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Roviditések jegyzéke

3'UTR
CCK-8
CpG
CVH

DAZL
DMRT1
DP
DPBS

ESC
FAO
HH
HS
HSE
HSF
HSP
HTHS
IPCC

IPSC
MATE-GBI

mIiRNS
MPM
MRNS
NBGK-HGI

P63

PAS
PBS
PFA
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Hazityak VASA homolog (chicken VASA homologue, DEAD-box
helicase 4)

deleted in azoospermia-like

Doublesex and Mab-3 Related Transcription Factor 1
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Buffered Saline)

embrionalis Ossejt

The Food and Agriculture Organization
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héstressz (heat stress)

hésokk genomi régiod
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hdsokk fehérje (heat shock protein)

hokezelés és héstressz (heat treatment and heat stressed)
Eghajlat-véltozasi Korméanykozi Testiilet (Intergovernmental Panel
on Climate Change)

indukalhat6 pluripotens Ossejt

Magyar Agrér- és Elettudoméanyi Egyetem, Genetika és
Biotechnologia Intézet

mikroRNS-ek

rosszindulata pleuralis mezentélium

messengerRNS

Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegdrzési Kozpont, Haszonallat-
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foszfat

Egér monoklonalis antitest (Mouse monoclonal antibody anti-P63)
perjodsav-Schiff-reakcion alapuld PAS-festés
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Paraformaldehid (Paraformaldehyde)
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antigen-1)

Transglutaminase-1 antibody

DEAD-box helikaz 4 (DEAD-box helicase 4, DDX4)

teljes genom biszulfit metil4cios szekvenalas



1. Bevezetés

A baromfi haziasitasara utalo irdsos emlékek Kr. e. 1400-bol valok, fogsagban
torténd tenyésztését pedig Azsidban és Kinaban joval korabban megkezdték, mint
Eurépaban vagy Amerikaban. A mai hazitytk (Gallus gallus domesticus) fajtak
eredetét korabbi vizsgalatok Indidba vezették vissza, egy kozos 0sbol szarmaztattak
(bankivatyuk (G. g. bankiva)), amely a mai napig megtalalhat6 az indiai és délkelet-
azsiai erdékben (West & Zhou, 1989). Mivel ezek az elemzések mitokondrialis DNS
(mtDNS) elemzésen alapultak, amely anyai 6roklédésti, nem rekombinaldé DNS,
korlatozott mértékben képes feltarni a Gallus gallus faj 6t alfajanak (G. g. bankiva, G.
g. gallus, G. g. spadiceus, G. g. jabouillei, G. g. murghi) dsszetett demografiajat. Ezzel
szemben a teljes genom szekvenalds gyors fejlddése pontosabb informéciokkal
szolgalhat a haziasitasi folyamatok evolicios valtozadsanak feltdrasara. A
kozelmultban az autoszomalis genomra kiterjed6 vizsgalat alapjan a Gallus gallus
bankiva és G. g. gallus korabban valt szét a masik harom alfajtol, minthogy a
haziasitast megkezdték volna, vagyis a G. g. domesticus a G. g spadiceus alfajbol
eredeztetheté (Wang et al. 2020; Lawal and Hanotte 2021).

A Dbaromfitenyésztés jelentdsége évrol évre nd az egész vilagon. Az ENSZ
Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezet (FAO - The Food and Agriculture
Organization) kimutatasai szerint a hazityakbol eldallitott termékek uraltak a piacot
2018-ban, az éves fogyasztas elérte a 114 millié tonnat (‘FAOSTAT’ 2023). Ezt
kovetden az éves globalis baromfihus-termelés 2020-ben elérte a 137 millié tonnat,
ami a globalis hustermelés 40,23%-a. A leghatékonyabb allati fehérje eldallitasat teszi
lehetdvé a baromfihus és tojastermeld agazat. A vildgon a leginkabb fogyasztott allati
eredetli termékek a baromfitermékek, mivel nem vonatkoznak rajuk vallasi vagy
kulturalis korlatozasok (OECD-FAO Agricultural Outlook 2020-2029 2020). A
hazitydk a vildg egyik legnagyobb egyedszamban tenyésztett faja, amely
kulcsfontossagli gazdasagi szerepet tolt be a mezégazdasagi termelésben. Fogyasztasa
az elmult néhany évtizedben ndvekvd tendenciat mutat. Az egyre emelkedd
mennyiségi igény mindségi valtozdsokat eredményezett a tenyésztésben ¢és
tartastechnologidban.

Ezzel szimultan napjainkban vilagviszonylatban ndvekszik a kihalassal

fenyegetett ¢és kihalt fajok szdma. Ez a tény egyre inkabb atalakitja az emberiség

szemléletét, elfogadotta valt a biodiverzitas fenntartasara vald toérekvés, mind a



novény-, mind az allatvilagban. Ennek egyik fontos eleme a ritka gének

megmentésében és megdrzésében nyilvanul meg (FAO, 2007).

Az Elelmezésiigyi és Mezdgazdasagi Vilagszervezet (FAO) statisztikai
elemzései szerint a fajtdk kockazati statuszanak alakulasa az 1990-2018 kozotti
idészakban ngy alakult, hogy az allatfajok 7%-a mar kihalt, mig 24%-a valamelyik
veszélyeztetettségi statuszba sorolt. A madarfajokat tekintve ez 25%, amin beliil a
hazitytukfajtdk 27%-at kritikusan veszélyeztetett kategoridba soroltdk. Az elmult tiz
évre visszamenoOleg 49 tyukfajta tlint el véglegesen az él6vilagbol (FAO Report. 2019).
Ennek a tendencidnak a lassitdsahoz, megallitdsdhoz nélkiilozhetetlen hatékony

génkonzervalasi stratégiak kidolgozasa, majd optimalizéldsa az eltérd fajokra, fajtakra.

A génmegOrzés lehetséges az é16 populaciok fenntartasaval, agynevezett in situ
és ex situ, in vivo modszerekkel, illetve a petesejt-, és ondomélyhiitéssel, annak hossza

tav tarolasaval ex situ, in vitro modszerrel.

A populaciok ¢l6 allomanydnak fenntartidsa lenne a legteljesebb és
legtermészetesebb forma az értékes genetikai informacié megdvasara, azonban ez sok
hatrannyal jar és a legtobb esetben mar nem is lehetséges, hiszen pont az ¢é16
populacidk sériilékenysége sodorta a legtobb fajtat a kihalas szélére. Ebbdl kovetkezik
az, hogy kényszerhelyzetben az ivarsejtek és embrionalis sejtek hosszi tava
mélyhiitése teszi lehetévé a genetikai anyag megovasat, az ezekben a sejtekben tarolt

informaciok segitségével (ex situ, in vitro modon).

A novekvd kereslet kielégitését a nagyiizemi termelés probalja kiszolgéalni
(Alexandratos and Bruinsma 2012), amit az éghajlatvaltozas kovetkeztében
megemelkedett kornyezeti hémérséklet nagy mértékben nehezit (Thornton 2010;
Rojas-Downing et al. 2017). Az Eghajlat-valtozasi Kormanykozi Testiilet (IPCC,
Intergovernmental Panel on Climate Change) altal elfogadott éghajlati valtozas
modellek szerint a Fold felszini hdmérséklete 1990 és 2100 kozott akar 6,4°C-kal is
megnéhet (IPCC 2007). A kornyezeti tényezOk, a hémérséklet és a paratartalom
valtozasa hatdssal van az allatok anyagcseréjére és a hdszabalyozéasi mechanizmusaira.
A homeosztazis fenntartdsa energiaigényes folyamatok Osszessége, amelyet a
kornyezeti tényezok kedvezdtlen valtozasa tovabb novel, és egy hataron tal az allatok
elhullasahoz vezethet (Leinonen et al. 2014). Az éghajlatvaltozas tehat az egyik olyan
probléma, amellyel az allattenyésztési dgazatnak meg kell kiizdenie a kdvetkezd
években. Az éghajlatvéltozas okozta negativ hatdsok koziil a hdstressz tekinthetd a

baromfitenyésztés legsulyosabb kornyezeti stresszoranak vilagszerte. Egy tanulmany
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mar 2003-ban 128-165 millié dollarra becsiilte a héstressz okozta éves gazdasagi
veszteséget az Egyesiilt Allamok baromfidgazataban (St-Pierre et al. 2003; Lara and
Rostagno 2013).

Kutatdsunkban a héazityukra, mint a baromfifélék modell allatara fokuszaltunk,
ahol a hékondicionalast kovetéen elvégeztiik a sziil6i allomanybol, illetve az utod
generaciobol szarmazd szovetek molekularis biologiai elemzését. A sziil6i
generaciobdl nyert adatok segithetik a kezelések hatasara aktivalodé molekularis
utvonalak megismerését, mig az utéd generacidé Osivarsejtjeinek, €s az azokbol
létrehozott Oscsirasejt vonalaknak a genetikai elemzése informacioval szolgalhat a

generaciokon atadodo 6roklédési mechanizmusokrol.



2. Célkitizések

Vizsgalataim soran a hazityakok hoadaptacios képességének hatterében
meghuzodd molekularis folyamatok feltérképezése volt a célom. Szerettem volna
megismerni olyan specialis hodkezelési eljaras hatasara lezajlé molekularis
mechanizmusokat, amelyek segitik a magas kdrnyezeti hdmérséklet okozta stressz
kovetkezményeinek mérséklését, ezaltal javitjdk a kezelt baromfidllomany hotird

képességét.

Kutatdsaim soran a kendermagos erdélyi kopasznyakt tyukfajta agyszoveti
mintdiban  megvizsgaltam a hdkezelés hatasara aktivaloddo  védekezési
mechanizmusokban szerepet jatszo messengerRNS-ek (mRNS) és mikroRNS-ek

(MiRNS) expresszids mintazatat.

Kutatdsom masik fontos eleme a primordidlis csirasejtek, vagy mas néven
Oscsirasejtek, Osivarsejtek (PGC) tanulmanyozasa, karakterizalasa, és a létrehozott
tenyészetek hosszi tdva fenntartdsa, illetve az ehhez sziikséges tenyésztési
koriilmények optimalizalasa volt. Célom az volt, hogy a megfeleld tenyésztési
paraméterek kivalasztasat biotechnologiai és molekularis biologiai vizsgalatok
eredményeivel is alatamasszam, és az igy kialakitott tenyésztési modszerekkel

segitsem a hazityuk génbank hatékonyabb létrehozésat, fenntartasat.

Hossza tava célom a hazai génmegOrzés segitése, Osivarsejt alapu génbank

létrehozasa és optimalis hosszl idejli tarolasa hazitytk esetében.

Célul thztem ki a sziil6i generacion alkalmazott hdkondicionalds hatasara
1étrejovo valtozasok génexpresszios elemzését, valamint ezen kezelések hatasara

1étrejovo epigenetikai valtozasok kimutatasat, azok orokolhetoségének igazolasat is.
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3. Irodalmi attekintés

Az évtizedek oOta tartd szelekcid eredményeként olyan gazdasagilag jobban
teljesitd fajtakat alakitottak ki, amelyek gyakran haromszor gyorsabban nének, mint a
hagyomanyos fajtdk, nagyobb az anyagcsere aktivitasuk, de ezaltal tobb testhot is
termelnek, amelynek kovetkeztében érzékenyebbek lesznek a hémérséklettdl fliggd
kornyezeti valtozasokra (Deeb and Cahaner 2002). Az ivarérett hazityak
testhdmérséklete 41-42°C, nincsenek izzadsag mirigyei, igy érzékenyebb a magas
kornyezeti homérsékletre, féleg, ha a megemelkedett homérséklethez magas
paratartalom is tarsul. A madarak szamara megfeleld kdrnyezet, a termoneutralis zona
19-22°C, ebben a tartomanyban testhdmérsékletiik allando, normal magatartast
mutatnak. Ennek a zonanak a felso értékét elérve, illetve afelett egyre inkabb romlik a
madarak teljesitménye, mig végiil a testhdmérséklet eléri az allatokra nézve letalis

szintet (1. abra).

Also kritikus Fels6 kritikus
homeérséklet homérséklet

<«+——— Termoneutralis zbona —»
* 1 = “
i ® &'

SO
L 3 q W

Hideg : Teljesitoképesség és
Stressz | Hideg | eosqzoéo s7amara optimalis | Meleg

Alacsony Effektiv kornyezeti hdmérséklet Magas

1. abra: Termikus zonak a kornyezeti hdmérséklet fiiggvényében (Geudens
2019).

A testhd csokkentése aktiv folyamat, aminek egyik szerepldje a parologtatasi
mechanizmus a bdrfeliileten és légzorendszeren keresztiil. A testfeliilet €s levegd
nedvességének gradiense hatarozza meg a parologtatas utjan térténd hiitést. A magas
kornyezeti homérséklet magas relativ paratartalommal kombindlva hipertermiat

eredményez, amely csokkenti a taplalék felvételt és hasznositdst, a novekedést,
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tojastermelést, a hiis- és tojasmindséget és az allatok életképességét (Rajkumar et al.

2011; Xie et al. 2014) (2. abra).

Relativ paratartalom (%)

°F |°C | 5[10(15]20/25|30/35[40]45|50/55]|60(65|70|75/80|85 (9095|100
68 | 20 |63 (63|63 |64 |64|64|64|65|65 |65 66|66|66|66|67 67|67 |67 68|68
72 | 22 |64 65|65 |66 | 66|66 |67 |67 |67 |68 |68|69|69|69|70(70|70|71|71|72
75|24 ]|66|67|67|68|68|69(69|70|70|70|71|71|72|72|73|73|74|74|75|75
79 | 26 |68 (69|69 |70|70|71|71|72|73|73|74|74|75|75|76|77|77|78|78|79
82 |28 |70|70|71|72|72|73|74|74|75|76|76|77|78|78
86 |30|71|72|73|74|74|75|76|77|78|78 79|80
90 |32)73|74|75|76|77|77|78|79]|80|81
93 |34 |75|76|77 80|81
97 |36 |77|78|79
100| 3878|7981

- Madarak komfort zon:ija (hé index < 70): Nincs sziikség aktiv hdszabalyozasra

Riasztas (70-75 hé index): Meg kell kezdeni a hostressz csokkento intézkedéseket; ngvelni a
szelldzesi sebességet: a ventilator sebességeét. Figyelni a madarak viselkedését a hostressz jeleit
illet6en; ellendrizni az ivoviz mennyiséget és a szelloztetd rendszerek megfeleld mitkddéset

I:I Veszély (hé index 76-81): Azonnal intézkedni kell az allomany hostresszének csokkentese
erdekeben. Novelni a zart és nyitott hazak szellozesi sebessegét. Beallitani a madarak étrendjét,
hogy ellensulyozza a takarmany fogyasztas csdkkentését. Mozgatni a levegdt a madarak felett,
legalabb 1.8-2,0 m / s sebességgel. Rendszeresen kell hitvosebb vizet biztositani. A madarak
viselkedését figyelemmel kell kisérni. Maximalizalni az éjszakai hiitést.

- Vészhelyzet (hé index > 81): Extrém héterhelés; Keriilni a madarak kezelését (fertézés vagy
vakcinazas). Nincs taplalas a meleg idészakban. Csokkenteni a fény intenzitasat a madarak
aktivitdsanak és a test hotermelésének csokkentése érdekében

Homeérséklet

2. 4abra: A hdmérséklet és paratartalom aranyanak hatdsa a baromfi stressz
indexére (Xin and Harmon 1998).

3.1. A kutatasi téma aktualitasa

A kutatokat mar régota foglalkoztatja, hogy hogyan lehetne megoldani a tytikok
akklimatizalasat, vagyis, hogy a hlivosebb éghajlati teriileteken kitenyésztett, nagyobb
teljesitményti hazitytkok teljesitménye ne romoljon magas hdmérsékletli kornyezetbe
helyezve sem. A magas hémérséklet minden szaporasagi €s termelési paramétert
negativan befolyasol, ezaltal sulyos gazdasagi kiesést okoz, akar a husmindségre, akar

a tojastermelés mennyiségre nézve.

Napjainkban mar szdmos mérsékelt 6vi terlileten igen hosszuak és forrok a
nyarak, ezért a hdstressz okozta kidrok ma mar a hazai nagyilizemek esetében is
jelentések, igy a hdstressz hatasdra bekovetkezd negativ hatdsok megelézésére
hazankban is egyre nagyobb igény mutatkozik. A jovo hatékony mezdgazdasdganak
kialakitdsaban nagy szerepe lesz az éllatok fokozott adaptacids képességének, mivel
Magyarorszagon is egyre nagyobb az igény a baromfitermékekre. A hdstressz az egyik

legjelentésebb kdrnyezeti hatas, aminek a hazai allomanyok leginkabb kitettek. A
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gazdasagi veszteség, mind a tojas szam csokkenésében, mind a mortalitdsi rata

novekedésében megnyilvanul (Nawab et al. 2018).

Annak érdekében, hogy enyhiteni lehessen a valtozo klima kovetkezményeit, a
héstressznek jobban ellenallo, illetve arra érzékeny tyuk fajtak molekularis genetikai
Osszehasonlitd vizsgalatdra van sziikség. Az adatok tiikkrében optimalis fiatalkori
hokezelési modszert kidolgozva a magasabb kornyezeti homérsékletet is tolerdlni

képes allomany lenne kialakithatd (Dunnington and Siegel 1984; Loyau et al. 2016).

3.2. Hostressz hatasa a hazityik szervezetében

A szervezet a belsd egyensuly fenntartisara torekszik. Ehhez ennek az
allapotnak a felboruldsat okozo ingereknek a kivédése sziikséges. Ha az inger nem tul
erds, altalanos életfolyamatok mennek végbe, amit adaptacionak neveziink (Brown
1959). Ha az inger erds, és hatasara a bels6 egyensuly felborul, a szervezet specifikus,
(pl.: immunvalasz), és nem-specifikus valaszokkal reagl. A szervezet nem specifikus

valaszat a testet ért nem fajlagos igénybevételekre ,,stresszallapotnak™ nevezzik.

1. Konvekcié 3. Parolgési hiités
A testhd atadadik a hiivosebb kérnyezeti levegé fele, Gyors lihegés, a szajon keresztili
hatékonysaga a szarnyak széttarasaval novelhetd, mert né a 4 A légzés noveli a hGveszteséget,
levegével érintkezd szabad bérfeliilet aranya. A szarnyak ® A novelve a viz elparolgasat a szajbdl
mozgatasa segiti a testfelilet melletti légrétegek dramoltatasat. = T -~ és a légzérendszerbdl. A parolgasi
AN Af:.’_. e .
Vazodilatacié — A periférids érhalozat vérrel At ~ [ o hiitést az alacsonyabb paratartalom
telitédik, ezéltal a maghdmérsékletet a testfelszin o 7 :: 4 \ S segiti.
felé kozvetiti, hogy atadédhasson a hiivosebb 7 -7
.. . P & FAN 7
kornyezeti levegd felé. i .
NAAAAAAAS l:; Testhétermelés
SMASAAAAAA T csdkkentése - - .
SAAANANANAY — A madarak inaktivak, a j}
AAAA Ay | tEKE y-fogyasztas f . A testh6vesztés a madarral
2. Sugarzas 2+~ \gsbkken \\,“ kozvetlendl érintkezé hiivosebb
Elektromagneses hullamok altal vezetett testhé a .~ W\ § targyak révén. A madarak hiivésebb
levegén keresztiil, tavoli (htivésebb) targyak felé < V4 helyeket keresnek, a f5ld6n
(azaz falak, mennyezet, berendezések) N fekszenek, kapirgaljak az almot.
B B e A S A Y A Tl J At e o T Y e

3. abra: A hazityuk hévezetdé mechanizmusai (Hy-Line International, 2016).

