DOKTORI (PHD) ERTEKEZES TEZISEI

TOKODYNE SZABADI NIKOLETT

GODOLLO

2024



[MI/ANTIE

MAGYAR AGRAR- ES ELETTUDOMANYI EGYETEM

TYUKOK FIATALKORI HOKEZELESENEK HATASARA
LETREJOVO HOSTRESSZ INDUKALTA MIKRORNS-EK
EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA

DOI: 10.54598/004360

Készitette

TOKODYNE SZABADI NIKOLETT

GODOLLO
2024


https://doi.org/10.54598/004360

A doktori iskola
megnevezése: Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola
tudomanyaga: Allattenyésztés-tudomanyok

vezetoje: Prof. Dr. Szabd Andrés
MTA doktora, Tanszékvezetd, Egyetemi tanar
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Elettani és Takarmanyozastani Intézet

Elettani és Allategészségiigyi Tanszék

Témavezeto: Dr. Go6cza Elen
MTA levelezd tagja, Tudomanyos tanacsadé
Tanszékvezetod
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Genetika és Biotechnologia Intézet

Allatbiotechnologia Tanszék

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



1.

2.

Tartalomjegyzék

A munka elézményei, CEIKItUZESEK. ........cviviiiiiiiiiiii 4
ANYAZ €S MOUASZET ...ttt 6
2.1. A hazityuk kisérleti dllomany tartdsa és hokezelése............ccovvvrviriininnnne. 6
2.2. PG sejtek gylijtese, teNYESZIESE ..vvvvuriiiiiiiiiiiiieiiie et 7
2.3. PG sejtek karakterizalaSa ........cocvvveiiiviiiiiiiiiiie i 7
2.4, RNS 1Z0lAl4s €S CDINS T1aS.....cciiiiiieiieriieiee e 8
2.5, RNS SZEKVENALAS. .....coiiiiiiiiiiee e 9
2.6. Real-IME PCR ..ot 9
2.7. DINS IZOIAIAS ...ooiiiiiieiiieee s 9
2.8. Teljes genom biszulfit szekvendalas és metilaciés mintazat elemzés ......... 10
2.9. Statisztikai analiZis ..........ceriiiiiiiieiii i 10
Eredmények €és azok megbeszElE€se .........ooviiiiiiiiiiiiii e 11
Kovetkeztetések €s javaslatok..........coceiieiiiiiiiii 22
Uj tudomanyos eredmMENYek ..........coveeveeveerererererieeieeiesesssesesesssessessessessensees 26
PUDBIKACIOK ... 27



1. A munka elézményei, célkitiizések

A baromfitenyésztés jelentésége évrol évre nd az egész vildgon. Az ENSZ
Elelmezésiigyi és Mezbégazdasagi Szervezet (FAO - The Food and Agriculture
Organization) kimutatasai szerint a hazityukbdl eldallitott termékek uraltdk a piacot
2018-ban, az éves fogyasztas elérte a 114 millio tonnat (FAOSTAT, 2023). A vilagon
a leginkabb fogyasztott allati eredetli termékek a baromfitermékek, mivel nem
vonatkoznak rajuk vallasi vagy kulturalis korlatozasok (OECD-FAO Agricultural
Outlook 2020-2029, 2020). A leghatékonyabb allati fehérje eldallitasat teszi lehetové
a baromfihus és tojastermeld dgazat, amely kulcsfontossdgu gazdasagi szerepet tolt be
a mezOgazdasagi termelésben. Az egyre emelkedd mennyiségi igény mindségi

valtozasokat eredményezett a tenyésztésben és tartdstechnologidban.

Ezzel szimultan napjainkban vilagviszonylatban ndvekszik a kihalassal
fenyegetett és kihalt fajok szama. Ez a tény egyre inkdbb atalakitja az emberiség
szemléletét, elfogadotta valt a biodiverzitas fenntartasara vald torekvés, mind a
novény-, mind az 4llatvilagban. Ennek egyik fontos eleme a ritka gének

megmentésében €s megdrzésében nyilvanul meg (FAO, 2007).

A novekvo kereslet kielégitését a nagyiizemi termelés probalja kiszolgalni, amit
az éghajlatvaltozas kovetkeztében megemelkedett kornyezeti homérséklet nagy
mértékben nehezit (Thornton, 2010; Rojas-Downing et al., 2017). A kornyezeti
tényezOk, a hOmérséklet és a paratartalom valtozdsa hatdssal van az 4llatok
anyagcser¢jére ¢s a hdszabalyozéasi mechanizmusaira. A homeosztdzis fenntartdsa
energiaigényes folyamatok Osszessége, amelyet a kornyezeti tényezk kedvezdtlen
valtozasa tovabb novel, és egy hataron til az allatok elhullasahoz vezethet (Leinonen,
Williams and Kyriazakis, 2014). Az éghajlatvaltozas tehat az egyik olyan probléma,
amellyel az allattenyésztési agazatnak meg kell kiizdenie a kovetkezd években. Az
éghajlatvaltozds okozta negativ hatasok koziil a héstressz tekinthetd a

baromfitenyésztés legsulyosabb kdrnyezeti stresszoranak vilagszerte.

