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2. JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

két, kisméretii inhibitor molekula (two small-molecule inhibitors)
madar leukozis virus, ,,J”” alcsoport (Avian leukosis virus subgroup J)
blasztodermalis sejt (blastodermal cell)

csont morfogenetikus fehérjecsalad tagja (bone morphogenic protein 4)
szarvasmarha szérum albumin (bovine serum albumin)

Buffalo patkany maj sejtvonal (Buffalo rat liver cell line)

hazityuk embrionalis fibroblaszt (chicken embryo fibroblast)

hazityuk embrionalis dssejt (chicken embryonic stem cell)

halmozottan eléforduld, szabalyos kozokkel elvéalasztott palindromikus ismétlédések

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

Héazityuk VASA homoldg (chicken VASA homologue, DEAD-box helicase 4)
tavoli voros fluoreszcens festék

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

Eyal-Giladi és Kochav féle embrionalis fejlodési stadiumok

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

szarvasmarha magzati savo (fetal bovine serum)

fibroblaszt ndévekedési factor 2 (fibroblast growth factor 2)

ivarszervi PGC, ivarszervi éscsirasejt (gonadal PGC, gonadal germ cell)
Hamburger és Hamilton féle embrionalis fejlédési stadiumok

Definitiv endoderma induktor-1 kis molekula (inucer of definitive endoderm 1)
inzulinszer(i novekedési faktor 1 (insulin-like growth factor 1)

indukalt pluripotens 6ssejt (induced pluripotent stem cell)

Interquartilis terjedelem (Interquartile range)

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

cytokine)



PBS foszfat pufferes sooldat (phosphate-buffered saline)

PFA paraformaldehid (paraformaldehyde)

PGC Osivarsejt, Oscsirasejt, primordialis csirasejt, PG sejt (primordial germ cell)

SSEA-1 stadium-specifikus embrionalis antigén-1 (stage-specific embryonic antigen-1)

TALEN transzkripcids aktivator-szert effektor-nukledz (transcription activator-like effector
nucleases)

TO-PRO™-3 tavoli voros fluoreszcens festék

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



3. BEVEZETES ES CELKITUZESEK
3.1. Bevezetés

Bolygonk népessége az elmult évtizedekben is jelentésen novekedett. 2021-ben
megkozelitette a 7,8 millidrdot, mig ez a szdm 2000-ben még csak 6,1 milliard f6 volt. Ez a
nagyaranyl népességnovekedés az emberiség novekvo teriilet- €s élelmiszerigényére is hatéssal
van. Az élelmiszerhiany elkeriilése érdekében a mezGgazdasagi termelés egyik elsédleges célja a
megtermelt  élelmiszer mennyiségének olyan {itemii novelése, mely 1épést tart a
népességnovekedés temével. Mivel azonban a névénytermesztésre és allattartasra hasznalhatd
tertletek nagysaga behatarolt, igy nem elegend6 a ndvénytermesztésre hasznalt tertiletek és az
allatalloméanyok létszdmanak ndvelését célul kitlizni, sokkal inkabb a termelés hatékonysaganak
novelését kell szem el6tt tartani (Baile, 2000). Az allati termékelballitas novelésére iranyuld
intenziv szelekci6 és a minél nagyobb hdaskihozatalt célz6 keresztezési programok a
baromfitenyésztésben is a génallomany erézidjahoz vezettek, mivel ez a stratégia nem koncentralt
a génmegodrzési szempontokra (Bessei, 1989). A genetikai diverzitas csokkenése globalis jelenség,
melynek egyik sajnélatos oldala, hogy az intenziv fajtak térhdditasaval héattérbe szorulnak az
6shonos — tobbek kozott baromfi — fajok/fajtak is.

A folyamat megallitdsa vilagméreti 6sszefogést és egyuttmiikodést igényelt. Ennek
tudatdban dolgozta ki a biologiai sokféleségrol szoldé egyezmenyt az ENSZ (,,Convention on
Biological Diversity ), amit 1992-ben Rio de Janeiroban a Kornyezet és Fejlédés Konferencian
hozott nyilvanossagra. Az egyezményt 168 allam - beleértve Magyarorszagot is — irta ala. Az
egyezményt Magyarorszagon az 1995. évi LXXXI. térvény hirdette ki. Az egyezményben tébbek
kozott elfogadasra kerult az a tétel, hogy a haziallatok is hozzatartoznak a vilag bioldgiai
sokféleségéhez. Ezen feliil azota tobb vilagszervezet foglalkozott a problémaval, és célul tiizte ki
annak hosszutava és hatékony megoldasat (Konferencia a globalis felmelegedésrél, Haga, 2000;
ENSZ Vilagcsucs-konferencia a fenntarthaté fejlodésrol, Johannesburg, 2002).

Magyarorszag a Rio de Janeiro-i egyezmény alairasa el6tt is élen jart az 6shonos és régen
honosult haziallatfajtak fenntartasaban. Az erre iranyuld torekvések mar az 1960-as években
megkezd6dtek, 1971 ota pedig tobb nemzetkdzi és vilagkonferencianak adtunk otthont,
amelyeknek a téméja a géntartalékok fenntartasa és mego6rzése volt. Hazankban az Gshonos és
veszélyeztetett baromfifajtdk génmegdrzési programjai és a tenyésztdszervezeti munka a Magyar
Haszonallat-génmeg6rz6 Egyesiilet (MGE) keretein beltl zajlik (Szalay, 2015).

A génmegodrzésnek — melynek jelentdsége haszonallataink tekintetében is egyre inkabb
nyilvanval6—az értékes, ritka allélok elvesztésének és a genetikai diverzitas besziikiilésének

megakadalyozasara tobb lehetséges megoldas is rendelkezésunkre all.
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Az in situ in vivo génmegbrzés soran az adott fajt/fajtat az eredeti él6helyén, kisebb-nagyobb
allomanyokban tartjak fenn és tenyésztik, az ex situ, in vivo génmegd6rzés keretében pedig az
allatokat az eredeti ¢él6helyiiktol eltéré teriilleteken, farmokon, Aallatkertekben, nukleusz
populécidkban gondozzék és szaporitjak. A Nemzeti Biodiverzitas- és Génmeg6rzési Kozpont
Haszonallat-génmeg6rzési  Intézetében (NBGK-HGI) mar a 1950-es évektél kezdve
megtalalhatoak az 6shonos magyar baromfi €s viziszarnyas fajok és fajtak (Biszkup and Beke,
1951; Béldy, 1954), mint é16 génbanki allomanyok. Az é16 allomanyok fenntartasa esetén azonban
az é&lloméanyok szdmos veszélynek vannak Kkitéve, Ugymint a fertéz6 betegségek (pl.
madarinfluenza), természeti katasztrofak, ragadozok altali pusztitds — melyek nagy része elére nem
lathato, és nem befolyasolhatd. Emiatt 6nmagukban az értékes populécidk biztonsagos hosszutavu
megOrzésére ezek a modszerek nem alkalmasak. Ezért sziikséges az ex situ, in vitro génbankok
kialakitasa, fenntartasa is, ahol az ezen allomanyokbdl szarmazo ritka, értékes genetikai anyagot
hordoz6 him- és ndivarsejteket, embriokat, embrionalis sejteket/szoveteket, illetve korai
ivarszervszoveteket és DNS mintakat mélyhiitott allapotban, hosszi tavon képesek vagyunk
megOrizni.

Madarakndl azért van nagy jelentdsége az Osivarsejtek génbanki tarolasanak, mert az
emlésokkel ellentétben itt a ndéivar rendelkezik a heterogametikus ZW, mig a himivar a
homogametikus ZZ kromoszdémaparral, tehat a néivarban jelenlévé W ivari kromoszéma genetikai
anyagat, valamint a mitokondrialis DNS-t csak igy lehet meg6rizni. Mivel a spermiumok csak a
haploid (Z) genetikai anyagot tartalmazzak, ezért kizarolag a spermamélyhtitéssel és tarolassal,
valamint annak felengedés utani génmegdrzési célzatii felhasznalasaval az eredeti genom
rekonstrualasahoz 6-8-szoros visszakeresztezésekre van sziikség (Blesbois, 2007).

Az 1990-es években kezd6dott meg a madar-Osivarsejtek jelentdségének felismerése és az
ezzel kapcsolatos kutatdsok (Tajima et al., 1993; Naito et al., 1994) publikélasa, majd hazityuk
esetében kidolgoztak sejttenyészetben torténd fenntartasuk és tenyésztésiik modszerét is (Van De
Lavoir et al., 2006). Napjainkban az dsivarsejtek kinyerhet6k a madarembriok vérébol, bizonyos
fajok esetében (tyuk, firj, zebrapinty, 10d) tenyésztheték, mélyhiitheték, majd visszaiiltethetok egy
recipiens embridba azzal a céllal, hogy az a donor eredetii ivarsejteket termelje, igy ezek a sejtek
a génmegOrzési, valamint a génmadositasi célu kutatasok kivalo alanyai.

Szdmos madarfaj esetében azonban — igy a kutatasomban szereplé ¢shonos magyar lud
esetében — nem allt rendelkezésre az Osivarsejtek tenyésztéséhez és hosszatava fenntartasihoz
sziikséges megfelel6 tenyészté médium.

Napjainkban ennek kidolgozasara mar vannak sikerrel kecsegtetd kutatasok. A fajspecifikus
tenyésztomédiumok Kifejlesztése azonban rendkivil kéltség-, munkaer6-, illetve idéigényes

folyamat.



A lud fajt ritkan hasznaljak kisérleti allatként, mivel szezonalis szaporodasu, nagytesti,
természetes korilmények kozott viz kozelségét igényld legel6 madar, amelynek tartdsa koltség-
és helyigényes. Azonban mind a kereskedelmi fajtak értékes genetikai allomanyainak fenntartasa
szempontjabol, mind az dshonos fajtdk génmegdrzése szempontjabol fontosnak tartottam egy
olyan, a lud esetében alkalmazhato, koltséghatékony és viszonylag egyszerii modszer
kidolgozasat, mellyel megoldhat6 ennek a fajnak a biztonsagos génmegérzése. lgyekeztem egy
olyan komplex, két modszer 6tvozésén alapuld Uj eljaréast kidolgozni, amely megoldast nydjthat

arra a problémara, hogy a lud dsivarsejtek egyelére még nem tenyészthetok.
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3.2. Célkitiizések

A hazityuk fajban az 6sivarsejtek izolalasa és hossza tava fenntartdsa szovettenyeszetben mar
kidolgozott (Van de Lavoir et al. 2006; Whyte et al. 2015; Tonus et al. 2016). Ez utat nyitott az
6sivarsejtekkel torténd kiilonbozé manipulaciok felé néhany madarfajban; pl. a PG sejtek a
recipiens embriok keringési rendszerébe visszainjektalva képesek a gonadokba vandorolni
(Yasuda et al. 1992) és ott ivarsejtekké érni (Ono et al. 1998; Tajima et al. 1993). Azonban a
sejtvonalak fenntartdsdhoz szlikséges tapoldatok fajspecifikusak, tovabba az ésivarsejtek donor
embridbdl valo kinyerésének, tisztitdsanak és felsokszorositdsanak nagy az infrastruktira- és a
képzett humaneréforras-igénye, ami nem minden laboratériumban all rendelkezésre. Ezért a
legtdbb baromfi és viziszarnyas fajnal athidalé megoldas kidolgozésa valt sziikségessé. Sajnalatos
modon a blasztodermalis eredetii Ossejtek nagyon korai embridoba (X. stadium) torténd
injektalasanak kisebb a hatékonysaga az ivarszervi kiméra-eléallitast illetéen, ezért a két mddszert
Otvozve elsédleges célom volt, hogy kidolgozzak egy Uj technikat, mely szerint blasztodermalis
sejtszuszpenzidt injektalok 3 napos ladembrié (HH14-17) véraramaba abban az id6szakban,
amikor az &sivarsejtek vandorlasa torténik az embrionalis ivarszervekbe. Abbdl indultam ki, hogy
mar a korai embrionalis Gssejtek kozott is talalhatok Osivarsejtek, amelyeket a megfeleld
idészakban az embridba juttatva azok elvandorolnak a rendeltetési helyiikre, igy ndvelve az

ivarszervi kimérak aranyat (Patakiné et al. 2017).

Munkam soran az alabbi celokat hataroztam meg:

- Pontosan behatérolni a lad embriofejlédésének azt az iddszakat, amikor az Gsivarsejtek
vandorolnak az embriéban (HH14-17).

- Immunfestéssel bizonyitani, hogy a blasztodermalis sejtszuszpenzio valdban tartalmaz
Osivarsejteket, valamint, hogy a megfeleld fejlettségli ladembrid véraramaban valoban
vandorolnak a PG sejtek.

- Megvizsgalni az injektalasi modszer embridfejlddésre gyakorolt karos hatasait.

- Az elhalt embriokon és a kikelt naposlibdkon mikroszatellit marker analizis
segitségével megallapitani, hogy a recipiens embridban/kislibdban jelen vannak-e a
donor sejtek, illetve hol helyezkednek el.

- Végul pedig annak a vizsgalata, hogy a keltetés hanyadik orajaban végzett injektalas a

leghatékonyabb a kiméra el6allitas szempontjabol.
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4, IRODALMI ATTEKINTES
4.1. A ludagazat helyzete hazdnkban

Az in vitro génmeg6rzési modszerek fejlesztése azoknak a tenyésztocégeknek is érdekes
lehet, amelyek értékes genetikai hattérrel rendelkezd kereskedelmi lud vonalakat tartanak fenn.
Egyrészt az allategészségiigyi problémak (pl. madarinfluenza) okozhatnak olyan mérvii kiesest,
aminek kovetkeztében pétolhatatlan allomanyok veszhetnek el. Méasrészt a genetikai munka soran
keletkezhetnek olyan tdrzsek, amelyek in vivo fenntartdsara nincs szikség, azonban ha a
késobbiekben sziikségessé valik egyes tulajdonsagok visszanyerése, akkor az in vitro tarolt
genetikai anyag erre lehetdséget biztosit. Emiatt 1ényeges, hogy bemutassam a ludagazat hazai
jelent6ségét, helyzetét.

Magyarorszagon a lGdtartas-tenyésztés tradicionalis agazat, melynek mdltja egészen a
honfoglalasig nyulik vissza. A 20. szazad elején, foként az orszag déli részén megjelentek az els6
vagohidak is, itt a tanyavilagban és a legel6kon sok libat tartottak. A magyar libaméjat
rendszeresen szallitottak a bécsi piacokra is. Ekkoriban a libafogyasztas meg a tarsadalom minden
rétegében altalanos szokas volt hazdnkban, méara azonban prémiumtermékké valt, €s foként Szent
Marton nap (november 11.) és karacsony kornyékére dsszpontosul a kereslet. Napjainkban
Magyarorszag Lengyelorszaggal egyutt meghatarozd szerepet jatszik az eurdpai lad
arutermelésben. A baromfiszektor a legnagyobb hazai allattenyésztési agazatnak szamit, a piaci
szereplék 50-60 ezer munkavallaldt foglalkoztatnak. A ludak szama 2018 végeén 1,3 milliot tett ki
hazankban, a naposliba-keltetés megkozelitette a 6,5 milliés egyedszdmot. 2018-ban a
feldolgozoiizemekben kozel 22 ezer tonna mennyiségben allitottak eld vagottliba-terméket, a
hizottliba-felvasarlas novekedett, az eléallitott hizott libamaj mennyisége mintegy 60%-kal nott.
Az eléallitott 1422 tonna libamajbol koriilbeliil 1000 tonna kiilpiacokon talalt vevore. A 2010 és
2018 kozotti idészakban a baromfivagasok 46, ezen beliill a libavagasok 59%-kal béviiltek
vagosulyban (NAK — Nemzeti Agrargazdasagi Kamara, 2019). A Baromfi Termék Tanécs 2019
els6 haromnegyed évére vonatkozo agazati helyzetjelentése szerint (Csorbai et al. 2019) aggasztd
helyzet alakult ki a viziszarnyas termékpalyan, ahol a madarinfuenza miatti aruhiany kezdetben
ugyan aremelkedést hozott, am ez egylitt jart a csokkend fogyasztassal, €s az aruhazlancok
esetében csokkend polcfeliiletekkel is. A 2019-es év végén kirobbant koronavirus-jarvany, illetve
a madarinfluenza jarvany ezen &gazat esetében is jelentds visszaesést okozott. A vendéglato
szektor kiesésével az élelmiszerpiac 25%-a tiint el. A baromfi agazaton belll a liba- és kacsamaéj-
termékpalya a leginkabb érintett, ahol a kereslet csokkenése a Covid-19 jarvanynak, a kinalat

csokkenése pedig a madarinfluenza-jarvanynak tudhaté be elsdsorban.

12


http://www.nak.hu/

A NAIK Agrargazdasagi Kutatointézet adatai szerint 2020 els6 fél évében 47,5%-kal kevesebb
libat vagtak az egy évvel korabbindl. (Agroinform, 2020). 2020 elsé haromnegyed évében 28%-
kal csokkent a németorszagi libahdsimport 2019-hez képest, a belfoldi vagasi mennyiségek pedig
3,9%-kal maradtak el a korabbi évihez képest (MTI, 2020).

Bar jol lathato, hogy az elmalt években jelentés visszaesés volt tapasztalhat6 a ladagazat
vonatkozdsaban is, hazank jelentds piaci szereplé Eurdpan beliil, igy ez tovabbra is jelentds

szegmense a hazai mezdgazdasagnak, allattenyésztésnek.
4.2. A madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai

Mivel dolgozatom témaja a magyar lad (Anser anser domestica) embrionalis sejtek
vizsgalata és a segitséglikkel torténd génmegérzés lehet6ségeinek feltardsa, fontosnak tartom
bemutatni a madarak emlds6kétdl eltérd szaporodasbioldgiai sajatossagait.

Az egyik alapvetd sajatossag, hogy madarakban a himivar a homogametikus (ZZ), a néivar
pedig heterogametikus (ZW). Mivel a tojas mélyhitétt tarolasa a nagy mennyiségli szikanyag és
fehérje miatt nem lehetséges, igy a spermamélyhiités és hosszu tava tarolas mellett a W
kromoszoma diverzitasanak és a mitokondrialis DNS genetikai anyagdnak megoOrzése jelen
ismereteink szerint csak az embrionalis Gssejtek hosszUtavu, mélyhtitve tarolasaval és recipiens
allatokba torténd visszaiiltetésével lehetséges.