Magas kornyezeti hdmérsékleti koriilmények kozott a madarak egyre tobb
energiat forditanak a testhomérséklet szabalyozasara. A felesleges ho elvezetése négy
mechanizmus révén valosul meg. A konvekcid (1égaramlés) soran a csirkék legyezik
a levegot, a kornyezet felé igyekeznek atadni a testhdt a ritkdbban tollazott borfeliilet
szabadon hagyésaval, széttarjdk szarnyaikat, ezekhez szorosan kapcsolddik a

periférias vérataramlas novelése. Sugarzassal elektromagneses hullamok vezetik a hot
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a tavoli, hiivosebb targyak felé. Hovezetés utjan a hiivosebb kozeg keresésével és
kozvetlen érintkezéssel hilitik magukat. A madarak kaparjak a foldet, almot és
fekszenek, ezzel megndvelve az érintkezd feliiletet. Fontos még a parologtatas az
ugynevezett lihegés, de ez csak akkor hatdsos, ha nem tul magas a paratartalom.

Nagyobb mértéki vizfogyasztas mellett a kivalasztas fokozasa is szoba keriil (3. dbra).

A kiilonb6zd hévesztési mechanizmusokat 6sszekapcsold legfontosabb elem a
vér, szerepe a vazodilatacioban és a passziv vizvezetés soran is megnyilvanul. A
kapillarisokban a véraramlas a test perifériajan novekszik, a belsd szerveknél csokken
(Wolfenson et al. 1981), lassul az emésztés, romlik a tapanyag hasznositas. A 1égzési
sebesség novekszik (215-235 1élegzet/perc), a plazma CO; szint és a sav-bazis
egyensuly felborul. Ha ez a stresszt el6idéz6 allapot hosszabb ideig fennall az
kiszaradashoz és a vérmennyiség csokkenéséhez vezethet. A csdkkent vérmennyiség
megvaltoztatja a vénas visszaaramlast, és a vérkeringést a felsé légutakban, ami

hipertermiat és végiil elhullast eredményez.

Fehérjéhez kotott, lonizalt,

diffuzibilis

Tids Vér . Héjmirigy
’l‘co2 +H,0 = H,CO; <= HCO; + H* |*——]|CO; +H*
-—

nem diffuzibilis

kalcium kalcium

A hiperventilacio Ennek eredményeként névekszik a vér pH- A héjmirigy csdkkent
fokozott CO,- =P ja, léglti alkaldzist idéz el8; ez csékkenti ===wPkalcium és karbonat
veszteséget okoz a a szénsav-anhidraz (ami a tojashéj kivalasztasa vékony,
tiidében kialakitasahoz kritikus enzim) aktivitasat gyenge tojasheéjat
eredményez

4. 4abra: HOstressz indukalta sav-bazis egyensuly felboruldsanak ellensulyozasa
(Hy-Line International, 2016).

A végbemend fizioldgiai valtozasokat sejtszintli karosodasok kisérik, aminek
kovetkeztében megjelend szignal molekulak jelatviteli utvonalakat, neuroendokrin és
molekuléris valaszokat aktivalnak. A csokkent takarmany felvétel is hozzajarul a
hipotalamusz — hipofizis - mellékvese tengely aktivaldodasahoz, ami megvaltoztatja a
neuroendokrin profilt. A homeosztazis felboruldsa a ndvekedés lassuldsdhoz,
kevesebb tojastermeléshez €s husmindség romlashoz vezet, ugyanis ndvekszik a lipid
peroxidacio (Babinszky et al. 2011), megvaltozik az elektrolit egyensuly, gyengiil az

emésztés, csokken a plazmafehérje és a kalcium szint (Lin et al. 2006). A madarak
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képesek viszont aktiv anyagcserével szabalyozni a testfolyadékaik pH-jat, metabolikus
savak felhalmozasaval probaljak megtartani a sav-bazis egyensuly normal allapotat. A
hidrogén ionok bikarbonat ionokkal kombindlva szénsavvéa alakulnak, ami savas
iranyba tolja a kozeg pH-jat, a szénsavat a szénsav-anhidraz szén-dioxidra és vizre
bontja, a szén-dioxid a tiidon, mig a hidrogén ionok a vesén keresztiil iirtilnek ki, és az
igy felszabadulo bikarbonat ionok aranya hatarozza meg a bazikus értéket (Ruiz-Lopez

and Austic 1993) (4. abra).

A metabolikus alkal6zis egy olyan anyagcserezavar okozta allapot, amelyben a
vér a tulsagosan magas bikarbonat szint miatt lugos. A taplalékfelvétel csokkenésével
kevesebb az asvanyi anyagok, a natrium és kalium felvétele, aminek szabalyoznia
kellene a bazisraktarakat. Emellett a megnovekedett hemodiluci6 (a vérplazma
térfogatanak megndvekedése a vordsvérsejtekhez képest) tovabb csokkenti a plazma
natrium ¢és kalium szintjét a fokozott vizfelvétel és kivalasztas utjan. Légzdrendszeren
keresztiil, lihegés utjan a csokkent vér szén-dioxid szintje vezet a bikarbonat ion

tulsulyhoz (Borges et al. 2004).

Mivel sok energia kell a fizioldgiai valaszok végrehajtasahoz, az immunvalasz
csokken, ami a timusz, 1ép és m4j relativ stilydnak csokkenésében is megmutatkozik.
Az 0Osszes keringésben 1évo ellenanyag szintje alacsony, példaul az IgM és IgG
(Felver-Gant et al. 2012; Ghazi et al. 2012). Madarakban a B sejtek a Fabricius-
toml6bol (latinul Bursa fabricii) fejlodnek, ennek a stlyvesztését és a limfocitak
szamanak csOkkenését is leirtdk a szakirodalomban (Aengwanich 2008). A
stresszhatds alatt novekszik a kortikoid és vércukorszint. A  gliikokortikoid
felszabadulas okozza a nyiroksejtek pusztuldsat, ami a limfocitdk szdmdanak
csokkenéséhez vezet. A limfocitdknak fontos szerepe van az antitestek eldallitdsaban,
hianyuk zavart okoz a koérokozokkal szembeni védéfunkciokban. Ezzel szemben a
heterofil granulocitak felszabadulasa fokozodik a csontvel6bdl, de fagocitald és
baktericid aktivitasuk csokken (Berne and Levy 1998). A gyenge immunitas lehetévé
teszi a virusok, baktériumok felhalmozodasat a husban, ami a husmindség romlasa

mellett mar az élelmiszer-biztonsagot is veszélyezteti (Lara and Rostagno 2013)

Hostressznek kitett allatok szervezetében sejtszinten a legtobb fehérjeszintézis
lelassul, mert nem jut elegendd energia a ndvekedési mechanizmusok szédmara.
Azonban az ugynevezett hosokk fehérjék (heat shock protein — HSP) koziil szamos
szintézise magas, mivel ezek az erdsen konzervalt fehérjék véddfunkciokat toltenek

be. Hoérzeékeny fehérjékhez kotddve veédik a fehérjeszerkezetet, gétoljdk azok
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aggregalodasat ¢s lebontdsat. Tovabba szerepiik van a citoszkeletalis integrits
fenntartasaban és a sejtciklus szabalyozéasban is. Megtaldlhatok az extracellularis
kornyezetben, ahol stimuldljadk az immunsejteket. A kiilonb6zd szovetekben,
szervekben mas-mas fehérje aktivalodik, a madar ivarszervekben a himivara
gonadokban a HSPD1 és HSPAS fehérjék apoptotikus folyamatokban vesznek részt,
a HSPA2 és HSP70 molekularis chaperonok, a fehérjék globularis szerkezetének
kialakitasaval el6zik meg a hibas aggregatumok kialakuldsat a spermatogenezisben
(Wang et al. 2015). Tojokban a HSP25 expresszioja emelkedik meg, ami a tiiszOsejtek
fehérjekarosodasat jelzi (Cheng et al. 2015). A véraramlas atcsoportositasa a szervek
karara valésul meg. A HSP70 és HSP90 expresszidjanak emelkedése figyelheté meg
az ileum teriiletén (Varasteh et al. 2015). A HSP70 emelkedett szintje figyelheté meg
a stresszelt allatok hipotalamuszaban, de a HSP90 szintje valtozatlan maradt (Zhang
et al. 2014). A m4j metabolikusan aktiv szerv, ennélfogva érzékenyebb a stresszre,
ami a HSP-k szintjében is megmutatkozik. A maj kozponti szerepet tolt be a
szervezetet ért behatdsokra aktivalodo vélaszreakciokban, az altala termelt fehérjék

inditjak be az anyagcsere és immunvalaszokat (Chen et al. 2011; Park et al. 2019).

A szovetek kozott egyértelmli a HSP-k expresszidjanak kiilonbsége, profilja.
Ennek oka lehet a szovetek funkciojanak és metabolikus aktivitasanak kiilonbsége.
Valamint szembetiind kiilonbség mutatkozott az egyes hazitytkfajtdk kozott, illetve

annak fliggvényében, hogy a hdstressz mennyi ideig allt fenn (Murugesan et al. 2017).

3.3. Hostresszel szembeni védekezés kozvetlen és kozvetett alternativai

A magas kornyezeti hdmérséklet hatdsanak kovetkeztében a baromfidllomanyt
sujto  hdstressz negativ hatdsainak ellenstlyozasa kozvetlen fizikai tton, a
tartastechnologia megreformaldsaval is torténhet. Figyelni kell az olak helyes
kialakitasara, hogy megfeleld legyen a szell6zés, keriilni kell a talzstfoltsagot és
torekedni kell a megfeleld vizellatasra. A felhalmozodott szén-dioxid, ammonia €s
magas paratartalmu levegd kicseréléséhez a szell6zést maximalizalni kell
szabalyozhat6 klimaberendezések telepitésével, azonban ez ndveli a termelés
koltségeit. Kulcsfontossagu az ivoviz ellatottsdg ¢és annak homérséklete. A
termoneutralis zonaban a madarak viz-takarmany fogyasztasa 2:1-hez aranya, ami
38°C-o0s kornyezetben 8:1-re modosul. Az itatok esetében a viz atfolyasi értékének

legalabb 70ml/perc-nek kell lennie. Az ivoviz alacsonyabb homérsékleten valo tartasa
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(25°C alatt) pedig megkonnyiti a tyikok belsé hémérsékletének csokkentését, javitva
a viz-takarmany fogyasztas aranyat (Hy-Line International 2016).

Hostresszel szembeni ellendlld képesség javitasanak kozvetett utja a madarak
kedvezd génvaltozatokra ¢és a hdkondicionalds alkalmazéasa. Azonnali megoldést
eredményez a specialis Osszetételli takarmannyal valo etetés, illetve az etetések
idejének optimalizalasa. Meleg idében az alacsony fehérjetartalmt étrend, néhany
esszencialis aminosavval kiegészitve jobb eredményt ad, mint a magas fehérjetartalmt
(Daghir 2009). A héstressz noveli az asvanyi anyagok és vitaminok kivalasztasat,
lassul azok metabolizmusa, igy csokken a szérumban és a majban a vitaminok
koncentracioja (Sahin et al. 2009). A zsirban oldod6 vitaminokat a magasabb
zsirtartalmu tdpokhoz, mig a vizoldékony vitaminokat az ivovizhez kell adni. Példaul
a C-vitamin a leghatékonyabb antioxidans, 1g/l ivoviz adagolasa javasolt (Daghir
2009). Emellett fontos még az elektrolitok potlasa is. A NaHCOz3 kiegészités javitja a
felsd 1éguti alkalozis miatt kialakulo hidrogén-karbonat hianyt (Benton et al. 1998).

Szamos gén befolyasolja a hétiirést. Néhany, mint példaul a ,.kopasz nyak” (NA)
gén dominans, ami kozvetleniil befolyasolja a hétiirést a tollboritottsag csokkentésével
(Cahaner et al. 1992, 1993), mig mas gének nemhez kototten recessziven 6roklédnek,
ilyen példaul a torpeséget okozo (DW) gén, amely a csokkent testméret altal csokkenti
az anyagcsere termelte hdmennyiséget. A FRIZZLE (F) gén a tollak kifelé hajolasat
okozza, ami segiti a testfelszini hdleadast, brojlerek esetében csokken a tollazat stilya

(Deeb et al. 1993; Cahaner et al. 2008).

Tovabbi kutatasok azonban mas perspektivaban kozelitik meg az adaptéacid
javitasat. Egy megfeleld kezelési, hdkondicionalasi eljaras kidolgozasara iranyulnak.
Szamos szakirodalom leirja a korai (fiatal/csibe kort1) h6kondicionalas pozitiv hatasait
feln6tt korban. Ez egy rovidebb ideig tarto (12-24 6ra) 36-38°C-on vald nevelést jelent,
aminek kovetkeztében javul a felndtt allatok hdével szembeni ellenalloképessége
(Korosiné M. A. et al. 2005; Lin et al. 2006; Szab¢ et al. 2009; Liptoi et al. 2010;
Anand et al. 2016). A szaporodasi paramétereket tekintve a h6kondicionalason atesett
hazitytkoknal szignifikansan azok magasabbak voltak a napi tojastermelés hdstressz
esetén, mint a nem hokezelt dllomany esetében. A megtermékenyitett embriok aranya
is magasabb volt, mig a spermiumok mennyiségére és mindségére nem volt hatassal a

kezelés (Toth et al. 2021)
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3.3.1. A hokezelés és hostressz genetikai markerei

A hdstresszel (Heat stress-HS) kapcsolt genetikai markerek azonositdsa 6shonos
hazitytkban aldtdmaszthatja ezek biomarkerként vald alkalmazasi lehetdségét. Jol
beallitott hokezelési protokoll alkalmazasat kovetden elvégzett molekularis
biotechnologiai mddszerekkel igazolhatjuk az allatok hétolerancidjat eredményezo

molekularis folyamatok elemeit.

3.3.1.1.Hosokkfehérjék és hosokkfaktorok

Szamos szakirodalmi adat bizonyitja a hdsokkfehérjék (Heat shock protein-HSP)
szerepét a héstressz indukalta jelatviteli itvonalakban (Kampinga and Craig 2010; De
Maio and Vazquez 2013; Bakthisaran et al. 2015). A HSP-k (5. abra) chaperonokként
mikodnek, amelyek a HS indukalta fehérjekarosodast ellenstlyozzak azaltal, hogy
megkotik a fehérjéket, igy megdrizve azok szerkezetét, tovabba szabdlyozzdk a
valo kotddést, a specifikus enzimfunkciodikat (Kampinga and Craig 2010; De Maio and
Vazquez 2013).

HOE-
STRESSZ

e

5. abra: A hdésokkfehérjék (HSP) hatdsmechanizmusanak sematikus 4bréja a
hostressz (HS) elleni sejtvalaszban. HSF = hésokkfaktor; HSE = hésokk
genomi régio; DP = denaturalt fehérje; P = foszfat (Perini et al. 2020).
A sok HSP koziil a HSP70 korrelal a legjobban a hétoleranciaval (Li and Mak
2009). A HSP90 chaperon jelen van a baktériumokban és az Gsszes eukariotaban. A

HSP70 és a HSP90 is a chaperon rendszerrel egylittmikodve vesz részt a fehérje

hajtogatasaban és aktivalasaban (Johnson 2012) A molekularis chaperon aktivitason
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kivil a HSP-k részt vesznek a fehérje feltekeredésének szabalyozasadban, a

citoszkeletalis integritasban és a sejtciklus iranyitasaban is (Bakthisaran et al. 2015).

A hdsokkfehérjék mellett szintén megfeleldé biomarkerek Ilehetnek a
hésokkfaktorok (heat shock factor-HSF). Korabbi szakirodalom szerint allatokban
négy HSF talalhat6 (Inouye et al. 2004; Xie et al. 2014; Zhang et al. 2014), azonban
2018-ban zebradanioban azonositottak az 6todik HSF-et (Saju és mtsai., 2018),
amelyrdl beigazolddott, hogy nélkiilozhetetlen a zebrahal spermatogenezisében.
Madarakban harom hdésokk transzkripcios faktor (HSF) gént klonoztak és
karakterizaltak, ami alapjan a HSF3 aminosavszekvenciaja koriilbeliil 40%-ban rokon
a HSF1 ¢és HSF2 szekvencidjaval. Mindhdrom faktor szekvencidja DNS-koto
motivumokban és a hidroféb aminosav heptadokban gazdag ¢s ezek minden eukaridta
HSF-ben kozdsek. Ezen altalanos hasonlosagok ellenére minden madar HSF eltérd
DNS-ko6t6 tulajdonsagokat mutat. Az in vitro expresszalt HSF2 konstitutivan kotédik
a hésokk elem promoter szekvencidjahoz, mig sem az in vitro expresszalt HSF1, sem
a HSF3 nem kotodik DNS-hez. A HSF1 DNS-kotédését hésokk vagy nemionos
detergensekkel végzett kezelés indukalja, mig a HSF3 DNS-kot6 tulajdonsagait ezek
a koriilmények in vitro nem indukaljak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
HSF3 aktivalasa magaban foglalhat egy indukcids utvonalat, amely kiilonbozik a
hosokk gének indukcidjanak eddigi formaitol. A HSF3 DNS-k&t6 aktivitasa azonban
elérhet6, ha a karboxil-terminalis régiot, beleértve a disztalis heptad ismétlddését
kivagjuk, ami negativ Cisz-szabalyozo szekvenciak fontossagat jelzi. A HSF3 megléte
éppugy, mint a HSF1 és a HSF2 egyiitt expresszalddik a fejlddés sordn a legtobb
szovetben, ami arra utal, hogy a HSF3-nak altalanos szerepe van a szabalyozasi
utvonalakban (Nakai and Morimoto 1993). Akut héstresszvizsgalatokban azt talaltak,
hogy a hokezelési id0 novekedésével a HSF3 és a HSP70 expresszioja el8szor
csokkent, majd mindkét kinai tyukfajtanal szignifikans novekedést mutatott. Ezek
alapjan a HSF3 és a HSP70 expresszidja faj- és szovetspecifikus a hokezelés soran

(Zhang et al. 2014).

3.3.1.2. A mikroRNS-ek (miRNS)

A mikroRNS-ek (miRNS) a genomban talalhato kisméretli, nem kodold RNS-
ek, amelyek a transzkripcio utan szabalyozzédk a génexpressziét az mRNS lebontasaval
vagy a transzlacio gatlasaval. A miRNS-ekrdl ismert, hogy fontos fiziologiai és

patologias folyamatokat szabalyoznak (Houbavity et al. 2005). A miRNS-ek génjei a
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genomban szétszortan helyezkednek el: egyesek intergenikusak, mig masok intronikus

vagy exonikus régiokban lokalizalodnak (Houbaviy et al. 2003).

