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1. JELOLESEK ES ROVIDITESEK JEGYZEKE

BAG family chaperon regulator 3 fehérje génje
Hézitytk embriondlis fibroblaszt (chicken embrio fibroblast)
Hazityuk Vasa homoldog (Chicken Vasa homologue)

Nagy szamban el6fordul6, szabalyos kozokkel elvalasztott palindromikus
ismétl6dédések (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

Deleted in azoospermia-like

Dulbecco altal médositott Eagle tapoldat (Dulbecco’s modified Eagles’s medium)
Doublesex and mab-3 related transcription factor 1

Dimetil szulfoxid

duplikacios id6 (doubling time)

Anti-embryonic mouse antigen 1

Fibroblaszt névekedési faktor 2 (Fibroblast growth factor 2)

Forkhead box protein L2

761d fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein)

Ivarszervi PGC vagy gonadalis Osivarsejt (gonadal germ cells)

Hamburger és Hamilton altal készitett embrionalis fejlédési sor

Hokezelt (heat-treatment)

Hostresszelt (heat-stress)

Hosokk faktor (Heat shock factor)

Hésokk fehérje (Heat shock protein)

Leukémia inhibitor faktor (Leukemia inhibitory factor)

Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem — Genetika és Biotechnolégiai Intézet
Miocilin (myocilin)

Nemzeti Biodiverzitasi és Génmeg6rzési Kézpont — Haszonallat Génmegdrzési
Intézet

Sejtmagfestés (Nuclear staining)

Homeobox protein NANOG

Foszfattal pufferolt sdoldat (Phosphate-buffered saline)
Paraformaldehid (Paraformaldehyde)

Osivarsejtek vagy Oscsirasejtek (Primordial germ cells)
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PAS
PTRF

RALDH
SOGA3
STAGE

SSEA1
SST
TALEN

TAGLN
ZFN

Perjodsav-Schiff reakci6 (PAS-festés)

Polimeraz I és transzkripcids faktor (Polimerase 1. and transcript release factor,
Cavinl)

Retinaldehid dehidrogenaz (Retinaldehyde dehydrogenase)
Supported of glucose, autophagy associated 3

Spermium transzfekci6 altal asszisztalt génszerkesztés (sperm transfection assisted
gene editing)

Stadium-specifikus embrionalis antigén-1 (stage-specific embryonic antigen-1)
Spermium tarol6 tubulusok (sperm-storage tubules)

Transzkripcios aktivatorszerti effektor nukleazok (trascriptional activator-like
effector nuclease)

Transgelin

Cink ujj nukleazok (Zink-finger nuclease)



2. BEVEZETES, CELKITUZESEK
2.1. Bevezetés

A XXI. szédzad derekan mar jol érezhetd az emberi tevékenység hatasa a Foldon.
Klimank allapota jelentésen romlott, az atlagos évi kozéphémérséklet mar lassan 1,5 °C-al
meghaladja az XX. szdzad elején mért atlagos kozéphomérsékletet és varhatéan, ha nem
szoritjuk vissza a fosszilis energiahordozok hasznalatdt ez tovabb fog emelkedni (“The
Intergovernmental Panel on Climate Change: 30 Years Informing Global Climate Action,”
2018). A homérséklet emelkedésével gazdasagi ndvényeinknek és haszonallatainknak is meg
kell kiizdeniiik. Mivel kedvezétlen szamukra a kornyezeti hdmérséklet, igy produktivitasuk
csokken (Babinszky et al., 2011; Zaboli et al., 2019). Dolgozatomban az elézetes hékezelés
hatasara a hazityak ivarszervében végbemend valtozasokat elemeztem, igy az irodalmi
attekintés részben is a hazityuk ivarszervében végbemend valtozasokra fokuszaltam. Atlagosan
40-41 °C a madarak bels6 testhoémérséklete (Murugesan, 2018), melyet magasabb kornyezeti
homérséklet esetén izzadassal nem, foképp csak hiperventillalassal tudnak hiiteni. Tobb kutatas
is foglalkozott mar hdékezelési eljarasok kidolgozasaval, melynek segitségével magasabb
hémérsékleten is megdrizheté a hazityukok termelékenysége (Al-zhgoul et al., 2013; Sun et
al., 2015; Xie et al., 2015; Al-Rubika et al., 2017; Al-Zghoul and EI-Bahr, 2019). Legnagyobb
attorést az jelentené, hogyha az eldzetes hdkezelési eljardssal az Osivarsejtekben olyan
modosulast lehetne elérni, amely atoérokithetd az utédokra is.

A teljes genetikai anyag megérzésére az ivarsejtek prekurzor sejtjei az 6sivarsejtek (PGC)
képesek, igy ezen sejtek szerepe meghatdrozo. Mar az 1990-es évek derekan felismerték az
Osivarsejtek fontossagat a transzgerenacids epigenetikus 6roklédésben. Azota is intenziven
kutatott tertilet az Gsivarsejtekben zajlo epigenetikai szabalyozas folyamata (Tajimaetal., 1993;
Naito et al., 1994). 2006-ig kellett varni, amig egy kutatocsoport ki tudta dolgozni ezen sejtek
specialis médiumban torténd fenntartasat (van de Lavoir et al., 2006). Kezdetben csak a him
ivara tenyészeteket tudtdk hosszabb tavon fenntartani, a ndstény ivarnak nem volt megfeleld a
médium Osszetétele. Késobb ez alapjan a médium alapjan tobben tokéletesitették az
Osszetevoket (Macdonald et al., 2010; van de Lavoir et al., 2012; Whyte et al., 2015), igy mara
mar egy komplexebb, mindkét ivarnal jol hasznalhaté tapoldatot sikertilt eldallitani.

Az Osivarsejtek az embriondlis fejlddés 6. napjan lépnek ki a vérkeringésbdl és kezdik el
kolonizalni a fejlodé ivarszerveket. A him ¢és a ndi ivarszervek kezdetben egymadssal

parhuzamosan fejlédnek, majd a tojo allatok esetében a jobb oldali ivarszerv regresszioja
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lathat6. A madarak tobbségében ivarszervi aszimmetria figyelheté meg a tojoknal, miszerint a
jobb oldali ivarszerv visszafejlédik (Romanoff, 1960; Smith and Sinclair, 2001, 2004). Néhany
ragadozomadarnal (sas, keselyli) és a Kivinél viszont, mind a két funkcionald petefészek
megtalalhato (Péczely, 2013). Az aszimmetriat felfedezhetjiik a him ivarszervekben is, ahol az
6sivarsejtek szama alacsonyabb a jobboldali ivarszervben (Levin, 1998; Guioli et al., 2014). Az
Osivarsejtek visszajuttatva egy megfeleld fejlodési allapotban 1évé és megfeleld fajtaju
recipiens embrioba, képesek integralddni annak ivarszervébe, igy ivarszervi kiméra jon létre.
Egy idealis recipiens fajta megtalalasa fontos feladat, mert ezt az idealis recipiens fajtat lehetne
alkalmazni tobb baromfi fajta 6sivarsejtjei esetében is recipiensként.

Dolgozatomban azt a kutatdsi munkat foglaltam ossze, amelynek keretében hazitytikok
ivarszervében vizsgaltam a hokezelés hatdsdra a hosokk faktorok és hdsokk fehérjék
expressziojaban 1étrejott valtozasokat, illetve az Osivarsejtek integracios képességét

hasonlitottam Gssze harom régi magyar hazityuk fajta ivarszervének esetében.

2.2.Célkituzés

A doktori munka soran kitlizott célok a kovetkezOk voltak:

% Hokezelés hatasanak molekularis bioldgiai vizsgalata hazitytk ivarszervekben
e Hosokk fehérjék és hosokk faktorok expresszidjanak vizsgalata a kontroll és
hékezelt him, valamint tojo csibékben
e Hosokk fehérjék és hosokk faktorok expresszidjanak vizsgalata a kontroll és
hékezelt ivarérett him, valamint tojo hazitytkokban
¢ Idealis recipiens fajta keresése
e GFP riportergénnel jel6lt dsivarsejt tenyészetek alapitasa
o A GFP-t expresszalo PGC tenyészetek in vitro jellemzése.
e Jelolt PGC-k visszainjektalasa recipiens hazityuk fajtaba, valamint az integracio

mértékének meghatarozasa.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A hd hatasa az allatokra

3.1.1. Hokezelési eljarasok

Napjaink egyik legfontosabb témaja ¢és megoldandd problémaja, a globalis
klimavaltozas. A magasabb kornyezeti hdmérséklet olyan folyamatokat indit el ndvényekben
¢s allatokban egyarant, melyek kedvezétleniil hatnak komfortérzetiikre, ezaltal a
produktivitasukra is (Wolfenson et al., 1997; Magdi et al., 2004; Rath et al., 2015; Araya et al.,
2020). A magas homérséklet altal kivaltott reakciok jobb megértése, részben megoldast
jelenthet, a klimavaltozas altal okozott termék kiesésre. Kiillondsen nagy problémat jelent ez a
tropusi teriileteken (Gregory, 2010). Dolgozatomban erdélyi magyar kopasznyaka hazityak
fajtat hasznaltam a hdkezelés hatdsainak vizsgalatahoz. Ennek a fajtdnak nagyobb a
hétolerancidja, mint fedett nyakt tarsainak. Magas homérsékleten eldnyt jelent a
kopasznyakusagot jelentd gén jelenléte , mivel igy konnyebben tudja elviselni a magasabb
kornyezeti hémérsékletet (Bordas et al.,, 1978). A madarak képesek szabalyozni a
testhdmérsékletiiket egy sziik hdmérsékleti tartomanyon beliil (Arjona et al., 1988). A hazityuk
husa és tojasa az emberiség egyik legfontosabb fehérjeforrasa, raadasul kevésbé megterhel6 a
kornyezet szamara az elGallitasa, mint a voroshuasoké. Korabban tobb hdkezelési eljarast is
kidolgoztak mar, mellyel eldsegithetik az allatok tlir6képességének novekedését. A hazityuk
homeotermikus ¢él6lény, belsé testhémérséklete 40-41 °C (Murugesan, 2018). A magas
homérsékletet foként evaporacios hitéssel (lihegés, zihalas) tudja elviselni, ugyanis nem
rendelkezik izzadsag mirigyekkel, amivel tudna hiiteni a testét (Donald D. Bell; William, 2002).
A hémérsékleti komfort tartomanyon kiviili allapotot a fent emlitett zihalassal, illetve a
szarnyak logatasaval és bagyadtsaggal jelzik. Tobb publikacioban is bizonyitottak, hogy a
hézityuk tojastermelése csokken magas kornyezeti hdmérséklet esetén, igy jelentds gazdasagi
kar is keletkezhet (Donald D. Bell; William, 2002; Nawab et al., 2018; Gitau Gicheha, 2021).
Az eldzetes hokezelés (més néven hdkondicionalas, vagy akut hdstressz) egy rovid ideig tartd
extrém magas hémérsékleti érték, melynek az allatok ki vannak téve. Kronikus héstressz esetén
hosszl idon keresztiil a kdrnyezeti hdmérséklet a komforttartomanyon kiviil esik.

Két hokezelési eljarast kiillonboztethetd meg a madar embriondlis fejlédési idejét tekintve. Az
egyik a tojasban fejlod6é embridé magasabb hémérsékleti viszonyok kozotti keltetése, a masik a

csibe kibujasat kovetd iddszakban van kitéve magasabb hdmérsékletnek. Al-Rubika és

-9-



munkatarsai eredményei szerint a magasabb homérsékleten torténd keltetés nincs hatassal a
keltethetOségre, de az elézetesen magasabb (40 °C) hémérsékleten tartott hazityiak csibék
nagyobb testtomeggel rendelkeztek, mint kontroll tarsaik, kikelés utani 42. napon (Al-Rubika
et al.,, 2017). A keltetés 14 és 18. napja kozotti idészakban naponta négy oOrara 40 °C-0s
hoterhelésnek tették ki a tojasban fejlodé embridokat Walstra és munkatarsai, majd mérték a
viselkedésbeli kiilonbséget ¢és a belsd testhomérsékletet. Viselkedésben nem talaltak
kiilonbséget a kontroll és kezelt csoport kozott, de a belsd testhomérséklete a hdékezelt
embrioknak magasabb volt, valamint a keltetési 1d6 a hékezelt embriok csoportjaban lerovidiilt,
atlagosan 7 6raval (Walstra et al., 2010). A hazitytk csibék termoregulacios rendszere a kikelést
kovetd 3. és 10. nap kozott fejlodik ki teljesen, igy addig manipulalhato (Yahav et al., 2004;
Collin et al., 2005). Az el6zetes hokezeléssel sikeresen adaptalodhatnak a kibujt csibék a

magasabb vagy alacsonyabb hémérsékletii kornyezethez (Decuypere, 1984).