A kutatokat mar régota foglalkoztatja, hogy hogyan lehetne megoldani a tyukok
akklimatizalasat. Napjainkban mar szamos mérsékelt 6vi teriileten iS igen hossztak és
forrok a nyarak, ezért a hostressz okozta karok ma mar a hazai nagylizemek esetében
is jelentdsek. A jovo hatékony mezdgazdasdganak kialakitdsdban nagy szerepe lesz az
allatok fokozott adaptacios képességének (Nawab et al., 2018). A hostressznek jobban

ellendlld, illetve arra érzékeny tyuk fajtak molekuldris genetikai Osszehasonlito

4



vizsgalatara van sziikség. Az adatok tiikkrében optimalis fiatalkori hékezelési modszert
kidolgozva a magasabb kornyezeti homérsékletet is tolerdlni képes allomany lenne

kialakithato (Dunnington and Siegel, 1984; Loyau et al., 2016).

Kutatdsunkban a héazityukra, mint a baromfifélék modell allatara fokuszaltunk,
ahol a hdkondicionalast kovetden elvégeztiik a sziildi dllomanybol, illetve az utod
generaciobdl szarmazd szovetek molekularis biologiai elemzését. A sziiléi
generaciobdl nyert adatok segithetik a kezelések hatasara aktivaloddo molekularis
utvonalak megismerését, mig az utdéd generacid Osivarsejtjeinek, €s az azokbol
létrehozott Oscsirasejt vonalaknak a genetikai elemzése informacioval szolgalhat a

generaciokon atadodo 6rokldédési mechanizmusokrol.

Vizsgalataim sordn a hazitylkok hdadaptaciés képességének hatterében
meghtiz6d6é molekularis folyamatok feltérképezése volt a célom. Szerettem volna
megismerni olyan specialis hokezelési eljaras hatasara lezajlé molekularis
mechanizmusokat, amelyek segitik a magas kornyezeti hdmérséklet okozta stressz
kovetkezményeinek mérséklését, ezaltal javitjadk a kezelt baromfidlloméany hotlird

képességét.

Kutatasaim soran a kendermagos erdélyi kopasznyaku tyukfajta agyszoveti
mintaiban  megvizsgaltam a hodkezelés hatasara  aktivalodo  védekezési
mechanizmusokban szerepet jatszO messengerRNS-ek (MRNS) és mikroRNS-ek

(MiRNS) expresszios mintazatat.

Kutatdsom madsik fontos eleme a primordidlis csirasejtek, vagy mas néven
Oscsirasejtek, Osivarsejtek (PGC) tanulmanyozasa, karakterizalasa, és a létrehozott
tenyészetek hosszi tavi fenntartasa, 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.

Hosszl tava célom a hazai génmegOrzés segitése, Osivarsejt alapu génbank

létrehozasa és optimalis hosszl idejii tarolasa hazityuk esetében.

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

létrejovo epigenetikai valtozasok kimutatasat, azok 6rokdlhetéségének igazolasat is.



2. Anyag és médszer

2.1. 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.

A hokondicionalasi kisérlethez a kikelés utani els6 24 oraban a csibéket (n=60)
infravoros 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
hékondicionalas céljabol. A homérsékletet 38,5°C-ra, a paratartalmat pedig 60%-ra
allitottdk be 12 6ran 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) felébdl. 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, faforgacs és zeolit keverék almon, 16 oras vilagitas
mellett nevelték tovabb. Az ivoviz és a takarmany a teljes kisérlet soran ad libitum
elérhetd volt az éallatok szaméara. A mintavételhez a felndtt egyedeken nyaki
diszlokaciot alkalmaztak (K-F, n=9 és HK-F, n=12), az agytorzs és koztiagyi részt
Kivagtuk és RNAlater™ oldatot (Thermo Fisher Scientific, 145 Waltham, MA, USA)
tartalmazoé steril fagyasztd csévekbe (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.

A hostressz  kovetkeztében aktivalodo molekularis utvonalak
tanulmanyozasahoz tartozo allatkisérleteket is az NBGK-HGI munkatarsaival kozosen
végeztem. A kikelés utani els6 24 6raban a csibéket infravoros lampa ala helyezték
32°C-on nedvszivo papiralmon. Ezutan a 2 napos fiokak harmadat visszahelyezték a
keltetdgépbe hokezelésre. A homérsékletet 38,5°C-ra, a paratartalmat pedig 60%-ra
allitottak be 12 o6ran keresztiil. A tobbi csibét mélyalmon, ad libitum takarmanyozas
mellett, 32°C-on tartottak. Ezutan a hékondicionalt és kezelést nem kapott allatokat
azonos kortilmények kozott nevelték. Ivarérést kovetden (23 hetesen) a hdkondicionalt

csoport (heat treatment and heat stressed — HTHS) és a kezelést nem kapott allatok



felét (heat stressed - HS) hostresszelték, 30°C-on val tartassal 12 hétig, egy 1égtérben,
faforgacs és zeolit keverék almon, 16 oras vilagitas mellett, a takarmany és viz ad
libitum elérhet6 volt. Azok az allatok, amelyek nem kaptak sem hd-kondicionalast sem
héstresszt, azokat tekintették kontroll (K) csoportnak. Az utdéd generacié vizsgalatdhoz

a megtermékenyitett tojasokat a harom csoportba sorolt hazitytukoktol gyiijtotték.

