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BC
BRL
BSA
CCK-8
CEF
cESC

CRISPR

CVH
CXCR4

CYP26B1

DAZL
DMEM
DMSO

DNDI1

DT
EGK
EMA-1
EpiSC
FACS
FBS

FGF2

gPGC/GGC

hEPO

1. JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

blasztodermalis sejt (blastodermal cell)

Buffalo patkany maj sejtvonal (Buffalo rat liver cell line)
szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)

Sejt szamlalo Kit-8 (Cell Counting Kit-8)

hazityuk embriondlis fibroblaszt (chicken embryo fibroblast)
hazityuk embriondlis dssejt (chicken embryonic stem cell)

halmozottan el6forduld, szabalyos kozokkel elvalasztott palindromikus

ismétlddések (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
Hazityuk VASA homolog (chicken V4S5S4 homologue, DEAD-box helicase 4)
fuzin, C-X-C motivum kemokin receptor 4 (C-X-C Motif Chemokine Receptor 4)

retinsav hidroxilaz, citokrom P450-es szupercsalad 26-os csalad B-alcsalad 1-es

(cytochrome P450 family 26 subfamily B member 1)

deleted in azoospermia-like

Dulbecco modositott Eagle tapoldata (Dulbecco’s modified Eagle's medium)
dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide)

DND microRNS-medialt gatld inhibitor 1 (DND microRNA-mediated repression
inhibitor 1)

duplikécids 1d6 (doubling time)

Eyal-Giladi és Kochav féle embrionalis fejlédési stadiumok

embrionalis egér antigén-1 (embryonic mouse antigen-1)

epiblaszt ssejt (epiblast stem cell)

fluoreszcensen aktivalt sejt szeparalas (fluorescence-activated cell sorting)
szarvasmarha magzati savoé (fetal bovine serum)

fibroblaszt ndvekedési factor 2 (fibroblast growth factor 2)

ivarszervi PGC, ivarszervi csirasejt (gonadal PGC, gonadal germ cell)

human eritropoetin (human erythropoietin)
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HH

IGF1

iPSC

LIF

MACS

mESC

NS

PAS

PBS

PFA

PGC

PMZ

RALDH

RSV

RXR

SDF1

SSEA-1

SST

STAGE

STO

STRAS

Hamburger és Hamilton féle embrionalis fejlédési stadiumok
inzulinszerti novekedési faktor 1 (insulin-like growth factor 1)
indukalt pluripotens dssejt (induced pluripotent stem cell)

leukémia inhibitor faktor (leukemia inhibitory factor, LIF interleukin 6 family

cytokine)

magnesesen aktivalt sejt osztalyozas (magnetic-activated cell sorting)
egér embrionalis dssejt (murine embryonic stem cell)

sejtmagfestés (nuclear staining)

perjodsav-Schiff-reakcio (PAS reakcid, PAS festés)

foszfat pufferes sooldat (phosphate-buffered saline)

paraformaldehid (paraformaldehyde)

dsivarsejt, Oscsirasejt, primordidlis csirasejt, PG sejt (primordial germ cell)
posterior marginalis zOna, az area opaca része

retinsav (retinoic acid)

retinaldehid dehidrogenaz (retinaldehyde dehydrogenase)

retinsav receptor (retinoic acid receptor)

Rous szarkoma virus (Rous sarcoma virus)

retinoid X receptor (retinoid X receptor)

C-X-C motivum kemokin ligand 12 (C-X-C motif chemokine ligand 12,
CXCL12)

stadium-specifikus embriondlis antigén-1 (stage-specific embryonic antigen-1)
spermatarolo tubulusok (sperm storage tubules)

sperma transzfekci6 altal asszisztalt génszerkesztés (sperm transfection assisted

gene editing)

egér embrionalis fibroblaszt sejtvonal (Sandos inbred mouse (SIM)-derived 6-

thioguanine- and ouabain-resistant)

stimulated by retinoic acid 8



TALEN transzkripcids aktivator-szerl effektor-nukledz (transcription activator-like

effector nucleases)
VASA DEAD-box helikédz 4 (DEAD-box helicase 4, DDX4)

ZFN cink-ujj nukleaz (zink-finger nuclease)






2. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

2.1. Bevezetés

Az utobbi évtizedben az Europai Unid komolyan tdmogatja a génbankok létrehozasat és az
ezekben tarolt mintdk tarolasat és felhasznalasat. A Nemzeti Biodiverzitds- ¢s Génmegdrzési
Ko6zpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetében (NBGK HGI) mar a 1950-es évektdl kezdve
megtalalhatoak az dshonos magyar baromfi és viziszarnyas fajok ¢és fajtdk (Biszkup and Beke,
1951; Baldy, 1954) mint €16 génbanki allomanyok (ex situ in vivo). 2016-t6] kutatdocsoportunk
részt vett egy Horizon 2020-as (n° 677353) palyazatban, amelynek célja az eurdpai union beliili
génbankokban tarolt genetikai anyagok felhaszndldsanak koordindldsa és a szolgaltatasok
fejlesztése (ex situ in vitro mddszerek) volt, majd 2017-t61 elkezdédott a VEKOP (VEKOP-2.3.2-
16-2016-00012) ,,Karpat-medencei 6shonos haszonallatfajok, -fajtdk és -6kotipusok XXI. szazadi
az NBGK HGI, mind Nemzeti Agrarkutatdsi €s Innovaciés Kozpont, Mezdgazdasagi
Biotechnologiai Kutatointézet (NAIK MBK) konzorciumi tagként vett részt. Igy lehetéségem
nyilt a mar tarolt magyar 6shonos baromfi spermamintak mellett 1étrehozni az dsivarsejt (PGC)

génbanki mintakat is.

Madaraknal azért van nagy jelent0sége az Osivarsejtek génbanki tarolasanak, mert a
néivarban jelenlévé W ivari kromoszoma genetikai anyagat, valamint a mitokondrialis DNS-t csak
igy lehet megdrizni. Madaraknal, ellentétben az emldsokkel, a himivar rendelkezik a
homogametikus ZZ ivari kromoszémaparral, mig a ndivar a heterogametikus ZW
kromoszomakkal. Mivel a spermiumok esetében csak a haploid genetikai anyagot tudjuk
megolrizni, ezért az eredeti genom rekonstrudldsdhoz 6-8-szoros visszakeresztezésekre van

sziikség (Blesbois, 2007).

Az Osivarsejtek jelentdségét madarakban az 1990-es években kezdték felfedezni (Tajima et
al., 1993; Naito et al., 1994). Ahhoz, hogy igazan ki tudjék hasznalni a benniik rejld lehetéségeket,
ki kellett dolgozni a felszaporitdsuk és fenntartdsuk modszerét sejttenyészetben. Erre 2006-ig
kellett varni. Van de Lavoir és munkatarsai (Van De Lavoir et al., 2006) dolgoztak ki eldszor az
Osivarsejtek hossztavu fenntartdsat, majd az 6 moddszereiket fejlesztették tovabb mas
kutatocsoportok (Macdonald et al., 2010; Whyte et al., 2015; Oishi et al., 2016; Tonus et al., 2016).

Napjainkban az &sivarsejtek konnyen kinyerhetdk a madarembrid vérébdl, tenyészthetdk,



mélyhiithetdk, aztan visszainjektalhatok egy recipiens embrié keringésébe. Igy mind a

génmegdrzésben, mind a génmaddositast célzd kutatasokban nagyon jol felhasznalhatok.

Mivel se a génbanki PGC mintak eléallitdsanak, se a tesztelésének nincs meg a kialakult
gyakorlata, a szakirodalmi forrasokat alapul véve (Pain et al., 1996; Macdonald et al., 2010; Kim
et al., 2013; Whyte et al., 2015) kidolgoztam ennek a modszertanat, majd teszteltem is az altalam
eltarolt mintakat. A vizsgélatok soran az eltarolt dsivarsejtekbdl sikeriilt visszanyernem az eredeti
fajtat jo hatékonysaggal. Tovabbi fontos eredmény, hogy mind himivara, mind ndivara
Osivarsejteket sikeriilt sejttenyészetekben fenntartani, és mindkét nembdl a visszainjektalas utan
utodot nyerni. Ezért a dolgozatban bemutatott protokollokat ajanlom madar in vitro

génmegOrzéssel foglalkoz6 mas intézményeknek/Génbankoknak is.

2.2. Célkitiuzések

Munkam soran célkitiizéseim a kovetkezOk voltak:

- A madar Osivarsejtek izolalasanak, homogén sejtpopulaciok kialakitasanak, in vitro
fenntartasanak és mélyhiitésének adaptalasa a magyar dshonos hazityuk fajtakra.

- Osivarsejt alapi génbank létrehozasa, mely hat 3shonos magyar hazityik fajta mintait
tartalmazza.

- A génbankban tarolt sejtvonalak mindségének ¢és az alkalmazott modszerek
hatékonysaganak tesztelése: Fogolyszinli magyar hazityuk fajta felolvasztott génbanki
mintaival ivarszervi kimérak, majd donor eredetli utédok létrehozésa.

- Egységesen javasolhatd protokoll kidolgozasa hazityuk Osivarsejtek génbanki mintdinak

eldallitasahoz és eltarolasahoz.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai

A madarak szaporodasbiologiai tulajdonsagai sok tekintetben eltérnek az emldsokéitol. A
kovetkezo alfejezetekben Osszefoglalom a fontosabb kiilonbségeket, melyek hozzajarulnak a

dolgozatban targyalt modszerek ¢és eredmények jobb megértéséhez.

3.1.1. Himivar

Az eml6sokhoz képest madarakban kiilonbség van a herék elhelyezkedésében ¢és
felépitésében: a herék a hasiiregben helyezkednek el a ves¢k alatt, és képesek testhdmérsékleten
(38-40°C) is optimalisan miikodni (Péczely, 2013). Allomanyukat a kanyarulatos csatornacskak
¢s az intersticialis kotdszovet alkotja. Az emldsokkel ellentétben nem tagozddnak lebenyekre,
illetve a csatornacskak héaldzatot alkotnak és nem vakon végzddnek. Mivel a spermiumok érése €s
taroldsa 90 %-ban az ondovezetdben torténik, igy madarakban a mellékherék kevésbé fontos
funkcidval birnak (Péczely, 2013). Az érett ondosejtek tarolasa altalaban révidebb, példaul japan
flirjnél 1-2 napra tehetd, mig patkany esetében hozzavetdleg 9 nap (Clulow and Jones, 1982). A
spermiogenezis szintén rovidebb 1d0 alatt megy végbe, mig példaul kérddzok esetén 49 napig tart,
hazitytk faj esetében 12 nap is elegendd hozzd (Wolfné Taskai, 2000). A spermatogenezis
folyamata az emldsokre jellemzd 14 stadium helyett 10 stadium alatt megy végbe (Aire, 2011).

A spermiumok morfoldgidja madarakban rendkiviil nagy valtozatossagot mutat, azonban
altalanossagban elmondhato, hogy a nyaki rész kevésbé kifejezett, valamint a fej és a kozépdarab
kapcsolata kevésbé bonyolult, mint az emldsoknél (Péczely, 2013). Szintén az emldsoknél
gyorsabb a kapacitacid és az akroszoma reakcid folyamata. Madarak esetében a herébdl
kozvetleniil izolalt spermiumok is termékenyitOképesek (habar még nem motilisak) (Howarth,
1970), amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy nincs sziikségiik az emlés6khoz hasonlo tobb oras

érési folyamatra és kapacitaciora (Olsen and Neher, 1948).

Jelentds kiilonbség maga a parzészerv is, madarakban a him parzészerv funkciojat a klodka
egyes részei latjak el. A paros ductuli efferentes az urodaeumba csatlakozik be, mig maga a phallus
a proctodaeum t1észét képezi. Madarakban megkiilonboztetiink protrudens (kidlthetd, pl.

viziszarnyasok) és non-protrudens (nem kidlthetd, pl. hazityuk) phallust (Péczely, 2013).
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3.1.2. Noivar

Ndivar esetében az embriondlis fejlodés kezdeti szakaszaban két petefészek alakul ki,
azonban késdébb a jobb oldali fokozatosan visszafejlodik, igy az ivarérett egyedekben mar csak
egy mukodo petefészket €s a hozza tartozo petevezetdt talaljuk meg. Ez alol kivételt képeznek

egyes vagomadar- és sdlyom-alakuak, illetve a kivi (Péczely, 2013).

Tovéabbi fontos kiilonbség az emldsokhoz képest az ivarkésziilék spermiumtarolasi
képességének fejlettsége. Ez a jelleg egy konvergens evolucids folyamat eredménye €s erésen
konzervalt. Egyes rovarok, kétéltiiek és hiillok akar évekig vagy élethosszig is képesek a sperma
tarolasara, mig emlésok esetében az isthmusban talalhatd spermium rezervodrok altalaban csak
par napig képesek a spermiumok hatékony raktirozasara (Matsuzaki and Sasanami, 2017).
(Kivételt képeznek egyes denevér csoportok, ahol a madarakhoz hasonlé hosszu tavh tarolast is
megfigyeltek (Holt, 2011).) Madarakban a tarolas spermatarold tubulusokban (SST) torténik,
melyek az utero-vaginalis sziikiiletben és az infundibulumban talalhatoak, és akar 10-40 napig is
képesek a spermiumok termékenyitd képességét megdrizni. A tubulusok 10-20 um atmérojiiek,
szdmuk és hosszuk fajonként valtozo, valamint genetikailag meghatarozott. Hazityuk fajban 2000-
3000 darab SST talalhato (Matsuzaki and Sasanami, 2017). A parzas soran a ndivaru egyedbe jutod
spermiumok atlagosan 1-2 %-a jut be valamelyik SST-be (Bakst et al., 1994). Ebbdl is latszik,
hogy nagyon jelentds szelektald szerepet tolt be a raktarozas, mint funkcid. Csak azok a
spermiumok képesek termékenyiteni, amelyek eldtte sikeresen tarolodtak valamelyik SST-ben.
Jelentdsége nem csak az egy himtdl szdrmazo6 spermiumok szelektaldsaban, hanem a himek kozotti
valogatasban is van. Tovabbi elényként megemlithetd, hogy nem kell szinkronizalni a kopulaciot
¢és az ovulacidt, illetve a raktarozott spermiumok védettek a napi ovulacids ciklus soran. Az igy
raktarozott spermiumok altaldban szakaszosan iiriilnek, hazityuk faj esetén naponta kb. 30%
(Brillard, 1993). Szoros 0sszefiiggés mutathato ki a tubulusok szdma és a fertilis periddus hossza
kozott, a tobb tubulus hosszabb periddust eredményez. A néivart egyedek €letkora szintén hatassal
van a fertilis periddus hosszéara, mivel az €letkor eldrehaladtaval gyorsul az {iriilés az SST-bdl,
valamint csokken a tubulusok befogaddképessége, igy roviditve a periddus hosszat (Brillard,

1993).
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3.1.3. Megtermékenyités

A megtermékenyités folyamatdban megfigyelhetd lényeges kiilonbség az emldsokhoz
képest, hogy a madarak polispermiasak, tehat tobb spermium egy idében hatol be egyetlen
petesejtbe, azonban csak egy (a csirakorong kozepéhez érkezd) spermium fuzional a petesejttel
(Péczely, 2013). Ez a jelleg megfigyelhetd még egyes kétéltliekben, hiillékben és halakban is
(emldsok esetében csak a kacsacsOrli emldsnél). A normalis embridfejlédéshez sziikséges egy
optimalis spermiumszam; kutatasok szerint a til sok (Bobr et al., 1964) és a tal kevés (Christensen
et al., 2005) spermium is korai embridelhalashoz vezethet. Hazitytknal a penetracios nyilasok
optimalis szdma 6-60 darab kozé tehetd. Madarak esetén a spermium-pete interakcid aktivacios
szignalja lassu, igy tobb lehetdség is van a penetracidra, mieldtt a petesejt membranja
athatolhatatlanna valna. A legelfogadottabb hipotézis szerint a polispermia legfébb funkcidja,
hogy a madarak rendkiviil nagyméretii petesejtjén hatékonyabban tudjon az aktivacioés hullam
végigfutni, igy nagyobb eséllyel torténjen termékenyiilés. Ezt tamasztjak ala egy 27 fajon végzett
vizsgélat eredményei is, melyben pozitiv korrelaciot mutattak ki a penetracios nyilasok szdma és

a petesejt atmérdje kozott (Mizushima, 2017).

3.2. A madarak embrionalis fejlodése

3.2.1. Embrionadlis fejlodés szakaszai madarakban

A madarak embriondlis fejlédésének leirasa foleg hazityukon végzett kisérletek
eredményein alapul, igy a tovabbiakban ez a fejezet is a hazitylkban elért eredményekre

koncentralva mutatja be a madarakra jellemz0 folyamatokat.

Az embrionalis fejléddést - az emlésokhoz hasonldan — madarak esetében is harom nagy
folyamatra oszthatjuk: barazdalddas, gasztrulacid és organogenezis. A barazdalodas €s a korai
gasztrulacié a ndivari madarban zajlik le, mig a gasztrulacié masodik fele és az organogenezis
mar a tojasrakas utdn a tojo szervezetén kiviil (Péczely et al., 2007). Madarakban az embrionalis
fejlédés folyamatat kétféle nevezéktannal irhatjuk le. Az elsé a megtermékenyitéstdl a primitiv
csik (a gasztrulacid soran kialakuld nevezetes képlet madarakban, kialakulasat lentebb
részletezem) kialakulasaig koveti a fejlodést. Ennek a fejlodési szakasznak a leirasa Eyal-Giladi

¢s Kochav (Kochav et al., 1980) nevéhez fiizédik (EGK stadiumok, rémai szamok I[-XIV-ig). A
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primitiv csik kialakulasatol a kikelésig arab szamokat hasznalunk 2 ¢s 46 kozott, ezen stadiumok
leirasa pedig Hamburger és Hamilton munkéja (HH stddiumok) (Hamburger and Hamilton, 1992).
Vizsgalataim soran mindkét nevezéktant hasznadlom. A tojasrakds pillanataban az embrié a EGK

X-es stadiumban van ¢és a bardzdalodas mar befejezettnek tekinthetd.

A fejlodés a megtermékenyitéssel indul, mely a petevezet6 kezdeti szakaszaban megy végbe.
Hazityuk esetében a petesejt 15 perc alatt halad 4t az infundibulumon, kdzben megtorténik a
megtermékenyités. Ezt kdvetden a magnumban a hossztengelye koriil lassan forgd petesejtre
fehérje rétegek szintetizdlodnak, ez 3 orat vesz igénybe. Az isthmusban 1,5 ora alatt
szintetizalddnak a héjhartyak €s a jégzsinor, majd az uterusban 19-20 6réra van sziikség a meszes
héj kialakitdsdhoz (kozben a tojas fehérjerétege jelentds mennyiségli vizet veszit). A tojas

képzddése az ovulaciotol szamitva dsszesen 24 orat vesz igénybe (Péczely et al., 2007).

A barazdalddas az elso sejtosztddasi periddus a megtermékenyitést kovetden; és madarakban
a fehérje és héjszekrécio eldtt megy végbe. A zigota mitotikus sejtosztoddsok sorozataval egyre
kisebb sejtekre (blasztomérakra) tagolodik. Madarakban ez a zigota egy részét érinti (parcialis),
igy meroblasztikus bardzdalodasrol beszélhetiink. Ezen beliil telolecithalis, vagyis a nagy
mennyiségll szikanyag a pete vegetativ polusan talalhatd, illetve diszkoidalis, mely jelentése, hogy
az embrio egy korongot (blasztodiszket/embriddiszket) formal az animalis poluson (Gilbert and
Barresi, 2017). A barazdalodas soran az elsd osztddas a blasztodiszk centralis részén megy végbe,
ezt tovabbi osztodasok kovetik, igy kialakul egy egysoros sejtréteg melyet szorosan egymas
mellett elhelyezkedd, és a szikanyaggal bazalisan kapcsolodo sejtek alkotnak (1. abra). Késdbb
tovabbi vertikalis és horizontalis osztodasok altal kialakul egy 5-6 sejtréteg vastagsagu szovet.
Ebben az idészakban a blasztodiszk kdzponti részét képezd vékonyabb, attetszd mezdt, melybdl
késObb az embriondlis szovetek is kialakulnak area pellucida-nak, a kiils6, sziken nyugvo,
vastagabb, atlatszatlan gylirlit pedig area opaca-nak nevezzikk. Az area pellucida sejtjei vizet
vonnak el a fehérjerétegbdl, majd a szik feldli oldalon ezt kivalasztjak, igy hozva létre egy lireget
a blasztodiszk ventralis oldalan, melyet szubgerminalis iiregnek neveziink. Ezt az &llapotot

tekinthetjlik a blasztula allapotnak (Gilbert and Barresi, 2017).

A kovetkezd fejlodési fazis a gasztrulacid, vagyis a csiralemezek kialakulasa, ez madarakban
az area pellucida egyes sejtjeinek ventralis irdnyba torténd vandorlasédval kezdddik (2. &bra).
Ezeket a sejtcsoportokat hipoblaszt szigeteknek nevezziik és dsszeolvadasukkal jon létre egy Uy
sejtréteg a szubgermindlis liregben, az elsddleges hipoblaszt. Az embriodiszk posterior felén
talalhato egy kitlintetett tertilet, a Koller sarlo, mely kiinduldsi pontja egy Ujabb sejtvandorlasi
hullamnak. Ennek soran az Ggynevezett posterior marginalis zondbol (PMZ, area opaca része) a

sejtek anterior irdnyba indulnak meg ¢€s kialakitjak a masodlagos hipoblasztot. Ezzel a hipoblaszt
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réteg teljesnek tekinthetd, illetve ettdl a stddiumtdl az area pellucida sejtjeit, vagyis a diszk
dorsalis sejtrétegét epiblasztnak nevezziik. A folyamat kozben kialakult egy j lireg a hipoblaszt
¢s az epiblaszt kozott, melyet blastocoel-nek neveziink. A gasztrulacié mésodik felében megindul
egy ujabb sejtvandorlasi hullam, melynek nyoman kialakul a harom csiralemez. Ennek kiindulasi
pontja szintén PMZ teriilete, de az epibaszt sejtjei indulnak meg ventralis iranyban a blastocoel-
be. A vandorlas egy jellemz6 mintazatot kovet: az embriddiszk kdzepén halad a PMZ-tdl anterior
iranyba ¢és egy jol elkiilonithetd csikra korlatozodik. Ezt a képletet primitiv csiknak nevezziik, az
anterior végpontjat pedig Hensen csomonak. Az ebben a vandorlasi zonaban a blastocoel-be jutd
sejtek alakitjak ki a mezoderma sejtjeit, mig az epiblasztban marado sejtek rétege felel meg az
ektodermanak. A vandorlas soran az epiblaszt egyes sejtjei nem allnak meg a blastocoel-ben,
hanem bejutnak a hipoblaszt rétegbe. Az igy kialakult vegyes eredetli ventralis réteg alkotja az
endodermét. Ezzel mindharom, az embrid szdveteit €s szerveit kialakitdé csiralemez létrejott

(Gilbert and Barresi, 2017).

Ezt kovetéen megindul a primitiv csik regresszidja anterior-posterior iranyban. A
visszahizodas nyoman megindul az organogenezis az embrid feji végénél és a kikelésig kialakul
minden szerv és szervrendszer. Ezek bemutatasa meghaladja jelen dolgozat kereteit és nem jarul

hozza érdemben az eredmények megértéséhez, igy eltekintek tdle.