A miRNS-ek biogenezise tobblépcsds folyamat fejlettebb gerincesekben. A
folyamat azzal kezdddik, hogy az RNS-polimeraz II atirja ezeket a miRNS-géneket a
genomi DNS-r6l, hosszt (tobb 100-1000 nt) primer-miRNS transzkriptumokka (pri-
miRNS), amelyek poliadenilezettek. Ezt a pri-miRNS-t a Drosha-bol (RNaz 111 tipusu
enzim), DGCR8-bol és spliceoszoma komponensekbdl allo mikroprocesszor komplex
tovabb hasitja a sejtmagban prekurzor miRNS-sé (pre-miRNS). Az Exportin-5 enzim
a pre-miRNS hajti komplexeket a sejtmagbol a citoplazmaba exportalja. Ezt a pre-
mMIRNS-t a Dicer, és a Ribonukleaz I1I enzim hasitja tovabb a TRBP segitségével egy
instabil, 19-25 nt miRNS duplexé. A duplex egy 5P és egy 3P szalbdl all, majd a
szelekcids folyamat eredményeként a vezetd RNS szal beépiil az RNS-indukalt
csendesité komplexbe (RISC). Az RNS interferencidval kapcsolt géncsendesitést
kozvetiti, ahol az érett miRNS és a cél-mRNS kozotti részleges bazisparosodas a
transzlacié gatlasahoz vagy az mRNS lebomlasahoz vezet (6. abra). Ezen a kanonikus
érési folyamaton kiviil a miRNS biogenezisének szamos Drosha- vagy Dicer-fiiggetlen
utvonala létezik (Sonkoly and Pivarcsi 2009; Winter et al. 2009). A miRNS-ek
kulcsfontossaguak a génszabalyozasban, a pluripotencia, az 6onmegujulas, valamint az
embrionalis 0dssejtek (ESC) ¢és indukalhatdé pluripotens &ssejtek (iPSC)
differencialodasaban (Hashemzadeh 2017).

miRNS*
\
iRNS fr
Dicer ”:,“‘I,HW Degradiicié?
miRNS
miRNS;miRNS*
duplex

Szl szétvala
RNS polimeraz TT Szl szétvilas

(Pol 11) Drosha Exportin
pre-miRNS
egyszild érett miRNS 77
+ RISC \‘
= H pre-miRNS ™ w )
Seap— AAARAAL ™
primer miRNS transzkript
MikroRNS gén a
genomi DNS-en target mRNS
kiités
transzlicié mp't It mRNS | !
ranszlaciésan gitolt m | !
s \ff\l,R'SC,.\/ﬁ
SEJTMAG T
A RISC-be beépiilt miRNS nem télkéletes homelogiaval
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6. abra: A miRNS-ek bioszintézisének folyamatabraja (Sonkoly and Pivarcsi
2009).
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A miRNS-ek tehat kisméretti (20-30 nukleotid hosszasagi) nem kodoldo RNS-ek,
eléidézve az mRNS lebomlasat vagy a transzlacid gatlasat (He and Hannon, 2004).
Egyetlen miRNS szamos gén mRNS- ¢és fehérjeszintjét befolyasolhatja, €s tobb
miRNS kotddhet ugyanahhoz az mRNS-célmolekuldhoz, Ilehetdvé téve a
génexpresszié szabalyozasanak sokoldali mintazatat. Eppen ezért a miRNS-ek az
egyik felmeriilé pluripotencia faktorok az dssejtbiologiaban (Houbaviy, Murray and
Sharp, 2003; Maraghechi et al., 2013; Li et al., 2017). Alapvetd szerepet jatszanak a
PGC-k pluripotenciajanak fenntartdsaban (Rengaraj et al., 2011, 2013).

A kiilonféle miRNS-ek jelentds figyelmet kapnak a neurogenezis soran, valamint a
neuronalis fiziologia ¢és plaszticitas késobbi aspektusaiban is, beleértve az
ingerlékenységet, a szinapszis érését, a szinaptikus funkciot és a neurodegenerativ
betegségeket (Coolen and Bally-Cuif 2009; Maes et al. 2009; Martino et al. 2009;
Schratt 2009). A hipotalamusz funkcionalis idegsejthalozatai mind a madar-, mind az
emldsfajokban a késdi embrionalis stadiumtol a korai posztnatalis idészakig fejlédnek
ki (Szarek et al. 2010; Ishii and Bouret 2012). A pre- és korai posztnatalis kdrnyezet
valtozésai hosszitavli és potencialisan visszafordithatatlan kovetkezményekkel
jarhatnak a hipotalamusz fejlodésére és miikodésére (Bouret and Simerly 2006;
Tzschentke 2007). Leirtak a miR-138-5P szerepét a sejtmigracioban egy hipotalamusz
eredetii neuronalis sejttenyészetben, amelyet hazityikbol alapitottak (Kisliouk et al.
extracellularis matrix glikoprotein, a Reelin (RELN) szabéalyozza a fejl6do agyban. Bar
a miR-138-5P sejtmigraciora gyakorolt hatasa a RELN expresszio gatlasan keresztiil
specifikusnak tiinik, meg kell jegyezni, hogy a miR-138-5P kiilonb6z6 mRNS-ekhez
képes kotni, amelyek termékei részt vesznek a sejtmigracio szabalyozasaban (Kisliouk
and Meiri 2013; Daswani et al. 2022). Példaul kimutattak, hogy a miR-138-5P gatolja
az Ezh2 metiltranszferdz expressziojat és a H3 hiszton metilacigjat a PO/AH 27-es

lizinjénél, és befolyasolja a hdtolerancia kialakulasat (Kisliouk et al. 2011).
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1. tablazat. A hostresszhez kapcsolddo legfontosabb gének génontoldgiaja, két teriiletet
(molekularis funkcio és bioldgiai folyamat) kiemelve (Perini et al. 2020).

Génnév | NCBIgén | Gén csalad Molekularis Biologiai folyamat
azonosito funkcio
HSP70 423504 hosokk- ATP kotés; vezikula-medialt
HSPA2 fehérjék hésokkfehérje transzport;
kotés; torzult Chaperon funkcio
szerkezetl altali fehérje-
fehérjekotés; hajtogatds; torzult
ATPéz aktivitds | szerkezetl fehérje
indukalta
sejtvalasz (Shaner
and Morano 2007;
Brocchieri et al.
2008)
HSP90AAI 423463 hésokk- torzult hibésan hajtogatott
fehérjek szerkezetli fehérjek Gjra
fehérjekotés; f6 | hajtogatasa (Hoter
szubsztratjai a et al. 2018)
kinazok és
szteroid
receptorok
HSF1 420362 hésokk- DNS-koto RNS-polimeraz 11
hésokk- fehérjék transzkripcios promoterrdl
faktor 1 faktor aktivitas; torténd
szekvencia- transzkripcid
specifikus DNS- szabalyozasa
kotés; stresszvalaszban;
RNS polimeraz transzkripcio
II proximalis pozitiv
promoteréhez szabalyozasa az
valo kotés RNS polimeraz II
altal (Trinklein et
al. 2004)
Mir-138- 406929 mikroRNS, mRNS kotés, génexpresszid
5P rovid (20-24 szekvencia poszt-
nt) nem specifikus mRNS transzkripcios
kodold RNS- kotés szabalyozasa;
ek mRNS transzlacios
gatlasa vagy
destabilizacigja
(He and Hannon
2004; Kisliouk et
al. 2011)

Az 1. tablazatban kiemeltem a legtobbet vizsgalt HSP-ket, HSF-t és miRNS-t,
feltiintetve azokat a biologiai folyamatokat, amelyekben részt vesznek. Ezen hdstressz
biomarkerek génexpresszids mintdzatainak Osszehasonlitdsa segithet megérteni az

allatok hétoleranciajat eredményez6é molekularis folyamatokat (Perini et al. 2020).
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Ugy gondolom, hogy az mRNS-ek és miRNS-ck kifejezédési mintdzataban a
hékezelés hatasara 1étrejové valtozasok alapjan kovetkeztetni lehet az allatok
adaptacios képességének hatterében meghuzodé molekularis folyamatokra (Nakai and
Morimoto 1993; De Maio and Vazquez 2013; Kisliouk et al. 2014; Xie et al. 2014;
Bakthisaran et al. 2015).

3.4. Hazityik esetében alkalmazhaté in vitro génmegdrzés

A genetikai anyag hosszl tavi taroldsa emlésok esetében joval elérébb jar, mint
a madaraknal, ugyanis sok faj esetében elegendé a himivar haploid genomjéanak, a
spermiumnak a mélyhiittt taroldsa. Tovabba emldsoknél a petesejt és az embridok
vitrifikacios technikaval végezhetd taroldsa mar jo hatasfokkal alkalmazhat6 eljaras

(Dobrinsky 2002; Vajta and Kuwayama 2006).

A madaraknal két f6 ok akaddlyozza az emldsoknél kifejlesztett eljardsok
alkalmazasat. Az egyik a him és ndi ivari kromoszéma készlet egyediségébdl, a masik
az embridk fejlédési sajatossagabol kovetkezik. A madarakndl ugyanis a ndi ivar a
heterogamétas, ZW ivari kromoszomakkal, mig a himivar a homogamétas ZZ ivari
kromoszomakkal, tehat a spermiumok fagyasztasaval csak a Z ivari kromoszdoma kertil
tarolasra (Végi et al. 2017). Az embrid fagyasztasat pedig nagy mennyiségii szik teszi
lehetetlenné, igy a W ivari kromoszéma elvész. Egyik lehetséges iranyvonal a
petefészek tarolasa, mivel a baromfi naposkori petefészek szerkezete és felépitése
nagyon hasonlit az egéréhez (Liptoi et al. 2013), aminek a daraboldsa, génbanki
tarolasa, és visszaiiltetése régota sikeresen alkalmazhaté (Dorsch et al. 2004). Az
emlds petefészek génmegdrzési célu taroldsahoz vitrifikacios modszert fejlesztettek ki
(Wang et al. 2008; Patakiné Varkonyi et al. 2012), amit késobb adaptaltak a madar
petefészek tarolasdhoz. A naposkori petefészek oogdniumokat és primer oocytikat
tartalmaz, amik a petesejtek kiindulasi fejlédési alakjai, tehat a szovet fagyasztasaval
a génmegolrzés szempontjabol nélkiilozhetetlen genetikai anyagot tarolo sejtek is
tarolasra keriilnek. Felolvasztast kovetden a recipiens csibébe vald transzplantalés
soran a megtapado petefészekben ivarérést kovetden a donortdl szarmazo petesejtek is

termelédnek (Song and Silversides 2006; Liptoi et al. 2020).

A magyarorszagi baromfi kriobank kialakitdsa 2013-ban kezdddott, ahol az
eddig ismertetett technikakat alkalmaztak, elsdként a spermafagyasztast, ami 6shonos
magyar baromfifajtanként 250-300 mintat jelentett (Barna et al. 2016). Ezt kovetden

megkezdddott a génmeglrzés szempontjabol teljesebb technikdk adaptalasa a
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baromfik esetében. Mivel a spermiumok ¢és a petefészek szovetekben 1évo
oogoniumok mélyhiitésével csak a haploid genetikai anyag tarolasa valosul meg, Gjabb
vizsgélatok irdnyultak a madar embriondlis sejtek hosszitavi megérzésére, ami a
teljes genetikai anyagot tarolja. A génmegodrzés ezen modszere az dsivarsejtek (PGC
— primordial germ cell) izolalasabol, in vitro tenyészetek 1étrehozasabodl és hatékony

mélyhtitésbdl all. Ez azonban sokéig nem volt megoldott.
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7. abra: Hazityuk embrionalis fejlédésének sematikus abraja (Hamburger &
Hamilton, 1992; Wolpert és mtsai., 2019).

Elsoként a PGC-k izoléalasa valt elérhetévé, mert az embridk tanulmanyozasa
soran megfigyelték, hogy madarak esetében a fejlodés sordn ezek a sejtek a
véraramban vandorolnak és megtalaltdk azt az iddablakot, amikor a legnagyobb
koncentracioban vannak jelen az embridé vérében. A tojasban 1évé embrid a letojas
pillanataban blasztoderma és korai gasztrula allapotban van, ami az Eyal-Giladi és
Kochav nevezéktan szerinti X-es stadium (7. abra), ekkor a PGC-k a csirakorong
(blasztodiszk) kozepén talalhatok (Eyal-Giladi and Kochav 1976), nagyjabol 30-100
darab sejt (8. abra, a). Az id6 el6rehaladtaval az els6 napon a Hamburger és Hamilton
nevezéktan szerinti HH 6-os stadiumban az 6sivarsejtek a blasztodiszk kozepébdl a
germinalis félholdba vandorolnak (8. abra, b, ¢, d) mikdzben folyamatosan osztédnak,
elérik a 300-400 darabos sejtszdmot. Az embridfejlédés soran, két nap elteltével, HH
12-14-es stadiumban belépnek az embrio vérkeringésébe (Smith and Sinclair 2004; De
Melo Bernardo et al. 2012; Kagami 2016), majd két és fél naposan elérik a vérben a
csucskoncentraciot (HH 14-17), amit vandorlasi csucsnak neveziink. Ez az az

idbablak, amikor a leszivott vérbdl lehetséges PGC vonalakat 1étrehozni. Ezt kovetden,
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a fejlédés otodik napjan (HH 27) a PGC-k az utobéli szakasznal kilépnek a

vérkeringésbdl és bevandorolnak a korai ivarszervekbe (8. ébra, e, f).

8. abra: PG sejtek vandorlasa. (a) X. stadiumt (b, ¢, d) HH 6-o0s stadiumau (e)
HH 14-17-es stadiumu (f) HH 27-es stddiuma embrio (Nieuwkoop &
Sutasurya, 1979).

A kutatasok mar a 2000-es évek elején elkezdédtek, de a PGC-k
sejttenyészetekben valo fenntartasa eldszor csak 2006-ban valt lehetségessé. A PGC
vonalak hosszll tavon torténd fenntartasdhoz kezdetben tobb embriobol leszivott és
kevert vérre volt sziikség, mert nem allt rendelkezésre olyan tenyésztémédium,
amelyben az egy embriobol kinyert vérben talalhaté kis szamu PGC tulélt volna. 2015-
ben, egy skociai kutatocsoport a Roslin Intézetben kifejlesztett egy optimalis
médiumot (Whyte et al. 2015), amelyben mar egyedi embriokbdl szarmazo sejtek
tuléltek €s osztodtak is. Hazadnkban a Nemzeti Biodiverzitas- és GénmegOrzési
Kozpont, Haszonallat-génmeg0Orzési Intézet (NBGK-HGI) és a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnoldgia Intézet (MATE-GBI) &ssejt-
tenyésztd laboratériumaban dolgozo kutatoknak sikeriilt adaptalni ezt a modszert
magyar Oshonos tyukfajtdkra. A tenyésztOmédium olyan faktorokat tartalmaz,
amelyek hatdsara a vér alakos elemei elpusztulnak, mig a PG sejtek tilélnek. A napi
médiumcserék sordn eldsegitjiik a sejtvonalak tisztulasat, ami egy id0 elteltével tiszta,
vagyis csak Osivarsejteket tartalmazo sejtszuszpenziot eredményez. A génmegorzés
pedig ezeknek a sejttenyészeteknek a hatékony mélyhiitésével valdosulhat meg. A
mélyhtitési technika optimalizalasaval hozzdjarulhatunk az dsivarsejt alapu
génmegOrzés adaptaldsdhoz az 6shonos fajtaink szamdra. Baromfi fajok koziil a

hazityuk esetében mar sikeres az ivarszervi kimérdk és egy fajta esetében a donor
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eredetli utodok létrehozasa is mélyhititott — felolvasztott sejtek felhasznalasaval (Toth

etal. 2018, 2019; Lazar, Molnar, et al. 2021).
3.4.1. Osivarsejt tenyészetek karakterizalasa

A primordialis csirasejtek a gonad prekurzoraihoz vandorolnak, azt kolonizaljak,
majd az allat késobbi ¢életszakaszaban az ivarérés soran ezekbdl a sejtekbdl alakulnak
ki az érett ivarsejtek. A legtobb allatfajban a PGC-k mar az embriogenezis Kkorai
szakaszaban elkiiloniilnek a szomatikus sejtektdl. Kiemelt jelentdséggel birnak a
fejlédés- és szaporodasbiologiai vizsgalatokban. Mivel a primordialis csirasejtek
morfologiai eltéréseket mutatnak a szomatikus sejtektdl, szerkezetiik fény- és
elektronmikroszkoppal is vizsgalhato (Nagai et al. 2001). Az entoderma és az
ektoderma kozatti teriileten, valamint altalaban a véredény lumenében talalhaté PGC-
k gyakran gomb alakuak, de pszeudopodiak megjelenése alkalmanként eléfordul a
szoveti PGC-k és gonadalis PGC-k esetében is. Ezek a tulajdonsagok arra utalnak,
hogy a migrdld PGC-k morfologiai valtozasokon mennek keresztil a

lokalizaciojuknak megfeleléen (Fujimoto et al. 1976).

Az 6scsirasejtek morfologiai tulajdonsagaik alapjan is kdnnyen azonosithatok;
kerek-ovalis formajuak, nagy méretiiek, nagy sejtmaggal és markans magmembrannal,
tipikus elektronsiiriiségii citoplazmatikus struktarakkal. Atmér6jiik fajtol, allapottol és
alaktol fiiggéen 10-20 um (Nagai et al. 2001). A primordialis csirasejtek altalaban
erdsebben festddnek, mint a periférias szomatikus sejtek, mert a citoplazmajuk magas
alkalikus foszfataz aktivitast mutat, amely indikator enzimként hasznalhato (Deniz
Kog and Yiice 2012). Ett6l egyértelmiibb azonositasi lehetéség a perjodsav-Schiff-
reakcion alapuld PAS-festés, mert a glikogén stirtisége is nagyobb a szomatikus
sejtekénél. A PAS festés soran a sejtek citoplazmdjaban siirli vords szemcsés testek
azonosithatok. Az ezzel a festési modszerrel vizsgalt sejtek eozinofil szemcsékkel
rendelkeznek, igy pozitiv reakciot adnak hematoxilin és eozin festéssel (Nagai et al.
2001; Deniz Kog and Yiice 2012).

A PGC citoplazmaja specifikus RNS-eket és fehérjéket tartalmaz, mint pl.: a
VASA (Hay et al. 1988). A VASA egy DEAD box (Asp-Glu-Ala-Asp) csalad génje
(Komiya and Tanigawa 1995), amelyet elészor a Drosophila melanogasterben
azonositottak, mint a csirasejt-képz0odés anyai meghatarozoja, ezért a VASA és NANOS

gének molekularis markerként hasznalhatok PGC-k kimutatasara (Raz 2000;

26



Koprunner et al. 2001). A VASA homologok gerincesekben is megtalalhatok, VASA

génexpressziot azonositottak hazityukban is (Tsunekawa et al. 2000).

Jelenleg azonban a PGC-ket a legkonnyebben monoklonalis antitestek
alkalmazasaval végzett immunhisztokémiai festéssel lehet azonositani, ilyenek
példaul a stadium-specifikus embrionalis antigének, az a-SSEA-1 (Shevinsky et al.
1982), a-SSEA-3, SSEA-4 (Shevinski et al. 1982), EMA-1 (Hahnel AC and Eddy EM.
1986) és TG-1 (Donovan et al. 1987), amelyek mindegyike megkoti ezen sejtek
felszinén talalhaté glikoprotein molekulakat. Ezek koziil az a-SSEA-1 a PGC-k

legszélesebb korben hasznalt markere.

3.4.2. PGC-k a biotechnologiai kutatas modellrendszerei

Munkank soran csoportunk egyik 6 kutatdsi irdnya az embriologiai vizsgalatok
mellett, a hdzityik hdstresszre adott valaszreakcidinak molekularis biotechnologiai
modszerekkel vald feltérképezése. Ezen vizsgélatokat pedig, az embriologiai
kutatasokat alkalmazva, sejttenyészeteken is el tudjuk végezni (Anand et al. 2016;
Tokodyné Szabadi et al. 2023), tehat a kisérleti allatok utdod generacidjarol, ezaltal a

genetikai 6roklddésrdl is informacidt nyerhetiink.

A kutatdsi eredmények hosszatava hasznosithatosagat a gazdasagi termelés
hatékonysaganak fenntartasdban szeretnénk kihasznalni. Az évtizedek ota tarto,
megemelkedett igényeket kiszolgalni proébald gazdasag miitkodésének a tdmogatisa
mellett az ipari mértékii termelés okozta diverzitds csokkenés a sejttenyészetek
létrehozasaval ellensulyozhatjuk. A két problémakor megoldasa, amely elsd latszatra
ellentmondasosnak tlinhet, egyiitt is megvalosithatd az altalunk létrehozott és
fenntartott primordialis &sivarsejt-tenyészetek alkalmazasaval (Lazar, Molnar, et al.

2021).