3.1.2. Hosokk fehérjék és hdsokk faktorok

A hésokk faktorok (HSF) elengedhetetlenek az akut hdhatas talélésében (Akerfelt et al., 2010).
Ezek transzkripcios faktorok, melyek hdsokk, vagy mas kornyezeti sokk kovetkezményeként
aktivalodnak a szervezetben (Saju et al., 2018). Hatasuk érzékelhetd ezen feliil a sejtek
differencialodasaban, az embrionalis fejlédésben, a szaporodasban, valamint a stresszvalaszban
(Akerfelt et al.,, 2010). Négy fé6 hésokk faktort ismeriink (HSF1, HSF2, HSF3, HSF4),
melyekbdl tobb is szerepet jatszik az ivarszerv fejlodésében, valamint a spermatogenezisben
(Saju et al., 2018). Hazitytknal a HSF1 a masodik kromoszoéman, a HSF2 a harmadik, a HSF3
a negyedik, mig a HSF4 gén a tizenegyedik kromoszoman lokalizalodik (Fujimoto and Nakai,
2010). A HSF1 és HSF2 hostressz nélkiili idészakban is miikodik, a gametogenezis
folyamataban kulcsfontossagu szerepet t6lt be (Abane and Mezger, 2010).

A HSF1, HSF2 és HSF4 faktorokat elsdként zebradanidoban karakterizaltak és izolaltak (Yeh et
al., 2006; Swan et al., 2012). A HSF1 tultermeltetése egerek esetében a spermium termelés
szignifikans csokkenését eredményezte (Nakai et al., 2000), a HSF2 expressziojanak zavara
pedig csokkent méretii herét és kevesebb spermiumszamot eredményezett (Kallio et al., 2002).
A két faktor egyiittes defektusa sterilitast eredményezett egerek esetében (Wang et al., 2004).
A HSF1-t, HSF2-t és HSF3-at egér HSF1-el torténd kereszthibridizalassal izolaltak hazitytkbol
(Nakai and Morimoto, 1993). Saju és munkatarsai 2018-ban talaltak egy 5. HSF-et
zebraddnioban, mely az 6tddik kromoszoman helyezkedik el. A HSFS szerepét CRISPR
technikaval vizsgaltak. A HSF5 génkiiitott egerek terméketlennek bizonyultak, drasztikus
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spermiumszam csokkenés volt megfigyelhetd, valamint az, hogy ezeknek a spermiumoknak
megnovekedett a feji része és abnormalis farok struktaraja volt (Saju et al., 2018).
Molekulatomeg alapjan 6 nagy csaladra oszthatd a hésokkfehérjék csoportja (kis HSP, HSP40,
HSP60, HSP70, HSP90 és HSP100 (Feder and Hofmann, 1999). A HSP70 és HSP90 egy erésen
ATP-fiiggd molekula chaperon, ami nélkiilozhetetlen az eukariota rendszerek stresszvalaszaban
(Genest et al., 2019). A hétiiréssel legjobban a HSP70 korrelal az 6sszes hésokk fehérje koziil
(Li and Mak, 2009). A HSP90 baktériumokban ¢és az Osszes cukariota szervezetben
megtalalhat6. Megfigyelték a HSP90 ¢s a HSP70 chaperon rendszer egyiittmiikodését fehérjék
eléallitasa és aktivacidja soran (Taipale et al., 2010; Johnson, 2012; Stankiewicz and Mayer,
2012).

3.1.3. Hokezelés és hostressz hatasanak kimutatasa HSF és HSP expressziok mérésével

Cedraz ¢és munkatarsai a HSP70, HSP90 és HSF1, HSF3 expressziot vizsgaltak hokezelést
kovetden harom kiilonboz6é fajtaban (Paleco és Caneluda, melyek helyi 6shonos fajtak,
valamint Cobb 500-as broiler fajtaban). Vizsgalataikban a nagy mellizomban torténd
molekularis valtozasokat mutattak ki. A 39 °C-os kornyezeti héstressz alatt az 6shonos fajtak
¢s a broiler fajta kozott szignifikans kiilonbséget tudtak kimutatni (Cedraz et al., 2017). Japan
flij myocardialis szoveteiben megemelkedett HSP70 szintet figyeltek meg sotétben, erds
hanghatas utan, valamint hiivos kortilmények kozott (Hoekstra et al., 1998). Zhang és
munkatarsai két kinai hazityuk fajtat (Lingshan és White Recessive Rock) hokezeltek és a
HSF3, valamint HSP70 expressziot vizsgaltak kiilonb6z6 szovetekben. Két oraval a hdkezelés
utan a HSF3 expresszioja szignifikansan magasabb volt a Lingshan fajta agy ¢és labizom
szovetében, mint a White Recessive Rock fajtanal. A HSP70 esetében ugyancsak
szignifikansan magasabb expressziot mértek az elsé fajtanal a sziv és a maj szovetében (Zhang
et al., 2014). Egérnél a HSF1 expresszidja magas volt majban a hokezelés utan, mig a szivben
nem lehetett expressziot kimutatni (Islam et al., 2013). A HSP70 és HSF1 expresszios szintje a
hokezelés elsé napjan volt a legmagasabb majd folyamatosan csokkent tengeri koralloknal
(Nakamura et al., 2012). Brojler csirke majaban a HSP90a, HSP90p, HSP70 és HSP60
expresszioja drasztikus mértékben megemelkedett kozvetlen hdkezelés utan, majd 3 6ra utan a
HSP60 expresszios szintje fokozatosan csokkenni kezdett (Gabriel et al., 1996; Mahmoud et
al.,, 2004; Zhang et al.,, 2014). RNS profil (transzkriptom) technoldgiat alkalmazva

megvizsgaltak a brojler csirkének a majat, hogy akut és kronikus hdstresszre hogyan reagal és
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sok kiilonbséget talaltak az alapvetden igen nagy hdétolerancidval rendelkezd egyiptomi

Fayoumi fajtanal (Lan et al., 2016)

3.1.4. Hazityuk ivarszervekben végbemend HSF és HSP valtozasok hokezelés hatasara

Az alland6 magas homérséklet a madarak reprodukcids tulajdonsagaira is negativ hatést
gyakorol (Cheng et al., 2015). Wang és munkatarsai egy tajvani hazitytk fajtan vizsgaltak a
magasabb kornyezeti hOmérséklet hatasat him ivarszervben. A kakasokat 38 °C-0s
homérsékletnek tették ki 4 6ran keresztiil, majd vizsgaltak a herében a HSP25, HSP90AAL,
HSPA2 (HSP70) mRNS expressziokat. Minden vizsgalt gén esetében emelkedett szintet mértek
real-time qPCR segitségével. Az akut héhatas utan 2 oOraval az apoptotikus sejtek szama
szignifikansan megemelkedett a kezelt csoportban a kontrollhoz képest (Wang et al., 2015).
HSP70 emelkedett expresszids szintjét mutattdk ki hdzitytk kakasok ivarszerveibdl izolalt
spermiumokban, hdstressz ideje alatt. A spermiumokat extrém magas 44-46 °C kozotti
homérsékleten tartva két oran keresztiil magasabb HSP70 expressziot mértek (Mezquita et al.,
2001). Cheng és munkatarsai a tojo allatok ivarszervében a kis sarga tiiszOkben bekdvetkezo
molekularis bioldgiai valtozasokat vizsgaltak akut hdstressz hatasara. A HSP25, ami egy kis
molekulatomegli hdsokkfehérje magas expresszios értéket mutatott a PTRF, SOGA3 és MYOC
génekkel egyiitt (Cheng et al., 2015). Hazityuk ivarszervben bebizonyitottak real-time gPCR
segitségével, hogy fontos szerepet jatszanak akut héstressz esetén a HSP70, HSP90AAL, BAG3,
TAGLN markerek, majd ezt microarray modszerrel is megerdsitették. Azt talaltak, hogy a BAG3
expresszidja dramaian megemelkedik az antiapoptotikus hatasa mellett hdstressz esetén (Wang
et al., 2013). A HSP25 egyiittmiikodését mutattak ki mas chaperonokkal, normal kornyezeti
homérséklet mellett (Ehrnsperger et al., 1997).

3.2. Ivarszervek morfologiai jellemzése

A madarak ivarkésziilékei aszimmetrikus fejlddést mutatnak, mind méretben, mind a benne
elhelyezkedd Osivarsejtek mennyiségében. A him madarak esetében két herét talalunk, melyek
méretben nagyon hasonlok, mig a tojo madarak ivarszerveinek fejlodése aszimmetrikus (1.
abra). A jobb oldali petefészek a legtobb madarfaj esetében regresszal, nem funkcional

ivarérett korban (Guioli et al., 2014; Intarapat and Stern, 2014).
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1. abra: A hazityGk embrionalis ivarszerv fejlédése (MSCs: Mezenchimalis Ossejtek),

crer

pozicionalasa (Gocza E. nyoman) (Toth et al., 2018).

3.2.1. Himivar

A madaraknal a herék az emldsokétdl eltérden a testiiregben a vesék felett az abdominalis
légzsakokban helyezkednek el. Viszonylag kis méretii mellékheréjiik a here hati oldalahoz
kozepén csatlakozik. Az ondovezetd a mellékhere hatso végébdl ered, majd a kloakaba torkollik
(Péczely, 2013). Az embrionalis fejlédés 7-14. napja kozott fejlodik ki a here strukturalis
szerkezete. A here allomanya két f6 részre kiilonithetd el, a kanyarulatos csatornacskékra,
valamint az intersticialis térre. A herék corticalis része elvékonyodik, szemben a jol fejlett
medullaris régioval, mely tartalmazza a kanyarulatos csatornacskakat. Az ivarszerv
fejlédésében androgén hormonok, valamint a DMRT1 gén magas expresszioja jatszik szerepet,
mely direkt vagy indirekt modon aktival him ivarra jellemzo faktorokat, pl. HEMGN, SOX9 és
AMH (Estermann et al., 2021).

Az ivarszervbe az embrionalis fejlodés 10. és 13. napja kozott vandorolnak be az sivarsejtek
az embrionalis vérkeringésbdl. Az Osivarsejtek nagyobb aranyban a bal oldali herébe
integralodnak (Péczely, 2013). A spermatogén sejtek a kanyarulatos here csatornacskékban, a

Sertoli sejtek koré rendezédve helyezkednek el (Péczely, 2013).
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A parzoszerv egyedisége, hogy a klodka egyes részei latjak el a feladatokat. Viziszdrnyasok
esetében a him parzoszerv (phallus) hosszan kidlthetd (protrudens), mig mas madarakat a nem

kidlthet6 (non-protrudens) phallus jellemez (Péczely, 2013).

3.2.2. Noivar

A ndéi ivarban kezdetben két egyenld mértékben fejlodoé ivarszerv taldlhatd. A petefészek
differencialodasa az embrionalis fejlédés 6. napjan kezddédik. Az embrionalis fejlodés 12.
napjan a petefészek kilencszer tobb FSH receptort és 6x tobb LH receptort tartalmaz, mint a
here (Akazome et al., 2002). Egyes madarfajok kivételével (pl.: s6lyomalkatak, kivi, sasok,
keselytik) csak a bal oldali petefészek fejlédik funkciondlisan aktiv ivarszervvé. Esetenként
megfigyelték pl. sirdlyoknal és galamboknal, valamint verébféléknél is a megjelend jobb oldali
ivarszervet (Péczely, 1987). A petefészek kialakulasa soran a corticalis rész fejlodik ki, mig a
medullaris szerkezet jelentésen elcsokevényesedik. Az ivarérett madarak petefészkének
kéregallomanya erdsen lebenyezett, benne kiilonb6zo fejlodési fazisban 1évo fehér és sarga
tiiszOk talalhatok (Péczely, 2013).

A jobb oldali petefészekben hasonld folyamatok zajlanak le, mint a herékben, aminek
kovetkezményeképp meiotikusan fejlédé oocitdk nem, vagy csak nagyon kis szamban
alakulnak ki (Péczely, 2013).