Jelenleg a madarak ivari determinacidjanak két elmélete ismert; a ,,Z kromoszoéma dozis
elmélet”, illetve a ,,dominans W kromoszéma hipotézis”, melyek nem feltétleniil zarjak ki
egymast. (Ellegren 2000; Smith and Sinclair 2004; Ellegren et al. 2007) Az egyik elmélet a Z
kromoszémak szamat tekinti a nemet meghatarozé kulcsfontossdgu tényezonek, mig a masik
hipotézis szerint a petefészek novekedését eldsegitd, illetve a herék fejlédéseét elnyomo (még nem
azonositott) kulcsgén a meghatarozo, amely a W kromoszoman talalhatd. Nemi kromoszéma
aneuploid (tul kevés illetve tal sok nemi kromoszoméat hordozd) madarak vizsgalatainak
eredményeképpen (Clinton, 1998; Lin et al. 1995; Thorne, 1995; Thorne et al. 1997) arra jutottak
a kutatdk, hogy a Z dozis jelentésebb szerepet jatszik a madarak ivaranak kialakulasaban, de a W
kromoszémanak is lehet valamilyen mértékli befolyasa a folyamatra. Arlt et al. 2004-es,
nadirigokon (Acrocephalus arudinaceus) végzett vizsgalatdban viszont leirt egy szaporodoképes
ndstényt, mely Z kromoszoma mikroszatellit-analizis alapjan 2A=ZZW nemi kromoszomat
tartalmazd egyednek bizonyult, és bar a Kariotipizdlast a W kromoszoma jelenlétének
bizonyitasara nem végezték el, ezek az adatok a ,,dominans W hipotézist tamasztjak ala a ,,Z
dozissal” szemben. 2010-ben Zhao és munkatarsai (2010) a Roslin Intézetb6l harom igen ritka, de
a természetben is eléforduld gynandromorf hazityukrél mutattak be részletes tanulmanyt. Ezek az

allatok lateralis nemi kimérak, testiik egyik oldala himivara, mig a masik néivart. Zhao es
13



munkatarsai megvizsgaltdk a nemi kromoszomak Osszetételét az allatok két (masodlagos nemi
jellegeiben is jelent6s eltérést mutatd) oldalan, annak reményében, hogy megtaléljak azt a nemi
kromoszéma aneuploidiat, mely eldontheti a ,,Z-W kromoszéma” -vitat. A him oldalon 1év6 sejtek
¢s a here azonban tilnyomoérészt ZZ kromoszomat tartalmazott, a néi oldalon 1évé sejtek és a
petefészek ZW kromoszomat, mig az ovotestisben (herébdl és petefészekbdl allo nemi mirigy) ZZ
és ZW kromoszomakat tartalmazd sejteket is talaltak. Ennek tiikrében a gyanadromorf egyedek
nem segitettek megoldani a kérdést, hogy melyik nemi kromoszéma a dont6é a madarak ivaranak
kialakitasaban. Azonban ez a tanulmany feltarja a nemek kialakulasanak egy masik fontos
aspektusat, miszerint a nem kialakulasa sejt-autoném folyamat a szdvetekben test szerte, amelyet
nem kizarolag hormonalis jelatvitel vezérel. Zhao és munkatarsai olyan vizsgalatokat is végeztek,
melyben csirke embrionalis gonddokba ZZ és ZW Gsivarsejtek keverékét injektaltak, és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy mivel a néi (ZW) Osivarsejtek nem integralodtak a him (Z2)
gonadba, és forditva, ez ismét azt timasztja ala, hogy a sejtek autoném modon ,,tudjak” a nemiiket,
és meg is tartjak azt (Zhao et al. 2010). A szerzok azt is feltételezték tovabba, hogy a Z
kromoszéméahoz kapcsolt gének nagyobb doézisa a ZZ sejtekben him jelleget eredményez ezekben.
Ez a hipotézis abbdl a megallapitashdl fakad, hogy a madarakban nincs kromoszéma kiterjedésii
Z inaktivacid, amint az néstény eml6soknél az X kromoszomanal eléfordul (d6ziskompenzacid),
hogy kiegyenlitsék az X-hez kapcsolddd gének adagjat a nemek kozétt (Kuroda et al. 2001;
Melamed and Arnold 2007). Noha egyes gének ddzis-kompenzéltak, a him madaraknak (két Z
kromoszomaval) atlagosan kétszerese a Z-hez kapcsolodo génexpresszio szintje a néstényekhez
képest (csak egy Z-vel rendelkeznek) (Ellegren et al. 2007; Itoh et al. 2007; McQueen and Clinton
2009; Zhang et al. 2010). Bar a madarak embridiban az ivar az embrionalis fejlédés korali
szakaszaban kialakulhat, ezeket az informéaciokat at kell adni maganak az ivarmirigynek a
,.genetikai kapcsoldjara”, amely aztan aktivalja a herék vagy petefészkek fejlédését. Szamos
bizonyiték utal arra, hogy ez a ,,kapcsold” a Z kromoszoman taladlhato DMRT1 (Doublesex and
Mab-3 Related Transcription factor, # 1) gén. A csirke embridkban a DMRT1-gén mindkét nem
urogenitalis rendszerében mutat expressziot, de er6sebben expresszal a himek esetében (Itoh et al.
2007; Arnold et al. 2008). A DMRTL1 gén a ,.knockout” (adott gén mesterséges kikapcsolasa)
kisérletek (Smith et al. 2009) alapjan sziikséges a herék fejlédéséhez, de nem valdszinti, hogy ez a
gén a legfontosabb nemet meghatarozé ,.kapcsol6” mas szovetekben vagy az embriok egészében,
mivel a sejtek - Ugy tiinik - ismerik a nemiiket mar az ivarmirigyek kialakulasa el6tt (Zhao et al.
2010). Ezért még mindig szdmos kérdés meril fel a madarak nemének kialakulasa kordl, és a kép
korantsem teljes. A gonadokon kivili sejt-autondm ivardeterminacios ,,kapcsold” természete,

jellege még napjainkban is meghatarozatlan.
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Nem tudni, hogy vajon tébb Z kromoszémahoz kapcsolt gén, vagy a kiilonbozé szovetekben
talalhaté méas gének, vagy egy még nem definialt W-hez kotott gén vezérli-e?

Ezen kivul a jelenlegi ismereteink szerint az 6sztrogének is kulcsszerepet jatszanak a
madarak ivardeterminacidjaban azaltal, hogy az embriondlis fejlédés elsé harom napja alatt és a
késobbiekben is, befolyasoljak a fobb ivardeterminacioval kapcsolatos gének expressziojat

(Smirnov and Trukhina, 2019).
4.2.1. Madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai ndivarban

Noéivart madarak esetében az embrionalis fejlddés utolsé harmadaban, illetve a kikelést
kovet6 néhany napban a jobb oldali petefészek néhany kivételtdl eltekintve (kivi (Kinsky, 1971),
egyes solyom-és héjafélék, sasok, keselyiik (Jacob and Bakst, 2007)) fokozatosan visszafejlédik,
igy az ivarérett ndivari madarakban csak a bal oldali petefészek, valamint petevezetd funkcional.

A madarak petevezet6jének masik kiilonleges funkcidja azok spermiumtarold képessége,
ami az allatvilagban nem egyeduilallo, hiszen megtalalhatd szamos gerinces és gerinctelen allatban,
de a madarvilagban altalanosan jellemzé. A spermiumtarolé tubulusok megléte miatt - az
emlGsoknél altalanosan a parzast, illetve a mesterséges termékenyitést kovetd viszonylag rovid id6
(24-72 ora) elteltével bekovetkez6 megtermékenytiiléssel szemben — a madarak esetében akar 10-
40 nap is eltelhet a parzas és a gamétak egyesilése kozott (Péczely, 2013). Madarakban az
elsddleges spermiumtarold tubulusok az uterovagindlis sziikiiletben, mig a masodlagosak a
petevezetd infundibularis szakaszaban talalhatoak. Parzaskor a spermiumok a petevezet6 hiivelyi
szakaszanak also részébe jutnak, ahonnan nagy részik a hivelyben zajlé - ma még részleteiben
nem tisztazott mdédon - szigoru szelekcids folyamatok kdvetkeztében a kloakan keresztul kidirdil,
igy csak az intakt, funkcionalisan ép spermiumok tarolodnak, ami a parzaskor bejutd spermiumok
(fajtol fliggden) mindossze 1-2%-at teszi ki (Bakst et al. 1994). A ki nem 0rdlt spermiumok az
uterovaginalis sziikiiletben talalhatéd elsédleges spermiumtarold tubulusokban raktarozodnak. A
raktarozo tubulusok szamaban és méretében eltérések vannak az egyes fajok kozott, pulykaban
30.000 tubulus talalhatd, mig hazitylkban ezek szama kb. 5.000 (Bakst et al. 2010). A tojok
spermiumtarold képesseégét befolyasolhatja a fajlagos meret (Birkhead and Moller, 1992),

valamint az életkor is (Brillard, 1993).
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4.2.2. A madarak szaporodasbioldgiai sajatossagai a himivarban

Az emldsokhoz képest szamos eltérés fedezhetd fel a madarak szaporodésbiologiai
sajatossagaiban a himivar esetében is. Fontos megemliteni a spermiumok eml6sokétdl eltérd
¢és a kozépdarab viszonylag egyszeriien kapcsolodik (Péczely, 2013).

A spermatogenezis folyamata a madarakban 10 stadiumbol, mig emlésok esetében 14
staddiumbdl all (Aire and Ozegbe, 2007) és a folyamat joval kevesebb id6t vesz igénybe
(kérédzoknél 49 nap, kakasnal 12 nap (Wolfné Téskai, 2000)).

A madarak heréi a hastiregben talalhatok, ezeket nem tagoljak sévények lebenyekre, az
allomanyukban taldlhato kanyarulatos csatornacskak az emldsokével szemben nem vakon
végzOddnek, hanem cs6halozatot alkotnak. A spermiumtarolas és a maturacid szerepét itt nem a
mellékhere, hanem az ondovezeté latja el (Péczely, 2013), melyben a herébdl kikeriil6
spermiumok 90%-a raktarozadik, mig a mellékherében csak a fennmaradé 10%.

EmlGsokhoz viszonyitva fontos eltérés tovabba az érett spermiumok tarolasi ideje, ami
patkanyok esetében atlagosan 9 nap, japan firjnél pedig minddssze 1-2 nap (Clulow and Jones,
1982). Bér ez a folyamat nem teljesen tisztazott, annyi bizonyos, hogy a madarak spermiumainak
nincs sziksége az emldésokéhez hasonlatos kapacitaciora (Olsen and Neher, 1948), és az

akroszoéma-reakcid is gyorsabb.
4.3. Az embrionalis 6ssejtek tipusai
4.3.1. Blasztodermalis sejtek (BCs) és csirke embriondlis ssejtek (CESCS)

A gerincteleneken (tengeri siin) és a gerinceseken (géte) végzett Gittoré munkak mar a 19.
szézad utolsé évtizedében bebizonyitottak, hogy totipotens és pluripotens sejtek léteznek a korai
embridkban. Driesch (1891) bebizonyitotta, hogy a Kis tengeri siin blasztodermaja elfelezve is
fejlédésnek indul, és képes két fliggetlen allatot létrehozni, az extraembrionalis szovetekkel egyiitt,
amelyek mérete azonban Kisebb lesz, mint az eredeti allaté. Ez a jelenség blasztomer totipotencia
néven ismert. Spemann 1903-ban hasonlo sikereket ért el kétsejtes stadiumban vett géte-
blasztomerekkel, és bebizonyitotta, hogy a gbte larvaja két egyenld részre oszthatd 4, 8 vagy 16
blasztomer mellett, és két teljes embridt képes kialakitani. Ebben a szakaszban a blasztomereket
pluripotensnek tekintik, vagyis képesek részt venni a kiilonb6z6 embrionalis szdvetek
fejlodésében, de nem képesek az extraembrionalis szovetek létrehozasara. Madarak esetében a

tojas megtojasa csak joval a megtermékenyités utan kovetkezik be (tyuk fajban 20-23 éraval).
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A korai embriofejlodést, melynek jelentds része a petevezetoben zajlik, romai szamokkal jelolt 14
szakaszra osztottak Eyal-Giladi & Kochav (1976) munkassaga alapjan. A megtermékenyitett
petesejt gyors osztédasokon megy keresztiil a megtojasig, amely EG&K X. stddiumban torténik,
és ahol a tojas 20 - 60 000 sejtet tartalmaz, amelyeket blasztodermalis sejteknek neveziink. Ez az
periférias részen helyezkedik el, valamint area pellucidara, ami az embrié kdzponti része. Az
egész embrid, tovabba az extraembrionalis szOvetek egy része az epiblasztbol alakul ki, melyet a
sargdjatdl a szubgerminalis Ureg valaszt el. A masodlagos hipoblaszt az epiblasztrol torténd
delaminéacidval jon létre, és a hipoblaszt sejtek direkt kapcsolatban vannak a sargajaval. Inkubalas
utan az epiblaszt sejtek hozzdk létre a primitiv csikot, mely a jovObeni embri6 tengelye. A
megtojast koveté embridfejlédést Hamburger és Hamilton (1951) munkaja alapjan tyuk fajban 46
arab szammal jelolt fejlédési stadiumra oszthatjuk. Spratt és Haas (1961) bebizonyitottak, hogy a
blasztodermélis sejtek pluripotensek; egy blasztoderma négy egyenld részre darabolasaval,
melyek mindegyike képes volt normal embridt létrehozni. Tovabba Marzullo 1970-ben kiadott
tanulmanyaban leirta, hogy a recipiens embridba injektalt donor eredetli blasztodermalis sejtek
képesek kolonizalni azt. A frissen megtojt, inkubalatlan tojasokbdl kinyert blasztodermalis
sejtekkel tollszin alapjan 239 esetbdl 3 kiméra allatot kapott, azonban kikelt, életképes egyedet
nem. 1990-ben Petitte és munkatarsai médositottak a kiméra-eldallitas metodikajan, elsésorban a
blasztodermalis sejtek szétvalasztasaval. X. stadiumbdl szarmazd blasztodermalis sejtek
alkalmazasaval €16 kimérakat kaptak, koztik ivarszervi kimérakat is, melyek képesek voltak
tovabbadni utédaiknak a donor sejtek genotipusat. Ezzel bizonyitast nyert az EG&K X. stadiumu
blasztodermalis sejtek csiravonal alkotd képessége. A recipiens embridk enyhe besugarzasa
megndvelte a kimérak létrejottének esélyét, testi kimérak esetében 15-20%-kal, mig ivarszervi
kimérak esetében 3%-kal (Carsience et al. 1993). A blasztodermalis sejtek mésik felhasznalasi
lehet6sége, hogy in vitro tenyésztésiukkel pluripotens embrionalis sejtvonalakat hoznak létre
(ESC), melyek eml6sok esetében a blasztociszta ICM (inner cell mass) régiojabol szarmaznak
(Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al. 1998). A blasztodermalis sejteket leukémia inhibitor
faktort (LIF), 6ssejt faktort, inzulin névekedési faktor 1-et (IGF 1), és egyéb faktorokat tartalmazo
médiumban tenyésztették (Pain et al. 1996, Petitte et al. 2004) - melyeket az egér ESC sejtvonalak
létrehozasakor mar hasznaltak korabban - a csirke embrionalis sejtvonalak (CESC) Iétrehozasahoz.
A cESC sejtvonalak szamos Ossejt markert expresszalnak, Ggymint a stadium-specifikus
embriondlis antigén 1-et (SSEA-1), alkalikus foszfatazt, és az epitélium membréan antigén 1-et
(EMA-1) (Park et al. 2006, Van De Lavoir et al. 2006b).
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Harom csirarétegre differencidlodhatnak és embrionalis testek létrehozasara is képesek a LIF
eltavolitasaval a tapkozegbol, valamint kimérak 1étrehozaséara képesek recipiens embrioba iiltetve,

mindezekkel igazolva pluripotens mivoltukat.
4.3.2. Madar primordidlis dscsirasejtek (cPGCS)

A madar PG sejteket el6szor Waldeyer irta le 1870-ben. Ezek a sejtek a gametogenezis
utjan tovabbitjak a genetikai informéciot a kovetkezd generacionak. Ez a fejlédés soran 1étrejovo
elsé csirasejt populacio, mely sejtekbdl a spermatogdniumok és az oocitak fejlédnek késébb. A
madar PGC-k egyik legfontosabb biologiai jellemzdje, hogy a germinalis félholdbdl a
vérkeringésbe jutva a véraramban vandorolnak a fejlédé gonadokhoz, hogy azokat kolonizaljak
(1. &bra).

4h 18h 2h Bh 48h 72h

Germinalis PG sejtek PG sejtek . L
4 > = Allita > A fejlédé gonadok kolonizacidja
félhold belépése az szallitasa az | g ]

extraembriona intrazx;r:r-ieosnélis
lis érhalézatba intraembrionalis.
véraram altal

-

1. Abra: A PG sejtek vandorlasa a fejlédé hazityik embrioban:

a: Azonosithat6 PG sejtek még nincsenek jelen a primitiv csik kialakuldsat megel6zden
b, c: csirasejtek felhalmozddéasa a germinalis félhold terliletén

d: PGC-k bejutésa a vérszigetekre

e: PG sejtek keringése az embrionalis érhalozatban

f: a fej16d6 ivarmirigyek kolonizacidja

(A feltlintetett 6raszamok az inkubacids id6t jelzik)

Nieuwkoop és Sutasurya nyoman (1979) atdolgozva

Ezen tulajdonsaguk teszi lehetdvé, hogy a megfeleld stddiumban (hazitytk fajban HH14-17)
tovabbtenyesztés, hosszu tavu tarolas, illetve kiméra egyedek létrehozasa céljabol kinyerhessiik

Oket a donor egyedek véraramabol.
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Noivarban az embriofejlédés soran ezek a sejtek meidzisba 1épnek, majd a meidzis I. fazisaban
ledll a fejlodésiik, mig a himivarban a mitézis folyaman kdvetkezik be a leéllas, és a sejtek csak a
kikelés utdn lépnek be a meiodzisba. Hazityuk esetében az ivarszervek differencialodasa az
embriofejlddés 6. napjan megtorténik, de ndivarban csak viszonylag késén, a 15,5. napon Iépnek
a csirasejtek a meidzisba. A hazityudk ivarszerveinek fejlédése soran a retinsav szabalyozza a
meidzisba Iépést a retinaldehid-dehidrogenaz 2, egy f6 retinsav szintetizalé enzim és a citokrém
P450 26. csalad, a B alcsalad 1. tagja, egy f6 retinsav bontd enzim expresszidja révén. A madar
PGC-k masik 6 biologiai tulajdonsaga, hogy hosszl tavon in vitro szaporithatoak, és ez a technika
hasznos a proliferaciés mechanizmusok vizsgalatahoz. A hazitydk PGC-k proliferaciojaban
szerepet jatszo 6 tényezd6 a fibroblaszt novekedési faktor 2 (FGF2), amely aktivaljaa MEK/ERK
jelatvitelt, és ezaltal eldsegiti a sejtciklust és az apoptozist. Ezenkiviil a PI3K/Akt jelatvitel
aktivalasa elengedhetetlen a hazityluk PGC-k szaporodasahoz és tuléléséhez (Tagami et al. 2017).
Sok gerinces és gerinctelen allatban a csirasejtek a fejléddés korai szakaszédban egyértelmiien
elkilondlnek a szomatikus sejttipusoktol. Ezekben a szervezetekben a csirasejtek gyakran nem az
ivarmirigyekben keletkeznek, hanem mashonnan szarmaznak, és késébb vandorolnak a fejlodo
ivarszervekhez. A csirasejtek autondm madon is szerezhetnek specifikaciot, ez az Ugynevezett
,preformaciés” modell, vagy indukcio utjan, mely az tgynevezett ,epigenezis” modell. A
preformaciés modellben a petesejt citoplazméjanak bizonyos régidéi anyai Oroklédési
determinansokat tartalmaznak, amelyek a sejteket PGC-ként hatarozzak meg a megtermékenyités
el6tt vagy kozvetlentil azt kovetden (Eddy 1975; Illmensee and Mahowald 1974; Olsen et al. 1997;
Venkatarama et al. 2010). Az ilyen determinansokat tartalmazo citoplazmatikus régiét gyakran
csiraplazmanak nevezik. Korai kutatasok szerint a csirasejtek a hipoblasztbol szarmaznak (Swift,
1914), am 1981-ben Eyal-Giladi és munkatarsai bebizonyitottdk, hogy a madar csirasejtek
epiblaszt eredetlick. Azbta Ugy gondoljak, hogy a cPGC-k fokozatos epigenetikai folyamat révén
specifikdlédnak a blasztodermdlis stadiumok koril (Karageng et al. 1996). A Drosophila
csirkehomolog vasa expresszios mintazatara, a csiravonalra specifikus RNS-koté fehérjére
vonatkoz6 vizsgalatok azonban kimutattdk, hogy a csirke VASA fehérje a petesejtek
mitokondridlis felhdjének részét képezi, €s az osztodasi barazdakban helyezkedik el az osztodasi
szakaszok soran (Tsunekawa et al. 2000). Ezek alapjan az eredmények alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy a preformaciés modell lehet az a mechanizmus, amely az &ssejtek
determinaciojaért felelés madarak esetében, habar ennek bizonyitasara tovabbi funkcionalis

vizsgalatok szikségesek.
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4.3.3. Germindlis dscsirasejtek (GGCs/gPGCs)

Amint a madar PG sejtek letelepednek a fejlédo ivarlécek teriiletén, az embrionalis
ivarszerv méretének novekedésével szamuk jelentésen megnd. Az ivarszerveket kolonizal6 PG
sejteket gonadalis PG sejteknek (gPGCs), vagy gonadalis Oscsirasejteknek (GGCs) nevezziik.
Hazitydk fajban (és altalanossagban egyéb madarfajokban) a him csirasejtek nem szaporodnak
aktivan a gonadok nemi differencialodasanak kezdetétél (Mendez et al. 2005), mig a ndivard
csirasejtek mar a HH35. stadium elejétdl (inkubacid 9. napja) jelentds szaporodasnak indulnak
(Hughes 1963). Noivarban a bal oldali gonad kérgében a csirasejtek szama becslések szerint
huszonétszorosére né a HH35. — 43. szakaszok kozoétt (9 — 17 napos inkubéacio), mig a jobb oldali
gonadban, ahol a kéreg gyengén fejlett, bizonyos mértékig elszaporodnak ugyan, de a kikelésig
apoptozison mennek keresztil. A meidzis ndivarban csak az embrionalis fejlédés viszonylag kés6i
(HH41. stadium — 15,5 nap inkubécid) szakaszaban indul el. Ezen sejtek felhasznalasanak kiméra
létrehozashoz jelentds elonye a PG sejtekkel szemben, hogy Nakajima és munkatarsai 2011-es
munkaja nyoman egy nagyon egyszerii, gyors modszerrel kinyerhetdk a donor gonadjaibol Ca- és
Mg mentes PBS hasznalatdval inkubalds mellett, és igy viszonylag nagy mennyiségl, tiszta
sejtdllomanyt kapunk. E modszer alkalmazédsanak hétranya azonban, hogy mig a HH14-17
fejlédési stadiumban a donor embrid véraramabdl bonyolultabb modszerrel kinyerhetd PG sejtek
izolalasat kovetben a keltetébe visszahelyezve a tojast, az allat tovabb fejlédhet, és végiil kikelhet
(Nakamura et al. 2010a), addig a GG sejtek Kkinyerése a gonadok eltavolitasa miatt
elkertlhetetleniil a donor egyed pusztulasaval jar, ami a ritka, veszélyeztetett fajok/fajtak esetében

nem megfeleld megoldas.
4.3.4. Indukalt pluripotens Jssejtek (iPSCs)