A kutatasunk két f6 mozgatd rugoja, hogy hogyan lehetne megdrizni a gazdasagi
termelés hatékonysagat klimavaltozas idejében (Thornton 2010), illetve, hogy a
megemelkedett igényeket kielégitd ipari termelés okozta diverzitas csokkenést
ellenstlyozzuk (FAO 2007). Ehhez nélkiilozhetetlen hatékony génkonzervalasi
stratégiak kidolgozasa, majd azok optimalizaldsa az eltérd fajokra, fajtakra. Madarak
esetében, a laborunk altal alapitott és tanulményozott PGC tenyészetek révén kapott
informéciok hozzajarulhatnak mindkét problémakor megoldasdhoz (Lazéar, Molnar, et

al. 2021; Ecker et al. 2023).
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A génmegorzés mellett, a PGC tenyészetek 1) alkalmazasi lehetdséggel is
szolgalnak az allatbiotechnoldgiai kutatdsok terén. Az Osivarsejteken végezhetiink
immunfestést, nekrozis és apoptozis mérést (Tokodyné Szabadi N. et al. 2021), ezaltal
lehetGséget biztositanak az Osivarsejtek karakterizalasara. Emellett izolalhatunk
beloliik DNS-t és RNS-t, amikkel tovabbi molekularis bioldgiai méréseket
végezhetlink, meghatarozva a fejlodésspecifikus géneket, illetve mikroRNS-ek
expresszios mintazatat sth. (Lazar, Molnar, et al. 2021). Az allatok hdstresszre adott
valaszai mogott meghuzodo molekuléris folyamatokat tarhatjuk fel, génexpresszids
vizsgalatok elvégzésével. A PGC tenyészetek ezekben a kisérletekben
modellrendszerként alkalmazhatok a sziiléi generacion végzett kezelések hatasara
végbemend molekularis folyamatok tanulmanyozasara is (Vinoth et al. 2018; Toth et
al. 2019).

Ugy gondoljuk, hogy a kornyezet hatasara az ivarsejtekben bekovetkezo
molekularis valtozasok az utdd generaciokban is kimutathatok. A hékezelésnek kitett
tytikok utodjaibol létrehozott PG sejtvonalak is hordozzék a kezelés hatdsara az
ivarsejtekben 1étrejott molekularis valtozdsokat. Ennélfogva a hdkezelt, illetve
kontroll PGC vonalaknak mRNS, illetve mMIiRNS expresszidos mintazatat
Osszehasonlitva képet kaphatunk arrél, milyen védekezési mechanizmusok
aktivalodnak a hokezelés hatasara az ivarsejtekben (Lazar et al. 2018; Vinoth et al.
2018).

A miRNS-ek mennyisége erésen szabalyozott az embrionalis fejlédés soran
(Darnell et al. 2006), kulcsfontossagtiak a génszabalyozasban, a pluripotencia ¢és az
onmegujulasi folyamatokban is (Hashemzadeh 2017). Ha a nem kodolé RNS-ek
expresszios szintje tul magas lesz, rakot eldsegitd dgensként mitkddhetnek, ami miatt
a sejtek kikeriilhetnek a standard szabalyozasi mechanizmusok aldl, és rosszindulatiiva
valhatnak (Picon-Ruiz et al. 2016). A miR-302 csaladba tartozO6 mikroRNS-ek
kulcsszerepet jatszanak a sejtnovekedés szabalyozasaban, példaul az efrin-A1l altal
kozvetitett anti-onkogén jelatvitel Gj mechanizmusat azonositottak rosszindulatu
pleuralis mezentéliumaban (MPM), ahol a miR-302b upregulacidja az apoptozis
gatlasan keresztiil az MM tumorszféra novekedését indukalja (Khodayari et al. 2016).
A sejtvonalakban torténd apoptdzis mechanizmusainak és a programozott sejthalal
egyéb valtozatainak tanulmanyozasa betekintést nyujt a kiilonb6zé betegségek

folyamataiba, és igy hozzajarulhat a terapias stratégiak optimalizalasaban.
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4. Anyag és modszer

4.1. A hazityuk kisérleti allomany tartasa és hokezelése

Az allatkisérletek a Nemzeti Biodiverzitas- ¢és Génmegorzési Kozpont,
Haszonallat-génmegorzési Intézetében (NBGK-HGI) folytak az allatok védelmérdl és
kiméletérdl szold 1998. évi XXVIII. torvénynek megfeleléen, amihez a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allategészségiigyi és Allatvédelmi Igazgatosiga
engedélyt (engedélyszam: PE/EA197-4/2016) adott, valamint innen szarmaztak a
megtermékenyitett kendermagos erdélyi kopasznyak és a fekete erdélyi kopasznyaku
tyuktojasok is. A hokezelési kisérletek a kendermagos erdélyi kopasznyak tyukfajtan
torténtek, ahol a kisérletet kovetden megtermékenyitett tojasok lettek gytijtve kezelési
csoportonként sejtvonal alapitashoz. A PGC vonalak karakterizalasaval foglalkoztam
a hosszutava tarolds optimalizaldsa érdekében, illetve modell rendszerként
alkalmaztam a hokezelés hatdsanak tanulmanyozasara. A fekete erdélyi kopasznyaku
tytikalloméany génmegdrzés szempontjabol telepi korélmények kozott volt tartva, igy
a tolik gylijtott megtermékenyitett tojasokbol alapitott PGC vonalak mélyhiitésével
ujabb modszerrel jarultunk hozza hazai génbank meglétéhez, illetve lehetdség van a

tenyészetben 1évo sejtek karakterizalasara.

A hékondicionalasi kisérlethez a keltetést MIDI F500S keltet6gépben 37,8°C-
on, 60%-os paratartalom mellett végezték az NBGK-HGI munkatarsai. A kikelés utani
els6 24 oraban a csibéket (n=60) infravorés lampa alatt (32°C-on) nedvszivo
papiralmon tartottak (Toth et al. 2021). A kikelést koveté masodik napon a csibék felét
(n=30) visszahelyezték a keltetégépbe hdkondicionalas céljabol. A homérsékletet
38,5°C-ra, a paratartalmat pedig 60%-ra allitottak be 12 oran keresztiil. A kezelést
kovetden a csirkéken nyaki diszlokaciot végeztek, majd kozosen megkezdtiik a szoveti
mintagytjtést a kontroll (K-C, n=15) és a hékondicionalt csibék (HK-C, n=15) felébal.
A kontroll és a kezelt csoportban az allatok masik felét (K-F, n=15 és HK-F, n=15)
ivarérett korig (23 hetes korig) csoportonként egy légtérben, faforgdcs és zeolit
keverék almon, 16 6ras vilagitas mellett nevelték tovabb. Az ivoviz és a takarmany a
teljes kisérlet soran ad libitum elérhet6 volt az allatok szamara. A mintavételhez a
feln6tt egyedeken nyaki diszlokaciot alkalmaztak (K-F, n=9 és HK-F, n=12), ezt
kovetden pedig elészor a koponyat, az oreglyuk feldl nyitottuk fel sebészeti
csontcsipdvel. A kisagyat és a nagyagyat sebészeti olloval dvatosan eltavolitottuk,
majd a gerincveld feldl az agytorzs és koztiagyi részt Kivagtuk és RNAlater™ oldatot
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(Thermo Fisher Scientific, 145 Waltham, MA, USA) tartalmazé steril fagyaszto
csovekbe (9. abra) (Tokodyné Szabadi et al. 2024) helyeztiik. A mintakat két nap
elteltével TRIzol®-ba (#15596026, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
helyeztem at, majd —70°C-on taroltuk RNS izolalasig.

2 napos kendermagos
erdélyi kopasznyaku
. csibe
/ \ 23 hetes kendermagos
erdélyi kopasznyaku
Norrmal kortilmények Hokondicionalas kakas és tyk
12 6ra, 32°C | 12 ora, 38,5°C B R

A i

Szoveti

GBI RNS RNS
izolalas izolalas

9. abra: Hokezelési kisérlet folyamatéabraja.

A hostressz  kovetkeztében  aktivalodd  molekuldris  Utvonalak
tanulmanyozasahoz tartozo allatkisérleteket is az NBGK-HGI munkatarsaival kozosen
végeztem. A tojasokat MIDI F500S keltet6gépben 37,8°C-on, 60%-os paratartalom
mellett inkubaltdk. A kikelés utani els6 24 6rdban a csibéket infravords lampa ala
helyezték 32°C-on nedvszivo papiralmon, a takarmany és a viz ad libitum hozzaférhet6
volt (Toth et al. 2021). Ezutan a 2 napos fiokak harmadat visszahelyezték a
keltetdgépbe hékezelésre. A homérsékletet 38,5°C-ra, a paratartalmat pedig 60%-ra
allitottak be 12 oran keresztiil. Az ivoviz és a takarmany ad libitum volt bent. A tébbi
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csibét mélyalmon, ad libitum takarmanyozas mellett, 32°C-on tartottak. Ezutan a
hokondicionalt és kezelést nem kapott allatokat azonos koriilmények kdzott nevelték.
Ivarérést kovetden (23 hetesen) a hékondicionalt csoport (heat treatment and heat
stressed — HTHS) és a kezelést nem kapott allatok felét (heat stressed - HS)
hostresszelték, 30°C-on vald tartassal 12 hétig, egy légtérben, faforgics és zeolit
keverék almon, 16 6ras vilagitas mellett, a takarmany és viz ad libitum elérhetd volt.
Azok az éllatok, amelyek nem kaptak sem hé-kondicionalast sem hoéstresszt, azokat

tekintették kontroll (K) csoportnak.

Az utdd generacid vizsgalatdhoz a megtermékenyitett tojasokat a kezelések
szerint harom csoportba sorolt hazityukoktol gytijtotték. Eszerint volt a kontroll (K)
csoport, a 2 naposan hdékondicionalt és 23 hetesen hdstresszelt csoport (HTHS)
valamint a 23 hetes korban hdstresszelt csoport (HS) (10. abra).

.

2 napos csibe i

W 3

E42EIERERANAS
Hostressz
30°C, 12 hét

Gén metilaciés mintazat elemzés

\ |

ivarérett csirkék \ DNS izolls

38.5°C, 12 ¢ra

APGE 70l4l4s

A

N

\<

2.5 napos hazityiik embrig

PG sejttenyész

10. abra: Hékondicionalasi kisérlet folyamatabraja (Anand et al. 2016;
Dunislawska et al. 2021).
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4.2. PG sejtek gytijtése, tenyésztése

A kendermagos és fekete erdélyi kopasznyaku tyikok utdod generacidinak
embridibol alapitott sejttenyészeteket Lazar Bence kollégdm alapitotta, majd a
sikeresen felszaporitott vonalakat génbankban helyezte el. Ezen munka soran a
megtermékenyitett tojasokat keltetdgépbe helyezte (37,8°C, 60%-os paratartalom),
majd 2,5 nap elteltével izolalt PG sejteket a Hamburger-Hamilton féle nevezéktan
szerinti HH14-16-os stadiumu embriok vérébol (Hamburger and Hamilton 1992). Az
izolalds az embrio dorzalis aortdjan keresztiil tortént egy iiveg mikrokapillarissal,
amivel egyedenként 1-2 ul vért tudott 6sszegyiijteni. Ezt a mennyiségi vért egy
specialis tenyésztomédiumba helyezte, ami csak a PG sejtek fejlodését tdimogatja, egy
par héten beliil a vérsejtek elpusztulnak, majd egy tiszta PGC tenyészet hozhat6 1étre

(11. 4bra, A).

A felhasznalt médium elkészitésének leirdsa a skociai Roslin Intézettdl
szarmazik (Whyte et al. 2015; Lazar, Molnar, et al. 2021). A sejtvonalak tenyésztése
soran az elsddleges cél a génbank létrehozasa, vagyis a megfelelé mennyiségli és
mindségli sejtszam elérését kdvetden az egyes vonalak mélyhiitése és hosszt idejii
tarolasa -150°C-on, illetve folyékony nitrogénben (Silva et al. 2023). A sejtek egy
részét a laborunk altal kifejlesztett mélyhfitési protokoll alapjan mélyhfitottiik a hossza
tava fenntartas érdekében (Lazar, Molnar, et al. 2021). A kiindulas a hdkezelési
kisérletben részt vett kendermagos erdélyi kopasznyaku tytikok tojasai voltak (47 db),
amelyekbdl 26 primordialis ivarsejtvonalat sikeriilt 1étrehozni (2. tablazat) (11. abra,

B).

2. tablazat: PG sejtvonalak alapitasanak sikeressége szamokban kifejezve
Kontrol Héstresszelt I-Fok(:ndlcmnalt
és hostresszelt
csoport csoport csoport
(K) (HS) (HTHS)
DB % DB % DB %
Tojasok szama 47 100 47 100 47 100
Fennmaradt
PGC-vonalak 8 17,02 7 14,89 11 23,4
szama

Lehet6ségem volt ezeknek a mélyhiitott sejttenyészeteknek a felolvasztasara,

majd tovabbtenyésztésére és azok vizsgalatara (11. abra, C). Minden sejtvonal
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esetében az ujratenyésztést kovetden ismét mélyhiitottem a sejteket, illetve pelletet
gyljtottem DNS izolalashoz, amelyeket -70°C-on tarolhattam a feldolgozasig.
Tovabbi vizsgalatokhoz (RNS izolalashoz) a sejteket az RNAqueous™ Total RNA
Isolation Kit (Invitrogen™ AM1931, Fisher Scientific part of Thermo Fisher
Scientific) lizis pufferében gylijtéttem Ossze, majd —70°C-on taroltam az RNS

izolalasig.

A : PGC tenyészetek létrehozasa

Hazi tytuk o g s
\ tojasok keltetése ' g Veizclatie

Megtermékenyitett tojas FIH14-16:08 embris

hentve
*V e

SIS PGC tenyésztés B
Proliferacios
teszt

1

Immunfestés

Nekrozis ‘ ’
mérés / —

B : PGC tenyészetek hosszi tavu fenntartasa

PGC mélyhiités

C: PGC tenyészetek jellemzése PGC
felolvasztas

11. abra: PGC vonalak karakterizalasanak folyamatabraja (Toth et al. 2018,
2019; Lazar, Molnar, et al. 2021).

4.3. PG sejtek karakterizalasa
4.3.1. Nekrozis mérése

A nekrozis mérését  apoptotikus/nekrotikus/egészséges  sejt-detektalo,
PromoKine Kittel (PK-CA707-30018), Arthur™ (Arthur Novel Fluorescence Cell
Counter, NanoEnTek, Pleasanton, CA, USA) fluoreszcens sejtszamlaloval végeztem.
A mérések megkezdése elott a késziiléken beallitottam a megszamolni kivant sejtek
méretének (10-30 pm), illetve a zd6ld és piros hullimhosszok intenzitdsanak
hatarértékeit (Green channel LED: nagyobb, mint 2500 nm, Red channel LED:
nagyobb, mint 3000 nm). Els6ként meghatdroztam az adott tenyészetekben
(kendermagos vagy fekete erdélyi kopasznyaku tyukfajta) a sejtszamot. Ez alapjan
szamoltam ki a méréshez sziikséges oldatok mennyiségét. A tenyésztd médiumban

1év6 sejteket vizsgalati csoportonként, illetve vonalanként pooloztam. A sejteket 1200
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rpm sebességgel, 5 percig centrifugaltam. A letapadt sejtekrdl leszivtam a hasznalt
médiumot, majd 1 ml DPBS (14190-144, Gibco) oldatban szuszpendaltam. Ezekbdl a
sejtszuszpenziokbol mértem 25-25 pl-t a sejtszamldld lemez (Arthur™ slide,
NanoEnTek) A és B oldalara. Els6ként a nem festett sejtek esetében hataroztam meg a
fluoreszcencia hatarértékeket az A oldalon (backround felvétele) majd a B oldalon is

meghatdroztam a sejtszamot. A sejtszam a két mérés atlagabol adodott.

A mérésekhez a sejteket fluoreszcensen jelolt ellenanyagokkal festettem meg. A
fluoreszcens festékek intenzitasanak ellendrzéseként elsOként 6t parhuzamos mintat
készitettem vonalanként. Az elsé csoportban 1év0 sejteket nem festettem. A masodik
csoporthoz Annexint hasznaltam, ahol a korai apoptozisban 1évé sejtek festédnek. A
harmadik csoportnal Ethidium-homodimert alkalmaztam, ami a nekrozis fazisaba 1ép6
sejteket festi, a negyediket Hoechst 33342-vel kezeltem, ami az ¢él6 sejtek
sejtmembranjdn is képes 4thatolni, s megfesteni a sejtmagokat. Az otddikben
mindharom festéket alkalmaztam. Mindehhez sziikség volt egyszeres toménységii
pufferre (Binding buffer, ami a kit része, egy izotonias puffer, amely kalciumot
tartalmaz, ez elengedhetetlen az Annexin V foszfatidil-szerinhez valo kotédéséhez),
amit sejtszam fiiggvényében (5x10° db/ml) az otszords toménységii pufferbol
higitottam. A sejtek szuszpendaldsdhoz 100 pl, a festés leallitasdhoz 400 ul puffer
kellett, 20%-0s rahagyassal szamitva 120 pl 6tszorés toménységli pufferhez 480 pl
vizet (W1503, Sigma) mértem.

A 950 pl sejtszuszpenziot 5 db 1,5 ml-es Eppendorf csébe ardnyosan
szétosztottam (190-190 ul/cs6), 1200 rpm fordulaton 5 percig centrifugaltam, a DPBS-
t leszivtam, majd 20-20 ul pufferben szuszpendaltam a sejteket. Ezutan a festékekbdl
1-1 pl-t adtam hozza. 15 perc inkubaciot kdvetden (25°C, s6tétben), 80-80 ul pufferrel

inaktivaltam a festékeket. A mérésekhez 25-25 pl-t hasznaltam csoportonként.

4.3.2. Proliferacios teszt CLARIOstarR Microplate Readerrel

A kendermagos erdélyi kopasznyaku tytk fajta egy néi ivaru (B2 elnevezési),
sejtvonalain proliferacios tesztet végeztem a nekrézis mérések alatdmasztasahoz.
Elészor mindkét vonal sejtjeit centrifugalassal tisztitottam, majd friss
tenyésztdmédiumban szuszpendaltam és az Arthur™ sejtszamlaloval (Arthur Novel
Fluorescence Cell Counter, NanoEnTek, Pleasanton, CA, USA) meghataroztam a

sejtszamokat, aminek fiiggvényében 5000 db/100 pl tdménységii, 1 ml szuszpenziot
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higitottam és mindkét sejtvonalbol 9-9 lyukba osztottam szét a sejteket 96 lyuku

lemezen.

A kovetkezé napon mindkét vonalboél az elsé harom lyukhoz 10-10 pul CCKS8-t
adtam (Cell Counting Kit-8 (CK04, Dojindo)) és harom ora elteltével végeztem el a
Mikroplate ELISA leolvasé késziiléken a méréseket (optikai  slrliség
abszorbanciajaként 450 nm-en mértilk a CLARIOstarR Microplate Reader (BMG,

Labtech, USA) alkalmazasaval). Ezt a mérést a kovetkezd két napon is megismételtem.

4.3.3. Proliferacios teszt ImageXpress Micro XLS-sel

A hazityuk PGC vonalak sejtszamlalasat a sejtproliferacios vizsgélat elkészitése
elott végeztem Arthur™ Novel Fluorescence Cell Counter (NanoEnTek, Pleasanton,
CA, USA) késziilék segitségével. A mérés soran négy fekete erdélyi kopasznyaku tytak
eredetii vonallal (két himivara M1: #508-ZZ; M2: #512-77 és két n6i ivara F1: #509-
Z\W; F2: #513-ZW) dolgoztam, ahol haromféle kezelést (K - kontroll; 5P - gga-miR-
302b-5P gatlas; 3P - gga-miR-302b-3P gatlas; 5P/3P - gga-miR-302b-5P és gga-miR-
302b-3P gatlas) és egy kontrollt alkalmaztam és minden esetet 6-6 parhuzamos lyukon
vizsgaltam (Lazar, Szabadi, et al. 2021).