15



4 Szubgermindlis
iireg

Z

Area Area Margindlis
pellucida opaca zona

1. abra. A barazdalédas folyamatinak bemutatisa madarakban. A barazdalodas soran az elsé osztédas a
blasztodiszk centralis részén megy végbe, ezt tovabbi osztddasok kdvetik, igy kialakul egy egysoros sejtréteg melyet
szorosan egymas mellett elhelyezkedd, és a szikanyaggal bazalisan kapcsolodod sejtek alkotnak. Késobb tovabbi
vertikalis és horizontalis osztodasok altal kialakul egy 5-6 sejtréteg vastagsagli szovet. Ebben az id@szakban a
blasztodiszk kozponti részét képezd vékonyabb, attetsz mezdt, melybdl késdbb az embrionalis szovetek is
kialakulnak area pellucida-nak, a kiils6, sziken nyugvo, vastagabb, atlatszatlan gylrit pedig area opaca-nak
nevezziik. Az area pellucida sejtjei vizet vonnak el a fehérjerétegbdl, majd a szik feloli oldalon ezt kivalasztjak, igy
hozva létre egy iireget a blasztodiszk ventralis oldalan, melyet szubgerminalis tiregnek neveziink. Az abran lathato
szamok az adott teriiletre jellemzd sejtrétegek szamat adja meg. (Modositva Bellairs, 1979; Nagai et al., 2015; Gilbert
and Barresi, 2017 nyoman.)
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2. abra. A csiralemezek folyamatanak (gasztruliacio) bemutatasa madarakban. A gasztrulicié madarakban az
area pellucida egyes sejtjeinek ventralis iranyba torténd vandorlasaval kezdodik (A). Ezeket a sejtcsoportokat
hipoblaszt szigeteknek nevezziik és Osszeolvadasukkal jon Iétre egy 1j sejtréteg a szubgerminalis iliregben, az
elsédleges hipoblaszt (B). Az embriodiszk posterior felén talalhatdo egy kitlintetett teriilet, a Koller sarlo, mely
kiindulasi pontja egy ujabb sejtvandorlasi hullamnak. Ennek soran az ugynevezett posterior marginalis zonabol (PMZ,
area opaca része) a sejtek anterior iranyba indulnak meg és kialakitjak a masodlagos hipoblasztot (C). Ezzel a
hipoblaszt réteg teljesnek tekinthetd, illetve ettél a stadiumtdl az area pellucida sejtjeit, vagyis a diszk dorsalis
sejtrétegét epiblasztnak nevezziik. A folyamat kdzben kialakult egy 1j iireg a hipoblaszt és az epiblaszt kozott, melyet
blastocoel-nek nevezlink. A gasztrulacié masodik felében megindul egy Ujabb sejtvandorldsi hullam, melynek
nyoman kialakul a harom csiralemez (D). Ennek kiindulasi pontja szintén PMZ teriilete, de az epibaszt sejtjei indulnak
meg ventralis iranyban a bastocoel-be. A vandorlas jellemzd mintazatot kdvet: az embriddiszk kozepén halad a PMZ-
tol anterior iranyba és egy jol elkiilonithetd csikra korlatozodik. Ezt a képletet primitiv csiknak nevezziik, az anterior
végpontjat pedig Hensen csomonak (E). Az ebben a vandorlasi zonaban a blastocoel-be jutd sejtek alakitjak ki a
mezoderma sejtjeit, mig az epiblasztban marad6 sejtek rétege felel meg az ektodermanak. A vandorlas soran az
epiblaszt egyes sejtjei nem allnak meg a blastocoel-ben, hanem bejutnak a hipoblaszt rétegbe. Az igy kialakult vegyes
eredetl ventralis réteg alkotja az endodermat. (Mddositva Gilbert and Barresi, 2017 nyoman.)
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3.2.2. Embrionadlis dssejtek madarakban

Az elsé pluripotens embriondlis eredetli Ossejteket 3,5 napos egér blasztocisztak
embriocsomojabol izolaltdk 1981-ben (mouse embryonic stem cell, mESC) (Evans and Kaufman,
1981; Evans, 2011). K6zel 40 évvel késobb, napjainkban, az mESC vonalakat rutinszertien tartjak
fent in vitro korilmények kozott a legkiilonfélébb kutatdsi célokra a vilag szamos

laboratériumaban (Niwa, 2010).

Madarak esetében az els6 embrionalis dssejtek leirdsa csak 1990-ben tortént meg Petitte és
munkatarsai altal (Petitte et al., 1990). Ebben a kisérletben az EGK X-es stadiumu hazityuk embrid
sejtjeit, a blasztodermalis sejteket (blastodermal cell, BC) gylijtotték ossze és injektaltak be szintén
EGK X-es stadiumu recipiens embriok blasztodermalis tiregébe. Azt tapasztaltak, hogy a
blasztodermalis sejtek képesek voltak bevandorolni, és mitkoddképes sejtekké fejlédni kiillonbozo
szovetekben (szomatikus kimérakat 1étrehozva), s6t az ivarszervekbe vandorolva dsivarsejteket is
ki tudtak alakitani (ivarszerv kimérak). igy bebizonyosodott, hogy az EGK X-es stadiumti embri6
sejtiei még pluripotensek (Petitte et al., 1990). Hazitytkban elnevezésiik cESC (chicken
embryonic stem cell). Joval késébb kidertilt, hogy az emlds6khéz hasonléan madarakban is
beszélhetiink egy ,,kés6i” epiblaszt eredetii sejttipusrol, az EpiSC-rdl (epiblast stem cell, EpiSC),
mely szintén fenntarthatd in vitro tenyészetekben (Alev et al., 2013). Az embrionalis fejlodés
szakaszai szerint haladva a kovetkezd Ossejt tipus az Osivarsejt (primordial germ cell, PG sejt,
PGC). Ezeket a sejteket leggyakrabban HH 13-17-es stddiumt embridk vérkeringésébdl izolaljak,
és a leirt embrionalis dssejttipusok koziil a legfontosabbnak bizonyultak mind az alap-, mind az
alkalmazott kutatds szdmara (génmeg0Orzeés, genom editalas, hatdbanyag termeltetés) (Lavial and

Pain, 2010).

Jelen dolgozat kovetkezd fejezete hivatott részletesen bemutatni eredetiiket ¢és
tulajdonsagaikat. Az embriondlis fejlddés kovetkezd szakasza soran mar ivarszervi csirasejtekrol
vagy mas néven ivarszervi PGC-krél (GGC, gonadal germ cell; gPGC, gonadal PGC)
beszélhetiink. Ezek a sejtek az ivarszervekbe mar bevandorolt Osivarsejtek utddsejtjeiként
foghatoak fel, és altalaban 6 napos héazitytk embridk ivarszervébdl izolalhatdak (Park and Han,

2000).

Nem embrionalis sejttipus, mégis helye van ebben az attekintésben a hazityuk indukalt
pluripotens sejteknek (induced pluripotent stem cell, iPSC) i1s. Az iPSC kutatdsoknak
koszonhetden valt ugyanis még jobban érthetdvé, hogy a madarakban milyen molekularis

mechanizmusok ¢és jelatviteli Gtvonalak miikodése sziikséges a pluripotencia fenntartdsahoz.
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Elséként Lu és munkatarsai hoztak l1étre nem emlds eredetti, fiirj iPSC vonalakat. Human faktorok
segitségével sikerlilt a visszaprogramozas, melybdl kovetkezik, hogy ezek a folyamatok evolucios
szempontbol konzervaltak. Az igy létrehozott sejtvonalakkal sikeriilt szomatikus kiméra

egyedeket is Iétrehozniuk (Lu et al., 2012).

3.3. Osivarsejtek (PG sejtek) madarakban

3.3.1. Az osivarsejtek eredete és determindcidja

Az ivarsejt az egyetlen olyan sejttipus a szervezetben, mely képes a genetikai informacid
atadasara a kovetkezd generacionak. Az embriondlis fejlédés soran az ivarsejtek nem az
ivarszervek teriiletén jelennek meg eldszor, oda csak késébb vandorolnak be. Ezeket a korai
ivarsejt progenitor sejtpopulaciokat az embridban Osivarsejteknek, vagy mas néven PG sejteknek
(primordial germ cell, PGC) nevezziik. A madar ésivarsejteket az 1870-es években irtak le elészor
(Waldeyer, 1870). Jol azonosithatok nagy méretiik (10-20 pum), kerek alakjuk, nagy kerek
sejtmagjuk, elkiiloniild centridlumaik és a citoplazmaban talalhato refraktiv lipid cseppek alapjan.
A madarak osztalyan beliil az dsivarsejtek morfologidja nagy mértékben konzervaltnak mondhato.

(Waldeyer, 1870; Swift, 1914; Fujimoto et al., 1976).

Altalanossagban az ivarsejtek kétféle modon tehetnek szert az 6ket meghatérozé speciélis
tulajdonsagokra: autonom modon, ez az ugynevezett preformacios modell; vagy a sejtkdrnyezet

indukcidja altal, ez az epigenezis modell.

A preformacios modell szerint a megtermékenyitést megelézden, vagy kézvetleniil utana, a
petesejt citoplazmajanak egy meghatarozott rész€ben (germinalis plazma) jelen 1év0 anyai eredetii
faktorok felelések az Osivarsejtek meghatarozodasaért. Ezt a modellt igazoltdk tobbek kozott
ecetmuslicdban  (Drosophila  melanogaster), fonalféregben (Caenorhabditis  elegans),
zebradanioban (Danio rerio) és karmosbékaban (Xenopus laevis) (Eddy, 1976; Illmensee and
Mahowald, 1976; Olsen et al., 1997; Venkatarama et al., 2010) is. Ezzel ellentétben az epigenezis
modell alapjan a kdrnyez6 sejtek kiilonbozd szignaljai indukaljak az dsivarsejtté valas folyamatat.
Egér esetében a téma jol kutatott és az eredmények az utobbi modellt tdimogatjak (Tam and Zhou,
1996, Saitou et al., 2002). Madarak esetében kezdetben az epigenezis modellt tartottak
valoszinlibbnek, ¢és egy, a blasztoderma kialakuldsanak iddszakaban fokozatosan felépiild
epigenetikus hatasnak gondoltdk (Karageng et al., 1996). Késobb azonositottdk az ecetmuslica

VASA génjének homologjat hazityukban. Lavial és munkatdrsai bizonyitottdk, hogy a VASA
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génnek kulcsszerepe van a megfeleld ivarsejt fejlodés és differencidlodas soran (Lavial et al.,
2009). Az oocytaban a mitokondrialis felhdk kdrnyezetében bizonyitottak a géntermék jelenlétét,
Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a madarak esetében mégis a preformacios
modell érvényesiil az Osivarsejtek elkotelezOdése soran, azonban ennek egyértelmi eldontéséhez

tovabbi funkcionalis vizsgalatok sziikségesek.

3.3.2. Az osivarsejtek azonositisa

Az 6sivarsejtek nagy mennyiségli glikogént tartalmaznak a citoplazméban, igy el6szor a
glikogén jelolésen alapuld perjodsav-Schiff-reakcid (PAS reakcid, PAS festés) segitségével
sikeriilt megkiilonboztetni 6ket a szomatikus sejtektdl. Ez a mddszer hazityuk esetében hatékony,
azonban pl. japan flirjnél (Coturnix coturnix japonica) a citoplazma alacsony glikogén tartalma
miatt nem hasznalhat6. Tovabbi probléma, hogy a PAS festés csak a X-es stadium utan fest, igy

nem alkalmazhaté az embrionalis fejlédés korai szakaszaban (3. abra).

Késébb megjelentek immunhisztokémiai moddszerek is, melyek sejtfeliileti antigének
jelolésén alapulnak; pl. az SSEA-1 (Stage Specific Embryonic Antigen 1), valamint az EMA-1
(Embryonic Mouse Antigen 1) (Meyer, 1960; Fujimoto et al., 1976; Karageng¢ et al., 1996;
Tsunekawa et al., 2000). Ugyan ezeknek a modszereknek a kezdeti azonositasban nagy szerepiik

volt, mégsem elég specifikusak ahhoz, hogy a csiravonal sejtjeit végig kovethessiik

.....

crcr

et al., 2014), tovabba a pluripotens dssejtek is expresszaljak azokat (Pain et al., 1996).

Az emlitett sejtfeliileti markerek (a fent emlitett limitaciokkal) alkalmasak az dsivarsejtek
specifikus antigén-antitest reakcion alapuld tisztitdsara is, pl. vérbdl vagy sejtszuszpenzidbol.
Mara a kereskedelmi forgalomban is kaphatok magneses (MACS: magnetic-activated cell sorting),
illetve fluoreszcens (FACS: fluorescence-activated cell sorting) alapon miikddo tisztitd kit-ek

(Ono and Machida, 1999; Mozdziak et al., 2005).

Azigazan hatékony, a fejlédés teljes hosszaban jol hasznalhato dsivarsejt azonositast a VASA
gén (DEAD-box helikaz 4, DDX4) felfedezése jelentette. Ezt a gént Drosophila-ban mutattak ki
elészor (Lasko and Ashburner, 1988), azonban homoldgjait azota szamos rendszertani
kategoriaban igazoltdk (pl.: fonalféreg, karmosbéka, egér, zebradanid, pisztrang és ember)
(Roussell and Bennett, 1993; Fujiwara et al., 1994; Yoon et al., 1997; Olsen et al., 1997; Y oshizaki
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et al., 2000; Castrillon et al., 2000). Hazityukban el6szor Tsunekawa €s munkatarsai azonositottak
2000-ben (CVH: chicken VASA homologue). Expresszidja ivarsejt specifikus és a csiravonal
fejlodésének teljes hosszaban érvényesiil (Tsunekawa et al., 2000). Génterméke a VASA protein
jelen van a sejtek citoplazmajaban mindkét ivar esetében. Lavial €s munkatarsai bizonyitottak,
hogy a VASA génnek kulcsszerepe van a megfeleld ivarsejt fejlodés és differencidlodas soran
(Lavial et al., 2009). Ennek koszonhetd, hogy napjainkban a madar dsivarsejtek azonositasat
alkalmaz6 kutatdsok tulnyomod tobbsége a VASA gén vagy génterméke molekularis és/vagy
immunhisztokémiai modszerekkel valdo kimutatdsan alapul (3. abra). A VASA mellett 1éteznek
tovabbi ivarsejt specifikus molekularis markerek, ilyen a dead-end RNS kot6 fehérje hazityuk
homologja (DND1) (Aramaki et al., 2007) és a DAZL (Deleted in Azoospermia-Like) (Kito et al.,
2010) fehérje is. Fontos szerepet jatszanak a csiravonal sejtjeinek fejlodésében, igy ezek is
alkalmazhatdak az dsivarsejtek azonositasara. A DNDI1 a sejtmagban fejezddik ki, mig a DAZL a

citoplazmaban van jelen.

3.3.3. Az osivarsejtek vandorldsa

Az azonositast lehetdveé tévd hatékony modszerek megjelenése utat nyitott az dsivarsejtek
vizsgalatira az embrionalis fejlddés kiilonbozd szakaszaiban (3. abra). Igy azonositani tudtak
pontos eredetiiket, illetve vandorlasukat az embrioban. A mitokondrialis felhdk kornyezetében mar
a korai oocytdban is kimutathatdé a VASA fehérje anti-CVH immunhisztokémia segitségével

(Tsunekawa et al., 2000).

Az Eyal-Giladi és Kochav féle nevezéktan [V-es stadiumaban atlagosan 6-8 Osivarsejtet
talalunk (Yoon et al., 1997; Tsunekawa et al., 2000), késdbb az EGK X-es stddiumban szamuk 30-
130 db-ra tehetd (Kochav et al., 1980; Tsunekawa et al., 2000). Ez a 30-130 dsivarsejt a frissen
helyezkedik el (Kochav et al., 1980; Ginsburg, 1994). Ezt kdvetden indul az dsivarsejtek elsod
vandorlasa, mely soran az epiblasztbol kilépve a hipoblaszt egy extra-embrionalis teriiletére Iépnek
be az embri6 anterior felén; ezt a régidt germinalis félholdnak nevezziik. Ez az elsé vandorlas
passziv modon megy végbe (Karageng et al., 1996). A germindlis félholdban torténik a sejtek elsd
jelentds sejtosztodasi periddusa is, az EGK X-es és HH 9-es stddium kozott szdmuk
megharomszorozodik. Késébb a HH 10-es stadiumtol kezdddden belépnek a germinalis félhold
tertiletén formal6do erekbe ¢s megkezdik vandorlasukat a fejlodd ivarlécek felé (Kuwana and

Fujimoto, 1984). Az Osivarsejtek keringésben torténd vandorlasa a madarak és egyes hiillok
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sajatossadga. A keringésben jelen 1évo Osivarsejtekre gyakran utalnak cPGC-ként (circulating
PGCs). Az Osivarsejtek koncentracidja a keringésben a HH 14-es stddiumban éri el a cstcsat
(hazityukban 50-53 oraval a tojasrakést kovetden) (Tajima et al., 1999). A vandorl6 6sivarsejtek
az intermedier mezoderma teriiletén 1épnek ki a keringésbdl, és kezdenek koncentralodni a HH 15
— HH 17 stadiumtol kezdédden (hazityukban 52-64 oraval a tojasrakast kovetden) (Nakamura et
al., 2007). A keringésbdl kilépo Osivarsejtek a dorsalis mesenterium mentén vandorolnak tovabb,

majd belépnek a fejlédo ivarlécekbe és azokat kolonizaljak (Fujimoto et al., 1976).

A sejtek mozgasa madarakban még nem teljesen tisztazott. Amit tudunk, hogy szamos
extracellularis matrix molekula (laminin, fibronektin, kondroitin szulfat és kollagén 1V) az
Osivarsejtek vandorlasaval térben és id6ben pozitivan korrelalé moédon van jelen az embridoban
(Urven et al., 1989). Azonban ezek a molekuldk 6nmagukban nem képesek az dsivarsejteket az
ivarlécekhez ,,elvezetni”. Zebradénidban és egérben kimutattak, hogy a korai embriondlis fejlodés
soran a késdbbi ivarszervek teriiletén képz6dd SDF1 (stromal cell-derived factor 1) kemokin
fontos szerepet jatszik a sejtek kemotaxisaban (Doitsidou et al., 2002; Ara et al., 2003). Azt is
bizonyitottak, hogy az dsivarsejtek altal expresszalt CXCR4 receptor koti a kemokint (Knaut et
al., 2003; Molyneaux et al., 2003). Madarak esetében leirtdk, hogy az SDF1-nek szerepe van a
vandorlds masodik fazisaban, vagyis a sejtek erekbdl valod kilépésében és az ivarszervek
megtalalasaban (3. dbra). Stebler és munkatarsai leirtdk, hogy az intermedier mesoderma teriiletén
talalhato sejtek gyakran rendelkeznek megnyult allabakkal, melyek tipikus sejtalkotok aktiv
helyvaltoztatasra képes sejtek esetében (Stebler et al., 2004).
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3. abra. Az dsivarsejtek lokalizacidja és a jellemz6 markerek megjelenése az embrionalis fejlédés soran. Az
Osivarsejtek (az abran pirossal jelolve) el6szor a X-es stadium®i embrioban azonosithatéak, ekkor az area pellucida

V4

9-12-es stadiumban kezdenek elhagyni, hogy vandorlasukat a keringésben folytassak. A HH 13-16-os stadiumok
kozott az erekben talalhatoak (ez a madarakra és hiillékre jellemz6 tulajdonsag szamos modszer alapjaul szolgal). A
keringésb6l a HH 18-21-es stadiumok kozott 1épnek ki, majd utolsé allomasként a fejlodo ivarszervekbe 1épnek be,
ahol késobb érett ivarsejtekké fejlodnek. A VASA és DAZL a fejlédés kezdetétdl jelen vannak és mara a
legelterjedtebb eszkdzei az Osivarsejtek azonositasanak. Az SSEA-1, EMA-1 és PAS csak a X-es stddium utan
alkalmazhaté megbizhatéan. Az SDF1-nek szerepe van a vandorlds masodik fazisaban, vagyis a sejtek erekbdl vald
kilépésében ¢és az ivarszervek megtalalasaban, igy ez a vandorlds végsd szakasza soran bizonyult hasznosnak.
(Moédositva Kim and Han, 2018 nyoman.)

3.3.4. Az ivarsejtek fejlodése

Az embrionalis gonad fejlédésével a korabban bevandorolt dsivarsejtek is megkezdik az
osztddast. Az ivarszervben taldlhatd Osivarsejteket gyakran gPGC (gonadal PGC) vagy GGC
(gonadal germ cell) néven is emlitik. A HH 29-es stddiumot (tojasrakas utani 6. nap hazityukban)
kovetden megindul a gonadok ivarspecifikus fejlddése, mely soran a himekben két egyenrangu
here fejlodése veszi kezdetét, mig tojokban a jobb ivarszerv fokozatosan visszafejlodik €s csak a
bal fejlddik miikddod petefészekké. Ettdl a stadiumtol kezdve a him dsivarsejtek osztddésa sziinetel
(Méndez et al., 2005) és csak a bal oldali ndivart ivarszervben figyelhetlink meg ivarsejt osztodast.
Becslések szerint a HH 35 és 43 (tojasrakas utani 9-17. nap hazityukban) stddiumok kozott az
Osivarsejtek szama huszondtszordsére nd a bal petefészekben (Hughes, 1963). A jobboldali
petefészekbe bevandorolt dsivarsejtek apoptdzis altal eliminalddnak a kikelésig. A tojokban az
Osivarsejtek meidzisa a HH 41-es stddium (tojasrakas utani 15. nap hazitytkban) koriil aktivalodik.
Sok mas €l6lényhez hasonléan madarakban is a retinsavnak (RA) van nagy szerepe az inicialasban.

A retinsav szintézise precizen szabalyozott a szOvetspecifikus retinaldehid dehidrogenéz
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(RALDH) enzimcsalad altal, melynek tagjai a RALDH1, RALDH2 és RALDH3 enzimek (Smith
et al., 2008). Hazityuk embridkban a RALDH2-nek van a legnagyobb szerepe az RA szintézisében
(4. 4bra). Az embriondlis ivarszervekben a HH 30 stadiumot (tojasrakds utdni 6,5. nap
hazitytukban) kovetden a RALDH2 expresszi6 erdteljes ndvekedést mutat mindkét ivarban és meg
is marad a fejlédés soran (Smith et al., 2008). Az RA mennyisége a RALDH2 mellett egy RA-
bonté enzim a CYP26B1 (citokrom P450, 26-os csalad, B alcsalad, 1-es) altal szabalyozott.
CYP26BI1 jelenlétében a RALDH2 nem képes RA-t felhalmozni az dsivarsejtek kornyezetében,
2008). Ez torténik a himekben, ahol a CYP26BI1 expresszido folyamatos az embrionalis
ivarszervekben. Tojokban a HH 38-as stddiumig van expresszio, azonban ezutdn fokozatosan
csokken, majd eltiinik. gy ezt kovetéen megindulhat a meidzis. A retinsav jelatvitelében két
receptor csalad is szerepet jatszik: RAR (RA receptor) és RXR (retinoid X receptor). Hazitytikban
a RAR harom valtozatat is azonositottak (a, B, v), melyek koziil a RARP van jelen mindkét ivar
Osivarsejtjeiben a HH 30-as stadiumot kdvetden. Az RA a RARP receptoron keresztiil indukalja a
STRAS (Stimulated by retinoic acid 8) expressziot az Osivarsejtekben a HH 38-as stadiumtdl, mely

eredményeként tojokban megindul a mei6zis (Smith et al., 2008).