2006-ban Takahashi és Yamanaka retrovirus vektorok hasznalataval egér fibroblaszt
sejtekbe transzfektalva négy faktort: az Oct4-et, a Sox2-t, a Klf4-et és a c-Myc-et (OSKM) az
embriondlis dssejtekhez hasonld (ESC) pluripotens Ossejteket hozott 1étre, melyeket indukalt
pluripotens 6ssejteknek neveztek el (iPSCs). Amennyiben a szomatikus sejtekbdl szarmazo iPS
sejtek tovabb indukalhatok lennének PG sejtekké, az a jovoben 1j lehetoségeket nyithatna meg
tobbek kozott a madarak esetében is (PG sejtek létrehozasa a donor felaldozasa nélkil). Az
ezirdnyu kutatasok azonban madéarfajok esetében eddig viszonylag ritkanak mondhatdk. 2012-ben
Lu és munkatarsai (2012) alkalmaztak el6észor Nanog, Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, valamint Lin28
(OSKMNL) talexpresszalt lentivirus vektorokat fiirjb6l szarmazé szomatikus sejtek iPS sejtekké

torténd atprogramozasahoz.
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Zhao 2019-ben bebizonyitotta, hogy a csirke embrionalis fibroblasztok (CEF) sikeresen
atprogramozhatok iPS sejtekké Oct4, Sox2, Nanog és Lin28 (OSNL) faktorok segitsegevel,
indukcids stratégiaval. A szomatikus atprogramozas folyamatat szamos tényez6 szabalyozza. Silva
eredetileg egy sejtfuzids vizsgalaton keresztill fedezte fel (Silva et al 2006.), hogy a pluripotens
gének Ujraaktivalasa a kulcsfontossagu tényez6 az ujraprogramozashoz. Az Oct4 (Rosner et al.
1990), a Sox2 (Rodda et al. 2005), a c-Myc (Dalla-Favera et al. 1982), a KIf4 (Li et al. 2005), a
Nanog (Chambers et al. 2003) és a Lin28 (Richards et al. 2004) mind kritikus szabalyozok a
pluripotencia és az dnmegujito tulajdonsagok fenntartasahoz a pluripotens dssejtekben. Yuan és
munkatarsai 2021-es tanulmanyukban arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az OSNL indukcios
stratégia segitsegével iPS sejtekké programozott csirke embrionalis fibroblaszt sejtek esetében az
atprogramozasi folyamaton keresztiil az exogén alap pluripotencia faktorok aktivaltak a glikolizist,
tovabba az endogén pluripotencia gén-haldzatot az iPSC képzddés eldsegitése érdekében. Tovabba
,.glikolitikus aktivator” 2i-SP-t (two small-molecule inhibitors) alkalmaztak (TGF-p és MEK-ERK
inhibitorokat) az indukcios rendszer optimalizalasara hazitydk fajban, melynek alkalmazasaval az
iPSC eléallitas hatékonysagat a kordbbi 1,59%-rol 11,47%-ra novelték. Az iPS sejteket hosszl
ideig fenntartottak in vitro tenyészetekben, melyek igy idealis kiinduldsai lehetnek bizonyos
transzgénikus technologidknak. A késObbiekben varhatoan ezek a sejtvonalak széleskorti
alkalmazasi lehetdségeket rejtenek magukban, kiilondsen azon fajok esetében, ahol eddig nem
hoztak létre ES sejtvonalakat. Baromfi esetében az iPS sejtek felhasznalhatoak PGC-k eldallitasara
(Hayashi and Shaitou, 2012), tovabba transzgénikus madarak létrehozasara, illetve a ritka

madarfajok/fajtdk megdrzésére.
4.4. Az embrionalis éssejtek hosszutavu fenntartéasa
4.4.1. Az embrionalis sejtek hosszutavu fenntartasa sejttenyészetben

Pain és munkatarsai 1996-ban hazitydk- és furj embriok felhasznalasaval embrionalis
eredeti (ES) sejtvonalakat hoztak 1étre, melyek esetében arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
hosszabb tavu fenntartasuk kizardlag LIF (leukémia inhibitor faktor) tartalmd tapoldatban
lehetséges, enélkiil ugyanis kiillonb6z6 fejlodési iranyokba differencialodnak. Ezek a sejtek
azonban a hosszUtavu tenyésztés soran elveszitik azt a képességliket, hogy ivarsejtté
differencialodjanak, melyre napjainkig két lehetséges magyarazatot vetettek fel a kutatok. Az
egyik magyarazat szerint a tenyészetben valo fenntartas soran maguk az ES sejtek vesztik el a

csiravonal iranyu differencialddas képességet.

21



A masik lehetséges magyarazat az, hogy az EG&K X. stadiumban az dsivarsejtek még az epiblaszt
tertletén talalhatdk, igy a frissen izolalt sejtszuszpenziot a recipiensbe injektalva létrehozhatd
ivarszervi kiméra utod (Lavial and Pain, 2010).

Azonban a médium, amelyet ezeknek a sejteknek a fenntartasara optimalizaltak, nem megfelel6 a
PGC sejtek fennmaradasahoz, tehat hosszabb tavon a tenyészetekben csak a blasztodermalis
eredetli sejtek (ESC) maradnak életben, az Gsivarsejtek kiszelektalodnak. Az ES sejtek pedig
eredend6en nem képesek csiravonal kialakitasara (Lavial and Pain, 2010). Tehat a
blasztodermabdl nyert sejtszuszpenziot a tenyésztés viszonylag korai stddiumaban le kell
fagyasztani, hogy késobb ivarszervi kimérakat kaphassunk a felhasznalasukkal.

Van de Lavoir és munkatarsai 2006-ban sikeresen fejlesztettek ki egy olyan
tenyésztémédiumot, mely alkalmasnak bizonyult hazityuk fajban egyetlen donortdl szarmazd,
elsésorban him PG sejtek felszaporitasara és hossz(tdvu fenntartsara. Buffalo rat liver (BRL)
sejteket hasznaltak taplaldsejtnek, és a médium szarvasmarha magzati savot (fetal bovine serum, FBS),
tyuk szérumot és human FGF2-t tartalmazott. A him eredetii PG sejtek gyorsabban néttek, valamint
a néivaru PG sejtvonalak a hosszutavh fenntartas soran gyakran elpusztultak, illetve 77 nap utan
méar nem voltak alkalmasak ivarsejtek kialakitasara. (Whyte et al. 2015; Nakamura, 2016) Ezt
kovetéen szamos kutatocsoport kezdett kutatdsokba, melyek eredményeképpen el6szor
taplalosejteket is tartalmazd6 médiumokat fejlesztettek, majd a molekularis jelatviteli utak
feltérképezéseével a PG sejtek szdméra egyre optimalisabb osztodasi és fenntartasi kdzeget
biztosito tapoldatokat hoztak létre. Choi és munkatarsai 2010-ben taplalokdzeg nélkili tenyésztési
korilmények kozott tartottak fenn sikeresen PG sejtvonalakat differencialddas, illetve
dedifferencialodas nélkul, tovabba alap fibroblaszt névekedési faktor (bFGF) tartalmd médiumot
hasznéltak, ami vizsgalataik alapjan kulcsfontossagu szabalyozé elem a PG sejtek proliferacioja
és tulélése szempontjab6l. Macdonald kutatocsoportja 2010-ben a fentebb leirt médiumot
hasznalta néhany véltoztatassal, amely 50% BRL (buffalo rat liver) kondicionalt médiumot
tartalmazott KO-DMEM-ben, 10% szarvasmarha-szérumot (FBS), 2,5% csirke szérumot,
valamint human bFGF és huméan- valamint egér SCF (stem cell factor-6ssejt faktor) hozzaadott
ndvekedési faktorral és anélkll is elvégezték a kisérletet. Megéllapitottdk, hogy a bFGF
hozzéadasa a taptalajhoz novelte a PGC-kulturak létrejottének gyakorisagat, az SCF hozzéaadasa
azonban, bFGF-fel vagy anélkil, nem valtott ki ilyen hatast. Miyahara és munkatarsai 2014-es
kutatasukban szintén a korabbiakhoz hasonl6 alap médiumot hasznéltak, amely BRL sejtekkel
kondicionalt KnockOut DMEM, 7,5% FBS-sel kiegészitve, 2,5% csirkeszérummal (Sigma), 5
ng/ml human alap fibroblaszt névekedési faktorral (bFGF), 4 ng/ml human 6ssejt faktorral (SCF),

és 2 ng/ml human leukémia inhibitor faktorral (LIF).
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Miyahara és munkatarsai 2016-o0s tanulmanyukban a csirke ssejt faktor (chSCF) hatasat
vizsgaltdk a hazityuk PGC-k in vitro proliferaciojara. Két feeder sejtvonalat hoztak létre (buffalo
patkdnymadjsejtek; BRL sejtek), amelyek stabilan expresszaljak a chSCF feltételezett szekretalt
formajat (chSCF1-BRL) és a membranhoz kotott formajat (chSCF2-BRL). A tenyésztett PGC
vonalakat chSCF1 vagy chSCF2-BRL feeder sejteken inkubaltak fibroblaszt ndvekedési faktor 2-
vel (FGF2), és megvizsgaltak az egyes chSCF izoforméak PG sejtvonalak ndvekedésére gyakorolt
hatasait. A PGC-k in vitro proliferaciés ratdja chSCF2-BRL sejteken tenyésztve 20 napos
tenyésztés utan tébb mint hdromszor nagyobb volt, mint a chSCF1-BRL sejteken tenyésztett PG
sejteké, és tobb mint 6tszér magasabb, mint a normal BRL sejteken tenyésztett PG sejteké. A PGC-
proliferacid gyorsuldsa chSCF2-BRL-en azonban nem volt megfigyelhet6 FGF2 nélkil, ami arra
utal, hogy a chSCF2 az FGF2 proliferacios kofaktoraként miikodik. Whyte és munkatarsai nyoman
2015-ben sziiletett Gjabb jelentds attérés a témaban, amikor Kidolgoztak egy olyan taplalosejt- és
szérummentes tapoldatot, melynek standardizalasi, minGségbiztositasi jelentésége van. Ugyanis a
tyak szérum illetve a taplalosejtek Osszetétele, mindsége eltérd lehet, illetve egy egyszeriibb és
koltséghatékonyabb médium jobban alkalmazhatd széles koérben. Tovabba ezek a korabbiakkal
ellentétben megfelel6ek a néivara PG sejtek hosszutavl szaporitasara és fenntartasara is, eltéré
ozmolaritasuk és CaCl koncentraciéjuk okan, amely jobban megfelel a néivara PG sejtek
hosszutavu fenntartasahoz.

A madar PG sejtek sejttenyészetben torténd hosszutava fenntartdsanak egyik nehézsége,
hogy ezeknek a sejteknek fajonként igen eltéré igényeik vannak, tehat a hazityuk faj sejtjeinek
megfelelé médiumban mas faj egyedeinek PG sejtjei nem maradnak életben. Minden faj esetében
egyedi médium létrehozasara van sziikség, melyhez az adott faj sejtjeinek jelatviteli utvonalainak
feltérképezésére van sziikség az optimalis tenyésztémédium létrehozasahoz. A tydk fajon tdl
napjainkra PG sejtek hosszutavu, hatékony fenntartasara iranyul6 kutatasok folynak tobbek kdzott
furj (Yakhkeshi et al. 2018), zebrapinty (Gessara et al. 2020), és méar Iud (Doddamani 2019)

esetében is.
4.4.2. Az embrionalis sejtek mélyhiitéssel torténd tiroldsa

Elséként Naito és munkatarsai (1992) szamoltak be blasztodermalis sejtek sikeres
mélyhtitésérdl és késébbi felhasznalasarol japan flrjben. A sejteket fagyasztocsovekbe helyezve,
krioprotektans (10% DMSO) hozzéadasaval -80°C-ig 3 oran keresztiil fagyasztoladaban hiitotték
1°C/perc hiitési sebességgel, majd ezt kdvetden folyékony nitrogénbe helyezték. 1-7 nap elteltével
a mintakat 37°C-os vizfiirdében felolvasztottak a tovabbi felhasznalashoz. Hazityuk fajban Petitte
és munkatarsai 1993-ban sikeresen mélyhiitottek embrionalis sejteket, ahol a felolvasztast

kovet6en a recipiens tojasokba visszajuttatva a sejteket 2-3%-0s kiméra produkciot értek el.
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Ezt a viszonylag csekély sikert késébb Reedy és munkatérsai (1995) azzal magyaraztak, hogy a
recipiens tojas szubgermindlis Gregébe injektalhatd maximalis sejtszam 500 koril mozog, és mivel
a fagyasztott-felolvasztott sejtek életképessége minddssze 33% volt, az igy bejuttathato €16 sejtek
szama, és ezaltal a hatékonysag is jelentésen elmarad a friss sejtszuszpenzid hasznalatahoz képest.
Ivarszervi kimérat mélyhitott-felolvasztott blasztodermalis sejtek felhasznalasaval hazityukban
elészor Kino és munkatarsai (1997) hoztak létre. Kiilonb6z6 baromfifajok esetében eltérd
hatékonysaguak lehetnek a mar korabban alkalmazott fagyasztasi protokollok, illetve
krioprotektansok. Patakiné és munkatarsai (2008, 2010, 2016) vizsgalatai a krioprotektans
kombinéaciok (10% és 20% DMSO, 5% DMSO+5% etilén-glikol), tarolé konténerek (szalma,
ampulla), illetve eltérd hiitési sebességek hatasait vizsgaltak kiilonboz6 baromfifajok embrionalis
sejtjein. Oshonos tyukfajtaink és két Gshonos pulykafajtank esetében nem talaltak jelentds
kiilonbséget mélyhtithetdség tekintetében, mig a véddanyag hozzaadasat kovetden a magyar lad
€16 sejtaranya jelentésen meghaladta tyukfajtak és pulyka esetében tapasztaltakat (Sztén et al.
2012). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a 1ud blasztodermalis sejtek a legkevésbé érzékenyek a
védbanyagok toxikus hatasaira. Hazitytk fajban vitrifikacios kisérleteket is végeztek (Patakiné et
al. 2012), melynek legfébb korlatja az, hogy a hasznalatban 1év6 kriokonténerek (cryotop,
cryoloop) nem alkalmasak a blasztodermalis sejtek segitségével torténd kiméra-eldallitashoz
szlikséges viszonylag nagyszamu (800-1000 db) sejt lefagyasztasara. Egy ujonnan fejlesztett halos
hordozofelllet 6sszehasonlitva a pelletek vitrifikaciojaval azonban igéretes eredményre vezetett.
Az els6 sikeres kisérletrél, melyben a PGC-ket lassu mélyhtitéssel taroltak, és felolvasztas
utan ivarszervi kimérat allitottak el6, 1994-ben szdmoltak be Naito és munkatarsai. Ezt kovetéen
alapultak (Nandi et al. 2016, Moore et al. 2006, Setioko et al. 2007, Nakamura et al., 2011, 2013,
Kohara et al. 2008, Tajima et al. 1998). A lassi mélyhtitési modszereket altalaban szérumtartalmt
hiitémédiumokkal, 5- illetve 10% DMSO (Nandi et al. 2016, Naito et al, 1994, Kohara et al.,
2008, Tajima et al., 1998) vagy etilén glikol (Moore et al.,2006) hozzdadasaval alkalmazzak. A
kereskedelemben kaphatdak elére bekevert hiitkozegek is, azokat is jo hatdsfokkal hasznaljak a
gyakorlatban (Setioko et al. 2007, Nakamura et al., 2011, 2013). Eddig viszonylag kevés
publikacio sziletett PGC-k vitrifikacidjardl annak ellenére, hogy ez a modszer emlds petesejtek
(Smith et al. 2010, Rienzi et al. 2012), embridk (Vanderzwalmen et al. 2009, 2012, Li et al. 2012)
¢és Ossejtek (Reubinoff et al. 2001, Li, T. et al. 2010, Li, Y. et al., 2010) esetében joval

hatékonyabbnak bizonyult a lasstt mélyhiitésnél.
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Kohara és munkatarsai 2008-ban eldszor szamoltak be csirke GGC-k sikeres vitrifikacigjarol, a
Nakao és munkatérsai (1997) altal egér embriokra kifejlesztett protokoll alkalmazaséval. A sejtek
¢letképessége felolvasztast kovetéen elmaradt a lassi mélyhiitési mddszerek alkalmazasakor
tapasztaltakhoz képest, ezzel szemben a két mddszer esetében a sejtek recipiensbe Ultetését
kovetdéen az ivarszerv Kkolonizacidés hatékonysag azonos mértékiinek bizonyult. Kim és
munkatarsai (2013) is megerGsitették a korabban kapott eredményeket, miszerint a sejtek
¢letképessége szignifikansan alacsonyabb volt vitrifikacid utan, mint lassi mélyhtitési modszer
alkalmazésat kovetéen. Ezek az eredmények ellentmondanak az emlds embriok és Ossejtek

vitrifikacioval torténd Krioprezervacioja soran tapasztaltaknak.
4.5 A kiméra eléallitas lehetséges modszerei

Madarak esetében, ha a donor embriondlis eredetli 6ssejteket recipiens embridba
injektaljuk vagy egér esetében nyolcsejtes embrioval aggregaltatjuk (Nagy et al. 1990), azok
képesek beépilni a befogadd (recipiens) embridba. Az ilyen mddon létrehozott kiméra embrid,
illetve a megsziiletd/kikelé kiméra utod kulonféle szdveteiben, szerveiben megtalalhatok lesznek
a donor 6ssejtekbol 1étrejott utodsejtek (Petitte et al. 1990; Thoraval et al., 1995). Az igy
létrehozott kimérak két eltéré genotipust (donor/recipiens) sejtvonalat egyarant tartalmaznak
(Munro, 1977; Nilsson and Cloud, 1992). A donor sejtek elhelyezkedése szerint
megkulonboztethetlink szomatikus vagy ivarszervi kimérdkat. Szomatikus kimérarol akkor
beszélhetiink, ha a donor embridbdl szarmazé utddsejtek csak a testi sejtek kozott taldlhatdak meg,
vagyis az eltéré eredetli és genotipust (donor/recipiens) sejtek keveredése csak a szomatikus
szOvetekben torténik meg. lvarszervi kimérardl abban az esetben van sz6, ha a donor sejtvonalbol
szarmazo sejtek a recipiens egyed ivarszerveibe is beéplilnek, és ott ivarsejtekké is képesek
differencialodni (Patakiné Varkonyi et al. 2017). Ebben az esetben a kiméra egyedek
ivarszerveiben donor és recipiens eredetil, két eltér6 genotipust ivarsejt is termelddik (Héjja et al.
2006). Az embrionalis sejtek mélyhiitésének és visszalltetésének végso célja olyan ivarszervi
kiméra egyedek el6allitasa, amelyek ivarszervei csak a meg6rzend6 (donor) fajta genomjat
tartalmazzak, igy az els6 generdcidoban visszanyerheté a kivant genotipus. Jelenleg madarak
esetében az embrionalis eredetii sejtek atvitelével torténd kiméra eléallitasnak két megkozelitése
ismert. Az egyik a pluripotens embrionalis blasztodermalis sejtek (BC) mikroinjektalasan alapul,

a masik kozéppontjaban az 6sivarsejtek (PGC) alkalmazasa all (Patakiné Varkonyi et al. 2017).
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A Dblasztodermalis sejtek segitségével torténd kiméra eldallitdsanak hatranyai, hogy a
recipiens tojas szubgerminalis tregébe injektalt donor blasztodermalis sejtek beépllése random,
mozaikos, igy az ivarszervi kimerdk létrejottének esélye alacsonyabb, valamint ezen sejtek
hosszUtavd fenntartdsa kiméra alkotdé képességiket megtartva csak fagyasztott allapotban
lehetséges (Lavial and Pain, 2010). Ezen modszer elénye, hogy egyszeriibb, olcsobban
kivitelezhetd. A PG sejtek felhasznalasaval torténd ivarszervi kiméra elGallitis elénye, hogy
célzottan, a recipiens embrié véraramaba megfelelé idéablakban bejuttatva ezeket a sejteket
hatékonyabban allithato el6 csiravonalas kiméra utdd, ellenben nagyobb a laboratoriumi hattér,
anyagi er6forras es gyakorlat igéenye.