Minden egyes vonalbol 24 lyuka lemezrdl 6-6 lyukbdl gyiijtéttem Ossze a
sejtszuszpenziokat, amelyekbdl 25-25 pl-t mértem az Arthur késziilék lemezeire,
vonalanként két parhuzamos szamlalassal allapitottam meg a sejtszdmokat. A
sejtszamokat ismerve osztottam szét a sejtszuszpenziokat a 96 lyuku lemezre gy,
hogy minden egyes lyukba 10%-on sejt legyen, az elrendezés vonalanként harom

oszlopban, kezelésenként két-két sorban (12. abra, C).

A lemezt egy beépitett inkubatorral rendelkez6 ImageXpress Micro XLS
késziilékbe helyeztem és annak High-Content Screening képalkoto rendszere végezte
a mérést lyukanként (A01-H12), minden lyuk 16 (S1-16) régidjaban (12. abra, A és
B), 4 oranként 3 napon keresztiil készitett felvételekkel végeztem az adatok
kiértékelését. Példaul a harmadik napon a proliferacios ratat ugy szamitottam ki, hogy
a harmadik napon megszamlalt atlagos sejtszamot (h76) elosztottam a masodik napon
(h52) mért értékkel. Osszehasonlitottam a kontroll és a kezelt vonalak proliferacios
ratajat az els6 napon (28 ora/4 ora), a masodik napon (52 6ra/28 oOra) €s a harmadik

napon (76 6ra/52 ora) (12. abra, D).
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Kisérleti munkafolyamat
M1 #508-77), M2 (#512-77), F1 (#509-ZW), ¥2 (#513-ZW)
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6-6 parallel well/kezelés Sejtszamok atlagai/well = A01. A02, A03, BO1, B02. B03 96 welles plate
SD = A01, A02, A03, B0O1, B02, B03
D PGC 0.Nap 1. Nap 2.Nap 3. Nap

Meérési pontok # 0 112 |3| 4|5 |6 |7 |8/|9|1/|11 12|13 |14 15|16 |17 |18 |19

1dé (6ra) Oh | 4h | 8h | 12h | 16h |20h |24h | 28h | 32h | 36h | 40h | 44h | 48h | 52h | 56h | 60h | 64h | 68h | 72h | 76h

Prolifericios rita itlagainak szamitisa = 28h/4h (A01,A02,A03 B01,B02,B03), 52h/28h (A01,A02,A03 B01,B02,B03), 76h/52h (A01,A02,A03 B01 B02,BO3)

12. abra: ImageXpress Micro XLS miiszeres mérés Osszeallitasanak sematikus
abraja.

A 3. napon a proliferaciés tesztet kovetden apoptdzis aranyt is mértem 10x
Annexin V Binding Bufferrel (AD10—Dojindo Molecular Technologies, Inc.,
Rockville, MD, USA), amit szovettenyésztéshez megfelelé mindségii vizzel (Applied
Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 1x-re higitottam. Mind az Annexin
V, mind a Propidium-jodid komponenseket 5 ul/teszt mennyiségben alkalmaztam, 100
ul végtérfogatban. A PGC-k apoptotikus és nekrotikus aranyat szintén az Arthur Novel

Fluorescence Cell Counter (NanoEnTek, Pleasanton, CA, USA) segitségével mértem.

4.3.4. Immunfestés

A nekrdzis mérés soran a haromféle festékkel (Annexin, Ethidium-homodimer,
Hoechst 33342) kezelt sejtszuszpenziokbol a sejtszamolasok utdn visszamaradt
szuszpenziokat (50 pl) 1200 rpm fordulatszamon 5 percig centrifugaltam, minden
Eppendorf csében 10-10 ul DPBS-ben szuszpendaltam a sejteket, amit targylemezre
cseppentettem. A targylemezt 30°C-os elémelegitett feliiletre helyezve beszaritottam.
Minden mintat 50 pl 4%-0s PFA-val fixaltam (inkubalds szobahdmérsékleten 10
percig, sotétben). A fixdlas utdn a PFA-t leszivtam és két egymast kdvetd 1épésben
DPBS-sel mostam ¢ket (inkubalas RT, 10 perc, sotét). A mosofolyadékot leszivtam és
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fedémédiummal (Vectashield, H1000, Vector Laboratories) és fed6lemezzel lefedtem.

A felvételeket Leica fluoreszcens sztereomikroszkoppal (M205FCA) készitettem.

A kendermagos ¢s fekete erdélyi kopasznyaka tyuk eredeti sejtvonalakon
elsédleges €s masodlagos ellenanyaggal is elvégeztem az immunfestést. A PGC
tenyészeteket tisztitottam (centrifugalas: 1200 rpm, 5 perc) (szuszpendalas: 0,1%-0S
BSA-PBS, RT, 15 perc), Arthur™ sejtszamlaloval (Arthur Novel Fluorescence Cell
Counter, NanoEnTek, Pleasanton, CA, USA) ellendriztem a sejtszamokat, vonalanként
kiilon targylemezekre cseppentettem a sejteket, majd 4%-o0s PFA-val fixaltam (20
ul/csepp, RT, 10 perc). A fixalooldat kimosasa 0,01%-0s BSA-PBS-el harom
ismétlésben (RT, 5 perc) tortént. Ezt kdvetden az els6dleges ellenanyagokat (SSEA-1,
CVH, DAZL, P63) kiilonb6zé kombinacioban (28. abra) alkalmazva mértem ra egy-
egy kicseppentett sejtpopulaciora, amit egy éjszakan at 4°C-on, sotétben inkubaltam.
A kovetkez6 napon 0,01%-0s BSA-PBS-el lemostam az elsddleges ellenanyagokat,
majd ramértem a masodlagos ellenanyagokat (anti-egér(m)-IlgM-D549(r), anti-
nyul(rab)-1gG-A488) (minden esetben hagytam egy-egy negativ kontrollt), amit egy
oran at 37°C-on, sotétben inkubaltam. Egy oraval az elsé mosast kovetden (0,01%
BSA-PBS, RT, 5 perc) mindkét vonal minden cseppjére To-Pro-3 sejtmagfestéket
vittem fel, amit 15 perc utan kimostam harom ismétlésben (0,01% BSA-PBS, RT, 5
perc). A lemezeket lefedtem és sotétben taroltam a Leica konfokalis (TCS SP8)

mikroszkdppal torténd fotdzasig.

4.4, RNS izolalas és cDNS iras

Az RNS izolalasa a hokondicionalasi kisérletben a kontroll és hokezelt csibék,
illetve a kontroll és hdkezelt ivarérett kakasok és tyukok agyszovetébdl tortént. A
TRIzol®-ba (#15596026, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) legyijtott mintakat
felolvasztottam, majd homogenizaltam. Az izolalast a TRIzol® gyartoi protokolljanak
NanoDrop (ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, UV-Vis)

spektrofotométerrel ellendriztem.

A PGC vonalak karakterizalasahoz, illetve a hostressz hatasanak
tanulmanyozasahoz az RNS izolalasa a harom kezelési csoportbol HTHS, HS ¢és C
szarmaz6 kendermagos erdélyi kopasznyaku tytkok 2,5 napos tojasaiban fejlodo,
HH14-16-o0s fejlettségi allapoti embriokbol 1étrehozott PGC tenyészetek sejtjeibdl
tortént. A lizis pufferben gylijtott PGC mintdkat tartalmazo fagyasztdo csoveket 90
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masodpercre 37°C-os vizfirddbe téve felolvasztottam, majd a PG-sejtekbdl
RNAqueous™ Total RNA Isolation Kittel, a protokoll alapjan elvégeztem az RNS

cres

Thermo Scientific, UV-Vis) spektrofotométerrel mértem.

A gPCR vizsgalatokhoz az RNS-b6l reverz transzkripcioval cDNS-t
szintetizaltam. A reakciohoz az RNS mennyiségét a spektrofotométerrel mért értékek
alapjan 25 ng/ul koncentraciora higitottam. A cDNS irashoz High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit-et (Life Technologies, Carlsbad, CA) hasznaltam.

4.5, RNS szekvenalas

Az RNS szekvenalast Bertrand Pain (Stem-Cell and Brain Research Institute,
USC1361 INRA, U1208 INSERM, 69675 Bron, France) és kutatdcsoportja végezte a
kezelési csoportonként dsszeallitott RNS pool mintainkbol (C, HS, HTHS) (13. abra).

A szekvenalasi eljarasok csak a DNS nukleinsavsorrendjének meghatarozasara
alkalmasak, a kis RNS-eket elészor DNS-s¢ kellett atirni. Ehhez az RNS mintékat
méret szerinti frakciokra szedték, majd ismert szekvencidju adapterek kapcsoldsa utan
végezték a cDNS irast. Az RNS konyvtarak elkészitéséhez Illumina ,, TruSeq Small
RNA Library Prep” kitet hasznaltak.

Az clkészitett konyvtarak szekvenalasat Illumina MiSeq (E11G1 és E14Gl)
vagy Illumina Solexa Platform (Illumina, San Diego, CA, USA, BC1, BC2, E7PGC1,
E7PGC2, E11G2, E14G2 esetén) segitségével végezték el, 50 és 75 bp olvasasi hossz

beallitassal.

A bioinformatikai elemzéseket szekvenciaelemzd programcsomagokkal
(Genomics Workbench és a Geneious) hajtottak végre. Az elemzés soran el6szor
eltavolitottak a kis RNS-ekhez kapcsolt ismert szekvencidkat, ezutan az RNS
szekvenciakbol atfedd szakaszokat kerestek és kontigokka szerkesztették Ossze. A
kontigokat meglévé referencia genomra illesztették. A bioinformatikai elemzések
eredményeinek megerésitése érdekében molekularis biologiai modszereket (pl. RT-

PCR) alkalmaztunk.
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4.6. Real-time PCR

A hokezelés hatasara indukaloddé markerek expresszids mintazat valtozasanak
nyomon kovetését real-time PCR (qPCR) technika segitségével végeztem. A qPCR-
hoz 96 lyukt lemezt hasznaltam, a reakciot Mastercycler Realplex* epGradient S
(Eppendorf AG, 22331 Hamburg, Germany) késziilékben végeztem (Toth et al. 2021).
Az mRNS expressziok vizsgélatahoz az el6zdleg elkészitett cDNS oldatokbol 0,75pl-
t, a SYBR Green festéket és a primereket tartalmazé qPCR mixbdl 14,25ul-t mértem
be lyukanként. Minden minta/primer esetében 3 parhuzamos mérést végeztem. Mig a
mMIiRNS-ek esetében specialis TagMan probakat alkalmaztam, ahol szintén a CDNS
oldatokat hasznaltam, amelyekbdl 1ul-t, a TagMan master mixet és a primereket
tartalmazé qPCR mixbd6l 14ul-t mértem Ossze. Minden minta/primer esetében 3
parhuzamos mérést végeztem. Belsd kontrollként (haztartasi génként) GAPDH-t
alkalmaztam, illetve a vizsgaland6 markerek esetében a szakirodalomban is leirt
primer parokat (HSP70, HSP90, HSF1, HSF2, HSF3, HSF4, miR-92-3P, miR-138-
5P) hasznaltam (Kisliouk et al. 2011; Xie et al. 2014).

RNS és DNS mintak elemzése

RNS szekvenalas
eredményének elemzése

mintak:

K RAN

HS szekvenalas
HTHS

mintak:
K-SZW mintdk:
Sl HS-ZW
HTHS-ZW WGB§ , HTHS-ZW
K-ZZ szekvenalas S a4
- HTHS-ZZ
HTHS-ZZ
eredmények validalasa teljes genom biszulfit
Real-Time PCR-t szekvenalas eredményének
alkalmazva elemzése

13. abra: RNS és DNS mintak elemzése (Dunislawska et al. 2021; Prastowo and
Ratriyanto 2021).
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4.7. DNS izolalas

A DNS izolalasa a harom kezelési csoportbol HTHS, HS és K szarmazo tyukok
2,5 napos tojasaiban fejlodé, HH14-16-os fejlettségi allapotu embriokbol 1étrehozott
PGC tenyészetek sejtjeibdl tortént. A sejttenyésztést kovetden, mikor egy-egy
tenyészet elérte a 10°-en sejtszamot, a sejteket Osszegytjtottem, centrifugaltam,
eltavolitottam a médiumot, PBS (fizioldgias sooldat) oldattal szuszpendaltam, végiil
ujra centrifugaltam a sejteket, az oldatot leszivtam. Az Eppendorf cs6ben 1évo
sejtpelletbdl végeztem a DNS izolalast, amit a DNA Isolation Kit for Cells and Tissues
(Roche® Life Science Products) Kittel végeztem a hozza tartozo protokoll alapjan. Az

crer

Scientific, UV-Vis) spektrofotométerrel mértem.

4.8. Teljes genom biszulfit szekvenalas és metilacios mintazat elemzés

A sejtvonalakbo6l kapott DNS mintak metilacids mintazatdnak feltérképezése
céljabol végzett teljes genom biszulfit szekvenalast az UD-GenoMed Medical
Genomic Technologies Kft. (Debrecen) szolgaltatta. A teljes genom biszulfit
szekvenalas a nem-metilalt citozin bazisok timinné konvertalasan alapul. A kapott
DNS metilacios adatok elemzését Dr. Liko Istvan (UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Kift.) végezte a kezelési csoportonként (HS, HTHS) 6sszeallitott ivari
(ZW —néi, ZZ — himivara) pool DNS mintakbol (HS-ZW, HTHS-ZW, HS-ZZ, HTHS-
ZZ7) (13. abra).

Az UD-Genomed Illumina HiScanSQ NGS platformot hasznal a szekvenalasi
projektekben. A HiScanSQ rendszer integralja az 10j generacios szekvenalas
teljesitményét és felbontasat a genotipizalas, génexpresszio és metilacios array-ek
nagy ateresztOképességével. A miiszer két kiilonallo komponensbél all, a HiScan
Readerbdl és az SQ Modulbol. A HiScan Reader nagy sebességii, precizios képalkotod
szkennerként mikoédik az Illumina szekvenalashoz és microarray-alapt
elemzésekhez. Az SQ Module egy reagenskezel6 fluidum-eszkoz, amely az lllumina

Uj generacios szekvenalasanak végrehajtasdhoz sziikséges.

Az lllumina szekvenalasi munkafolyamat harom egyszerii 1épésen alapul: a
nukleinsav mintakbol konyvtarakat készitenek, ezeket amplifikaljak klonalis
klaszterek eldallitasara, majd parhuzamos szintézissel szekvenaljak. A konyvtar

elokészitése elvégezhetd az lllumina egyszerisitett TruSeq sample prep kittel vagy a
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Nextera’s Illumina sequencer-compatible DNA Sample Prep Kittel. A klaszter
generalas a cBot automatizalt klaszter generald rendszeren torténik, ami kevesebb,

mint tiz perc, szemben a hat o6rat is igényl6 emulzios PCR-modszerekkel.

Az lllumina Bead Array termékei hatékony array alapu megoldast biztositanak
genotipizalashoz, génexpresszids profilalkotashoz és metilacios elemzésekhez. A
DASL® és a DirectHyb Assays rendkiviil pontos genomszintli expresszids profilt tesz

lehetévé szamos mintatipusbol.

4.9. Statisztikai analizis

A célgén expresszidjat, vagy repressziojat a belsd kontrollgénhez viszonyitva
minden mintaban GenEx 7.0 program (MultiD Company) segitségével szamitottam Ki
a2 24 modszer hasznalataval (Rao és mtsai., 2013). Belsd kontrollnak a konstitutivan
expresszalodo GAPDH (NM204305.1) gén expresszidjat mértem az 5’-
AGCAATGCTTCCTGCACTAC-3’ /5>-CTGTCTTCTGTGTGGCTGTG-3’ primer-
par alkalmazasaval. A Ct kiiszobértéket (threshold cycle) manualisan hataroztam meg.
Minden cDNS reakcid ACt értékeit a (Ctesigen — Cloelss kontronl) képlet alapjan
normalizaltam, majd a ACt értékek atlagait (atl. ACtgen) hataroztam meg. A AACt

értekek meghatarozasa soran a kezelt mintak (atl. ACtgen-kezelt) értékeit a kezeletlen

kontrollhoz (étl Actgén-kezeletlen) normalizaltam (éﬂ Actgén-kezelt - atl. Actgén-kezeletlen).

Az adatok kiértékelését GenEx 7.0 szoftver segitségével végeztem. ANOVA
analizist kovetéen Tukey-féle post hoc eljarast alkalmazva azonositottam, hogy mely
csoportok atlagai kozotti eltérés szignifikans, ahol a p < 0,05 értékeket vettem

szignifikansnak (*p < 0,05).
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5. Eredmények és azok megbeszélése

5.1. Sziildi generacié molekularis biolégiai vizsgalata

A gPCR vizsgalatokat kezelésenkénti (K-kontroll; HK-hékondicionalt) pool
mintakkal (14. abra), illetve egyedi hazitytk agyszovetmintakkal végeztem, amelyeket
kezelésenként (K; HK) és ivar szerint (H-himivart; N-n6ivarti) abrazoltam csibe (C),
illetve ivarérett/felnétt (F) korban (15, 16, 17, 18, 19, 20. abra). Minden marker
expresszidja (HSP70, HSP90, HSF1, HSF2, HSF3 és HSF4) esetében emelkedést
tapasztaltam a kezelt csoportokban (HK-C; HK-F) a kontrollhoz képest. A HSF1
expresszidjanak emelkedése az ivarérett himek agyszovetében szignifikans volt (p=

0,0478) (17. abra) a hékondicionalas hatasara (Tokodyné Szabadi et al. 2024).

Kezelésenkénti pool mintak -

marker expresszidja
10

=]

HSP70 HSP90 HSF1 HSF2 HSF3 HSF4
K_C (n=5) HK_C (n=8) K_F (n=6) HK_F (n=8)

Relativ expresszio
- N W A U &N

=}

14. dbra: Kezelésenként poolozott (K-kontroll; HK-hékondicionalt) csibe (C) és
ivarérett/felnétt (F) hazityukok agyszovetmintaiban mért hésokkfehérjék és
hdsokkfaktorok génexpresszids szintjei.

Megallapitottam, hogy a hésokkfehérjek (HSP70, HSP90) és hdsokkfaktorok
(HSF1, HSF2, HSF3 és HSF4) expresszidja kimutathatd a kendermagos erdélyi
kopasznyaku tyukok és kakasok agyszovet mintdiban. Az altalunk alkalmazott
hoékondicionalas okozta a génexpresszios szintemelkedést minden hésokkfehérje és
hoésokkfaktor esetében fiatal és felnott korban egyarat. A HSF1 expresszidjanak
fokoz6dasdhoz a hdmeérséklet kiilonbség jarul hozza, amihez egy bizonyos termikus
kiiszobértékre van sziikség, azonban ennek pontos értéke még nem tisztazott (Tanabe
et al. 1997). Mivel akut hokezelés esetén a HSF-ek kifejez6désének gyors emelkedése
figyelhet6 meg, ugy gondoljak, hogy a HSF-ek nélkiilozhetetlenek lehetnek a HSP-k
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gyors transzkripcidjahoz (Xie et al. 2014). Eredményeim a szakirodalmi adatokkal
Osszhangban igazoljak, hogy az eldzetes hokondicionalas befolydsolja a hdstresszel

kapcsolt markerek kifejezddését.

HSP70
0,80

0,70

0,60

=

£}

:fmﬁmﬁm

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

(7]
=]
—

& &
W
S S

Relativ expresszio

=

[
(=]

15. abra: A HSP70 marker expresszidja az egyedi mintdkban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar(; N-ndivara) lettek abrazolva a csibe és
ivarérett koru allatok esetén.

HSP90
12,00

10,00
I [

8,00 {
1 | .