2.2. PG sejtek gyiijtése, 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. A kiindulds a hékezelési
kisérletben részt vett kendermagos erdélyi kopasznyaku tytkok tojasai voltak (47 db),

amelyekbdl 26 primordialis ivarsejtvonalat sikeriilt 1étrehozni.

Lehetdségem volt ezeknek a mélyhiitott sejttenyészeteknek a felolvasztasara,

majd tovabbtenyésztésére és azok vizsgalatara.

2.3. PG sejtek karakterizalasa

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
eredetli vonallal (két himivara M1: #508-ZZ; M2: #512-77 és két n6i ivart 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 et al., 2021).

A lemezt egy beépitett inkubatorral rendelkezé ImageXpress Micro XLS
késziilékbe helyeztem és annak High-Content Screening képalkoto rendszere végezte
napon keresztiil készitett felvételekkel végeztem az adatok kiértékelését. Peldaul a
harmadik napon a proliferacios ratat tigy szamitottam ki, hogy a harmadik napon
megszamlalt atlagos sejtszamot (h76) elosztottam a masodik napon (h52) mért

értékkel. Osszehasonlitottam a kontroll és a kezelt vonalak proliferacids ratajat az elsd



napon (28 ora/4 6ra), a masodik napon (52 6ra/28 6ra) és a harmadik napon (76 6ra/52

ora).

Immunfestés

A kendermagos ¢és fekete erdélyi kopasznyaku tyuk eredetli sejtvonalakon
elsédleges és masodlagos ellenanyaggal immunfestést végeztem. A fixalast kovetéen
az elsédleges ellenanyagokat (SSEA-1, CVH, DAZL, P63) kiilonb6z6 kombindcidban
alkalmaztam. A kovetkezé napon 0,01%-0s BSA-PBS-el lemostam az elsédleges
ellenanyagokat, majd ramértem a masodlagos ellenanyagokat (anti-egér(m)-lgM-
D549(r), anti-nyul(rab)-1gG-A488) (minden esetben hagytam egy-egy negativ
kontrollt). Egy d6raval az els6 mosast kovetéen (0,01% BSA-PBS, RT, 5 perc) mindkét
vonal minden cseppjére To-Pro-3 sejtmagfestéket vittem fel. A lemezeket lefedtem és

sOtétben taroltam a Leica konfokalis (TCS SP8) mikroszkdppal torténd fotdzasig.

2.4. RNS izolalas és cDNS iras

Az RNS izolalasa a h6kondicionalasi kisérletben a kontroll és hOkezelt csibék,
illetve a kontroll és hdkezelt ivarérett kakasok €s tyukok agyszovetébdl tortént. A
TRIzol®-ba (#15596026, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) legytijtott 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 fejlédo,
HH14-16-o0s fejlettségi allapoti embriokbol létrehozott PGC tenyészetek sejtjeibdl
tortént. A lizis pufferben gylijtott PGC mintdkat tartalmazo fagyasztd csoveket 90
masodpercre 37°C-os vizfiirddbe téve felolvasztottam, majd a PG-sejtekbdl
RNAqueous™ Total RNA Isolation Kittel, a protokoll alapjan elvégeztem az RNS

crer

Thermo Scientific, UV-Vis) spektrofotométerrel mértem.

A gqPCR vizsgédlatokhoz az RNS-bdl 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.

2.5. RNS szekvenalas

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

2.6. Real-time PCR

A hoékezelés hatasara indukalodd 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 (T6th et al., 2021).
Az mRNS expressziok vizsgalatahoz az el6zdleg elkészitett cDNS oldatokbol 0,75pul-
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 mixbdl 14pl-t mértem Ossze. Minden minta/primer esetében 3
parhuzamos mérést végeztem. Belsé kontrollként (haztartasi génként) GAPDH-t
alkalmaztam, illetve a vizsgalando markerek esetében a szakirodalomban is leirt
primer parokat (HSP70, HSP90, HSF1, HSF2, HSF3, HSF4, miR-92-3P, miR-138-5P)
hasznaltam (Kisliouk, Yosefi and Meiri, 2011; Xie et al., 2014).

2.7. DNS izolalas

A DNS izolalasa a harom kezelési csoportbél HTHS, HS ¢és K szarmazo tytkok
2,5 napos tojasaiban fejlédd, HH14-16-o0s fejlettségi allapotd embridkbol 1étrehozott
PGC tenyészetek sejtjeibdl tortént. 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 izoléalas sordn kapott DNS mintdk

crer

mértem.



2.8. Teljes genom biszulfit szekvenalas és metilaciés mintazat elemzés

A sejtvonalakbdl kapott DNS mintak metildciés mintdzatanak 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 metilaciés adatok elemzését Dr. Liko Istvan (UD-GenoMed Medical Genomic
Technologies Kft.) végezte a kezelési csoportonként (HS, HTHS) Gsszeallitott ivari
(ZW —nbi, ZZ — himivara) pool DNS mintakbol (HS-ZW, HTHS-ZW, HS-ZZ, HTHS-
Z7).