A PG sejtek segitségével torténd ivarszervi kimérdk eldallitdsanak hatékonysaga
novelhetd, ha a recipiens egyedek sajat ivarsejtjeinek termelését gatoljuk/megakadalyozzuk, igy a
kiméra csak az altalunk beiiltetett PG sejtekbdl szarmazd ivarsejteket termeli majd. Ennek tobb
maodszere is rendelkezésre all. Gatolhatjuk a recipiens embridk sajat ivarsejt termelését UV, illetve
rontgen besugarzassal (Carsience et al. 1993; Etches et al. 1996; Fraser et al. 1993; Thoraval et
al. 1994; Macdonald et al. 2010), de ezen mddszerek hatranya, hogy a kezelt embridk taulélése,
novekedési erélye elmaradt a kezeletlenekéhez képest (Carsience et al. 1993). Egy masik
lehetséges modszer a recipiensek buszulfan kezelése (Aige-Gil et al. 1991; Reynaud 1969; Bresler
et al. 1994), amely egy akrilalé anyag, hatékonyan és visszafordithatatlanul karositja a recipiens
sajat csirasejtjeit, de 10 Ora elteltével lebomlik. Hasznalatdval a donor sejtek 99,5%-0s
hatékonyséaggal kolonizaltdk a recipiens ivarszervet madarak esetében (Nakamura et al. 2010b).
Napjainkban a preciziés genom-manipulaciés modszerek is lehetéséget adnak steril recipiens
letrehozasara, Taylor és munkatarsai 2017-ben TALEN-kozvetitett steril recipiens embriokat
hoztak létre, amely hatékony és eldremutatd moddja a steril recipiens egyedek eldallitasanak,
azonban ez a médszer a szamos orszagban hatalyban 1év6 szigora GMO szabalyozas illetve tilalom
miatt aggalyos lehet. Tovabbi lehetéség egy fajok kozotti, steril hibrid recipiens egyed létrehozasa,
mely sajat csirasejteket nem termel. Létrehoztak szamos facan faj-gyongytydk faj hibridet
(McCarthy et al. 2006, Molnar et al. 2019), ugyanis ez a két faj genetikailag viszonylag kozel all
egymashoz (Szalay, 2015). Hanebrink (1973) els6ként irt le természetben eléforduld gyongytyuk-
pava, valamint gyongytyuk-hazityuk hibrideket (Hanebrink, 1973). Hazityuk és japan fiirj hibridet
(Mitsumoto és Nishida, 1958, Wilcox és Clark, 1961), tyuk-pulyka hibridet (Warren and Scott,
1935) is létrehoztak az évek soran. Ezeknek a fajoknak a hibridjei esetében bebizonyosodott, hogy
csak néhany termékeny tojast, illetve embrio6t sikeriilt nyerni (Olson, 1960), tehat elviekben a
célnak megfelelhetnek.
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Ghigi leirasa szerint (Ghigi, 1936) a hazityuk-gyongytyuk, valamint a gyongytyuk-pava
keresztezésekkel kizarolag himivara utédok hozhatok létre, tovabba Cole és Hollander (1950) arra
a megallapitasra jutottak, hogy a him galamb és tojé gerle keresztezése is csak himivard utddokat
eredményezett, ellenkez6 nemi parositas esetén viszont mindkét nemi utédokat kaptak. Molnar
és munkatarsai (2019) hazityuk és gyongytyuk keresztezesi kisérleteik soran megallapitottak,
hogy a gyongytylk tojo-hazityuk kakas keresztezés joval hatekonyabb (6,7% Kikelt, egészséges
egyed), mint a forditott ivaru keresztezés (0,14% - egy kikelt allat). A kikelt utddok mindegyike
steril volt, és fluoreszcensen jeldlt PG sejtek injektalasaval az is bizonyitast nyert, hogy az

ivarszerviik alkalmas hézitytk dsivarsejtjeinek befogadasara.
4.6. Az embriondlis sejtekkel végzett kutatasok gyakorlati jelentosége

4.6.1. Embrionalis sejtek segitségével torténd génmegorzés a veszélyeztetett madarfajok, az

dshonos baromfifajtik és a gazdasagi szereplok szamadra

Oshonos, védett, illetve veszélyeztetett madarfajaink / fajtaink in vitro génmegdrzésének
napjainkban t6bb modszere is ismert. Lehet0ség van a sperma mélyhiitott tarolasara, melynek
hatékonysdga madarak esetében fajtanként, fajonként, vonalanként, de egyes esetekben
egyedenként is igen eltér6 (Tajima et al. 1990; Chalah et al. 1999). Ezen felul az embrionalis
6ssejtek (blasztodermalis sejtek, Osivarsejtek) hosszutavl tarolasaval, majd ezek recipiens
egyedekbe torténd visszaiiltetésével is megvalosithatd a megorizni kivant genotipus visszanyerése.

Napjainkra szamos hazityuk-fajtabol — koztiik 6shonos vonalakbol is — sikertilt dsivarsejt
tenyészeteket alapitani (van de Lavoir et al. 2006; Macdonald et al. 2010; Miyahara et al. 2014;
Tonus et al. 2016; Lé&zar et al. 2021). A folyamat szempontjabdl ennek a legnagyobb elénye az,
hogy egyedi embriokbdl is lehetséges a mélyhiitéshez és az injektalashoz elegendé szdmu PG-
sejtet eldallitani, ami elésegiti a minél szélesebb alapokon nyugvo genetikai informacio tarolasat.
Korabbi vizsgalatokban bizonyitast nyert, hogy egy populécié altal hordozott genetikai
sokszinliség megdrzéséhez nemenként minimum 15-25 egyedbdl szarmazé dsivarsejt tenyészetre
van szikseg (FAO, 1998). Természetesen ezt a célszamot minden faj, fajta vagy vonal esetében
kilén érdemes vizsgalni, és a mintavételt a populacio genetikai tulajdonsagai és nagysaga alapjan
kell meghatarozni. Ugyan a PG-sejtek izol&lasahoz, in vitro tenyésztéséhez és mélyhiitéséhez
szlikséges infrastruktura és vegyszer koltséges, a raforditds mégis joval elmarad egy ex situ
allomany folyamatos fenntartasaval jaré kiadasoktél, raadasul az igy tarolt sejtek védettek a

fertozésekkel, szaporodasbiologiai problémakkal és egyes kornyezeti karositasokkal szemben.
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Ez fontos szempont lehet nem csak a veszélyeztetett fajok / fajtdk, hanem az intenziv fajtak
esetében is, kilondsen 1ad fajban, ahol az értékes genetikai anyagot hordoz6 &lloméanyok in vivo
fenntartasa a szezonalis tojastermelés, a nagy testméret és a nehezen kezelhet6, nagy nitrogén
tartalmu és -mennyiségli tragya miatt igen koltséges. Ezek miatt a tények miatt realis igény meril
fel ezen modszerek tovabbi fejlesztésére, egyszeriibbé, olcsobba tételére. A genetikai informacio
Osivarsejtek formajaban valo tarolasanak a biztonsagon kiviil van egy tovabbi eldnye, az, hogy
joval olcsobban ¢s hatékonyabban szallithatok. Az elsd mélyhtitve szallitast célzo kisérletek
sikerrel z&rultak (Nakamura et al. 2016). A jovoben ennek a ténynek igen nagy jelent6sége lehet
egy Ossejt alapu, az értékes genetikai anyag hosszu tavu, hatékony megdrzését szolgalo rendszer
kiépitésénél is. Az itt leirt modszerek jelenleg is alkalmasak a fejlett génbanki megoOrzés
igényeinek kiszolgalasara, példaul Japanban mar napjainkban is tobb Oshonos hazityuk- és
Reményeink szerint hazankban is egyre inkabb teret nyerhet ez a mddszer, ami eredményesen

egészitheti ki a mar 1étez6, féként spermafagyasztason alapulo in vitro génmegdrzési stratégiakat.
4.6.2. Osivarsejtek génszerkesztésének lehetésége, felhaszndldsa a madarakndl

Domesztikalt madarfajaink jelent6sége napjainkban a has és tojas, valamint egyéb
termékek eldallitasan feliil igen szerteagazo, példaul nagy jelentdségiik lehet a gyogyszeripar
szamara szikséges kulonféle fehérjék termeltetésében is bioreaktorként (Harvey et al. 2003). A
hazitydk tovabba felbecsiilhetetlen értékii modell az alapvetd immunologiai folyamatok
tanulmanyozasaban (Davison, 2003). A kiilonboz6 fert6zé betegségek allandod fenyegetést
jelentenek a baromfidgazatra, valamint az esetlegesen bekovetkezd zoondzisok terjedése is
aggalyos. A génszerkesztés eszkdzei segithetnek a madarak betegségekkel szembeni ellenall6
képességének, valamint a kilonféle gének szabalyozéasanak vizsgalataval a baromfitenyésztésre
gyakorolt éghajlati hatdsanak kezelésében.

A hosszU tavu in vitro PGC tenyésztési rendszerek 1étrehozasat megeléz6en a madaraknal
alkalmazott f6 transzgenikus technologia virusvektorok bejuttatasan alapult az EG&K X. stadiumu
embridkba. Az els6 transzgénikus madar egy rekombinans leukdzis virus mikroinjektalasaval
eléallitott hazityuk volt (Salter et al. 1986). Ezt kovetden Vick és munkatérsai (1993) sikeresen
hoztak létre transzgénikus hazityukot retrovirusok segitségével genetikailag modositott PG sejtek
bejuttatasaval.

Mizuarai és munkatérsai (2001) transzgénikus firjeket hoztak létre retrovirus vektor

kdzvetlen injektalasaval a blasztodermalis stddiumd embriokba.
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Mivel a transzgénikus allatok genomjaba véletlenszeriien integralodott transzgének gyakran
csendesités ala kertltek (Bosselman et al. 1989; Jahner et al. 1982; Challita et al. 1994), a
lentivirus rendszert hatékonyabb virustranszdukcids modszernek itélték, mivel ezzel a mddszerrel
sikeresen allitottak el6 kiilonféle transzgenikus hazityukokat géncsendesités nélkil (McGrew et
al. 2004; Chapman et al. 2005; Scott and Lois, 2005; Lillico et al. 2007). Agate és munkatarsai
(2009) elsoként allitottak el6 zold fluoreszcens fehérjét (GFP) expresszald transzgénikus pintyeket
blasztodermalis stadiumba torténd lentivirus mikroinjektalassal Ekdzben Shin és munkatarsai
(2008) sikeresen hoztak létre transzgenikus flirjeket gPGC-k és lentivirus vektor alkalmazasaval,
inkubéciés mddszerrel. Bar ennek a mddszernek a hatékonysaga hasonld volt a kdzvetlenil a
blasztodermaba injektalt virusvektorokéhoz, mégis lehetévé valt altala, hogy virus transzfekcio
atjan transzgénikus madarakat hozzanak létre, sejttenyésztés nélkil, kdzvetlenll tisztitott PG
sejteket alkalmazva. Masrészrol sok er6feszités tortént a nem virus alapu transzgénikus rendszerek
fejlesztésére Ossejtek alkalmazasa nélkiil, mint példaul a sperma-kOzvetitett géntranszfekcio
(Nakanishi and Iritani, 1993; Collares et al. 2011) vagy a transzgének kdzvetlen mikroinjektalasa
a megtermékenyitett petesejtekbe (Love et al. 1994). Ezeknek a stratégiaknak a hatékonysaga
azonban nem érte el a PGC-k altal kozvetitett transzgenezisét a bejuttatott gének csiravonalba
torténd beépuléset illetéen.

A hosszu tavu in vitro sejttenyésztési modszerek kidolgozasanak koészonhetéen a PG
sejteken alapulé transzgenezis a fent emlitett megkozelitéseknél hatékonyabb és egyszertibb
modszernek bizonyult a génmaodositott madarak létrehozasara. Kovetkezo 1épésként egy rendkivdl
hatékony nem virus alapu rendszert fejlesztettek ki a transzgének stabil genomi integraciéjanak
megvalositasahoz; a PGC-k genomjaba beépiilé elemek, példaul piggyBac és Tol2 transzpozonok
felhasznalasaval (Macdonald et al. 2012; Park et al. 2012). A tenyésztett PG sejtek genomjaba
torténd transzgén bejuttatasa lipofektin vagy elektroporécié segitségével jelent6sen ndvelte a
hatékonysagot. A kozelmultban a piggyBac transzpozon alapu rendszert tovabbfejlesztették
Flipase rekombinaz felismerd szekvenciakkal a helyspecifikus génkazetta-csere megvaldsitasa
céljabol (Lee et al. 2016). Olyan madarfajok esetében, ahol a PG sejtek in vitro fenntartasa
nehezen- illetve nem kivitelezhetd, HH14-16 stadiumi embridék véraramaba kozvetlenl
fecskendeztek transzfekcids reagenseket tobb vizsgéalatban (Zhang et al. 2012; Tyack et al. 2013;
Lambeth et al. 2016). A kovetkezé nagy elérelépés a teriileten 2013 -ban tortént, amikor a
CRISPR-t, amely a mikrobialis adaptiv immunrendszer része, adaptaltak az eukariota sejtek
genomszerkesztésére (Cong et al. 2013). Mivel a CRISPR/Cas9 alapl genomszerkesztesi
eljarasok rendkivil hatékonynak bizonyulnak a célfaj genomjanak maodositasaban, ezek a

modszerek forradalmasithatjak a madarak genomjanak manipulélasara iranyuld eréfeszitéseket.
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Szamos kutatast publikaltak, amelyek a PG sejtek génszerkesztett hazitydkok eléallitasara torténd
felhasznélasara épllnek, beleértve a homoldg rekombinécidt (Schusser et al. 2013), a TALEN
(Taylor et al. 2017; Woodcock et al. 2019), és a CRISPR/Cas9 rendszert (Dimitrov et al. 2016;
Oishi et al. 2016). A genomszerkesztési eljarasok kozil a CRISPR/Cas9-t sikeresen alkalmaztak
hazityuk PG sejteken funkcionalis genetikai modellek létrehozasahoz: PG sejtek immunglobulin
nehézlanc lékuszanak célzott modositasara gyogyszerrezisztens utodok létrehozasa céljabdl
(Dimitrov et al. 2016), ovomukoid génkiltott allatok (Oishi et al. 2016) és myostatin génkiltés
esetében (Kim et al. 2020).

A hosszutavu tenyészetben fenntartott PGC-ket felhasznalva a genommanipuléacié eredményesnek
bizonyult madarbetegségekkel kapcsolatos vizsgalatok esetében is. A madarinfluenza virus (IAV)
elleni kiizdelem, mely napjaink fontos megoldandé feladata, igen komoly kihivasokat allit a
kutatok elé. Long és munkatarsai (2019) a CRISPR/Cas9 segitségével kiutdtte az ANP32A gént,
mely egy, a madarinfluenza virus polimeraz aktivitdsdban fontos szerepet jatsz6 protein
termeléséért felelds (Baker et al. 2018). Ennek eredményeképpen a génmodositott PG sejtekbdl
szarmazo fibroblaszt sejtek ellenalltak a madarinfluenza fert6zésnek. Koslova kutatécsoportja és
Hellmich és munkatarsai a CRISPR/Cas9 segitségevel génszerkesztett Gsivarsejteket hoztak 1étre,
amelyekbdl olyan baromfi egyedek jottek Iétre, amelyek in vitro és in vivo kisérletekben is ALV-
J (madar leukozis virus, ,,J” alcsoport) rezisztensek voltak (Koslova et al. 2020; Hellmich et al.
2020). A génszerkesztett PGC-k embrionalis injektalasi kisérleteib6l szarmazo génmodositott
utddok létrehozésanak hatékonyséaga valtozd, és altalaban 1-50% kozottire teheté (Panda and
McGrew, 2021).
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5. ANYAG ES MODSZER
5.1. Allatkisérletek etikai vonatkozasai

A dolgozatban szerepl6 kisérleti allomanyokat a Nemzeti Biodiverzitas- és Génmego6rzési
Kézpont Haszonallat-génmegérzési Intézetében (NBGK HGI) tartottam, a Magyar Allatvédelmi
Torvénynek (1998. XXVII1) megfelelé médon. Intézetiink rendelkezik a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal Allat-egészségiigyi és Allatvédelmi lgazgatosaganak allatkisérleti engedélyével
(engedélyszam: 1/1512/49/15/2/2012). Az altalam végrehajtott kisérleti modszereket az NBGK-
HGI Intézményi Etikai Felulvizsgalati Testilete jovahagyta (7/2011 szammal), minden vizsgalatot

az Intézet jovahagyasaval végeztem.
5.2. Kisérleti elrendezés

A Kisérletek tervezésekor harom kisérleti csoportot alakitottam ki. Mivel a blasztodermalis
sejtek intrakardialis injektalasanak lehetséges hatasaira vonatkoz6an nem volt semmilyen irodalmi
adat, ezért az injektalasi modszer embridfejlodésre gyakorolt karos hatasainak vizsgalata céljabol
két kontrollkisérletet allitottam be (K1, K2), ahol a K1 csoportnal ablakot nyitottam a ludtojas
héjan, majd parafilmmel visszazartam és a tojasokat kikeltettem. A K2 csoportban szintén ablakot
nyitottam a tojason, intrakardialisan injektaltam az embriot sterii DMEM tapoldattal, majd
visszazartam a tojast parafilmmel és kikeltettem a tojasokat. A harmadik kisérleti csoport (T) volt
maga a tervezett vizsgalat, ahol a tojasokon ablakot nyitottam, a recipiens embri6 szivcsovébe
DMEM tapoldatban szuszpendalt korai embrionalis sejteket injektaltam, majd a tojast parafilmmel

visszazartam és kikeltettem.
5.3. A vizsgalatokban résztvevé magyar lud fajta jellemzése

A magyar lud harom szinvaltozatban (feher, szirke és tarka), valamint fodros tolld
valtozatban fordul el6, mely csupan tollainak szerkezetében mutat eltérést a magyar ladtol, és
feltehet6en annak egy mutacidja révén jott 1étre. A jelenlegi fajta a magyar parlagi lud hazankba
keralt kilfoldi fajtakkal (emdeni, olasz, pomeraniai, kinai hattyd, rajnai) tortént keresztezés Gtjan
jott letre. Fehér valtozata a leggyakoribb. Csére narancssarga szinii, idésebb korban sotétebb,
kdzepesen hosszU. Szeme vilagoskék, a gunar nyaka kdzepesen hosszu, erds, enyhén ivelt. Torzse
hosszu és kzepes vastagsagu, gombdlyded. Melle széles és gombolyt, erésen izmolt, hata hosszu,
széles és egyenes, csak enyhén lehajlo. Szarnyai hosszlak, szorosan a testhez simulnak, nagyok.
Farka zart, vizszintes €és rovid, combja vastag, erésen izmolt. Labai erdteljesek, fiiggdleges

allastak, a csorrel azonos szintiek.
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Tollazata testhez simulo, a fodros tollu valtozat szarnyfedétollai, combtollai, farktollai hosszlak,
puhak és szalagszeriien, latvanyosan fodrozodnak, pehelytollazata vastag (2. abra). Kdzépnagy
testli fajta, tojoja atlagosan 5-6, gunérja 6-8 kg sulyu. A tojo felépitése Iényegében megegyezik a
glnaréval, néhany aprobb, masodlagos nemi jellegbdl fakado kiilonbségtdl eltekintve (valamivel
rovidebb, vékonyabb, kevésbé hajlott nyak, kissé mélyebben elhelyezkedd torzs). A magyar lud
igénytelen, gyorsan névekvd, jol tollasodd, edzett és faradhatatlanul legeld fajta, a takarmanyt
nagyon jol értékesiti. Husa kitiiné minéségli és puha, majtermelése jo. Tollhaszna tetemes, évente

harom-négyszer is téphetd. (Szalay, 2015)

2. abra: Alloméanyfoté a kisérletben szereplé lud sziildpar csoportrol

5.4. A lad sziilépar csoportok kialakitdsa mikroszatellit-marker vizsgalatok alapjan

A magyar Iud esetében fenotipusos markereket (pl. szin) nem vehettem figyelembe, mivel
ennél a fajtanal a szin nem szorosan kapcsolodik a genotipushoz, igy molekuléris genetikai marker
alkalmazasara volt szilkség a donor sejtek beépilésének vizsgalatara. A recipiens egyedekben
jelenlévd donor sejtek kimutatasara mikroszatellit markerek allnak rendelkezésunkre (Zhou és
Lamont, 1999). Olyan egyedeket valasztottam ki az egyes csaladok kialakitasdhoz, melyek az
altalam  kivalasztott lad-specifikus  mikroszatellit marker, a Bcap3 (forward,5 -
ATACCAACACAGCCACCCACAT-3";  reverse,  5-CCTTCCTGTCCTTCCAAATTCTT-3;

(Buchholz et al.1998) esetében kiilonb6z6 allélokkal rendelkeznek homozigdta formaban.
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A megfelelé donor és recipiens csaladok felallitasahoz elvégeztem a rendelkezésemre allo
alloméany genotipizalasat mikroszatellit markerekkel. Ehhez 144 allat szarnyvénajabol vettem 500-
700 pl mennyiségii vért natrium-citratot tartalmazo 1,5 pl-es eppendorf csébe, hogy a koagulaciot
megelézzem. A vérmintdkbdl hagyomanyos kis6zadsos madszerrel (Miller et al. 1988) DNS-t
izolaltam. A vérmintakat 1 ml sejt lizis pufferben (1. melléklet) Gjraszuszpendaltam, 1 dran
keresztiil 37°C-on inkubaltam, majd 13000 rpm-en 2 percig centrifugaltam. A fellilusz6 leszivasat
kovetden ismét 1 ml sejt lizis puffer keriilt a mintakra, amiket atforgatas utan \jra a centrifugaba
helyeztem és 13000 rpm-el 2 percen keresztil centrifugaltam. Centrifugalas és a feluilisz6 ismételt
eltavolitasa utan 300 ul sejtmag lizis pufferben (2. melléklet) és 20ul 10%-0s SDS-ben inkubaltam
a véreket 30 percig 37°C-on. Ezt kovetéen 100 pl 6M (tultelitett) NaCl-ot adtam az egyes
csovekhez, majd 20 masodperc vortexelést kovetden 10 percig 13000 rpm-en centrifugaltam. A
DNS kicsapasahoz 300 ul izopropanolra rAmértem az azonos mennyiségt feliiluszot, atforgattam
a DNS kivalasaig, majd ismét 13000 rpm-el 2 percig centrifugaltam. A kicsapashoz hasznalt
izopropanolt eltavolitottam, és minden mintara 500 pul 70%-os etanolt mértem, amellyel atforgatva
tisztitottam a DNS-t. 13000 rpm-en 2 perc centrifugalds utdn ezt a Iépést még egyszer
megismételtem, majd az etanolt leszivtam a mintakrdl, és 1 6ran keresztil szaritottam azokat. A
szaritott DNS-t 50 pl desztillalt vizben 37°C-on egy éjszakan keresztill visszaoldottam. A mintak
Scientific) egalizaltam a vizsgalatokhoz a mintakat a szikseges 5 ng/pl —re, majd a genotipus
megallapitasanak elvégzéséig -20°C-on taroltam azokat. A PCR-termékeket CY5-el (Bio-science
Kft.) fluoreszcensen jel6lt primerek alkalmazasaval allitottam el6 (3., 4. melléklet) és poliakrilamid
gélen vizualizaltam AIf Express Il automata DNS-analizalo készilék segitségével (Amersham
Pharmacia Biotech®).

