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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

1.1. Bevezetés

Az utébbi évtizedben az Eurdpai Unié komolyan tdmogatja a génbankok 1étrehozasat és az
ezekben tarolt mintdk tarolasat és felhasznalasat. A Nemzeti Biodiverzitas- ¢és
Génmego6rzési Kozpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetében (NBGK HGI) mar a 1950-es
évektol kezdve megtaldlhatoak az 6shonos magyar baromfi és viziszarnyas fajok és fajtak
(Biszkup and Beke, 1951; Baldy, 1954) mint €16 génbanki allomanyok (ex situ in vivo).
2016-t0l kutatécsoportunk részt vett egy Horizon 2020-as (n° 677353) palyazatban,
amelynek célja az eurdpai unién belili génbankokban tarolt genetikai anyagok
felhasznalasdnak koordinalasa €s a szolgaltatasok fejlesztése (ex situ in vitro modszerek)
volt, majd 2017-t6l elkezdédott a VEKOP (VEKOP-2.3.2-16-2016-00012) ,Karpat-
medencei Oshonos haszonallatfajok, -fajtak és -Okotipusok XXI. szazadi génbanki
NBGK HGI, mind Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacios Kozpont, Mezdgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatointézet (NAIK MBK) konzorciumi tagként vett részt. Igy
lehetdségem nyilt a mar tarolt magyar 6shonos baromfi spermamintak mellett 1étrehozni az
Osivarsejt (PGC) génbanki mintakat is.

Madaraknal azért van nagy jelentdsége 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 emldésokkel, a himivar
rendelkezik a homogametikus ZZ ivari kromoszémaparral, mig a néivar a heterogametikus
ZW kromoszoméakkal. Mivel a spermiumok esetében csak a haploid genetikai anyagot
tudjuk  meglrizni, ezért az eredeti genom  rekonstrudlasihoz  6-8-szoros
visszakeresztezésekre van sziikség (Blesbois, 2007).

Az Osivarsejtek jelent6ségét madarakban az 1990-es években kezdték felfedezni (Tajima et
al., 1993; Naito et al., 1994). Ahhoz, hogy igazan ki tudjak hasznalni a benniik rejlé
lehetdségeket, ki kellett dolgozni a felszaporitasuk és fenntartasuk modszerét
sejttenyészetben. Erre 2006-ig kellett varni. Van de Lavoir és munkatarsai (Van De Lavoir
et al., 2006) dolgoztak ki eldszor az Osivarsejtek hossztava fenntartasat, majd az 6
modszereiket fejlesztették tovabb mas kutatocsoportok (Macdonald et al., 2010; Whyte et
al., 2015; Oishi et al., 2016; Tonus et al., 2016). Napjainkban az dsivarsejtek kdnnyen
kinyerhetdk a madarembrid vérébol, tenyészthetok, mélyhtithetdk, aztan visszainjektalhatok
egy recipiens embrié keringésébe. igy mind a génmegéSrzésben, mind a génmodositast célzo
kutatasokban nagyon jol felhasznalhatok.

Mivel se a génbanki PGC mintdk 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 mddszertanat, majd teszteltem is
az éaltalam eltarolt mintdkat. A vizsgalatok soran az eltarolt &sivarsejtekbdl sikertilt
visszanyernem az eredeti fajtat jo hatékonysaggal. Tovabbi fontos eredmény, hogy mind
himivara, mind ndivaru Osivarsejteket sikeriilt sejttenyészetekben fenntartani, és mindkét
nembdl a visszainjektalas utan utédot nyerni. Ezért a dolgozatban bemutatott protokollokat
ajanlom madar in vitro génmegorzéssel foglalkozé mas intézményeknek/Génbankoknak is.



1.2. Célkitiizések
Munkam soran célkitlizéseim a kovetkezOk voltak:

- A madar Osivarsejtek  izoldlasanak, homogén sejtpopulaciok
kialakitdsanak, in vitro fenntartasanak és mélyhtitésének adaptalasa a
magyar dshonos hazityuk fajtakra.

- Osivarsejt alapti génbank 1étrehozasa, mely hat 6shonos magyar hazityuk
fajta mintait tartalmazza.

- A génbankban tarolt sejtvonalak mindségének ¢és az alkalmazott
modszerek hatékonysaganak tesztelése: Fogolyszinli magyar hazityuk
fajta felolvasztott génbanki mintdival ivarszervi kimérdk, majd donor
eredetii utodok létrehozasa.

- Egységesen javasolhaté protokoll kidolgozdsa hazitytk Osivarsejtek
génbanki mintainak eléallitasahoz és eltarolasahoz.



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. A vizsgalatokban résztvevo dshonos tyukfajtak jellemzése
2.1.1. Magyar tyukfajtik

A magyar tyukfajtak kettGshasznuak, jellemzo rajuk a kdzepes testméret. A tyukok stlya
atlagosan 2,0-2,3 kg, a kakasoké 2,5-3,0 kg. Jellemz6 rajuk a széles, telt és dombort mell,
a magasan tiz6tt szarny, a jol fejlett tojohas, a kdzéphosszu €s sarga 1ab, a test nagysagahoz
viszonyitva tulfejlett faroktollak és a testhez simuld tollazat. Fejiik kicsiny, koponyajuk
dombort, csériik rovid és erds tovi, szemilk élénk. A taréj kozépnagy és hatranyuld,
egyenesen felalld, a tojoké gyakran megdolt, egyenletesen csipkézett egyszerti fiirésztaraj.

A magyar tyuk legfobb értéke finom rostu és izletes husa, mely alapjan méltan népszerii
itthon ¢és kiilfoldon egyarant. Csirkéi 8-10 hetes koruktdl mar értékesithetok.
Tojastermelése atlagosan évi 140-150 darab (Szalay, 2015).

Tobb szinvaltozatat is megkiilonboztetjiik, melyek koziil leggyakoribbak: Fehér magyar,
Kendermagos magyar, Sarga magyar és Fogolyszinli magyar. A dolgozat vizsgalatai soran
mind a négy szinvaltozattal dolgoztam.

2.1.2. Erdélyi kopasznyaku tyukfajtak

Az erdélyi kopasznyaku tytkra jellemzd, hogy nyaka, részben a melle, valamint hasi része
is tollatlan. A kopasznyaktisagot egyetlen autoszomalis gén hatarozza meg. A tulajdonsag a
fedett nyaktisaggal szemben dominans. Homozigdta kopasznyakuak esetében a nyak
teljesen csupasz, mig a heterozigota egyedek esetében el6l, a nyak alsd részén — mar
naposcsibéken is jol megfigyelhetd — tollpamacs van. A fejteton szintén kevés toll talalhato.
Sokféle szinvaltozatban fordult elé, korabban legelterjedtebb a fehér volt. Testalkata
hasonlit a magyar tyukéra, de anndl nagyobb torzsii, hosszabb és tojasdad alakd, melle
kerek, mint a vadmadaraké. Szarnya hosszabb és hegyesebb. A kakasok teststlya atlagosan
2,5-3,0 kg, a tojoké 2,0-2,3 kg.

Az erdélyi kopasznyaku tytukfajtakat a 20. szazad els6 felében még elsérendli gazdasagi
tytkként tartottak nyilvan. Rendkiviil edzettek, erések és ellenalloak. Gyorsan fejlédnek és
gyorsan tollasodnak. Szamukra megfeleld kornyezetben kitlind tojastermeldk, tojasaik sulya
a 70 g-ot is meghaladhatja. A tojasok altalaban barna- vagy krémszinliek, de eléfordulnak
fehérhéjuak is (Szalay, 2015).

Tobb szinvaltozatat is megkiilonboztetjiikk, melyek koziil leggyakoribbak: Fehér-, Fekete- és
Kendermagos erdélyi kopasznyak.

A jelen dolgozatban végzett vizsgalataimban a Fekete- és Kendermagos erdélyi
kopasznyaku tyuk fajtdkkal dolgoztam.

2.2. Kisérleti allatok, allatkisérletek

A Kkisérletekben résztvevd éllatok tartdsa a Nemzeti Biodiverzitds- és GénmegoOrzési
Ko6zpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetében (NBGK HGI) tortént és megfelelt a Magyar
Allatvédelmi Torvénynek (1998. XXVIII), tovabba a NBGK HGI rendelkezik a Nemzeti
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Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allat-egészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosaganak
allatkisérleti engedélyével. Az embrid manipulacios kisérletek kovették az Nemzeti
Agrarkutatasi és Innovacios Kézpont Mezégazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet (NAIK
MBK) Allatbiotechnoldgiai Féosztaly szabvanyos protokolljait, a vizsgalatokat az intézet
jovahagyasaval végeztem.

2.3. A Kkisérleti allomany tartastechnolégiaja

Az 6sivarsejt vonalak alapitdsahoz hasznalt termékeny tojasok a NBGK HGI génbanki
allomanyatol szarmaztak. Az intézetben tartott dshonos tyukfajtakat nagy kiiltéri kifutoval
rendelkezd istallokban tartjak. Az allomanysiirliség 5-6 db/m?, az ivararany 7 tyuk : 1 kakas.
A tojasok tiszta, szaraz gyljtésére tojofészkek allnak rendelkezésre (5 tojo/fészek). A
tenyészallomany takarmanyozasa tojotappal torténik, mészgritt kiegészités mellett.

A tojasgylijtést naponta kétszer végzik. Ezutan a tenyésztojasok a hitott tojastaroloba
keriilnek. A tojasok keltetése egy Midi F500S keltetogépben (PL Maschine Kft.) tortént
37,8°C-os hémérsékleten 60-65 %-os paratartalom mellett.

A kikelt naposcsibéket 4 hetes korig a kisérleti allathazban elhelyezett Gn. neveld
inkubétorban neveltem 0,5 m?/10 allat alapteriileten, zeolit alomra kihelyezve, ad libitum
inditotap takarmanyozas mellett. A késziilék belmagassaga 40 cm, eldlrdl teljesen atlatszod
plexi boritja. Természetes megvilagitas biztositott, de sziikség esetén belsé vilagitas is
alkalmazhatd volt. A hémérsékletet fokozatosan hetente csokkentettem 30°C-rol a végsé
22-24°C-ra.

A novendékeket 4 hét utan kis csoportban (10-15 allat) zeolit / puhafa forgacs mélyalomra
helyeztem ki 2 m? alapteriiletre. 16 hetes kortdl az allomanyt nagyobb alapteriiletii
fillkékben, szintén mélyalomra telepitettem at. Ez a mélyalmos elhelyezés a kisérleti, zart
istallon beliil tortént, racselemekkel elvalasztott, mobilan valtoztathatd méretli, feliilrdl
nyitott teriileten. A takarmanyozas ad [libitum indit6-, majd neveldtap volt. A megvilagitas
természetes, de sziikség esetén fényprogrammal is szabalyozhat6. A homérséklet a fajnak
megfeleld 20-22°C volt.