2.9. Statisztikai analizis

A célgén expresszidjat, vagy repressziojat a belsd kontrollgénhez viszonyitva
minden mintaban GenEx 7.0 program (MultiD Company) segitségével szamitottam Ki
a2 22 m¢odszer hasznalataval (Rao és mtsai., 2013). Belsé 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 reakcio ACt értékeit a (Cteeigen — Clbelss kontroll) képlet alapjan
normalizaltam, majd a ACt értékek atlagait (atl. ACtgen) hataroztam meg. A AACt

értékek meghatarozasa soran a kezelt mintak (atl. ACtgsnkezelt) értékeit a kezeletlen

kontrollhoz (éltl Actgén-kezeletlen) normalizaltam (é.tl Actgén-kezelt - atl. Actgén-kezeletlen).

Az adatok kiértékelését GenEx 7.0 szoftver segitségével végeztem. ANOVA
analizist kovetden 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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3. Eredmények és azok megbeszélése

Sziil6i generacio molekularis biolégiai vizsgalata

A gPCR vizsgalatokat kezelésenkénti (K-kontroll; HK-hékondicionalt) pool
mintakkal (1. abra), illetve egyedi hazitytk agyszovetmintakkal végeztem, amelyeket
kezelésenként (K; HK) és ivar szerint (H-himivart; N-ndivarti) abrazoltam csibe (C),
illetve ivarérett/felnétt (F) korban. Minden marker expresszidja (HSP70, HSP9O,
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) (2. abra) a hdékondicionalas
hatasara (Tokodyné Szabadi et al., 2024).

Kezelésenkénti pool mintak -

marker expresszidja
10
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1. abra: 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
kiisz6bértékre van sziikség, azonban ennek pontos értéke még nem tisztazott (Tanabe
etal., 1997). Mivel akut hokezelés esetén a HSF-ek kifejezodésének 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 befolyésolja a hdstresszel

kapcsolt markerek kifejezddését.

HSF1
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= 1,50
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(n=3) (n=4) (n=2) (n=4) (n=3) (n=4) (n=3) (n=4)

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

Megvizsgaltam két hostresszel kapcsolt mikroRNS (miRNS) (miR-92-3P, miR-
138-5P) expresszids mintazatat is, kezelt (HK) és nem kezelt (K) csibe (C) és
ivarérett/felndtt (F) hazitylkok agyszovetében. A miR-92-3P és a miR-138-5P
csokkent expresszioja figyelhetd meg az ivarérett koru hdkondicionalt csoportokban a
kontrollokhoz viszonyitva (3, 4. abra). Ahhoz, hogy megtudjam, hogy ezek a
kiilonbségek szignifikansak-e, elvégeztem az analizist ivar szerint poolozott egyedi
RNS mintakbol is. Ezt kdveten azt talaltam, hogy a miR-138-5P expresszié csak az
ivarérett kakasok esetén mutatott szignifikansan alacsonyabb (p= 0,0043) szintet a
hékondicionalt egyedekénél (HK-F-H), a kontrollhoz (K-F-H) képest (5. abra). Az
egyedi RNS mintakbol készitett mérési eredmények jol atfednek a pool RNS
mintakkal kapott eredményekkel (Tokodyné Szabadi et al., 2024).
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. abra. Kezelésenként poolozott (K-kontroll; HK-hékondicionalt) csibe (C) és
ivarérett/felnott (F) hazitytkok agyszovetmintaiban mért miR-92-3P marker

expresszidja.
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. abra. Kezelésenként poolozott (K-kontroll; HK-hékondicionalt) csibe (C) és
ivarérett/felnott (F) hazitytkok agyszovetmintaiban mért miR -138-5P
marker expresszidja.
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5. abra: A miR-138-5P marker expresszidjanak értékei az egyedi mintakban,
amelyek kezelés (K; HK) és ivar szerint (H-himivaru; N-ndivara) lettek
abrazolva a csibe ¢€s ivarérett kort allatok esetén, ahol a p < 0 05 értékeket
vettem szignifikansnak (xp < 0 05).

Hazityakban a miR-138-5P f6 funkcidja a testhd szabalyozasért felelds
jelatviteli utvonal szabalyozasa. Szakirodalomi adatok alapjan a miR-138-5P szerepe
a hipotalamikus neurogenezis szabalyozasaban (Kisliouk, Cramer and Meiri, 2014)
alapvetd, ugyanis a miR-138-5P kotédik a Reelin (RELN) 3’UTR régiojahoz, ennek
kovetkeztében gatolja a RELN expressziojat, ami eldsegiti a neurondlis sejtvandorlast.
Ez a megallapitas magyarazattal szolgal a hokezelés elvégzésének 1ddzitésére is, mivel
madarak esetében fiatal korban még aktiv a neuroplaszticitas (Kisliouk, Cramer and
Meiri, 2014). A kutatocsoportunk altal alkalmazott hékondicionalas mellett ki tudtam
mutatni a miR-138-5P expressziot a kontroll allatok agyszovetében, amely ivarérett
korban szignifikdnsan magasabb (himivarban p= 0,00000016, néivarban p= 0,0186) a
csibékhez képest. Az altalam vizsgalt miRNS-ek expresszios szintje a hdkondicionalas
hatdsara csokken ivarérett korban, ami igazolja a csibe korti hdékondicionélas

hat4sossagat.
Utod generacio molekularis bioldgiai vizsgalata
A mikroRNS gatlas hatasa PGC-kben

Ebben a vizsgélatban a sejtvonal karakterizalashoz fekete erdélyi kopasznyaku
tyukfajta két himivara (M1: #508-ZZ; M2: #512-77) és két ndivaru (F1: #509-ZW;
F2: #513-ZW) PG-sejtvonalat hasznaltam. Ezeknek a sejtvonalaknak a sejtszamat
harom napon keresztiill 4 oranként mérte egy beépitett inkubatorral ellatott XLS

késziilék, Imaging rendszerrel. Meg szerettem volna vizsgalni a PGC-k proliferacios
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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
egyiittes (5P/3P gatlas) alkalmazasat kovetden.

Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy a kisérlet harmadik napjan az SP-vel
és 3P-vel valdé gatlas minden sejtvonal esetében drasztikusan csokkentette a
proliferacios ratat a kontrollhoz képest, azonban a gatlas idoskalaja eltérd volt ezekben
a sejtvonalakban. Tehat a 6. abra a proliferacios ratak 6sszehasonlitasat mutatja a 3.
napon. Lathato, hogy a kontroll mintak szignifikdnsan nagyobb proliferaciét mutattak
az M2, F1, F2 esetében (6. abra, b, ¢, d) a kezelt mintakhoz képest. Az M1 PGC-k nem
mutattak kiilonbséget a kontrollhoz képest az SP/3P gatlas utan (6. abra, a) (Lazar et
al., 2021).

A harom napos tenyésztést kovetden fixdltam a vonalakat és immunfestést
végeztem, ami azt is mutatja, hogy a kiilonb6z6é kombindcidban gatolt vonalakban
membrandifferencialodas jelentkezett, amik a festés alapjan csak citoplazmat
tartalmaznak, tehat ezek citoplazma holyagosodasok, nuklearis degradaciéo nem volt
megfigyelhetd. A legtobb holyagos sejt az SP gatlas kezelésnél jelentkezett (6. abra, e,
f, g, h) (Lazar et al., 2021).

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalataiban beszamolt arrdl, hogy a gga-miR-
302b-5P magasabb expressziot mutatott a gga-miR-302b-3P-hez képest a magasabb
proliferacios rataval rendelkezé 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 tapasztalhat6 volt (Lazar et al., 2021).
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6. abra: Az M1 (a), M2 (b) (ZZ genotipus) és F1 (c), F2 (d) (ZW genotipus)
PGC-vonalak proliferacids sebességének 6sszehasonlitdsa a 3. napon. Az
immunfestést SSEA1-gyel (piros), CVH-val (z6ld) ¢s TO-PRO™-3
magfestéssel (kék) végeztem. A nyilak a sejtfelszinen 1év6 holyagokat

Ez az eredmény Osszhangban 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-5P miRNS szerepét a PGC-k in vitro ¢és in vivo

crer

proliferacios rata csokkenését a gga-miR-302b-5P és gga-miR-302b-3P gatlasa utan

(7. abra).



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

— gga- e gga- P
miR-302b-5P ; miR-302b-3P
5P és 3P

5P gatlas gatlds * 3P gatlas
RASGRF2 NLK MAP3K4 ELK4 E2F7 LATS2 TRPS1 MAP3KI4
kontroll 5P gatlas 3P gatlas  SP/3P gatlas
Sejt proliferacios rata  ++++ + ++ +++
Apoptotikus rata ++ + ++ ++++
Sejtmembran ) S — g

elvaltozasok

7. abra: A gga-miR-302b-5P és gga-miR-302b-3P legrelevansabb célgénjei,
korabban kozolt adatok alapjan (Cataldo és mtsai., 2016; Lazar és mtsai.,
2018; Sun és mtsai., 2015).

Hokezelt hazityikok embridibol alapitott PGC-k molekularis diagnosztikai

felhasznalasa a jelatviteli utvonalak feltarasahoz

A kutatocsoportunk 4ltal alapitott kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk
eredetli PGC-vonalakat kutatdsomban molekularis diagnosztikai vizsgalatokhoz
hasznaltam fel. A PGC-kbdl szarmazé6 RNS mintakat kezelési csoportonként
pooloztam, majd megszekvenaltattuk. Az eredményeket 6sszegzé heat map abra az
RNS szekvenaldssal detektalt, stresszvalaszban megvaltozott expresszioji géneket
tartalmazza. Ahol a bal oldali oszlop a hdstresszelt csoportbol (HS) szarmazé PGC
mintdkban mért expresszids értékeket szinintenzitassal jelzi a kontroll (K) értékekhez
viszonyitva, mig a jobb oldali oszlop a hdkondicionalt és hdstesszelt csoportbol
(HTHS) Ilétrehozott PGC mintdk adatait szintén a kontrollhoz (K) viszonyitva. A
vilagos szin az adott gén esetében kimutatott expresszids szint novekedését, a sotét
szin az expresszios szint csokkenését jelzi (8. abra). RNS szekvenalassal tobb olyan
gén esetében is kaptunk expresszios szintvaltozast, amelyek a szakirodalmi adatok
alapjan (Tavares et al., 2018) is fontos szerepet jatszanak a hdstressz soran aktivalodo
molekularis folyamatokban. A miR-6545, a RUNX2 és ENDOG, amelyek eltérd

mértékben expresszalodnak a hékondicionalt, majd hdstresszelt hazityukok, illetve
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csak hdstresszelt allatok embridibol szarmazd PG-sejttenyészetekben. Elmondhato,
hogy a kutatocsoportunk altal alkalmazott héhatas, illetve héhatasok valtoztattdk meg

a génexpresszios mintazatot.
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8. abra: RNS szekvenalasi adatok heat map abréaja.