RALDH2
Retinal () . Retinsav (RA) @

Szomatikus sejtek

RA
HH 30 O,\ | HH30
N6ivara — CYP26B1 | Himivaru
GGC N | GGC
“.nucleus '
RA @ @
HH 38 X cYP26B1 HH38 /\7
Néivari Himivard CYP26B1
GGC C ) GGC

meiozis

4. abra. A retinsav (RA) és retinaldehid dehidrogenaz (RALDH) szerepe az ivarsejtek fejlédésében. A
madarakban a retinsav (RA) kulcsszerepet jatszik a meiozis inicializalasaban. A retinsav szintézise precizen
szabalyozott a szovetspecifikus retinaldehid dehidrogenaz (RALDH) enzimcsalad altal. Az embrionalis
ivarszervekben a HH 30 stadiumot kovetden a RALDH2 expresszio erdteljes novekedést mutat mindkét ivarban és
meg is marad a fejlodés soran. Az RA mennyisége a RALDH2 mellett egy RA-bonté enzim a CYP26B1 (citokrom
P450, 26-os csalad, B alcsalad, 1-es) altal is szabalyozott. CYP26B1 jelenlétében a RALDH2 nem képes RA-t
felhalmozni az dsivarsejtek kdrnyezetében, igy abbol nem jut be elég a sejtekbe, megakadalyozva ezzel meiozis
aktivacigjat. Ez torténik a himekben, ahol a CYP26BI1 expresszi6 folyamatos az embrionalis ivarszervekben.
Tojokban a HH 38-as stadiumig van expresszio, azonban ezutan fokozatosan csokken, majd eltiinik. {gy ezt kdveten
megindulhat a mei6zis. (Mddositva Tagami et al., 2017 nyoman.)
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3.4. A madar, mint modell rendszer jelentosége és felhasznalasi teriiletei

Napjainkban az egér modell szamit a legelterjedtebbnek az allatmodellek koziil, azonban
sok esetben rendelkezésre all a kérdésfelvetéshez jobban illeszked6 faj. Human sziv- és keringési

betegségek modellezésére példaul sok esetben nyulat hasznalnak (Major et al., 2016).

Az utobbi években egyre nagyobb teret nyertek a madar modellek is az alap- és alkalmazott
kutatési projektekben. A madar embri6 haszndlatdnak nagy hagyoménya van a fejlddésbiologiai
vizsgalatokban, de szamos 11j felfedezés sziiletett az immunologia, genetika, viroldgia, rakkutatas
¢s a sejtbioldgia teriiletén is. Ennek legfébb oka, hogy az embrionalis fejlédés nagy része a tojo
testén kivil zajlik, igy a szervek és szovetek konnyen hozzaférhetdk, ezaltal konnyen
megismerhetok az embriok fejlédését iranyité genetikai szabalyozdsi mechanizmusok. Ezen
vizsgalatok eredményeként lehetévé valt a human betegségeket kialakitd rendellenességek
okainak azonositasa, vagy a sziv és érrendszeri betegségek, illetve a sejtek pusztulasat eldidézo
genetikai hattér megismerése. Ezen feliil egyre tobb példat lathatunk genom szerkesztett hazitytk
vonalak kialakitasara is. A genom editalt tyuk vonalaknak egyrészt nagy jelentdsége lehet a
biztonsagos ¢élelmiszerek eldallitasaban (természetesen a megfeleld koriiltekintés és szabalyozas
mellett), masrészt lehetdséget kinalnak szamos 0j betegségmodell 1étrehozasara, vagy a tojasban
torténd hatdéanyag eldallitasara, bioreaktorként alkalmazva azt. Egyre nagyobb a jelentdsége a
gazdasagilag fontos, veszélyeztetett vagy Oshonos fajok, fajtak génmegdrzésének, melyhez a

tertilet biotechnologiai modszereinek folyamatos fejlesztése is sziikséges.

3.4.1. Génszerkesztett madarak létrehozdsa

A genom szerkesztés lehetdségével 1) korszak nyilt az él6lények genotipusanak (és ezen
keresztiil fenotipusanak és tulajdonsagainak) megvaltoztatasara. Ezt megel6zden a tenyésztok
hagyomanyos modszerekkel igyekeztek elérni minél jobb mindséget és termelékenységet
(Andersson and Georges, 2004). Ha a hagyomanyos moddszerrel, illetve a genom editalassal
létrehozott transzgenezist dsszehasonlitjuk, akkor azt lathatjuk, hogy a két modszer ugyanarra az
eredményre vezet, kiilonbség a hatékonysagban és a gyorsasdgban tapasztalhatd. Ahhoz, hogy
barmilyen allatban célzott genetikai moddositdsokat végezhessiink, sziikséges a csiravonal
sejtjeinek (Osivarsejtek €s ivarsejtek) megvaltoztatasa, hiszen ezeken a sejteken keresztiil érhetlink
el generacidkon ativeld hatast (Lee et al., 2015). Madarak esetében a fejlodés jellege (tojasrakas,
nagy mennyiségli szik, diszkoidalis meroblasztikus barazdalodas) az emldsokétdl jelentdsen eltérd
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genom editalasi stratégia kifejlesztését igényelte (Han, 2009). A zigota és a korai embrionalis
stddiumok nagyon nehezen hozzaférhetdk, igy a tojasrakds utani stddiumokra (EGK X-es és
iddsebb) kellett fokuszalni. Az EGK X-es stadiumtdl kezdédden az embrid mar a gasztrulacio
folyamatan megy keresztiil (30.000-50.000 sejt), tehat nincs lehetdség az embrid Osszes sejtjét egy

1épésben modositani, mint az emlds rendszerekben.

Az elsé transzgenikus hazityGk Iétrehozasdhoz egy retrovirus alapu vektort
mikroinjektaltak EGK X-es embriok szubgerminalis tiregébe (Salter et al., 1986). Mas virus alapu
konstrukciokkal is probalkoztak, amiket EGK X-es embriokba (Bosselman et al., 1989; Thoraval
et al., 1995; Sherman et al., 1998), vagy megtermékenyitett tojasokba (Love et al., 1994; Sherman
et al., 1998), illetve blasztodermalis sejtekbe mikroinjektaltak (Zhu et al., 2005). Altalanossagban
elmondhat6, hogy ezen modszerek alkalmazasa nem volt hatékony, igy egyik sem terjedt el széles

korben.

Az 4ttorést az Osivarsejtek hatékony izolaldsanak és hosszu tavu in vitro tenyésztésének
kidolgozasa jelentette. Hazitytkban az els6 Osivarsejt alapu transzgenezist retrovirus vektorokat
alkalmazva hoztdk létre (Vick et al., 1993). PiggyBac, vagy Tol2 transzpozon vektorok
Osivarsejtekbe torténd juttatdsaval is sikeriilt transzgénikus tyukokat létrehozni (Macdonald et al.,
2012; Park and Han, 2012). A vektorokat lipofektaminos transzfekcioval vagy elektroporalassal
juttattak be a sejtekbe.

Azokndl a fajoknal, ahol az dsivarsejtek sejttenyészetekben torténd fenntartadsa még nem
megoldott, megjelentek alternativ mddszerek is. Ilyen példaul, amikor a virus vektort tartalmazé
transzfekcids oldatot kozvetleniil a HH 14-16-os stddiumu embriok vérkeringésébe injektaljak

(Zhang et al., 2012; Tyack et al., 2013).

A kozelmultban, a precizidos genomszerkesztés megjelenésével lehetové valt célzott
genetikai modositasok 1étrehozésa is. Ezeket a technikakat hdrom nagy csoportba sorolhatjuk: a
cink-ujj nukledzok (ZFN, zink-finger nucleases), a TALEN (transcription activator-like effector
nucleases), valamint a CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
genomeditalasi modszereket. A ,hagyoméanyos” génmoddositasi eljarasokat Osszehasonlitva
ezekkel a technikédkkal joval hatékonyabb homoldg rekombinacio érhetd el, €s pontosan tervezhetd
a szerkesztés helye. Madarakban a ZFN alkalmazasarol még nem szamoltak be, azonban TALEN
¢s CRISPR technika segitségével szamos génszerkesztett madarat hoztak 1étre. 2014-ben irtak le
az els6 TALEN modszerrel 1étrehozott génkititott (knock-out) hazityukokat. Ebben a vizsgélatban
az ovalbumin gént iitotték ki célzott modositassal in vitro tenyésztett Osivarsejtekben, majd
ezekbdl hoztak létre ivarszervi kimérakat, végiil pedig génszerkesztett allatokat (Park et al., 2014).

Nem sokkal késébb az elsé CRISPR knock-out hazitytk is kikelt, ezt Oishi és kollégai publikaltak.
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Kisérletiikben az ovalbumin és ovomucoid géneket is sikeresen kiiitotték, szintén sejttenyészetben
fenntartott dsivarsejtek modositasan keresztiil (Oishi et al., 2016). A genom editalasi folyamat
meggyorsitdsara is talalhatunk példat: Cooper és munkatdrsai a spermiumok kozvetlen
transzfekciojat (STAGE, sperm transfection assisted gene editing) végezték el CRISPR-Cas9
segitségével. A modszer eldnye, hogy a modositott spermiumokkal mesterségesen termékenyitve
mar az elsd generacioban heterozigdta génszerkesztett dllatokat kaphatunk, tovabba eldnyos lehet

azoknal a fajoknal, ahol nem lehetséges Osivarsejtek in vitro 1étrehozasa (Cooper et al., 2017).

A génszerkesztett madarak 1étrehozasa nagy jelentdséggel bir és hatalmas potencialt hordoz
szamos tudomadnyteriileten, azonban fontos megjegyezni, hogy az Eurdpai Unio jelenlegi
szabalyozasa mellett ezeknek a modszereknek a széleskorii gyakorlati alkalmazasa jelenleg nem

lehetséges.

3.4.2. A tojas, mint bioreaktor

2015 és 2017 kozott az USA-ban tobb mint 100 0 gyogyszer hatdoanyagot engedélyeztek,
melynek nagy hanyada fehérje alapti. Tovabba klinikai fazisban van hasonl6 szdmu rekombinans

protein (Pham, 2018) alkalmazasa is.

Jelenleg a hatoanyag termelés egy része prokariota sejtkultarakban zajlik, azonban a human
gyogyszernek szant anyagok esetében az engedélyezett fehérjék dontd tobbségét emlds eredetii
sejtekben termeltetik (Sanchez-Garcia et al., 2016). A sejt alapt rendszerek bizonyitottak
hasznossagukat, de vannak korlataik. A prokariota sejtek glikozilacidja, illetve a prokariota sejtek
¢s élesztégombak poszt-transzlacios modositasai példaul kiilonboznek az eukariotakban leirtaktol,
igy human célra kevésbé alkalmasak (Cain et al., 2014). Az emldssejt alapt rendszerek hatranya
pedig a magas eldallitasi és fenntartdsi koltség. Ennek kdszonhetden a kutatok alternativ (nem
sejtkultira alapt) megoldasok felé nyitottak, példaul a madarak és tojasaik felhasznalasa a
termeltetésre. A hazityik és tojasa tobb szempontbol is alkalmas erre, igy napjainkban egyre
inkabb eldtérbe keriil, ha bioreaktor rendszerek kialakitdsa a cél humén terapids anyagok
eldallitdsara. A tojas protein tartalma magas és egy atlagos tytik tobb mint évi 300 tojast is rakhat,
igy nagy mennyiségben allithatjuk el6 a kivant anyagot. Generacids idejiik a haszonéllatok kdzott
viszonylag rovid, tovabba gyorsan létrehozhato termeld allomény az alapitoé egyedekbdl. Az elsd
bioreaktor célu génmodositott madarat 2002-ben hoztak létre. Ebben az idészakban még nem
ismertek szovetspecifikus promotereket, igy az allat egész testében (és a tojas fehérjében is)

termeltették a B-laktamdzt (Harvey et al., 2002). Ezt kovette az elsé biologiailag aktiv human
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fehérje; az interferon a-2b tojasfehérjében torténd produkcidja (Rapp et al., 2003). Ezutan szamos
publikécid sziiletett a témaban, melyek a hatékonysag novelését, vagy egy 11j fehérje termelését
tlzték ki célul. Az indukdlhaté promoterek hasznalata példaul nagy eldrelépés volt, hiszen
segitségiikkel a termeltetett fehérje citotoxicitasanak hatasara 1étrejott fejlodési rendellenességek
szama csOkkent (Koo et al., 2010; Kwon et al., 2011). A kdvetkezd fejlesztés ezen a teriileten a
szovetspecifikus promoterek haszndlata volt, ilyen példaul az ovalbumin promoter. A tojasfehérje
protein tartalmanak 56%-a ovalbumin, mely a tojads formécié sordn a magnum mirigyeiben
termelddik, tehat a promotere magnum-specifikus, ezaltal lehetségessé valik, hogy a tojasfehérjébe
termeltessiink egy transzgént. Az els6 ilyen sikeres kisérlet soran, egy monoklonalis antitestet
termeltettek a tojasokban (Zhu et al., 2005). A rendszer miikodott, de kis mennyiségii expressziot
a magnumon kiviil is tapasztaltak (példaul a szérumban), illetve az atorokithetdség is alacsony
volt. Tovabbi vizsgdlatok kovetkeztek, melyek ) ovalbumin promoter varidciokat is teszteltek,
majd 2018-ban Kwon és munkatarsai kozolték, hogy sikeriilt olyan transzgenikus hazitytk vonalat
eldallitani, mely stabilan expresszalja a human eritropoetint (hEPO) a tojasban és a fehérje
biologiai aktivitasa megegyezik az emlds rendszerben termeltetettel. Az allat szervezetében a
magnumon kiviil nem talaltak expressziot (Kwon et al., 2018). A jovOben szdmithatunk ra, hogy
a magnum-specifikus gének és promotereik kutatasa tovabb folytatodik, és boviil a felhasznalhato

promoterek kore.

3.4.3. Madar modell az alapkutatasban

A madar, legféképpen a hazityuk embridkon végzett vizsgalatok szamos fejlédésbiologiai
felfedezés alapjaul szolgaltak. Hazityuk embrioban irtak le példaul az artériak és véndk funkciojat,
tovabba feltételezték a kapillarisok 6sszekotd szerepét (Harvey and Sigerist, 1628). Hozzéjarultak
a harom csiralemez és a ganglionléc felfedezéséhez (Pander, 1817). Madar modellben fedezték fel
a virusok és a rak kialakuldsa k6zotti elsd kapcsolatot, melyért Rous 1966-ban Nobel-dijat is kapott
(Rous Sarcoma Virus, RSV) (Rous, 1911). Waddington az 1930-as években szamos fontos
folyamatot irt le, pl.: az extraembrionalis endoderma (hipoblaszt) szabalyozé szerepét az embrid
polaritasaban és primitiv csik kialakuldsdban (Stern, 2000). Madarakban irtdk le a T- és B-
limfocitak  jelenlétét (utdbbit a Bursa Fabricii-bol, mely madar specifikus szerv), mely
napjainkban is meghataroz6 jelentéségti (Miller, 2004). 1975-ben Nobel-dijjal jutalmaztik a
reverz transzkriptdz felfedezését és az RNS virusok gazda sejtbe torténd bejutdsanak leirasat,
melyhez a modell szervezet szintén a hazityuk volt (Perevozchikov et al., 1973). Madarakban irtak

le azon gének elsé csoportjat, melyek a bal-jobb aszimmetria kialakitdsdban jatszanak szerepet,
28



tovabba azokat a molekulakat, amelyek a végtagbimb6 megjelenéséért felelések (Raya and Izpisua

Belmonte, 2004; Tickle, 2004).

Erdemes még megemliteni, hogy a hazity(ik tobb ezer éves héziasitasa folyaman szamos
fajta és valtozat alakult ki. Ezek kozott szdmos olyan vonal van, mely genetikai szempontbol
értékes mutaciokat hordoz, fontos alapanyagként szolgalhatnak genetikai vizsgalatokhoz, esetleg

uj géneket sikeriilhet azonositani altaluk.

3.5. Génmegorzés madar embrionalis sejtek felhasznalasaval

A genetikai informacié mélyhiités altali megdrzése gazdasagos modja a mezdgazdasagban,
iparban ¢és kutatasban hasznalt fajok és fajtak fenntartasanak. Emldsok esetében a rendelkezésre
allo eszk6zok tarhaza joval szélesebb, szamos gazdasagilag fontos fajndl rutin eljarasnak szamit a
spermiumok, petesejtek €s embriok mélyhiitése, az in vitro fertilizacio, illetve a szomatikus
sejtmag vagy embri6 atiiltetés. Az emlitett technikak fejlettsége elérte azt a technikai szinvonalat
¢és biztonsagi szintet, ami lehet6vé tette, hogy a human orvoslés is atvegye és alkalmazza azokat

fertilitasi problémak kezelésére (Patakiné Varkonyi et al., 2017).

Minden tojassal szaporodo szervezet esetében, igy a madarak esetében is, az intakt embriok
krioprezervacidja lenne a legkézenfekvObb megoldas az ex situ in vitro megdrzésre, azonban a
tojasban talalhat6 nagy mennyiségli szikanyag miatt ez jelenleg nem lehetséges. A spermiumok
mélyhiitése madarak esetében szamos fajndl (pl.: hazityuk, lud, kacsa, pulyka, gydngyos)
kidolgozott (Lake and Stewart, 1978; Hammerstedt and Graham, 1992; Véradi et al., 2013), de
hatékonysdga nagy valtozatossagot mutat fajok, fajtak, vonalak, de akar egyedek ko6zott is (Tajima
et al., 1990; Chalah et al., 1999). Tovabbi limitalo tényezd, hogy madarak esetében a tojé a
heterogametikus ivar (ZW ivari kromoszomakkal), igy a spermium mélyhiitésén alapuld
moddszerek dnmagukban nem képesek a W ivari kromoszdémaban, illetve a mitokondrialis DNS-
ben raktdrozott informacidk megdrzésére. Habar hazityukban a sperma mélyhltése
megvaldsithatd, ennek ellenére a génmegodrzés elsdsorban €16 populaciok fenntartdsaban jelenik
meg az alloményok dontd tobbségénél. Az in situ megdrzés azonban szamos veszélyt rejt,
drasztikus kovetkezményei lehetnek egy esetleges fertdzésnek (pl. madarinfluenza), vagy
kornyezeti katasztrofanak, kockaztatva ezzel az alloméanyokban rejlé genetikai valtozatossagot.
Tovébbi hatranya az in situ stratégianak, hogy a telepek ¢€s az éallathdzak fenntartasa, a munkaerd
bére, valamint a folyamatos takarmany ¢&s allatorvosi kiadasok miatt rendkiviil koltséges (Patakiné

Varkonyi et al., 2017).
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A genetikai anyag megOrzésének masik modja madarak esetében az embriondlis sejtek
mélyhiitése, majd sziikség esetén, a felolvasztast kovetéen azok recipiens embrioba vald
visszaiiltetése (Tajima, 2002; Naito, 2003), mellyel a teljes genetikai anyag (tehat a ndivar is)
megorizhetd. Jelenleg az embrionalis eredeti sejtek felhasznalasaval torténd génmegdrzésnek
harom moddszere ismert, fliiggden a sejt tipusatol, illetve a koratdl; blasztodermalis (BC) sejtekkel,
cirkulalé (cPGC), illetve a gonadbol szarmazo primordialis Osivarsejtekkel (gPGC, illetve GGC)
(Patakin¢ Vérkonyi et al., 2017). Napjainkra szdmos hazityuk fajtabol — koztiik 6shonos
vonalakbdl is - sikeriilt dsivarsejt tenyészeteket alapitani (Van De Lavoir et al., 2006; Macdonald
et al., 2010; Miyahara et al., 2014; Tonus et al., 2016). A folyamat szempontjabol ennek
legnagyobb eldnye, hogy egyedi embriokbol is lehetséges a mélyhttéshez és injektalashoz
elegendd szamu PG sejtet eldallitani, igy el6segitve a minél szélesebb alapokon nyugvo genetikai
informacio tarolasat. Ugyan a PG sejtek izolalasdhoz, in vitro tenyésztéséhez és mélyhiitéséhez
sziikséges infrastruktira és vegyszer koltséges, mégis joval elmarad egy ex sifu allomany
folyamatos fenntartasaval jar6 kiadasokhoz képest, raadasul az igy tarolt sejtek védettek a
fertdzésekkel, szaporodasbiologiai problémakkal és egyes kornyezeti karositasokkal szemben

(Patakiné Varkonyi et al., 2017).

3.5.1. A madar embriondlis dssejtek hosszutdavu fenntartdsa

3.5.1.1. Hosszutavu fenntartas sejttenyészetben

3.5.1.1.1. Blasztodermalis sejt — fenntartas sejttenyészetben

Madarak esetében tehat a petesejt, illetve korai embriok mélyhtitése nem megoldott, igy az
embriondlis sejtek mélyhiitése, majd felolvasztds utdn ezek recipiens embrioba torténd
visszainjektalasa sziikséges. A megtojas pillanatdban a hazityak embridé kb. 50000 - 60000 sejtet
tartalmaz (Yan et al., 2014). Ezek a blasztodermalis sejtek (BC), pluripotensek, aktivan osztodnak,
nem specializalodott, széles korli differencidlodasi képességgel rendelkeznek. Az Ossejtek
genomja a teljes genetikai programot tartalmazza, igy felépiilhet beldliik az adott egyed egész
szervezete, az ivarsejteket is beleértve. Az in vitro génmeg0Orzés egyik lehetséges utja madarakban
éppen ezeknek a csirakorongbol kinyerhetd pluripotens embrionalis sejteknek a hosszutdvon
torténd tarolasa. Madaraknal els6ként Pain és munkatarsai (Pain et al., 1996) allitottak eld

pluripotens embriondlis eredetii sejtvonalat (cESC, chicken embryonic stem cell) hazityuk és fiirj
30



embriobol. A tenyésztéshez egy specidlis egér embriondlis fibroblaszt sejtvonalat (STO)
hasznaltak taplalosejt-rétegként. Megallapitottak, hogy ezen sejtek hosszl tdvu fenntartisa csak
leukémia inhibicios faktort (LIF-et) tartalmazo tapoldatban lehetséges, mert e nélkil, a
legkiilonb6zobb fejlddési iranyokba differencidlédnak, ektoderma, mezoderma, illetve endoderma
szerl sejtekké. A cESC-t felhasznalva sikeresen allitottak elé baromfi kimérakat. Késobb a STO
sejteket hazitytik embrionalis fibroblaszt sejtvonalra (CEF) cserélték és az egér eredetti LIF helyett
(mLIF) hazityuk LIF (cLIF) keriilt a tapoldatba. Tovabbi fejlesztés volt, hogy nem az egész
embriddiszket hasznaltdk fel a sejtvonal alapitdshoz (ahogy a korabbi vizsgalatokban tették),

hanem csak az area pellucida sejtjeit (Intarapat and Stern, 2013).

Ezek a mddositasok mind hozzajarultak a tenyésztési koriilmények javitdsadhoz, azonban a
hosszatavu fenntartds sordn a sejtek mégis elvesztették azon képességiiket, hogy a recipiens
embriokba vald visszajuttatast kovetden ivarsejtekké differencidlodjanak. Az elsé magyardzat
szerint maguk az ES sejtek veszitik el képességiiket a csiravonal irdnyt differencidlodéasra. Egy
késdbbi hipotézis szerint viszont a X-es stddiumban az dsivarsejtek (PGC-k) még az epiblasztban
talalhatoak, ezért lehetséges ivarszervi kimérakat 1étrehozni, ha a blasztodiszkbdl frissen izolalt
sejtszuszpenziot injektalunk recipiens embriokba (Lavial and Pain, 2010). Feltehet6en az ES sejtek
szamara kifejlesztett médium nem tamogatja a PGC-k osztodasat, igy a hosszu tavon tenyésztett
sejtek kozott mar csak a BC eredetii dssejteket talalunk (ESC-k), melyek eredendden nem képesek
részt venni a csiravonal kialakitasdban (Lavial and Pain, 2010). Ezért a blasztodiszk-ben levd
sejteket a tenyésztés korai fazisaban le kell fagyasztani, vagyis ez a modszer csak mélyhiitéssel
kombinélva alkalmas a baromfifajok genetikai anyagdnak meg0Orzésére (Whyte et al., 2015;

Patakiné Varkonyi et al., 2017).