A madarak ivarszervének masik érdekessége a spermiumtarolod képesség. Ezt a jelenséget a
petevezet6 és az infundibulum hataran elhelyezkedé spermium tarolé tubulusok (SST) teszik
lehetové (Péczely, 2013). Ezt mas taxonokban is megfigyelhetjiilk, mint pl, elevensziild
halakban, gyikokban, kigyokban, de eml6soknél is eldfordul denevéreknél. A spermium tarold
tubulusokban a spermiumok akar 15 hét utan is megérzik termékenyitoképességiiket a madar
bels6 testhdmérsékletén (Matsuzaki and Sasanami, 2017). Az SST-k szama 500 és 20000 db
kozott valtozik madarfajtol fiiggden (Birkhead and Moller, 1992). Hazitytk esetében 2-3000
db talalhato (Matsuzaki and Sasanami, 2017). A kopulacid soran 9sszesen a spermiumok 1-2
%-a jut be tojo allatok tubulusaiba, innen is latszik a nagyfoku szelekcios hatas (Bakst et al.,
1994).
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3.3.  Kisérletekben hasznalt 6shonos magyar hazityuk fajtdk bemutatasa

3.3.1. Kendermagos erdélyi kopasznyak fajta

A hokezelési kisérletben részt vett hazityuk fajta a kendermagos erdélyi kopasznyakt
volt (2. abra). Ennek az Erdélybdl szarmazo fajtanak jellemzdje a csontfehér csor,
narancsvoros szemek és husszinii 1ab. Tollazatdnak alapszine kékessziirke, sotét fekete tonusu
keskeny keresztsavokkal. Tollatlan, hosszl €s izmos nyak jellemzi. A tollatlan nyakért egyetlen
autosomalis gén felelGs, mely a tollazott nyakkal szemben részlegesen dominans. A XX. szazad
elso felében az erdélyi kopasznyakt tyukokat még elsddleges tyukfajtaként tartottdk szamon.
Gyors fejlodésiik és tollasodasuk eldnyos tulajdonsag volt a kimondottan erds €s ellenallo testiik
mellett. Tojastermelésiik a szamukra kedvezd kornyezeti feltételek mellett igen jonak mindsiil,
nem ritkén tojasaik tdmege meghaladhatja a 70 grammot is. Kotlasi hajlama viszont nem til jo

(Szalay, 2015).

2. abra: Erdélyi kendermagos kopasznyaku magyar tytk (www.genmegorzes.hu)

3.3.2. Fogolyszinli magyar fajta

Tollazata igen szines. A kakas esetében a nyak és nyeregtollak aranysargés szintiek a
fej narancsvoros, mig a mell, has és combok tollai feketék (3. abra). Ezzel parhuzamosan a
kifejlett tojo tollazata joval egyszeriibb. Alapszine barna, evezd €s faroktollai fekete szintiek.
Szeme altalaban narancsvords, csore fehér, de lehet sarga, vagy akar hisszint is. Husszint laba
van. A kakasok 2,5 — 3,0 kg, mig a tojok 2,0 — 2,3 kg kozotti tomegliek. Egyik legjobb
novekedési potenciallal rendelkezé 6shonos hazitytk fajtank. Ezt a fajtat f0ként a Dunantali

tajegységen, valamint erddsebb teriiletrészeken tartottak. Tojdsainak szine a legtobb magyar
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hazityuk fajtaval egyetemesen barna vagy vildgosbarna. A csibék pehelytollazata kdzépbarna,

a hati részen hosszanti sotétebb €s vilagosabb savokkal tarkitott (Szalay, 2015).

3. abra: Fogolyszinli magyar tyuk (www.genmegorzes.hu)

3.3.3. Fehér magyar fajta

Tollazata mindkét ivar esetében teljesen egyonteti fehér, eziistos zomancu (4. abra).
Szeme narancsvords, mig csére csontfehér szinli. Tojasaik altaldban vildgosbarndk, de
krémszintliek is lehetnek. Naposcsibe korban sargasfehér pehelytollazatuak. Laba és labujjai
fiatal korban husszinliek, mig ez idésebb korukra csontfehérré modosul. Ez a fajta foképp az
Alfold és a Duna-Tisza kozti régio leggyakrabban tartott fajtaja volt, mivel fehér szinével a
legjobban tiirte az arnyék nélkiili tartast (Szalay, 2015).

4. abra: Fehér magyar tyuk (www.genmegorzes.hu)
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3.3.4. Sarga magyar fajta

Tollazata egyontetli sarga, fiatalok esetében ¢lénksarga, idésebb korukra kicsit
veszithet szinébdl (5. abra). Az elsddleges evezdtollak sotétebbek, mig faroktollai barnasfekete
szinezetlieck. CsOre sarga, szeme narancsvOoroses szinll. A kakas tollazatanak alapszine
valamivel markansabb. A naposcsibék egyszinii vilagosbarnadk. Féként az Alf6ldon, a Duna-
Tisza kozti terlileten és a Dunantilon tartottdk. Egyik legjobb tojastermelési potenciallal

rendelkezé magyar fajtank (Szalay, 2015).

5. abra: Sarga magyar tyuk (www.genmegorzes.hu)

3.4.  Hazityak embriofejlodés

A hazityuk embriofejlédésére mind exogén, mind endogén faktorok hatdssal vannak
(Tong et al., 2013). Kelési ideje 21 napra tehetd, mely idészak alatt az embrionalis fejlédés
befejezodik. A madarak embrionalis fejlodését két nevezéktan segitségével irhatjuk le. Eyal-
Gilaldi és Kochav altal (Eyal-Giladi and Kochav, 1976) rendszerezett embrionalis fejlédés a
t0jo allat testén beliil fejlédésnek indult embrid stddiumait mutatja be a megtermékenyitéstdl a
primitiv csik megjelenéséig. A stadiumokat romai szamokkal jelolték I-XIV-ig. A masik
nevezéktan az embridfejlddést a primitiv csik megjelenésének pillanatatol szamolja. Ezt Viktor
Hamburger és Howard Hamilton (HH stadiumok) 1951-ben (Hamburger and Hamilton, 1992)
kozolte els6ként. Munkajuk a mai napig legjobban rendszerezett embriéfejlédési tablazatnak
tekinthetd. A stddiumokat 2 és 46 kozotti szamokkal jelolték az embrié morfologidja alapjan.
A tojasrakas pillanatdban az embri6 az Eyal-Gilaldi €s Kochav-féle nevezéktan X. stddiumaban

talalhato.
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Az embridfejlodés a megtermékenyités pillanatatol kezdddik. Az érett petesejt 15 percet tolt a
petevezetd tolcsér részében (infundibulum). A petevezetd fehérjetermelé szakaszaban
(magnum) a fehérjeszekrécid megtorténik, mely 3 oran keresztiil tart. A szorosnak nevezett
(isthmus) részen a héjhartyak és a jégzsindr alakul ki 1,5 6ra alatt. A méhben (uterus) 19-20
orat tolt a tojas, ebben az iddszakban szintetizalodik a meszes héj a tojas koré.
Hozzavetdlegesen az egész folyamat 24 6rat vesz igénybe (Péczely et al., 2007).

Madarak esetében a parosodastol szamitva eltelhet 10 nap, mig a megtermékenyiilés
megtorténik. Extrém esetekben (pulykaknal) akar 40 nap is lehet ez az id6szak. Az eml6sokt6l
eltéréen, ahol a parzast kdvetd 24-72 6raban megtorténik a termékenytilés (Péczely, 2013).
Emldsoknél funkcionalis monospermia alakult ki, mig madaraknal minden esetben
polispermias megtermékenyitést lathatunk (Olszanska and Stepinska, 2008; Mizushima, 2012;
Iwao, 2014). Ennek pontos mechanizmusa még nem ismert, viszont azt tudjuk, hogy a zona
pellucida fehérjék és a perivitellinalis membran fontos szerepet jatszanak a spermium-petesejt
interakcidban, melynek kovetkeztében aktivaljak a spermiumok akroszoma reakcidjat
(Ichikawa et al., 2016).

3.5.  Osivarsejtek (PGC) szerepe az ivarszervben
3.5.1. PGC eredet és vandorlas

Az ivarsejt az egyetlen olyan sejttipus, mely az egész 6rokitdanyagot képes atadni a kovetkezd
generacionak. Az ivarsejtek progenitor sejtjei az dsivarsejtek (PGC), melyeket els6ként 1870-
ben azonositottak (Wilhelm, 1870). Mar egy korai stadiumban (HH3), még a primitiv csik
megjelenése el6tt megtalalhatok az 6sivarsejtek (Clawson and Domm, 1969). Meyer egy
hisztokémiai festést kovetden bebizonyitotta, hogy az &sivarsejtek a kezdeti embrionalis
fejlodés soran festddnek perjodsav-Schiff (PAS) reakcioban (Meyer, 1960). Clawson és Domm
a HH4-5 stadiumban mar 100-250 PGC-t azonositott PAS festés segitségével (Clawson and
Domm, 1969; Fujimoto et al., 1976). A PGC-k nagy méretii (10-20 um), nagy, kerek sejtmaggal
rendelkezd sejtek. Swift leirdsa szerint a szomszédos sejtektdl konnyedén megkiilonboztethetok
méretiik alapjan, valamint a citoplazmaban felhalmozodott nagy mennyiségi glikogén
granulumok alapjan (Swift, 1914). Egy masik hisztokémiai festési eljarast is kidolgoztak, mely
az SSEA1 (Stage-specific embryonic antigen 1 és EMA 1 (embryonic mouse antigen 1)

jelolésen alapul (Karageng et al., 1996). Ezek a jel6lési modszerek nagyon hatékonyak, viszont
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az embrionalis fejlodés korai szakaszaban adhatnak fals eredményt a PGC-k szamat illet6en,
mivel néhany pluripotens Ossejt is képes expresszalni az SSEA1 markert (Pain et al., 1996).

A jelenleg ismert, legjobban mikodé PGC detektalasi médszer a CVH-val (Chicken Vasa
Homologue) térténd jel6lés. Ezt a modszert els6ként Lasko és Ashburner fedezte fel Drosophila
melanogaster fajban (Lasko and Ashburner, 1988). A gén homoldgjat viszont hazitytikban is
felfedezték 2000-ben (Tsunekawa et al., 2000). A CVH expresszié a PGC-k életében végig
fennmarad, fehérjéje mindkét ivar esetében a citoplazmaban megtalalhat6. Késobb Lee és
munkatarsai azonositottak deleted in azoospermia-like (DAZL) expressziojat PGC-kben (Lee
et al., 2016). Ezzel mar két Osivarsejt specifikus marker képes biztosan azonositani az
Gsivarsejteket (6. abra).

Az Osivarsejtek sikeres azonositasat kovetden lehetéség nyilt a PGC-Kk nyomon kovetésére
maturaciojuk soran. A frissen lerakott tojasban (EG stage X) ezek a sejtek az area pellucida
Els6 vandorlasi periddusuk errdl a teriiletrdl (epiblaszt) az embrid anterior végén elhelyezkedd
ugynevezett germindlis félhold teriiletére (hypoblaszt) kozpontosul, mely egy extraembrionalis
régio (Karageng et al., 1996). A mésodik nap elején (HH10, ami a keltetést kovetd 33-38.
6raban aktualis) a PGC-k elkezdik vandorlasukat az extraembrionalis vérkeringésbe (Kuwana
and Fujimoto, 1984). A vérben kering6 Osivarsejtek specialisan a madarakra, valamint néhany
hiillore jellemzbek. Ezeket a sejteket gyakran a nemzetkozi irodalom cPGC-ként jel6li, mellyel
a cirkulalé PGC-kre utalnak. Legnagyobb sikerrel az embrionalis fejlédés 2. napjan (inkubacid
utani 50-53 6ra) a HH14-es stadiumban 1évo embrid vérébol lehet 6ket izolalni, mivel ebben az
iddszakban érik el maximalis koncentraciojukat a vérben (Tajima et al., 1999). A keringésbol
kilép6 PGC-k a dorsalis mesenterium mentén folytatjak vandorlasukat, majd belépnek a fejlodo
ivarszervtelepekbe és kolonizaljak azokat (Fujimoto et al., 1976). A PGC-k helyvaltoztato
mozgasaval kapcsolatos ismereteink még hidnyosak, ami viszont tisztazott, hogy tobb
extracellularis molekula jelen van térben és idében a PGC-k vandorlasa soran (Urven et al.,

1989).
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Osivarseit specifikus (DAZL) régiok, valamint PGC elhelyezkedések hazityik embridban
Osztddasi fazis Area pellucida képz6dés
Oocita és zigota prekurzor PGC PGC
Ivarsejt Speafik_l_"s régio Ivarse]lt Spedﬁk,US régié Elhelyezkedés az osztédasi zdndban DAZL pozitiv sejtek osztédasa
a GV koral a kdzponti részen
Oocita Zigéta EGK I. EGK Il EGK VII. EGK X.
i O o T : P
g | Q0 000
=
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6. abra: Osivarsejt specifikus régiok, valamint Ssivarsejtek fejlddése hazityuk embridban. Z5ld szinnel
jelolve a DAZL pozitiv részeket. GV: germinalis vezikulum; EGK: Eyal-Gilaldi és Kochav nevezéktan
szerinti stadium. (Lee és munkatarsai 2016-0s cikke alapjan modositva (Lee et al., 2016)).