4,00

Relativ expresszié

2,00

0,00
KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

16. abra: A HSP90 marker expresszidja az egyedi mintdkban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar; N-ndivaru) lettek abrazolva a csibe és
ivarérett kort allatok esetén.
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HSF1
4,50

4,00 ]
3,50 l \ |

§3,00 I
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Relativ expresszio
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0,00

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

17. abra: A HSF1 marker expresszidja az egyedi mintakban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar; N-ndivaru) lettek abrazolva a csibe és
ivarérett kort allatok esetén, ahol a p < 0,05 értékeket vettem
szignifikansnak (xp < 0,05).

HSF2
7,00

6,00 {

wn
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SN
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Relativ expresszio

1
>
<

1,00

0,00
KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

18. abra: A HSF2 marker expresszidja az egyedi mintakban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar; N-néivart) lettek dbrdzolva a csibe és
ivarérett koru allatok esetén.
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HSF3

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

19. abra: A HSF3 marker expresszidja az egyedi mintakban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar(; N-ndivara) lettek abrazolva a csibe és
ivarérett koru allatok esetén.

HSF4

(FS)
h

w

N
(7]
|
R

._.
7))

Relativ expresszio
N
RN
—

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

20. abra: A HSF4 marker expresszioja az egyedi mintakban, amelyek kezelés
(K; HK) és ivar szerint (H-himivar; N-ndivaru) lettek abrazolva a csibe és
ivarérett kort allatok esetén.

Megvizsgaltam két héstresszel kapesolt mikroRNS (miRNS) (miR-92-3P, miR-
138-5P) expresszidos mintazatat is, kezelt (HK) és nem kezelt (K) csibe (C) és
ivarérett/felndtt (F) hazitytkok agyszovetében. A miR-92-3P és a miR-138-5P
csOkkent expresszidja figyelhetd meg az ivarérett kort hdkondicionalt csoportokban a
kontrollokhoz viszonyitva (21, 23. abra). Ahhoz, hogy megtudjam, hogy ezek a
kiilonbségek szignifikdnsak-e, elvégeztem az analizist ivar szerint poolozott egyedi
RNS mintakbol is. Ezt kovetden azt talaltam, hogy a miR-138-5P expresszio csak az
ivarérett kakasok esetén mutatott szignifikansan alacsonyabb (p= 0,0043) szintet a
hékondicionalt egyedekénél (HK-F-H), a kontrollhoz (K-F-H) képest (24. abra). Az
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egyedi RNS mintakbol készitett mérési eredmények jol atfednek a pool RNS
mintakkal kapott eredményekkel (Tokodyné Szabadi et al. 2024).

miR-92-3P

w
[¥/)

w

N
[¥/]

Relativ expresszié
()

K_C (n=5) HK_C (n=8) K_F (n=6) HK_F (n=8)

21. abra. Kezelésenként poolozott (K-kontroll; HK-hékondicionalt) csibe (C) és
ivarérett/felnétt (F) hazityukok agyszovetmintaiban mért miR-92-3P marker
expresszidja.

miR-92-3P

Relativ expreszié
()

T T

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(0=3) (n=4) =2) (n=4) 0=3) (n=4) (0=3) (n=4)

22. abra: A miR-92-3P marker expresszidja az egyedi mintakban, amelyek
kezelés (K; HK) és ivar szerint (H-himivar; N-ndivaru) lettek abrazolva a
csibe és ivarérett koru allatok esetén.
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miR-138-5P
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K_C (n=5) HK_C (n=8) K_F (n=6) HK_F (n=8)

23. abra. Kezelésenként poolozott (K-kontroll; HK-hékondicionalt) csibe (C) és
ivarérett/felndtt (F) hazitytkok agyszovetmintaiban mért miR -138-5P
marker expresszidja.

miR-138-5P *
1

Relativ expresszio
=
h

o _ Bl am

KCH HKCH KCN HKCN KFH HKFH KFN HKFN
(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

24. abra: A miR-138-5P marker expressziojanak értékei az egyedi mintakban,
amelyek kezelés (K; HK) és ivar szerint (H-himivaru; N-ndivara) lettek
abrazolva a csibe és ivarérett kort allatok esetén, ahol a p <0 05 értékeket
vettem szignifikansnak (xp < 0 05).

Hazitytkban a miR-138-5P {6 funkcioja a testhd szabalyozasért felelds
jelatviteli utvonal szabalyozasa. Szakirodalomi adatok alapjan a miR-138-5P szerepe
a hipotalamikus neurogenezis szabalyozasaban (Kisliouk et al. 2014) alapveto,
ugyanis a miR-138-5P kotédik a Reelin (RELN) 3’UTR régidjahoz, ennek
kovetkeztében gatolja a RELN expressziojat, ami elsegiti a neurondlis sejtvandorlast.
Ez a megallapitas magyarazattal szolgal a hdkezelés elvégzésének iddzitésére is, mivel
madarak esetében fiatal korban még aktiv a neuroplaszticitas (Kisliouk et al. 2014). A
kutatocsoportunk altal alkalmazott hdkondiciondlas mellett ki tudtam mutatni a miR-

138-5P expressziot a kontroll allatok agyszovetében, amely ivarérett korban
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szignifikdnsan magasabb (himivarban p= 0,00000016, ndéivarban p= 0,0186) a
csibékhez képest. Az altalam vizsgalt miRNS-ek expresszios szintje a hokondicionalas
hatasara csokken ivarérett korban, ami igazolja a csibe koru hdkondicionalés

hatasossagat.

5.2. Utdd generacié molekularis biologiai vizsgalata

Megvizsgaltam egy ivarsejt-specifikus (CVH - chicken vasa homologue), egy
Ossejt-specifikus (MiR-191-5P) és két hoéstresszel kapcsolt (HSP70, miR-138-5P)
markerek expresszidos mintazatat, kezelt és nem kezelt kendermagos erdélyi

kopasznyaku tytikok 10 napos embrioinak ivarszervtelepeiben.

Az Ossejt- és ivarsejt-specifikus markerek bal/jobb oldali aszimmetriat mutatnak
(25. abra, A, B). Ugyanis szamos gént fedeztek fel, amelyek koordinaljak az
ivarmirigyek fejlodését, és egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak a miRNS-ek
részvételének ezekben a folyamatokban is. Ezen gonadalis MRNS-ck és miRNS-ek
némelyike nemi kiilonbséget mutat az expresszids mintazatban, és az ivar-specifikus
fejlédés szabalyozoi. A gonadok nemi differencidloddsa a HH 29-30. stadiumban
kezdddik, innentdl a nemi kiilonbségek szovettanilag kimutathatok. Ndivarban (ZW)
a petefészek differencialodasa a kéreg megvastagodasaval kezdédik. Azonban csak a
bal gonad fejlédik mitkodoképes petefészekkeé, a jobb gonad visszafejlodik és
kezdetlegessé valik (Smith and Sinclair 2004; Cutting et al. 2012).

A HSP70 és a miR-138-5P emelkedett expresszidja figyelheté meg hdstressz
esetén a himivara bal (HS H B) és jobb oldali (HS H J) gonddokban, illetve a
ndivaruak bal oldali (HS N B) gonadjdban, ami a ndivar bal gonadjaban
(HTHS_N_B) mérséklodik hokezelés hatasara (25. abra, C, D). A néivar jobb oldali
gonadmintaiban az expressziés szintek nem reagalnak a hdéhatasokra, ami az
embrionalis fejlédés soran valo visszafejlddés kovetkezménye lehet.

Ez azt bizonyitja, hogy a hdstressz hatasara a HSP70 expresszi6 indukalodik. A
hdstressz apoptoézishoz vezet, ami a gonddsejtek sejthaldlahoz vezethet, de a
megndvekedett HSP70 szint megakadalyozhatja a gonaddok hdstressz okozta
funkcioval rendelkezik, igy megakadalyozza a hdstressz altal kivaltott apoptozist

(Anand et al. 2016).
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25. abra: lvarsejt- (A) CVH, 6ssejt-specifikus (B) miR-191-5P és héstressz
kapcsolt (C) HSP70 és (D) miR-138-5P markerek expressziés mintazatanak
valtozasa kendermagos erdélyi kopasznyaku tyukfajta himivara (H) és
ndivaru (N) 10 napos embrid bal (B) és jobb (J) oldali gonad szovetekben.

5.2.1. PGC vonalak alapitasanak sikeressége a hékondicionalas

fiiggvényében

A hokezelési kisérletben a PG-sejtvonalak alapitasa soran rogzitettiik a fejlett
embriok, az elindult tenyészetek, a 14 napos tenyészetek €s a fennmaradt tenyészetek
szamat. A szamadatok alapjan elmondhato, hogy a HS csoportban 0,7-szer kevesebb,
a HTHS csoporthan 1,1-szer tobb volt az ¢életképes embriok aranya a kontroll
csoporthoz (K) viszonyitva. A HTHS csoportban kdzel azonos szami embriobol (22
db) tudtunk vért izolalni a PGC-k tenyészetbe viteléhez, mint a kontroll csoport (20
db) esetében. A fennmaradt PGC-vonalak aranya 1,375-sz6r magasabb volt a HTHS
csoportok esetén a HS csoporthoz viszonyitva (3. tablazat). Az allatkisérletben
alkalmazott hdkondicionalds javitotta az életképes embriok szamat hdstresszes
kornyezeti koriilmények kozott, hiszen a HTHS csoportban a 47 tojasbol 22-ben, a HS
csoportban csak 14 db-ban volt embrio. A K csoportban 8 db, a HS csoportban 7 db,
mig a HTHS csoportban 11 db PGC vonal maradt fenn, amelyet le tudunk fagyasztani
(Toth et al. 2021). Tehat a sziildi generaciot ért hdhatasok befolyasoltak az €letképes

embriok szamat és a PGC-vonal alapitas sikerességét is.
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3. tablézat: Eletképes embriok és azokbol létrehozott PGC vonalak szamanak alakulasa a
hokezelések hataséra.

Kontroll Hostresszelt I-Fok(’),ndlclonalt
és hostresszelt
csoport csoport csoport
(K) (HS) (HTHS)
DB % DB % DB %
Tojasok szama 47 100 47 100 47 100
Fejlett embrifk 20 | 4255 | 14 | 2979 | 22 46,8
szama
Elindult 12 | 2553 | 11 23,4 16 34,04
tenyészetek szama
14 napos 8 17,02 8 17,02 12 25,53
tenyészetek szama
Fennmaradt
szama

5.2.2. Tenyésztési  koriilmények optimalizalaisa a PGC

karakterizalasanak visszaigazolasaval

A kendermagos erdélyi kopasznyakt tyuk ndivara PGC vonalakbol
kivalasztottam egy jol ndvekedd, magas proliferacios rataval rendelkezo
sejttenyészetet (B2). Négy lyukba osztottam szét a sejteket. Ezt kdvet6en két lyukon
cseréltem médiumot, két lyukon pedig nem. Ot nap elteltével nekrozis mérést
végeztem PromoKine Kittet alkalmazva. Pooloztam a két-két lyukat, amelyben azonos
kezelést kapott sejtek voltak. A 26. abra, A része mutatja be azokat az eredményeket,
amiket a médiumcserélt sejttenyészetek esetében kaptam, illetve a 26. abra, B része
azokat, amin nem volt médiumcsere. Arthur sejtszamlaloval hataroztam meg az
apoptotikus, késd apoptotikus, nekrotikus, illetve a jo PG-sejtek aranyat a
fluoreszcencia értékek alapjan. Miutan a késziilékkel meghataroztam a kiilonbdz6en
festddd sejtek ardnyat, a maradék festett sejtszuszpenziokbol targylemezre
cseppentettem, majd a kész lemezek elemzését Leica konfokalis mikroszkop (TCS
SP8) segitségével végeztem. Mind az Arthur™ sejtszamlalo altal készitett
felvételeken, mind a konfokalis mikroszkoppal készitett képeken jol latszodtak az
eltérd allapotban 1évo sejtek. Lathatok voltak zold apoptotikus, piros nekrotikus és
sarga késOi apoptdzis fazisban 1évd sejtek. A friss médiumot kapott, igynevezett
gondozott sejtek esetében magas volt az 0sztddo sejtek aranya, a sejtek 6-6 %-a volt
apoptozis, illetve késdi apoptdzis fazisaban, mig a nekrotikus sejtek ardnya nem érte
el az 1 %-ot (26. abra, A). Jol lathat6, hogy a médium csere elmaradasa esetében nagy
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mértékben megndtt a késéi apoptozisban 1évo sejtek aranya €és a nekrotikus sejtek

aranya is joval magasabb, 2 % volt (26. abra, B).
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26. abra: Kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk embridibdl 1étrehozott PGC-
vonalak jellemzése 1. (A) Sejttenyésztés médium cserével és (B) médium
csere nélkiil. A kordiagramm foglalja 6ssze a nekrozis mérés soran kapott

sejtszamokat, szazalékban kifejezve a gondozott sejteknél és gondozas
hianyaban, mig a fluoreszcens képeken Annexin V-el és Propidium-jodiddal
fest6do eltérd allapotban 1évé PGC-k lathatoak.
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Ezt kovetéen az eldzetes mérési adatok ismeretében, két eltéré proliferacios
rataval rendelkez6 PGC-vonalat valasztottam Ki, egy gyorsan (D5), illetve egy lassan
osztodo vonalat (B2). Mindkét sejtvonal esetében kimutathato volt az 6ssejt-specifikus
(P63, SSEA-1) és ivarsejt-specifikus (CVH, DAZL) markerek expresszidja (27. abra,
Immunfestés). A jol 0sztddo D5 sejtvonal esetében mért magas apoptotikus sejtarany
azonban azt mutatta, hogy a kisérlet kezdetén nem volt idedlis a D5 sejttenyészet

allapota (27.abra, Nekrozis mérés).

Immunfestés

CCKS8 proliferdciés mérés

85
% =882 sejtvonal = DS sejtvonal
» apoptéais
|
k opézis
osité:

0D étékek
e
a

D5 sejtvonal (0.nap)

Nekrozis mérés (Promokine Kit)
Proliferacios rata mérés

1.NAP 2.NAP 3.NAP

27.abra: Kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk embrioibol 1étrehozott PGC-
vonalak jellemzése II. A kordiagrammok foglaljak 6ssze a kiindulasi

s

harom egymast kdvetd nap sejtszamait (OD értékbdl kovetkeztetve)
abrazolja a két sejtvonal esetében. Az immunfestés soran mindkét sejtvonal
esetében kimutathat6 volt az 6ssejt-specifikus (P63, SSEA-1) és ivarsejt-
specifikus (CVH, DAZL) markerek expresszidja.

A proliferacios mérés adatai is azt mutattak, hogy az eredetileg gyorsan 0szto6do
sejtvonal (D5) sejtszam novekedése a kisérlet els6 két napjan stagnalt a
tenyésztélemez lyukaiban, valésziniileg annak kovetkezményeként, hogy a kisérletet
megeldzden til magas lehetett a sejtszam a tenyészetben, ennek kdvetkeztében mértem
amagas apoptotikus sejtaranyt a nulladik napon, és ennek hatasara idélegesen lelassult
a sejtszdm novekedés. A fénymikroszkopos megfigyelés alapjan jol, de lassabban
osztodo sejtvonal (B2) sejtszama egyenletesen, folyamatosan ndvekedett az id6

elérehaladtaval, mig a tGl gyorsan novekvd sejtvonal esetében (D5) a sejtszam
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novekedés egy ideig stagnal, de késobb a sejtek ndvekedési rataja visszaallt az eredeti
szintre, igy a sejtszam a mérések végére a két sejtvonal esetében kozel azonos lett (27.

abra, Proliferacios rata mérés).

A PG-sejttenyészetek  tanulmanyozasaval, molekularis biotechnoldgiai
vizsgalatok elvégzésével kapott eredményeim segithetik az Osivarsejt-tenyészetek
hosszl tava fenntartasat. A nekrozis-, és proliferacios mérések statisztikai adatokkal
igazoljak, az immunfestés vizualisan teszi lathatéva a kiilonb6zd allapotban 1évé PG
sejteket. A tenyésztési koriilmények optimalizalasat segiti az altalam meghatarozott
sziikséges ¢€s elégséges sejtszam, a megfeleld tenyésztési iddintervallum
figgvényében. Nagy sejtszamt megfeleld mindségii tenyészetek mélyhiitésével pedig

hozzajarul a hazai hazityuk génbank bovitéséhez.

5.2.3. A mikroRNS gatlas hatasa PGC-kben

Ebben a vizsgélatban a sejtvonal karakterizalashoz fekete erdélyi kopasznyaku
tyukfajta két himivara (M1: #508-ZZ; M2: #512-7Z7) és két ndivara (F1: #509-ZW;
F2: #513-ZW) PG-sejtvonalat hasznaltam. Ezeknek a sejtvonalaknak a sejtszamat
harom napon keresztiil 4 6ranként mérte egy beépitett inkubatorral ellatott XLS
késziilék, Imaging rendszerrel. Meg szerettem volna vizsgalni a PGC-k proliferacios
sebességét az 1., 2. és 3. napon a gga-miR-302b-5P (5P) vagy gga-miR-302b-3P (3P)
gatlasa utan, illetve anti- gga-miR-302b-5P és anti-gga-miR-302b-3P inhibitorok
egytttes (5P/3P gatlas) alkalmazasat kovetéen. Ehhez el0szor meghataroztam a

crer

minden sejtvonal esetében emelkedett a tenyésztési id6 alatt (4-76 6ra) (28/B. abra).
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28. abra (A) A kontroll PGC-vonalak proliferacidja az 1., 2. és 3. napon (a-d),
valamint a négy vonal immunfestett képei (e-h). (B) Sejtszam alakulasa az
1d6 elorehaladtaval a kontroll vonalakban. A proliferacios rata az ido
fliggvényében szignifikdnsan valtozik, ahol p < 0,05 érték esetén *, p < 0,01
értéknél ** jelolést hasznaltam. Az immunfestést SSEA-1 (piros), CVH
(z61d) és TO-PRO™-3-al (kék) végeztem.

Az M1 és M2 (himivart, ZZ genotipus) vonalak proliferacidja szignifikdnsan
csokkent a 2. és 3. napon az 1. naphoz képest (28/A. abra, a, b). A sejtszdm az F1 (ndi,
ZW genotipus) (28/A. abra, c) tenyészetben nem valtozott, mig az F2 (n6i, ZW
genotipus) (28/A. abra, d) esetén szignifikdnsan nott a 2. és 3. napon az 1. naphoz

képest. Az immunfestés minden vonalban magas SSEA-1 és CVH expressziot mutatott

(28/A. abra, e-h).

Eredményeim alapjan megallapithato, hogy a kisérlet harmadik napjan az 5P-vel
és 3P-vel vald gatlas minden sejtvonal esetében drasztikusan csokkentette a
proliferacios ratat a kontrollhoz képest, azonban a gatlas idoskalaja eltérd volt ezekben
a sejtvonalakban. Tehat a 29. abra a proliferacios ratak dsszehasonlitasat mutatja a 3.
napon. Lathatd, hogy a kontroll minték szignifikdnsan nagyobb proliferaciot mutattak
az M2, F1, F2 esetében (29. abra, b, ¢, d) a kezelt mintakhoz képest. Az M1 PGC-k
nem mutattak kiilonbséget a kontrollhoz képest az SP/3P gatlas utan (29. abra, a)
(Lazar, Szabadi, et al. 2021).