3.5.1.1.2. Osivarsejt — fenntartas sejttenyészetben

A hazityuk embridkbodl szarmazo dsivarsejtek felszaporitasa, a mélyhités, illetve a recipiens
embriokba vald visszaiiltetés eldtt a kezdetektdl stratégiai jelentdséggel birt. A modern
génmegdrzési modszerekhez elengedhetetlen, hogy az egyedi embriokbdl szdrmazd genetikai
informacio alljon rendelkezésiinkre. Azonban az ehhez sziikséges modszerek csak hosszas
tapoldat fejlesztési kutatasok eredményeként alltak elé (Patakiné Varkonyi et al., 2017). Eldszor
megfeleld tenyésztdé médium hidnyaban tobb embridbol szarmazo sejtek gytjtésével ¢€s
keverésével emelték a kisérletekhez sziikséges sejtek szamat, azonban egyes eljarasokhoz még ez

is kevés volt. Az elsd sikeres in vitro tenyésztés soran ivarszervi stroma sejtekbdl allo taplalose;jt
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réteget hasznaltak. Ezt 5 napos embridk ivarlécébdl allitottak eld, és segitségiikkel 4 napon
keresztiil tudtdk fenntartani az Osivarsejteket (Chang et al., 1995). Az alkalmazott médium
tartalmazott novekedési faktorokat (IGF1 — insulin-like growth factor-1, FGF2 — fibroblast growth
factor-2, LIF) és szérumot. A tdpoldat ugyan alkalmas volt az O&sivarsejtek csiravonal
specifikussdganak fenntartasra, azonban a sejtosztodas tul lassu volt, igy hasznalata nem terjedt el.
Az elsd eljaras és tenyésztd médium, amellyel hosszi tdvon fenntarthatova valtak az egyedi
embridbol izolalt sejtek, rendkiviil nagy jelentdségii attérés volt 2006-ban (Van De Lavoir et al.,
2006). A médium alkalmas volt a him 6sivarsejtek akar 100 napnal hosszabb tenyésztésére,
azonban a tojo eredetli sejtek 77 nap tenyésztés utdn mar nem voltak alkalmasak ivarsejtek
kialakitasara. Buffalo rat liver (BRL) sejteket hasznaltak taplalosejtnek, és a médium
szarvasmarha magzati savot (fetal bovine serum, FBS), tytk szérumot és huméan FGF2-t
tartalmazott. Ezt kovetden szdmos fejlesztés jelent meg kiilonb6zd kutatdocsoportok munkéjanak
koszonhetden. Kezdetben taplalosejt réteget is alkalmaztak, majd egyre tobb, a molekuléris
jelatviteli ut feltérképezésén keresztiil, a PG sejtek igényeinek jobban megfeleld taplaldsejt mentes
rendszert fejlesztettek ki (Choi et al., 2010; Macdonald et al., 2010; Miyahara et al., 2014, 2016).
McGrew és munkatarsai 2015-ben kozolték 1) tapoldatukat, melynek létrehozasakor felhasznaltak
a legfrissebb molekularis biologiai és jelatviteli informaciokat (Whyte et al., 2015). Ez a tdplalosejt
és szérum mentes médium mar alkalmas volt mindkét ivarbol szarmazd sejttenyészetek
l1étrehozésara, és még hossza tavl fenntartast kovetden is, miikddo ivarsejtek képzddtek beldliik a
recipiens embriok ivarszervében. Ujdonsag volt a médium alacsony osmolaritésa (250 osmol/kg)
és alacsony kalcium koncentraciéja (0,15 mM). Igy, ez a tapoldat alkalmas volt arra, hogy mindkét
ivarbol szarmazod Gsivarsejtek nagy hatékonysaggal fenntarthatok €s felsokszorozhatdk legyenek
a mélyhtités (Nandi et al., 2016) €s a recipiensbe valo injektalas eldtt (Patakiné Varkonyi et al.,

2017).

3.5.1.2. Hosszutavu fenntartas mélyhiitéssel

3.5.1.2.1. Blasztodermalis sejt — fenntartds mélyhitéssel

A napjainkig leginkabb alkalmazott madar embrionalis ssejt mélyhiitési protokoll a sejtek
lasstt mélyhtitésén alapul. Az eljaras szérum tartalmi médiumot hasznal, mely krioprotektansként
10%-ban dimetil-szulfoxidot (DMSO) tartalmaz ¢és 1°C / perc hiitési sebességet alkalmaz

(Patakiné¢ Varkonyi et al., 2017). Madar embriondlis sejtek mélyhiitésérdl eldszor Naito és
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munkatarsai (Naito et al., 1992) szamoltak be fiirjnél. Az embrionalis sejtszuszpenziot tobb
blasztodiszk tripszin/EDTA oldatban torténd diszaggregaltatasaval nyerték. Reedy és munkatérsai
(Reedy et al., 1995) sikeres embrionalis blasztoderma sejt mélyhtitésrél szamolnak be hazitytknal.
A mélyhiitd oldat véddanyagként 1,5 M-os DMSO-t és 15% szarvasmarha magzati savét (FBS)
tartalmazott. A mintakat ezutdn folyékony nitrogénben taroltdk. Az igy kezelt sejtek
mikroinjektaldsa utdn az embridk 12,3%-a kelt ki, és ezekbdl 22,4% bizonyult kiméranak a tollszin
alapjan. Kino és munkatarsai 1997-ben végeztek fagyasztott-felolvasztott blasztodermalis
sejtekkel injektalast, mely soran nem csak szomatikus, de ivarszervi kimérakat is kaptak. A
fagyasztashoz 10% DMSO-t és 20% FBS-t tartalmaz6 médiumot hasznaltak és 1°C / perc hiitési
sebességet (Kino et al., 1997).

3.5.1.2.2. Osivarsejt — fenntartas mélyhiitéssel

Napjainkban a madar génbanki alkalmazasok korében leginkabb hasznalt embrionalis sejtek
az Osivarsejtek (PGC-k). A kozelmultban szamos 0sszehasonlitod vizsgalatot végeztek, melyekben
hatasat is (Moore et al., 2006; Setioko et al., 2007; Sawicka et al., 2015; Tonus et al., 2016). A
kutatasok eredményeit 6sszefoglalva elmondhato, hogy az dsivarsejtek legeredményesebben 10%
feletti szérum tartalmu, illetve 5-10% kozotti DMSO-t vagy 10% etilén glikolt tartalmazo
médiumban 2°C / perc sebesség mellett mélyhiithetdk (Patakiné Varkonyi et al., 2017). Léteznek
kereskedelmi forgalomban is kaphatd6 mélyhiité médiumok, ilyen példaul a CELLBANKER 1
(Nippon Zenyaku Kogyo, Japan), melyeket egyszerii haszndlatuknak és nagy hatékonysaguknak
koszonhetden gyakran hasznalnak faj és fajta génmegdrzési célokra (Nakamura et al., 2010a, 2011,
2013). Ugyan pillanatnyilag a vitrifikdciés modszerek még nem érték el a lassu-mélyhfités
hatékonysagat dsivarsejtek esetében, azonban varhatd, hogy a jovoben a protokollok fejlesztésével
akar meg is haladhatjdk azt (Kohara et al., 2008; Patakiné Varkonyi et al., 2017; Tonus et al.,
2017).

3.5.2. Kiméra egyedek eléallitasa madar embriondlis dssejtek recipiens embrioba

injektalasdval

Ha az embrionalis eredetli dssejteket gazdaembrioba injektaljuk (madarak esetében), vagy

nyolc sejtes embrioval aggregaltatjuk (egér esetében), azok képesek beépiilni a gazdaembridba.
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Az igy létrejott kiméra embrid, illetve a megsziiletd kiméra utod legkiilonb6ozébb szoveteiben,
szerveiben megtalalhatok lesznek az dssejtekbol 1étrejott utodsejtek (Petitte et al., 1990; Thoraval
et al,, 1995). Az igy létrehozott kimérak két eltérd genotipust (donor/recipiens) sejtvonalat
tartalmaznak (Munro, 1977; Nilsson and Cloud, 1992). A donor sejtek elhelyezkedése szerint
szomatikus vagy ivarszervi kimérakat kiilonboztethetiink meg. Szomatikus kimérarol akkor
besz¢llink, ha a donor embridbol szarmazé utddsejtek csak a testi sejtek kozott taldlhatdak meg,
vagyis az eltérd genotipusu sejtek keveredése csak a szomatikus szOvetekben torténik meg.
Ivarszervi kimérarol pedig akkor van sz6, ha a donor sejtvonalbdl szdrmazod sejtek az
ivarszervekbe is beéplilnek, és ott ivarsejtekkeé is képesek differencialédni (Patakiné Varkonyi et
al., 2017). Ebben az esetben a kimérak ivarszervében donor és recipiens embrio eredet, két eltérd
genotipusu ivarsejt termelddik (Héjja et al., 2006). Tehat az embrionalis sejtek mélyhtitésének és
visszaiiltetésének a végsd célja olyan ivarszervi kimérak eldallitdsa, amelyek ivarszervei csak a
megOrzendd fajta genomjat tartalmazzak. Ily moédon az elsd generdcidban visszanyerhetd a kivant
genotipus. Jelenleg az embriondlis eredetli sejtek atvitelével torténd kiméra eldallitasnak két
megkozelitése ismert madarak esetében. Az egyik a pluripotens embrionalis blasztoderma sejtek
(BC) mikroinjektaldsan alapul, a masik kdzéppontjaban az dsivarsejtek (PGC) alkalmazésa all

(Patakiné Varkonyi et al., 2017).

3.5.2.1. Blasztodermalis sejt

Blasztodermalis sejtek injektalasaval sikeresen allitottak el hazityuk kimérat Pettite és
munkatarsai, Carsience és munkatarsai, Etches és munkatarsai , valamint Thoraval és munkatarsai
(Petitte et al., 1990; Carsience et al., 1993; Etches et al., 1993; Thoraval et al., 1994). Fajok k6zotti
kimérakat allitottak eld fiirj blasztodermalis sejtek injektalasaval hazitylk embridkba Naito és
munkatarsai (Naito et al., 1991). A tollszin alapjan a kikelt csibék 8,1 %-a bizonyult kiméranak.
Az embriokat recipiens pulykatojdsban inkubaltdk a kelésig. Li és munkatarsai kacsa
blasztodermalis sejteket injektaltak fehér leghorn X-es stadiumu recipiens tytuktojasba (Li et al.,
2002). A 233 darab injektalt tojasbol 11 darab fenotipusos kiméra kelt ki, majd a visszakeresztezés
utdn ebbdl 1 darab ivarszervi kimérdnak bizonyult. Bebizonyosodott, hogy sziikség esetén egy
masik fajta is alkalmas lehet a megdrzendd fajta ivarsejtjeinek termelésére recipiensként. Kagami
¢s munkatarsai a madarak ivari differencidlodasat tanulmanyoztdk hazitytk kimérdkon (Kagami
et al., 1995). Az igy kapott kimérak kozott fenotipusosan him- és ndéivara koriilbelill egyforma
aranyban fordult elé. Ezek a kimérdk azonban genotipusosan ZZ/ZW kromoszoma készlettel

rendelkeztek. Ezzel szemben, amikor ndivar donor sejteket (ZW) injektaltak him recipiens
34



embridba (ZZ), csak fenotipusosan himnemii kimérakat kaptak ZW/ZZ kromoszoma készlettel.
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a him donor sejtek képesek maszkulinizalni a
néivart recipienst, de a ndivara donor sejtek nem képesek feminizalni a himivar recipienst

(Patakiné Varkonyi et al., 2017).

3.5.2.2. Osivarsejt

Ahogy a bevezetoben emlitettem az Osivarsejt alapi génmegorzésnek két modszerét
kiilonboztetjiik meg tekintettel az Osivarsejt izolalds id6pontjara. A gonad eredetli PG sejtek
(gPGC) hasznalata egyszeri és nagy mennyiségl tiszta sejtallomanyt eredményez, azonban
elkertiilhetetlen a donor embridk pusztuldsa, igy olyan esetekben nem alkalmazhat6, amikor a
felaldozhato embriok szama limitalt, vagy az embriok feldldozasa egyaltalan nem lehetséges (ritka

fajtak, veszélyeztetett fajok).

Ezekben az esetekben a keringésben vandorld dsivarsejtek (cPGC) izolalasa a megfeleld
megkdzelités, hiszen igy egyszerre kapunk a vérvételen keresztiil mintat a PG sejt felszaporitashoz
¢s a keltetdbe visszahelyezett donor embrio is tovabb fejlédhet, végiil kikelhet (Nakamura et al.,
2010b). Tovabbi fontos gyakorlati aspektus, hogy példaul halakkal ellentétben, ahol az ellenkezd
nembe injektalt fejlodo ivarsejtek nagy aranyban képesek funkcionald érett ivarsejtekké alakulni
(Okutsu et al., 2007; Yoshizaki et al., 2010), madarak esetében a hatékonysag sokkal rosszabb,
sOt, inkabb csak ritka kivételként tekinthetlink erre a folyamatra (Naito et al., 1999; Liu et al.,
2017). Ezért, ha a cél egy génmegdrzési program, csak ivar-azonos embriokba érdemes donor

eredetli sejteket injektalni (Naito et al., 1999; Tagami et al., 2007).

Minden esetben fontos, és sok esetben nehéz kérdés, hogy mi a megfeleld recipiens vonal,
fajta vagy faj. Egy Oshonos fajta esetében egy rokon fajta kézenfekvd valasztds lehet, azonban
veszélyeztetett fajok esetében a megoldas korant sem ilyen egyszeri. Erre lehet a jovOben
megoldas a xenotranszplantacio. A kozelmultban mar végeztek kisérleteket egymastdl tavolabb
es6 filogenetikai csoportok kozott is (facan, kacsa és galléros tuzok sejtek hazityukban), de
egyeldre csak a him PG sejtekkel értek el sikereket (Li et al., 2002; Seok et al., 2008; Wernery et
al., 2010; Liu et al., 2012; Van De Lavoir et al., 2012). A jovében tovabbi szdvettani vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy kideriiljon hogyan lehetséges a ndivar sejtjeinek fejlodése az idegen

recipiensben.

A genetikai informdcié Osivarsejtek formdjaban vald tarolasanak a biztonsagon kiviil van
egy tovabbi eldnye: joval olcsdbban ¢és hatékonyabban széllithatok. Az elsé mélyhiitve szallitast
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célzo kisérletek sikerrel zarultak (Nakamura, 2016). A jovoben ennek a ténynek jelentdsége lehet
egy PG sejt alapt tarold és elosztd halozat kiépitésnél is. Az itt leirt modszerek mar jelenleg is
alkalmasak a fejlett génbanki megdrzés igényeinek kiszolgalasara. Jo példa erre Japan, ahol mar

15 6shonos hazityuk és 2 gyongytyuk fajta krioprezervacidja dsivarsejtekkel is tamogatott.

Reményeink szerint hazankban is egyre jobban elterjedhet ez a rendszer és eredményesen
egészitheti ki a mar 1étezd, foként sperma fagyasztason alapuld in vitro stratégidkat (Patakiné

Véarkonyi et al., 2017).

3.5.3. Kiméra eloallitasi hatékonysag novelésének lehetoségei

A génbankban tarolt embrionalis sejtek genomjanak visszanyeréséhez kiméra egyedek
eldallitasa sziikséges. A donor sejtek a recipiens embridba vald juttatdsuk utdn beépiilnek a
recipiens embriok szovetei kdzé. A recipiens embridk ivarszervébe integralddott donor eredetii
sejtek biztositjak azt, hogy a létrejovo ivarszervi kiméra ivarsejtjeinek egy része donor eredetii

legyen.

A kimérak eldallitasa soran fontos szempont, hogy a donor sejteknek minél nagyobb
hanyada vegyen részt a kiméra felépitésében. A recipiens embrid eredetli sejtek részvételi
aranyanak csokkentésére eltéré megoldasok sziilettek madarak esetében. UV sugarzast (Aige-Gil
and Simkiss, 1991) és y-sugarzast (Carsience et al., 1993; Etches et al., 1993; Thoraval et al., 1994)
hasznaltak tobb sikeres kisérletnél. Megallapitottak, hogy a recipiens embrid besugarzasa noveli a
donor sejtek integralodasanak hatékonysagat, de az embrid fejlédése lelassul és koriilbeliil 24
oraval elmarad a kontrolltol (Carsience et al., 1993). Ezek a modszerek tehat ugyan miitkodnek,
mégsem elég megbizhatdak és hatékonyak a nagyobb léptékii felhasznaldshoz, igy a teriilet
szakért6i tjabb megoldasok felé fordultak. A buszulfan (1,4-butanediol dimethane sulfonate) egy
emlésokben korabban sikeresen alkalmazott alkilezé 4gens (Brinster and Zimmermann, 1994;
Nagano et al., 1999; Nakagawa et al., 2007), amely az embriok ivarsejtjeit karositja maradanddan,
majd az alkalmazasat kovetd tiz ora elteltével lebomlik. Madarak esetén a buszulfannak hasonl6 a
hatdsa (Reynaud, 1969; Aige-Gil and Simkiss, 1991), azonban a modszer eredményes
alkalmazasdhoz sziikség volt egy technikai fejlesztésre, mely soran egy emulzid részeként
célzottan juttathat6 a buszulfan az embrionalis ivarszerv kdrnyezetébe (Nakamura et al., 2008). A
modszer eredményeképpen rendkiviili hatékonysaggal (99.5%) sikeriilt a donor eredetii
Osivarsejteknek kolonizalni a recipiens embriok ivarszerveit (Nakamura et al., 2010b). A modszer

hatranya, hogy ha a buszulfan emulzié nem az optimalis helyen (az ivarszervek teriiletén) éri az
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embriot akkor az fejlédési rendellenességhez, illetve embrid elhalashoz vezet. Az emulzid

bejuttatasa a tojashéjon keresztiil torténik, igy a hatas helye nehezen josolhato.

A kovetkezd lehetséges megoldast a génszerkesztés mdodszerének fejlddése hozta el. Taylor
¢s munkatarsai 2017-ben szamoltak be egy chicken V4S5S4 homologue, DDX4 (CVH) knock-out
hazitytkrol (Taylor et al., 2017). Egy TALEN konstrukciéval hoztak Iétre gén kilitott
Osivarsejteket, melyek csiravonal kompetensek maradtak, igy visszainjektalva ki tudtak alakitani
egy olyan hazityuk vonalat, melyben a tojo egyedek sterilek voltak. A toj6 egyedekben
megjelentek ugyan a sajat Osivarsejtek, de a meidzis soran elimindlodtak, igy ezeket az egyedeket
alkalmazva recipiensként, azok ivarszervében donor PGC eredetii ivarsejtek termelddtek. Mivel a

him egyedek egészséges spermat termeltek, igy a vonal fenntarthato volt.

Alternativ megoldas lehet steril interspecifikus hibridek alkalmazéasa. Molnar és munkatarsai
(Molnar et al., 2019) hazityak és gyongytyuk keresztez€ésébdl szarmazo embridkat és kikelt
egyedeket vizsgéltak, mint potencialis steril recipiens hazitytk O&sivarsejtek szdmara. A
keresztezést mindkét irdnyban elvégezték: hazityuk kakasok és gyongytyuk tojok esetében 6,65 %
¢16 utodot kaptak, mig forditott iranyban 0,14 % volt a talélés. Az elsd keresztezés soran kapott
utédok mind steril kakasok voltak, amely a Haldane szabaly egy extrém valtozata. Az igy kapott
hibrid embriok keringésébe GFP-t expresszalo Osivarsejteket injektaltak, majd vizsgaltak az
ivarszervekben a jelolt sejtek jelenlétét vagy hidnyat. A donor eredetli dsivarsejtek sikeresen
vandoroltak be a steril ivarszervekbe. A vizsgalatok alapjan a steril fajhibridek alkalmasak
lehetnek univerzalis recipiensnek génmegdrzési projektekben, igy mindenképpen érdemesek a

tovabbi kutatasra.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgalatokban résztvevo oshonos tyukfajtak jellemzése

4.1.1. Magyar tyukfajtik

A magyar tyukfajtak kett6shasznuak, jellemz0 rajuk a kdzepes testméret. A tyukok sulya
atlagosan 2,0-2,3 kg, a kakasoké 2,5-3,0 kg. Jellemzd rajuk a széles, telt és dombora mell, a
magasan tlizott szarny, a jol fejlett tojohas, a kdzéphosszu €s sarga 1ab, a test nagysagéhoz
viszonyitva tulfejlett faroktollak €s a testhez simul¢ tollazat. Fejlik kicsiny, koponyajuk domboru,
csOriik rovid és erds tovi, szemiik élénk. A taréj kozépnagy és hatranyuld, egyenesen felallo, a
tojoké gyakran megdolt, egyenletesen csipkézett egyszerli flirésztaraj. Az all-lebeny finom

tapintasu és lekerekitett, a fiillebeny tojasdad alaku és altalaban teljesen élénkvords.

A magyar tyuk legfébb értéke finom rosta és izletes husa, mely alapjan méltan népszeri
itthon és kiilfoldon egyarant. Csirkéi 8—10 hetes koruktol mar értékesithetok. Tojastermelése

atlagosan évi 140150 darab (Szalay, 2015).

Tobb szinvaltozatat is megkiilonboztetjlik, melyek koziil leggyakoribbak: Fehér magyar,

Kendermagos magyar, Sarga magyar ¢s Fogolyszinii magyar.
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4.1.1.1. Fehér magyar

A tyukok és kakasok tollazata fényes fehér. A kakasok tollazata egyes esetekben idésebb
korban enyhén sargas szinezeti lehet. Tojdsaik altaldban vilagosbarna szinliek. Naposcsibéik
pehelytollazata teljesen fehér. A Fehér magyar tytk elsésorban az Alfold és a Duna—Tisza koze
tyukfajtaja volt, mivel fehér szinével az arnyék nélkiili tartast, a tiz6 napsugarakat jol viselte
(Szalay, 2015). (5. abra)

5. abra. Fehér magyar tyik (www.genmegorzes.hu)

4.1.1.2. Kendermagos magyar

Mindkét ivar tollazatanak alapszine kékessziirke. A sotét, fekete szinhatasu, keskeny
keresztsavok valtakozo elhelyezkedése idézi eld a jellegzetes "kendermagos" szint. A kakasok
szine vilagosabb, a tyukoké valamivel s6tétebb. Tojasaik szine a vildgosbarnatol és barnaig terjed.
Naposcsibéik pehelytollazata sotétsziirkés-fekete. JO rejtd szinei miatt legfoképp az orszag északi
részén, altalaban a ragadozokkal jobban veszélyeztetett teriileteken tartottdk, de az egész

orszagban elterjedt fajta volt (Szalay, 2015). (6. abra)

6. abra. Kendermagos magyar tyuk (www.genmegorzes.hu)
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4.1.1.3. Sarga magyar tyuk

A Sarga magyar tyuk nyaktolldnak végei, a szarny evezotollai és a faroktollak végei
kismértékben barnasfeketék. A kakas tollazatinak alapszine valamivel sététebb, a nyak- és
nyeregtollak, valamint a szarny feddtollai €élénk vordsessarga szinliek, az evezdtollak és a
kormanytollak barnasfeketék. Csore €s laba sarga, tojasa vilagosbarna szinli. A naposcsibék
pehelytollazata egyszinii vildgosbarna. A Sarga magyar tytik a Dunantulon, valamint az Alfold és

a Duna-Tisza koze egyes részein volt leginkabb elterjedt (Szalay, 2015). (7. abra)

‘et

7. abra. Sarga magyar tyuk (www.genmegorzes.hu)

4.1.1.4. Fogolyszinii magyar tyuk

A t0j6 alapszine az egész testre kiterjedden barna. Tollazata a mellen vordses, a nyakon,
vallon és haton sargas, a test hatsd részén és a hason sziirkés arnyalati. A farok és a szarny
evezotollai feketék vagy sotétbarnak. A nyaktollakon fekete, keskeny csikok lathatok, tigyszintén
a mell-, hat- és szarnytollakon is keskeny, barna sdvokbol 4l1¢6 a toll kdrvonaldhoz hasonl6 rajzolat
lathat6. A kakas nyak- és nyeregtollazata aranysarga. A nyak- és nyeregtollak hosszaban vékony,
fekete csik lathatd. A fej tollazata narancsvoros, a nyereg, a vall és a hat felso része barnaspiros, a
mell, a has és a combok fed6tollai pedig feketék. A kakas sarlofaroktollai szintén feketék, zoldes
arnyalatban jatszanak. Csibéik pehelytollazata kzépbarna, vilagosabb tarkazottsaggal élénkitett,
vadmadarszerli szinezddésii. Tojasaik szine vildgosbarna vagy barna. A Fogolyszinli magyar
tytkokat a Dundnttlon, valamint a ragadozoktol jobban veszélyeztetett erdds teriileteken tartottak.