A kapott eredmények alapjan alakitottam ki a donor és a recipiens kisérleti csoportot. A donor
allomany kivalasztott 28 egyede a 155bp hosszusagu allélt hordozta homozigéta formaban, mig a
recipiens allomany kivalasztott 35 egyede egy masik, a 159bp hosszusagu alléllal rendelkezett

szintén homozigota forméaban.
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5.5. A kisérleti lud allomanyok tartastechnologiaja

Mindkét Kisérleti szil6par csoportot tagas kifutoval rendelkezé 6lakban, mélyalmon
helyeztem el. A két csoportot keritéssel valasztottam el egymastdl. A folyamatos legeltetés és
vizellatas mellett az allatok ad libitum etetése granuldlt 10ad tojotappal (Szinbdd Kft. Godallo)
tortént. A tojasokat naponta kétszer gytjtotték és 16-18°C-on tojastarold helyiségben taroltak a
felhasznalasig. Minden tojast egyedileg jeloltek a begyiijtéskor (begylijtés datuma, kisérleti

csoport jelolése).
5.6. A magyar lud embriéfejlodési stadiumainak meghatarozasa

A 1ad embriondlis sejtek injektalasahoz eldszor meg kellett hatdroznom az embrid
fejlodésének azt a szakaszat, amikor az dsivarsejtek vandorlasa torténik. Ugyanis ez az az iddszak,
amikor remélhetem azt, hogy az altalam injektalt Ossejtek egy része is a kialakulo ivarszervekbe
vandorol. Hazityuknal az embrid ezt a fejlédési stadiumot 52-58 6ra (HH13-16) (Hamburger and
Hamilton, 1951) inkubdlas utan éri el. Mivel azonban a hazilud embrionalis fejlédése 29-31 napig
tart, szemben a tyukéval, amely csak 21 nap, vizsgalatokat kellett végeznem arra vonatkozdan,
hogy a ludembrio fejlettsége mikor éri el az injektalashoz sziikséges HH14-16 fejlodési stadiumot.
Erre vonatkozdan nem volt adat a szakirodalomban.

A frissen tojt magyar lad tojasokat 0,25%-0s hypochlorit oldattal lemostam, majd a faj
igényeihez igazodva 37,7°C-on, 70%-o0s paratartalom mellett, orankenti 90°-os forgatassal
inkubaltam PL Machine MIDI F500S (PL Maschine KFT. 2461. Tarnok) keltetégépben.

A keltetés 60. orajatdl kezdve a 89. 6réig 10 percenként kivettem egy tojast a keltet6gépbdl, a
laterélis oldalon kozépen tojastord csipesz segitségével egy ablakot nyitottam, majd a héjhartya
eltavolitdsa utan megkerestem a fejl6dé embridt, melyet Leica Axioscope szteredmikroszkop
(Leica Microsystems GmBH, Wetzlar, Németorszag) segitségevel vizsgaltam. A részletek
alaposabb megfigyelhetésége miatt az embri6 ala Fast Green festéket (Sigma-Aldrich®, No. F-
7252) injektaltam, amely sotét hatteret biztositott, ezaltal jobban latszottak pl. az embri6 szomitai.
A vizsgélat alapjan meghataroztam a lad embridk fejlédési stadiumait, a Hamburger & Hamilton
altal kidolgozott (Hamburger and Hamilton, 1951) hazityuk fejlédési stadiumokat alapul véve.
Feljegyeztem az inkubacié hosszéat és az embri6 fejlettségi stddiumat. A kapott adatokat egy
adatbazisban foglaltam 0Ossze és fotd dokumentaciot készitettem. Osszesen 745 lidembriot

vizsgaltam meg (5.melléklet).
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5.7. Az dsivarsejtek fluoreszcens immunfestése egész 1ud embridban

A HH16-os fejlettségi stadiumt ludembriodkat szlir6papir gylirli segitségével eltavolitottam
a szik feliiletér6l. Lemostam foszfat pufferelt fiziologias s6oldatban (PBS), majd fixaltam 4%-o0s
paraformaldehidet (PFA) tartalmaz6 PBS oldatban egy €jszakan keresztil 4°C-on. Ezt kévetéen
az embriokat 3 alkalommal razoasztalon 0,01% szarvasmarha szerum albumint /BSA/ tartalmazé
PBS oldatban, alkalmanként 30 perc id6tartamig mostam. Az embriokat 1% BSA-tés0,1% Triton-
X-100-at (Sigma-Aldrich, X100-100ML) tartalmaz6 PBS oldattal permeabilizaltam egy éjszakéan
keresztiil 4°C-on. Ezutan szintén 4°C-on az embriét anti-CVH (hazitytk VASA homolog)
elsédleges antitesttel 1:100-as higitast alkalmazva (Bertrand Pain ajanlasa alapjan /CU1208,
INSERM, USC1361, INRA, Stem Cell and Brain Research Institute, Bron, France/) 0,1% BSA-t
tartalmazo PBS oldatban egy éjszakan keresztul inkubaltam. Méasnap 3 alkalommal egymas utan
alkalmanként 30 percig razotermosztatban mostam a mintat 0,01% BSA-t tartalmaz6 PBS
oldatban szobahdémérsékleten, majd a mintdkat fluoreszcein izotiocianat (FITC, 1:500)
masodlagos antitesttel (Jackson Immuno Research) inkubaltam 0,1% BSA-t tartalmazdé PBS
oldatban egész éjszakan keresztiil 4°C-on. Ezutan két, egyenként 30 perces, szobahOmérsékleten
elvégzett mosads kovetkezett 0,01% BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban. A sejtmagfestést
sOtétkamraban, szobahOmérsékleten, 15 perc id6tartamig végeztem 1 pM TO-PRO™-3
(gerjesztés: 642 nm, detektalas: 661 nm) hasznalataval (Thermo Fisher Scientific, T3605) PBS
oldatban. Ezt haromszori, 30 perc id6tartami PBS-ben torténé mosas kovette. A mintakat a
mikroszkopos vizsgalatig 0,01%-0s BSA-PBS-ben taroltam, 4°C-on. A fotzashoz a mintakat
targylemezre helyeztem, majd fed6lemez és Vectashield feddoldat (Vector Laboratories, H-1200-
10) segitségével fedtem le, ezt kovetéen a mintakat konfokalis mikroszkop (TCS SP8; Leica)

segitségével vizsgaltam.
5.8. Lud blasztodermalis sejtszuszpenzié immunfestése ésivarsejt-specifikus markerekkel

Az 5.10. alfejezetben részletezett modon izolalt blasztodermalis sejteket szuszpendaltam
PBS oldatban, majd 10 percig fixaltam 4%-0s PFA oldatban 4°C-on. Haromszori, - alkalmanként
5-5 perc id6tartamu - 0,01% BSA tartalmu PBS oldatban torténd mosast kdvetden a sejteket 0,1%
Triton-X-100 (Merck-Millipore X100-100ML), valamint 2,5% szamér szérum (Sigma Normal
Donkey Serum A21432-1750277) tartalmu PBS segitségével blokkoltam 45 percig,
szobahdmérsékleten. Ezutan parakamraban 4°C-on inkubaltam a sejteket egész éjszakan at 1:100
higitast anti-CVH elsddleges antitesttel. Az inkubaciot kovetéen harom alkalommal mostam a

mintakat 5-5 percig 0,01% BSA tartalmu PBS oldattal.
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Ezutan IgG FITC méasodlagos antitesttel (Jackson Immuno Research) inkubaltam a sejteket sotét
parakamraban 37°C-on, 1 éran keresztll, majd 0,01% BSA tartalm( PBS oldattal val6 moséast
kovetben a sejtmagokat TO-PRO™-3 festékkel (Thermo Fisher Scientific, T3605) festettem. A
targylemezeket feddlemez és 10 pl Vectashield fedboldat (Vector Laboratories, H-1200-10)
segitségével fedtem le, majd mintakat konfokalis mikroszkop (TCS SP8; Leica) segitségevel

vizsgaltam.
5.9. A recipiens tojasok kezelése injektalas elott

Heti egy alkalommal 30 db recipiens tojast helyeztem a keltetégépbe (MIDI F500S; PL
Machine). A ludtojasokat a fajnak megfelelé koriilményeket biztositva inkubaltam (37,8 °C, 63%-
os paratartalom mellett, 90 °-0s 6rankénti elforgatassal). A recipiens tojasok injektalasat 72 oras

inkubacios 1d9 elteltével kezdtem meg.
5.10. A donor blasztodermalis sejtek kinyerése

A kisérlet soran injektalasra hasznalt donor eredeti blasztodermalis sejteket a donor
csaladtol szarmazo, frissen tojt, inkubélatlan, termékeny tojasokbdl nyertem (3. abra). Ezekben a
tojasokban a csirakorong blasztula, pregasztrula allapotban van, kb. 60.000. sejtbdl all, ebbdl csak
megkozelitéleg 500 vesz részt kdzvetlenll az embri6 kialakitdsaban (Spratt and Haas, 1961). A
csirapajzs egy-két sejtsornyi vastagsagu allomanyaban a sejtek kozott Ureg nincsen, a sejtes lemez

kdzvetlenil a sziken fekszik.

36



3. abra: Az el6készitett donor tojasok, és a 4. dbra: A termékeny tojasok csirakorongjara
blasztodermalis sejtszuszpenzi6 elkészitéséhez helyezett

sziikséges eszkdzok a laminaris fulkében. steril sziir6papir korong kdrbevéagésa.
s 0 £

5. abra: A sziirépapirhoz tapadt, olloval eltavolitott 6. abra: A blasztodermalis sejtek
csirakorong. A felesleges tojas szikanyag eltavolitasa DMEM tapoldattal torténd lemosasa

steril papirvattaval. centrifugacsébe.
" &
| l

8. dbra: A felhasznélasig a blasztodermalis
sejtszuszpenzidt termosztatban, 37 °C-on
taroltam. A kdnnyebb nyomon kévethetéség
miatt Fast-green festékkel festettem a
sejtszuszpenziot.

7. abra: A ,kész”, tisztitott sejtszuszpenzio

Chicago Sky Blue (é16-holt) festést kovetd

sejtszdmlalasa Makler-kamra segitségével,
mikroszkop alatt.
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A tojasokat felhasznalasig, de maximum 4 napig 16-18°C-os tojastarolo helységben taroltam.
Egy injektalasi kisérlethez 14-16 tojas csirakorongjabdl nyertem ki a sejteket. A tojasokat a
fert6zésveszély elkeriilése érdekében eldszor 70%-0s etanollal attoréltem, majd Gvatosan
feltortem. A termékeny tojasok csirakorongjara egy steril sziirGpapir gytriit helyeztem (4. abra),
melyet, miutan kell6en a perivitellin membranhoz tapadt, olloval kdrbevagtam, és az eltavolitott
membréndarabrdl (5. abra) a blasztodermalis sejteket DMEM ,high glucose” (Sigma-Aldrich®,
No. D-5671) tapoldattal, steril fecskend6 és tii segitségével steril centrifugacs6be lemostam (6.
abra). Az Osszegylijtott sejteket pipetta segitségével a tapoldatban dvatosan felszuszpendaltam,
majd 7 percig 2300 rpm-en, 4°C-on centrifugaltam. A sejteket a csapadék fels6 rétegébdl dvatosan
leszivtam, majd 2,5 ml steril DMEM tapoldatban Ujraszuszpendaltam. A térmelékek és a szik
minél hatékonyabb eltavolitasa érdekében ezt a Iépést még egyszer megismételtem. A masodik
centrifugalast kdvetden a feliiluszo nagy része eltavolitasra keriilt, mindossze 0,5 ml, a sejteket is
tartalmaz6 médiumot hagytam meg. A sejtek életképességének vizsgalatat Chicago Sky Blue €16-
holt festessel (Kutvolgyi et al, 2006), Makler-kamra segitségével torténé szamlalassal hataroztam
meg (7. abra). A kész sejtszuszpenzidt 10ul Fast Green festékkel (Sigma-Aldrich®, No. F-7252)
festettem meg, majd felhasznalasig termosztatban (Memmert BE 200, Schwabach, Germany)
taroltam 37°C-on (8. abra).

5.11. Donor korai embrionalis sejtek injektalasa 3 napos recipiens ladembridba

A donor 6ssejtek injektalasdhoz az optimalis inkubacios id6t (69-84h) a korabban elvégzett
embriofejlédési vizsgalataim alapjan hataroztam meg. Az eldkisérletek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a 72 déranal fiatalabb embridk 10 napos tulélése sokkal rosszabb,
mint a 72 6ranal idosebbeké, ezért a tovabbi kisérleteimben csak a 72 o6ranal idosebb embridkat
injektaltam. A keltetogépbdl egyesével elkezdtem kivenni a recipiens tojasokat. A tojas lateralis
oldalan, illetve a tompa végén a fertdzések megel6zése céljabol betadine oldatos (Egis)
fertdtlenitést végeztem. A légkamra fel6li oldalon egy hegyes csipesszel kicsi, Imm atmérdji
lyukat Gtottem, melyen keresztill egy steril injekcids tii és fecskend6 hasznalataval 0,5 ml fehérjét
szivtam le (9. abra). Erre azért volt sziikség, hogy az injektalas soran a fejlédé embrié szamomra
kedvezObb helyzetbe kerljon, és kénnyebben hozzaférhetévé valjon. Ezt koveten a tojas lateralis
oldalén, a tojashéjon egy 15x15 mm-nél nem nagyobb nyilast nyitottam, majd ezt kdvetéen
eltavolitottam a héjhartyat (10. abra). A tojast egy steril papirvattaval bélelt petri-csészébe

helyeztem, mely a tdmasztasi funkciot latta el.
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Koralbeldl 0,5 ml, 10% penicillin — streptomycin-t (G-6784; Sigma) tartalmazo steril, 37°C-o0s
PBS oldatot cseppentettem fecskendével a tojason nyitott részbe a fertézések megelézése,
valamint az embri¢ kiszaradasanak elkeriilése miatt. Igy tettem a tojast a sztereomikroszkop ala
(11. abra), ahol az embrio fejlettségi, egészségi allapota, szervei mar jol lathatdva valtak. A mar
korébban beéllitott mikromanipulatorba (MN 153; Narishige) egy 10 ul-es Hamilton fecskendét
rogzitettem, melynek végére egy huazott tUveg kapillaris kerult (No. 2930208, Lot 1610331;
Marienfeld Laboratory Glassware). Az ebbe a fecskendébe felszivandd donor sejtszuszpenziot
elézetesen vitalis Fast Green (Sigma-Aldrich) festékkel festettem meg, hogy ezzel jobban lathatova
tegyem a donor sejtek a recipiens embrid véraramaba torténd bejutasat.

A mikromanipulator segitségével az extraembrionalis hartydk atszlrasa utan a recipiens embrio
szivcsOvébe injektaltam 1-1,5 ul (megkozelitéleg 600-800 sejtet tartalmaz6) donor
sejtszuszpenziot (12. &bra). A sikeres injektalast kovetéen az antibiotikumos PBS oldatbol ismét
néhany cseppet a tojasha cseppentettem (13. &bra), majd a manipulacidhoz hasznalt ,,ablakot” a
tojason felhevitett dupla réteg parafilmmel lezartam (14. bra). A tompa végen nyitott apro, a
fehérje eltavolitasa céljabol nyitott lyukat papirragasztoval zartam le. A tojasokat egyedi jeléléssel

lattam el, és azonnal visszahelyeztem a keltetdgépbe.
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11. dbra: Kameraval és mikromanipulatorral
felszerelt mikroszkdp az injektalashoz

\

o\
-

>y

13. &bra: A tojés feltoltése 37°C-os steril PBS-el

b, PG (1800 x 1200)

10. &bra: A 3 napos ludembri6 vizsgalata

12. abra: Az injektélas folyamata

14. &bra: Az ablak lezéarasa laboratériumi parafilmmel
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‘ Termékeny tojasok a donor ’ | A blasztodermalis

(155 bp) lud populaciébél A csirakorongok sejtek lemosasa a
gyiijtése az EG. K. X. perivitellin
stadiumu embriokbol membranrol

- -
- o @ < — Tisztitott
blasztodermalis
sejiszuszpenzio A

Sejtszamlalas

blasztodermalis
sejtek tisztitasa

injektalasa a recipiens

A blasztodermalis sejtek
embriok szivcsovebe

populaciobol

Termékeny tojasok a 69' 84 Feltételezett kiméra
recipiens (159 bp) lad oras lad utédok
embrio

15. abra: A lidkiméra eldallitasi kisérletek folyamatébréja:

A blasztodermadlis sejtszuszpenzi6 elkészitéséhez a donor allomanytol (155 bp markert tartalmazé) szarmazé
termékeny (EG&K X-XII stadiumd) tojasokat hasznaltam. A sejteket lemostam a perivitellin membranrol, ezt
kovetden tobbszori szuszpendalassal és centrifugalédssal tisztitottam. Az eldallitott sejtszuszpenzidban sejtszamlalassal
hatédroztam meg a sejtek mennyiségét, majd ezt kovetéen meghatarozott dozisban (1-1,5 pl, ~ 600-800 sejt) a recipiens
embridkba (159 bp markert tartalmazd) injektaltam. Az injektélast Narishige mikromanipulatorhoz régzitett Hamilton
fecskendd és mikrokapillaris segitségével hajtottam végre a recipiens embriok szivesovébe. Injektalast kovetden a
recipiens embridkat tartalmazé tojasokat keltetogépbe helyeztem, és fejlodésiiket a kikelésig kovettem. Az utodokon
mikroszatellit-marker analizis végeztem a lehetséges kimérizmus megéllapitasa céljabol.

A teljes folyamatot a donor- és recipiens egyedektdl torténd tojasgytijtéstol a kezelt egyedek
kikeléséig a 15. Abra mutatja be. Egy-egy kisérleti napon atlagosan 15-25 sikeres injektalas tortént

azonos sejtszuszpenzidval.
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5.12. Az injektalt tojasok inkubalasa, lampazéasa, az embridelhalasok idejének és lehetséges

okainak vizsgalata.

A lldtojasok keltetése eltér a tyOktojasétol, kiilonosen a hiités és a paratartalom
tekintetében. A ludtojasok keltetési hémérséklete az 1-12. napig 37,8°C, a 13. naptol a 23. napig
37,5°C, a 27. naptol a 30. napig pedig 37,2°C. Ezzel parhuzamosan az optimalis relativ
paratartalom a fejlédés elsé négy napjan 63%, az 5. naptol a 27. napig fokozatosan emelkedik
54%-t6l 57%-ig, majd az utols6 két napban a bujtatas idGtartama alatt felugrik 77-80%-ra
(Bogenfurst, 2004). A ludtojasban a keltetés 15. napjatol onhétermelés indul meg, vagyis a
tojasokat drasztikusan hiiteni kell. Ezért az 5. naptdl naponta egyszer, a 16. naptdl a bujtatasig
naponta kétszer 20 perc iddtartamra a keltetdgépet kinyitottam, és a talcakon 1évd tojasokat
vizpermettel hiitéttem. A hiités elmulasztasa 20%-Kkal is ronthatja a keltethetéséget (Bogenfiirst,
2004). A kelés varhato ideje el6tt két nappal a fejlédd, egészseges embriokat tartalmazo tojasokat
a bujtatoba helyeztem at, ezzel egy idében a parafilmet dvatosan tébb helyen perforaltam, hogy
elésegitsem a keld Kisliba megfelel oxigénellatasat, €s megnoveltem a paratartalmat.

Az injektalt tojasokat a keltetés 12. és 21. napjan lampaztam. Az elhalt embridkat tartalmazé
tojasokat eltavolitottam a keltetégépbdl. Ezt kovetdéen megallapitottam az elhalds idejét és
lehetseges okat. Feljegyeztem az elhalaskori fejlodési stadiumot, valamint az esetlegesen fennalld
barmilyen jellegli embriofejlodési rendellenességet. Az 5. napnal idésebb korban elhalt
embridokbol mintat vettem mikroszatellit marker alapl vizsgalathoz, amellyel a donor sejtek
beépllését vizsgdltam. Amennyiben az embrid mérete lehet6vé tette, kiilon mintat vettem az

embrid ivarszervébol, a szivébol, az agyszovetbol és a majabol.
5.13. A lehetséges kimérizmus vizsgalata mikroszatellit marker analizissel

Az embridkbdl, valamint a kiilonb6z6 embrionalis szervekbol szarmazd mintdkon DNS
vizsgalatot végeztem. Ennek célja a donor sejtek beépllésének sikeressége, valamint a donor
sejtek embrion belili aranyanak és eloszlasanak vizsgalata volt. A mikroszatellit marker
analizishez felhasznalt agy, sziv, maj és ivarszerv mintakat a kikelt &llatokbdl, valamint a késébbi
stadiumban elhalt embriokbol gytijtottem. Csak azokat az elhalt embridkat vizsgaltam, amelyek
elérték vagy meghaladtdk az embrionalis fejlddés 10. napjat. A DNS-t minden szdvetbdl a mar
korabban leirt modon (Miller et al. 1988) izol&ltam, baromfi szvetekre optimalizalt protokoll
szerint. A szoveteket 300 pl sejtmag lizis pufferben (2. melléklet), 10 pl (20 mg/ml) proteinaz K
enzim, valamint 10% SDS hozzdadasaval inkubaltam. A tovabbiakban a vérmintak esetében

hasznélt, mar korabban leirt DNS izolalasi protokollt hasznaltam.
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Minddsszesen 191 mintat vizsgaltam és genotipizaltam melyekb6él 171 szarmazott elhalt
embriokbol, a tobbi pedig a kikelt és ledlt napos libakbol vett minta volt. Azokat az egyedeket
tekintettem kiméranak, amelyek a PCR reakciot (3., 4. melléklet) koveté poliakrilamid
gélelektroforézis alapjan tartalmaztak a donor csoportb6l szarmazo6 (155bp), valamint a recipiens

allatoktdl szarmazé (159 bp) allélokat egyarant.
5.14. Kontroll kisérletek

Az injektalasi modszer embridfejlédésre gyakorolt karos hatasainak vizsgélata céljabol két
kontroll Kkisérletet végezetem el, kisérletenként 100 termékeny ludtojason. Ezeket K1 és K2
kontroll csoportnak neveztem el.