2.4. Osivarsejtek izolalasa az embriobol

A HH 13-17 stadiumt (2,5-3 napos) embriokbol egyedileg vettem vért, melyhez a (az
eldzetes alkoholos attorléssel fertdtlenitett) tojasokat el6szor egy liveg Petri csészébe tortem
fel, igy az embrid teljes érhalozata hozzaférhet6vé valt. Kovetkezd lépésként sztereo-
mikroszkop alatt steril, huzott livegkapillaris (~ 20 um -es vég atmérd) és szajpipetta
segitségével 1-3 pl vért szivtam le az embriok dorzalis aortajabol, melyet azonnal tenyésztd
edényben (48 lyukil milanyag plate) levd tyuk Osivarsejtek szamara kifejlesztett specialis
médiumba helyeztem (Whyte et al., 2015). Az izolalt embriokbol minden esetben
szovetmintat vettem késObbi ivarmeghatdrozas céljara, melyet -20°C-on taroltam késObbi
feldolgozasig. Minden esetben rogzitettem az izolalds idépontjat, az embridk pontos korat
(HH stadiumok) és hogy tapasztalhatd volt-e valamilyen fejlodési rendellenesség.



2.5. Osivarsejtvonalak alapitisa és fenntartisa — sejttenyésztés

Az embridbdl izolalt vért, mely tartalmazta a vér sejtes elemeit és az Osivarsejteket is, 3
hétig tenyésztettem in vitro Osivarsejt specifikus médiumban (Whyte et al., 2015) CO»
termosztatban 38°C-on 5% CO» koncentracié mellett. Ez az id6tartam elegend6 arra, hogy
az Osivarsejteken kiviil minden egyéb sejttipus eliminalodjon a tenyésztd edénybdl. Az
Osivarsejtek a szamukra specifikus tapoldatnak koszonhetéen osztédasnak indultak és
homogén sejtpopulaciot hoztak Iétre. Ha az egy embriobdl alapitott tenyészet sejtszama
elérte 3 hét alatt az 1,0 x 10° &sivarsejtet, akkor sikeresnek tekintettem a sejtvonal alapitést.
Az 6sivarsejtek a médiumban szabadon tsztak, a tenyészté edény nyugalmi allapotaban az
edény aljan, de arra nem letapadva, helyezkedtek el. Ezért a médium csere minden masodik
nap a médium egyharmadéanak dvatos eltavolitasaval, majd friss médiummal val6 potlasaval
tortént. Heti egy alkalommal a teljes sejtmennyiség szuszpendalasra is sor keriilt. Ekkor
steril 1,5 ml-es Eppendorf cs6be helyeztem a sejtszuszpenziét, majd centrifugaltam a
sejteket 4 percig 800 g-vel. Ezt kovetden a feliiliiszot eltavolitottam, majd a pelletet friss
médiumban szuszpendalva 11j tenyésztd edénybe helyeztem ki a sejteket.

2.6. Osivarsejtvonalak jellemzése in vitro

Az alapitott Gsivarsejtvonalakat in vitro elemzésnek vetettem ala, hogy meghatarozzam az
alapvetd jellegzetességeiket, illetve megbizonyosodjak rola, hogy valéban homogén
sejtpopulaciokat kaptam, amelyek rendelkeznek az Gsivarsejtekre jellemzd sajatossagokkal.

2.6.1. DNS izoldlas és ivarmeghatdrozds

Az embriokbdl torténd vérvétel soran gyiijtott embrionalis szovetdarabokat lizis pufferben
tartam fel. A feltarast kovetden DNS-t izolaltam (High Pure PCR Template Preparation Kit;
Roche Diagnostics, US), majd a DNS mintakat higitottam 25 ng/ pl-es koncentraciora. A
DNS koncentraciot NanoDrop Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, USA)
segitségével hataroztam meg, majd a mintakat -20°C-on taroltam késobbi felhasznalasig.
Ezt kdvetden kezdetben a P2-P8 (Griffiths et al., 1998), majd kés6bb CHD1 primer par (Lee
et al., 2010) segitségével sex PCR-t végeztem (MyTaq Red Mix; Bioline Reagents Ltd.,
UK). A PCR termékeket gélelektroforézis segitségével 1,5%-os agar6z gélen 90 V-on 30
percen keresztiill futtattam, majd az eredményeket a ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, USA) berendezéssel dokumentaltam.

2.6.2. Immunohisztokémiai vizsgalatok

Az 6sivarsejt tenyészetekbdl mintat vettem, ezt kovetden centrifugaltam a sejtszuszpenziot,
majd 20 ul PBS-ben szuszpendaltam fel a pelletet. A szuszpenzidt kicsdppentve, a sejteket
raszaritottam a targylemez feliiletére. Ezt kovetden 4%-os paraformaldehidben (PFA-ban)
fixaltam a cseppeket. Az immunhisztokémiai festés soran a kutatocsoportunk altal korabban
publikalt protokollt alkalmaztam (Lazar et al., 2018). A kész lemezek elemzését konfokalis
mikroszkop segitségével végeztem el (Leica TCS SP8, Leica Ltd., Germany).



2.6.3. RNS izolalas, 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 gyartd protokolljanak megfeleléen. Az RNS koncentraciot NanoDrop
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével hataroztam meg, majd a
mintakat -70°C-on taroltam késébbi felhasznalasig. cDNS irashoz High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit-et hasznaltam (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
US) a gyartd eclbirasai alapjan. 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 vizsgélatokban
szereplé minden gén esetében harom parallel mérést végeztem, mely soran detektaltam a
fluoreszcens emisszidt, majd a GenEx (MultiD, SE) szoftver segitségével kalkulaltam a
relativ expressziokat.

2.6.4. Proliferdcios assay

Az Osivarsejtek osztodoképességét és az osztddas sebességét proliferaciés assay
segitségével vizsgaltam. Az ugyanahhoz a fajtdkhoz tartoz6 sejtvonalakat egy kisérlet
keretében mértem, minden vonalat egyedileg, harom parhuzamos mintat alkalmazva. A
mérést harom napon keresztiil minden nap ugyanabban az idépontban végeztem. ElGszor
minden sejtvonal esetében sejtszamolast végeztem (Arthur™ Cell Counter, Nanoentek,
AT1000), majd kiosztottam a sejteket 5000 sejt/ well siiriiségben 96-lyuka
tenyésztéedénybe. Minden nap a mérést megelézéen 4 oOran at, 38°C-on inkubaltam a
sejteket CCK-8 (Sigma-Aldrich, 96992) reagenssel, 100 pul médiumhoz 10 pl CCK-8
reagenst adva. A CCK-8 reagens élénk narancssarga szinvaltozassal reagal az €16 sejtek
ezzel. (A narancssarga szin egy formazan festék, mely a WST-8 vegyiilet bioredukcidja
altal keletkezik egy elektron transzport mediator (1-Methoxy PMS) jelenlétében.) A
keletkez6 szin intenzitasa egyenesen aranyos az €16 sejtek szamaval, igy az abszorbancia
mérésével a sejtszam valtozasban bekovetkezo 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 kiszamoltam minden
sejtvonal duplikacids idejét (doubling time, DT), amely a sejtszam megduplazddashoz
hasznaltam: DT = d * log(2) / log(A:) — log(Ay), ahol d: mérések kozott eltelt napok szama,
Ay abszorbancia a harmadik napon, Ao: abszorbancia az elsé napon (Kong et al., 2018).

2.6.5. Mikroszatellit markerek vizsgdlata

sy

(Thermo Fisher Scientific USA) segitségével mértem, 5 ng/ul toménységlire higitottam,
majd tovabbi felhasznalasig -20°C—on taroltam.

Az altalam haszndlt 17 mikroszatellit marker (6. tablazat) az AVIANDIV projektbdl kertilt
kivalasztasra (https://aviandiv.fli.de/), hiszen korabbi informacidinkat a fajtakrol szintén
ezen markerek segitségével kaptak kollégadim. A vizsgalat soran ugynevezett farkas
primereket hasznaltam (Blacket ef al. 2012). Ennek 1ényege, hogy nem kozvetleniil jelolt
primerekkel dolgoztam, hanem azok forward szekvenciainak 5° vége elé kiilonb6zo, vagy
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azonos szekvenciakat, de eltérd fluoreszcens jeldléssel raktam (WELL-RED festékek: D2,
D3, D4). igy a megfelelé optimalizalassal kiilonbozé marker szetteket alakitottam ki a PCR
reakciokon beliili multiplexalassal (7 multiplex, 1 szimplex PCR) és/vagy a PCR termékek
poolozasaval (I-MCWO0206; B-F, H, A-D; C) a fragmens analizis soran, vagyis egyidejiileg
tobb markerrel végeztem el a genotipizalast.

A PCR termékek detektdlasa kapillaris gélelektroforézissel, automata DNS szekvenator
haszndlataval tortént (GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis System, Beckman Coulter,
CA, USA), a gyarto leirasa alapjan. Az allélméretek meghatarozasahoz 400 bp hosszsagu
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 populdcion beliili
beltenyésztettségi értéket (Fis) és annak szignifikanciajat az FSTAT program (Goudet,
2001) hasznalataval hataroztam meg.

2.7. Osivarsejt vonalak jellemzése in vivo

A tenyésztett Gsivarsejteket in vivo jellemzésnek is alavetettem, mely soran célom a sejtek
megfeleld miikddésének és vandorldsi képességének vizsgalata volt fluoreszcensen jeldlt
sejtek segitségével.

2.7.1. A mélyhiitott/felolvasztott sejtek fluoreszcens jelolése

A tenyészetben fenntartott Gsivarsejteket egy in vivo sejtfeliileti festékkel jeloltem, mely
fluoreszcens tulajdonsagainak koszonhetéen konnyen nyomon kovethetd az embridban. Az
Osivarsejteket centrifugalassal valasztottam el a tenyésztd médiumtol, majd egy steril 1x
PBS-es mosast kovetéen alkalmaztam a piros (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker, Sigma
Aldrich, MIDI26-1KT), illetve z6ld (PKH67 Green Fluorescent Cell Linker, Sigma Aldrich,
MIDI67-1KT) festékeket a gyartd uUtmutatasat kovetve. A frissen jeldlt sejtek
fluoreszcenciajat konfokalis mikroszkoppal (Leica TCS SP8, Leica Ltd., Germany)
ellendriztem, majd visszahelyeztem 6ket CO, termosztatba késébbi felhasznalasig.

2.7.2. A fluoreszcensen jelilt sejtek recipiens embrioba torténo

bejuttatasa injektaldassal

A fluoreszcensen jeldlt dsivarsejteket dsszegylijtottem, majd megszamoltam (Arthur™ Cell
Counter, Nanoentek, AT1000). Centrifugalast kovetéen DMEM és steril viz 2:1 aranyt
keverékében szuszpendaltam fel (a teljes Osivarsejt tenyésztd médium egyes komponensei
hatassal lehetnek az embrid fejlodésre, ezért egyszertsitett médiumot hasznaltam) a sejt
pelletet.

A recipiens tojasok héjan alkoholos fert6tlenitést kovetden 1 cm atmérdji lyukat nyitottam,
majd 1 pl-t injektaltam (~3-5000 &sivarsejt) az eldkészitett sejtszuszpenziobol a 2,5 napos
recipiens embriok szivébe. Az injektalas egy huzott livegkapillaris segitségével tortént,
melynek atméréje a hegyes végén ~20 um volt. Az injektalast kdvetéen ~50 pl steril,
elémelegitett 1x PBS-t csOppentettem az embriora, majd 2 réteg steril laboratoriumi
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parafilm segitségével lezartam a nyilast és egyedi jelolést kdvetden a tojast visszahelyeztem
a keltet6be.