A fogolyszin kialakulésa recessziv tulajdonsag (Szalay, 2015). (8. abra)
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8. abra. Fogolyszinii magyar tyak (www.genmegorzes.hu)

4.1.2. Erdélyi kopasznyakii tyiikfajtik

Az erdélyi kopasznyaku tyukra jellemzd, hogy nyaka, részben a melle, valamint hasi része
is tollatlan. A kopasznyakusagot egyetlen autoszomalis gén hatarozza meg. A tulajdonsag a fedett
nyakusaggal szemben dominans. Homozigota kopasznyakuak esetében a nyak teljesen csupasz,
mig a heterozigdta egyedek esetében elol, a nyak alsé részén — mar naposcsibéken is jol
megfigyelhetd — tollpamacs van. A fejtetén szintén kevés toll talalhato. Sokféle szinvaltozatban
fordult eld, korabban legelterjedtebb a fehér volt. Testalkata hasonlit a magyar tyukéra, de annal
nagyobb torzsil, hosszabb és tojasdad alakt, melle kerek, mint a vadmadaraké. Szarnya hosszabb

¢s hegyesebb. A kakasok testsulya atlagosan 2,5-3,0 kg, a tojoké 2,0-2,3 kg.

Az erdélyi kopasznyaku tyukfajtakat a 20. szézad elsd felében még elsérendii gazdasagi
tyukként tartottdk nyilvan. Rendkiviil edzettek, erdsek és ellenalldak. Gyorsan fejlédnek és
gyorsan tollasodnak. Szamukra megfeleld kornyezetben kitiing tojastermeldk, tojasaik sulya a 70
g-ot is meghaladhatja. A tojasok altalaban barna- vagy krémszintiek, de eléfordulnak fehérhéjuak
is (Szalay, 2015).

Tobb szinvaltozatat is megkiilonboztetjiik, melyek koziil leggyakoribbak: Fehér-, Fekete-

¢s Kendermagos erdélyi kopasznyaku.

A jelen dolgozatban végzett vizsgalataimban a Fekete- és Kendermagos erdélyi

kopasznyaku tytikokat alkalmaztam.
A kakas jellemz0i:

Feje kozépnagy, gombdlyded. A tetejét fedd tollazat szorosan a koponyadhoz tapad és hatul
hegyben fut 0ssze. Egyszerii taraja kozépnagysagu, lehetdleg apron csipkézett. Arca tollatlan,

fiillebenye kicsiny, kerekded, all-lebenye kdzéphosszu, tojasdad és lelogo. Nyaka tollatlan, hossza
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¢s 1zmos, de sohasem vaskos. A nyak tovében a torzs tollazata a kondorkeselyli¢chez hasonld
tollbodorban végzddik. A kiadllo vérvords begytdl végig a hason, egészen a végbélig a torzs
csupasz, tollatlan. Melle széles és igen husos. Az egyenes, hosszil mellcsont f6lott a bér csupasz
¢és azt csak a kétoldalt raborulo tollazat takarja. Hata széles. Szarnya elég hosszu, erds, majdnem
vizszintes tartast. Farka hatrafelé hajlé, nem meredek tartast, a tollazat dus, a sarlotollak
hosszuak. Combja izmos, hosszl. A kézepesnél valamivel hosszabb 14b tollatlan és finom, de erds

csontozatll. Az egyenes, sz¢étalld labujjak szama négy.
A t0j06 jellemzdi:

A nemi kiilonbséget és a kisebb testméretet leszamitva, a kakaséval egyezik.

4.1.2.1. Fekete erdélyi kopasznyaku

A tyukokra és kakasokra is sotét palaszinli csOr, narancsvords szem, palaszindl 1abak és
fekete tollazat (acélkékes vagy zoldes zomancozottsaggal) jellemzd. Mindkét ivar taraja, arca, all-

¢s fiillebenye élénk piros (Szalay, 2015). (9. abra)

9. abra. Fekete erdélyi kopasznyaku tyik (www.genmegorzes.hu)
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4.1.2.2. Kendermagos erdélyi kopasznyaku

A tyukokra és kakasokra is csontfehér csdr, narancsvords szem, htsszinti labak, fehér
kormok és kékessziirke tollazat (sotét vagy fekete szinhatasu, keskeny keresztsavokkal) jellemzd.

Mindkét ivar taraja, arca, all- és fiillebenye élénk piros (Szalay, 2015). (10. abra)

10. abra. Kendermagos erdélyi kopasznyaku tyik (www.genmegorzes.hu)

4.2. Kisérleti allatok, allatkisérletek

A kisérletekben résztvevo allatok tartdsa a Nemzeti Biodiverzitas- és GénmegOrzési
Koézpont Haszonallat-génmegorzési Intézetében (NBGK HGI) tortént és megfelelt a Magyar
Allatvédelmi Térvénynek (1998. XXVIII), tovabba a NBGK HGI rendelkezik a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal ~Allat-egészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosaganak
allatkisérleti engedélyével. Az embrié manipulacios kisérletek kovették az Nemzeti Agrarkutatasi
¢s Innovaciés Kozpont Mezdgazdasdgi Biotechnoldgiai Kutatointézet (NAIK MBK)
Allatbiotechnologiai Fdosztaly szabvanyos protokolljait, a vizsgalatokat az intézet jovahagyasaval

végeztem.

4.3. A kisérleti allomany tartastechnologiaja

Az Osivarsejt vonalak alapitasdhoz hasznalt termékeny tojasok a NBGK HGI génbanki
allomanyatol szarmaztak. Az intézetben tartott Oshonos tyukfajtakat nagy kiltéri kifutdval

rendelkezd istallokban tartjak. Az allomanystiriiség 5-6 db/m?, az ivararany 7 tytuk : 1 kakas. A
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tojasok tiszta, szaraz gytiijtésére tojofészkek allnak rendelkezésre (5 tojo/fészek). A fészekrendszer

2 szintes. A tenyészallomany takarmanyozasa tojotappal torténik, mészgritt kiegészités mellett.

A tojasgyljtést naponta kétszer végzik. Ezutan a tenyésztojasok a hiitdtt tojastaroloba
keriilnek. A tojasok keltetése egy Midi F500S keltetogépben (PL Maschine Kft.) zajlik 37,8°C-os

hémérsékleten 60-65 %-os paratartalom mellett.

A kikelt naposcsibéket 4 hetes korig a kisérleti allathazban elhelyezett Un. neveld
inkubatorban neveltiik 0,5 m?/10 allat alapteriileten, zeolit alomra kihelyezve, ad libitum inditotap
takarmanyozas mellett. A késziilék belmagassaga 40 cm, elolrdl teljesen atlatszo plexi boritja.
Természetes megvilagitas biztositott, de sziikség esetén belsd vilagitas is alkalmazhato volt. A

hémérsékletet fokozatosan hetente csokkentettiik 30°C-rdl a végs6 22-24°C-ra.

A novendékeket 4 hét utan kis csoportban (10-15 éllat) zeolit / puhafa forgacs mélyalomra
helyeztiik ki 2 m? alapteriiletre. 16 hetes kortol az alloméanyt nagyobb alapteriiletii fiilkékben,
szintén mélyalomra telepitettiik 4t. Ez a mélyalmos elhelyezés a kisérleti, zart istallon beliil tortént,
racselemekkel elvalasztott, mobilan valtoztathatd6 méretli, feliilr6l nyitott teriileten. A
takarmanyozas ad libitum indit6-, majd neveldtap volt. A megvilagitds természetes, de sziikség

esetén fényprogrammal is szabalyozhatd. A hdmérséklet a fajnak megfeleld 20-22°C volt.

4.4. Osivarsejtek izolalasa az embriobol

Egyedileg vettem vért HH 13-17 stadiumu (2,5-3 napos) embriokbol, melyhez (az eldzetes
alkoholos attorléssel ferttlenitett) tojasokat eldszor egy iliveg Petri csészébe tortem fel, igy az
embrio teljes érhalozata hozzaférhetdve valt. Kovetkezo 1épésként sztereo-mikroszkop alatt steril,
huzott tivegkapillaris (~ 20 pm -es vég atmeérd) €s szdjpipetta segitségével 1-3 pl vért szivtam le
az embriok dorzalis aortajabol, melyet azonnal tenyésztd edényben (48 lyuki miianyag plate) levo
tytk dsivarsejtek szamara kifejlesztett specialis médiumba (1. tablazat) helyeztem (Whyte et al.,
2015). Az izolalt embriokbol minden esetben szovetmintat vettem késObbi ivarmeghatarozas
céljara, melyet -20°C-on taroltam késObbi feldolgozéasig. Minden esetben rogzitettem az izolalas
id6pontjat, az embridk pontos korat (HH stddiumok) és hogy tapasztalhatd volt-e valamilyen

fejlédési rendellenesség. A folyamat altalanos bemutatasa az 11. dbran lathato.
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#
Donor eredet(i utédok,
Feltételezett ivarszervi kimérak Teszt-keresztezésa Bikior it nshyies
1 donor fajtaval

Donor eredetii . .. o
utddok létrehozasa st ®~"

Donor eredetd ivarsejtek

11. abra. Donor eredetii utédok létrehozasa génbankban tarolt ésivarsejtek segitségével. A HH 13-17-es
stadiumu donor embridkbol egyedi vérvétel sziikséges, majd a gyiijtott vérmintakat az Osivarsejtekre specifikus
tapoldatba helyezziik. A tenyésztés soran az dsivarsejtek osztodnak, mig a vér egyéb sejtes elemei eliminalodnak, igy
stabil és homogén Osivarsejt vonalak alakithatok ki. A kapott sejtvonalakat in vitro jellemzésnek vetjiik ala:
ivarmeghatarozas, Ossejt-, €s Osivarsejt-specifikus markerek immunhisztokémiai és génexpresszios vizsgalata €s
proliferacios assay. A megfelel6 mindségli sejtvonalakat mélyhiitjiik és elhelyezziik a génbankban. Sziikség esetén a
génbankban tarolt mintakat felolvasztjuk, majd tovabbi tenyésztéssel felszaporitjuk. Az sivarsejteket HH 13-17-es
stadiumu recipiens embriok keringésébe injektaljuk, ahol a donor PGC-k a recipiens embrid sajat ésivarsejtjeihez
hasonléan, a vérkeringés segitségével eljutnak az ivarszervekig. Az ezzel a moddszerrel 1étrehozott feltételezett
ivarszervi kiméra egyedeket egymassal vagy a donor fajtaval keresztezve, a donor fajta visszanyerheté. (Abra: Lazar
Bence, Grafika: Pataki Luca)

4.5. Osivarsejtvonalak alapitasa és fenntartasa — sejttenyésztés

Az embridbdl izolalt vért, mely tartalmazta a vér sejtes elemeit és az dsivarsejteket is, 3 hétig
tenyésztettem in vitro 6sivarsejt specifikus médiumban (Whyte et al., 2015) CO» termosztatban
38°C-on 5% CO: koncentracié mellett. Ez az id6tartam elegendd arra, hogy az dsivarsejteken kiviil
minden egy¢éb sejttipus elimindlodjon a tenyésztd edénybdl. Az Osivarsejtek a szamukra specifikus
tapoldatnak kdszonheten (1. tablazat) osztédasnak indultak és homogén sejtpopulaciot hoztak

létre. Ha az egy embriobdl alapitott tenyészet sejtszama elérte 3 hét alatt az 1,0 x 10° ésivarsejtet,
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akkor sikeresnek tekintettem a sejtvonal alapitast. Az dsivarsejtek a médiumban szabadon tsztak,
a tenyésztd edény nyugalmi allapotdban az edény aljan, de arra nem letapadva, helyezkedtek el.
Ezért a médium csere minden méasodik nap a médium egyharmadanak 6vatos eltavolitasaval, majd
friss médiummal valdé potlasaval tortént. Heti egy alkalommal a teljes sejtmennyiség
szuszpendalasra is sor keriilt. Ekkor steril 1,5 milliliteres Eppendorf csébe helyeztem a
sejtszuszpenziot, majd centrifugaltam a sejteket (800 x g, 4 perc). Ezt kdvetden a feliiluszot
eltavolitottam, majd a pelletet friss médiumban szuszpendalva 10j tenyészté edénybe helyeztem ki

a sejteket.

1. tablazat. Hazityik ésivarsejt specifikus tipoldat komponensei (Whyte et al., 2015).

Mennyiség 50 ml

Komponens PGC médiumhoz
DMEM (Gibco, Cat No. 21068-028) 34,8 ml
Steril viz (Gibco 15230-089) 10,7 ml
Pyruvate (100x, Gibco 11360039) 664,5 ul
MEM Vitamin Solution (100x, Gibco 11120052) 464,5 ul
MEM Amino acids 464,5 nl
B27 suplement (50x, Gibco 17504044) 1,0 ml
Glutamax (100x, Gibco 35050038) 0,5 ml
NEAA (100x, Gibco 11140035) 0,5 ml
Nucleosides (100x, EmbryoMax ES-008-D) 0,5 ml
B-mercaptoethanol (50 mM, Gibco 31350010) 0,1 ml
CaCl, (100mM) 0,075 ml
Ovalbumin (20%, Sigma A5503) 0,5 ml
Heparin (50mg/ml, Sigma H3149) 0,1 ml
Pen/Strep (100x) 0,1 ml
Hazityuk szérum (0.2% végkoncentracio) 100 pl
h-ActivinA (25ug/ml) 50 ul
h-FGF2 (10 ng/ul) 20 pl
Ovotransferin (10mg/ml) 25 ul
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4.6. Osivarsejtvonalak jellemzése in vitro

Az alapitott Osivarsejtvonalakat in vitro elemzésnek vetettem ala, hogy meghatarozzam az
alapvetd jellegzetességeiket, illetve megbizonyosodjak rola, hogy valdoban homogén

sejtpopulacidkat kaptam, amelyek rendelkeznek az dsivarsejtekre jellemz0 sajatossagokkal.

4.6.1. DNS izolalas és ivarmeghatdrozas

Az embridkbol torténd vérvétel soran gylijtott embrionalis szovetdarabokat lizis pufferben
tartam fel. A feltarast kovetden DNS-t izoldltam (High Pure PCR Template Preparation Kit; Roche
Diagnostics, US), majd a DNS mintakat higitottam 25 ng/ pl-es koncentraciora. A DNS
koncentraciét NanoDrop Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével
hataroztam meg, majd a mintdkat -20°C-on taroltam késobbi felhasznalasig. Ezt kdvetden
kezdetben a P2-P8 (Griffiths et al., 1998), majd késébb CHD1 primer par (Lee et al., 2010) (2.
tablazat) segitségével sex PCR-t végeztem (MyTaq Red Mix; Bioline Reagents Ltd., UK),
melynek paramétereit az M2 melléklet tartalmazza. A PCR termékeket gélelektroforézis
segitségeével 1,5%-os agardz gélen 90 V-on 30 percen keresztiil futtattam, majd az eredményeket

a ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) berendezéssel dokumentaltam.

2. tablazat. Ivarmeghatarozashoz hasznalt primerek szekvenciai és jellemzoi.

Primer Referencia . PCR termék .
, . Szekvencia Forras
megnevezése szam hossza (bp)
P2/P8-Z NC 0061274 FW TCTGCATCGCTAAATCCTTT
345
RV CTCCCAAGGATGAGAAATTG Griffiths ef al.
P2/P8-W NC 0061264 FW TCTGCATCGCTAAATCCTTT 1998
362
RV CTCCCAAGGATGAGAAATTG
CHDI1-Z NC 0061274 FW TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT
461
RV CCTTTT ATTGATCCATCAAGCCT
Wang et al.
CHD1-W NC 0061264 FW TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT 2007
322

RV  CCTTTT ATTGATCCATCAAGCCT
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4.6.2. Immunohisztokémiai vizsgalatok

Az Bsivarsejt tenyészetekbdl mintat vettem, ezt kovetden centrifugéltam a sejtszuszpenziot,
majd 20 mikroliternyi PBS-ben szuszpendaltam fel a pelletet. A szuszpenziot kicsoppentve, a
sejteket raszaritottam a targylemez feliiletére. Ezt kovetden 4%-os paraformaldehidben (PFA-ban)
fixaltam a cseppeket. Az immunhisztokémiai festés soran hasznalt protokollt a 3. tdblazat, a
felhasznalt elsddleges és masodlagos ellenanyagokat €s azok higitasait a 4. tablazat tartalmazza.
A kész lemezek elemzését konfokalis mikroszkop segitségével végeztem el (Leica TCS SPS, Leica

Ltd., Germany).

3. tablazat. Immunhisztokémia protokoll lépései.

L g . Inkubalasi Inkubalasi . .
Festés 1épései Oldat idé hémérséklet Megjegyzés
1 gi‘:;;i?& pellet 0,1% BSA-PBS szobahémérséklet
2 Fixalas 4% PFA 10 min szobahdmérséklet
3  Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahdmérséklet
4  Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahdmérséklet
5 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahdmérséklet
Permeabilizalas, , . .

6 blokkolds Blokkold oldat 45 min szobahdmérséklet
7 ﬁlsfilgg“ ellenanyag i A1, 0,1% BSA-PBS-ben 1 éjszaka  4°C
8 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahOmérséklet
9 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahdémérséklet
10 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahémérséklet
1 Zﬁaei‘;‘:;‘fgsm GAp) SUADOI%BSA-PBSben  0min  37°C stétben
12 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet sotétben

, TO-PRO™.-3 Jodide 0,01% . . s
13 Magfestés BSA-PBS-ben 15 min szobahOmérséklet sotétben
14 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet sotétben
15 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet sotétben
16 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet sotétben
17 Lefedd oldat Prc,)Long’® QO!d Antifade szobahomérséklet sotétben

bedgyaz6 médium

18 Lefedés, tarolas 4°C sOtétben



4. tablazat. Immunhisztokémiai vizsgalatok soran felhasznalt anyagok.

Anyag Referencia szam Higitas Tipus Specifitas
anit-CVH B. Pain (INSERM)  1:100 nyul IgG Osivarsejt
anti-SSEA-1 ab16285, MC480 1:100 egér [gM Ossejt (nyul, egér, hazityuk)
anti-DAZL ab34139 1:200 nyul IgG Osivarsejt

Donkey anti-rabbit IgG

(H+L) - Alexa Fluor 555 A-31572 1:500 szamar IgG  anti-rabbit IgG
Donkey anti-Mouse IgM () - . . .

Alexa Fluor 488 715-485-140 1:400 szamar IgG  anti-mouse IgM
TO-PRO™.-3 Jodide .

(642/661) T3605 1:500 (1 uM)

szamar szérum (DS) 017-000-121 6 g/ 100 ml

ProLong® Gold Antifade P36934 10 ul

beagyaz6 médium

4.6.3. RNS izoldlas, cDNS iras és kvantitativ real-time PCR

Az alapitott dsivarsejt vonalakbol RNAqueous™-Micro Total RNA Isolation Kit (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) (Lazar et al., 2018) segitségével izolaltam a teljes RNS spektrumot a
gyarto protokolljanak megfeleléen. Az RNS koncentraciot NanoDrop Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, USA) segitségével hataroztam meg, majd a mintikat -70°C-on taroltam késdbbi
felhasznalasig. ¢cDNS irashoz High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et hasznaltam
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, US) a gyarto eldirdsai alapjan (a reakcid
paraméterei megtalalhatok az M2 mellékletben). Az elkésziilt cDNS-t -20°C-on taroltam késObbi
felhasznalasig. A kvantitativ real-time PCR-ek SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, US) - mely egy dupla szalu fluoreszcens DNS specifikus
festék - segitségével késziiltek a gyartd ajanlasai alapjan (a reakcid paraméterei megtalalhatok az
M2 mellékletben). A vizsgéalatokban szereplé minden gén esetében harom parallel mérést
végeztem, mely soran detektaltam a fluoreszcens emissziot, majd a GenEx (MultiD, SE) szoftver

segitségével kalkulaltam a relativ expresszidkat. A kvantitativ real-time PCR soran felhasznalt

primereket és azok részletes adatait az 5. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat. A kvantitativ real-time PCR soran felhasznalt primerek és azok részletes adatai.

Gén teljes neve PCR
Gén J v NCBI azonosité Primerek termék
(szervezer)
(bp)
Glyceraldehyde-3- FW GACGTGCAGCAGGAACACTA
cGAPDH phosphate dehydrogenase NM_204305.1 112
(Gallus gallus) RV CTTGGACTTTGCCAGAGAGG
POU domain class 5 FW GAGGCAGAGAACACGGACAA
cPOUV  transcription factor 3 NM 001110178.1 109
(Pou5f3) (Gallus gallus) RV TTCCCTTCACGTTGGTCTCG
. FW GAACCTACCATCCACCAGCA
CVH DEAD-box helicase 4 NM_204708.1 13

(DDX4)(Gallus gallus) RV ATGCTACCGAAGTTGCCACA

4.6.4. Proliferdacios assay

Az Osivarsejtek osztodoképességét €s az osztddds sebességét proliferacios assay
segitségével vizsgaltam. Az ugyanahhoz a fajtdkhoz tartozo sejtvonalakat egy kisérlet keretében
mértem, minden vonalat egyedileg, harom parhuzamos mintat alkalmazva. A mérést harom napon
keresztlil minden nap ugyanabban az idépontban végeztem. El6sz6r minden sejtvonal esetében
sejtszamolast végeztem (Arthur™ Cell Counter, Nanoentek, AT1000), majd kiosztottam a sejteket
5000 sejt/ well stirliségben 96-lyuku tenyésztéedénybe. Minden nap a mérést megelézden 4 6ran
at, 38°C-on inkubaltam a sejteket CCK-8 (Sigma-Aldrich, 96992) reagenssel, 100 mikroliterny1
médiumhoz 10 mikroliter CCK-8 reagenst adva. A CCK-8 reagens ¢lénk narancssarga
szinvaltozassal reagdl az €16 sejtek jelentétére, vagyis azok altal termelt anyagcsere termékre,
annak koncentraciojat jelezve ezzel. (A narancssarga szin egy formazan festék, mely a WST-8
vegyliilet bioredukcidja altal keletkezik egy elektron transzport mediator (1-Methoxy PMS)
jelenlétében.) A keletkezd szin intenzitdsa egyenesen aranyos az ¢l0 sejtek szamaval, igy az
abszorbancia mérésével a sejtszam valtozasban bekovetkezd valtozas nyomon kovethetd lesz. A
CCK-8 abszorbancia mérése egy CLARIOstar Plus Microplate Reader (BMG Labtech, Germany)
késziilék segitségével tortént. Az igy kapott abszorbancia értékekbdl kiszdmoltam minden
sejtvonal duplikacios idejét (doubling time, DT), amely a sejtszdm megduplazddashoz sziikséges
/1og(A¢) —log(Ao), ahol d: mérések kozott eltelt napok szama, A¢: abszorbancia a harmadik napon,

Ao: abszorbancia az elsé napon (Kong et al., 2018).
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4.6.5. Mikroszatellit markerek vizsgalata

cres

(Thermo Fisher Scientific USA) segitségével mértem, 5 ng/ul toménységiire higitottam, majd

tovabbi felhasznalasig -20°C—on taroltam.

Az altalam hasznalt 17 mikroszatellit marker (6. tablazat) az AVIANDIV projektbdl kertilt
kivélasztasra (https://aviandiv.fli.de/), hiszen korabbi informdacidinkat a fajtakrol szintén ezen
markerek segitségével kaptdk kollégaim. A vizsgélat sordn ugynevezett farkas primereket
hasznéltam (Blacket et al., 2012). Ennek lényege, hogy nem kd&zvetleniil jellt primerekkel
dolgoztam, hanem azok forward szekvencidinak 5’ vége elé¢ kiilonbozd, vagy azonos
szekvenciakat, de eltér6 fluoreszcens jeldléssel raktam (WELL-RED festékek: D2, D3, D4). fgy a
megfeleld optimalizalassal kiilonb6zé marker szetteket alakitottam ki a PCR reakcidkon beliili
multiplexalassal (7 multiplex, 1 szimplex PCR) és/vagy a PCR termékek poolozédsaval (I-
MCWO0206; B-F, H, A-D; C) a fragmens analizis soran, vagyis egyidejiileg tobb markerrel

végeztem el a genotipizalast (6. tablazat).