A PGC-kbdl szarmazé DNS mintékat kezelési csoportonként €s ivarok szerint
pooloztam, majd elkiildtiik teljes genom biszulfit metilacios szekvenalas analizisre
(WGBS).

Az RNS szekvenalds alapjan a miR-6545 expresszidjat befolydsolja a
hékondicionalas. A miR-6545-nek target helye van a DMRT1 génen (Prastowo and
Ratriyanto, 2021), tehat jelenléte vagy hianya hatassal van ezen gén kifejez6désére.
A heat map abran a DMRT1 metilacids mintazata kezelésenként és ivar szerinti poolok
esetében vannak feltlintetve, ahol a vOrds részek erdsen metilaltak, mig a sarga
régiokon aktiv a géndtiras. Jol lathato, hogy kiilonbség van a metilezettség mértékében
szemben, amit a gén lokalizacidja is megerdsit, mivel a DMRT1 gén a Z ivari
kromoszoman talalhat6. Valamint a HTHS csoportban alacsonyabb a metilezettség a
HS csoportokhoz képest, tehat a HTHS csoportban magasabb a DMRT1 gén

expresszioja (9. dbra).
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9. éabra: A WGBS analizis soran kapott metilaciés mintazat a DMRT1 genomi
régidin, a kezelési csoportokban (HS, HTHS) ivarok szerint (ZW, ZZ).

Az, hogy az utddokban megjelend genetikai valtozasok ténylegesen epigenetikai
oroklédés eredménye, tovabbi molekularis biotechnologiai moddszerekkel valo
megerésitést tett sziikségessé. Ennélfogva megvizsgaltam szamos fejlodés-specifikus
(miR-92-3P, miR-6545, DMRT1) és hdstresszel kapcsolt (miR-138-5P) marker
metilacidés mintazatat a kisérletben részt vett hazityukok utéd generacidjabol alapitott
PGC-tenyészetek DNS mintdinak teljes genom biszulfit metilacios szekvenalassal
kapott adatokban. T6bb gén esetében is eltérést talaltam a CpG metilacids mintdzatban
(miR-92-3P, miR-138-5P, miR-6545, DMRT1), amelyekr6l mar vannak szakirodalmi
adatok, hogy szerepet jatszanak az embrionalis fejlodést szabalyzo folyamatokban és
a hoéstressz altal aktivalt molekularis jelatviteli Gtvonalakban (Tavares et al., 2018).
Masok a miRNS-ek és mRNS targeteik kapcsolatat irtak le adatbazis elemzéseket

kovetden, €s azt talaltak, hogy szamos miRNS-nek target helye van a hazityak DMRT1
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génen (Dunislawska et al., 2021; Prastowo and Ratriyanto, 2021). Ebbdl a listabol a
mi kisérleti mintainkban a miR-92-3P, a miR-138-5P és miR-6545 esetében talaltunk

metilacios mintazatbeli valtozast.

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

Megvizsgaltam ivarsejt-specifikus (CVH, PouV, Dazl) markerek, illetve
héstresszel kapcsolt (miR-92-3P, miR-138-5P, DMRT1) markerek expresszios
mintazatat a kisérletben részt vett hazityikok utéd generacidjabol alapitott PGC-
tenyészetekben. A CVH (10. ébra, A) és PouV (10. dbra, B) markerek expresszioja
ivari kiilonbséget mutatott, mig a Dazl (10. abra, C) egyenletes kifejez6dését talaltam
minden csoportban, mindkét nemben. A hdhatas altal befolyasolt gének koziil a miR-
92-3P, miR-138-5P és a DMRTL1 (10. abra, D, E, F) esetében expresszios szintvaltozast
talaltam. Ezen expresszios szintvaltozdsok szignifikéns eltérésének megerdsitésére

tovabbi vizsgalatokra van sziikség.
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alapitott PGC-tenyészetekben vizsgalt ivarsejt-specifikus markerek (a) CVH,
(b) PouV, (c) Dazl, illetve héstresszel kapesolt (d) DMRTL, (e) miR-92-3P
és (f) miR-138-5P markerek expresszios mintazatat 6sszefoglald oszlop

diagrammok.
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4. 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 ellenallosdga drasztikusan lecsokkent. A magas
kornyezeti homérséklet 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 jelentsebb része a kozvetett védekezési stratégiakra Gsszpontosit, a
tartdstechnologia optimalizaldsa ¢és taplalékkiegészitok alkalmazasanak hatésait

elemzik (Benton et al., 1998; Daghir, 2009; Varasteh et al., 2015).

A kozelmultban Gjabb modszerek is eldtérbe kertiltek, ideértve a baromfifajtak
genetikai marker alapu kivalasztasdt. A molekularis technikdk hasznalata a
baromfitenyésztésben egy fenntarthaté gazdasagot eredményezhet (Rajkumar et al.,
2011; Felver-Gant et al., 2012).