2.7.3. Az injektdlt sejtek ivarszervbe torténd integrdaciojanak

ellendrzése

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 fixdltam egy ¢&jszakan keresztiil. A fixalt ivarszervekben fluoreszcens sztereo-
mikroszkép (Leica M205 FCA, Leica Ltd., Germany) segitségével azonositottam az
injektalt sejteket, melyekrol fotdédokumentaciot készitettem. Minden esetben rogzitettem az
elhalt embridk szamat és ha lehetett, a pusztulas okat is.

2.8. Osivarsejt vonalak mélyhiitése

Az alapitott Osivarsejt vonalak fagyasztasat frissen Osszemért Osivarsejt fagyasztd
médiummal végeztem, mely a kovetkezd6 komponenseket tartalmazta: DMEM (Gibco,
21068-028) ¢s steril viz (Gibco, 15230-089) 2:1 aranyban, tovabba 8 % DMSO (SIGMA,
D2650), 10 % hazitytk szérum (Sigma Aldrich, C5405) és 0,75% 20 mM-os CaCl2 (Sigma
Aldrich, C4901). Az dsivarsejteket 6vatosan szuszpendaltam a tenyészto edény aljarol, majd
1,5 ml Eppendorf csébe pipettaztam at. A centrifugalast (1000 x g, 3 perc) kovetéen a
feliiliszot eltavolitottam, majd 250 pul DMSO mentes Osivarsejt fagyasztdé médiumban
szuszpendaltam a sejteket és atmértem feliratozott fagyasztd csébe. Ehhez 250 ul ésivarsejt
fagyasztd médiumot adtam lassan, cseppenként, majd a csdvet -70°C-os mélyhiitébe
helyeztem. Hosszi tavh tarolas esetén egy ¢éjszaka utdn a mintakat -150°C-ra, vagy
folyékony nitrogénbe helyeztem at. Minden sejtvonal esetében leszamoltam a mélyhtitésre
keriil6 sejtek szamat, illetve meghataroztam az €16 és elpusztult sejtek aranyt a fagyasztast
megelézoen.

2.9. Osivarsejt vonalak felolvasztisa

Az 0Osivarsejtek felolvasztasahoz 37°C-os vizfiird6t hasznaltam, majd a fagyaszto csé teljes
tartalmat 2 ml Osivarsejt tenyészt6 médiumba pipettaztam at. Centrifugalast (1000 x g, 3
perc) kovetden a feliiliszot leszivtam, majd friss Osivarsejt tenyésztd médiummal vald
szuszpendalas utan a sejteket tenyésztd edénybe helyeztem ki és tovabb tenyésztettem.

2.10. Génbank létrehozasa osivarsejtek felhasznalasaval

A fajtdk embri6ibol 1étrehozott egyedi Osivarsejt vonalakat kezdetben 48-lyuku, majd 24-
lyuku tenyészt edényben tartottam fent. A sejtek osztddéasat kovetve, amikor kitdltotték a
rendelkezésre allo feliiletet, megfeleztem Oket, igy alakitva ki minden sejtvonalb6l hat
pérhuzamos tenyészetet. Az igy létrehozott sejtmennyiséget hat parhuzamos, 2 ml-es
fagyasztocs6ben mélyhlitdttem a 4.8. fejezetben leirtaknak megfelelden. Az igy kapott
mélyhiitott dsivarsejt tenyészetekbdl sejtvonalanként harom fagyasztocsényi mennyiséget a
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Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegdrzési Kozpont Haszonallat-génmegdrzési Intézetének
(NBGK HGI) Génbankjaban helyeztem el folyékony nitrogénben, mig harom csovet a
Nemzeti Agrarkutatasi és Innovaciés Kozpont Mezdégazdasagi Biotechnologiai
Kutatointézetében (NAIK MBK) erre a célra lizembe helyezett -150°C-os mélyhiitéjében
helyeztem el. A szeparalt tarolas, biztonsagi intézkedésként szolgal, ha esetleg valamelyik
intézetben nem vart esemény kovetkezne be. Az 0sszes alapitott sejtvonalbol megfeleld lizis
pufferbe sejtszuszpenziot is legytijtottem, késébbi RNS és DNS izolalas céljabol. Ezeket a
csoveket szintén a NAIK MBK -150°C-os mélyhtitdjében taroljuk.

2.11. A donor fajta visszanyerése osivarsejtek injektalasaval és

Kkeresztezéssel

Célom annak bizonyitasa volt, hogy az egyedi embriokbol alapitott Gsivarsejt vonalak in
vitro fenntartast és mélyhiitést kovetden is alkalmasak recipiens embridk ivarszervébe
beépiilni, ott az allat kikelését és ivarérését kovetden ivarérett ivarsejtekké differencialodni,
végiil pedig az ivarszervi kiméra egyedek keresztezésével donor eredetli utdodot 1étrehozni.
Ehhez a Fogolyszini magyar fajtat valasztottam donor fajtanak és a Fekete erdélyi
kopasznyaku fajtat recipiensnek.

Ezt a dontést arra alapoztam, hogy a fogolyszin kialakuldsa recessziv tulajdonsag, mig a
kopasznyakusigé dominans. Igy, ha kopasznyaki recipiensbe Fogolyszinii magyar
Osivarsejteket Ttltetiink be, majd az ivarérés utan Fogolyszini magyar egyedekkel
keresztezziik vissza a recipienst, tiszta fedettnyaklt Fogolyszinli magyar csibét csak abban
az esetben kapunk, ha az egyedet kialakitd mindkét ivarsejt a Fogolyszinii magyar fajtatol
szarmazik. Mivel minden alapitott Fogolyszini magyar embriobol alapitott sejtvonal
esetében megtortént a mikroszatellit marker analizis, a kapott utdodokat ez alapjan is
ellendrizni tudtam.

2.11.1. Donor eredetii ésivarsejtek injektdaldasa recipiens embriokba

A recipiens embridba torténd injektalas menete alapvetden megegyezett az 2.7.2. 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 pillanatdban nem ismertem a recipiens embridk ivarat, igy egy-egy
elézetesen véletlenszeriien kivalasztott Fogolyszin{i magyar him- és ndivara sejtvonalat 1:1
aranyban keverve injektaltam minden Fekete erdélyi kopasznyaku recipiens embrioba.
Ezzel a modszerrel novelve a sikeres beépiilés lehetdségét €s optimalizalva a sziikséges
injektalasok szamat.

2.11.2. Recipiens embriok keltetése, az embriondlis fejlodés ellenorzése

A recipiens tojasok keltetése egy Midi F500S keltetogépben (PL Maschine Kft.) tortént
37,8°C-os hémérsékleten 60-65 %-os paratartalom mellett. Az injektalast kovetden a
tojasok visszakeriiltek a keltetébe kikelésig. Az embriok fejlddését a tojasok lampazaséaval
végeztem el0szor a keltetés 10. napjan. A lampazas soran eltavolitott tojasokat felbontottam
és rogzitettem az embri6 pusztulasanak okat.
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2.11.3. A kapott ivarszervi kiméra egyedek tesztkeresztezése

A tesztparositashoz az altalam keltetett és felnevelt potencidlisan ivarszervi kiméra Fekete
erdélyi kopasznyaku tojokat és Fekete erdélyi kopasznyaku kakasokat egyedi ketreces
tartasban helyeztem el. Az éllatok granulalt tojotapot fogyasztottak, Onitatokbol ittak ad
libitum. A megvilagitds, természetes fény mellett, mesterséges kiegészitéssel tortént, napi
16 6ra iddtartamban. A tojasokat naponta kétszer gyljtdttem, egyedileg jeldltem, és a
felhasznalasig tojastarold helyiségben helyeztem el dket.

A tesztparositdsokhoz a Fogolyszinli magyar fajtat hasznaltam, amely egyedeket szintén
egyedi ketrecekben helyeztem el. A vélelmezett ivarszervi kiméra Fekete erdélyi
kopasznyaku kakasok spermdjaval egyedenként két Fogolyszini magyar tyukot
termékenyitettiink. A Fekete erdélyi kopasznyaku tytkokat 5 darab Fogolyszinii magyar
kakas kevert sperméjaval termékenyitettiik.

2.11.4. Ondovétel és mesterséges termékenyités

A kakasoktol az ondovétel dorso-abdominalis masszazs-technikaval tortént (Burrows and
Quinn, 1935) az els6é héten heti 3 alkalommal, az ezt kovetd hetekben heti két alkalommal
két honapon keresztiil, a kéthetes trenirozasi idészakot kdvetden. A tojok mesterséges
termékenyitése a Bakst és Dymond altal leirtak szerint tortént (Bakst and Dymond, 2013).

2.12. 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 S. D. E. 2001) szoftvereket
hasznaltam. A szigifikancia szinteket a kdvetkezéek szerint hataroztam meg: *p<0,05,
*xp<0,01, és ***p<0,001. A duplikéciés id6 (DT) adatok esetében a csoportokat Mann-
Whitney tesztek segitségével hasonlitottam 6ssze. A qPCR-es vizsgalatok esetében a target
gén expresszidjanak valtozasat a belsé kontroll gén referencia értékéhez képest a 2744Ct
formulaval szamoltam, melyben ACt = Ct (target gén) — Ct (belsé kontroll), valamint AACt
= ACt (teszt minta) — ACt (kontroll minta).
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3. EREDMENYEK

3.1. Oshonos magyar tyukfajtak ésivarsejt vonalainak alapitisa

Hat dshonos magyar fajtabol alapitottam sikeresen Osivarsejt vonalakat. Minden fajta
esetében egyedi tenyészeteket hoztam 1étre, vagyis az adott tenyészet egy embrid vérében
talalhato Osivarsejtekbdl szarmazott. Az alapitasi aranyt az 0sszes vérvételre vetitett sikeres
sejtvonal alapitasok szdméval hataroztam meg. Osszesen 396 vérvételbol 166 sikeres vonal
alapitas tortént, mely a hat fajtara 42,0 %-os atlagos alapitasi aranynak felel meg. Harom
fajta esetében az alapitasi 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 koézeli 39,7 % és 37,5 %-os értékeket kaptam,
mig a Fogolyszinii magyar fajta alapitasi aranya bizonyult a legalacsonyabbnak 28,4 %-kal
(1. tablazat). A sejtvonal alapitdsnal a cél minimum 20 egyedi embridbdl szdrmazd stabil
sejtvonal kialakitasa volt, melyet sikeriilt teljesitenem. Stabil sejtvonalnak tekintettem
minden olyan tenyészetet, melyben 3 hét, in vitro tenyésztést kdvetden 1,0 x 10° vagy tobb
Osivarsejt volt talalhatd. A vérvételek szamat az adott idészakban hozzéaférhetd tojasok
mennyisége, azok termékenysége és a kisérlet napjan megfeleld stddiumban 1év6 embridk

szama hatarozta meg.

1. tablazat. Magyar 6shonos fajtakbol alapitott dsivarsejt vonalak és az eltarolt génbanki
mintak szama. Az alapitdsi arany az Osszes vérvételre vonatkoztatott sikeres sejtvonal

alapitasok szama szazalékban.