A master mix 5 pM primert, 20mM MgCl2-ot (10x Dream Taq Buffer, Thermo Scientific),
25mM dNTP mixet (Thermo Scientific) és SU/uL Taq DNS polimeraz emzimet (Dream Taq DNA
polymerase, Thermo Scientific) tartalmazott. Az egy multiplex PCR reakcidéban 1€vo primerek
aranyat az amplifikdciojuk erdsségét figyelembe véve valtoztattam, azonban mindegyikre
érvényes, hogy egy adott primer farkas forward szekvenciajanak mennyisége mindig fele annyi,
mint a reverse, és megegyezik a hozza tartozoé jeldlt farok szekvencia mennyiségével. Vagyis egy
adott primer farkas forward €s reverse, valamint a hozza tartozo jeldlt farok szekvencidinak aranya

1:2:1. A PCR reakci6 paramétereit az M2 melléklet tartalmazza.

A PCR termékek detektalasa kapillaris gélelektroforézissel, automata DNS szekvenator
hasznélataval tortént (GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System, Beckman Coulter, CA,
USA), a gyart6 leirasa alapjan. Az allélméretek meghatarozadsdhoz 400 bp hosszusagu allél 1étrat
hasznaltunk (400 bp size standard). A kapott eredményeket a GenomeLab Genetic Analysis
System program segitségével (Beckman Coulter, Inc. 4300 North Harbor Boulevard, Fullerton,
CA 92834-3100) mintanként értékeltem. A populécion beliili beltenyésztettségi értéket (Fis) és

annak szignifikancidjat az FSTAT program (Goudet, 2001) hasznalataval hataroztam meg.
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6. tablazat. A mikroszatellit markerek vizsgilata soran hasznalt primerek. A tablazatban lathatok a markerekbol
kialakitott szettek, az egyes primerek optimalizalt tapadasi hémérséklete (T(m)), a varhato allélméretek, a fluoreszcens
jelolés feltiintetésével (D2: fekete, D3: z61ld, D4: kék), valamint az alkalmazott farok szekvenciak.

Marker szettek Mikroszatellit marker T(m) alléllz:":tt tlf (bp)

MCW0222 60°C | 237243 |
! MCW0098 60°C
MCW0206 MCW0206 56°C
ADL0268 60°C
B MCW0248 60°C
MCW0020 60°C
. MCWO0103 60°C
MCW0067 60°C

LEI0166 s6°C - 371387

H LEI0234 s6°C | 234382

MCW0037 seC | 171177

R LEI0094 60°C -
MCW0216 60°C

o MCW0014 s56°C [ 1822000
ADLO112 56°C
MCW0034 60°C

Jelolt farok szekvenciak
5'-CAGGACCAGGCTACCGTG-3'
5-CGGAGAGCCGAGAGGTG-3'
5'-CAGGACCAGGCTACCGTG-3'
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4.7. Osivarsejt vonalak jellemzése in vivo

A tenyésztett Osivarsejteket in vivo jellemzésnek is alavetettem, mely soran célom a sejtek
megfeleld mikodésének és vandorlasi képességének vizsgalata volt fluoreszcensen jelolt sejtek

segitségével.

4.7.1. A mélyhiitott/felolvasztott sejtek fluoreszcens jelolése

A tenyészetben fenntartott dsivarsejteket egy in vivo sejtfeliileti festékkel jeldltem, mely
fluoreszcens tulajdonsdgainak koszonhetéen konnyen nyomon kovethetd az embridban. Az
Osivarsejteket centrifugélassal valasztottam el a tenyészté médiumtol, majd egy steril 1x PBS-es
mosast kovetden alkalmaztam a piros (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker, Sigma Aldrich,
MIDI26-1KT), illetve zold (PKH67 Green Fluorescent Cell Linker, Sigma Aldrich, MIDI67-1KT)
festékeket a gyartd Utmutatdsit kovetve. A frissen jelolt sejtek fluoreszcencidjat konfokalis
mikroszkdppal (Leica TCS SPS, Leica Ltd., Germany) ellendriztem, majd visszahelyeztem ket

CO» termosztatba késobbi felhasznalasig.

4.7.2. A fluoreszcensen jelolt sejtek recipiens embrioba torténo bejuttatdasa injektdldssal

A fluoreszcensen jeldlt ésivarsejteket dsszegytijtottem, majd megszamoltam (Arthur™ Cell
Counter, Nanoentek, AT1000). Centrifugalast kovetdben DMEM ¢és steril viz 2:1 ardnyu
keverékében szuszpendaltam fel (a teljes dsivarsejt tenyészté médium egyes komponensei hatassal

lehetnek az embrio fejlédésre, ezért egyszeriisitett médiumot hasznaltam) a sejt pelletet.

A recipiens tojasok héjan alkoholos fertdtlenitést kovetden 1 cm atmérdjii lyukat nyitottam,
majd 1 pl-t injektaltam (~3-5000 Osivarsejt) az eldkészitett sejtszuszpenziobol a 2,5 napos
recipiens embriok szivébe. Az injektalas egy huzott tivegkapillaris segitségével tortént, melynek
atmérdje a hegyes végén ~20 um volt. Az injektalast kovetden ~50 pl steril, elémelegitett 1x PBS-
t csOppentettem az embridra, majd 2 réteg steril laboratdriumi parafilm segitségével lezartam a

nyilast és egyedi jelolést kvetden a tojast visszahelyeztem a keltetObe.
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4.7.3. Az injektdlt sejtek ivarszervbe torténd integrdciojanak ellenorzése

Az injektalast kovetden, 6 napos korban a tojasokat felbontottam, majd az embriok
ivarszerveit kiboncoltam. Az ivarszerveket steril 1x PBS-ben mostam, majd 4 %-os PFA-ban
fixaltam egy ¢éjszakan keresztiil. A fixalt ivarszervekben fluoreszcens sztereo-mikroszkop (Leica
M205 FCA, Leica Ltd., Germany) segitségével azonositottam az injektalt sejteket, melyekrol
fotddokumentéciot készitettem. Minden esetben rogzitettem az elhalt embridk szamét ¢és ha

lehetett, a pusztulas okat is.

4.8. Osivarsejt vonalak mélyhiitése

Az alapitott Osivarsejt vonalak fagyasztisat frissen Osszemért Osivarsejt fagyaszto
médiummal végeztem, mely a kovetkezé komponenseket tartalmazta: DMEM (Gibco, 21068-028)
¢s steril viz (Gibco, 15230-089) 2:1 ardnyban, tovabba 8 % DMSO (SIGMA, D2650), 10 %
hazityuk szérum (Sigma Aldrich, C5405) és 0,75% 20 mM-os CaCl2 (Sigma Aldrich, C4901). Az
Osivarsejteket Ovatosan szuszpendaltam a tenyésztd edény aljarol, majd 1,5 ml Eppendorf csébe
pipettaztam at. A centrifugéalast (1000 x g, 3 perc) kdvetden a feliiluszot eltavolitottam, majd 250
ul DMSO mentes Osivarsejt fagyasztd médiumban szuszpendaltam a sejteket és atmértem
feliratozott fagyaszt6 csObe. Ehhez 250 ul Osivarsejt fagyasztdé médiumot adtam lassan,
cseppenként, majd a csovet -70°C-os mélyhiitdbe helyeztem. Hossza tava tarolas esetén egy
¢jszaka utan a mintakat -150°C-ra, vagy folyékony nitrogénbe helyeztem at. Minden sejtvonal
esetében leszamoltam a mélyhltésre keriild sejtek szadmat, illetve meghatdroztam az ¢él6 ¢€s

elpusztult sejtek aranyt a fagyasztast megel6zéen (Arthur™ Cell Counter, Nanoentek, AT1000).

4.9. Osivarsejt vonalak felolvasztasa

Az 6sivarsejtek felolvasztdsadhoz 37°C-os vizflird6t hasznaltam, majd a fagyaszto cso teljes
tartalmat 2 ml dsivarsejt tenyészté médiumba pipettaztam at. Centrifugalast (1000 x g, 3 perc)
kovetden a feliiluszot leszivtam, majd friss dsivarsejt tenyészté médiummal vald szuszpendalas

utdn a sejteket tenyésztd edénybe helyeztem ki és tovabb tenyésztettem.
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4.10. Génbank létrehozasa ésivarsejtek felhasznalasaval

A fajtak embridibol létrehozott egyedi dsivarsejt vonalakat kezdetben 48-lyuku, majd 24-
lyukt tenyésztd edényben tartottam fent. A sejtek osztddasat kovetve, amikor kitoltottek a
rendelkezésre allo feliiletet, megfeleztem Oket, igy alakitva ki minden sejtvonalbol hat parhuzamos
tenyészetet. Az igy létrehozott sejtmennyiséget hat parhuzamos, 2 ml-es fagyasztdcsOben
mélyhiitttem a 4.8. fejezetben leirtaknak megfeleléen. Az igy kapott mélyhiitott Gsivarsejt
tenyészetekbdl sejtvonalanként harom fagyasztocsonyi mennyiséget a Nemzeti Biodiverzitas- €s
Génmegorzési Kozpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetének (NBGK HGI) Génbankjaban
helyeztem el folyékony nitrogénben, mig harom csovet a Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios
Kozpont Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézetében (NAIK MBK) erre a célra {izembe
helyezett -150°C-os mélyhiitdjében helyeztem el. A szeparalt tarolas, biztonsagi intézkedésként
szolgél, ha esetleg valamelyik intézetben nem vart esemény kovetkezne be. Az 0sszes alapitott
sejtvonalbdl megfeleld lizis pufferbe sejtszuszpenziot is legyijtdttem, késobbi RNS és DNS
izolalas céljabol. Ezeket a csoveket szintén a NAIK MBK -150°C-os mélyhtitdjében taroljuk.

4.11. A donor fajta visszanyerése osivarsejtek injektalasaval és keresztezéssel

Célom annak bizonyitasa volt, hogy az egyedi embriokbol alapitott sivarsejt vonalak in
vitro fenntartast és mélyhiitést kovetden is alkalmasak recipiens embriok ivarszervébe beépiilni,
ott az allat kikelését és ivarérését kovetden ivarérett ivarsejtekké differencialdodni, végiil pedig az
ivarszervi kiméra egyedek keresztezésével donor eredetii utddot 1étrehozni. Ehhez a Fogolyszinii

magyar fajtat valasztottam donor fajtanak és a Fekete erdélyi kopasznyaku fajtat recipiensnek.

Ezt a dontést arra alapoztam, hogy a fogolyszin kialakulasa recessziv tulajdonsag, mig a
kopasznyakiisagé dominans. Igy, ha kopasznyaki recipiensbe Fogolyszinii magyar dsivarsejteket
iiltetiink be, majd az ivarérés utan Fogolyszinii magyar egyedekkel keresztezziik vissza a
recipienst, tiszta fedettnyaka Fogolyszinli magyar csibét csak abban az esetben kapunk, ha az
egyedet kialakito mindkét ivarsejt a Fogolyszinli magyar fajtatél szarmazik. Mivel minden
alapitott Fogolyszinii magyar embridobodl alapitott sejtvonal esetében megtortént a mikroszatellit

marker analizis, a kapott utodokat ez alapjan is ellendrizni tudtam.
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4.11.1. Donor eredetii osivarsejtek injektaldasa recipiens embriokba

A recipiens embridba torténd injektdlds menete alapvetden megegyezett az 4.7.2.
fejezetben ismertetett protokollal, kivéve az alabbiakat: Ebben a kisérletben nem volt sziikség a
sejtek fluoreszcens jelolésére, hiszen az injektalt egyedek kikeltetése és felnevelése volt a célom.
Mivel az injektalas pillanataban nem ismertem a recipiens embriok ivarat, igy egy-egy elézetesen
véletlenszertien kivalasztott Fogolyszinii magyar him- és néivaru sejtvonalat 1:1 aranyban keverve
injektaltam minden Fekete erdélyi kopasznyaku recipiens embrioba. Ezzel a mddszerrel novelve

a sikeres beépiilés lehetdségét és optimalizalva a sziikséges injektaldsok szamat (Lasd: 11. 4bra).

4.11.2. Recipiens embriok keltetése, az embriondlis fejlodés ellendrzése

A recipiens tojasok keltetése egy Midi F500S keltetdgépben (PL Maschine Kft.) zajlott
37,8°C-os homérsékleten 60-65 %-os paratartalom mellett. Az injektalast kovetden a tojasok
visszakeriiltek a keltetobe kikelésig. A tojasok ellenérzése lampazassal zajlott el0szor a keltetés
10. napjan. A lampdzas soran eltavolitott tojasokat felbontottuk és rogzitettik az embrio

pusztulésanak okat.

4.11.3. A kapott ivarszervi kiméra egyedek tesztkeresztezése

A tesztparositashoz az altalam keltetett és felnevelt potencialisan ivarszervi kiméra Fekete
erdélyi kopasznyaku tojokat és Fekete erdélyi kopasznyakt kakasokat egyedi ketreces tartasban
helyeztiink el. Az allatok granulalt tojotapot fogyasztottak, Onitatokbol ittak ad libitum. A
megvilagitas, természetes fény mellett, mesterséges kiegészitéssel tortént, napi 16 oOra
iddtartamban. A tojasokat naponta kétszer gyiijtottiik, egyedileg jeloltiik, és a felhasznélasig

tojastarolo helyiségben helyeztiik el dket.

A tesztparositasokhoz a Fogolyszinii magyar fajtat hasznaltuk, amely egyedeket szintén
egyedi ketrecekben helyeztiik el. A Fekete erdélyi kopasznyaku kakasok spermajaval egyedenként
két Fogolyszinli magyar tytikot termékenyitettiink. A Fekete erdélyi kopasznyaku tytkokat 5 darab

Fogolyszinii magyar kakas kevert spermajaval termékenyitettiik.
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4.11.4. Ondovétel és mesterséges termékenyités

A kakasoktol az ondovétel dorso-abdominalis masszazs-technikéaval tortént (Burrows and
Quinn, 1935) az els6 héten heti 3 alkalommal, az ezt kovetd hetekben heti két alkalommal két
hoénapon keresztiil, a kéthetes trenirozasi idészakot kovetden. A tojok mesterséges termékenyitése

a Bakst és Dymond éaltal leirtak szerint tortént (Bakst and Dymo, 2013).

4.12. Statisztikai modszerek

Az adatok elemzéséhez az Excel (MS Office), RStudio (Version 1.3.959), R (R-4.0.2), a
GeneEx 6.0 valamint a Microsatellite Toolkit (Park, 2002) szoftvereket hasznaltam. A
szigifikancia szinteket a kovetkezdek szerint hatdroztam meg: *p<0,05, **p<0,01, és ***p<0,001.
A duplikacios id6 (DT) adatok esetében a csoportokat Mann-Whitney tesztek segitségével
hasonlitottam 6ssze. A qPCR-es vizsgalatok esetében a target gén expresszidjanak valtozasat a
belsd kontroll gén referencia értékéhez képest a 2 24t formulaval szdmoltam, melyben ACt = Ct

(target gén) — Ct (belsd kontroll), valamint AACt = ACt (teszt minta) — ACt (kontroll minta).
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5. EREDMENYEK

5.1. Oshonos magyar tyikfajtik sivarsejt vonalainak alapitisa

Hat 6shonos magyar fajtabol alapitottam sikeresen Osivarsejt vonalakat. Minden fajta
esetében egyedi tenyészeteket hoztam létre, vagyis az adott tenyészet egy embrid vérében talalhatd
Osivarsejtekbdl szarmazott. Az alapitdsi aranyt az Osszes vérvételre vetitett sikeres sejtvonal
alapitasok szamaval hataroztam meg. Osszesen 396 vérvételbdl 166 sikeres vonal alapitas tortént,
mely a hat fajtara 42,0 %-os atlagos alapitasi aranynak felel meg. Harom fajta esetében az alapitési
arany az atlagosnal magasabb volt: a Sarga magyar — 50,0 %, a Fehér magyar — 47,6 % ¢és a
Kendermagos magyar — 48,7 %. A Fekete- és Kendermagos erdélyi kopasznyaku fajtaknal az
atlaghoz kozeli 39,7 % és 37,5 %-os értékeket kaptam, mig a Fogolyszinli magyar fajta alapitasi
aranya bizonyult a legalacsonyabbnak 28,4 %-kal (7. tablazat). A sejtvonal alapitasnal a cél
minimum 20 egyedi embridbdl szarmazo stabil sejtvonal kialakitdsa volt, melyet sikeriilt
teljesitenem. Stabil sejtvonalnak tekintettem minden olyan tenyészetet, melyben 3 hét, in vitro
tenyésztést koveten 1,0 x 10° vagy tdbb Ssivarsejt volt talalhato. A vérvételek szamat az adott
idészakban hozzaférhetd tojasok mennyisége, azok termékenysége és a kisérlet napjan megfeleld

stadiumban 1€évé embridk szdma hatarozta meg.
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7. tablazat. Magyar 6shonos fajtakbol alapitott ésivarsejt vonalak és az eltarolt génbanki mintak szama. Az
alapitasi arany az 0sszes vérvételre vonatkoztatott sikeres sejtvonal alapitdsok szama szazalékban.

Magyar 6shonos Vérvétel Alapitott Himivari Néivari Alapitasi Génbanki
fajtak (db) sejtvonal (db) sejtvonal (db) sejtvonal (db) arany (%) mintik (db)

Sarga magyar 80 40 29 (72,5%) 11 (27,5%) 50,0% 240

Fehér magyar 42 20 14 (70,0%) 6 (30,0%) 47,6% 120

Kendermagos 76 37 27(73,0%) 10 (27,0%) 48.7% 222

magyar

Fogolyszini 74 21 17 (81%) 4 (19,0%) 28 4% 126

magyar

Fekete erdelyi 68 27 23 (85,2%) 4 (14,8%) 39,7% 162

kopasznyaku

Kendermagos

erdélyi 56 21 11 (52,4%) 10 (47,6%) 37,5% 126

kopasznyaku

Atlag 66,0 27,7 20,2 7,5 42,0% 166,0

Osszesen 396 166 121 (72,3%) 45 (27,7%) - 996

5.2. Az alapitott dsivarsejt vonalak in vitro jellemzése

5.2.1. Ivar meghatdarozas

Minden létrehozott Gsivarsejt vonal esetében elvégeztem az ivarmeghatirozast. Ehhez a
vérvétel soran gylijtott embriondlis szovetmintat hasznéaltam. A 166 stabil sejtvonalbdl 121 (72,3
%) himivaru és 45 (27,7 %) ndivara volt (7. tablazat). Az 50-50 %-os elméleti aranyt a
Kendermagos erdélyi kopasznyaku fajta kozelitette meg, ahol a sejtvonalak 47,6 % ndéivara volt.
Az ivararany a Fekete erdélyi kopasznyakt fajtanal volt a leginkabb eltolodva: a ndivart egyedek
aranya csak 14,8 % volt. A ndivart vonalak aranyabdl arra kovetkeztethetiink, hogy az alkalmazott
médium, habér alkalmas a néivara sejtvonalak tenyésztésére, még nem tekinthetd mindkét ivar

szamara ugyanolyan hatékonynak.
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5.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalat

Immunhisztokémiai vizsgélatot 6 fajta esetében végeztem. Minden fajta esetében egy him-
¢€s egy ndivara tenyészetet valasztottam (12. abra, M3 melléklet). Minden vizsgalt vonal dsivarsejt
(DAZL, CVH) ¢s 0ssejt (SSEA-1) specifikus festddést mutatott. A DAZL és a CVH a
citoplazmaban taldlhatd, mig az SSEA-1 egy sejtfelszini antigén, igy az Osivarsejtek pozitiv
festddést mutattak mind a citoplazmaban, mind a sejtmembranban. A sejtmagfestést TO-PRO®-3-

mal végeztem, mely a képeken kék szinnel jelenik meg.

CVH SSEA-1 NS

SSEA-1 CVH
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CVH SSEA-1 NS

SSEA-1 CVH

12. abra. Az alapitott 6sivarsejt vonalak immunhisztokémiai festése. A képen lathato PG sejtek CVH és SSEA-1
festddést mutattak. A CVH a citoplazméban talalhato, mig az SSEA-1 egy sejtfelszini antigén, igy az &sivarsejtek
mind a citoplazméban, mind a sejtmembranban jelolédtek. A sejtmagfestést TO-PRO®-3-mal végeztem, mely a
képeken kék szinnel jelenik meg. Az abran a Fehér magyar fajta két sejtvonala lathato. 1: Az FM1102 himivart Fehér
magyar dsivarsejt tenyészet. A: CVH (piros), SSEA-1 (z6ld) és magfestés (NS, kék), B: magfestés (NS, kék), C:
SSEA-1 (z6ld), D: CVH (piros)., 2: Az FM1125 néivara Fehér magyar Osivarsejt tenyészet. A: CVH (piros), SSEA-
1 (zold) és magfestés (NS, kék), B: magfestés (NS, kék), C: SSEA-1 (z61d), D: CVH (piros). (Méret skala 25 um.)

5.2.3. Génexpresszios vizsgalat

Az Osivarsejt- és Ossejt specifikus gének expressziojanak vizsgalatat négy tyukfajta két
himivarua és két néivara PGC vonala esetében végeztem el (Fogolyszinli magyar, Fehér magyar,
Kendermagos erdélyi kopasznyaku, Fekete erdélyi kopasznyaku). Az Osivarsejt specifikus CVH
¢és az Ossejtekre jellemzé cPOUV gének mind a négy vizsgalt fajtaban, minden egyes vizsgalt
sejtvonal esetében, magas expresszios értéket mutattak. Az expresszids értékek
Osszehasonlitdsakor haztartasi génként a cGAPDH-t hasznéaltam, ehhez képest szamoltam ki a
relativ expresszios értékeket. Hazityuk embriondlis fibroblaszt sejteket (CEF) hasznaltam kontroll
mintaként, melyekben a vizsgalt dsivarsejt €s Ossejt specifikus gének expresszidja (a vart moédon)

nem volt szamottevd. Az eredményeket az 13. dbran foglaltam 6ssze. Az expresszids értékeket az
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azonos tyukfajtak him-, illetve ndivara sejtvonalaiban mért relativ expresszios értékek atlagaként

adtam meg.
A Fogolyszint magyar B Fehér magyar
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13. abra. Osivarsejt- és Gssejt specifikus gének expressziéjanak vizsgilata éshonos magyar hazityuk fajtak
osivarsejt vonalaiban. Az abran két magyar és két erdélyi kopasznyaku fajta esetében lathaté a CVH és cPOUV
gének expresszidja a cGAPDH haztartasi génhez viszonyitva. Az expresszios értékeket az azonos tyukfajtak him-,
illetve ndivart sejtvonalaiban mért relativ expresszids értékek atlagaként adtam meg. Kontroll mintaként hazitytk
embrionalis fibroblaszt sejteket (CEF) hasznaltam., A: Fogolyszinii magyar fajta, B: Fehér magyar fajta, C:
Kendermagos erdélyi kopasznyaku fajta, D: Fekete erdélyi kopasznyaku fajta.