3.5.2. lvarsejtek érése

Az Gsivarsejteket az ivarszerekbe torténd belépésiik utan mar gPGC (gonadal PGC) vagy GGC-
ként (gonadal germ cell) is emlitik. Az ivarszervbe torténd integracié utan a him Gsivarsejtek
osztodasa sziinetel (Méndez et al., 2005) ¢€s csak a néivarti egyedek bal oldali petefészkében
figyelhet6 meg osztodasi aktivitas. A jobb oldali petefészekbe integralddott PGC-k a kikelés
idejéig apoptozissal eliminaldédnak az ivarszervbdl. Az embrionalis fejlédés 9. és 17. napja
kozott a bal oldali ivarszerv corticalis részében 1évé PGC-k huszondtszords mennyiségre
képesek osztddni. Ez hozzavetblegesen napi 30%-os szambeli ndvekedést jelent (Hughes,
1963). A PGC osztédasban jelentds szereppel bir a retinaldehid dehidrogenaz enzimcsalad
(RALDH1, RALDH2, RALDH3) (Smith et al., 2008). Hazityuk esetében a RALDH2-nek van

a legnagyobb szerepe a retinsav szintézisében (Tagami et al., 2017).

3.5.3. Osivarsejtek hossza tavi fenntartésa

Az Osivarsejtek in vivo és in vitro koriilmények kozott torténd vizsgalatahoz 1étfontossagu a
hosszii tavi fenntartasa ezen sejteknek. Ehhez sziikséges volt egy megfelelé médium
kifejlesztése (Whyte et al., 2015). Az els6 tapoldat tartalmazott ivarszervekbdl izolalt stroma
sejteket, melyek egy feeder sejtréteggel segitették elé a PGC-k életben maradasat (Chang et al.,
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1995). A tenyésztémédium tartalmazott kiilonb6z6é novekedést segit6 faktorokat (IGF, FGF és
LIF), valamint hazitytk szérumot. 2006-ban Van de Lavoire és munkatarsai (van de Lavoir et
al., 2006) allitottak el6 elsdként azt a tapoldatot, melyben hosszli tavon megfeleld osztodas
mellett fent lehetett tartani a PGC-ket. Am a ndstény ivara PG sejttenyészetek nem tudtak 77
nap utdn ivarsejtet képezni, igy ez a médium sem volt teljesen tokéletesnek tekinthetd. Ez a
médium is tartalmazott taplalo sejteket. Ezek utan egyre alaposabban megismerték a kiilonb6z6
molekularis jelatviteli utakat, melyek segitségével a taplalo sejt nélkiili médium
kifejleszthetové valt (Macdonald et al., 2010). 2015-ben a skociai Roslin Intézetben
kidolgoztak az eddig legjobban miik6do taplalosejt mentes tenyésztomédiumot, mely alkalmas
a ndstény ivara PGC tenyészetek hossza tava fenntartasara (Whyte et al., 2015). Ujdonsag a
tapoldat alacsony ozmolaritasa (250 osmol/kg) és alacsony kalcium koncentracidja (0,15 mM)

mely eldsegitette, hogy az dsivarsejtek biztonsagosan fenntarthatok legyenek.

3.5.4. Transzgénikus Osivarsejt vonalak eldallitasa

Az €16 szervezetek genomjanak moédositdsa egy teljesen 1) szintre emelte a biotechnologiat.
Miutan a genomban miikodé gének szabalyozasi mechanizmusait egyre jobban megismerték, a
kovetkezd 1épés az volt, hogy hogyan lehet ezeket modositani. Az elsé kezdeményezések mar
az Okori 1dokre visszanyultak, ahol a jobb termékenységili, vagy magasabb hozamu
szervezetekre végeztek szelekciot. Ennek a mesterséges szelekcids modszernek a hatranya,
hogy viszonylag hosszu id6 alatt lehetett eldallitani a kivant fajtat (Andersson and Georges,
2004). Miutan egyre jobban megismertiik az €16 szervezetek genetikai anyagat ezzel
parhuzamosan fejlddott az a képesség is, hogy azt, hogyan lehetne modositani. Esetlegesen egy
gén csendesités (Hammond et al., 2001), vagy egy taltermeltetése (Hao et al., 2012; Sid and
Schusser, 2018), vagy konkrét DNS szakasz beépitése a genomba (McGrew et al., 2004; van
de Lavoir et al., 2012; Chojnacka-Puchta et al., 2015). Az els6 genetikailag moddositott,
transzgénikus hazityuk Salter és kutatdcsoportja nevéhez kapcsolhato, ahol egy retrovirus alapu
mikroinjektalast végeztek EGK X-es stadiumban 1évé embriok szubgerminalis liregébe. Az
ilyen tipusi transzgenezisrdl elmondhat6, hogy kis hatékonysagu, nem célzott
genomszerkesztési eljaras, igy a jovOoben ennek a technikanak kis figyelmet szenteltek. Az
Osivarsejtek hosszu tava tenyésztésének koszonhetden lehetdség nyilt madaraknal olyan
genomi modositast 1étrehozni, mellyel az F2 generaciora is atadodott a kivant modosulas. Elsé

ilyen hazityukban elvégzett kisérletekben PiggyBac, illetve Tol2 transzpozon vektorokat
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alkalmaztak (Macdonald et al., 2012; Park and Han, 2012). A transzfektalast lipofektaminnal,
valamint elektroporalassal végezték.

A napjainkban elterjedt precizios genomszerkesztési eljardsok harom nagy csoportra bonthatok:
A cink ujj nukleazok (ZFN, zink-finger nuclease), a TALEN (transcription activator-like
effector nuclease) valamint a legmodernebb a CRISPR (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats). Madarak esetében a TALEN és CRISPR alkalmazasaval szamos egyedet
hoztak mar létre. Park és munkatarsai 2014-ben irtak le el6szor TALEN modszerrel sikeresen
megvalositott hazityik eredményeiket (Park et al., 2014). CRISPR genommodositasi eljarassal
elsoként Oishi és munkatarsai kozoltek sikeres génszerkesztést, melyben az ovalbumin és
ovomucoid gének célzott kiiitését publikaltak (Oishi et al., 2016).

A genetikai modositasnak jelenleg a leggyorsabb modja a kozvetlen spermium transzfektalas
(STAGE). Ebben az esetben a madarspermiumban 1év0 genetikai anyag CRISPR/CAS
rendszerrel torténd modositasaval egy generacidonyi id6t lehet spoérolni, mert mar az F1
generacioban lehet vizsgalni a transzgén miikodését heterozigota formaban (Cooper et al.,

2017).

3.5.5. Ivarszervi kiméra egyedek eldallitaisa GFP-PGC visszainjektalasaval

A jelolt 6sivarsejtek visszainjektalasa recipiens fajta embridjaba jelentdsen megkonnyiti késObb
a PGC-k vizsgalatat. Van de Lavoir és munkatarsai gyongytyuk és hazityuk keresztezést
végeztek, melyben GFP-vel jelolt hazityuk dsivarsejteket injektaltak gydongytyuk embridba.
Osszesen 141 gydngytytik embridba injektaltak hazityuk GFP-PGC és 12 ivarszervi kimérat
(8,51%) kaptak. Ross 308 brojler fajtaba injektaltak GFP-t expresszal6 PGC-t Chojnacka-
Puchta és munkatérsai, melyeknél a géntraszfert vizsgaltak. Osszesen 50 embriot hasznaltak fel
¢és az életben maradasi arany 80% feletti volt (Chojnacka-Puchta et al., 2015). Park és
munkatarsai ivarszervbél izolaltak PGC-ket (gPGC), majd azokat piggyBac transzpozon
rendszerrel transzfektaltak, igy kaptak GFP-t expresszald Osivarsejt vonalat. Osszesen 459
embrioba injektaltak PGC-ket, melybdl 228 (52,2%) transzgénikus kiméra egyedet kaptak
(Park and Han, 2012).
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3.5.6. Idedlis recipiens fajta jelentdsége

Egy idealis recipiens fajta kiilondsen fontos szamos kisérletben. Génmegdrzési kisérletekben a
recipiens fajta tolerancidja sokat javithat az alapitasi aranyon. Yi és munkatarsai kinai Meiling
hazityuk fajtabol alapitott PGC vonalat, majd azt karakterizalta és injektalta vissza recipiens
embrioba. Hozzavetdlegesen 200 db PGC-t injektaltak bele a recipiens embrid dorzalis aortajan
keresztiil az embrioba. 13 embriobdl 8 embrid érte el az ivarérett kort, majd ezek
tesztkeresztezésével bizonyitottak a kakasok heréibe integralodott PGC-k jelenlétét. Atlagosan
12,6 %-os donor eredetli fajtat kaptak vissza (Yu et al., 2019). Lazar és munkatarsai fekete
kopasznyaku fajtaba injektaltak vissza fogolyszinii magyar fajtabol szarmazo Gsivarsejteket,
majd az F1 generacio ivarérett korban torténd visszakeresztezésével igazoltak a PGC-k
és 11 tyuk volt. A tesztkeresztezésb6l 340 csibe kelt ki, melybdl 16 (5%) volt tisztan
fogolyszinii fajta. Egy tyuk 3 kakassal torténd visszakeresztezésébol 24 (16,6%) feltételezett

ivarszervi kiméra kelt ki (Lazar et al., 2021).
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4. ANYAG ES MODSZERTAN

4.1. Kisérleti allatok és engedélyek

A kisérletekben hasznalt 6shonos magyar hazityik fajtak tartasa, és a hokezelési
kisérletek a Nemzeti Biodiverzitas és Génmegorzési Kozpont — Haszonallat Génmegorzési
Intézet (NBGK-HGI) g6dolloi telephelyén torténtek (Engedély szam: PE/EA197-4/2016). Az
MBK (késdbb NAIK) utéd intézményeként a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem —
Genetika és  Biotechnologiai (MATE-GBI) Intézetének zart rendszerben végzett

géntechnologiai eljarasok engedélyének a szama: 106685/4/2005.

4.2. Hohatasok
4.2.1. Hokezelés

A tojasok keltetése egy MIDI F500S tipusu keltetében tortént (PL Maschine Kft.,
Tarnok, Magyarorszag) kikelésig 37,8 °C-on 60%-os paratartalom mellett. Kikelést kovetéen a
kendermagos erdélyi kopasznyakt csibéket 24 6raig infralampa alatt 32 °C-os hdmérsékleten
tartottak, ad libitum takarmany és ivoviz allt rendelkezésre. A hékezelés 38,5 °C-on, két o6ran
keresztill tartott. Az els6 kisérleti periodusban a hdkezelést kovetden a csibék ivarérett korig
lettek felnevelve, majd a termelési paraméterek lettek vizsgalva. A masodik kisérletben, a
hékezelt, valamint kontroll csibékbél véletlenszeriien kivalasztottam 15-15 csibét, és azokbol

megtortént a mintavétel. A tobbi csibe felnevelése ivarérett korig tartott.

4.2.2. HOstressz

Az els6 hokezelési kisérletben ivarérett korig nevelt erdélyi kopasznyaktl magyar fajta
egyedeit 30 °C-os hémérsékleten tartottak 12 hétig. A hostressz id6szaka alatt az allatoknak ad
libitum takarmany és ivoviz allt rendelkezésére 16 oras megvilagitas és orankénti 10 perces
ventillacié mellett. 31-31 tojo 3-3 kakassal volt egyiitt a hokezelt és kontroll csoportban
egyarant a reprodukcios vizsgalatok miatt. A hdstressz utan a hékezelt és hostresszelt, valamint
hokezelt, de nem hdstresszelt csoportbdl is megtdrtént a mintavételezés. A spermatoldgiai

vizsgalatok soran 10 — 10 kakas volt egyedi ketrecben ugyanabban a teremben.
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4.3. Hokezelési kisérletekbol szarmazo szoveti mintak gytjtése, elemzése
4.3.1. Szervek izolalasa, tarolasa

A hokezelési kisérlet alkalméval a hékezelt erdélyi kendermagos kopasznyaku fajta
csibéibdl 30 allatot kezeliink, mig ugyancsak 30 allatot kontrollként hasznaltunk, ezek nem
kaptak hékezelést. Kozvetleniil a 12 6ras hokezelést kovetden mind a hékezelt, mind a kontroll
allatokbol, 15-15 csibébdl tortént meg a mintavétel. Az allatoktol 6t szovetmintat vettem. Az
elsd az agy hipotalamikus régi6jabol szarmazott, majd a méjbol, végiil a két ivarszervbol kiilon-
kiilon. Tojok esetében csak a bal oldali petefészek lett eltavolitva, még akkor is, ha a jobb oldali
petefészek nem fejlddott vissza teljesen. Végiil a combizom szovetbdl tortént két minta tarolasa.
A mintak a boncolast kdvetéen RNAlater® (Thermo Fisher Scientific, 145 Waltham, MA,
USA) oldatba keriiltek, mellyel szobahémérsékleten is megovhato a rendkiviil sériilékeny RNS
épsége. Az izomszovetbol gyijtétt masik mintat egy 1,5 ml-es Eppendorf csében taroltam — 20
°C-on a késobbi DNS vizsgalatok elvégzéséig.