A harom napos tenyésztést kovetden fixaltam a vonalakat €s immunfestést

végeztem, ami azt is mutatja, hogy a kiilonb6zé kombindcioban gétolt vonalakban
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membrandifferencidlodas jelentkezett, amik a festés alapjan csak citoplazmat
tartalmaznak, tehat ezek citoplazma holyagosodasok, nukleéris degradacio nem volt
megfigyelhetd. A legtobb holyagos sejt az SP gatlas kezelésnél jelentkezett (29. ébra,
e, f, g, h) (Lazar, Szabadi, et al. 2021).
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29. dbra: Az M1 (a), M2 (b) (ZZ genotipus) és F1 (c), F2 (d) (ZW genotipus)
PGC-vonalak proliferacios sebességének dsszehasonlitdsa a 3. napon. K:
kontroll (nem gatolt), 5P: gga-miR-302b-5P gatlas, 3P: gga-miR-302b-3P
gatlas, 5P/3P: gga-miR-302b-5P és gga-miR-302b-3P gatlas. (e) (f) (g) (h)
M1, M2, F1 és F2 PGC-k immunfestése anti-gga-miR-302b-5P inhibitort

tartalmazo tdpkozegben haromnapos tenyésztés utan. Az immunfestést

SSEA-1-gyel (piros), CVH-val (z6ld) és TO-PRO™-3 magfestéssel (kék)

végeztem. A nyilak a sejtfelszinen 1év6 holyagokat mutatjak.

Az apoptozis/nekrozis festést az Apoptotic Cell Detection Kittel (Thermo Fisher
Scientific), a sejtszamolast az Arthur Novel Fluorescent Cell Counter késziilék
segitségével végeztem. Két parhuzamos mérést alkalmaztam. Az apoptotikus, késoi
apoptotikus és nekrotikus sejtszdmok 4atlaganak aranyat a 30. abra szemlélteti. Azt
talaltam, hogy az 5P-gatolt PG-sejtek szignifikansan alacsonyabb apoptotikus aranyt
mutattak minden sejtvonalban. Az 5P/3P gatlds okozta a sejthaldl legnagyobb

szazalékat. A legmagasabb apoptotikus ardnyt az F1 sejtvonal esetében talaltam.
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30. abra: Az apoptotikus, késéi apoptotikus €s nekrotikus sejtek szazalékos
aranyanak 0sszehasonlitasa M1 (a), M2 (b) (ZZ genotipus) és F1 (c), F2 (d)
(ZW genotipus) PGC vonalakban.

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalataiban beszamolt arr6l, hogy a gga-miR-
302b-5P magasabb expressziot mutatott a gga-miR-302b-3P-hez képest a magasabb
proliferacios rataval rendelkez6é sejtek esetében (Lazar et al. 2018). Erre az
informaciora alapozva folytattam munkamat, amiben azt talaltam, hogy a miR-302b-
5P kar gatlasa szignifikansan csokkentette a proliferaciot, ami a miR-302b-5P
szerepére utal a sejtproliferacioban. A gga-miR-302b-5P-vel gatolt sejtek esetében az
apoptotikus sejtek aranya alacsonyabb volt, mint a kettds gatlast kapo sejtek esetében
ez tapasztalhato volt (Lazar, Szabadi, et al. 2021). Ez az eredmény Gsszhangban van
korabbi szakirodalmi adatokkal (Wu et al. 2019), ahol a miR-302b-5P proliferacios
promoterként és oncomiRként miikodott. A miR-302b-5P gatlasa csokkentette a

proliferacios ratat és mérsékelte az apoptotikus sejtek aranyat. Ez igazolja a miR-302b-

crer
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Osszeségében eredményeim megerdsitették a proliferacios rata csokkenését a gga-

miR-302b-5P és gga-miR-302b-3P gatlasa utan (31. abra).

A gga-miR-302b-5P/3P gatlas hatasa hazityak PGC-ben

gga- i gga- —
' miR-302b-5P ) miR-302b-3P
5P gatlas SECE 3B 3P gatlas
& * gatlas * &

RASGRF2 NLK MAP3K4 ELK4 E2F7 LATS2 TRPS1 MAP3KI4
kontroll SP gatlas 3P gatlas  SP/3P gatlas
Sejt proliferacios rata  ++++ + ++ +++
Apoptotikus rata ++ + ++ ++++
Sejtmembran

e + ot ot +++
elvaltozasok

31. abra: A gga-miR-302b-5P és gga-miR-302b-3P legrelevansabb célgénjei,
koradbban k6zolt adatok alapjan (Cataldo és mtsai., 2016; Lazar €s mtsai.,
2018; Sun és mtsai., 2015).

5.2.4. Hokezelt hazityukok embrioibél alapitott PGC-k molekularis

diagnosztikai felhasznalasa a jelatviteli utvonalak feltarasahoz

A kutatocsoportunk altal alapitott kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk
eredetii PGC-vonalakat kutatdisomban molekularis diagnosztikai vizsgalatokhoz
hasznaltam fel. A PGC-kb6l szarmazé RNS mintakat kezelési csoportonként
pooloztam, majd megszekvenaltattuk. Az eredményeket 6sszegz6 heat map abra az
RNS szekvenalassal detektalt, stresszvalaszban megvaltozott expresszidju géneket
tartalmazza. Ahol a bal oldali oszlop a hdstresszelt csoportbol (HS) szarmazé PGC
mintdkban mért expresszios értékeket szinintenzitassal jelzi a kontroll (K) értékekhez
viszonyitva, mig a jobb oldali oszlop a hdkondicionalt és hdstesszelt csoportbol
(HTHS) létrehozott PGC mintak adatait szintén a kontrollhoz (K) viszonyitva. A
vilagos szin az adott gén esetében kimutatott expresszios szint novekedését, a sotét

szin az expresszios szint csokkenését jelzi (32. abra). RNS szekvenalassal tobb olyan
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gén esetében is kaptunk expresszios szintvaltozast, amelyek a szakirodalmi adatok
alapjan (Tavares et al. 2018) is fontos szerepet jatszanak a héstressz soran aktivalodo
molekularis folyamatokban. A miR-6545, a RUNX2 és ENDOG, amelyek eltérd
mértékben expresszalddnak a hdkondicionalt, majd hdstresszelt hazityukok, illetve
csak hdstresszelt allatok embridibdl szarmazo PG-sejttenyészetekben. Elmondhato,
hogy a kutatocsoportunk altal alkalmazott héhatas, illetve héhatasok valtoztattadk meg

a génexpresszios mintazatot.

COLGALT2
ABCA4
RFLNA
oXCL14

gén neve

| ENDOG
) gga-mir-6545

ZNF302
HS vs. K (LogFC) HTHS vs. K (LogFC)

32. abra: RNS szekvenalasi adatok heat map abrjja.

A PGC-kbdl szarmazé DNS mintékat kezelési csoportonként €s ivarok szerint
pooloztam, majd elkiildtiik teljes genom biszulfit metilacios szekvenalas analizisre
(WGBS). A visszaérkez6 eredményekbdl el6szor az ivarok szerinti kezelési csoportok
DNS metilaciojat hataroztam meg, ami a DNS citozin- guanin dinukleotidjainak
(CpG) citozinjat érinti. A metilalt citozinok dont6 része az 5’-citozin-guanin-3’
palindrom dinukleotid form4jaban talalhat6 meg, ezeknek a szamat vizsgaltam meg a
mintakban (33. abra). Ezt kovetden megvizsgaltam a CpG lefedettségét és metilaciods
aranyat a kezelési csoportokban HS és HTHS, néi ivar (ZW) és himivar (ZZ) esetén
is. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a HTHS csoportban alacsonyabb a CpG

lefedettség és a metilacios szint is.
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WGBS - CpG szam a PGC mintakban
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33. abra: Kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk eredetii PGC-vonalak teljes
genom biszulfit metilacids szekvenalas (WGBS) eredményeként kapott CpG
metilacios értékek (darab szam) a kezelési csoportokban (HS, HTHS) ivarok

szerint (ZW, ZZ).

Az RNS szekvenalds alapjdn a miR-6545 expressziojat befolyasolja a
hékondicionalas. A miR-6545-nek target helye van a DMRT1 génen (Prastowo and
Ratriyanto 2021), tehat jelenléte vagy hidnya hatassal van ezen gén kifejez6désére.
A heat map abran a DMRT1 metilacios mintazata kezelésenként és ivar szerinti poolok
esetében vannak feltiintetve, ahol a vOrds részek erdsen metildltak, mig a sarga
régiokon aktiv a génatiras. Jol lathato, hogy kiilonbség van a metilezettség mértékében
szemben, amit a gén lokalizacidja is megerdsit, mivel a DMRT1 gén a Z ivari
kromoszéman talalhat6. Valamint a HTHS csoportban alacsonyabb a metilezettség a

HS csoportokhoz képest, tehat a HTHS csoportban magasabb a DMRT1 gén

expresszioja (34. abra).
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34. abra: A WGBS analizis soran kapott metilacios mintazat a DMRT1 genomi
régioin, a kezelési csoportokban (HS, HTHS) ivarok szerint (ZW, ZZ).

Az, hogy az utddokban megjelend genetikai valtozasok ténylegesen epigenetikai
oroklodés eredménye, tovabbi molekularis biotechnologiai modszerekkel valo
megerdsitést tett sziikségessé. Ennélfogva megvizsgaltam szamos fejlédés-specifikus
(miR-92-3P, miR6545, DMRT1) és hostresszel kapcsolt (miR-138-5P) marker
metilacios mintdzatat a kisérletben részt vett hazityukok utéd generacigjabol alapitott
PGC-tenyészetek DNS mintainak teljes genom biszulfit metilacids szekvenalassal
kapott adatokban. Tobb gén esetében is eltérést taldltam a CpG metilacids mintazatban
(miR-92-3P, miR-138-5P, miR-6545, DMRT1), amelyekrél mar vannak szakirodalmi
adatok, hogy szerepet jatszanak az embrionalis fejlodést szabalyzé folyamatokban és
a hostressz altal aktivalt molekularis jelatviteli itvonalakban (Tavares et al. 2018).
Masok a miRNS-ek és mRNS targeteik kapcsolatat irtak le adatbazis elemzéseket
kovetden, és azt talaltak, hogy szamos miRNS-nek (4. tablazat) target helye van a
hazityuk DMRT1 génen (Dunislawska et al. 2021; Prastowo and Ratriyanto 2021).
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Ebbdl a listabdl a mi kisérleti mintdinkban a miR-92-3P, a miR-138-5P és miR-6545

esetében talaltunk metilacids mintazatbeli valtozast.

4. tablazat: S. Prastowo és A. Ratriyanto altal vizsgalt adatbazisokban DMRT1 gén
esetében prediktalt miRNS-ek listaja (Prastowo & Ratriyanto, 2021).

Adatbazis Teljes MiRNS neve
predikcio (db)
TargetScan - miRDB 1 gga-miR-6701-3p
miRDB - microT- 1 gga-miR-7438-5p
CDS
TargetScan - microT- 6 gga-miR-6562-3p; gga-miR-138-2-3p;
CDS gga-miR-1781-5p; gga-miR-1580; gga-
miR-153-5p; gga-miR-1728-3p
TargetScan 31 gga-miR-6684-5p; gga-miR-367; gga-

miR-1630; gga-miR-1591-3p; gga-
miR-92-3p; gga-miR-6588-3p; gga-
miR-6570-3p; gga-miR-6545-5p; gga-
miR-1715-3p; gga-miR-1769-5p; gga-
miR-6680-3p; gga-miR-1581; gga-miR-
32-5p; gga-miR-1687-3p; gga-miR-194;
gga-miR-6706-5p; gga-miR-6641-3p;
gga-miR-6581-5p; gga-miR-20b-3p;
gga-miR-6649-3p; gga-miR-1654; gga-
miR-6633-5p; gga-miR-30e-3p; gga-
miR-6574-3p; gga-miR-1564-5p; gga-
miR-200a-3p; gga-miR-1457; gga-miR-
7469-5p; gga-miR-1687-5p; gga-miR-
1811;gga-miR-6663-5p

Az RNS szekvendlds és WGBS eredményeit qPCR elemzésekkel és
szakirodalomban leirt adatokkal is megerdsitettem, ami alapjan elmondhato, hogy a
mMiR-6545 befolyasolja a DMRT1 kifejez6dését, mig a miR-138-5P jelenléte hatassal
van a RUNX2 expresszidjara (Kisliouk et al. 2011; Tavares et al. 2018; Prastowo and
Ratriyanto 2021).

Megvizsgaltam ivarsejt-specifikus (CVH, PouV, Dazl) markerek, illetve
héstresszel kapcsolt (miR-302b-3P, miR-302b-5P, miR-213, miR-U6, miR-92-3P,
miR-138-5P, DMRT1) markerek expresszios mintazatat a kisérletben részt vett
hazitytkok utdd generaciojabol alapitott PGC-tenyészetekben. A CVH (35. abra, A)
€s PouV (35. abra, B) markerek expresszidja ivari kiillonbséget mutatott, mig a Dazl
(35. abra, C) egyenletes kifejez6dését talaltam minden csoportban, mindkét nemben.
A héhatas altal befolyasolt gének koziil a miR-92-3P, miR-138-5P és a DMRTL1 (35.

abra, D, E, F) esetében expresszids szintvaltozast talaltam. Ezen expresszids
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szintvaltozasok szignifikans eltérésének megerdsitésére tovabbi vizsgalatokra van

szlikség.
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alapitott PGC-tenyészetekben vizsgalt ivarsejt-specifikus markerek (a) CVH,
(b) PouV, (c) Dazl, illetve héstresszel kapcsolt (d) DMRT1, (e) miR-92-3P
¢és (f) miR-138-5P markerek expresszids mintazatat 6sszefoglald oszlop
diagrammok.
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6. Kovetkeztetések és javaslatok

A baromfihus fogyasztasa évrol-évre a globalis husfogyasztas egyre nagyobb
hanyadat teszi ki. A megnovekedett piaci igények kielégitése céljabol, egyre
gyorsabban ndvekedd és nagyobb hushozamu fajtdk kerlilnek a piacra. Ezzel
parhuzamosan az 1j fajtdk globalis klimavaltozas kovetkeztében a megemelkedett
kornyezeti hdmérséklettel szembeni ellenalloképessége drasztikusan lecsokkent. A
magas kornyezeti hémérséklet esetében a husmindség romlik, termékenység és
tojasmennyiség csokkenése, illetve az allomany elhullasa kdvetkezhet be, ami egyre
sulyosabb veszteségeket generdl a baromfidgazatban. A hdstresszrél sz616
szakirodalom jelentdsebb része a kozvetett védekezési stratégidkra Osszpontosit, a
tartdstechnologia optimalizaldsa ¢és taplalékkiegészitok alkalmazasanak hatésait
elemzik (Benton et al. 1998; Daghir 2009; Sahin et al. 2009; Ghazi et al. 2012,
Varasteh et al. 2015). Ezeknek a hatékonysaga nagyon valtozo, befolyasolja a foldrajzi

elhelyezkedés, nem alkalmazhat6 egy egységes protokoll a kiilonbozo fajtak esetében.

A kozelmultban ujabb modszerek is el6térbe keriiltek, ideértve a baromfifajtak
genetikai marker alapu kivalasztasat. A molekularis technikdk hasznalata a
baromfitenyésztésben egy fenntarthatdé gazdasagot eredményezhet (Cahaner et al.
1992; Deeb et al. 1993; Deeb and Cahaner 2002; Rajkumar et al. 2011; Felver-Gant
et al. 2012). Példaul a FRIZZLE gén dominans gén, amely csokkenti a tollngvekedés
intenzitasat (Cahaner et al. 1996). A tollak szerkezete megvaltozik, alakjuk gorbiilt és
keskenyebb lesz, ezaltal novelve a madarak borének héelvezetd képességet.

A brojlerek gazdasagi szempontbol hasznos, megemelkedett hlishozam fenntartasat
gatolja a magas homérséklet. A hdstressz negativ hatdsdnak a kivédését nemcsak a
tolltdomeg csdkkenése és alakja altal javitott hdleadas, hanem a tollépitd fehérjék
csokkent miikodése is segiti, mert az igy felborult kapacitds az izomtomeg épitésére
forditodhat (Cahaner et al. 2008).

Tovéabba, ha ,.kopasz nyak” (NA) gén és FRIZZLE gén kettds heterozigdta additiv
hatast brojlerben, tovabb javitotta a hdleadast, megtartva a brojler fajta magas
novekedési ratajat a tropusi éghajlaton is (Deeb and Cahaner 2002; Fathi et al. 2013).

A biotechnologia, illetve genomika teriiletén zajlo fejlesztések egyre inkabb
elésegitik a gyakorlatban zajlo tenyésztOmunka sikerességét. Napjainkban mar
rendelkezésiinkre all a teljes tyuk genom Szekvencia, tobb millid, mar azonositott

egyedi nukleotid polimorfizmussal (Hillier 2004; Wong 2004). Azonban fontos
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megjegyezni, hogy a genomanalizisek nem fogjak kivaltani a hagyomanyos szelekcios
modszereket, sokkal inkdbb a ketté szoros egyiittmiikodését teszik lehetévé a
hatékonysag novelésével. Az innovacidra, mint lehetdségre kell tekinteni, ami akar
egy jol mikodo halozatta kovacsolhatnd a vallalkozéas — oktatas — kutatas és fejlesztés
intézményeit (Horn 2008).

A molekuldris biologiai eszkdzok eldsegitik a jelatviteli ttvonalak, élettani

s

valtozé éghajlathoz (Borges et al. 2004; Cheng et al. 2015; Wang et al. 2015).

Hostresszre aktivalodo valaszreakciokban a HSP-k szerepe mar bizonyitott. A
HSP-k expresszidja novekszik, fehérjekdrosodds megakadalyozasara iranyuld
jelatviteli utakat indukal (Xie et al. 2014; Zhang et al. 2014; Murugesan et al. 2017).
A legujabb kutatasok kiemelik az epigenetika adaptacios elényeit (Deans and Maggert
2015; Li et al. 2015) a hékondicionalas soran (Kisliouk et al. 2017), azonban ennek a
kezelésnek az optimalizalasahoz még tovabbi kisérletekre van sziikség, illetve a HSP-
k és mas a hészabalyozasban szerepet jatszo molekularis jelatviteli titvonalak kdzotti
kolcsonhatas részletesebb megismerése is fontos. Ezt kovetéen lehetséges lenne egy

minden fajtara egységesen alkalmazhato eljaras kidolgozésara.

A szakirodalomban mar tobb kiilonb6zo kombinacidban alkalmaztak hokezelést,
alkalmaztak magasabb homérsékletet, de azt talaltdk, hogy az mar inkabb hdstressz
(Kisliouk et al. 2014). Alkalmaztak korabbi iddintervallumban pl.: még tojasban, a
keltetési homérséklet emelésével, ez azonban nem volt elég eredményes (Loyau et al.
2016). Azt is leirtak, hogy ha Iépcsdzetesen emelik a hdmérsékletet, nincs jelentds
eltérés az egyszeri hokezeléssel elért hatashoz viszonyitva (Xie et al. 2014).

Korabbi kutatdsaink eredményei alapjan elmondhatd, hogy a reproduktiv
tulajdonsagok a kontrollhoz képest kevésbé romlottak hdstressz esetén, ha elézdleg
hékondicionalast alkalmaztunk. A tojastermelés aranya is szignifikansan magasabb
volt a hoékondicionalt csoportban héstressz esetében, mint azoknal az allatoknal,
amelyek csak hostresszen estek at (Anand et al. 2016; Téth et al. 2021). Kutatasaim
soran megerdsitettem azon allitast, miszerint a hékondiciondlas javitja az életképes

embriok ardnyéat a hazitytkokat ért hdstresszes koriilmeények kozott.

Ugy gondolom, hogy a miRNS-ek kifejez6dési mintazatdban a hékezelés
hatisara létrejove valtozasok kozvetlen informacioval szolgdlhatnak az allatok
adaptacios képességének hatterében meghtizodé molekularis folyamatokrol (Gebert

and MacRae 2019; Safdar and Ozaslan 2023). Ezek az eredmények alatamasztjak a
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fiatal korban torténd hdkondicionédlds fontossagat. Tehat a hdkezelési eljaras
optimalizalasaval javithatjuk a hazityuk adaptacids képességét.