A biotechnologia, illetve genomika teriiletén zajlé fejlesztések egyre inkabb
eldsegitik a gyakorlatban zajlo tenyésztdmunka sikerességét. Napjainkban mar
rendelkezésiinkre all a teljes tytk genom szekvencia, tobb millid, mar azonositott
egyedi nukleotid polimorfizmussal (Hillier, 2004; Wong, 2004). Azonban fontos
megjegyezni, hogy a genomanalizisek nem fogjak kivaltani a hagyomanyos szelekcios
modszereket, sokkal inkdbb a kettd szoros egylittmiitkodését teszik lehetévé a
hatékonysag novelésével. Az innovéciora, mint lehetdségre kell tekinteni, ami akar
egy jol miikodd haldzatta kovacsolhatna a vallalkozas — oktatas — kutatés és fejlesztés
intézményeit (Horn, 2008).

A molekularisbiologiai eszkozok eldsegitik a jelatviteli utvonalak, élettani

crer

valtoz6 éghajlathoz (Borges et al., 2004; Cheng et al., 2015; Wang et al., 2015).

Hdstresszre aktivalodo valaszreakciokban a HSP-k szerepe mar bizonyitott. A
HSP-k expresszidja novekszik, fehérjekarosodds megakadalyozasara irdnyuld
jelatviteli utakat indukal (Xie et al., 2014; Murugesan, Ullengala and Amirthalingam,
2017). A legujabb kutatasok kiemelik az epigenetika adaptacios elényeit (Deans and
Maggert, 2015; Li et al., 2015) a hékondicionalas soran (Kisliouk, Cramer and Meiri,

22



2017), azonban ennck a kezelésnek az optimalizalasahoz még tovabbi kisérletekre van
sziikség, illetve a HSP-k és mas a hdszabalyozasban szerepet jatszo molekularis
jelatviteli utvonalak kozotti kolcsonhatas részletesebb megismerése is fontos. Ezt
kovetden lehetséges lenne egy minden fajtdra egységesen alkalmazhatd eljaras

kidolgozasara.

A szakirodalomban mar tobb kiillonb6z6 kombinacidoban alkalmaztak hdokezelést.
Alkalmaztdk 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
hékezeléssel elért hatashoz viszonyitva (Xie et al., 2014).

Korabbi kutatasaink eredményei alapjan elmondhat6é, hogy a reproduktiv
tulajdonsagok a kontrollhoz képest kevésbé romlottak hdstressz esetén, ha elézdleg
hékondicionalast alkalmaztunk. A tojdstermelés ardnya is szignifikansan magasabb
volt a hdkondiciondlt csoportban hdstressz esetében, mint azoknal az allatoknal,
amelyek csak hdstresszen estek at (Anand et al., 2016; Téth et al., 2021). Kutatasaim
soran megerdsitettem azon allitast, miszerint a hékondiciondlas javitja az életképes

embriok ardnyét a hazityukokat ért hdstresszes koriilmények kozott.

Ugy gondolom, hogy a miRNS-ek kifejezGdési mintazatdban a hdkezelés
hatasara 1étrejovo valtozasok kozvetlen informacidval szolgélhatnak az allatok
adaptacios képességének hatterében meghuzodd molekularis folyamatokrol (Gebert
and MacRae, 2019; Safdar and Ozaslan, 2023). Ezek az eredmények alatamasztjik a
fiatal korban torténd hdkondicionalas fontossagat. Tehat a hokezelési eljarés

optimalizalasaval javithatjuk a hazitytk adaptacids képességét.

A PGC-k karakterizalasahoz megvizsgaltam az Gssejt specifikus miR-302b-5P
¢s MiR-302b-3P sejtproliferaciora és apoptozisra gyakorolt hatasat, miRNS gatlason
alapuld technika alkalmazasaval. A miR-302 antagomirokkal (anti-miR) torténd
gatlasa a hESC-k, hiPSC-k 6nmegujulasi sebességének csokkenését eredményezte,

amit sejtkolonia-képzodést detektalod assay-t alkalmazva igazoltak (Wu et al., 2019).

Napjainkban egyre tobb kutatds irdnyul az akklimatizacioés tulajdonsag
orokolhetéségének meghatarozasara, ami az ivarsejtekben létrejové epigenetikai
valtozasok atadasan keresztiil valosulhat meg. Az adaptaciot tobb gén is befolyasolja,
vannak dominansan és recessziven 6roklddo gének is. Vannak gének, amelyek nemhez
kototten oroklddnek, mint az altalam is kiemelt DMRT1 gén. A DMRT1 gén a Z ivari

kromoszéman helyezkedik el (Prastowo and Ratriyanto, 2021), igy a n6éi vonalon
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néhany generaciot kovetden csokken az allomany adaptacios képessége ismételt

hékondicionalas nélkiil.

Mivel ezen képesség orokolhetdségét a metilacids mintazat vizsgéalatokban is
igazoltuk, ugy gondoljuk, hogy epigenetikai 0Oroklodés Ilehet az oOroklodés
meghatarozoja. Az epigenetikai mintdzatot az egyedi ¢€let folyaméan is sok paraméter
befolyasolja. Hidba mutathatdo ki tobb generacion keresztiill a kezelés hatdsara
kialakulo ellenalld képességet meghatarozd metilacids mintazatok, a ténylegesen
gazdasagilag hasznos fenotipus stabilan tartdsdhoz a kezelést egy két generaciot
kovetden ismételni sziikséges.