5.2.4. Sejtosztodas vizsgalata

A sejtosztodas sebességének vizsgalata fontos tényezd az Osivarsejt vonalak génbanki
mintdinak 1étrehozasa soran. A gyors osztddasi sebesség, ebbdl kdvetkezden a rovid duplikacios
1id6 (doubling time, DT) a PG sejtek jellemzd tulajdonsdga. A gyors osztddasi sebességiik
megkdnnyiti a sejtekkel valdo munkat, igy alapvetéen kivanatos tulajdonsag, azonban, amennyiben
valamelyik vonal esetében extrém magas proliferacios ratat taldlunk, az a vonal genetikai
transzformaciojara utal, igy génbanki megdrzésre nem alkalmas. Azt is fontos megemliteni, hogy
a proliferacios ratdkban talalt nagy kiilonbség a genetikai diverzitasra utal, ebbdl kdvetkezden a

génbanki megdrzésbol csak abban az esetben zartam ki dsivarsejt vonalat az osztddas sebessége
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alapjan, ha annak lasst osztodasa miatt nem lehetett elegendd szamu sejtet gytijteni az in vitro €s
in vivo vizsgélatokhoz, illetve a mélyhtitéshez sziikséges minimalis sejtszam Osszegytiijtéséhez.
Altalanossagban elmondhatd, hogy az Osszes vizsgalt sivarsejt vonal elfogadhato sejtosztodasi
ratat mutatott, amit az abszorbancia értékekbdl szamolt duplikacios idével (doubling time, DT)
jellemeztem. A vizsgalt vonalak esetében a DT értékek alacsonynak adodtak, igy a tenyészetek
megfeleltek a dolgozatban célul kitlizott génbanki torekvéseknek. Az dsszes fajta adatait elemezve
nem taldltam szignifikans kiilonbséget a him és tojo vonalak kozott (14. abra, 8. tablazat). A
fajtakat egymassal 6sszehasonlitva szignifikéns eltérést kaptam 10-bdl 7-esetben, amelyet az 8.
tablazat foglal 6ssze (15. dbra). Vizsgaltam tovabba a fajtdkon beliil a him ¢€s tojo vonalak kozotti
kiilonbséget, mely soran az 5 fajtabol 2-nél (Fogolyszini és Kendermagos magyar) talaltam

szignifikans kiilonbséget (16. abra, 8. tablazat).

S
'

(R

Duplikacios idd (nap)

3

&

Him Tojo
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14. abra. Az osszes fajta Gsivarsejt vonalainak duplikaciés idé (DT) értékei ivaronként abrazolva. A két ivar
kozott nincs szignifikans kiilonbség (Mann-Whitney teszt, p=0,91220). A boxplot-okon a fekete négyzet jeloli az
atlagot, a k6zéps6 vonal a medidnt, a doboz hatarok az also6 és fels6 kvartilist.
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15. abra. A duplikacioés ido (DT) értékek fajtanként abrazolva. A fajtakat egymassal 6sszehasonlitva szignifikans
eltérést kaptam 10-bdl 7-esetben (8. tablazat). A Mann-Whitney teszt eredményei alapjan a betiik kiilonbozésége
szignifikans kiilonbséget jelent, mig az azonos betiivel jeldlt csoportok kozott statisztikailag kimutathatd kiilonbség
nincs. A boxplot-okon a fekete négyzet jeloli az atlagot, a kdzépsé vonal a mediant, a doboz hatarok az also és felsd
kvartilist.

Fehér magyar Fekete erdélyi kopasznyaku Fogolyszinu magyar
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16. abra. Duplikaciés idé (DT) értékek fajtanként és ivaronként abrazolva. Az ivarokat egymadssal
Osszehasonlitva szignifikans eltérést kaptam 5-bdl 2-esetben (8. tdblazat). A Mann-Whitney teszt eredményei alapjan
csillaggal jeloltem a szignifikans kiilonbségeket. A boxplot-okon a fekete négyzet jeldli az atlagot, a kozEpsd vonal a
mediant, a doboz hatarok az alsé és felso kvartilist.
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8. tablazat. A duplikaciés id6é (DT) adatok elemzése soran elvégzett Mann-Whitney tesztek eredményei. (A
szigifikancia szinteket a kdvetkezdek szerint hataroztam meg: *p<0,05, **p<0,01, and ***p<0,001.)

Oszzehasonlitott csoportok p-érték Szignifikancia szint
Osszes fajta him - t0jo 0,91220

Fehér magyar him-tojo 0,28180

Fekete erdélyi kopasznyaku him - tojo 0,47890

Fogolyszinti him - tojo 0,00289 wox
Kendermagos magyar him - t0jo 0,02524 *
Sarga magyar him - tojo 0,41580

Fogolyszinii - Fehér magyar 0,00010 Hork
Fogolyszinti - Fekete erdélyi kopasznyakii 0,84100

Fogolyszinti - Sdrga magyar 3,94E-08 ok
Fogolyszini - Kendermagos magyar 0,00075 HoHk
Fehér magyar - Fekete erdélyi kopasznyaku 5,27E-07 ok
Fehér magyar - Sarga magyar 0,09483

Fehér magyar - Kendermagos magyar 0,58770

Fekete erdélyi kopasznyaku - Sarga magyar 5,81E-11 kK
Fekete erdélyi kopasznyaku - Kendermagos magyar 0,00060 HoHk
Sarga magyar - Kendermagos magyar 0,00427 ok

5.2.5. Mikroszatellit markerek vizsgalata

A munka célja annak megallapitasa volt, hogy az alapitott Fogolyszinli magyar Osivarsejt
vonalak mennyire jOl reprezentaljak ezt a fajtat. Ehhez 21 Osivarsejt vonalat hasznéltam, és
hasonlitottam 6ssze 30 (NBGK HGI allomanyabol szarmazo) Fogolyszinli magyar mintaval,

ugyanazon 17 mikroszatellit marker alapjan.

Az altalanos diverzitds mutatokat (atlag allélszam, allélgyakorisag, vart és tényleges
heterozigozitas) figyelembe véve elmondhat6, hogy a sejtvonalak jol reprezentaljak a Fogolyszinli
magyar tyukfajtat (9. tdblazat, M4 melléklet). Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy tobb marker
esetében megfigyeltem egy-egy allélt, mely vagy csak az egyik, vagy a masik populacidban volt
megtalalhat6. Ennek oka lehet az, hogy Osszesen mintegy 51 mintat vizsgaltam meg, igy a
markerek és mintdk szdmanak novelésével nagy valdszinliséggel megtaladltam volna ezeket a
kiugro, jelenleg ,ritka” allélnak vélt fragmenteket mindkét allomanyban. Szignifikans eltérést
talaltam a kontroll allomany vart és tényleges heterozigozitasa kozott (Fis: populdcion beliili

beltenyésztettségi érték). A sejtvonalak esetében szignifikans eltérés nem volt kimutathato.
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9. tablazat. Mikroszatellit markerek vizsgalata soran hasznalt altalanos diverzitas mutaték. (MNA: mean
number of alleles = atlag allélszamok, Hg: expected heterozigozity = vart heterozigozitas, Ho: observed heterozigozity
= tényleges heterozigozitas, SD: standard deviation = szoéras, Fis: populacion beliili beltenyésztettségi érték
(***P<0.001))

Populacié MNA+SD HetSD Ho+SD Fis
Alapitott 6sivarsejt vonalak 3,59+2,00 0,52+0,05 0,50+0,03 0,04
Kontroll AllomAny mintai 3,76+1,44 0,5240,05  0,43+0,02 0,18

5.3. Az alapitott ésivarsejt vonalak in vivo jellemzése

5.3.1. Fluoreszcensen jelolt donor dsivarsejtek integrdciojanak vizsgalata a recipiens

embrioban

A sejtvonalakat egy in vivo, funkcionalitast vizsgalo tesztnek is alavetettem. A recipiens
embrion beliili vandorlasi képességet vizsgalod kisérleteket 6t magyar dshonos fajtan végeztem el.
Minden fajta esetében véletlenszeriien valasztottam egy him ¢€s egy tojo sejtvonalat a teszthez.
Osszesen 118 injektdlast végeztem fluoreszcensen jeldlt donor 6ésivarsejtekkel, melybdl 69
(58,5%) esetben élt tal a recipiens embrid. A gonadok elemzése soran 60 embrid esetében volt
kimutathaté a donor eredetii sejtek beépiilése (17. abra, M5 melléklet), mely 87%-os atlagos
beépiilési ardnynak felel meg (10. tablazat). A Sarga magyar, Fehér magyar ¢és Fekete erdélyi
kopasznyaku fajtdk esetén minden, a manipuldciot talélt embrid pozitivnak bizonyult, mig a

Fogolyszinli és Kendermagos magyar fajtak esetében 76,2 és 77,8 % beépiilési aranyt mértem.

10. tablazat. Az alapitott ésivarsejt vonalak vandorlasi képességének vizsgilata a recipiens embriokban. A
beépiilési aranyt az injektalast talélt embridk szamahoz viszonyitva adtam meg.

Magvar éshonos faitik Injektalasok El6 embriok Kimérak szama Kimérak
gy J szama (db) szama (db) (db) arinya

Sarga magyar 20 13 (65,0%) 13 100,0%

Fehér magyar 15 8 (53,3%) 8 100,0%

Fogolyszinii magyar 32 21 (65,6%) 16 76,2%

Fekete erdélyi 19 9 (47,4%) 9 100,0%

kopasznyaku

Kendermag?s erdélyi 32 18 (56,3%) 14 77.8%

kopasznyaku

Osszesen (db) 118 69 (58,5%) 60 (87,0%) -
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17. abra. Fluoreszcensen jelolt donor dsivarsejtek vizsgalata a recipiens embrioban. A jel6lt donor sejteket 2,5
napos (HH14-17) recipiens embriok keringésébe injektaltam, majd 6 napos korban az embrionalis gonadokban
vizsgaltam a sejtek jelenlétét/hianyat. A képen Fekete erdélyi kopasznyakl embriobol 1étrehozott jelolt Gsivarsejtek
(piros) lathatok recipiens embridk ivarszervében. A recipiens embriobol izolalt ivarszerv par (fehér szaggatott vonallal
kiemelve) az Osvese (mesonephros) feliiletén talalhatd. A bevandorlas ténye jelzi, hogy az adott sejtvonal az in vitro
tenyésztés és mélyhiités utan is képes az embrion beliili célzott, a PG sejtekre jellemzd vandorlasra. A: a himivaru

sy

sejtvonalbdl szarmazo dsivarsejtek integracidja a recipiens gonadban. (Méretarany: 500 pm)

5.4. Génbank létrehozasa az alapitott ésivarsejt vonalakbol

Az egyedi embriokbol szdrmazd stabil Osivarsejt vonalakat mélyhiitottem. Minden fajta
esetében az 0sszes alapitott vonalat bevontam a génbanki megdrzésbe. Minden Osivarsejt vonal
felszaporitasat addig végeztem, mig 6 x (5 x 10%) (6 parhuzamos fagyasztocsore elegendd) sejtet
el6 nem allitottam. A génbank foldrajzilag két kiilonbozd helyen, a NBGK HGI és a NAIK MBK
létesitményiben keriilt kialakitasra. A HGI-ben folyékony nitrogénben, mig az MBK-ban egy -
150°C-o0s mélyhtitében taladlhatéak a mintdk, intézetenként, sejtvonalanként 3-3 fagyasztd csényi
sejt. A hat fajtabol 6sszesen 972 génbanki minta keriilt megdrzésre. A mintaszamokat az 7. tdblazat

tartalmazza fajtdkra lebontva.
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5.5. A donor fajta visszanyerése 6sivarsejtek injektalasaval és keresztezéssel

5.5.1. Donor eredetii osivarsejtek injektdaldasa

Ot kisérlet soran dsszesen 52 Fekete erdélyi kopasznyaki recipiens embrioba injektaltam
mélyhtlitétt, majd felolvasztott Fogolyszinii magyar donor Osivarsejteket (18. €s 19. ébra). Az
injektalashoz 1:1 ardnyban hasznaltam egy him- (FS101) és egy néivara (FS111) tenyészet sejtjeit
azért, hogy a recipiens embrié nemétdl fliggetleniil minél nagyobb eséllyel kapjak ivarszervi
kiméra allatokat. Az injektalt embridk koziil 6sszesen 29 (55,8 %) kelt ki, melyekbdl 24 (82,8 %)
érte el az ivarérett kort (13 kakas és 11 tyuk) (18. és 19. abra).

18. abra. Donor eredetii 6sivarsejtek recipiens embridoba injektilasa és a donor fajta visszanyerése
tesztkeresztezéssel. A: Recipiens Fekete erdélyi kopasznyaku tojasok keltetése a donor sejtek injektalasahoz.; B:
Fogolyszinii magyar Osivarsejtek injektalasa a recipiens embriokba.; C: A kikelt, recipiens Fekete erdélyi
kopasznyaku egyedek (feltételezett ivarszervi kimérak).; D: Az ivarérett, recipiens Fekete erdélyi kopasznyaku
egyedek (feltételezett ivarszervi kimérak).; E/1: Fogolyszini magyar kakas.; E/2: Fogolyszini magyar tyik.; F: A
tesztkeresztezésbdl kikelt csibék. A keresztezés soran kapott 0sszes szinvaltozat lathatd.; G: A tesztkeresztezésbodl
kikelt, donor eredetli Fogolyszinii magyar egyedek (1 hetes korban). (Képek: Patakiné Varkonyi Eszter, Lehoczky
Istvan, Lazar Bence és http://www.geneconservation.hu)
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5.5.2. Feltételezett ivarszervi kiméra egyedek tesztkeresztezése

A 24, donor 6sivarsejtekkel injektalt, Fekete erdélyi kopasznyaku feltételezett ivarszervi
kiméra egyedet a donor fajtaval kereszteztem. A tesztkeresztezés soran 795 darab tojas kertilt
keltetdgépbe 9 héten keresztiil. A 340 kikelt utodbdl 14 (4,1 %) bizonyult tiszta fedett nyaka
fogolyszintinek (18. és 19. abra). A 14 (7 kakas és 7 tyuk) kikelt Fogolyszinli magyar utod 4 (3
kakas és 1 tyuk) injektalt Fekete erdélyi kopasznyakli egyedtdl szarmazott, igy a feltételezett
kimérak 16,6 %-rol sikeriilt bizonyitani, hogy valdban ivarszervi kimérdk voltak. A
tesztkeresztezés bizonyitotta, hogy a génbankban tarolt (in vitro tenyésztett, mélyhiitott, majd

felolvasztott) Osivarsejtek segitségével a donor fajta mindkét nemben sikeresen visszanyerhetd.

52 db injektalas

5 db kisérlet soran GEN BANK

24 db (13 db kakas /

és 11 db tyl]k) Fekete 1 db him és 1 db né ivaru 6Sivarsejt
_ | erdélyi kopasznyak( vonal felolvasztasa az injektalashoz

(feltételezett ivarszervi
kiméra) egyed el6allitasa

Ivarszervi kimérak eldallitasa

Tesztkeresztezés a
donor Fogolyszinii
magyar fajta egyedeivel

Donor eredetii Fogolyszinii magyar utédok

Bizonyitottan ivarszervi kiméra egyedek:

Donor fajta visszanyercse | [ypgy PTMEPTEIIL L))

Visszanyert donor ésivarsejt eredeti egyedek:
14 db (7 db kakas, 7 db tyuk) (4.1 %)

19. abra. A donor eredetii ésivarsejtek recipiens embriéba injektaliasinak és a donor fajta visszanyerésének
folyamata és eredményei.
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5.6. Javasolt protokoll hazityuk dsivarsejt vonalak létrehozasahoz és tarolasahoz

génbankok szamara

A magyar 0shonos hazityuk fajtdk dsivarsejt alapti génbankjanak 1étrehozasa mellett célom
volt egy olyan altalanos protokoll kidolgozasa, amely kelloképpen egyszerii (ezaltal kevésbé jol
finanszirozott laborok/kutatointézetek is alkalmazhatjak), de 4ltala j6 mindségli génbanki
Osivarsejt mintdk allithatok el6. A témaban eddig kozzétett modszereket attekintve azt
tapasztaltam, hogy nincs egy altalanosan elfogadott eljards, mely alapjan a teriilet kutatoi
megitélhetik az Osivarsejt vonalak mindségét. A mindség marpedig fontos, tekintve, hogy a
jovoben az eldallitott és tarolt sejtvonalakbdl donor eredetli egyedek eldallitasa a cél. Az eddigi
kutatasokat és sajat tapasztalataimat alapul véve az alabbiakban ajanlok egy protokollt, melyet
kovetve nagy bizonyossaggal allithatjuk, hogy a génbankba szant sejtvonalak megfelelnek az
Osivarsejtekre jellemzd in vitro és in vivo sajatossdgoknak, illetve alkalmasak a késObbi
felhasznalasra a génmegodrzésben. A protokoll tartalmazza azt a kritériumrendszert, melynek
véleményem szerint a sejtvonalaknak meg kell felelni. A javasolt 1épéseket és kritériumokat az 11.
tablazat foglalja 6ssze. Az alkalmazandd technikak részletes leirdsa megtaldlhaté a dolgozat 2.

fejezetében.

11. tablazat. Javasolt protokoll hazityik dsivarsejt vonalak létrehozasahoz és tarolasahoz génbankok
szamara.

Lépések Kritérium
1 Vérvétel donor allomany embridibol Min. 50 db vérvétel
2 Osivarsejt vonalak alapitasa taplalosejt mentes kornyezetben Min. 1,0 x 10° ésivarsejt 3 hét alatt / sejtvonal
3 Osivarsejt vonalak ivarmeghatarozasa Min. 4-6 db ndivaru sejtvonal
5 Osivarsejt vonalak immunhisztokémiai festése CVH / DAZL és SSEA-1 pozitiv sejtek
6 Osivarsejt vonalak génexpresszios vizsgalata CVH és cPOUV expresszio
7 Osivarsejt vonalak vandorlasi képességének vizsgalata Integralodas a recipiens embridk ivarszervébe
8 Tesztelt dsivarsejt vonalak mélyhiitése Min. 6 db fagyasztd csé, min. 5,0 x 10* sejt/csd
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5.7. Uj tudomanyos eredmények

Elvégeztem hat magyar Oshonos hazityuk fajtdbol (Fehér magyar, Sarga magyar,

Kendermagos magyar, Fogolyszinii magyar, Fekete erdélyi kopasznyakl, Kendermagos

erdélyi kopasznyakt) mindkét ivar esetében az Osivarsejtek izolaldsat és hosszi tava

fenntartasat sejttenyészetben, valamint kialakitottam egy dsivarsejt alapti génbankot, mely
mind a hat fajta mintdit tartalmazza.

2. Ivarszervi kimérakat hoztam létre 6t magyar dshonos hazityuk fajta (Fehér magyar, Sarga
magyar, Fogolyszinli magyar, Fekete erdélyi kopasznyaku, Kendermagos erdélyi
kopasznyaku) dsivarsejtjeinek felhasznalasaval.

3. Sikeresen visszanyertem a donor fajtdit Fogolyszinii magyar hazityikbdl szarmazéd
Osivarsejtek génbaki mintdibol.

4. Kidolgoztam egy altalanos protokollt és kritériumrendszert a hazitytk dsivarsejt vonalak

alapitasara, mindségbiztositasara és génbanki megdrzésére.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A Természetvédelmi Vilagszovetség Voros listdja (IUCN Red list) jelenleg 11147 madar
fajt tart szamon, melybdl 1486 faj (13.3 %) sulyosan veszélyeztetett, veszélyeztetett vagy
sebezheté kategoridkba sorolhato (IUCN Red List version 2020-1: Table 4a,

https://www.iucnredlist.org/resources/summary-statistics#Summary%20Tables). A

haziallatokkal kapcsolatos felméréseket és nyilvantartasokat az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének
Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezete (FAO) végzi. Adataik szerint a 40 fajhoz tartozod
kozel 8800 bejegyzett fajta 7 %-a mar kihalt és tovabbi 24 %-a kihalassal fenyegetett (FAO 2019,
http://www.fao.org/resources/infographics/  infographics-details/en/c/174199/). A  vilagon
nyilvantartott baromfi fajtdk szama 3689 (ebbdl 2222 Gshonos), melyek 28 %-a veszélyeztetett,
sebezhetd vagy mar kihalt (FAO, DAD-IS, http://www.fao.org/3/CA0121EN/ca0121en.pdf).

Ezekbdl az adatokbol lathato, hogy a vadmadar fajok és a baromfi fajték jelentds része valamilyen
kockazati kategoridba sorolhaté. Igy megfeleld védelmi stratégiakra és aktiv cselekvésre van
sziikség, hogy a jelenleg negativ trend lassithatéva, majd a jovében stabilld valjon. Az dshonos
mezdgazdasagi biodiverzitas fenntartdsa szempontjabol. Az igy tarolt allél variaciok (pl.:
rezisztencia, stressz tlirés, elényds termelési paraméterek stb.) alapanyagai lehetnek a jovo

keresztezési stratégidinak (Wang et al., 2017).

Az 6sivarsejtek szélesebb korii kisérleti felhaszndldsa 2012-ben kezd6dott, amikor van de
Lavoir és munkatarsai el6szor hoztak 1étre olyan tenyészt6 oldatot, melyben a sejtek osztodasa és
fenntartdsa hosszu tavon biztositott volt (Van De Lavoir et al., 2012). Ez alapjan nem meglepd,
iranyelvei (FAO Guidelines 2012) még csak elméleti szinten foglalkoznak az dsivarsejteken
alapul6 génmegorzés lehetdségeivel. Ami meglepdbb, hogy az id6kozben eltelt években sem jelent
meg a FAO részérdl hivatalos ajanlas és altalanos protokoll a téméban. fgy munkam soran célom
a magyar Oshonos hazitytk fajtak Osivarsejt alapu génbankjanak létrehozéasan til egy olyan
altalanosan ajanlhaté protokoll volt, mellyel egyszerlien, de hatékonyan lehet hazityuk
Osivarsejteket izolalni, tenyészteni, mélyhfiteni és tesztelni. A kozelmultban szamos kutatdcsoport
ért el sikereket Oshonos hazityuk fajtak dsivarsejtjeivel kapcsolatos vizsgalatokban, illetve tobben
hoztak Iétre 6shonos egyedeket az dsivarsejtek injektalasdn alapulé modszerrel (Nakamura et al.,

2010a; Rikimaru et al., 2011; Tonus et al., 2016; Wang et al., 2017; Yu et al., 2019).

Nakamura ¢s munkatarsai a Gifujidori dshonos japan fajta embridibol vettek vért, melybol

gradiens centrifugélassal tisztitottdk az dsivarsejteket. A tisztitott sejteket ivarmeghatarozas utan
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him- és ndivara csoportokba osztottak és tovabbi tenyésztés nélkiil hat honapig mélyhiitotték. A
felolvasztott sejteket sikeresen injektaltak vissza két recipiens White Leghorn fajta (24HS, ST)
ivar azonos embridiba. Mindkét recipiens vonal esetében keltek ki bizonyitottan ivarszervi kiméra
egyedek, melyeket egymassal keresztezve az ST fajta esetében donor eredetli utddokat is kaptak

(6,0 %) (Nakamura et al., 2010a).

Rikimaru és munkatarsai a Hinai-dori dshonos japan fajta 6 napos embrionalis ivarszerveibol
izolaltak Osivarsejteket. Az ivarszerv szovet emésztése utan mikrokapillaris segitségével
egyenként gytijtottek 6ssze 50-100 Osivarsejtet melyeket X-es stadiumu (E-G&K) embriok
szubgerminalis liregébe, illetve HH12-13 stddiumu embriok dorzélis aortdjaba injektaltak. A X-es
stadiumi embridk esetén alacsonyabb embrid tulélést tapasztaltak, mint az aortaba torténd
injektalasnal (12,5 % vs. 80,0 %). A himivaru feltételezett ivarszervi kiméra egyedeket tojo Hinai-
dori egyedekkel visszakeresztezve csak az aortdba injektalt recipiens egyedekkel kaptak donor
eredetli utodokat (8,1 %), melyeket a fenotipus vizsgalaton feliil mikroszatellit marker analizis

segitségével is visszaigazoltak (Rikimaru et al., 2011).