A K1 kontroll csoport volt az ugynevezett ,,ablakos” kontroll csoport. Ebben a csoportban a
tojasok lateralis oldalat és 1égkamra fel6li végét Betadine oldattal (Egis) fert6tlenitettem, majd a
légkamra fel6li végen egy apro lyukat iitottem, melyen keresztul steril injekcids fecskendével 0,5
ml fehérjét szivtam le. Ezt kovetden a korabban fertétlenitett oldalon egy koriilbeliil 15 x 15 mm-
es tertleten eltavolitottam a tojas héjat és a héjhartyat. Ez utan az ,,ablakot” parafilmmel
visszazartam oly modon, hogy dvatos hevitéssel ratapadjon a megfelelé méretii darab a tojashéjra
és az ,,ablakot” lezarja. Keltetogépbe helyeztem a tojasokat, majd a kelés varhat6 idépontja el6tt
2 nappal a parafilmet egy steril ti segitségével perforaltam. Minden tojas egyedi szamozast kapott,
tovabba feljegyzésre keriilt a manipulacié pontos ideje, az inkubacid kezdete Ota eltelt id6,
tovabbd, hogy az adott tojas melyik Kisérleti csoportba tartozik. Ennek a kontroll csoportnak a
célja az volt, hogy megvizsgaljuk az ,ablak” nyitdasanak hatasat az embriofejlodésre, egyeb
manipulacioé nélkul.

A K2 kontroll csoport volt az injektalt kontroll, melynél a fentebb, a K1 csoport esetében mar
leirtak szerint elvegeztem a tojasok fert6tlenitését, valamint a fehérje leszivasat és az ,,ablak”
nyitasat. Mindezeken feliil a K2 kontrollcsoport tojasaiban talalhaté embridk szivcsovébe 1-1,5 ul
5% Fast Green festékkel (No. F-7252; Sigma-Aldrich) jeldlt steril DMEM oldatot (No. D-5671;
Sigma-Aldrich) injektaltam. Az injektalast Narishige mikromanipulatorral (MN 153; Narishige),
sztereomikroszkdép alatt (MZ6; Leica) veégeztem el. Az intrakardialis injektalast kdvetden az
,-ablakot” parafilmmel a mar korabban leirt mddon lez&rtam, és a kezelt tojasokat visszahelyeztem
a keltetbgépbe. A K2 kontrollcsoportot az injektalas embriofejlédésre, talélésre gyakorolt

hatasainak vizsgalata céljabdl hoztam létre.
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5.15. Statisztikai analizis

Statisztikai modszerekkel elemeztem a 10d embridk fejlodési szakaszainak megoszlasat az
inkubaciés id6 hosszanak fiiggvényében. Az egyes embrionalis fejlodési szakaszok idébeni
bekovetkezésenek jellemzésére interquartilis tartomanyt (IQR) hasznaltam. Az IQR érték azt az
intervallumot jel6li, ahol az 6sszes érték kozépsé 50%-a helyezkedik el. A kisérleti csoportok
dsszehasonlitdsdhoz logisztikai regressziés modellt hasznaltam, ahol mindkét kontroll csoport
(K1, K2), valamint a kisérleti, blasztodermalis sejtszuszpenzidval injektélt csoport (T) adatait
paronkénti 0sszehasonlitasoknak vetettem ala. Ezen mddszer esetében az dsszehasonlitasokat
Tukey teszt (Reiczigel et al. 2007) segitségével végeztem. Az injektalas optimalis idejének
meghatarozasahoz egy utas varianciaanalizist (ANOVA) hasznaltam. Minden olyan esetben, ahol
szignifikans kilénbség volt, a harom csoport eredményeinek dsszehasonlitasara Fisher legkisebb
szignifikans differencia (LSD) tesztjét alkalmaztam. Minden kapott adatomat az R studio 0.99.489
verzioszamu, valamint a Statistica 7.0 (StatSoft Hungary Ltd) programok segitségével értékeltem,

P <0.05 szignifikanciaszint mellett.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az embriok fejlédésének vizsgalata és az injektalas optimalis idészakanak

meghatarozdsa magyar ludban

Els6é 1épésként Osszehasonlito embriofejlodési  vizsgélatokat végeztem, annak
megallapitasara, hogy a lidembriok fejlodése hany ora keltetési id6 utan éri el a HH14-16
stadiumot, amikor az 6sivarsejtek az embrié véraramaban a legnagyobb koncentraciéban vannak
jelen. Statisztikai paramétereket (minimum, maximum, median, also és felsé kvartilis) hataroztam
meg (1. tAblazat) az inkubacids id6 adatokbol az egyes fejlédési szakaszok megfelel6 jellemzésere.
Az IQR értéket (Interquartilis terjedelem) valasztottam annak leirasara, hogy az egyes Hamburger
és Hamilton féle fejlédési stadiumok a keltetés soran jellemzéen mikor figyelhet6k meg a l0d
fajban A kapott eredményeket az 1. tablazatban 6sszegeztem, a részletes eredményeket tartalmazo

tablazat az M4 fejezetben szerepld 5. melléklet.

A Hamburger és Hamilton altal leirt hazityuk fejlodési stadiumoknak megfelel6 lad

embriofejlédési szakaszok az eltelt inkubaciés idé fiiggvényében

HH 14 HH 15 HH 16 HH 17
Minimum (h) 60,0 60,0 60,0 63,0
Mediéan (h) 73,0 74,0 75,0 78,5
Maximum (h) 88,0 89,0 88,0 89,0
Interquartilis
) 68,8-74,3 63,0-76,0 74,0-79,0 75,0-84,0
terjedelem (h)

1. tablazat: A lud embriok Hamburger és Hamilton (1951) (HH) szerinti fejlédési szakaszainak megoszlasa
az inkubacios ido szerint:

A kapott adatok alapjan az elsé injektalasra alkalmas HH14-es fejlodési stadiumot legkorabban 60 ora elteltével
érheti el a ludembrid, de még 88 ora keltetés utén is talaltam HH14-es stddiumd embridt. Az elvégzett statisztikai
vizsgalatok szerint azonban 68,8 — 74,3 ¢6ra keltetési id6 kozé esik az az iddintervallum, amikor a magyar lud
embridinak jelent6s része ebben a stddiumban talélhatd (kozelitéleg 120/61). A kovetkezd, injektalasra alkalmas
stddium a HH15-6s, szintén 60 ¢ra elteltével mar megtalalhat6 volt a vizsgalt embridk kdzott (110/1), illetve 89 dra
keltetési id6 utan is talaltam egyet a vizsgélt 110 db HH15-0s embrid kdzétt. Az interquartilis terjedelem ennél a
fejlédési stadiumnal 63-76 ora kozé esett (77/110). A HH16-os fejlédési stadium 134 embrio vizsgélata alapjan szintén
60 ora elteltével mar megtalalhato (134/1 db), illetve 88 6ra keltetés utdn még megtalalhato (134/2 db) a fejlédd
embriok k6zott. JellemzGen azonban a 74-79 6ras idésavban figyelheté meg (134/70 db). A HH17-es fejlodési stadium
63 ora elteltével bukkant fel el8szor (121/1) a vizsgalt embridk kozott, és 89 ora elteltével még 7 darabot talaltunk a
121 embri6 kozott. Jellemz6en azonban 75 és 84 6ra koz€ esett az a keltetési id6 intervallum, ahol el6fordult (121/71
db).
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Tehat vizsgalataim alapjan a 1ad embriok fejlédése 69-84 dra inkubalas utan éri el (1. tablazat; 16.
és 17. abra) az embrionalis sejtek bejuttatasara optimalis id6szakot. A keltetésnek ebben a korai
szakaszaban azonban jelent6s volt az egyedi eltérés az embrionalis fejlédés sebességében (17.

abra).

16. dbra: A magyar 14d embriok injektalasara optimalis fejlédési stadiumok HH14 és HH17 kozott
(Hamburger és Hamilton szerint, 1951) valamint az adott stadiumra jellemzé fontosabb morfoldgiai
tulajdonsagok szemléltetése (méretarany: 1 mm).

a: HH14 stadium (69-74 éra), az embrié 22 szomitaval rendelkezik (fehér nyil), a koponya hajlasszége kb. 90°(fehér
nyilhegy), a nyaki gorbiilet széles (fekete nyilhegy), az els6dleges optikai vezikulum kezd betiir6dni (narancssarga

nyil);
b: HH15 stadium (73-76 6ra), 26 szomita (fehér nyil), a koponya hegyes szdget zar be a torzzsel (fehér nyilhegy), a

e

lathato. (narancssarga nyil);

¢: HH16 staddium (74-79 6ra), ekkor az embridnak 28 szomitaja van (fehér nyil), minden goérbilet hangsulyosabb
(fehér és fekete nyilhegy), itt a szarnybimboé eldszor megvastagodott gerincként jelenik meg (narancssarga nyil);

d: HH17 stadium (75-84 6ra), 32 szomita figyelheté meg (fehér nyil), a nyaki gorbiilet élesebben hajlitott, de szoge
még mindig nagyobb, mint 90° (fekete nyilhegy), el6szor jelenik meg az epifizis (fehér nyilhegy), 1athatd a szarny
képzbédése és 1abbimbo (narancssarga nyilak), a koponya gorbllete valtozatlan.

Annak megerdsitésére, hogy van-e¢ Osszefliggés az embrionalis fejlodési stadiumok és az eltelt
inkubacids id6 kozott, statisztikai probakat végeztem (17. abra), melyek eredménye az, hogy
mérsékelt pozitiv korrelacié van az értékek kozott. Ennek oka feltehetéen az, hogy nagy a
heterogenitas az embriok fejlodése kozott, valamint a teljes allomany tekintetében is (17. abra).

Ez az 6shonos fajtakra altalanosan jellemzé.
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17. dbra: A vizsgélt l0dembriék idébeli eloszlasa a kiilonboz6 fejlodési szakaszokban (A 16. dbran lathato6
Hamburger-Hamilton-féle fejlodési stadiumoknak megfeleltetheté fejlettségii Iidembridk).

A negyzetdiagramok leird statisztikai paramétereket képviselnek, a dobozok az interkvartilis terjedelmet (IQR)
mutatjak, melyet az egyes szakaszok tipikus fejlédési idkereteinek jellemzésére alkalmaztam, a mediant a dobozon
belil talalhat6 vizszintes vonal jelzi, a dobozok alatt és felett talalhato bajuszok mutatjak a tartomanyt (alsé-és felsd
kvartilis), a kiugré adatokat pedig a korok jelzik.

a: HH14: Min.: 60.0, Median: 73.0, Max.: 88.0, IQR: 68.8-74.3;
b: HH15: Min.: 60.0, Median: 74.0, Max.: 89.0, IQR: 63.0-76.0;
c: HH16: Min.: 60.0, Median: 75.0, Max.: 88.0, IQR: 74.0-79.0;

d: HH17: Min.: 63.0, Median: 78.5, Max.: 89.0, IQR: 75.0-84.0)

Az eredmények tukrében megéllapithatd, hogy az ekvivalens HH14-17 fejlédési stadium, mely
szakaszban a PG sejtek vandorlasa feltehetden bekovetkezik, lad embridkban 69 és 84 éras
inkubacids id6k kozott fordul elé legnagyobb gyakorisaggal. Ezen eredmények tiikrében arra a
megéllapitasra jutottam, hogy ez az idéablak alkalmas lehet a blasztodermalis sejtek véraramba

injektalasaval csiravonalas kiméra utodok Iétrehozasara.
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6.2. A lad ésivarsejtek vandorlasanak vizsgalata az embridban immunfestéssel

A Kkisérlet tervezésekor sarkalatos pont volt az a hipotézis, hogy egyrészt a Korali
blasztodermalis sejtek kozott talalhatok Osivarsejtek is, masrészt az, hogy a ludembridban is
ugyanazokban a fejlédési stadiumokban torténik az ésivarsejtek vandorlasa az ivarszervek felé,
mint a hazitydkban. A 18. abran lathat6 dsivarsejt-specifikus immunfestés bizonyitotta, hogy az
altalam kinyert l1ud blasztodermalis sejtszuszpenzi6 tartalmaz &sivarsejteket, és a lGdembridban
ugyanazokban a fejlédési stadiumokban torténik az ésivarsejtek vandorlasa, mint a hazitydknal.

Ilyen irdnyu vizsgalatokat eddig nem végeztek lad fajban.

CVH/TO-PRO-3 CVH/TO-PRO-3

Blasztodermalis sejtek

HH 16 fejlodési stadiumi embrio

18. abra: Immunfestett primordialis dscsirasejtek (PGC) a blasztodermalis sejtek kdzott (A, B) és egy HH16-
os stadiumu ladembrié véraramaban vandorlas kézben (C, D).

A fotokon csirke vasa homoldg (CVH) pozitiv PGC sejtek lathatok a blasztodermalis sejtszuszpenzidban (A, B) és
egy HH16-o0s stddiumu 1ad embrié extraembrionalis régidjaban (C, D). A B és D jelzésii fotok az A és C fotdkon
négyzettel bekeretezett teriiletek nagyobb nagyitdsi képei. A sejtmagokat TO-PRO™-3-mal (Thermo Fisher
Scientific) festettem. Méretaranyok: 50 pm.
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6.3. Az intrakardialis injektalas 3 napos Iud embrioba és az igy elérheté kiméra eléallitas

hatékonysaga

Munkam celja volt annak megéllapitasa, hogy az inkubélatlan, frissen tojt ludtojasbol
gyljtott blasztodermalis, illetve korai PG sejtek megfeleldé HH fejlettségii recipiens embrio
veraramaba injektalva eljutnak-e az embrio ivarszervébe és kolonizaljak-e azt. Azaz, ha a recipiens
embriot a fajnak megfeleld korilményeket biztositva kikeltetjik, kimutathatok-e a donor
genotipusu sejtek a recipiens embridkban, illetve kikelt allatokban. Az injektalasi kisérletek soran
249 egészséges, megfeleld fejlddési stddiumban 1évé lud embrid szivesdvébe injektaltam
mikromanipulator  segitségével a kordbban el6készitett recipiens blasztodermalis
sejtszuszpenziobol 1-1,5 pl mennyiséget (megkozelitéleg 600-800 sejt).

Az injektalast akkor itéltem sikeresnek, ha az embri6o elérte, illetve meghaladta
fejlodésének 10. napjat (2. tablazat). Az eddig az idépontig bekdvetkezd embrionalis halalozast
tekintettem a mddszer kozvetlen hatasanak. Ezen kritériumok figyelembevételével a kezelt
csoportban 83 embriot vizsgaltam mikroszatellit markerekkel, a kikelt kislibak szama 19 volt (2.
tablazat).

A mikroszatellit marker analizist (19. abra) 6sszesen 171 mintan végeztem el, mivel a
vizsgalatban részt vevd 83 embrionak kulon-kilon tobb szervet is vizsgaltam. Harom embridban
talaltam (egy 12 napos korban elhalt (D12), valamint 2 kikelt egyed, 3,6 %) a donor sejtvonal
beépilésére utald allélt az ivarszervekben (19. abra). Tovabba talaltam egy olyan, 13 napos
inkubalast kovetden elhalt embriot, melynek agy- és szivizomszdvet mintdiban is kimutattam a
donor allélt. gy a kapott kiméra egyedek aranya 4,8% volt (a 10 napos inkubacios idot
meghaladdan is tovabbfejlédott embridk szamanak tiikrében). Donor sejteket is tartalmazd
egyedeket talaltam a 10 naposnal révidebb inkubacios id6 alatt elhalt embridk kozott is, de a fent

mar emlitett okokbdl kifolydlag ezeket nem szamitottam sikeresnek a kisérlet szempontjabol.
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19. dbra: Mikroszatellit marker vizsgalat kromatogram eredményei:

27-es sor: Li148 szamu minta egy D5 elhalt embriobdl, 32-es sor: Lil56A sz&md minta a D12 elhalt embri6
agyszovetébol, 33-as sor: Lil56B szamu minta ugyanannak az elhalt embrionak az ivarszerv szovetébol, 34-es sor:
Li157-es szamU minta egy D4-es elhalt embridbdl, a 26-0s és a 38-as sor a standard.

Az injektéalasokat 72 - 78 6ras inkubalést kovetéen hajtottam végre. Erdemes megjegyezni,
hogy az egyik kiméra a 73 dras (73 ora 44 perc) injektalt csoportbol, egy masik a 75 dra keltetés
utén injektalt csoportbdl, kettd pedig a 76 6ras inkubaciot kovetden injektalt csoportbdl kerilt Ki.

A kezelés optimalis idejének meghatarozasa soran mindkét kontrol csoportban a 75. 6raban
végzett beavatkozas bizonyult szignifikdnsan jobbnak a kisérlet szempontjabdl jonak mindsitett

embriok aranyat illetéen. Ez az 6sszefliggés a kisérleti csoportban nem volt szignifikans.
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KISERLETI CSOPORT (T)

By >10 Ny >10 Ny ] =10
| tojaso . tojaso . tojaso . .
INKUBACIO K napos kikeltek K napos kikeltek K embriok kikeltek napos
SIDO (h) ) embriok | szdma ) embriok | szdma i szama szama kimérak
szdma ] széama ] szama )
szdma szdma szdma
72 0 0 0 7 0 0 4 3 0 0
73 9 3 2 38 10 3 35 9 2 1
74 27 17 9 26 13 6 78 27 7 0
75 41 29 22 14 10 6 64 21 6 1
76 17 6 5 9 5) 3 43 13 2 2
77 6 2 1 6 2 2 23 8 2 0
78 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0
Osszesen (db) | 100 57 39 100 40 20 249 83 19 4
[0)
(%) (57% | (39% (40% | (20% (33,33% | (7,63% | (1,6%
) ) ) ) ) ) )
%-o0s adatok a kisérleti csoportban a 10. inkubaciés napot meghalado6an €16 (,,jonak” 100% 2 219% 4, 8%
tekintett) embriok szamanak fiiggvényében

2. tablazat: A kisérleti adatok dsszefoglalasa:

K1: Az ,ablakos” kontrollcsoport, amelyben a tojashéj és a héjmembran eltavolitasaval 15x15 mm-es ,,ablakot”
nyitottam a tojason, majd az ablakokat dupla Parafilm réteggel lezartam, amelyet a kikelés el6tt 2 nappal perforaltam;
K2: Injektalt kontrollcsoport, amelyben a recipiens embridk szivcsovébe az ablak Iétrehozasa utan 1-1,5 ul DMEM
tapoldatot injektaltam. A kisérleti csoportba (T) tartozé embridkat blasztodermalis sejtszuszpenzidval injektaltam.