A hazitytk primordialis csirasejtek (PGC) a kialakuldé embridkorong kdzponti
petesejtek és a spermatogoniumok prekurzorai. A PGC-k sejtproliferaciojat
befolyasold tényezOk vizsgalatdval nyert informaciok hozzajarulhatnak az

Ossejtbiologiaban szamos folyamat megértéséhez (Cai et al. 2015).

A PGC-k karakterizalasahoz megvizsgaltam az 6ssejt specifikus miR-302b-5P
és miR-302b-3P sejtproliferaciora és apoptodzisra gyakorolt hatasat, miRNS gatlason
alapulo technika alkalmazasaval. A miR-302 klaszter embrionalis ssejt-specifikus és
evolucidsan konzervalt a gerincesekben. A miR-302/367 klaszter 6t tagbdl all, a miR-
367, miR-302d, miR-302a, miR-302¢ ¢és miR-302b, mindeniitt megtalalhaté a
gerincesekben, és egy intragén klasztert foglal el, amely az LA-val kapcsolatos protein
7 (LARP7/Larp7) gén 8-as intronjaban talalhato antiszensz iranyban (Lee et al. 2011).
A klaszter 1étfontossagl szerepet jatszik kiilonféle bioldgiai folyamatokban, példaul a
huméan embrionalis 6ssejtek (hESC) pluripotencidjdban, az dnmegljulasban és az
ujraprogramozasban is (Lazar et al. 2018; Maraghechi et al. 2023). Szakirodalomban
leirtdk, hogy a miR-302 endogén modon expresszalddik huméan embriondlis
Ossejtekben (hESC) és human indukalta pluripotens 6ssejtekben (hiPSC). A miR-302
antagomirokkal (anti-miR) torténé gatlasa a hESC-k, hiPSC-k o6nmegujulasi
sebességének csokkenését eredményezte, amit sejtkolonia-képzddést detektald assay-

t alkalmazva igazoltak (Wu et al. 2019).

Napjainkban egyre tobb kutatds irdnyul az akklimatizicids tulajdonsag
orokolhet6ségének meghatarozasara, ami az ivarsejtekben létrejové epigenetikali
valtozdsok  4ataddsdn  keresztiill  valosulhat meg. A  PG-sejttenyészetek
karakterizalasaval, lehet6ség nyilna ezeknek az epigenetikai moddosuldsoknak a
feltdrasara, ami magyarazattal szolgalhat a generacidkon &atadodé adaptacids
képességrol (Kisliouk et al. 2017; Vinoth et al. 2018; Dunislawska et al. 2021;
Prastowo and Ratriyanto 2021).

Az adaptaciot tobb gén is befolyasolja, vannak dominansan és recessziven
0roklédo gének is. Vannak gének, amelyek nemhez kétotten oroklédnek, mint az
altalam is kiemelt DMRT1 gén. A DMRT1 gén a Z ivari kromoszoman helyezkedik
el (Prastowo and Ratriyanto 2021), igy a néi vonalon néhany generaciot kovetéen

csokken az allomany adaptéacids képessége ismételt hokondicionalas nélkiil.
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Mivel ezen képesség orokolhetdségét a metilaciés mintazat vizsgalatokban is
igazoltuk, ugy gondoljuk, hogy epigenetikai 0Oroklddés lehet az Oroklodés
meghatdrozoja. Az epigenetikai mintazatot az egyedi élet folyaman is sok paraméter
befolyasolja. Hiadba mutathatd ki tobb generacion keresztiil a kezelés hatasara
kialakulé ellendlld képességet meghatarozd metilaciés mintazatok, a ténylegesen
gazdasagilag hasznos fenotipus stabilan tartisahoz a kezelést egy két generaciot
kovetden ismételni sziikséges.

A transzgeneracios epigenetikai atvitel egyik generaciorol a masikra, csak akkor
megkérddjelezhetetlen, ha a hatast az F3 generacioban vagy azon tul észlelik (Skinner
2011). Emldsokben endokrinoldgiai jelatviteli tvonalak tanulmanyozasa soran
igazoltak, hogy a sziil6i generacion alkalmazott kezelések hatdsa az F3 generacid
egyedeiben is kimutathaté (Anway et al. 2005; Burdge et al. 2011; Wolstenholme et
al. 2012).

Mas tanulmanyok szerint az epigenetikai mintazat generaciok kozotti atvitele az
ivarsejteken keresztiil torténik. A primordialis csirasejtek azok a sejtek, amelyekbdl az
ivarsejtek alakulnak ki, amik az F2 generaciot hozzak létre. Amennyiben a hokezelés
hatasara a primordidlis csirasejtekben 1étrejott epigenetikai valtozasok atadddnak az
F1 generaciora, és ezek az epigenetikai valtozasok stabilan megmaradnak a PGC-kben,
a kovetkez6 két nemzedékre is atadodhatnak. Leirtdk, hogyha a kornyezeti hatasnak
az elsd generacid anyai vonala volt kitéve akkor a hatds az F3 nemzedékben is
kimutathat6, mig az apai vonal kezelése esetén az epigenetikai valtozds az F2
generacioig volt észlelhet6 (Holliday 2006).

Ezenkiviil kimutattak, hogy a miRNS-ek is részt vesznek az epigenetikai
informaciok ivarsejteken keresztiili atvitelében (Marczylo et al. 2012).

Kutatasom soran a PG-sejttenyészeteket, mint modell rendszert alkalmaztam,
amellyel meghatarozhatdak a hokezelés hatasdra végbemend molekularis
folyamatokat az utdéd generacioban. A PG-sejttenyészetek tenyészetbe vételét és
fenntartasat a génbank bovitése mellett ezen biotechnologiai vizsgalatokra is
felhasznaltam. Modellrendszerként val6d alkalmazasa lehetdséget nyujtott szdmos
molekuléaris folyamat vizsgéalatara, mint példdul az epigenetikai modosuldsok

feltarasa, amely a sziil61 generaciot ért kezelések hatasara ment végbe.

Mindent Osszevetve a hdkondiciondlds €s hdstressz az Osivarsejtekben is
kimutathatd génexpresszios szintvaltozasokat idéz eld, ami arra utal, hogy a kezelés
okozta epigenetikai valtozasok az utdd generaciokra atadodnak. Tehat a

kutatocsoportunk altal alkalmazott kisérleti paraméterek mellett is ki tudtam mutatni a
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hostressz soran szerepet jatszd faktorok expresszids szintvaltozasat az utod

generacidban is, ami aldtdmasztja az allatok adaptacids képességének 6roklodését.

A kutatdsunk eredménye gazdasédgilag is hasznosithatdo hazityuk esetében. A
hoékezelési rendszer gyakorlati alkalmazhatosaga elérhetd, ugyanis az altalunk hasznalt
hékezelési protokoll nem igényel nagyobb Gsszegii beruhazast, nem kell alkalmazni
taplalékkiegészitoket és vakcinadkat, amelyek felhalmozodhatnak a htsban és tojasban.
A gazdasagi igényeket kiszolgalo telepeken ipari méretii keltetd gépeket hasznalnak,
igy a hokezelés kivitelezése lehetséges ezekben a gépekben, azaltal, hogy a kikelt
csibéket két napos korukban visszahelyezziik, 12 orara 38°C-ra 60%-os paratartalom
mellett, biztositva az ivovizet és taplalékot. A hdkezelést kovetden lehetne folytatni a

normal csibenevelési protokollt.

Ha a hokezelési protokoll mas hazityuk fajtak, illetve mas baromfi fajok
esetében is alkalmazhatd lenne, biztositva lenne az, hogy eredményeink széles korben
is hozzéjarulhassanak a gazdasagi termelés hatékonysaganak ndveléséhez. Tehat
kozvetlen segitheti a hoékondicionalt allatok adaptacidos képességét, novekedési

paraméterekre, és a tojastermelésre nézve.

Tovabbiakban, hogy az allatkisérletekben felhasznalt allatok szamat csdkkenteni
lehessen, egy in vitro hokezelési eljaras kidolgozasat tervezziik a PGC tenyészeteken
végezve a hokezelést. Ennek segitségével, a hokezelés hatdsara a molekularis
jelatviteli itvonalakban létrejovo valtozasok allattkisérlet nélkiil is tanulményozhatok

lehetnek.

Tovabbi terveim kozott szerepel az RNS szekvenalassal kapott szekvenciak
egyezésének vizsgalata az adatbaziokban 1évo elérhetd referencia genommal, amelyet
HPC (High Performance Computing) er6forras felhasznéalasaval szeretnék elvégezni.
Mivel a referenciagenom nem az altalunk elvégzett kezelési kisérletb6l szarmazik,
ezért a szekvencidk kozott lehetnek eltérések, igy az egyezést ugy kell meghatarozni,
hogy minimalis eltérés elfogadott legyen. Nem lehet merev egyezést vizsgalni,
helyette lagy egyezést kell alkalmazni, viszont a lagy egyezés vizsgalat szamitasi
igénye nagyobb. A hazitylk teljes genom szekvencia 20.000-23.000 génbdl all, ami 1
milliard DNS bazispar (Furlong 2005). A teljes DNS szekvencia atlapolt szétvagassal,
a szamitasi feladat fliggetlen részekre valaszthatd szét ¢és igy konnyen
parhuzamosithato, ezaltal SMP, GPGPU architektaran jol skéalazhato. A
feldolgozashoz HPC kornyezetben parhuzamosan futtatott Python szoftvert

alkalmaznank, amihez a pyPaSWAS, pyOpenCl, pyCUDA, numpy, biopython
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kornytarakat tervezek hasznalni (Warris et al. 2018) a hozzaférhet6 HPC

adottsagaihoz igazitva.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. lgazoltam, hogy az el6zetes hékondicionalas hatassal van tobb hdstresszel kapcsolt
gén kifejezddésére hazityuk agyszovet mintakban. A HSP70 ¢s HSP90 expresszid
minden csoportban emelkedett a hokondiciondlds hatasara, mig a HSF2 és HSF3
expresszidja ivarérett korban csokkent, amit a hékondicionalas mérsékelt. A HSF1
¢és HSF4 expresszidja nd a kezelés hatdsara minden csoportban. A HSF1
expresszioja szignifikans emelkedést mutatott ivarérett korban, a himivara
egyedekben, a hokezelés hatasara.

2. Kimutattam a miR-138-5P expresszio szignifikans csokkenését az ivarérett
himivara egyedek agyszovetében, ezzel igazolva a 2 napos kori hékondicionalas
hosszl tava hatasat.

3. Bizonyitottam a miR-302b-3P és miR-302b-5P szerepét a primordialis ivarsejtek
kiilon, illetve egylittes alkalmazasaval. A mIiR-302-5P expresszidjanak
csokkenésével parhuzamosan csokkent a sejtek proliferacios rataja mind a ZW,
mind a ZZ genotipusu PGC-k esetében.

4. A PGC tenyészeteket, mint modell rendszert alkalmaztam a hokezelés és hostressz
kapcsolt markerek kimutatasara. Igazoltam, hogy a miR-92-3P expresszidja ndi
ivarban hdstressz hatdsara né, mig himivarban a hékondicionalt és elokezelést nem
kapott csoportokban is emelkedett héstressz esetén. A miR-138-5P expresszidja a
hékondicionalt ¢és hdstresszelt allatok utdéd generacidjabol alapitott PGC
tenyészetekben volt magasabb mindkét nemben.

5. A PGC tenyészetek esetében igazoltam, hogy az A&ltalunk alkalmazott
hékondicionalast kovetden a DMRT1, RUNX2, miR-6545 expresszids szintje
szignifikdnsan megemelkedett.

6. lgazoltam, hogy a hokezelt hazitytkok embridibdl létrehozott PGC tenyészetek
tenyészetekben mérthez képest. A metilacids szint csokkenés kovetkeztében a
DMRT1 expresszioja megnétt, amit a PCR, illetve az RNS szekvenalas
eredményei is aldtdmasztottak. Ezzel igazoltam, hogy az ivarsejtekben a hokezelés

hatasara 1étrejott epigenetikai valtozas hatasa az utéd generacioban is kimutathato.
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8. Osszefoglalas

A baromfitenyésztésnek vilagviszonylatban is nagy jelentGsége van, évrél évre
novekszik a baromfihus fogyasztas. Ennek a megnovekedett igényeknek a kielégitése
nem egyszeri, mivel a globalis klimavaltozads kovetkeztében megemelkedett
atlaghomérséklet negativ hatdssal van a termelés hatékonysagdnak emelésére. A
héstressz minden szaporodasbiologiai, novekedési és termelési paramétert negativan
befolyasol. Lehetdség van a tartastechnologia fejlesztésére, akar a takarmanyozas,
akar az elhelyezés tekintetében, azonban ezek az alternativak végesek. Szilikségessé
valt az éallatdllomany alkalmazkodd képességének segitése és javitdsa. Az ipari
koriilmények kozott zajlo termelés a haziasitastol eljutott az egy-egy adott
tulajdonsagra célzottan torténd tenyésztésig. Azonban ez szamos értékes genetikai
informacio elvesztéshez vezetett, ami értékes fajtak eltiinését eredményezte.

A technologia- és kutatasfejlesztés eldrehaladtaval elérhetdvé valt genetikai
vizsgélatok végzése. Olyan informéciok tarultak fel, amelyek célzottan képesek
tamogatni a baromfik adaptacids képességének javitasat az altal, hogy fel tudtuk
térképezni a hattérben zajlo molekularis tvonalakat, valamint hazityuk esetében
megvalosithatova valt a genetikai anyag hosszu idejii megérzése a primordialis
Osivarsejt tenyészetek létrehozasaval. Ezen két problémakdrre adhat megoldasat a
PGC tenyészetek alkalmazidsa a kutatdsokban, lehetdség nyilt hotlird fajtak
eldallitasara és megdrzésére.

A hazityuk adaptacios képessége hokondicionalassal javithato, amit molekularis
biologiai vizsgalatokkal nyert adatokkal is ala tudunk tdmasztani. Lehetdség van
kozvetleniil a kezeléseken atesett allomany tanulméanyozéasara, azok szoveteibdl
kinyert DNS ¢és RNS alapi tesztek elvégzésével, valamint ezen 4&llatok utod

Kutatasaim sordn elvégeztem a hdkondicionalasi kisérletbdl szdrmazo hazityuk
agyszoveti mintak elemzését. Szakirodalomban leirt héstressz kapcsolt markerek
expressziojat térképeztem fel a kutatdcsoportunk altal beéllitott kisérleti paraméterek
mellett. Eredményeim alapjan az altalunk alkalmazott h6kondicionalas minden marker
esetében emelkedést mutatott a kontrollhoz képest, ami ivarérett korban a HSF1 és
miR-138-5P esetében szignifikans volt.

Tovéabbiakban megkezdtem a hokezelt és hdstresszelt hazitytkok utdd

megorzésehez sziikséges génbank létrehozasat. Ezt kovetden pedig ezen PGC-
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tenyészeteket, mint modell rendszert alkalmaztam a hdstresszel kapcsolt markerek
vizsgélatara. Eredményeim segithetik a PGC-tenyésztés és hosszutavi taroldsdnak
optimalizalasat. Mig az RNS szekvenaldssal, DNS metilacids mintézat elemzéssel és
gqPCR tesztekkel kapott adatok kiértékelésével és szakirodalommal valo ok-okozati
Osszefiiggések meghatarozasaval jarulhatok hozza az adaptacidos képességet
eredményez6 jelatviteli utvonalak feltarasahoz. Kimutattam, hogy a miR-92-3P
expresszidjara is hatdssal van a hostressz, ami igazolja a folyamatban valo jelenlétét.
A miR-138-5P expresszidja Osszhangban van a szoveti mintakban kapott
eredményekkel. Mindkét miRNS-nek target helye van a RUNX2 génen, amelyrél mar
beigazolddott, hogy szerepe van a héstressz indukalta Gtvonalakban, illetve az RNS
szekvenalas soran az altalam vizsgalt PGC RNS-ekben is kimutathaté expresszios
szintkiilonbség jellemzi. lgazoltam a DMRTL1 gén részvételét a hdstressz indukalta
jelatviteli utvonalakban, ezen gén esetében is kimutattam expresszios szint valtozast
hokezelést kovetden. Korabbi adatok szerint pedig a miR-138-5P ¢és miR6545
targettalja a DMRT1-et, amelyek expresszios szint valtozasa is beigazolodott az RNS
szekvenalas és qPCR vizsgalatok soran.

Munkam soran nyert informaciokkal (akar kozvetleniil a kezelt allatokbol, akar
kozvetve az utdd generacidbol) megerdsitettem a hazityuk esetében alkalmazhato
hékondicionalds hatdsossagat, amelynek idozitése fiatal korban a legoptimalisabb.
Eredményeim segithetik a gazdasagi termelés hatékony miikodését klimavaltozas

idejében, illetve a hazai hazityuk génbank bdvitését.
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9. Summary

The importance of poultry farming can also be measured in global terms, which
shows an increasing trend every year. Economic production meeting the increased
global consumption of poultry meat is becoming more and more difficult due to the
increased environmental temperature generated by global warming. Heat stress
negatively affects all reproductive, growth and production parameters. It is possible to
improve husbandry technology, either in terms of feeding or housing, but these
alternatives are finite. It has become necessary to help and improve the adaptability of
livestock. Production under industrial conditions has progressed from domestication
to targeted breeding for specific traits. However, this contributed to the loss of valuable
genetic material, which led to the disappearance of breeds.

As technology and research progressed, it became possible to carry out tests at
the genetic level. Information was revealed that can support the improvement of the
adaptability of poultry by being able to map the molecular pathways taking place in
the background, and in the case of domestic fowls, the long-term preservation of
genetic material can be achieved with the existence of primordial primordial germ cell
cultures. The use of PGC cultures in research can solve these two problems. Therefore,
creating varieties resistant to heat stress while preserving genetic material.

The adaptability of domestic hens can be improved by heat conditioning, which
we can also support with data obtained from molecular biological tests. It is possible
to directly study the flock that has undergone the treatments, by carrying out tests
based on DNA and RNA extracted from their tissues, as well as to examine the DNA
and RNA samples of PGCs established from the offspring of these animals.

During my research, I analyzed the brain tissue samples of domestic hens from
the heat conditioning experiment. It maps the expression of heat stress linked markers
described in the literature in addition to the experimental parameters set by our
research group. Based on my results, the heat conditioning we used showed an increase
for all markers compared to the control, which was significant for HSF1 and miR-138-
5P at puberty.

Furthermore, | started the characterization of PGCs established from the
offspring generation of heat-treated and heat-stressed domestic chickens, which helps
to create the gene bank necessary for the preservation of genetic material. After that, |
used these PGC cultures as a model system for the examination of heat stress-related
markers. My results can help to optimize the cultivation and long-term storage of PGC.
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While by evaluating the data obtained by RNA sequencing, DNA methylation pattern
analysis and qPCR tests and by determining the cause and effect relationships with the
literature, | can contribute to the discovery of the signalling pathways resulting in the
ability to adapt. | showed that the expression of miR-92-3P is also affected by heat
stress, which confirms its presence in the process. The expression of miR-138-5P is
consistent with the results obtained in tissue samples. Both miRNAs have a target site
on the RUNX2 gene, which has already been confirmed to play a role in pathways
induced by heat stress and is characterized by the difference in expression levels that
can also be detected in the PGC RNAs | examined during RNA sequencing. | also
confirmed the participation of the DMRT1 gene, and | also showed a change in the
expression level of this gene after treatment. According to previous data, miR-138-5P
and miR6545 target DMRT1, whose expression level changes were also confirmed
during RNA sequencing and gPCR tests.

With the information obtained during my work (either directly from the treated
animals or indirectly from the next generation), | confirmed the effectiveness of heat
conditioning for domestic hens, the timing of which is most optimal at a young age.
My results can help the efficient operation of economic production in times of climate

change, as well as the expansion of the gene bank of domestic chickens.
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