A tovabbi 15-15 csibét ivarérett korukig felneveltiik, majd a 24. ¢élethetiikben ezektdl az
allatoktol is megtortént a mintavétel. A szovetmintakat ugyanabbol a régiobol voltak izolalva,
mint a csibéknél. Az RNAlater®-be helyezett mintak tarolasa 4-5 napig 4 °C-os hiitében tortént,
majd egyesével steril csipesz segitségével steril fiilke alatt 500 ul TR1zol™ Reagensbe (Thermo
Fisher Scientific, 145 Waltham, MA, USA) helyeztem at. Tiz perc szobahOmérsékletii

inkubaciot kovetden - 80 °C-os fagyasztoban voltak tarolva az RNS izolalasig.

4.3.2. Ivarszervek izolalasa

Az allatokbdl az ivarszervek eltavolitasa egy ollo és csipesz segitségével tortént. A
fiatal két napos kort csibék ivarszervét egyben izoldltam és helyeztem RNAlater®-be. Az
ivarérett allatok ivarszervének eltavolitasa ugyancsak egészben tortént. Az ivarszervek el0szor
egy milanyag petri cs€szébe keriiltek, majd onnan tértént az ivarszervekbdl a megfelelé méretii
darab kivagasa. A kakasok heréjét kozépen kettévagtam, és mind a kiils6, mind a bels6 részbdl
vettem egy keresztmetszeti mintat, amit ugyancsak fagyasztocsében tarolt RNAlater®-be
helyeztet. A tojoknal kissé nehezebb volt az izolalas. Ebben az esetben a fehér tiiszok melletti
részbdl tortént a mintavétel, hogy a petefészek benne legyen. A minta itt is RNAlater®-be
keriilt. Hirom nappal az izol4ls utan a mintak atkeriiltek TRIzolI™ Reagensbe, majd azokat

minusz 80 °C-os fagyasztoban taroltam a késdébbi kisérletekig.
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4.3.3. RNS izolalas szovetmintakbol

A TRIzol™-ban — 80 °C-on tarolt szervekbél az RNS izolalas menete: A felolvasztasi
id6 alatt 2-3 darab ZrO; gyongy hozzaadasaval 1,5 ml-es Eppendorf safe-lock csdvekbe pipetta
segitségével keriiltek a szovetdarabok TRIzol™-al egyiitt. Miutdn megtortént a
fagyasztocsovekbOl az Eppendorf csovekbe az athelyezés homogenizator (Bullet Blender
Storm 24, BBY24M-CE, USA) segitségével a szovetet 2 percen keresztiil homogenizaltam. Ezt
kovetden 100 pl kloroform hozzaadasaval erdteljesen Osszeraztam a csé tartalmat. Kovetkezo
Iépésként a mintak 10 percig torténd inkubalasa kovetkezett szobahOmérsékleten, majd
centrifugalas 12000 rpm-en 15 percig. A feliiluszot 1j, feliratozott cs6be pipettazva - 20 °C-on
tarolt izopropanolbodl adtam hozza 150 pl-t. A pellet késobbi lathatosaga végett 0,75 ul Glyco
Blue Reagens-t (Thermo Fisher Scientific, 145 Waltham, MA, USA, AM9515) adtam hozza,
ami hozzakotédik a nukleinsavhoz, igy lathatova teszi a kis méretli pelletet is. Ehhez a
reakciohoz fél oras - 20 °C-on torténd inkubalas sziikséges. Ezt kovetden ismét centrifugalni
kell a mintakat 12000 rpm ¢és 10 percig. A centrifugalas utan a feliiliszora nincs sziikség, a cs6
aljara tapadt pellet mosasa 500 ul 75 %-o0s etanollal tortént. A mosast haromszor ismételtem
meg, melyek kozott minden alkalommal a mintakat centrifugaba helyeztem 12000 rpm-re 5
percig. Az utolso centrifugalas utan nagyon alaposan kellett eltavolitani az alkoholt, majd steril
fiilke levegdjével addig szaritottam a pelletet, amig az alkohol teljesen el nem illan. A pellet
méretétdl fiiggden, 20-30 pl nukledz mentes vizben keriilt feloldasra. A visszaoldodas
eldsegitésére a mintakat 37 °C-ra elémelegitett asztali melegité késziilékbe helyeztem. Az
izolalas utolsé lépéseként a koncentraciot, valamint az RNS mindségét NanoDrop One
Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, 145 Waltham, MA, USA) segitségével mértem
meg. Az RNS mintakat - 80 °C-os fagyasztoban voltak tarolva késébbi felhasznalasig.

4.3.4. cDNS iras és génexpresszios vizsgalatok kvantitativ real-time gPCR-rel

A cDNS irashoz High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-tel dolgoztam
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, US) a gyart6 altal meghatarozott protokoll
alapjan. A szintetizalt complementer-DNS-t -20 °C-on taroltam. A kvantitativ real-time PCR
Osszemérése elbtt egy részletes plate-tervet készitettem, melyen kijeldlésre keriilt, hogy melyik
lyukban, milyen génre és melyik mintan kellett vizsgalni az expressziot. Minden gén esetében
harom parallel mérést végeztem. A reakciohoz SYBR Green PCR Master Mix-et (Applied

Biosystems, Life Technologies Carlsbad, US) hasznaltam, amely egy kettds szali fluoreszcens
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DNS kot6 festéket tartalmaz. A kapott Ct-értékeket exportaltam, majd a tovabbiakban a GenEx
(7.0) (MultiD, Analysis AB, Goteborg, Sveden) szoftver segitségével relativ expresszids értéket
szamoltam, melyet a GAPDH génhez, mint referencia génhez, illetve a hazitytik embrionalis
fibroblasztb6l (CEF) szarmazo kontroll mintahoz viszonyitottam. Minden qPCR futas plate-jén
szerepelt minden génre a CEF, mely biztositotta a kiilonboz6 futdsok Osszehasonlitdsat. A
héhatas kapcsolt primerek Xie és munkatarsainak (Xie et al., 2014) 2014-ben megjelent cikke
alapjan lettek beszerezve. A primer parok szekvenciajat, illetve jellemzdit a 1. tablazat-ban

tuntettem fel.

1. tablazat: Hokezelési kisérletben hasznalt primerek szekvencidi és jellemzoi.

Prlmer’ Referencia szam Primer szekvencia (5" - 3") T,ermek
elnevezés méret (bp)
. F: 5-ACCTGAGCGCAAGTACTCTGTCT-3'
B-aktin NM_205518.1 95

R: 5-CATCGTACTCCTGCTTGCTGAT-3'

F: 5-CTTTGGCATTGTGGAGGGTC-3'
GAPDH NM_204305.1 R: 5-ACGCTGGGATGATGTTCTGG-3' 128

F: 5-CAGGGAAGCAGTTGGTTCACTACACG-3
HSF L0009%8.1 R: 5-CCTTGGGTTTGGGTTGCTCAGTC-3! e

F: 5-CGCTGCTCGCATTCCT-3
HSF2  [NM_001167764.1 R: 5-TGTGGCCTCACTTGCTTCT-3! 1o

F: 5-TCCACCTCTCCTCTCGGAAG-3'
HSF3 XM_420166.3 R: 5-CAACAGGACTGAGGAGCAGG-3' &

F: 5-TGCCAGCCTTCCTAACCAAG-3'

HSF4 | NM_001172374.1 R: 5-TGGTGCCATTCGTACTCCAG-3' 84
HSPA2 F: 5-CGTCAGTGCTGTGGACAAGAGTA-3'
NM 001006685 145
(Hsp70) - R: 5-CCTATCTCTGTTGGCTTCATCCT-3'
HSP90AAL F: 5-GAGTTTGACTGACCCGAGCA-3'
NM 001109785.1 107
(Hsp90) - R: 5-TCCCTATGCCGGTATCCACA-3'

4.3.5. DNS izolalas izomszovetbol

A hoékezelési kisérletbdl szarmazd masik izomszovet — 20 °C-on volt tarolva DNS
izolalasig. A szovetek feltarasahoz elsé 1épésben egy lizis (2. tablazat) Proteinaz K oldatot
adtam hozza 100 ul-es mennyiségben. A szovetet vortexeltem és 55 °C-ra elémelegitett asztali
melegitében emésztettem 3 Oran keresztiil. Ezek utan centrifugat hasznaltam (12000 rpm 5
perc), hogy a meg nem emésztett szoveti strukturak a cso aljara kertiljenek. Az asztali melegitot
99 °C-ra allitottam a Proteindz K inaktivalasahoz. A megadott hdmérséklet elérését kovetden

10 percig inkubaltam a mintakat asztali thermomixerbe (Eppendorf, Germany), majd ujra
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centrifugaltam 6ket (12000 rpm. 1 perc). Az igy feltart mintakat — 20 °C-on taroltam a DNS
kinyeréséig. A feltart mintdkhoz 50 pl fenolt és 50 pl kloroformot adtam hozza. A cs6 tartalmat
hatarozott mozdulattal 6sszerdztam, majd centrifugaba helyeztem 13000 rpm és 10 perces
beallitasok mellett. A szétvalt fazisok koziil a fels6 réteget egy uj 1,5 ml-es feliratozott
Eppendorf csébe pipettaztam at. A - 20 °C-on tarolt tomény izopropanolbol 150 ul -t adtam
hozza az atpipettazott mintakhoz, majd ismét a centrifugat hasznaltam (13000 rpm, 5 perc). A
feliiluszot Gvatosan eltavolitottam figyelve a csO aljan Osszegytilt pelletre. A pelletet 500 pl
75%-o0s etanollal mostam, majd ismét centrifugaba helyeztem a cséveket (13000 rpm. 5 perc).
A centrifugalas utan 6vatosan eltavolitottam pipettaval az alkoholt, majd a csévekben 1évo
pelletet steril fiillke levegdjével szaritottam, amig a megmaradt kis mennyiségti alkohol is el
nem illant. A szaraz pelletet nukledz mentes vizben oldottam vissza a pellet méretétdl fliggden
(30-40 ul). A DNS visszaoldodasat elésegitve 37 °C-o0s asztali thermomixerbe (Eppendorf,
Germany) helyeztem a mintakat 5 percre. A DNS mindségét és mennyiségét NanoDrop One
Spektrophotometer segitségével hataroztam meg. A tomény DNS-eket minusz 150 °C-on

taroltam, mivel a kés6bbiekben epigenetikai vizsgalatokat is szeretnénk végezni.

2. tablazat: Allati szovetek emésztéséhez sziikséges lizis oldat dsszetevéi.

50 ml Gsszeméréséhez Torzs oldatok
0,1 M Tris (pH: 8,5) 5ml 1 M Tris
5mM EDTA 0,5ml 0,5 M EDTA
0,2 M NaCl 2ml 5 M NaCl
0,2% SDS 0,5ml 20 % SDS
H.O (MQ) 42 ml H.O (MQ)

4.3.6. Ivarmeghatarozas (szex PCR)

Az izolalt DNS-b6l az ivarmeghatarozast a GFP-PGC-k esetében P2-P8-as
primerparral (Griffiths et al., 1998), mig a hokezelési kisérletnél a CHD1-es primerpar (Wang
et al., 2007) segitségével végeztem (3. Tablazat). A tomény DNS-t egységnyi koncentraciora
higitottam (25 ng/ul). A koncentraciokat visszaellenériztem NanoDrop One Spektrophotometer
segitségével. Miutan a mintdk koncentracioja megfeleld volt dsszemértem a PCR-t. A PCR
Osszeméréséhez a hokezelési kisérlet esetében minden mintahoz 6,75 ul MyTay Master mix-et

hasznaltam 0,5 ul forward és reverse CHD1 primerrel, végiil 4,25 ul steril vizzel egészitettem
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ki a reakcio elegyet 12 pul-re. Ehhez a végtérfogathoz adtam hozza 1 upl 25 ng/ul-es
koncentraciora higitott DNS-t, igy a PCR 0sszemérésem végtérfogata 13 pl lett.

A GFP-PGC-kbdl izolalt DNS-bOl az ivarmeghatarozast P2-P8 primerparral végeztem,
melynél 5 ul RedTaq Master mix-hez, 0,5 ul forward és reverse P2-P8 primert, végiil 3 ul steril
vizet adtam hozza. A végtérfogathoz 1 ul 25 ng/ul-es koncentraciora higitott DNS-t adtam
hozza.

A PCR program CHD1 primerpar esetében a kovetkezd volt: Elsé 1épésben 95°C, 60
masodperc, majd 28 cikluson keresztiil ismétlédve, 95 °C 15 mp, 48 °C 30 mp és 72 °C 10 mp.
Végiil egy 72 °C-os 5 perces inkubacio utan 4 °C-on tartotta a mintakat. P2-P8-as primerparnal
kicsit modositott protokollal dolgoztam. Lépései: 94°C, 90 masodperc, majd 30 cikluson
keresztiil ismétlédve, 94 °C 45 mp, 48 °C 45 mp és 72 °C 30 mp. Végiil egy 72 °C-0s 5 perces
inkubacio utan 4 °C-on tartotta a mintakat a PCR késziilék.