,, . Alapitott Himivarua Néivara  Alapitasi Génbanki
Magyar 6shonos Vérvétel . . . . . s
fajtsk (db) sejtvonal  sejtvonal sejtvonal arany mintak

(db) (db) (db) (%) (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

Eg;;;;mag"s 76 37 27(73.0%)  10(27.0%)  487% 222

angg"ylﬁz‘““ 74 21 1781%)  4(19,0%)  28.4% 126

Fekete erdelyi 68 27 23(852%) 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
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3.2. Az alapitott osivarsejt vonalak in vitro jellemzése

3.2.1. Ivar meghatdrozds

Minden Iétrehozott sivarsejt vonal esetében elvégeztem az ivarmeghatarozast. Ehhez a
vérvétel soran gyiijtott embrionalis szovetmintakat hasznaltam. A 166 stabil sejtvonalbol
121 (72,3 %) himivaru és 45 (27,7 %) néivaru volt (1. tablazat). Az 50-50 %-os elméleti
aranyt a Kendermagos erdélyi kopasznyaku fajta kozelitette meg, ahol a sejtvonalak 47,6 %
néivaru volt. Az ivararany a Fekete erdélyi kopasznyaku fajtanal volt a leginkabb eltolodva:
a noivari egyedek aranya csak 14,8 % volt. A ndivari vonalak aranyabol arra
kovetkeztethetiink, hogy az alkalmazott médium, habar alkalmas a ndivarti sejtvonalak
tenyésztésére, még nem tekinthetd mindkét ivar szamara ugyanolyan hatékonynak.

3.2.2. Immunhisztokémiai vizsgalat

Immunhisztokémiai vizsgalatot 6 fajta esetében végeztem. Minden fajta esetében egy him-
¢és egy ndivaru tenyészetet valasztottam. Minden vizsgalt vonal dsivarsejt (DAZL, CVH) és
Ossejt (SSEA-1) specifikus fest6dést mutatott. A DAZL és a CVH a citoplazmaban
talalhato, mig az SSEA-1 egy sejtfelszini antigén, igy az Osivarsejtek pozitiv festodést
mutattak mind a citoplazméban, mind a sejtmembranban. A sejtmagfestést TO-PRO®-3-mal
végeztem.

3.2.3. Génexpresszios vizsgalat

Az Osivarsejt- és Ossejt specifikus gének expresszidjanak vizsgalatat négy tytukfajta két
himivara és két néivart PGC vonala esetében végeztem el (Fogolyszinii magyar, Fehér
magyar, Kendermagos erdélyi kopasznyaku, Fekete erdélyi kopasznyaku). Az &sivarsejt
specifikus CVH és az &ssejtekre jellemzd cPOUV gének mind a négy vizsgalt fajtaban,
minden egyes vizsgalt sejtvonal esetében, magas expresszios értéket mutattak. Az
expresszios értékek Osszehasonlitasakor haztartasi génként a ¢cGAPDH-t hasznaltam, ehhez
képest szamoltam ki a relativ expresszids értékeket. Hazityik embrionalis fibroblaszt
sejteket (CEF) hasznaltam kontroll mintaként, melyekben a vizsgalt sivarsejt és Ossejt
specifikus gének expresszidja (a vart modon) nem volt szamottevd. Az eredményeket az 1.
abran foglaltam Ossze. Az expresszios értékeket az azonos tyukfajtdk him-, illetve ndivart
sejtvonalaiban mért relativ expresszids értékek atlagaként adtam meg.
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1. abra. Osivarsejt- és Gssejt specifikus gének expressziéjanak vizsgalata 6shonos magyar
hazityik fajtak ésivarsejt vonalaiban. Az abran két magyar és két erdélyi kopasznyaku fajta
esetében lathatdo a CVH és cPOUV gének expresszidja a cGAPDH haztartasi génhez viszonyitva.
Az expresszios értékeket az azonos tyukfajtak him-, illetve néivaru sejtvonalaiban mért relativ
expresszios értékek atlagaként adtam meg. Kontroll mintaként hazityuk embrionalis fibroblaszt
sejteket (CEF) hasznaltam., A: Fogolyszini magyar fajta, B: Fehér magyar fajta, C:
Kendermagos erdélyi kopasznyaku fajta, D: Fekete erdélyi kopasznyaku fajta.

3.2.4. Sejtosztodas vizsgalata

A sejtosztodas sebességének vizsgalata fontos tényezd az dsivarsejt vonalak génbanki
mintainak Iétrehozasa soran. A gyors osztodasi sebesség, ebbdl kovetkezden a rovid
duplikacids id6 (doubling time, DT) a PG sejtek jellemz6 tulajdonsaga. A gyors osztodasi
sebesség megkonnyiti a sejtekkel valé munkat, igy alapvetden kivanatos tulajdonsag,
azonban, amennyiben valamelyik vonal esetében extrém magas proliferacios ratat talalunk,
fontos megemliteni, hogy a proliferdciés ratdkban taldlt nagy kiillonbség a genetikai
diverzitasra utal, ebbdl kdvetkezéen a génbanki megdrzésbol csak abban az esetben zartam
ki Osivarsejt vonalat az osztddas sebessége alapjan, ha annak lassu osztddasa miatt nem
lehetett elegendd szamu sejtet gylijteni az in vitro és in vivo vizsgalatokhoz, illetve a
mélyhiitéshez  sziikséges minimalis  sejtszam  Gsszegyiijtéséhez.  Altaldnossagban
elmondhatd, hogy az Osszes vizsgalt Osivarsejt vonal elfogadhatd 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 kitlzott génbanki torekvéseknek. Az Osszes
fajta adatait elemezve nem talaltam szignifikans kiilonbséget a him és tojo vonalak kozott.
A fajtdkat egymassal Osszehasonlitva szignifikans eltérést kaptam 10-bol 7-esetben (2.
abra). Vizsgaltam tovabba a fajtdkon beliil a him és tojo vonalak kozotti kiillonbséget, mely
sordn az 5 fajtdbdl 2-nél (Fogolyszinli és Kendermagos magyar) taldltam szignifikans
kiilonbséget (3. abra).
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ajta

2. abra. A duplikacios id6 (DT) értékek fajtanként abrazolva. A fajtakat egymadssal
Osszehasonlitva szignifikans eltérést kaptam 10-bol 7-esetben (8. tablazat). A Mann-Whitney
teszt eredményei alapjan a betiik kiilonbozdsége szignifikans kiilonbséget jelent, mig az azonos
betiivel jelolt csoportok kozott statisztikailag kimutathato kiilonbség nincs. A boxplot-okon a
fekete négyzet jeloli az atlagot, a kozépsé vonal a mediant, a doboz hatarok az alsé és fels6
kvartilist.
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3. abra. Duplikaciés id6é (DT) értékek fajtanként és ivaronként abrazolva. Az ivarokat
egymassal Osszehasonlitva szignifikans eltérést kaptam 5-bol 2-esetben (8. tablazat). A Mann-
Whitney teszt eredményei alapjan csillaggal jeldltem a szignifikans kiillonbségeket. A boxplot-
okon a fekete négyzet jeloli az atlagot, a kdzéps6 vonal a mediant, a doboz hatarok az alsé és
fels6 kvartilist.
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3.2.5. Mikroszatellit markerek vizsgalata

A munka célja annak megallapitasa volt, hogy az alapitott Fogolyszinii magyar Gsivarsejt
vonalak mennyire jol reprezentaljak ezt a fajtat. Ehhez 21 6sivarsejt vonalat hasznaltam, és
hasonlitottam 6ssze 30 (NBGK HGI allomanyabol szarmazo) Fogolyszini magyar
mintaval, ugyanazon 17 mikroszatellit marker alapjan.

Az altalanos diverzitds mutatokat (atlag allélszam, allélgyakorisag, vart és tényleges
heterozigozitas) figyelembe véve elmondhatd, hogy a sejtvonalak jol reprezentaljak a
Fogolyszinii magyar tyukfajtat (2. tablazat). Ugyanakkor meg kell jegyezni, hogy tobb
marker esetében megfigyeltem egy-egy allélt, mely vagy csak az egyik, vagy a masik
populécidban volt megtalalhat6. Ennek oka lehet az, hogy Osszesen mintegy 51 mintat
vizsgaltam meg, igy a markerek és mintdk szaméanak novelésével nagy valdszinliséggel
megtaldltam volna ezeket a kiugro, jelenleg ,ritka” allélnak vélt fragmenteket mindkét
allomanyban. Szignifikdns eltérést talaltam a kontroll allomany vart és tényleges
heterozigozitdsa kozott (Fis: populacion beliili beltenyésztettségi érték). A sejtvonalak
esetében szignifikans eltérés nem volt kimutathato.

2. tablazat. Mikroszatellit markerek vizsgilata soran hasznalt altalanos diverzitas
mutatok. (MNA: mean number of alleles = atlag allélszdmok, Hg: expected heterozigozity =
vart heterozigozitas, Ho: observed heterozigozity = tényleges heterozigozitas, SD: standard
deviation = szoras, Fis: populacion beliili beltenyésztettségi érték (***P<0.001))

Populacié MNA+SD He£SD Ho£SD Fis
Alapitott ésivarsejt vonalak 3,594+2,00 0,52+0,05 0,50+0,03 0,04
Kontroll Allomany mintai 3,76+1,44 0,52+0,05  0,43+0,02 0,18

3.3. Az alapitott 6sivarsejt vonalak in vivo jellemzése

3.3.1. Fluoreszcensen jelolt donor Jsivarsejtek integrdciojanak

vigsgdlata a recipiens embrioban

A sejtvonalakat egy in vivo, funkcionalitast vizsgald tesztnek is alavetettem. A recipiens
embrion belili vandorlasi képességet vizsgald kisérleteket 6t magyar Oshonos fajtan
végeztem el. Minden fajta esetében véletlenszeriien valasztottam egy him és egy tojo
sejtvonalat a teszthez. Osszesen 118 injektdlast végeztem fluoreszcensen jeldlt donor
Osivarsejtekkel, melybdl 69 (58,5%) esetben €lt tul a recipiens embrio. A gonadok elemzése
soran 60 embrid esetében volt kimutathatd a donor eredetii sejtek beépiilése, mely 87%-os
atlagos beépiilési aranynak felel meg (3. tablazat). A Sarga magyar, Fehér magyar és Fekete
erdélyi kopasznyaku fajtdk esetén minden, a manipulaciot tulélt embrido pozitivnak
bizonyult, mig a Fogolyszinli és Kendermagos magyar fajtdk esetében 76,2 és 77,8 %
beépiilési aranyt mértem.
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3. tablazat. Az alapitott ésivarsejt vonalak vandorlasi képességének vizsgalata a recipiens
embriokban. A beépiilési aranyt az injektalast talélt embriok szamahoz viszonyitva adtam meg.