Tonus és munkatarsai két ¢shonos belga fajtan (Walloon Herve és Ardennes) végeztek
vizsgalatokat. A vért HH13-18 stadiumui embriokbol gytijttték és fajtanként dsszekeverték, majd
BRL (Buffalo Rat Liver) taplalosejt réteget tartalmazo tenyésztd rendszerben tobb, mint egy évig
fenntartottdk. A sejtvonalak in vitro jellemzésére kiillonb6zd Osivar- €s Ossejt specifikus
markereket (CVH, CDH, cDAZL, SOX2, cPOUV és NANOG), illetve immunfestést (anti-SSEA-1)
alkalmaztak, tovabba sikeresen mélyhiitotték a kapott sejtvonalakat. A hosszu tava fenntartas és a
ndivarl sejtek szamara kevésbé optimalis tapoldat dsszetételnek koszonhetden a sejtvonalaik csak
himivaru sejteket tartalmaztak (habar kezdetben kevert ivara sejtekbdl indultak ki). A 1étrehozott
sejtvonalak jelenlétét visszaigazoltak recipiens embriok ivarszervében, de donor eredetli utodokat

nem hoztak létre (Tonus et al., 2016).

Wang és munkatérsai az dshonos kinai Guangxi sarga-tollu fajtabol szarmazé dsivarsejtek
in vitro jellemzését €s megOrzését tlizték ki célul. A kisérletek sordn az embriokbol vett
vérmintakat keverték, majd taplalosejteket (BRL) tartalmazd médiumban tenyésztették a sejteket.
Osszesen 3 stabil Osivarsejt tenyészetet kaptak, melyek himivarinak bizonyultak az
ivarmeghatarozas soran. Sejtvonalaik atlagos duplikacios ideje (DT) 49 ora volt. Az alapitott
sejtvonalak in vitro vizsgalatat Osivarsejt-specifikus gének (CVH, CDH, cDAZL, NANOG és
cPOUYV) expresszidjanak ellendrzésével és immunhisztokémiai festésekkel (anti-SSEA-1, anti-
EMA-1) végezték. A sejtek vandorloképességének vizsgalatdhoz az Osivarsejteket egy GFP-t

tartalmazd piggyBac transzpozon vektorral transzformaltak. A jelolt sejteket recipiens embridkba
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injektaltdk, majd a sejtek jelenlétét sikeresen mutattak ki 7 napos embridkban, naposcsibékben,

valamint ivarérett kakasok onddjaban is. Donor eredetli utodokat nem hoztak 1étre.

Yu és munkatarsai a kinai Meiling fajtaval értek el sikereket. Ez a fajta nagy népszeriiségnek
orvend az izletes husa és kivalo adaptacios képességei miatt, azonban tiszta alloményai veszélyben
vannak, igy sziikséges a fajta genetikai megdrzése. A kutatok HH13-15 stadiumu embriokbol
vettek vért, majd az azonos ivart mintdkat keverték. A kevert vérbol gradiens centrifugalas
segitségével tisztitottdk az Osivarsejteket, majd perjodsavas festéssel (PAS), anti-SSEA-1
immunhisztokémiaval és a cGAPDH, cDAZL, NANOG, cPOUV gének expressziojanak
vizsgalataval igazoltak az dsivarsejt jelleget. Ezt kovetden in vivo fluorescens festékkel jelolték az
Osivarsejteket, majd recipiens embridk ivarszervében visszaigazoltak a beépiilést. Utolso 1épésként
ivarszerv kimérakat hoztak 1étre, majd 4 ivarérett recipiens kakast kereszteztek donor fajtabol

szarmazo tyukokkal. A tesztkeresztezés soran 12,6 % donor eredetli utddot kaptak.

A bemutatott vizsgalatokban legtobbszor nem sejtvonalakat hasznaltak, csak dsivarsejteket.
Ahol sejtvonalakat hasznaltak fel, ott altaldban taplalosejt réteg segitségével tenyésztették a
sejteket, vagy csak himivarti sejtvonalakat tudtak fenntartani és felhasznalni. Eddig csak
Woodcock és munkatarsai alkalmaztak taplalosejt mentes tenyésztési technikat és mindkét ivarbol
szarmazo egyedi Osivarsejt vonalakat dshonos hazityuk fajtak esetében (Woodcock et al., 2019).
Ok azonban recipiensként génmodositott egyedeket hasznaltak fel, ami nagyban néveli a donor
eredetli egyedek eldallitasanak hatékonysagat, azonban az Eurdpai Unid jelenlegi szabalyozasa

mellett ennek széleskorii gyakorlati alkalmazasa nem lehetséges.

A fent bemutatott dsivarsejtekkel kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatas és a modszerek
fejlesztése nagyrészt hazityuk fajon zajlik, azonban az elmult években mar torténtek torekvések a

vadmadar fajokon val6 alkalmazhatosag novelésére is.

Kang és munkatarsai példaul 7 napos facan (Phasianus colchicus) embriok ivarszerveibdl
izolaltak Gsivarsejteket egy magneses sejt valogato eljaras segitségével, majd 2,5 napos hazityuk
embridk keringésébe injektaltak az igy tisztitott sejteket. A feltételezett ivarszerv kimérakat
ivarérésig nevelték, majd a kakasok ondojaval mesterséges termékenyitést végeztek facan tojokon.
A donor dsivarsejt eredetli utédok aranya 17,5 % volt (Seok et al., 2008). Ezt kdvetden
Tirawattanawanich és munkatarsai hamvas facan (Lophura diardi) és bankivatytk (Gallus gallus)
Osivarsejtek in vitro fenntartasat tlizték ki célul taplalosejtek segitségével. Mindkét faj esetében
japan fiirj taplalosejteket alkalmaztak, segitségiikkel 21 napon (hamvas facan), illetve 3 honapon
(bankivatyuk) keresztiil tudtak tenyészetben tartani és felszaporitani a gradiens centrifugalassal
tisztitott dsivarsejteket. A sejtek mindségét perjodsav és anti-SSEA-1 festéssel igazoltak vissza

(Tirawattanawanich, 2012; Srihawong et al., 2016).
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A galléros tazok (Chlamydotis undulata) dlloménya a vilagon az utdbbi 20 évben jelentosen
csokkent, igy ma a Voros Listan a sebezheto kategoriaban talalhat6. Wernery €s munkatarsai célul
tliztek ki tizok egyedek eldallitasat az dsivarsejteken alapuld kiméra technologiaval. Ez a vizsgélat
JO példa arra, hogy a sziikséges alapoz6 vizsgalatok utan, hogyan lehet Osivarsejtekkel tdmogatni
egy arra raszoruld vadon €16 faj védelmi torekvéseit. A vizsgalat soran himivaru 8 napos tuzok
embridk ivarszerv szovetét gylijtotték Ossze, majd a szovetbol sejtszuszpenzidt készitettek. Az
Osivarsejteket is tartalmazo szuszpenziot himivara hazityuk embriok keringésébe injektaltak, majd
kikeltettek a tojasokat. Az injektalt embridk ~25 %-a érte el az ivarérett kort, melybdl 8 kakasrol
(5,7 %) bizonyitottdk, hogy valoban ivarszerv kiméra. A kakasoktol gylijtott spermat galléros
tuzok tojok mesterséges termékenyitésére hasznaltak fel, melybdl 45 tojast kaptak, ezekbdl kettd
volt termékeny ¢és végiil egy (2,2 %) egészséges himivaru tuzok fidka kelt ki. A vizsgalat a galléros
tazok embriok feldldozédsaval jart, mely mindenképpen keriilend6 egy Vords Listas faj esetében,
azonban ramutat, hogy vadon ¢l6 fajok esetén is lehetséges a modszer alkalmazdsa tovabbi
fejlesztésekkel. Hazityuk esetében szamos vizsgalatban gytjtottek Gsivarsejt izolalasra alkalmas
embrionalis vérmintdkat az embridk feldldozasa nélkiil, igy a moddszer adaptalasa mas fajok

esetében is lehetségesnek tiinik. (Wernery et al., 2010).

Lathatjuk, hogy sokan és sok kiilonbozd fajtan, fajon értek mar el eredményeket, ennek
ellenére ugy gondolom, hogy az ebben a dolgozatban bemutatott eredmények egyediek, mert
tudomdasom szerint ez az elsé vizsgalat, amelyben egy egész régié shonos hazitytk fajtainak
Osivarsejt alapi genetikai megOrzése megvalosult, tovabba mindkét ivarbol szarmazo egyedi

sejtvonalakat sikertilt fenntartani taplalosejt mentes tenyésztési technikéaval.

A dolgozatban bemutatott dshonos magyar fajtakra adaptélt sejttenyésztési technika elénye,
hogy segitségével sikeriilt ndivarti Osivarsejt vonalakat alapitani és fenntartani minden fajta
esetében, valamint ezekbdl is (a him vonalakhoz hasonldan) ivarszerv kimérakat és végiil donor
eredetli utddokat létrehozni. A tenyésztési modszer tovabbi eldnye, hogy nem hasznal taplald
sejteket, igy egyrészt a tdpoldat pontosabban reprodukalhatd, mésrészt egyszeriibb €s gyorsabb a
folyamat. Hat 6shonos magyar fajtabol izolaltam dsivarsejteket és alapitottam sejtvonalakat. Az
atlagos sejtvonal alapitasi rata 42,0 % volt, mely hasonldé a mas kutatocsoportok altal kapott
vizsgalati eredményekhez (Vantress heritage fajta: 40-56 %; Fehér leghorn fajta: 49-82 %) (Nandi
et al., 2016; Woodcock et al., 2019). Az alapitott sejtvonalak pozitiv festodést mutattak dssejt- €s
Osivarsejt-specifikus ellenanyagokkal (anti-SSEA-1, anti-DAZL ¢és anti-CVH), tovabba kifejeztek
Ossejt- és Osivarsejt-specifikus géneket (CVH, cPOUV), mely eredmények bizonyitjak, hogy a
tenyésztés soran hosszu tavon fenntartott sejtek valoban dsivarsejtek. Donor eredetti utodokat 4,1

%-os hatékonysaggal sikeriilt 1étrehozni, mely kozel azonos, mint a kordbbi kutatasok soran
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bemutatott értékek (Gifujidori fajta: 6,0 %; Hinai-dori fajta: 8,1 %; Meiling fajta: 12,6 %)
(Nakamura et al., 2010a; Rikimaru et al., 2011; Miyahara et al., 2014; Rikimaru et al., 2014; Yu
et al., 2019). A dolgozatban bemutatott in vitro €s in vivo vizsgalatok eredményei alapjan nagy
biztonsaggal allithat6, hogy az ajanlott protokollok alkalmazasaval génmegdrzésre alkalmas
Osivarsejt génbanki mintak allithatok eld, melyekkel visszanyerhetd a megdrizni kivant dshonos

vagy gazdasagilag fontos hazityuk fajta.

6.1. Javaslatok

Az Osivarsejtek tarolasan keresztiil megvalositott génbanki megdrzés az irodalmi adatok és
sajat vizsgalataim alapjan is értékes részét képezheti a jovo faj és fajtavédelmi programjainak. A
sperma ¢€s ivarszerv-szovet mélyhiitéssel egyiitt egy olyan génbanki gylijtemény hozhato 1étre az
adott fajtabol, mely segitségével a jovOben nagy hatékonysaggal lesz visszanyerhetd a megdrizni
kivant fajta mindkét ivara. A hazitytk esetében az Osivarsejtek kinyerésének, tenyésztésének,
mélyhtitésének és mindség ellendrzésének modszerei a kiillonbozo fajtak esetén is jo eredményeket
hoztak (jelen dolgozat eredményei alapjan is), igy minimalis adaptilassal bevethetdk a
gyakorlatban. Mas fajok esetében azonban sziikséges a hosszu tdvi tenyésztéshez hasznalni kivant
tapoldat komponenseinek optimalizalasa, esetleg 0j Osszetételii médiumok, 01j izolalasi modszerek
kidolgozasa. Ez a feladat igen bonyolult is lehet, mert fel kell hozza térképezni az adott faj
Osivarsejtjeire jellemzd jelatviteli Gitvonalakat. Jelenleg véleményem szerint ez az egyik tertilet,
aminek a fejlesztése mindenképpen sziikséges, mert a megdérzési modszer kulcseleme a
fajspecifikus tapoldat, melyben a sejtek osztddasa optimalis sebességii, és képesek megdrizni
Osivarsejt jellegiiket (nem differencidlodnak tovabb). A megdrzési folyamatot a recipiens oldalarol
vizsgalva pedig fontos lenne olyan univerzalis recipiensek keresése, illetve 1étrehozasa, melyek
akar vad madarfajok esetében is képesek a donor dsivarsejtek befogaddsara. Tovabbi kivanatos
tulajdonsag lenne, hogy a recipiens embriok ivarszervében ne legyenek sajat ivarsejtek (vagy csak
csokkentett darabszamban), ezzel jelentésen ndvelve a folyamat hatékonysagat. Ezek nem
egyszerll feladatok, de a kdzelmultban a DDX knock-out hézityuk és az interspecifikus steril
hibridek példdja biztatd elsd 1épéseknek tekinthetdk. Javaslom tehat a teriilet kutatdi szdmara a
dolgozatban targyalt mddszer kiterjesztését minden arra érdemes dshonos, veszélyeztetett vagy
gazdasagilag fontos hazityuk fajtara, illetve egyéb fajok bevonasat és a hazitykon mar bevalt
modszerek adaptalasat. Ezzel a megkozelitéssel a jovOben joval védettebbé valhatnak a jelenleg
csak in vivo megbrzés alatt 4llo értékes baromfi fajok és fajtak, illetve egyéb veszélyeztetett

madarfajok.
77



7. OSSZEFOGLALAS

Az TUCN ¢és a FAO adati szerint a vadmadar fajok és a baromfi fajtak jelentds része
valamilyen kockazati kategoriaba sorolhaté. Igy megfeleld védelmi stratégiara és aktiv cselekvésre
van sziikség, hogy a jelenleg negativ trend lassithatova valjon. Az 6shonos hazitytk ¢és egyéb
biodiverzitds fenntartdsa szempontjabol. Az igy tarolt allél varidciok (pl.: rezisztencia, stressz
tlirés, elonyds termelési paraméterek stb.) kiinduldsi pontjai lehetnek a jovO keresztezési

stratégiainak.

Jelenleg az in vitro megérzés egyik leghatékonyabb modja madaraknal a mindkét ivartol
szdrmazo Osivarsejtek mélyhiitése és génbanki taroldsa. Ennek azért van nagy jelentdsége, mert a
ndivarban jelenlévé W ivari kromoszoma genetikai anyagat, valamint a mitokondrialis DNS-t csak
igy lehet megdrizni. Madarakndl, ellentétben az emldsokkel, a himivar rendelkezik a

homogametikus ZZ kromoszéméaval, mig a ndivar a heterogametikus ZW kromoszémaparral.

Napjainkban az Osivarsejtek madarembrio vérébol torténd kinyerésére, tenyésztésére,
mélyhiitésére, valamint a recipiens embrid keringésébe torténd visszainjektalasra és ivarszerv
kimérak létrehozasara léteznek hatékony modszerek. Azonban se a génbanki Osivarsejt mintak
eldallitasanak, se azok tesztelésének nincs még meg a kialakult gyakorlata. Munkdm soran a
szakirodalmi forrasokat alapul véve, sikeriilt kidolgoznom egy a hazitytk fajtak esetében
hatékonyan alkalmazhat6 modszertant. A munka sikerességének igazoldsara in vitro és in vivo

vizsgalatokkal igazoltam az altalam eltarolt dsivarsejt mintak hasznalhatosagat.

Hat Oshonos magyar fajtabol izolaltam Osivarsejteket €s alapitottam sejtvonalakat. Az
atlagos sejtvonal alapitasi rata 42,0 % volt, mely hasonldé a mas kutatocsoportok altal kapott
vizsgalati eredményekhez (Vantress heritage fajta: 40-56 %; Fehér leghorn fajta: 49-82 %). Az
alapitott sejtvonalak pozitiv festddést mutattak Ossejt- és Osivarsejt-specifikus ellenanyagokkal
(anti-SSEA-1, anti-DAZL ¢és anti-CVH), tovabba kifejeztek Ossejt- és Osivarsejt-specifikus
géneket (CVH, cPOUYV), mely eredmények bizonyitjak, hogy a tenyésztés soran hosszi tavon
fenntartott sejtek valoban dsivarsejtek. Donor eredetii utddokat 4,1 %-os hatékonysaggal sikeriilt
létrehoznom, mely hasonl6 a korabbi kutatasok soran kozolt értékekhez (Gifujidori fajta: 6,0 %;
Hinai-dori fajta: 8,1 %; Meiling fajta: 12,6 %). A dolgozatban bemutatott in vitro és in vivo
vizsgéalatok eredményei alapjdn nagy biztonsadggal allithatdo, hogy az ajanlott protokollok
alkalmazasaval génmegorzésre alkalmas Osivarsejt génbanki mintdk allithatok eld, melyekkel

visszanyerhetd a megdrizni kivant shonos vagy gazdasagilag fontos hazityuk fajta vagy jelleg.
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8. SUMMARY

According to the data published by IUCN and FAO, a considerable number of wild avian
species and poultry breeds are vulnerable or endangered. Thus, adequate conservation strategy and
prompt action are needed to slow down and eventually stabilize the currently negative trend.
Indigenous chicken and other poultry breeds are highly important to protect because they contain
numerous valuable allele variants (disease resistance, stress tolerance, production traits, etc.)

which could be the raw material for the agricultural biodiversity in the future.

Freezing and gene banking of avian primordial germ cell lines established from both sexes
are among the best ways of in vitro conservation. In birds, males are homogametic with ZZ sex
chromosomes and females are heterogametic with ZW sex chromosomes, thus for the complete

preservation of the genome, it is necessary to establish and freeze female cell lines.

Previously, methods were established to efficiently isolate, culture, and freeze primordial
germ cells, furthermore injecting PGCs into recipient embryos and creating germline chimeras. In
contrast, there is no standard protocol for creating good quality PGC samples for gene banking
and for testing of those samples. Therefore, my aim was to propose such a workflow and test it on

the samples I collected.

In this study, primordial germ cells were isolated and cell lines were established from six
Hungarian indigenous breeds. The average rate of cell line establishment was 42.0 %, which is
similar to previous results of other breeds (Vantress heritage breed: 40-56 %; White Leghorn
breed: 49-82 %). The cell lines showed specific staining for germ cell- and stem cell-specific
antibodies (anti-SSEA-1, anti-DAZL, and anti-CVH), and they expressed germ cell- and stem cell-
specific genes (CVH, cPOUYV). Donor-derived offspring were created with 4.1 % efficiency which
is comparable to results obtained previously (Gifujidori breed: 6.0 %; Hinai-Dori breed: 8.1 %;
Meiling breed: 12.6 %). The results presented in this thesis showed that the proposed protocols are
suitable to establish and in vitro culture good quality cell lines which are applicable for gene banks,
to inject PGCs into the recipients who are able to join the migration pathways of the embryo after

injection. and to produce donor-derived animals.
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9.2. M2 — Az ivarmeghatarozas, cDNS iras, qPCR és mikroszatellit marker vizsgalat

soran alkalmazott reakciok paraméterei

Paraméterek
Reakcio Hémérséklet Id6 Ismétlés
P2-P8 sex PCR 95 °C 1 perc 1x
95 °C 15mp
48 °C 45 mp 35x
72 °C 10 mp
72 °C 2 perc30 mp 1x
CHD1 sex PCR 95 °C 1 perc 1x
95 °C 15mp
48 °C 30 mp 28x
72 °C 10 mp
72 °C 5 perc 1x
cDNS irds 25°C 10 perc 1x
37°C 120 perc 1x
85 °C 5 perc 1x
qPCR futtatds 95 °C 10 perc 1x
95 °C 15 mp
60 °C 40 mp 40x
68 °C 20 mp
95 °C 15 mp 1x
48 °C 15 mp 1x
95 °C 15 mp 1x
Mikroszatellit markerek vizsgalata 95°C 4 perc 1x
95 °C 15 mp
60 °C 30 mp 30x
72 °C 1 perc
72 °C 9 perc 1x
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9.3. M3 — Az alapitott dsivarsejt vonalak immunhisztokémiai festése

Minden vizsgalt vonal 6sivarsejt (DAZL, CVH) és dssejt (SSEA-1) specifikus festodést mutatott. A DAZL és a
CVH a citoplazmaban talalhatd, mig az SSEA-1 egy sejtfelszini antigén, igy a pozitiv sejtek jellemzden festddtek
mind a citoplazmaban, mind a sejtmembranban. A1, A2: Fogolyszin{i magyar fajta néivart 6sivarsejt vonal.; B1,
B2: Sarga magyar fajta néivara dsivarsejt vonal.; C1, C2: Fekete erdélyi kopasznyakt himivara dsivarsejt vonal.;
D: Kendermagos erdélyi kopasznyak ndivarii Osivarsejt vonal.; E: Kendermagos magyar fajta himivara
Osivarsejt vonal.
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9.4. M4 — Allélgyakorisagok osszehasonlitasa

Mikroszatellit 16kusz Allélméret (bp) Allélgyakorisag
Osivarsejt vonalak Kontroll dllomany
177 33,33 31,67
MCWO0067 179 42,86 28,33
183 23,81 40,00
MCW0248 214 88,10 76,67
218 11,90 23,33
179 14,29 16,67
181 14,29 20,00
MCW0020 183 26,19 10,00
185 45,24 50,00
198 3,33
104 7,14 11,67
107 14,29 13,33
ADL0268 109 16,67 11,67
111 57,14 63,33
113 4,76
MCWO0103 268 30,95 28,33
272 69,05 71,67
224 64,29 55,00
MCW0206 228 Lo7
232 16,67 15,00
240 19,05 28,33
150 40,48 13,79
MCW0037 152 35,71 62,07
154 23,81 24,14
216 2,38
218 19,05 20,83
276 11,90 12,50
288 2,38 18,75
290 14,29 8,33
LE10234 294 2,38
310 30,95 37,50
312 4,76
314 9,52
316 2,38
318 2,08
343 19,05 17,31
LEI0166 347 52,38 67,31
353 28,57 15,38
MCW0222 217 9,52 8,62
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219 76,19 81,03
223 14,29 10,34
MCW0098 255 100,00 96,67
257 3,33
222 26,19 32,76
224 35,71 31,03
226 7,14 3,45
MCW0034 230 4,76 3,45
232 14,29 13,79
236 11,90 12,07
248 3,45
112 80,95 86,21
ADL027S 116 4,76 6,90
118 5,17
123 14,29 1,72
122 5,00 7,89
124 72,50 73,68
ADLO0112 126 >-26
128 15,00 10,53
130 7,50
137 2,63
143 30,00 16,67
MCW0216 145 7,50 21,67
147 62,50 61,67
162 54,17
165 20,00
MCW0014 178 25,00
180 72,50 20,83
184 7,50
259 1,72
261 25,00 27,59
LEI0094 263 30,00 17,24
265 45,00 46,55
283 6,90
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9.5. MS — Fluoreszcensen jelolt donor dsivarsejtek vizsgalata a recipiens embrioban

A jelolt donor sejteket 2.5 napos (HH14-17) recipiens embriok keringésébe injektaltam, majd 6 napos korban az
embrionalis gonadokban vizsgaltam a sejtek jelenlétét/hianyat. A képeken kiilonb6z6 fajtakbol szdrmazéd
Osivarsejtek (piros) lathatdak a recipiens embriok ivarszervében. A recipiens embriobol szarmazo ivarszerv par
(fehér szaggatott vonallal kiemelve) az dsvese (mesonephros) feliiletén talalhatd. A bevandorlas ténye jelzi, hogy
az adott sejtvonal az in vitro tenyésztés és mélyhiités utan is képes az embrion beliili hatékony vandorlasra. A:
Sarga magyar sejtvonalakbol szarmazo6 Osivarsejtek a recipiens gonadban (Al: him sejtvonal, A2: nd ivaru
sejtvonal). B: Fehér magyar sejtvonalakbol szarmazo 6sivarsejtek a recipiens gonadban (B1: him sejtvonal, B2:
néivaru sejtvonal). C: Kendermagos erdélyi kopasznyaku sejtvonalakbol szarmazo &sivarsejtek a recipiens
gonadban (C1: him sejtvonal, C2: nd ivaru sejtvonal). D: Fogolyszinli magyar sejtvonalakbol szdrmazd
Osivarsejtek a recipiens gonadban (D1: him sejtvonal, D2: n6 ivart sejtvonal). (Méretarany: 500 um)
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