A PCR termékeket 1,5 %-os agardz gélen futtattam meg CHD1 esetében. A gél
elektroforézisnél az elsé 10 percben 85 V-ra allitottam a fesziiltséget, majd ezt megemeltem
100 V-ra. A teljes futési id6t 30 percben hataroztam meg.

A P2-P8-as primerrel végzett ivarmeghatarozasnal a PCR termékeket 3%-0S agar6z gélen
futtattam meg, hogy a band-ek jobban lathatéak legyenek. A kapott eredményt

fotddokumentaltam (7. abra).

3. tablazat: Ivarmeghatarozashoz hasznalt primerek szekvenciai és jellemz6i. Griffith et al. 1998-as és

Wang et al. 2007-es cikke alapjan.

PIIMEr | Referencia sz4m Primer szekvencia (5' - 3') Termek-
elnevezése méret (bp)

F: 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3'
P2-Z NC_006127.3 | B o cTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3 345

F: 5-TCTGCATCGCTAAATCCTTT-3
PE-W  |NW_O03766LL7.1) - .6 CTCCCAAGGATGAGRAAYTG-3 362

F:5-TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3'
CHD1-Z NC_006127.4 R: 5-CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3' 461

F:5-TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT-3'
CHDL-W | NC_006126.4 R: 5-CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT-3' 322
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7. dbra: GFP-t expresszalé PGC-k ivarmeghatarozasa P2-P8 primerpar segitségével.

4.4.

4.4.1. PGC vonalak alapitasa

A skociai Roslin Intézet altal tervezett és hasznalt zold fluoreszcens (GFP) fehérjét
expresszald hazitytk tojasait kaptam meg, melyeket 37,8 °C-0s keltetébe helyeztem, 60 %-0s
paratartalom mellett (keltetés 0. napja). A keltetés 2,5. napjan (56-64 ora), amikor az embrid
eléri a HH 14-15-6s stadiumot alkalmas iddintervallum nyilik az &sivarsejtek izolalasara. Az
inkubatorbol kivett tojast elsé 1épésként letisztitottam 70%-0s etanollal, majd egy kis lyukat
iitottem a tojas tompa végén, a 1égholyagnal, hogy az embri6 eltdvolodjon a héjhartyatol. Ezt
kovetden egy nagyobb lyukat {itdttem a tojas fels6 részén, ahol az embrid elhelyezkedett. Egy
szajpipettdhoz rogzitett liveg mikrokapillaris segitségével hozzéavetdlegesen 1-1,5 pl vér
szivhatd ki az embriobodl, mely tartalmazza a PGC-ket. Ezt a vért egy eldre kikészitett

sejttenyészté edénybe helyezem, amibe egy specialisan PGC tenyésztésre alkalmas médium (4.

Tablazat) volt (Whyte et al., 2015).

4. tablazat: Hazityuk PGC specifikus médium osszetevdi. (Forras:(Whyte et al., 2015)).

362 bp

345 bp

Fluoreszcensen jelolt dsivarsejt (PGC) vonalak alapitasa, karakterizalasa

50 ml PGC médium
osszeméréséhez Osszetevd Katalogus szam Gyarto
sziikséges mennyiség

34,8 ml Avian KODMEM 21068-028 Gibco
10,7 ml Steril viz 15230-089 Gibco
464,5 ul Pyruvate (100x) 11360070 Gibco
464,5 pl MEM Vitamin Solution (100x) 11120052 Gibco
464,5 pl MEM Amino Acids M5550 Sigma
1ml B27 supplement (50x) 17504044 Gibco

0,5 ml Glutamax (100x) 35050-038 Thermo Fisher

0,5 ml NEAA (100x) 11140035 Gibco/Thermo Fisher
0,5ml Nucleotides (100 mM) ES-008-D Merck Millipore
0,2 ml Pyruvate (100x) 11360070 Gibco/Thermo Fisher

0,1 ml B-mercaptoethanol (50 mM) 31350-010 Thermo Fisher
0,1 ml Pen/Strep (100x) 15070-063 Gibco
0,075 ml CaCl, (20 mM) C4901-100G Sigma
0,5ml Ovalbumin (20 %) A5503-1G Sigma
0,1 ml Heparin Sulfate (50 mg/ml) H3149-25KU Sigma
100 pl Hazitydk szérum C5405 Sigma

50 pl h-ActivinA (25ng/mL) PHC9564 Thermo Fisher

20 pl h-FGF2 (25ng/uL) 13256-029 Thermo Fisher
25 pl Ovotransferin (10mg/mL) C7786 Sigma
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4.4.2. PGC vonalak fenntartasa, tenyésztése

Az izolatum tartalmazza a vér sejtes elemeit, valamint az Osivarsejteket is. A
tenyésztomédium csupan a PGC-k osztddasat segiti, a vér sejtes elemei lassan kipusztulnak. A
PGC-ket egy honapig tenyésztettem CO- termosztatban 38 °C-on 5 %-0s CO> szint mellett. Egy
honap elegendd arra, hogy a vérbol szarmazo sejtes elemek teljesen eltiinjenek és a PGC-k
stabil tenyészetté fejlodjenck. Amelyik tenyészet ennyi id6 alatt nem tudott legalabb 1,0 x 10°
sejtszamot elérni, azokkal nem dolgoztam tovabb a kés6bbi kisérletekben. Az &sivarsejtek
ebben a médiumban a tenyésztés folyaman nem tapadnak le a tenyészté edény aljara, viszont
nyugalmi allapotban a tenyésztéedény aljan helyezkednek el. Minden masodik napon cseréltem
médiumot a tenyészeteken, ligyelve arra, hogy a sejteket ne szivjam le, igy a médium fels6
egyharmadat tavolitottam el, melynek helyét friss eldmelegitett tenyésztdémédiummal t61tottem
fel. Amennyiben ,taln6” egy tenyészet, abban az esetben felélik a tapmédiumban 1évo
faktorokat €s tapanyag hijan elkezdenek elhalni a sejtek. Ekkor sziikséges 0sszegytijteni oket
¢s egy asztali centrifugat hasznalva 800 rpm-el 3 percig kicentrifugalni éket ebbdl a hasznalt
médiumbol. A sejtek Osszegylilnek a 1,5 ml-es Eppendorf csé aljan, igy a hasznalt médiumot a
sejttormelékekkel biztonsagosan el tudtam tavolitani. Ezt kdvetden teljesen 1j
tenyésztOmédiumban felszuszpendaltam €s egy 1) well-be kihigitva visszahelyeztem Oket a

termosztatba.
4.4.3. PGC tenyészetek mélyhfitése

Megfeleld mennyiségli PGC rendelkezésre allasa esetén a sejteket mélyhiitve taroltam.
A mélyhtitést egy specialis fagyasztomédiummal végeztem. A fagyasztomédium két alap
alkotoeleme a DMEM (Gibco 21068-028) és a steril viz (Gibco 15230-089). Ezekhez adtam
hozza DMSO-t (Sigma D2650) ugy, hogy a végkoncentracio 8% legyen, 10% hazitytk
szérumot (Sigma C5405) ¢és 0,75% 100 mM CaCl>-t (Sigma C4901). A sejteket 6vatosan
felszuszpendaltam a tenyésztdéedény aljarol, majd egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe gytijtottem
Ossze azokat. Ezt kovetden centrifugaba helyeztem és 3 percig 1600 rpm-en centrifugaltam a
csoveket. Kovetkezd 1épésként a hasznalt médiumot dvatosan eltavolitottam iligyelve a pelletre,
majd 250 pl DMSO mentes médiumban felszuszpendaltam a pelletet. Utolso 1épésként ehhez a
250 pl-es sejtszuszpenziohoz csepegtettem hozzd nagyon lassan a DMSO-t tartalmazo
fagyasztdo médiumot. Miutan végeztem Mr. Frosty freezing container-be (Sigma Aldrich, USA)
helyeztem a sejteket, amit azonnal — 70 °C-os hiitébe helyeztem, ezzel biztositva volt a

percenkénti 1 °C-os hiitési sebességet. Rovid idejii tarolas esetére a — 70 °C-os mélyhfitd is
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alkalmas, de amennyiben hosszabb tavu tarolas a cél, javasolt folyékony nitrogénbe helyezni,

vagy minusz 150 °C-os extra mélyhiité berendezésbe.
4.4.4. DNS izolalas PG sejtekbdl

Az Osivarsejteket Osszegyijtottem a tenyésztéedénybdl egy 1,5 ml-es Eppendorf
cs6be, majd centrifugalas utan a feliiltiszot eltavolitottam és 200 ul 1x PBS-ben szuszpendaltam
a sejt pelletet. Hozzavetdlegesen 10%-10° PGC-t gytijtottem 6ssze, majd DNS-t izolaltam (High
Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostic, US) a sejtekbdl. Els6 1épésként 200 pl
Binding Buffert és 40 pl Proteinaz K-t adtam a mintdkhoz. Az Osszekeveréshez vortexet
hasznaltam, majd asztali melegitdben 10 percig 70 °C-on inkubaltam. Az inkubacios id6 letelte
utan 100 pl tdomény izopropanolt adtam hozza, majd ismét vortexeltem. Az el6re Gsszeallitott
gyljtécsobe helyezett filterre atpipettdztam a mintat, majd centrifugaba helyeztem 1 percre
8000 rpm beallitds mellett. A centrifugélds utan a filtert atraktam egy teljesen 0j gyiijtécsobe
¢és ramértem a filterre 500 ul ,.inhibitor removal buffer” -t. Ismét centrifugaltam a csdveket 1
percig 8000 rpm-en. Végiil két alkalommal egymas utan 500 ul mosofolyadékkal mostam a
filtert. Az elémelegitett (70 °C) eluald pufferb6l 80-100 pl kozotti mennyiséget mértem a
filterre és centrifuga segitségével ezzel mostam le a filterhez kotott nukleinsavat egy 1,5 ml-es
Eppendorf csébe. Az eluatumok koncentracioit Nanodrop Spektrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, USA) segitségével hataroztam meg. A DNS-t egységnyi koncentraciora higitottam

és a 4.4.6-0s pont szerint ivarmeghatarozast végeztem beldliik.

4.4.5. RNS izolalas PG sejtekbdl

Az O6sivarsejtekben miikodd gének expresszids profiljdnak meghatarozasaban elsd
1épés, hogy megfeleld tisztasagti RNS-bdl induljunk ki. Ehhez az RNAqueous™ Micro Total
RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) izolal6 Kit-et hasznaltam. A PGC-ket
Osszegyljtést kovetden a gyartd altal biztositott 100 ul Lysis oldatban szuszpendaltam fel. A
sejtszuszpenziot vortex segitségével Gsszekevertem, majd 50 pl abszolut etanolt adtam hozza.
Atpipettaztam a sejtszuszpenziot az elére 6sszedllitott sziirds csé — gyfijté csé filter részére. A
csOvet behelyeztem a centrifugidba és 10 masodpercen keresztiil maximalis fordulatszdmon
centrifugaltam a folyadékot a szlir6n keresztiil. Kovetkez6 1épésként 3x mostam a KIT-ben
talalhatdo mosoé oldattal, ugyancsak 10 masodperces centrifuga hasznalattal, az utolsé 1épésnél
a centrifugat 1 percre allitottam és teljesen kiszaritottam maximadlis fordulatszdm mellett a

filtert. Végiil az el6re 75 °C-ra felmelegitett eluald oldatbol 10 pl-t pipettaztam kozvetlen a
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filterre. A sziir6 csovet atraktam egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe, majd ezt behelyeztem a
Nanodrop Spektrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) segitségével hataroztam meg,

tovabbi mintafeldolgozasig - 70 °C-on taroltam az RNS-eket.
4.4.6. PGC tenyészetek felolvasztasa

A PGC tenyészetek felolvasztasat 37 °C-os vizfiirdében végeztem. Figyelve arra, hogy
ha folyékony nitrogénbdl tortént a sejtek kiemelése ne azonnal keriiljenek a vizfiirddbe (mert
elrepedhet, szétdurranhat a fagyasztocsd, ami a mintak elvesztését eredményezi). EQy Kis ideig
szobahdmérsékleten kézben melegitettem, majd a vizfiirddben addig tartottam, amig fel nem
olvadt teljesen. Ezutan gyorsan atpipettaztam 2 ml frissen el6készitett Gsivarsejt tenyésztd
médiumot tartalmazo centrifuga csdbe, majd centrifugédba helyeztem 3 percre 1600 rpm-re.
Centrifugalas utan eltavolitottam az Osszes feliiluszot, majd a pelletet felszuszpendaltam PGC

médiumban és kihelyeztem a sejteket tenyésztéedénybe.