Magyar 6shonos Injektalasok El6 embriock  Kimérak szama  Kimérak
fajtak szama (db) szama (db) (db) arianya
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

gfi';‘l';lr l‘{‘:f;)ga"ssznyakﬁ 32 18 (56,3%) 14 77,8%
Osszesen (db) 118 69 (58,5%) 60 (87,0%) -

3.4. Génbank létrehozasa az alapitott ésivarsejt vonalakbdl

Az egyedi embriokbdl szarmazd stabil Osivarsejt vonalakat mélyhlitttem. Minden fajta
esetében az Osszes alapitott vonalat bevontam a génbanki megdrzésbe. Minden Gsivarsejt
vonal felszaporitasat addig végeztem, mig 6 x (5 x 10%) (6 parhuzamos fagyasztocsore
elegendd) sejtet el6 nem allitottam. A génbank f6ldrajzilag két kiilonb6z6 helyen, a NBGK
HGI ¢és a NAIK MBK [étesitményiben keriilt kialakitasra. A HGI-ben folyékony
nitrogénben, mig az MBK-ban egy -150°C-os mélyhtitében talalhatéak a mintak,
intézetenként, sejtvonalanként 3-3 fagyasztdé csOnyi sejt. A hat fajtabol Osszesen 972
génbanki minta keriilt megdrzésre. A mintaszamokat az 1. tablazat tartalmazza fajtakra
lebontva.

3.5. A donor fajta visszanyerése dsivarsejtek injektalasaval és

Kkeresztezéssel

3.5.1. Donor eredetii ésivarsejtek injektdldasa

Ot kisérlet soran dsszesen 52 Fekete erdélyi kopasznyaku recipiens embrioba injektdltam
mélyhttott, majd felolvasztott Fogolyszinli magyar donor Osivarsejteket. Az injektalashoz
1:1 aranyban hasznaltam egy him- (FS101) és egy ndivara (FS111) tenyészet sejtjeit azért,
hogy a recipiens embrié nemétdl fiiggetleniil minél nagyobb eséllyel kapjak ivarszervi
kiméra allatokat. Az injektalt embriok koziil dsszesen 29 (55,8 %) kelt ki, melyekbdl 24
(82,8 %) érte el az ivarérett kort (13 kakas és 11 tytk).
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3.5.2. Feltételezett ivarszervi kiméra egyedek tesztkeresztezése

A 24 Fekete erdélyi kopasznyaku feltételezett ivarszervi kiméra egyedet a donor fajtaval
kereszteztem. A tesztkeresztezés soran 795 darab tojas keriilt keltetogépbe 9 héten
keresztiil. A 340 kikelt utodbol 14 (4,1 %) bizonyult tiszta fedett nyaku fogolyszintinek. A
14 (7 kakas és 7 tyuk) kikelt Fogolyszinii magyar utod 4 (3 kakas és 1 tyuk) injektalt Fekete
erdélyi kopasznyaku egyedtdl szarmazott, igy a feltételezett kimérak 16,6 %-rol sikeriilt
bizonyitani, hogy valoban ivarszervi kimérak voltak. A tesztkeresztezés bizonyitotta, hogy a
génbankban tarolt (in vitro tenyésztett, mélyhiitott, majd felolvasztott) Osivarsejtek
segitségével a donor fajta mindkét nemben sikeresen visszanyerhetd.

3.6. Javasolt protokoll hazityuk dsivarsejt vonalak létrehozasahoz és

tarolasahoz génbankok szamara

A magyar dshonos hazitytk fajtak &sivarsejt alapi génbankjanak 1étrehozéasa mellett célom
volt egy olyan altalanos protokoll kidolgozasa, amely kell6képpen egyszerii (ezaltal kevésbé
jol finanszirozott laborok/kutatointézetek is alkalmazhatjak), de altala j6 mindségti génbanki
Osivarsejt mintak allithatok el6. A témaban eddig kozzétett modszereket attekintve azt
tapasztaltam, hogy nincs egy altalanosan elfogadott eljaras, mely alapjan a teriilet kutatoi
megitélhetik az ésivarsejt vonalak mindségét. A mindség marpedig fontos, tekintve, hogy a
jovoben az eldallitott és tarolt sejtvonalakbol donor eredetli egyedek eldallitasa a cél. Az
eddigi kutatasokat és sajat tapasztalataimat alapul véve az aldbbiakban ajanlok egy
protokollt, melyet kdvetve nagy bizonyossaggal allithatjuk, hogy a génbankba szant
sejtvonalak megfelelnek az &sivarsejtekre jellemzd in vitro és in vivo sajatossagoknak,
illetve alkalmasak a késébbi felhasznalasra a génmeg6rzésben. A protokoll tartalmazza azt a
kritériumrendszert, melynek véleményem szerint a sejtvonalaknak meg kell felelni. A
javasolt Iépéseket €s kritériumokat az 3. tdblazat foglalja 6ssze. Az alkalmazand6 technikak
részletes leirasa megtalalhat6 a dolgozat 2. fejezetében.

3. tablazat. Javasolt protokoll hazityuk ésivarsejt vonalak létrehozasahoz és tarolasahoz
génbankok szamara.

Lépések Kritérium
Vérvétel donor allomany embri6ibol Min. 50 db vérvétel
Osivarsejt vonalak alapitasa taplalosejt Min. 1,0 x 10° &sivarsejt 3 hét alatt /
mentes kdrnyezetben sejtvonal
Osivarsejt vonalak ivarmeghatérozasa Min. 4-6 db ndivaru sejtvonal
Osn’/arsejt vonalak immunhisztokémiai CVH / DAZL és SSEA-1 pozitiv sejtek
festése
Q31va’rsejt vonalak génexpresszids CVH és cPOUV expresszio
vizsgélata
Osivarsejt vonalak vandorlasi Integralodas a recipiens embridk
képességének vizsgalata ivarszervébe

. . P . 4

Tesztelt Osivarsejt vonalak mélyhiitése Isve[;;égédb fagyaszt6 cs, min. 5,0 x 10
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3.7. Uj tudomanyos eredmények

1. Elvégeztem hat magyar dshonos hazityuk fajtabol (Fehér magyar, Sarga
magyar, Kendermagos magyar, Fogolyszini magyar, Fekete erdélyi
kopasznyaku, Kendermagos erdélyi kopasznyaki) mindkét ivar esetében
az Osivarsejtek izolalasat és hossza tavu fenntartasat sejttenyészetben,
valamint kialakitottam egy dsivarsejt alapti génbankot, mely mind a hat
fajta mintait tartalmazza.

2. Ivarszervi kimérdkat hoztam létre 6t magyar 6shonos hazityuk fajta
(Fehér magyar, Sarga magyar, Fogolyszinli magyar, Fekete erdélyi
kopasznyaku, Kendermagos erdélyi kopasznyakl) Osivarsejtjeinek
felhasznalasaval.

3. Sikeresen visszanyertem a donor fajtat Fogolyszinii magyar hazityukbol
szarmaz6 Osivarsejtek génbaki mintaibol.

4. Kidolgoztam egy altalanos protokollt €s kritériumrendszert a hazityuk
Osivarsejt vonalak alapitdsdra, mindségbiztositdsira ¢és génbanki
megOrzésére.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A vilagon nyilvantartott baromfi fajtdk szama 3689 (ebbdl 2222 6shonos), melyek 28 %-a
veszélyeztetett, sebezhetd vagy mar kihalt (FAO, DAD-IS,
http://www.fao.org/3/CAO0121EN/ca0121en.pdf). Ezekbdl az adatokbol lathatd, hogy a
baromfi fajtik jelentds része valamilyen kockézati kategoridba sorolhato. fgy megfeleld
védelmi stratégidkra és aktiv cselekvésre van sziikség, hogy a jelenleg negativ trend
lassithatova, majd a jovOben stabilla valjon. Az dshonos hazitytk és egyéb baromfi fajtak

V4

fenntartdsa szempontjabol. Az igy tarolt allél variaciok (pl.: rezisztencia, stressz tiirés,
elény0s termelési paraméterek stb.) alapanyagai lehetnek a jov6 keresztezési stratégiainak
(Wang et al., 2017).

Az 6sivarsejtek szélesebb korh kisérleti felhasznalasa 2012-ben kezdédott, amikor van der
Lavoir és munkatarsai el6szor hoztak létre olyan tenyésztd oldatot, melyben a sejtek
osztodasa és fenntartdsa hosszu tdvon biztositott volt (Van De Lavoir et al., 2012). Ez
alapjan nem meglepd, hogy a FAO 2012-ben publikalt allati eredetti genetikai mintak
szinten foglalkoznak az d&sivarsejteken alapuldé génmegoOrzés lehetdségeivel. Ami
meglepébb, hogy az id6kdzben eltelt években sem jelent meg a FAO részérdl hivatalos
ajanlas és altalanos protokoll a téméban. fgy munkam sordn célom a magyar Gshonos
hazitytk fajtak Osivarsejt alapu génbankjanak Iétrehozasan til egy olyan altalanosan
ajanlhatd protokoll volt, mellyel egyszerlien, de hatékonyan lehet hazityuk &sivarsejteket
izolalni, tenyészteni, mélyhtteni és tesztelni. A kézelmultban szamos kutatocsoport ért el
sikereket 6shonos hazityuk fajtak Gsivarsejtjeivel kapcsolatos vizsgalatokban, illetve tobben
hoztak 1étre ¢shonos egyedeket az Gsivarsejtek injektalasan alapuldo modszerrel (Nakamura
et al., 2010; Rikimaru et al., 2011; Tonus et al., 2016; Wang et al., 2017; Yu et al., 2019).

Nakamura és munkatarsai a Gifujidori 6shonos japan fajta embridibol vettek vért, melybol
gradiens centrifugaléssal tisztitottdk az Osivarsejteket. A tisztitott sejteket ivarmeghatarozas
utan him- €és ndivari csoportokba osztottdk és tovabbi tenyésztés nélkiil hat honapig
mélyhitotték. A felolvasztott sejteket sikeresen injektaltdk 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 utédokat is kaptak (6,0 %) (Nakamura et al., 2010).

Rikimaru ¢és munkatarsai a Hinai-dori Gshonos japan fajta 6 napos embrionalis
ivarszerveibdl izolaltak Gsivarsejteket. Az ivarszerv szovet emésztése utan mikrokapillaris
segitségével egyenként gylijtottek 6ssze 50-100 dsivarsejtet melyeket X-es stadiumu (E-
G&K) embridk szubgerminalis iiregébe, illetve HH12-13 stadiumu embriok dorzalis
aortajaba injektaltak. A X-es stadiumll embriok esetén alacsonyabb embrio tulélést
tapasztaltak, mint az aortaba torténd injektalasnal (12,5 % vs. 80,0 %). A himivart
feltételezett ivarszervi kiméra egyedeket tojo Hinai-dori egyedekkel visszakeresztezve csak
az aortaba injektalt recipiens egyedekkel kaptak donor eredetii utodokat (8,1 %), melyeket a
fenotipus vizsgalaton felill mikroszatellit marker analizis segitségével is visszaigazoltak
(Rikimaru et al., 2011).