6.4. Az injektalas hatasa a recipiens embridék mortalitasara

Osszehasonlitva a K1 (57/100 és 39/100), illetve a K2 (40/100 és 20/100)
kontrollcsoportokban az embriondlis fejlettségi és a kelési aranyokat az injektalt (T) csoport
eredményeivel (83/249 és 19/249), megallapithatd, hogy a 10 napos inkubacios id6t meghaladéan
életben maradt és a kikelt kislibak szdma az eljaras invazivitasanak novekedésével csokkent (2.
tablazat). Az elvégzett Tukey-teszt szignifikans kilonbségeket mutatott a T és a K1 csoportok
kdzott (P <0.001), valamint a K1 és a K2 kontroll csoportok kozott szintigy (P=0.0288), ellenben
nem volt szignifikdns kiilonbség sem a 10 napnal idésebb korban elhalt embriok szamaban, sem a
kikelt Kkislibak aranyaban a T és a K2 csoport kozott. Ezen megfigyeléseim arra engednek
kdvetkeztetni, hogy a blasztodermalis sejtek injektalasa a csak festék injektalasahoz viszonyitva,

nem novelte érdemben az embriok mortalitasat (20. abra).
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20. &bra: Az embriondlis elhalds mértéke a kiilonbozo kisérleti csoportokban

A T (Treated) a kezelt csoport, amelyben a 15x15 mm-es, tojashéjon és héjhartyan nyitott ablakon keresztiil donor
blasztodermalis sejtszuszpenziot injektaltam a recipiens embridkba, majd dupla réteg parafilmmel zartam az ablakot.
A K1, vagyis az ,,ablakos” kontroll csoport esetében csak a 15x15 mm-es ,,ablakot” nyitottam, ezt kovetéen dupla
réteg parafilmmel visszazartam, de nem injektaltam a tojasba. A K2, injektalt kontroll csoport, mely csoport
egyedeinek szivcsdvébe az ,,ablak” nyitasa utan 1-1,5 pl DMEM tépoldatot injektaltam, ezt kdvetden dupla parafilm
réteggel zartam a nyilast. A kezelt (T) és a két kontroll csoport (K1, K2) mortalitasi adatait logisztikus regressziéval,
Tukey teszt segitségével hasonlitottam 6ssze. Szignifikéans eltérés tapasztalhat6 a kezelt (T) és a K1 kontroll csoport
értékei kozott (***P <0.001), és a két kontroll csoport adatai kozoétt (*P=0.0288)

A statisztikai szamitasok alapjan manipulécio optimalis ideje 75 dra inkubalas kérnyékén
van. Ebben az idésavban kaptam a két kontroll csoportban a legtobb ,,j6” besorolast embriét (10
nap inkubalast talélé embridk, 21. dbra), ez az 6sszefliggés azonban nem volt szignifikans a
kisérleti (T, blasztodermalis sejtszuszpenzidval injektalt) csoport esetében. Mivel a kikelt
kimérakat a 74-76 oOras inkubalast kovetéen injektalt embridkbdl nyertem, ebben az
idéintervallumban vérhato a legnagyobb esellyel a sikeres intracardialis injektalas.
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21. abra: Az él6 embriok (> 10 nap) szama a Kkiilonb6z6 injektalaskori idécsoportokban (a; b: P <0,001):

lehetséges kilonbségek feltarasara. Az elemzés szerint a 75 Oras csoportban szignifikansan tébb €16 embrid volt,
amely elérte a 10. embrionalis fejlddési napot (az injektalast kovetben), mint barmely mas csoportban. (Az X
tengelyen 1évo szamok jelzik az inkubacio hosszat.)

53



7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
7.1. Embriofejlédési vizsgalatok hazilud (Anser anser domestica) fajban

A hazilud 6ssejtekkel folytatott kutatdsok esetében az ovipoziciotol kezdédden torténd, a
hazityak HH embriofejlodési stadiumokhoz hasonlitott embriofejlodési vizsgalatok kiemelten
fontosak. Ezek a vizsgalatok nem csak faj, hanem akar fajta szinten is jelentdsek, mivel egyrészt
a hazilud kelési ideje jelentdsen eltér a hazityukétol, masrészt a tapasztalatok alapjan — foként
6shonos fajtak esetében — akar egyedek szintjén is igen nagy variabilitast mutat. Tylk fajban az
6sivarsejtek jelenléte a keringési rendszerben a HH14-es stddiumban éri el a maximumat (50-53
6raval a tojasrakast kovetden) (Tajima et al. 1999). A vandorld Osivarsejtek az intermedier
mezoderma teriiletén 1épnek ki a keringésbodl, és kezdenek koncentralodni a HH15 — HH17
stadiumtol kezd6dGen (hazityukban 52-64 éraval a tojasrakast kovetéen) (Nakamura et al. 2007).
Kutatasom szempontjabdl kiilondsen jelentds ennek az ugynevezett ,,ablak periddusnak” a pontos
idéintervallumanak a meghatarozasa, amikor az &sivarsejtek a véraramban vandorolnak.
Feltételezésem szerint ez az id6szak a tyuk fajjal azonos embrionalis fejlédési stadiumokban
kovetkezik be, azonban az id6szak a hosszabb kelési id6 miatt eltolodik. A kisérleteim
megkezdeésekor a vonatkozd szakirodalomban ennek az iddszaknak a részletes vizsgalatara
vonatkozo6 eredményeket nem talaltam hazilid esetében.

Liptoi (2005) leirta a hazilid embridfejlédését ovipoziciotol a kikelésig, azonban ez a
vizsgalat nem a HH embriofejlodési stadiumokhoz hasonlitva mutatja be a lidembrid keltetés
kozbeni fejlodését, hanem csak napokra lebontva.

Lukaszewicz és munkatarsai (2017) inkubalatlan és 4, 8, 12, 16 6ras inkubalast kovetéen
vizsgaltak az embriofejlodést fehér koluda 10d fajtaban a hazityuk HH és EG&K stadiumaihoz
viszonyitva az EG&K X. stadiumtol kezd6déen. Munkajuk soran arra az eredményre jutottak,
hogy az inkubalatlan tojasbol szarmazo6 10ad embridk az EG&K X. és XI. stddiumban voltak.
Megfigyeléseik alapjan az egyedek mar ekkor nagy szorast mutattak a fejlettség tekintetében. A
16 6ras inkubécio elteltével az embridk fejlettsége HH2 - HH4 fejlettségi stadium kodzé esett.
Eredményeik azt mutatjak, hogy mig az inkubdlatlan lUdtojasban az embri6 fejlédési stadiuma
hasonlé a tyukéhoz, a ludembrié atméréje valamivel nagyobb. Az inkubacidt kovetben a
lUdembrio lassabban fejlodik, mint a csirkeembrio, az altaluk vizsgalt 16 oras inkubacios id6
végeig. Ez a kutatas joval reszletesebben elemzi a hazilad korai embriofejlodését, azonban azt a
periddust, amelyben az ésivarsejtek vandorlasi csticsa megfigyelhet a véraramban (HH14-17-nek
megfeleld allapot) mar nem vizsgaltak. Azt azonban ez a kutatdcsoport is megallapitotta, hogy
fejlettség tekintetében nagy az eltérés fajtan bell a lGdembridk kdzott mar igen korai fejlodési

staddiumban is.
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Sellier és munkatarsai (2006) szamos madarfaj embriofejlodésének Osszehasonlitasat
stadiumokat alapul véve. Az embriok fejlédését 6 oranként vizsgaltak, kiinduldsként 145 hazitydk
tojast vizsgaltak meg. Arra a megallapitasra jutottak, hogy mig a tydkembrio a megtojaskor EG&K
X. stddiumban van, addig az altaluk vizsgalt landesi 10d EG&K XI. stadiumban. Hosszabb (28-30
napos) kelési ideje miatt a tyukhoz viszonyitva az adott HH stadiumokat hosszabb inkubacios id6
alatt éri el. Az én vizsgalataim szempontjabol kiemelten fontos HH14-17 fejlodési szakaszt
megfigyeléseik szerint a csirkeembridk atlagosan 48 és 60 o6rds inkubdcios 1d6 kozott, mig az
altaluk vizsgalt 251 ludembrié a HH14-16 fejlettséget 60 és 72 dras keltetési id6 kozott éri el. Az
altaluk kapott adatok nagysagrendileg megfelelnek az altalam kapottakkal, mely szerint az
6shonos magyar lud embriok tobbsége a HH14-17 stadiumnak megfeletethet6 fejlettséget 68,8-84
oras inkubacids 1d6 eltelte utan éri el. Fontos kiilonbség azonban a két vizsgalat kozott, hogy mig
Sellier kutatocsoportja hat dranként vizsgalta a fejlettséget, én az inkubéacid 60. érajatdl kezdve a
89. ordig 10 percenként monitoroztam az embridk fejlettsegét, 6sszesen 745 embriot
megvizsgalva. Tovabbi jelentds eltérés a két vizsgalat kozott, hogy 6shonos fajok esetében az
embriofejlodés iiteme jelentds egyedi eltéréseket mutat, igy méginkabb indokolt volt ezt a
vizsgalatot elvégeznem.

Li és kollégai (2019) a teljes embriofejlodést vizsgaltak és hasonlitottak a tytk HH
embriofejlddési stadiumaihoz kacsa és lud esetében, azonban nem az altalam vizsgalt Anser anser
domestica (hazilud), hanem az Anser cygnoides (kinai hattyalud) faj embridit vizsgaltak. 600
ludtojast vizsgaltak meg Osszesen, a keltetés elsd 72 ordjaban 6ranként vizsgéltdk az embridk
fejlettségét, majd a harmadik naptol a tizedikig hat éranként. A kutatasom szempontjabol fontos
stadiumok tekinteteben arra jutottak, hogy a HH13-as stddiumot 55-62, a 14-est 61-65, a 15-0st
63-69, a 16-o0st 67-73, a HH17-es stadiumnak megfeleld fejlettséget pedig 71 és 86 oras inkubalasi
id6 kozott érték el a hattydlud embriok, amely eredmények hasonloak az altalam kapottakhoz. Bar
mas ladfajrél van sz, a Li kutatdcsoportja altal elvegzett, az eddigieknél alaposabb és atfogobb

embriofejlodési vizsgalatok jo 6sszehasonlitasi alapnak bizonyulnak az én vizsgalataimhoz.
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7.2. Uj modszer kidolgozasa a haziltd embrionalis sejtek segitségével torténé

génmegorzésére ivarszervi kiméra eloallitasaval

A Természetvédelmi Vilagszovetség Voros listajan 0sszesen 11147 madarfaj szerepel,
melyek 13,3%-a, azaz 1486 faj sulyosan veszélyeztetett, veszélyeztetett, vagy sebezhetd
kategdriakba sorolt (IUCN Red List). Az Egyesiilt Nemzetek Szervezetének Elelmezésiigyi és
Mezdgazdasagi Szervezete (FAO) haziallatokkal kapcsolatos felméréseinek adatai alapjan a 40
fajhoz tartoz6 kozel 8800 bejegyzett fajta 7%-a mar kihalt és tovabbi 24%-a kihalassal fenyegetett
(FAO 2019, http://www.fao.org/resources/infographics/ infographics-details/en/c/174199/). A
vilagon 3689 baromfi fajtat tartanak nyilvan, melyek kozul 2222 6shonos. Ezen fajtak 28%-a
veszélyeztetett, sebezheté vagy mar kihalt (FAO, DAD-IS). Ezekbdl az adatokbol lathato, hogy a
domesztikalt baromfifajtak és a vadmadar fajok jelentds része valamilyen kockazati kategdriaba
sorolhatd. Emiatt miel6bbi aktiv cselekvésre és megfelelé védelmi stratégiakra van sziikség, hogy
a jelenleg tapasztalhato folyamat lassithatova, késobb megallithatova valjon. Az 6shonos
mezOgazdasagi biodiverzitas fenntartasa szempontjabol (Wang et al. 2017).

Hazénkban a ladtenyésztés tradicionalis, és gazdasagilag jelentds agazata az
allattenyésztésnek, ezért is fontos, hogy az 6shonos magyar lad genetikai allomanyat megdérizziik.
Kutatomunkam soran olyan modszert dolgoztam ki, amely lehet6vé teszi a faj mindkét ivaranak
genetikai anyaganak (W kromoszoma ¢és a mitokondridlis DNS) hosszitavia megOrzését.
Tanulmanyaim és kutatasi munkéam kezdetén (2012-ben) nagyon kevés kutatas foglalkozott madar
6sivarsejtekkel, csak részleges eredmények szilettek, azok is csak hazitylk fajban. Intézetiinkben
régota foglalkoztak blasztodermalis sejtekkel torténd génmegorzési kutatasokkal szamos madarfaj
esetében, igy ennek a modszernek a tovabbfejlesztését tiiztem ki célul a 10d fajra vonatkoztatva.
Vizsgalataim soran arra torekedtem, hogy Otvozzem a blasztodermalis sejtek kinyerésének
egyszerliségét az dsivarsejtek ivarszervekbe torténé vandorlasi képességének kihasznalasaval. igy
egy Uj madszert fejlesztettem dssejtek hatékony bejuttatasara haziltd fajban.

Mivel a hazildd (Anser anser domestica) embrionalis sejtjeinek felhasznalasaval a
génmegoOrzési kutatdsokban nagyon kevés szakirodalom foglalkozik (mind blasztodermalis sejtek,
mind PG sejtek vonatkozasaban), igy a vizsgélataim soran kapott eredményeket mas madarfajok

embridin vegzett, hasonld témaju vizsgalatokkal vetem 6ssze.
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Donor blasztodermalis sejtek recipiens EG&K X. stadiumu recipiensekbe torténd
injektalasaval végzett kiméra-el6allitasi kisérleteket szamos kutatocsoport végzett korabban tobb
faj esetében is. Lud fajban egyedil Bednarczyk és munkatérsai (Bednarczyk et al. 2003) szdmoltak
be donor blasztodermalis sejtek injektalasardl recipiens EG&K X-XII stadiumi embriok
szubgerminalis Uregébe, ahol a kezelt tojasok 6,7%-a kelt ki, de a kikeltek kozul egyetlen allat sem
bizonyult ivarszervi kiméranak. Tyuk fajban Carsience és kutatocsoportja (Carsience et al. 1993)
végeztek egy olyan vizsgalatot, ahol kezeletlen White Leghorn, ¢s kiilonb6z6 d6zist y sugarzassal
kezelt EG&K X. stadiumu recipiensbe injektaltak megkozelitleg 100, illetve 200-400 Barred
Plymouth Rock termékeny donor tojasbol szarmazo blasztodermalis sejtet. A szomatikus
kimérizmust tollszin alapjan, mig az ivarszervi kimérizmust a kikelt egyedek Barred Plymouth
Rock-al torténé visszakeresztezésével allapitottak meg. A csiravonalas kimérizmus gyakorisaga
koriilbelil 100 donor sejt injektalasat kovetéen besugarzott recipiens alkalmazésaval
szignifikansan (P<0,001) magasabb volt (3/24 db, 12,5%), mint a kezelést nem kapott recipiensek
esetében (2/106 db, 1,9%). Az injektalt sejtek szamanak novelése nem volt hatassal a kimérizmus
gyakorisagara a nem besugarzott recipiensek esetében. Besugarzott recipiensekbe 200-400 sejtet
injektalva az ivari kimérizmus gyakorisaga szignifikansan (P<0,01) 8/14-re (57,1%) emelkedett.
Itt a kikelt egyedek szamahoz viszonyitottak az ivarszervi kimérak aranyat. Az ivarszervi €s a
szomatikus kimérak aranyat hasznalva az Osszehasonlitas alapjaul, a csiravonal kimérizmus
gyakorisaga szignifikansan (P<0,01) nétt 3/14-re (21,4%) besugarzott recipiens és korulbelul 100
blasztodermélis sejt injektaldsa esetén, és 2/21-re (9,5%) amennyiben nem besugarzott
recipienseket alkalmaztak. A besugarzott recipiensekbe 200-400 sejt injektalasa szignifikansan
(P<0,01) tovabb novelte a sikerességet 8/12-re (66,7%). Osszességében megallapitottak, hogy a
besugarzas hatdsara az embriok némiképp elmaradtak a fejlddésben, elhtizodobb kelést
produkaltak, valamint az Osszes tojasbol jelentGsen alacsonyabb sz&zalékban keltek ki, de a
kikeltek, valamint a szomatikus kimérdk szdmat alapul véve nagyobb aranyban voltak koéztik
ivarszervi kimérak, mint a kezeletlen recipiensek esetében. A nem besugarzott, dsszes kikelt
egyedhez viszonyitottan kapott csiravonalas kiméra arany (1,9%) hasonlithatd leginkabb az
altalam kapott ivarszervi kiméra ardnyhoz, ahol a kikelt egyedek (19 allat) szamahoz viszonyitva
a kikelt egyedekbdl ivarszervi kiméra 10,52% (2 egyed) lett. Tehat az altalam kidolgozott
fejlesztés, mely szerint a blasztodermalis sejtszuszpenziét nem egy masik embrid
blasztoderméajanak szubgermindlis Uregébe, hanem a 3 napos embrid szivcsovébe/véraramaba
injektalom, jelentésen megnovelte a kapott ivarszervi kimérak aranyat. Kino és munkatérsai

(1997) friss, valamint fagyasztott-felolvasztott blasztodermalis sejtekkel dolgoztak.
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Megkozelitoleg S00 db Barred Plymouth Rock fajtabol szarmazo blasztodermalis sejtet injektaltak
besugérzott EG&K X. stddiumd White Leghorn recipiens embridk szubgerminalis Uregébe. Az
injektalast friss, valamint Percoll és Nycoprep gradiensen centrifugalt fagyasztott-felolvasztott
blasztodermalis sejtekkel is elvégezték. A keltetést injektalas utan az eredeti recipiens tojasnal 20-
25 g-al nagyobb helyettesitd tojashéjban végezték. A szomatikus kimérizmust szin alapjan, az
ivarszervi  kimérizmust tesztkeresztezésekkel allapitottdk meg. Friss blasztodermalis
sejtszuszpenzioval 59 recipiens injektalasat végezték el, melyekbdl 24 allat kelt ki, ebbdl 22 volt
szomatikus kiméranak valosziniisithet. A tesztkeresztezést 16 egyed esetében végezték el, ez
alapjan 9 bizonyult ivarszervi kiméranak (az 0sszes tesztkeresztezésbe vett egyed 56%-a).
Fagyasztott-felolvasztott sejtek esetében alacsonyabb hatékonysagot értek el, de az
Osszehasonlitds az én kiserletemmel ez esetben nem relevans, mivel én frissen Kkinyert
blasztodermalis sejtekkel dolgoztam. A kapott eredmények Gsszevethet6ségét neheziti, hogy Kino
kutatdcsoportja besugarzott recipienseket alkalmazott, igy a donor sejtek beépulésének esélye
megnd, valamint a keltetés soran masik, nagyobb tojashéjba helyezték a fejloédé embridkat. Ezen
felul a tydk, mint kisérleti allat a laddal szemben a manipulaciokat jobban viseli, a keltetési
korilményekre és kilonféle behatasokra joval kevésbé érzékeny. Li és munkatarsai (2002)
interspecifikus kiméra létrehozasara tettek kisérletet donor Maya kacsa és White Leghorn tydk
recipiens fajtdk felhasznalasaval. EG&K X. stddiumu recipiens tyuk embrio szubgerminalis
iiregébe injektaltak a donor eredetti kacsa blasztodermalis sejteket. A kiserletet elvégezték egy 600
rad y besugarzast kapott, 112 recipiens injektalt egyedbdl allo (1-es) csoporton, valamint egy 121
recipiens egyedbdl allo, kezeletlen (nem besugarzott) kontroll csoporton (2-es). A kezelt
csoportban 112 4llatbol 14 kelt ki (12,5%), a 13 napot meghaladodan fejlédott embridk és kikelt
allatok koziil tollszin alapjan a testi kimérizmus 18 egyed esetében volt valosziniisithetd (16%),
melyek kozil azonban csak 4 allat (3,57%) kelt ki. A nem besugarzott kontroll csoport 121
egyedébdl 21 allat kelt ki (17,4%), 12 egyed (9,9%) esetében valoszinisitették a szomatikus
kimérizmust tollszin alapjan, melyek kozul kikelt allat 7 egyed volt (5,78%), a tobbi kelés elott
elpusztult. A donorral torténé visszakeresztezést kovetden arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
minddssze egy himivaru allat (0,82%) bizonyult ivarszervi kiméranak, mely a kezeletlen
csoportbdl kertlt ki. Ez a kisérlet egyrészt ravilagit, hogy egy veszélyeztetett faj esetében fajok
kozotti kimérak létrehozasaval is megvalosithatd az eredeti faj visszanyerése, masrészt érdekes

eredménnyel szolgal a besugarzassal kezelt recipiensek kérdéseben.
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A keltethetoséget és a fejlodési erélyt a besugarzas egyértelmlien rontja, mint azt korabbi
vizsgalatokban is leirtdk, azonban itt az altaluk kapott egyetlen ivarszervi kiméra egyed érdekes
modon nem a besugarzott recipiensek csoportjabol szarmazott, habar korabbi kutatdsokban
javarészt olyan eredményeket kaptak, miszerint a recipiensek besugarzasa noveli a kimérak
(szomatikus €s ivarszervi egyarant) létrejottének valoszinliségét.

Jelenleg az Gsivarsejtek hatékony, hosszutava, ivarsejt létrehozd képességliket meg6rizni
képes sejttenyészetek fenntartasa csak a hazityuk fajban megoldott (Van De Lavoir et al. 2006;
Macdonald et al. 2010; Whyte et al. 2015; Oishi et al. 2016; Tonus et al. 2016; Kong et al. 2018). Az
egyéb madarfajokat illetéen nagyon kevés a sikeres probalkozas az dsivarsejtek tenyésztését és
fenntartasat illetoen.

Lad ésivarsejtek tenyésztésevel és fenntartasdval (Doddamani, 2019) egyetlen korédbbi
kutatds foglalkozik, azonban a modszer még fejlesztés alatt all. Az Gsivarsejteket az &ltaluk
fejlesztett szérummentes, BMP4 tartalmd médiumban harom hénapot meghalad6 ideig voltak
képesek fenntartani, azonban a proliferaciés rata elmaradt a hazitydk sejttenyészetek esetében
tapasztaltaktél. Ebben a vizsgalatban nem végezték el a donor eredetii PG sejtek in vivo tesztelését
sem, azaz a tenyészeteket csak proliferacios tesztekkel, génexpresszids vizsgalatokkal
mindsitették, nem végezték el a sejtek recipiensbe torténd visszainjektalasat.