4.4.7. PG sejtek immunhisztokémiai vizsgalata

A GFP-vel jelolt Osivarsejteket 0sszegylijtottem immunhisztokémiai vizsgalatra (5.
tablazat). Leszamoltam a sejteket, majd kicentrifugaltam a médiumbdl éket. 1x PBS-el
mostam a sejteket, majd ismét egy centrifugalas kovetkezett (3 perc, 800 rpm). Az optimalis
sejtszamot beallitottam (10° PGC / ml), majd kicseppentettem egy targylemezre 20 pl PBS-t,
ami a sejteket tartalmazta. A sejteket raszaritottam a targylemezre, majd 4%-0s PFA-val
fixaltam a targylemez feliiletére azokat. A permeabilizacio és blokkolas soran két kiilonb6zo
blokkold oldatot hasznaltam, annak megfeleléen, hogy a sejtmagban vagy a sejtfelszinen
talalhat6 a kimutatni kivant fehérje. A blokkold oldat eltavolitasa utan elsddleges ellenanyagot
tettem a sejtekre. Anti-nyal CVH, anti — nyal-P63, és anti-egér SSEA-1 elsddleges
ellenanyagokat alkalmaztam (1:100). Az elsddleges ellenanyagban egy éjszakan at, 4°C-on
inkubaltam a sejteket.
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5. tablazat: Immunhisztokémiai jelolés 1épései.

o raos . Inkubaciés C i e

Immunfestés lépése Hasznalt oldat id6 Inkubacié hémérséklete

1 PGC pellet 0,1% BSA-PBS 15 perc Szobah6mérséklet
felszuszpendalasa
2 Fixalas 4%PFA 10 perc Szobahdmérséklet
3 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahdmérséklet
4 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahémérséklet
5 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobah6meérséklet
6 Permeablllz’alas, Blokkol6 oldat 45 perc Szobah&mérséklet
Blokkolas
ElsGdleges ellenanyag | 1 i o in 0,106 BSA-PBS-ben | 1 éjszaka 4C°
(1st ab)
8 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahémérséklet
9 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahémérséklet
10 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobah6émérséklet
11 Masodlagos ellenanyag 2st Ab 0,1% BSA-PBS-ben 60 perc 37°C
(2st ab)
12 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahdmérséklet, sotétben
™ .
13 Sejtmag festés To-PRO 7~ 3 lodide 0,01% 15 perc | Szobah6mérséklet, s6tétben
BSA-PBS-ben
14 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobahdmérséklet, sotétben
15 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobah&mérséklet, sttétben
16 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 perc Szobah&mérséklet, sotétben
17 Fedd oldat ProLong® Gold Antifade Szobahdmérséklet, sététben
beagyazd médium

A masodlagos ellenanyagokat (AlexaFluor555 szamar-anti-nyal IgG (H+L), illetve
AlexaFluord88 szamar-anti-egér-IgM (1:500) hozzaadasa utan sététben, 60 percig, 37°C-on
inkubaltam. A magfestéshez, TO-PRO™-3-at (1:500) alkalmaztam, 15 perces inkubacids ido
mellett. A festést kovetden 10 pl ProLong® Gold Antifade beagyazé médiumot hasznalva a

mintakat lefedtem, mikroszkopos analizisig 4°C-on, sotétben taroltam.
4.4.8. PG sejtek proliferacios ratajanak és apoptotikus PGC-k aranyanak meghatarozasa

A sejtvonalak proliferacios ratajanak meghatarozasa az ImageXpress Pico EC (Molecular
Devices, LLC, San Jose, CA, USA) automata fluoreszcens képkészité ¢és képelemzd
mikroszkoppal tortént. Nagy felbontasu, digitalis konfokalis képek készitését lehetdvé tevd
kameraval felszerelt fluoreszcens sejtszamold funkcidjanak segitségével tortént a tenyészés
soran a sejtszam meghatarozasa. Els6 1épésként a kiindulasi sejtszam ArthurTM Cell Counter
(NanoEntek, Waltham, MA 02451, USA) segitségével lett meghatarozva. A mérés 0. napjan
10000 - 10000 sejt lett kihelyezve 48 luku plate-re, lyukanként. A mérés soran minden well-

ben 25-25 mezon talalhato sejtek szamat hatdrozta meg az ImageXpress Pico késziilék. 4
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parhuzamos well-analizisét kovetben szamolt mérési adatabol lett kikalkuladlva az atlag
sejtszam, illetve meghatarozva a sejttenyészetek proliferacios ratéja.

A tenyészeteken fluoreszcens festéssel lett lemérve az él6 (Hoechst 33342), az apoptotikus
(phosphatidyl-serine), a késéi apoptotiukus (EthD-I) sejtek aranya PromoKine
Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection (PK-CA707-30018) Kkittet hasznalva. Az
apoptotikus sejtek konnyen felismerhetdk, zold fluoreszcens Annexin V ellenanyaggal
festddnek. Az Ethidium Homodimer III egy erdsen pozitivan toltott nukleinsav, amely nem tud
bejutni az €16 €és korai apoptotikus sejtekbe. A membranon atdiffundalé Hoechst33342 a
sejtmag DNS-éhez kapcsolodik és kék fluoreszcenciat mutat. Az egészséges sejteket csak a
Hoechst 33342 festi, ami jelen van az apoptotikus és a nekrotikus sejtekben is. Az apoptdzis
késoi szakaszaban a sejtek zold és piros szintiek. Az €16, apoptotikus €s késdi apoptotikus sejtek

aranyat ArthurTM Cell Counter segitségével lett meghatarozva.

4.4.9. Fluoreszcensen jelolt PG sejtek mikroinjektalasa recipiens embrioba

A GFP-t expresszalo Osivarsejteket Osszegyljtdttem a tenyésztd plate-rél, majd
sejtszamlalo géppel (Artur™ Cell Counter, Nanoentek AT1000) meghatdroztam a pontos
sejtszamot. Centrifugalas segitségével koncentraltam a sejteket a cs6 aljara. A feliiliszot
alaposan eltavolitottam, majd kiszamoltam, hogy milyen térfogata folyadékban kell
visszaszuszpendalnom a sejteket, hogy az optimalis 3-5000 db/ul koncentraciot érjem el. A
térfogat meghatarozasat kovetéen 2:1 ardnyban DMEM és steril viz keverékében
visszaszuszpendaltam a sejt pelletet. Az Osivarsejtek injektalasanak optimalis id6szaka
ugyanakkorra tehetd, mint amikor izolaltam azokat. A tojast a keltetobdl kivéve elOszor
alkoholos kenddvel fertétlenitettem. Az embrionalis fejlédés 3. napjan egy kis lyukat {itottem
a tojas tompa végén, a légkamranal, hogy az embrid eltdvolodjon a héjtol, majd a tojas felsd
részén csipesszel egy ablakot nyitottam. Mikroszkop alatt meghataroztam az embri6 stadiumat
és beallitottam a megfeleld fokusztavolsagot. Ovatosan Gsszekevertem a sejteket az Eppendorf
cs6ben, majd egy szdjpipettdhoz csatlakoztatott liveg mikrokapillaris segitségével 1 pl-t
felszivtam a sejtes szuszpenziobol. Ezt a térfogatot kozvetlen az embrio szivén keresztiil
juttattam a vérkeringésbe, mivel ez az izmos szerv a legalkalmasabb az ilyen tipusu kisérletre.
A beavatkozast kovetden laboratoriumi parafilmmel és lang hasznalataval lezartam a tojas
feliiletén talalhat6 nyilast, valamint a tompa végen iitott kis lyukat, majd visszahelyeztem a

keltetébe a tojast.

-36 -



4.5. lvarszervi vizsgalatok

4.5.1. Ivarszervekbe integralddott PGC-k detektalasa, ivarszerv fixalasa

A GFP-vel jelolt Osivarsejtek injektalasat kovetden az embrionalis fejlédés 14. napjan
hataroztam meg a bejuttatott sejtek integracidjanak mértékét az ivarszervekbe. Az ivarszerveket
eltavolitottam csipesz és ollo segitségével, majd 1x PBS-be helyeztem. Minden embriobol
szOvetmintat gyijtottem az ivarok ellendérzése céljabol. Az ivarszerveket kezdetben a Leica
konfokalis mikroszkopjaval (Leica TCS SP8, Leica Ltd., Germany), majd laborunk
fluoreszcens Leica sztereomikroszkopjanak (Leica M205 FCA, Leica Ltd., Germany)
segitségével vizsgaltam. A GFP-t expresszalo sejteket is tartalmazo (pozitiv) ivarszervekrol
fotddokumentaciot készitettem. Az ivarszervek vizsgalatanak végeztével azokat 4%-0s PFA-

ba fixaltam a szerveket. Egy éjszakas 4%-0s PFA inkubaciot kovetden steril PBS-be helyeztem

at Oket a kés6ébbi kisérletek elvégzéséig és 4 °C-on taroltam Oket.
4.5.2. lIvarszervek bedgyazéasa

Az ivarszervek bedgyazasanak technikdjat a Semmelweis Orvostudoméanyi Egyetem
Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézetének Laboratoriumat vezeté Dr. Nagy Nandor altal
kifejlesztett protokollja alapjan végeztem. A — 20 °C-on tarolt 7,5 %-os zselatint eldmelegitett
vizfiirddben felmelegitettem. Meleg zselatint Ontdttem egy 5 ml-es mérécsoénakba, majd a 4 °C-
on tarolt ivarszerveket atraktam PBS-bdl a mérécsonakba kimért, eldmelegitett zselatinba. A
szerveket egy oran keresztiil inkubaltam 37 °C-os termosztatban, hogy a zselatin atjarja a
szovetet. Az inkubaciods 1d6 alatt egy masik mérdcsonakot félig feltdltottem meleg zselatinnal
¢s hagytam, hogy megszilarduljon. Az egy 6rds inkubacids id6 utdn a szervet atraktam a mar
megszilardult zselatinra és pontosan bepoziciondltam, majd vartam o6t percet. Az 6t perces
varakozasra azért volt sziikséges, hogy a masodik réteg meleg zselatin radntése utan a szerv ne
emelkedjen fel a folyadék tetejére. Megvartam, mig a két zselatinréteg megszilardul kozrefogva
a szervet. Miutan megszilardult a zselatin filctollal pontosan bejeloltem az ivarszerv helyzetét
¢és a metszésnek a helyes irdnyat attol fliggden, hogy hossz- vagy keresztmetszetet szeretnék
majd késziteni. A bejeldlés utan egy éles olloval kivagtam egy 1x1 centiméteres zselatin kockat,
ami kozrefogta a szervet, majd az ¢leit szikepengével egyenesre igazitottam. Az igy kapott
zselatinkockat fagyasztottam. A fagyasztashoz — 20 °C-on tarolt 100 %-os izopentant, valamint
folyékony nitrogént hasznaltam. A pontos hémérséklet mérésére egy - 150 °C-ig kalibralt
digitalis hdmérét hasznaltam. Egy polisztirol dobozba ontéttem folyékony nitrogént, majd az

izonpentanbol 200 ml-t Ontdttem egy miianyag mérépoharba. Egy hossza csipesszel a
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mérépoharat a folyékony nitrogénbe martottam és a hémérdvel folyamatosan ellenérizve, - 50
°C-ig hitottem. Ha hidegebbre hiitom akkor a zselatin kocka megreped. Az optimalis
fagyasztasi hOmérsékleti tartomany — 45 és - 40 °C kozé esik. Ekkor egy percig hagytam az
izopentanban a zselatin kockat. Ez alatt az id6 alatt egy 50 ml-es falcon centrifuga csovet
feliratoztam ¢€s beleraktam a folyékony nitrogénbe lehiilni. Egy perc utan a teljesen kifehéredett
zselatinblokkokat beleraktam a lehiitott centrifugacsébe. Amennyiben 3-4 napon beliil
lemetszettem a szerveket elegend6 — 20 °C-ra eltenni viszont, ha késébb tortént a metszés — 80

°C-on taroltam.

45.3. Ivarszervek metszése

Amennyiben hosszu ideje — 80 °C-on volt tarolva a zselatin kocka, akkor metszés elott
fél oraval at kell helyezni — 20 °C-ra, igy a metsz6gép nem fogja térni és a metszéshez optimalis
hémérsékletii lesz a zselatin. A zselatin kockat PolyFreeze cryomatrix (Sigma Aldrich,
039K1626, USA) segitségével rogzitettem a kriosztat targyasztalara (MicroM GmbH D-6900
Heidelberg, Germany). A mozgaté motorral beallitottam hozzavetdlegesen a metszés sikjat,
tovabba a metszetek vastagsagat (10 - 15um) is beallitottam. A metszés kezdésekor figyeltem,
hogy a vagas soran a kés nehogy letorje a raragasztott zselatin blokkot a targyasztalrol. Miutan
elértem a zselatin kocka belsejében taldlhatd szervet minden harmadik metszetet leszedtem
targylemezre. Mindig figyeltem a mikrotom (MicroM GmbH D-6900 Heidelberg, Germany)
belsd hdmérsekletét, valamint a targyasztal homérsékletét is, hogy optimalis legyen. Egy
targylemezre 3 metszetet helyeztem el. A metszés végeztével a targylemezeket el6szor 4 °C-0s
hiitébe helyeztem, majd, ha nem azonnal végeztem rajta immunhisztokémiai vizsgalatot, akkor

— 20 °C-on taroltam.