Tonus és munkatarsai két dshonos belga fajtdn (Walloon Herve és Ardennes) végeztek
vizsgalatokat. A vért HH13-18 stadiumu embridkbol gytijtotték és fajtanként dsszekeverték,
majd BRL (Buffalo Rat Liver) taplaldsejt réteget tartalmazo tenyészté rendszerben tobb,
mint egy évig fenntartottak. A sejtvonalak in vitro jellemzésére kiilonbozd Osivar- és dssejt
specifikus markereket (CVH, CDH, cDAZL, SOX2, cPOUV ¢és NANOG), illetve
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immunfestést (anti-SSEA-1) alkalmaztak, tovabba sikeresen mélyhiitotték a kapott
sejtvonalakat. A hosszl tava fenntartas és a ndivar sejtek szamara kevésbé optimalis
tapoldat Osszetételnek koszonhetden a sejtvonalaik csak himivari sejteket tartalmaztak
(habar kezdetben kevert ivaru sejtekbdl indultak ki). A 1étrehozott sejtvonalak jelenlétét
visszaigazoltak recipiens embridk ivarszervében, de donor eredetli utddokat nem hoztak
létre (Tonus et al., 2016).

Wang és munkatarsai az 6shonos kinai Guangxi sarga-tolla fajtabol szdrmazd Gsivarsejtek
in vitro jellemzését és megoOrzését tlizték ki célul. A kisérletek soran az embridkbol vett
vérmintakat keverték, majd taplalosejteket (BRL) tartalmazdé médiumban tenyésztették a
sejteket. Osszesen 3 stabil Gsivarsejt tenyészetet kaptak, melyek himivartnak bizonyultak az
ivarmeghatarozas soran. Sejtvonalaik atlagos duplikacios ideje (DT) 49 ora volt. Az
alapitott sejtvonalak in vitro vizsgalatat Gsivarsejt-specifikus gének (CVH, CDH, cDAZL,
NANOG és cPOUYV) expressziojanak ellenérzésével 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 injektaltak, majd a sejtek jelenlétét sikeresen mutattak ki
7 napos embridkban, naposcsibékben, valamint ivarérett kakasok onddjaban is. Donor
eredetll utodokat nem hoztak létre.

Yu ¢és munkatiarsai a kinai Meiling fajtaval értek el sikereket. Ez a fajta nagy
népszeriiségnek o6rvend az izletes huisa és kivalo adaptacids képességei miatt, azonban tiszta
allomanyai veszélyben vannak, igy sziikséges a fajta genetikai megérzése. A kutatok HH13-
15 stadiumti embriokbol vettek vért, majd az azonos ivart mintakat keverték. A kevert
vérbél gradiens centrifugalas segitségével tisztitottak az dsivarsejteket, majd perjodsavas
festéssel (PAS), anti-SSEA-1 immunhisztokémiaval és a c¢cGAPDH, c¢DAZL, NANOG,
cPOUYV gének expresszidjanak vizsgalataval igazoltak az dsivarsejt jelleget. Ezt kovetéen in
vivo fluorescens festékkel jelolték az Gsivarsejteket, majd recipiens embridk ivarszervében
visszaigazoltak a beépiilést. Utolsod 1épésként ivarszerv kimérakat hoztak létre, majd 4
ivarérett recipiens kakast kereszteztek donor fajtabol szdrmazo tyukokkal. A
tesztkeresztezés soran 12,6 % donor eredetii utddot kaptak.

A bemutatott vizsgalatokban legtobbszor nem sejtvonalakat hasznaltak, csak Gsivarsejteket.
Ahol sejtvonalakat hasznaltak fel, ott altaldban taplalosejt réteg segitségével tenyésztették a
sejteket, vagy csak himivari sejtvonalakat tudtak fenntartani és felhasznalni. Eddig csak
Woodcock és munkatarsai alkalmaztak taplaldsejt mentes tenyésztési technikat és mindkét
ivarbol szarmaz6 egyedi Osivarsejt vonalakat dshonos hazitytik fajtak esetében (Woodcock
et al., 2019). Ok azonban recipiensként génmodositott egyedeket hasznaltak fel, ami
nagyban néveli a donor eredetii egyedek eldallitasanak hatékonysagat, azonban az Eurdpai
Unid jelenlegi szabalyozasa mellett ennek széleskori gyakorlati alkalmazasa nem
lehetséges.

A fent bemutatott dsivarsejtekkel kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatas és a modszerek
fejlesztése nagyrészt hazitytk fajon zajlik, azonban az elmult években mar torténtek
torekvések a vadmadar fajokon valé alkalmazhatdsag novelésére is.

Kang és munkatarsai példaul 7 napos facan (Phasianus colchicus) embridk ivarszerveibdl
izolaltak Osivarsejteket egy magneses sejtvalogatd eljaras segitségével, majd 2,5 napos
hazityuk embriok keringésébe injektaltak az igy tisztitott sejteket. A feltételezett ivarszerv
kimérakat ivarérésig nevelték, majd a kakasok onddjaval mesterséges termékenyitést
végeztek facan tojokon. A donor Osivarsejt eredetii utddok ardnya 17,5 % volt (Seok et al.,
2008). Ezt kovetden Tirawattanawanich és munkatarsai hamvas facan (Lophura diardi) és
bankivatyuk (Gallus gallus) 6sivarsejtek in vitro fenntartdsat tlzték ki célul taplalosejtek
segitségével. Mindkét faj esetében japan fiirj taplalosejteket alkalmaztak, segitségiikkel 21
napon (hamvas facan), illetve 3 hoénapon (bankivatytk) keresztiil tudtak tenyészetben tartani
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¢és felszaporitani a gradiens centrifugalassal tisztitott Osivarsejteket. A sejtek mindségét
perjodsav és anti-SSEA-1 festéssel igazoltak vissza (Tirawattanawanich, 2012; Srihawong
etal., 2016).

A galléros tuzok (Chlamydotis undulata) allomanya a vilagon az utobbi 20 évben jelentsen
csokkent, igy ma a Voros Listin a sebezhetd kategdriaban talalhatd. Wernery és
munkatarsai célul tizték ki tuzok egyedek eldallitdsat az Osivarsejteken alapuld kiméra
technologiaval. Ez a vizsgalat jo példa arra, hogy a sziikséges alapozé vizsgalatok utan,
hogyan lehet Gsivarsejtekkel timogatni egy arra raszoruld vadon €16 faj védelmi torekvéseit.
A vizsgalat soran himivart 8 napos tizok embriok ivarszerv szovetét gylijtotték ossze, majd
a szovetbdl sejtszuszpenzidt készitettek. Az Osivarsejteket is tartalmazd szuszpenzidt
himivara hazitytk embriok keringésébe injektaltak, majd kikeltették a tojasokat. Az
injektalt embriok ~25 %-a érte el az ivarérett kort, melybdl 8 kakasrol (5,7 %) bizonyitottak,
hogy valoban ivarszerv kiméra. A kakasoktol gyijtott spermat galléros tuzok tojok
mesterséges termékenyitésére hasznaltak fel, melybdl 45 tojast kaptak, ezekbdl kettd volt
termékeny €s végiil egy (2,2 %) egészséges himivaru tizok fioka kelt ki. A vizsgalat a
galléros tizok embriok felaldozasaval jart, mely mindenképpen keriilend6 egy Voros Listas
faj esetében, azonban ramutat, hogy vadon ¢él6 fajok esetén is lehetséges a modszer
alkalmazasa tovabbi fejlesztésekkel. Hazitytk esetében szamos vizsgalatban gytijtottek
Osivarsejt izolalasra alkalmas embrionalis vérmintakat az embriok feldldozasa nélkiil, igy a
moédszer 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 tudomasom szerint ez az elsé vizsgalat, amelyben egy egész régid dshonos hazityuk
fajtainak Osivarsejt alapu genetikai megérzése megvalosult, tovabba mindkét ivarbol
szarmazé egyedi sejtvonalakat sikeriilt fenntartani taplalosejt mentes tenyésztési
technikaval.

A dolgozatban bemutatott 6shonos magyar fajtakra adaptalt sejttenyésztési technika elénye,
hogy segitségével sikeriilt ndivart dsivarsejt vonalakat alapitani és fenntartani minden fajta
esetében, valamint ezekbdl is (a him vonalakhoz hasonléan) ivarszerv kimérakat és végiil
donor eredetti utédokat létrehozni. A tenyésztési modszer tovabbi elénye, hogy nem hasznal
taplalo sejteket, igy egyrészt a tapoldat pontosabban reprodukalhatd, masrészt egyszeriibb
és gyorsabb a folyamat. Hat dshonos magyar fajtabol izolaltam &sivarsejteket és alapitottam
sejtvonalakat. Az atlagos sejtvonal alapitasi rata 42,0 % volt, mely hasonlé 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 festédést mutattak Gssejt- 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 hosszii
tavon fenntartott sejtek valdban Osivarsejtek. Donor eredetii utdédokat 4,1 %-os
hatékonysaggal sikeriilt 1étrehoznom, mely hasonlé a kordbbi kutatasok soran kozolt
értekekhez (Gifujidori fajta: 6,0 %; Hinai-dori fajta: 8,1 %; Meiling fajta: 12,6 %)
(Nakamura et al., 2010; Rikimaru et al., 2011, 2014; Miyahara et al., 2014; Yu et al., 2019).
A dolgozatban bemutatott in vitro és in vivo vizsgalatok eredményei alapjan nagy
biztonsaggal allithatd, hogy az ajanlott protokollok alkalmazasaval génmegorzésre alkalmas
Osivarsejt génbanki mintak allithatok el6, melyekkel visszanyerheté a megdrizni kivant
6shonos vagy gazdasagilag fontos hazityuk fajta.
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4.1. Javaslatok

Az 6sivarsejtek tarolasan keresztiil megvalositott génbanki megdrzés az irodalmi adatok és
sajat vizsgalataim alapjan is értékes részét képezheti a jovo faj és fajtavédelmi
programjainak. A sperma és ivarszerv-szovet mélyhtitéssel egyiitt egy olyan génbanki
gylijtemény hozhat6 Iétre az adott fajtabol, mely segitségével a jovOben nagy
hatékonysaggal lesz visszanyerhetd a megoérizni kivant fajta mindkét ivara. A hazityuk
esetében az Osivarsejtek kinyerésének, tenyésztésének, mélyhiitésének és mindség
ellendrzésének modszerei a kiilonbozoé fajtdk esetén is jo eredményeket hoztak (jelen
dolgozat eredményei alapjan is), igy minimalis adaptalassal bevethetok a gyakorlatban. Mas
fajok esetében azonban sziikséges a hossza tavi tenyésztéshez hasznalni kivant tapoldat
komponenseinek optimalizalasa, esetleg 0j Osszetételi médiumok, 1) izolalasi modszerek
kidolgozasa. Ez a feladat igen bonyolult is lehet, mert fel kell hozza térképezni az adott faj
Osivarsejtjeire jellemzd jelatviteli utvonalakat. Jelenleg véleményem szerint ez az egyik
teriilet, aminek a fejlesztése mindenképpen sziikséges, mert a megbrzési modszer
kulcseleme a fajspecifikus tapoldat, melyben a sejtek osztdodasa optimalis sebességii, és
képesek megdrizni Osivarsejt jellegiiket (nem differencidlodnak tovabb). A megérzési
folyamatot a recipiens oldalarol vizsgalva pedig fontos lenne olyan univerzalis recipiensek
keresése, illetve 1étrehozasa, melyek akar vad madarfajok esetében is képesek a donor
Osivarsejtek befogadasara. Tovabbi kivanatos tulajdonsag lenne, hogy a recipiens embriok
ivarszervében ne legyenek sajat ivarsejtek (vagy csak csokkentett darabszamban), ezzel
jelentésen novelve a folyamat hatékonysagat. Ezek nem egyszerii feladatok, de a
kozelmultban a DDX knock-out hazitytk és az interspecifikus steril hibridek példaja biztato
els6 1épéseknek tekinthetdk. Javaslom tehat a teriilet kutatdi szamara a dolgozatban targyalt
mobdszer kiterjesztését minden arra érdemes 6shonos, veszélyeztetett vagy gazdasagilag
fontos hazitytk fajtara, illetve egyéb fajok bevonasat és a hazityukon mar bevalt médszerek
adaptalasat. Ezzel a megkdozelitéssel a jovében joval védettebbé valhatnak a jelenleg csak in
vivo meg6rzés alatt allo értékes baromfi fajok és fajtak, illetve egyéb veszélyeztetett
madarfajok.