Zebrapinty (Taeniopygia guttata) sivarsejt vonalakat Jung és munkatarsai (Jung et al.
2019) 30 napot meghaladé ideig voltak képesek tenyészetben fenntartani, taplalosejt réteg es
magas FBS koncentracio (10 %) alkalmazasaval. Gessara és munkatarsainak célja egy taplalosejt
mentes, minimalis FBS tartalmu tenyésztd médium létrehozasa volt a zebrapinty dsivarsejtek
szamara, a korai differencialddas elkertlése miatt (Gessara et al. 2020). Az altaluk alkalmazott
korilmények kodzott a sejttenyeszetben 15-20 nap elteltével pusztulasnak indultak a sejtek. Az
altaluk in vitro tenyésztett, GFP-jellt sejtekbol koriilbeliil 500 darabot injektaltak a frissen tojt,
termékeny recipiens tojasok blasztodiszkjei ala. 22 injektélt tojasbdl 10 egyed (45,4%) kelt ki
vegyes ivarban (6 tojo és 4 him), melyek mindegyikének gonadjaiban megtalalhatok voltak a
donor eredetti, tenyésztett, GFP-jeldlt 6sivarsejtek.

Yakhkeshi és kutatdcsoportja (2018) japan firj (Coturnix japonica) ésivarsejteket izolaltak
HH13-15-nek megfeleld stadium( embrid vérébol, valamint HH28-30-nak megfelel6 stadiumdu
embrid gonadjaibol. Ezeket a sejteket fuirj embrionalis fibroblaszt taplalorétegen tenyésztették. 40-
50 nap elteltével a vérbdl izolalt PG sejttenyészetben a sejtek szdma a 100-szorosara, mig a gonad-
eredetli PG sejtek szdma a 400-szorosara nott, igy kisérleteikhez az utobbiakat hasznaltdk a
tovabbiakban. A sejtek proliferacids-és génexpresszids vizsgalatain tal migracios és beépulési
hatékonysaguk vizsgélatara 1000 db GFP+ &sivarsejtet injektaltak HH13-15 stddiumu recipiens

embrid szivcsovébe.
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A 310 embridbol a 6. inkubaciés napon 59%-os tulélést, mig a 16. napon 34%-0s tulélést
tapasztaltak. A 6. napon €16 embridk 16%-aban talaltdk meg a GFP-t tartalmaz6 6sivarsejteket, a
16. napon még ¢é16 embridknak pedig a 24%-aban. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a tenyésztett
PG sejtek normalis vandorlasi- és beéplilési képességgel rendelkeznek.

Tagami és munkatarsai (2017) megallapitottak, hogy az EG&K X. stadiuma (frissen tojt)
esetében is igy van. Késobbi, immunfestéses vizsgalataim ezt a felvetést igazoltak. Kisérletemben
az 0sszesen 249 db injektalt recipiens embriobol 83 fejlédott a 10 napos inkubacids idot
meghaladdéan (33%). A tovabbiakban a kisérlet szempontjabol sikeres injektalasnak ezt az
egyedszamot tekintettem. 83 egyedbdl 19 kikelt napos allatot kaptam (22,9%), valamint a 83
embridbol 4 embridban sikerilt kimutatnom a donor sejtek jelenlétét igazold allélt (4,8%).
Amennyiben a sikerességet a kikelt egyedszamra vetitem, az €16 egyedek 10,52 %-a bizonyult
ivarszervi kiméranak (2 db). Pontosan ilyen tipusu kisérletet eddig egyetlen faj esetében sem
végeztek, azonban Gessara és munkatarsai zebrapintyen végrehajtott, szubgerminalis tregbe
torténd PG sejt injektalasi kisérlete mintegy a ,,forditottja” az én vizsgalatomnak. A kelési arany
naluk igen magas volt (45,4%, 22 allatb6l 10), de eleve kevés volt a kezelt embridk szama az én
vizsgalatomhoz képest. Erdekes eredmény tovabbé, hogy az dsszes kikelt egyed ivarszervében ki
tudtak mutatni a donor PG sejtek jelenlétét. Ok a ki nem kelt allatok tekintetében nem tettek kozzé
adatokat, ez esetleg nagyobb betekintést engedett volna a kisérlet sikeressegébe, illetve mivel
semmilyen mas irodalmi forras nem szamol be 100 %-os ivarszervi kiméra aranyrdl semmilyen
faj vonatkozasaban, ez némiképp megkérddjelezi ezt az eredményt. Yakhkeshi kutatocsoportjanak
fiirjeken végzett kisérletét 0sszevetve az altalam kapott eredményekkel arra a kovetkeztetésre
jutottam, hogy bar 6k tenyésztett PG sejteket injektaltak a recipiens embriok véraramdba, a
kisérletiik soran tapasztalt talélés (a 6. napon 59%, a 16. napon 34%) hasonl6an alakult az altalam
10 napot meghalado6 inkubécios id6 esetében tapasztalt taléléssel (33%), €s itt mar joval nagyobb
volt az injektalt recipiens embriok szama is (310 egyed). A PG sejtek beéptilése tekintetében jobb
eredményeket értek el nalam (10 napos inkubaciot talélé egyedek 4,8%-a ivarszervi kiméra),
azonban kikelt egyedrél velem ellentétben nem szamoltak be.

A Kisérletem soran alkalmazott (j modszer azért mitkodik hatékonyabban, mint az EG&K
X. stddiumban Kinyert, és ugyanebben a stadiumban a recipiens tojas szubgerminalis Uregébe
visszainjektalt blasztodermalis sejtek alkalmazédsan alapuld mddszer, mert igy a sejtek nem
mozaikosan épllnek be testszerte, szomatikus kimérakat Iétrehozva, hanem joval hatékonyabban
kolonizaljak a recipiens gonadokat, és igy nagyobb ardnyban keletkeznek ivarszervi kimérak.
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A 1ud PG sejteknek megfelel6 tenyésztomédium fejlesztése, majd a sejttenyészetek hosszutavu,
hatékony fenntartdsa az 4&ltalam alkalmazott mddszernél nehezebben kivitelezheto,
koltségigényesebb, ¢s nagyobb munkaerd- és laborhattér igenye van. Kovetkeztetésképp az
altalam fejlesztett modszert - a frissen tojt tojasbol kinyert, korai ésivarsejteket is tartalmazé
blasztodermalis sejtszuszpenzio injektalasat a HH14-17-nek megfeleld fejlettségli recipiens
ludembri6 szivcsdvébe — alkalmasnak taldlom az Ossejtekkel torténd génmeglrzés kivitelezésére

lud fajban.
7.3. Javaslatok

A lud embridfejlodési vizsgalatokat érdemes lenne kiterjeszteni tobb ladfajtara az EG&K X.
stadiumtol kezdve a kikelésig, lehet6ség szerint minél tobb embrid vizsgalataval, a fejlodés
maximum 6rankénti ellenSrzésével. fgy 1étrehozhaté lenne egy adatbézis, mely alapjan jobb képet
kapnank a fajtak kozott fellelheté embriondlis fejlédésbeni kiilonbségekrdl. Hasznosnak itélném
tovabba az embriofejlodési vizsgalat komplexebbé tételét a tojasok méretének, sulyanak, illetve
cikluson beluli megtojasi idejének monitorozasaval, mivel ezek az értekek Osszefiiggenek a
fejlodés sebességével. Ez a tovabbi kutatdsok szempontjabdl hasznos adat lehetne.

A modszer fejlesztését illeten javasolnam a felhasznalt donor eredetii sejtek fluoreszcens
jelolését, igy vizsgalhatova valna vandorlasuk és letelepedésiik a recipiens embridban. Tovabba
még egyszeriibbé teheté a modszer, ha az injektalashoz szajpipettat alkalmazunk. A késébbickben
érdemes volna egy kisérletet elvégezni fagyasztott/felolvasztott 6ssejtek alkalmazasaval is.
Amennyiben Kidolgozasra kerill a hosszutava fenntartast lehetévé tévo lad ésivarsejt-tenyésztd
médium, a fenntartott sejtvonalak ivarsejt képzé képességét mindenképpen tesztelni kell
visszainjektalassal is, melynek eredményei 6sszevetésre kerlilhetnének az altalam kapottakkal.

A modszer felhasznalasat illetéen javasolnam a hazai Gshonos és termeld ladfajtak és
vonalak embriondlis sejtjeinek elhelyezését az Intézetiinkben meglévé Génbankban. Ez nagy
jelent6séggel birna egyrészt, mert a Iudallomanyokat folyamatosan veszélyezteti a madarinfluenza
fert6zés miatt torténd hat0sagi ledlés, ez minden évben bekovetkezik néhany tenyésztonél.
Masrészt a ludtenyésztok részérdl igény mertilt fel arra vonatkozoan, hogy az éppen nem hasznalt
vonalaik genetikai anyaganak fenntartasa ne €16 formaban, hanem in vitro tarolassal val6suljon
meg. Ugyanis a lad tartdsa rendkivil koltséges, kulondsen akkor, ha semmilyen bevételt nem
generél a tartas. Az 6shonos fajtak genetikai anyaganak megdrzésének fontossagarol napjainkban
elég sok szO esik, ennek részletes taglalasa meghaladnd a dolgozat kereteit. Azonban az
Intézetiinkben fenntartott ¢shonos magyar ludallomany himivarsejt, blasztodermalis sejt és

Osivarsejt mintai elhelyezésre keriiltek a Génbankban.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Meghataroztam, hogy a magyar Iud embriok a HH14-17 fejlédési stadiumot 69-84 dra

inkubalas utan érik el. Ez az az iddszak, amikor a leghatékonyabb az Gssejtek bejuttatasa.

Osivarsejt-specifikus immunfestéssel igazoltam, hogy az EG&K X. stadiumd (frissen tojt)

ludtojasbol kinyert blasztodermalis sejtszuszpenzi6 tartalmaz 6sivarsejteket (PGC) is.

Osivarsejt-specifikus immunfestéssel igazoltam, hogy a 69-84 o6rat inkubalt embrio

véraramaban megtalalhatoak a vandorlo dsivarsejtek.

. Kidolgoztam egy 0j kiméra eléallitasi modszert, a blasztodermalis sejtek intrakardialis
injektalasat 3 napos embrid szivcsdvébe, amely koltséghatékony, és nem igényel nagyon
bonyolult és draga labor felszereltseget. Megéllapitottam, hogy az injektalas optimalis

id6szaka lud fajban 74-76 6ra inkubacios id6 kozé tehetd.
. Az &ltalam kidolgozott mddszer segitségével ivarszervi kiméra egyedeket allitottam el

magyar lud fajtaban, a kimérizmust molekularis genetikai markerek segitségével

igazoltam.
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0. OSSZEFOGLALAS

Hazankban a lGdtenyésztés és -tartas tradicionalisan fontos mez6gazdasagi agazat, ezért
szlikséges volt egy egyszeriien alkalmazhat6, hatékony génmeg0rzési eljaras kidolgozasa mind az
Oshonos, mind az értékes genetikai anyaggal rendelkezd kereskedelmi vonalak tekintetében.
Fontos szempont volt, hogy a néivar (mint minden madarfaj esetében) a heterogametikus ivar, igy
a W kromoszoma, valamint a mitokondrialis DNS genetikai anyaga csak a néivar génmegdrzésbe
torténd bevonasaval oldhatdo meg. Erre madarak esetében megoldast kinal a kiillonb6z6 tipusu
6ssejtek tarolasa, majd azok recipiens egyedekbe torténd belltetésével ivarszervi kiméra egyedek
létrehozasa. Ezen egyedek egymadssal, vagy a donor fajtaval torténd visszakeresztezésével
visszanyerhet6 a kivant genotipus. Mivel a 1ud faj tdbb szempontbdl is problémas kisérleti allat,
ezért nagyon keves kutatdsi eredmény talalhaté a vonatkozéaséaban.

Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a magyar 14d fajta embriéi a HH14-17 kozotti
fejlettségi stadiumot 69-84 dra inkubalas utan érik el. Immunfestéssel igazoltam, hogy ebben az
id6szakban torténik az Osivarsejtek vandorlasa a véraramban, hogy a fejlédé gonadokat
kolonizaljak. Amennyiben ebben az iddintervallumban dssejteket injektalunk a véraramba, azok
nagyobb eséllyel képezhetnek ivarszervi kimérakat. Két, kiillonboz6 mikroszatellit markereket
homozig6ta formaban tartalmazé kisérleti csoportot képeztem a lud allomanyokbdl. A recipiens
csoport frissen megtojt tojasainak blasztodermaibdl blasztodermalis sejtszuszpenziot készitettem,
melyben immunfestéssel igazoltam korai PG sejtek jelenlétet. A sejtszuszpenziobol
megkozelitéleg 600-800 blasztodermalis sejtet injektaltam a megfeleld fejlédési stadiumban 1évo
recipiens embrid szivcsovébe. Vizsgaltam az altalam végzett beavatkozasok lehetséges karos
hatasait két kiilonb6z6 kontrollcsoport beallitasaval. Létrehoztam négy, mikroszatellit
markerekkel igazolt kiméra egyedet, melyek kozul harom ivarszervi, egy egyed pedig szomatikus
kiméra volt. Igy a tiz napot meghaladéan fejlédd embriok szamahoz (83 db) viszonyitva a kiméra
egyedek aranya 4,8% volt (4 db), a kikelt egyedek (19 db) szdmahoz viszonyitva pedig 10,52%
(2 db). Vizsgalataim a 1ad faj tekintetében uttoréek. Ivarszervi kiméra 1ad eldallitdsarol mas
kutatdcsoportok esetében nincs tudomasom.

Munkam soran kidolgoztam egy hatékonyan alkalmazhatd 1j, egyszerl, koltségkimélo
génmegOrzési modszert, mely alkalmas mind az dshonos, mind az értékes kereskedelmi ludfajtak

tekintetében a genetikai anyag biztonsagos megorzésére, €s a kivant genotipus visszanyerésére.
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10. SUMMARY

In Hungary, the goose breeding and production is traditionally important agricultural
sector, so it was necessary to develop an easy-to-apply, efficient gene conservation procedure for
both native and commercial lines of high genetic value. An important aspect was that females (in
all bird species) are heterogametic, thus, the W chromosome as well as the mitochondrial DNA
can only be preserved by conserving the female genotype. In the case of birds, the solution is to
store different types of stem cells and then create germline chimeric individuals by transplanting
them into a recipient individuals. The original genotype can be regained by crossing these
individuals with each other or by back-crossing with the donor species. Geese are problematic in
several aspects as experimental animals, therefore regarding this species, only a few previous
researches can be found.

| established that the embryos of the Hungarian goose reach the developmental stage
between HH14-17 after 69-84 hours of incubation. Stem cells migrate in bloodstream during this
period to colonize developing gonads, which was proven by immunostaining. If stem cells are
injected into the bloodstream in this time interval, they are more likely to form germline chimeras.
Two experimental groups of goose flocks containing two different microsatellite markers in
homozygous form were created. A cell suspension was prepared from the blastoderms of freshly
laid eggs of the recipient group, in which the presence of early PG cells was confirmed by
immunostaining. Approximately 600-800 blastodermal cells from the cell suspension were
injected into the heart of the recipient embryo at the appropriate developmental stage. | examined
the possible side effects of the procedure by setting up two control groups. Four chimeric geese
were created, which was proven by microsatellite markers. Three of them were germline chimeras
and one was a somatic chimera. Thus, the proportion of chimeric individuals compared to the
number of embryos developing for more than ten days (83) was 4.8% (4), and 10.52% (2)
compared to the number of hatched individuals (19). My research on the goose species is
pioneering, because | have no knowledge of the production of germline chimeric geese in other
research groups.

A new, simple, cost-effective gene conservation method that can be used to safely preserve
genetic material for both native and valuable commercial goose species and to recover the desired

genotype have been developed.
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11.2. M2. A KISOZASOS DNS IZOLALAS SORAN

OSSZETETELE

Sejt lizis puffer sszetétele

0,15M NH4CI

0,01M KHCO3 } pH 7,4

1mM EDTA (pH 8)

1.melléklet: A sejt lizis puffer dsszetétele

Sejtmag lizis puffer dsszetétele

1M Tris-HCI

0.4M NaCl } pH 8,2

1mM EDTA (pH 8)

2.melléklet: A sejtmag lizis puffer 6sszetétele

11.3.M3. A  MIKROSZATELLIT
DONOR/RECIPIENS KIVALASZTAS ES KIMERA AZONOSITAS PCR

REAKCIOK PARAMETEREI

MARKER

HASZNALT PUFFEREK

ALAPJAN TORTENO

Bcap3 PCR reakcio paraméterei
hémérséklet id6 ismétlés
95 °C 4 perc 1x
95 °C 15 mp
60 °C 30 mp 30 x
72 °C 1 perc
72°C 9 perc 1x
3. Melléklet: A PCR reakci6 paraméterei
Bcau3 PCR reakci6 sszetétele 1 mintara
Desztillalt viz 4,9 ul
10x DreamTaq Puffer (20 mM MgCly) 1,5l
Bcap3 forward primer (5uM) 1l
Bcap3 reverse primer (5uM) 1l
Nukleotid (25mM) 1,5l
DreamTaqg DNS polimeraz enzim (5U/ ul) 0,1 ul
DNS mennyisége (5 ng/l) 5 ul
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4. melléklet: A Bcap3 PCR reakcid dsszetétele 15 pl reakcioelegyben
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11.4. M4. LUD EMBRIOFEJLODESI VIZSGALATOK EREDMENYEI

embriok

HH < szama az

stadium - | HH1 HH | HH |HH |HH |HH |HH | HH | HH | HH | HH | HH | HH | HH | HH2 | inkubalas
N 0 10 |11 |12 |13 [ 14 |15 |16 |17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 2< iido

fliggvény
ében

inkubalas

iid6 (6ra)
60 2 1 2 2 7 1 1 1 17
61 2 1 1 2 7 3 2 18
62 1 1 2 2 5 7 2 1 21
63 2 1 1 1 5 8 3 1 1 23
64 8 3 5 4 1 1 22
65 1 1 5110 4 1 1 23
66 2 1 1 5 5 2 1 17
67 3 1 1 2 3 4 1 2 1 18
68 1 4 7 5 2 1 20
69 2 1 3 (111 1 19
70 3 2 3 4 3 18
71 6 5 4 3 27
72 1 3 4 3 1 16
73 2 1 11|13 |14 | 7 1 49
74 2 (15|15 |19 | 7 3 2 63
75 3 111152212 | 4 67
76 2 2 6 |14 | 7 4 2 39
77 1 4 1 5 19
78 1 5 5 2 3 1 1 22
79 6 9 7 4 26
80 1 1 5 7 4 1 1 20
81 1 2 2 3 4 3 15
82 1 1 3 5 7 2 1 20
83 3 7 7 4 1 22
84 1 1 1 1 7 8 1 23
85 1 1 1 3 4 2 1 1 18
86 1 5 8 3 2 20
87 2 3 9 1 1 16
88 2 2 5 7 1 25
89 1 7 5 22

embridk

szama a

fejlodési 12 | 11 | 13 | 12

st’a,‘ G | 38 (1427 20 6a | |0 621812 3 [ 1|5

fliggvény

ében

5. melléklet: lid embriofejlédési vizsgalatok részletes adatai
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13. KOSZONETNYILVANITAS

EzGton szeretném megragadni az alkalmat, hogy megkdszonjem els6sorban
témavezetdimnek, Dr. Varkonyi Eszternek és Dr. Hidas Andrasnak a tamogatast, a munkam
soran nyujtott segitséget. Kdszo6ndém, hogy hatasukra és segitségikkel kezdhettem el PhD
tanulmanyaimat. Andrdsnak koszondm a motivaciot a nehéz iddszakokban, és az értékes
meglatasait. Eszternek halaval tartozom, hogy mindig hitt bennem, tdmogatott és rengeteget
segitett kutatdmunkam és dolgozatom létrejottében is, nélkille ma nem az lennék, aki vagyok, és

nem tartanék ott, ahol tartok.

Kdszonettel tartozom tovdbba Dr. Liptoi Krisztindnak az NBGK-HGI kutatasi
igazgatOhelyettesének, valamint a Genetika- és Szaporodésbioldgia Kutatocsoport minden
munkatarsanak a szakmai és gyakran baréati segitségert, tamogatasért. Kilon készéném Dr. Lazar
Bencének, Dr. Palinkas-Bodzsar Noranak, Molnar Mariannak, Dr. Barna Juditnak, Vegi
Barbaranak, Kissné Dr. Varadi Evanak, Edviné Meleg Erikanak és Lipcsei Jozsefnének a
rengeteg munkat és timogatast, mellyel a kutatas kiilonboz6 munkafolyamatai sordn segitségemre

voltak.

Halds vagyok a munkam soran nydjtott segitségért a MATE-MBK Alkalmazott
Embrioldgia és Ossejt kutatocsoport vezetdjének, Dr. Gocza Elennek, és minden munkatéarsanak,
kozullk is kiemelve Toth Rolandot, aki munkam soran rengeteget segitett mind az embriok

vizsgalata, mind az injektalasi kiserleteim soran.

Embridfejlédési vizsgalataim soran nyujtott segitsegéért és szamtalan hasznos otletéért
koszonet illeti Dr. Nagy Nandort és kutatocsoportjat, elsésorban Pecsenye-Fejszak Norat
(Semmelweis Egyetem, Anatémiai, SzOvet- és Fejlddéstani Intézet), aki hatalmas segitséget nyujtott

az embridfejlédési vizsgalataim soran, rengeteget tanulhattam téle is.

Végul, de nem utols6 sorban halaval és koszOnettel tartozom csaladomnak és
barataimnak. Edesanyamnak, édesapamnak, a testvéreimnek, és a kislanyomnak, hogy
mindvégig mellettem alltak és tdmogattak, elviseltek ezen az igen hossz( Gton, nélkilik nem

johetett volna létre ez a dolgozat.
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