A transzgeneracids epigenetikai atvitel egyik generaciorél a masikra, csak akkor
megkérddjelezhetetlen, ha a hatast az F3 generacioban vagy azon tal észlelik (Skinner,
2011). Emldsokben endokrinologiai jelatviteli ttvonalak tanulmanyozasa soran
igazoltadk, hogy a sziiléi generacion alkalmazott kezelések hatdsa az F3 generacid
egyedeiben is kimutathaté (Anway et al., 2005; Wolstenholme et al., 2012).

Kutatasom sordn a PG-sejttenyészeteket, mint modell rendszert alkalmaztam,
amellyel meghatarozhatébak a hokezelés hatdsdra végbemend molekularis
folyamatokat az utdéd generdcioban. A PG-sejttenyészetek tenyészetbe vételét és
fenntartasat a génbank bdvitése mellett ezen biotechnologiai vizsgalatokra is
felhasznaltam. Modellrendszerként valé alkalmazdsa lehetdséget nyujtott szdmos
molekularis folyamat vizsgalatdra, mint példaul az epigenetikai moddosulasok

feltarasa, amely a sziil6i generaciot ért kezelések hatasara ment végbe.

Mindent Gsszevetve a hdkondiciondlds ¢€s hdstressz az Osivarsejtekben is
kimutathatd génexpresszios szintvaltozasokat idéz eld, ami arra utal, hogy a kezelés
okozta epigenetikai valtozdsok az wutdd generacidkra atadodnak. Tehat a
kutatocsoportunk altal alkalmazott kisérleti paraméterek mellett is ki tudtam mutatni a
hdstressz soran szerepet jatszd faktorok expresszids szintvaltozasat az utod

generacioban is, ami alatamasztja az allatok adaptacios képességének 6roklodését.

A kutatdsunk eredménye gazdasédgilag is hasznosithatdo hazityuk esetében. A
hokezelési rendszer gyakorlati alkalmazhatosaga elérhetd, ugyanis az altalunk hasznalt
hékezelési protokoll nem igényel nagyobb 6sszegli beruhdzast, nem kell alkalmazni
taplalékkiegészitoket €s vakcindkat, amelyek felhalmozodhatnak a htisban €s tojasban.
A gazdasagi igényeket kiszolgald telepeken ipari méretli keltetd gépeket hasznalnak,
igy a hokezelés kivitelezése lehetséges ezekben a gépekben, azaltal, hogy a kikelt

csibéket két napos korukban visszahelyezziik, 12 6rara 38°C-ra 60%-os paratartalom
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mellett, biztositva az ivovizet és taplalékot. A hokezelést kovetden lehetne folytatni a

normadl csibenevelési protokollt.

Ha a hokezelési protokoll més hazitytk fajtdk, illetve mas baromfi fajok
esetében is alkalmazhat6 lenne, biztositva lenne az, hogy eredményeink széles korben
is hozzajarulhassanak a gazdasagi termelés hatékonysaganak noveléséhez. Tehat
kozvetlen segitheti a hdékondicionalt allatok adaptacidos képességét, novekedési

paraméterekre, €s a tojastermelésre nézve.

Tovéabbiakban, hogy az allatkisérletekben felhasznalt allatok szamat csokkenteni
lehessen, egy in vitro hokezelési eljaras kidolgozasat tervezziik a PGC tenyészeteken
végezve a hokezelést. Ennek segitségével, a hokezelés hatasara a molekularis
jelatviteli itvonalakban 1étrejovo valtozasok allattkisérlet nélkiil is tanulméanyozhatok

lehetnek.
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5. Uj tudomanyos eredmények

. lgazoltam, hogy az el6zetes hokondicionalas hatassal van tobb hdstresszel kapcsolt
gén kifejezodésére hazityuk agyszovet mintakban. A HSP70 és HSP90 expresszid
minden csoportban emelkedett a hdkondicionalas hatdsara, 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
expresszidja szignifikans emelkedést mutatott ivarérett korban, a himivara
egyedekben, a hékezelés hatasara.

. Kimutattam a miR-138-5P expresszio szignifikans csokkenését az ivarérett
himivari egyedek agyszovetében, ezzel igazolva a 2 napos kori hékondicionalas
hosszu tavh hatésat.

. 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 genotipusi PGC-K esetében.

. A PGC tenyészeteket, mint modell rendszert alkalmaztam a hokezelés és hostressz
kapcsolt markerek kimutatasara. Igazoltam, hogy a miR-92-3P expresszidja ndi
ivarban hdstressz hatasara nd, 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.

. A PGC tenyészetek esetében igazoltam, hogy az Aaltalunk alkalmazott
hékondicionalast kdvetéen a DMRT1, RUNX2, miR-6545 expresszids szintje
szignifikdnsan megemelkedett.

. lgazoltam, hogy a hdkezelt hazityukok embri6ibol 1étrehozott PGC tenyészetek
tenyészetekben mérthez képest. A metilacios szint csokkenés kovetkeztében a
DMRT1 expresszidja megndtt, amit a qPCR, illetve az RNS szekvenalas
eredményei is aldtdmasztottak. Ezzel igazoltam, hogy az ivarsejtekben a hdkezelés
hatasara létrejott epigenetikai valtozas hatasa az utdd generacioban is kimutathato.
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