics

(Grunwald és Eisen, 2002)

- vad tipus -> vad tipus
- vad tipus -> mutans
- mutans -> vad tipus

- ha a mutacio6 sejtautoném, a
mutans sejtek a korulottuk levo
sejtek genotipusatdl fuggetlendl
mutatjak a fenotipust (pl. jelatviteli
utvonal sejten bellli komponense)

- nem sejtautondm mutaciok
eseteben a vad tipusu sejtek
mutans kdzegben mutanskent
viselkednek, mig a mutans sejtek
vad tipusu kdzegben normalisan
fejlédnek (pl. szekretalt ligandok)



Embrié-manipulaciok: elektroporacio




Kaede: sejtkovetés fotokonverziéval




Ossejtek vizsgalata: BrdU jelolés

(Chapouton et al., 2007)



(Kenneth Poss)
(Gilbert Weidinger)
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- transzgénikus allatok

- viselkedés elemzés:

[ RestTotal

GFP-transgenic 5-day-old fry Immunosuppressive agent

Add small-
molecule
inhibitors

Three transgenic fry per well
arrayed into 96-well plate Small molecule has no effect

Nature Reviews | Immunology
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(Alex Schier)



0

Tetrapods

S e e

Euteleostei

Callorhinchus milii

Ratus norvegicus
Mus musculus
Homo sapiens
Gallus gallus

Latimera menadoensis

Acipenser sturio
Lepisosteus platyrhyncus

Cyprinus carpio

Salmo salar

Oncorhynchus mykiss

Xiphophorus maculatus

Takifugu rubripes

Tetraodon nigroviridis

Elephant fish

Rat
Mouse
Human
Chicken

Coelacanth

Sturgeon
Gar

Camp
Zebrafish
Salmon
Trout
Medaka
Xiphophorus _
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Spotted green puffer

Fugu

Oryzias latipes



1. - In situ hibridizaci6 korai dorsalis
markerekkel (1.-3. nap)

2. - A bozozok/dharma mutans
fenotipikus vizsgalata (1. nap)

3. - A pan-neuronalis elva3:GFP
transzgenikus vonal
megfigyelése (1. nap)
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4. - A Wnt-jelatvitel agonista BIO és antagonista IWR-1 hatasanak vizsgalata egy
transzgénikus Wnt-riporter vonalban (7xtcf:eGFP) (1. nap)

Frizzled

p-catenin
accumulation

Proteasomal
degradation

Future Oncol. © Future Science Group (2010)



5. - A BMP-jelatvitel antagonista Dorsomorphin (DM) hatasanak vizsgalata vad
tipusu embridkon (2.-3. nap)
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