-26 -



5. KIEMELT TUDOMANYOS PUBLIKACIOK

Az értekezés témakorében megjelent impakt faktoros tudomanyos szakcikkek:

Lazar, B., Molnar, M., Sztan, N., Végi, B., Drobnyak, A., Toth, R., Tokodyné Szabadi,
N., McGrew, M. J, Gocza, E., Patakiné Varkonyi, E. (2020): Successful
cryopreservation and regeneration of a Partridge coloured Hungarian native chicken
breed using primordial germ cells. POULTRY SCIENCE jelenleg birdlat alatt.

Molnar, M., Lazar, B., Sztdn, N., Végi, B., Drobnyak, A., Téth, R., Liptoi, K.,
Marosan, M., Gocza, E., Nandi, S., McGrew, M. J., Patakiné Varkonyi, E. (2019):
Investigation of the Guinea fowl and domestic fowl hybrids as potential surrogate hosts
for avian cryopreservation programmes. SCIENTIFIC REPORT, doi:
10.1038/s41598-019-50763-3. D1, IF:4,585

Téth Roland, Lazar Bence, Tokodyné Szabadi Nikolett, Patakiné Varkonyi Eszter,
Gocza Elen (2019): Oshonos magyar tytkfajtak, mint lehetséges univerzalis
recipiensek az Osivarsejt alapti génmegérzésben. MAGYAR ALLATORVOSOK
LAPJA 141/439-447. Q4, IF: 0,143

Anand*, M., Lazar*, B., Toth, R., Pall, E., Patakiné Varkonyi, E., Lipto6i, K., Homolya,
L., Hegyi, Z., Hidas, A., Gocza, E. (2018): Enhancement the chicken primordial germ
cell in vitro maintenance using automated cell image analyser. ACTA
VETERINARIA HUNGARICA 66(4): 518-529. Q2, IF:1.042

Lazar, B.*, Anand, M.*, Téth, R., Patakiné Varkonyi, E., Liptéi, K., Gécza, E. (2018):
Comparison of the microRNA expression profiles of male and female avian primordial
germ cell lines., PMID: 30123283, STEM CELLS INTERNATIONAL. Q2, IF:
3.989

Sztan, N., Lazar, B., Bodzsar, N., Végi, B., Liptoi, K., Pain, B., Patakiné Varkonyi, E.
(2017): Successful chimera production in the Hungarian goose (4Anser anser domestica)
by intracardiac injection of blastodermal cells in 3-day-old embryos.
REPRODUCTION, FERTILITY AND DEVELOPMENT. doi: 10.1071/RD16289.
Q1, IF: 2.656

Az értekezés témakorében irédott konyvfejezetek:

Patakiné Varkonyi, E., Gocza, E., Lazar, B. (2017): Génmegorzés embrionalis sejtek
segitségével. In: Szalay Istvan (szerk.) Génbanki kutatdsok régi haszonallataink
védelmében: Miithelytanulményok a tudomanyos génmegdrzés targykorébol. 214 p.
Budapest; G6dollé: Haszonallat-génmeg6rzési Kozpont, 2017, pp.64-80. (ISBN 978-
963-286-729-8)

Patakiné Varkonyi, E., Gocza, E., Lazar, B., Sztan, N, (2017): Mindkét ivar
megorzése embrionalis sejtek segitségével kiillonbo6zé baromfifajokban. In: Szalay
Istvan  (szerk.)  Génbanki  kutatasok régi  haszonallataink  védelmében:
Miihelytanulmanyok a tudomanyos génmegdrzés targykorébdl. 214p. Budapest;
G06dollo: Haszonallat-génmegorzési Kézpont, 2017, pp.113-122. (ISBN 978-963-286-
729-8)

-27 -



Az értekezés témakorében megjelent nem impakt faktoros tudomanyos szakcikkek:

Lazar, B (2018): Comparison of the MicroRNA Expression Profiles of Male and
Female Avian Primordial Germ Cell Lines. (short report), Innovative Management of
Animal Genetic Resources Newsletter, 2018/4. pp. 5.

Molnar, M., Lazar, B., Nandi, S., McGrew, M. J., Patakiné Varkonyi, E. (2019):
Investigation of the Guinea fowl and domestic fowl hybrids as potential surrogate hosts
for avian cryopreservation programmes. Innovative Management of Animal Genetic
Resources Newsletter, 2019/7. pp. 8-9.

Az értekezés témakorében tartott eloadasok:

Lazar, B., Toth R., Anand, M., Sztan, N., Molnar, M., Vegi, B., Drobnyak, A., Eszter
Patakine Varkony, E., Gocza, E. (2018): Successful biobanking of an indigenous
chicken breed with cryopreserved primordial germ cell lines. Poultry Science
Association 2nd Latin American Scientific Conference, Sao Paulo, Brazil, 2018.11.06
-2018.11.08., absztrakt, el6adas angolul #31 (Lazar Bence, el6addi kiilon dij)

Lazar Bence (2018): Oshonos hazityak fajtiink génmegérzése &sivarsejtek
felhasznaldsaval. GENNET-21, ,,A Kdrpdt-medencei dshonos haszondllatfajok, -
fajtak és -Okotipusok XXI. szdzadi génbanki stratégidjanak tudomdnyos
megalapozdsa és fejlesztése”, szakmai tanacskozas, Godollo, HAGK, 2018. janius 7.,
magyar nyelvii eléadas

Lazar, B., Toth, R., Nagy, A., Anand, M., Liptdi, K., Patakiné Varkonyi, E., Gocza, E.
(2017): Primordial germ cell-based biobanking of Hungarian indigenous chicken
breeds. Poultry Science 96:(E Suppl.1.) p62 (IF: 1.908). Poultry Science Association
106th Annual Meeting, Orlando, USA, 2017.07.17 -2017.07.20. (World' s Poultry
Science Association) OP-166, absztrakt, eléadas (Lazar Bence)

Lazar, B, Toth, R., Anand, M., Nagy, A., Liptoi, K., Patakiné Varkonyi, E., Gocza, E
(2016): Hazityuk Osivarsejtek izolalasa, in vitro fenntartdsa és mélyhiitéses tarolasa a
génmegbrzés szolgalataban. Alfernativ biotechnologiai modszerek bevezetése a
magyar in vitro baromfi- és nyul génbank fejlesztése céljabol. Zar6 konferencia,
2016.06.30., Godollo, HAGK, eldadas (Lazar Bence)

Lazar, B., Sidy, A., Németh, K., Bontovics, B., Gocza, E. (2015): Examination the
expression of pluripotency related genes in the gonads and primordial germ cells of the
chicken. EMBO Workshop: Embryonic — Extraembryonic Interfaces, Gottingen, 6-9
May 2015, poszter, absztrakt, rovid eldadas (Lazar Bence)

Az értekezés témakorében bemutatott poszterek:

Lazar Bence, Téth Roland, Tokodyné Szabadi Nikolett, Molnar Mariann, Patakiné
Varkonyi Eszter, Gocza Elen (2019): Osivarsejtek in vitro jellemzése és embrionalis
lokalizaciojanak vizsgalata ludban (Anser anser domestica). 25. Szaporoddsbiologiai
Taldlkozo,2019.11.08-09, Balatonkenese, poszter (Lazar Bence)

Lazar Bence, Toth Roland, Tokodyné Szabadi Nikolett, Molnar Mariann, Patakiné
Varkonyi Eszter, Gocza Elen (2019): Lud (Anser anser domestica) Osivarsejtek
izolalasa és in vitro jellemzése. Sejt- Fejlédés és Ossejtbiologusok 2019. évi
talalkozdja, P18, p42, 2019.10.30, HGI (Haszonallat Génmego6rzési Intézet), Godollo,
absztrakt, poszter (Lazar Bence)

Lazar, B., Toth, R., Anand, M., Molnar, M., Liptoi, K., Patakiné Varkonyi, E., Gocza,
E. (2018): Germline chimera production from cryopreserved primordialgerm cell lines

-28 -



of a Hungarian indigenous chicken breed. The XVth European Poultry Conference,
Dubrovnik, 2018.09.17 - 2018.09.21., absztrakt, poszter (Lazar Bence)

Lazar, B., Siidy, A., Németh, K., Bontovics, B., Gocza, E. (2015): Examination the
expression of pluripotency related markers in the gonads and primordial germ cells of
different types of chicken breeds, Hungarian Molecular Life Sciences Conference,
Eger, 27-29 March 2015, poszter, absztrakt (Lazar Bence)

Lazar B., Németh K., Stidy A., Bontovics B., Gocza E.: (2014): Characterization the
developmental potential of cultured chicken primordial germ cells. Transgenic
Research, 23(5): 848-849. (IF: 2.281), 12th Transgenic Technology Meeting
(TT2014), Edinburgh, Scotland, United Kingdom, 2014.10.06 - 2014.10.08., (P52)
absztrakt, poszter (Lazar Bence)

Lazar Bence, Siidy Agnes, Németh Kinga, Bontovics Babett, Gocza Elen (2014):
Pluripotens markerek expressziojanak vizsgalata hazityik embrid ivarlécében, illetve
az Osivarsejtekben. 20. Szaporodasbiologiai Talalkozo, A szaporodas egészségiigytdl a
szaporodasbiologiai gondozasig, Herceghalom, 2014.11.07 - 2014.11.08, absztrakt,
poszter (Lazar Bence)

Az értekezés témakorében megjelent magyar nyelvii ismeretterjeszté cikkek:

Téth, R., Lazar, B., Gocza, E. (2018): A hazityuk-ivarszerv kialakuldsdnak
érdekességei. Tyukok, tojasok, 6ssejtek. TERMESZETTUDOMANYI KOZLONY,
149(11):498-504.

Lazar. B., Patakin¢ Varkonyi, E., Gocza, E. (2016): Embriologiai vizsgalatok a
genetikai sokféleségért. Madarles a tojasban. ELET ES TUDOMANY, LXXI. (3): 84-
85.

Nem az értekezés témakorében megjelent impakt faktoros tudomanyos szakcikkek:

Bontovics, B., Maraghechi, P., Lazar, B., Anand, M., Németh, K., Fabian, R., Jaromir
Vasicek, J., Makarevich, A. V., Gocza, E. and Chrenek, P. (2020). The Effect of Dual
Inhibition of Ras-MEK-ERK and GSK3p Pathways on Development of in Vitro
Cultured Rabbit Embryos. ZYGOTE. doi: 10.1017/S0967199419000753 (IF: 1.257)

Q4

Fehérvari, P., Lazar, B., Palatitz, P., Solt, S., Nagy, A., Prommer, M., Nagy, K., &
Harnos, A. (2014). Pre-Migration Roost Site use and Timing of Postnuptial Migration
of Red-Footed Falcons (Falco Vespertinus) Revealed by Satellite Tracking, ORNIS
HUNGARICA, 22(1), 36-47. doi: 10.2478/orhu-2014-0009 (IF: 0.53) (Q3)

Nem az értekezés témakorében megjelent nem impakt faktoros tudomanyos cikkek:

Tokodyné, Szabadi Nikolett; Sima, Krisztina; T6th, Roland; Lazar, Bence; Pataking,
Varkonyi Eszter; Liptoi, Krisztina; Gocza, Elen (2020): Hostressz hatasara aktivalodo
fiziologiai  valaszok  hazitytkban, a  hohaztartas fenntartdsa  érdekében.
ALLATTENYESZTES ES TAKARMANYOZAS (0230-1814): 69/1 pp. 41-52., 12
p.

Tokodyné, Szabadi Nikolett; Toth, Roland; Lazar, Bence; Goécza, Elen (2020):
Klimavaltozas karos hatasainak kivédése baromfiban. In: Bihari, Erika; Molnar, Daniel;
Szikszai-Németh, Ketrin (szerk.) Tavaszi Szél - Spring Wind 2019. 1. kotet:
Tanulmanykoétet, Budapest, Magyarorszdg: Doktoranduszok Orszagos Szovetsége

-29 -



(DOSZ), pp. 164-171. 8 p

Anand, M., Téth, R., Kidane, A., Nagy, A., Lazar, B., Patakiné Varkonyi E., Liptoi,
K., Gocza, E. (2016): Examination the expression pattern of HSP70 heat shock protein
in chicken PGCs and developing genital ridge. ANIMAL SCIENCE AND
BIOTECHNOLOGIES, 49 (1), 78-82.

Fehérvari, P., Lazar, B., Palatitz, P., Solt, Sz., Kotymén, L., Harnos, A. (2011): Az
iddjaras hatasai a kék vércse (Falco vespertinus) fészekaljméretére. “Klima-21”
Fiizetek, 65, pp. 53-63.

-30 -



6. IRODALOMJEGYZEK

Bakst, M. R., and J. S. Dymo. 2013. Artificial Insemination in Poultry.in Success in Artificial Insemination
- Quality of Semen and Diagnostics Employed. Lemma, A., ed.

Baldy, B. 1954. A baromfi tenyésztése. Mezdgazda Kiado, Budapest.

Biszkup, F., and L. Beke. 1951. A magyarovari sarga magyar tajfajta tytk kitenyésztésének modszerei és
eredményei. Agrartudomany 111:461-467.

Blesbois, E. 2007. Current status in avian semen cryopreservation. Worlds. Poult. Sci. J. 63:213-222.

Burrows, W. H., and J. P. Quinn. 1935. A Method of Obtaining Spermatozoa from the Domestic Fowl.
Poult. Sci. 14:251-253.

Goudet, J. 2001. FSTAT, a program to estimate and test gene diversities and fixation indices (vers. 2.9.3).
Www.Unil.Ch/Izea/Sofwares/Fstat. Html 149:507-526.

Griffiths, R., M. C. Double, K. Orr, and R. J. G. Dawson. 1998. A DNA test to sex most birds. Mol. Ecol.
7:1071-1075.

Kim, H., D. H. Kim, J. Y. Han, S. B. Choi, Y.-G. Ko, Y. J. Do, H.-H. Seong, and S. W. Kim. 2013. The
Effect of Modified Cryopreservation Method on Viability of Frozen-thawed Primordial Germ Cell
on the Korean Native Chicken (Ogye). J. Anim. Sci. Technol. 55:427-434.

Kong, L., L. Qiu, Q. Guo, Y. Chen, X. Zhang, B. Chen, Y. Zhang, and G. Chang. 2018. Long-term in vitro
culture and preliminary establishment of chicken primordial germ cell lines. PLoS One
13:¢0196459.

Van De Lavoir, M. C., E. J. Collarini, P. A. Leighton, J. Fesler, D. R. Lu, W. D. Harriman, T. S.
Thiyagasundaram, and R. J. Etches. 2012. Interspecific germline transmission of cultured primordial
germ cells. PLoS One 7:¢35664.

Van De Lavoir, M. C., J. H. Diamond, P. A. Leighton, C. Mather-Love, B. S. Heyer, R. Bradshaw, A.
Kerchner, L. T. Hooi, T. M. Gessaro, S. E. Swanberg, M. E. Delany, and R. J. Etches. 2006.
Germline transmission of genetically modified primordial germ cells. Nature 441:766—769.

Lazar, B., M. Anand, R. Téth, E. P. Varkonyi, K. Liptdi, and E. G6cza. 2018. Comparison of the
MicroRNA expression profiles of male and female avian primordial germ cell lines. Stem Cells Int.
2018:1-17.

Lee,J. C. 1, L. C. Tsai, P. Y. Hwa, C. L. Chan, A. Huang, S. C. Chin, L. C. Wang, J. T. Lin, A. Linacre,
and H. M. Hsieh. 2010. A novel strategy for avian species and gender identification using the CHD
gene. Mol. Cell. Probes 24:27-31.

Macdonald, J., J. D. Glover, L. Taylor, H. M. Sang, and M. J. McGrew. 2010. Characterisation and
germline transmission of cultured avian primordial germ cells. PLoS One 5:¢15518.

Miyahara, D., T. Mori, R. Makino, Y. Nakamura, I. Oishi, T. Ono, K. Nirasawa, T. Tagami, and H.
Kagami. 2014. Culture Conditions for Maintain Propagation, Long-term Survival and Germline
Transmission of Chicken Primordial Germ Cell-Like Cells. J. Poult. Sci. 51:87-95.

Naito, M., A. Tajima, T. Tagami, Y. Yasuda, and T. Kuwana. 1994. Preservation of chick primordial germ
cells in liquid nitrogen and subsequent production of viable offspring. J. Reprod. Fertil. 102:321—
325.

Nakamura, Y., F. Usui, D. Miyahara, T. Mori, T. Ono, K. Takeda, K. Nirasawa, H. Kagami, and T.
Tagami. 2010. Efficient system for preservation and regeneration of genetic resources in chicken:
Concurrent storage of primordial germ cells and live animals from early embryos of a rare
indigenous fowl (Gifujidori). Reprod. Fertil. Dev. 22:1237-1246.

Nandi, S., J. Whyte, L. Taylor, A. Sherman, V. Nair, P. Kaiser, and M. J. Mcgrew. 2016. Cryopreservation
of specialized chicken lines using cultured primordial germ cells. Poult. Sci. 95:1905-1911.

-31-



Oishi, I., K. Yoshii, D. Miyahara, H. Kagami, and T. Tagami. 2016. Targeted mutagenesis in chicken using
CRISPR/Cas9 system. Sci. Rep. 6.

Pain, B., M. E. Clark, M. Shen, H. Nakazawa, M. Sakurai, J. Samarut, and R. J. Etches. 1996. Long-term in
vitro culture and characterisation of avian embryonic stem cells with multiple morphogenetic
potentialities. Development 122:2339-2348.

Rikimaru, K., N. Ito, Y. Nakamura, D. Takahashi, M. Ono, M. Komatsu, and K. Matsubara. 2011.
Identification of germline chimeric chickens produced by transfer of primordial germ cells using a
Hinai-dori-specific microsatellite marker. J. Poult. Sci. 48:281-291.

Rikimaru, K., Y. Nakamura, D. Takahashi, M. Komatsu, N. Ito, K. Matsubara, and T. Tagami. 2014.
Production of Pure Hinai-dori with Normal Reproductive Capability from Transferred Primordial
Germ Cells. J. Poult. Sci. 51:297-306.

Seok, J. K., W. C. Jin, Y. K. Sun, J. P. Kyung, M. K. Tae, M. L. Young, H. Kim, M. L. Jeong, and Y. H.
Jae. 2008. Reproduction of wild birds via interspecies germ cell transplantation. Biol. Reprod.
79:931-937.

Srihawong, T., P. Teinlek, and C. Tirawattanawanich. 2016. Investigation of an In Vitro Culture System for
Siamese Fireback Pheasant (Lophura diardi) Primordial Germ Cell. J. Kasetsart Vet. 26:70—82.

Szalay, 1. 2015. Régi magyar baromfifajtak a XXI. szazadban (Old Hungarian Poultry in the 21th century).
Mezdgazda Kiado, Budapest.

Tajima, A., M. Naito, Y. Yasuda, and T. Kuwana. 1993. Production of germ line chimera by transfer of
primordial germ cells in the domestic chicken (Gallus domesticus). Theriogenology 40:509-519.

Tirawattanawanich, C. 2012. Conservation of Red Junglefowl Biodiversity by Primordial Germ Cell
Cryopreservation .Pages 82-92 in The Proceeding of the Human-Chicken Multi-Relationships
(HCMR) Symposium. Thailand.

Tonus, C., K. Cloquette, F. Ectors, J. Piret, L. Gillet, N. Antoine, D. Desmecht, A. Vanderplasschen, O.
Waroux, and L. Grobet. 2016. Long term-cultured and cryopreserved primordial germ cells from
various chicken breeds retain high proliferative potential and gonadal colonisation competency.
Reprod. Fertil. Dev. 28:628—639.

Wang, L., M. J. Chen, D. Y. Chen, S. F. Peng, X. L. Zhou, Y. Y. Liao, X. G. Yang, H. Y. Xu, S. S. Lu, M.
Zhang, K. H. Lu, and Y. Q. Lu. 2017. Derivation and characterization of primordial germ cells from
Guangxi yellow-feather chickens. Poult. Sci. 96:1419—1425.

Wernery, U., C. Liu, V. Baskar, Z. Guerineche, K. A. Khazanehdari, S. Saleem, J. Kinne, R. Wernery, D.
K. Griffin, and I. K. Chang. 2010. Primordial germ cell-mediated chimera technology produces
viable pure-line houbara bustard offspring: Potential for repopulating an endangered species. PLoS
One 5:e15824.

Whyte, J., J. D. Glover, M. Woodcock, J. Brzeszczynska, L. Taylor, A. Sherman, P. Kaiser, and M. J.
McGrew. 2015. FGF, Insulin, and SMAD Signaling Cooperate for Avian Primordial Germ Cell Self-
Renewal. Stem Cell Reports 5:1171-1182.

Woodcock, M. E., A. A. Gheyas, A. S. Mason, S. Nandi, L. Taylor, A. Sherman, J. Smith, D. W. Burt, R.
Hawken, and M. J. McGrew. 2019. Reviving rare chicken breeds using genetically engineered
sterility in surrogate host birds. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 116:20930-20937.

Yu, F., Z. Zhu, X. Chen, J. Huang, R. Jia, and J. Pan. 2019. Isolation, characterization and germline
chimera preparation of primordial germ cells from the Chinese Meiling chicken. Poult. Sci. 98:566—
572.

-32 -