4.5.4. Immunhisztokémiai vizsgalatok kiméra ivarszervben

Az ivarszerv metszetek immunhisztokémiai vizsgalatat egy rehidralasi 1épéssel
kezdtem, ahol kézmeleg homérsékletli 1x PBS-be martottam a targylemezeket, melynek
hatéséra a raszaradt zselatin leoldodott. A targylemezen maradt metszetet korberajzoltam PAP
pen-el, amely hidrofoéb tulajdonsagl, igy a metszetre mért cseppek nem folytak szét a
targyelemezen. A részletes protokoll a 5. tablazatban lathato. A megfestett metszeteket Leica
(TCS SP8, Leica Ltd., Germany) konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk meg és készitettiink
nagy felbontasu képeket.
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455, Statisztikai modszerek

A kapott adatok abrazolasa és elemzése az RStudio (1.0.136), R (R-3.2.2), Genex 7.0
(MultiD Analysis AB, Goteborg, Sveden) és Excel (MS Office) szoftverek segitségével tortént.
A target gének expresszids valtozasait Osszehasonlitottam a referencia gén (GAPDH)
expressziojaval a standard 2" (—AACt) modszerrel, ahol a Ct = ciklus treshold; ACt = Ct (target
gén) — Ct (referencia gén) és AACt = ACt (test minta) — ACt (kontrol minta). A kozépértékek
dsszehasonlitdsa minden esetben t-probaval tortént. A hkezelési kisérlet soran Chi2-probakat
alkalmaztam a kategoridk elemzésére. Az injektalasi adatok feldolgozasa logisztikus
regresszids modellek segitségével tortént, melyekben fliggd valtozoként hasznéltam az
ivarszervekbe tortént integraciot, illetve az embriok talélését, magyarazo valtozoként pedig az
alkalmazott fajtakat. A csoportok kozotti kiillonbségek tovabbi elemzése Tukey kontrasztokkal

tortént. (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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5. EREDMENYEK
5.1. Szaporodasbiologiai vizsgalatok eredményei (eldzetes kisérletek)

5.1.1. Tojastermelés és termékenység vizsgalata

Kisérleteim megkezdése el6tt mar alltak rendelkezésre eldzetes kisérletekbdl szarmazo adatok,
melyeknek eredményeit ebben az alfejezetben szemléltetem. Tojok esetében két paramétert vizsgaltak
az NBGK-HGI munkatarsai 2015 — 2016 években. A napi tojastermelést hasonlitottak Ossze az
eldzetesen hokezelt allatok és a hdkezelést nem kapott tojotytkok kozott. Azt kaptak, hogy az elézetesen
hokezelt tyukok szignifikansan magasabb tojastermelést tudtak produkalni, mint a kontroll csoport.
Osszesen 1654 tojast vizsgaltak. A hokezelt tojok magasabb kornyezeti hémérsékleten 890 (54%) tojast
produkaltak, mig a kontroll allatok 764 (46%) tojast tojtak (8. abra). Az inkubacié 7. napjan tortént
tojaslampazas utan az eldzetesen hokezelést kapott tyukok tojasainak 6,18%-at (55 tojas), mig a kontroll
tyukok tojasainak 5,46 %-at (42 tojas) kellett eltdvolitani, mert nem indult meg az embrionalis fejlodés.
A tojasok tovabbi vizsgalatabol kideriilt, hogy a hdkezelt tyukok tojasainak 10,91%-a, mig a kontroll
tojok tojasainak 42,86%-a bizonyult terméketlennek (Anand et al., 2016; Téth et al., 2021).

123456 7 8 910111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59
Napok

Tojasszam

=HTHS (n=31)

HS (n=31)

8. abra: A hdkezelés hatasara megvaltozott napi tojasszam abrazolasa a hostresszelt allomanyban. HS:
Hostresszelt allatok, HTHS: Eldzetesen hokezelt és hostresszelt allatok (Toth et al., 2021).

5.1.2. Spermatologiai vizsgalat

A kakasok spermatologiai vizsgalatainak eredményei nagy hasonlosagot mutatnak az
elézetesen hokezelést kapott és a kontroll allatok teljesitménye kozott. Tiz, h6kezelésen atesett
kakas ¢és tiz kontroll kakas (M2 melléklet A.) termékenységi eredményei lettek elemezve négy
paraméter alapjan (mindség, koncentracio, motilitas és é16-holt arany) (9. abra). Az ejakulatum
mennyiségének mérése pipettaval tortént, ahol nem volt detektalhatd szignifikans kiillonbség a
két csoport kozott (p= 0,5075). A spermium koncentracio esetében sem volt kiillonbség, az
elézetesen kezelt és a kontroll csoport k6zott (p=0,1077), ahogyan a motilitasnal sem volt
kimutathatd kiilonbség (p= 0,6972). Végiil a két csoport €l6-holt spermium ardnyanak
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meghatarozasaban sem volt szignifikans valtozas (p= 0,8816). Osszefoglalva a spermatolégiai
eredmények azt mutatjdk, hogy az elézetes hdkezelés nem volt hatassal a kakasok

termelékenységére és spermatologiai paramétereire.
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9. abra: Eldzetes hokezelés hatasa hdstressz esetén hazityuk kakasok spermatologiai paramétereire. HS:
Héstresszelt allatok, HTHS: El6zetesen hokezelt és hostresszelt allatok(Toth et al., 2021).

5.2. A hokezelés molekularis biologiai hatasanak vizsgalata

5.2.1. HSP és HSF Delta Ct értékeinek 0sszehasonlitasa

A 1I. hokezelési kisérletnél 30 — 30 allat vizsgalatat végeztiik el. Az elsé 30 allat
elézetesen hokezelve lett, mig a masik 30 atlagos kornyezeti hdmérsékleten volt tartva.
Kozvetleniil a hokezelés utan 15 — 15 allatot kivalasztottam véletlenszertien (M2 melléklet,
B1), melyekbdl megtortént a mintavételezés, a tobbi allatot ivarérett korig neveltiik. Osszesen
hat csoportot hataroztam meg. Ivar szerinti (kakas, tytk), korcsoport szerinti (csibe, ivarérett)
¢és kezelés szerinti (hokezelt, kontroll) besorolasban. Minden csoport legalabb 4 egyedet
tartalmazott (M2 melléklet, B2). A csoportokban szereplé egyedek RNS mintait egyedileg is
vizsgaltam, valamint azonos aranyban 6ssze is kevertem a csoporton beliili egyedek RNS-eit,
igy készitve egy csoport pool-t. Az egyedileg mért értekek atlaga, valamint a pool-ozott mintak
eredményei nagy hasonlosagot mutattak (M3 melléklet). A delta Ct értékek dsszehasonlitasat
az egyedi adatokbol szamoltam ki (10. abra). Szignifikans kiilonbséget talaltam HSP70 (p=
0,0289) és HSF3 (p=0,0482) delta Ct értékben a hokezelt és kontroll csoport kozott, a him bal
oldali ivarszervek esetében, ivarérett korban. A csibe €s az ivarérett csoportok kozott a him bal

oldali ivarszervben, mind a hat gén szignifikans eltérést mutatott. A him jobb oldali
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ivarszervben ugyancsak a HSP70 (p=0,0136) és HSF3 (p= 0,0349) delta Ct értékeinél talaltam
szignifikans kiilonbséget az ivarérett példanyoknal. A kontroll kakasok jobb oldali
ivarszervének HSP70 (p= 0,023), HSF1 (p=0,0007) és HSF3 (p= 0,0013) expresszios profilja
szignifikansan kiilonbozott a csibék és ivarérett egyedek kozott.

Tojok esetében a HSP90 (p= 0,0355) és a HSF4 (p= 0,0342) delta Ct értékében talaltam
szignifikans kiilonbséget kozvetleniil hokezelés utan csibe korban, a kontroll és hokezelt
egyedek kozott. Egyediil a HSF4 (p=0,0016) expresszids értéke novekedett meg szignifikans

mértékben a kontroll csibe és kontroll ivarérett példanyok kozott.
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HiM JOBB OLDALI GONAD HiM BAL OLDALI GONAD ToJO GONAD
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10. abra: ACt értékek az el6zetesen hékezelt és kontroll tojok, valamint him allatok ivarszerveiben.
Minden esetben a GAPDH referencia génhez lettek normalizalva a ACt értékek. * < 0.05; ** < 0.01;
*** < 0.001.

5.2.2. HSP és HSF relativ expresszios értékek 0sszehasonlitasa

Annak érdekében, hogy teljesebb képet kapjak a hdsokk fehérje (HSP) és hdsokk
faktor (HSF) gének expresszids valtozasairdl, relativ expresszios értékeket szamoltam, GAPDH
referencia génhez normalizalva (11. abra). A szamolashoz a Genex (7.0) szofvert (MultiD

Analyses AB, Goteborg, Sveden) hasznaltam. Kozvetleniil a hdkezelés utan csibe korban
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csupan a tojo allatoknal talaltam szignifikdnsan magasabb relativ expresszios szintet a HSP90
(p= 0,0094) és HSF4 (p= 0,0387) géneknél. Osszehasonlitva az ivarérett példanyokkal,
ellentétes Osszefliggés figyelheté meg. Az eldzetesen hdkezelt allatokndl az Osszes hdsokk
kapcsolt gén expresszios szintje alacsonyabb, mint a kontroll allatoké. HSF2 (p= 0,0181) és
HSF3 (p= 0,0094) gének esetében a kiilonbség szignifikans. Kakasok esetében kozvetleniil
hokezelés utan nem Vvolt szignifikdns kiilonbség Kimutathatdo az ivarszervekben. Ivarérett
korban a bal oldali ivarszervben a HSF4 kivételével az Gsszes gén relativ expresszios értéke
szignifikansan megemelkedett. A jobb oldali ivarszerv esetében a HSP70 (p= 0,0052), HSF1
(p=10,0333), HSF3 (p=0,0332) és HSF4 (p= 0,0498) relativ expresszidjaban volt szignifikansan

magasabb érték kimutathato.
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11. abra: Relativ expresszios értékek him és tojo allatokban. Az Gsszehasonlitas alapjat hazityuk
embrionalis fibroblaszt (CEF) sejtek adtak minden hdsokkfehérje (HSP70; HSP90) és hdsokkfaktor
(HSF1; HSF2; HSF3; HSF4) gén expresszidja esetében. A valtozasok a bal és jobb oldali ivarszervben,
kozvetleniil hokezelés (csibe korban) utan és ivarérett korban lettek vizsgalva. * < 0.05; ** < 0.01; ***
< 0.001.
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5.3.  Fluoreszcensen jelolt hazitytk dsivarsejtek alapitasa

A GFP-t expresszalo Gsivarsejt tenyészeteket a Roslin Intézet altal készitett GFP-s
konstrukciot tartalmazo hazitytk embrigibol alapitottam. Osszesen 19 embridbdl izolaltam
vért, melybdl 10 stabil dsivarsejt tenyészetet sikeriilt 1étrehoznom (6. tablazat). Az alapitas
célja az volt, hogy legalabb egy him és egy néstény ivarG stabil osztodasi képességgel
rendelkez6 PGC vonalat tudjak alapitani. A tenyészetet akkor fogadtam el stabil vonalként,
hogyha izolalast kovetden maximum masfél honappal legalabb 1 x 10° db PGC volt jelen a

tenyésztéedényben, majd ezeket a sejteket mélyhitottem.

6. tablazat: GFP-t expresszalo Osivarsejt vonalak alapitasa.

GFI’>-t expressz?k’) db %
tenyészetek alapitasa
Kiindulasi tenyészetek 19 100.00
Izolalt ZW tenyészet 6 31.58
Izolalt ZZ tenyészet 13 68.42
Fagyasztott tenyészetek 10 52.63

5.4. Fluoreszcensen jelolt Gsivarsejt tenyészetek in vitro jellemzése

5.4.1. A tenyészetek ivarmeghatarozasa

Minden izolalas alkalmaval szovetmintat gyijtéttem az embriokbol, amikbdl
meghataroztam az ivarokat. Az Osszesen 19 izolalt szovetmintabol 6 (31,6%) bizonyult
ndivarunak és 13 (68,4%) him ivarinak (6. tablazat). A stabil tenyészetek ivari eloszlasa
szerint 8 (80%) him ¢és 2 (20%) ndstény vonalat sikeriilt alapitanom. Az alapitds utdn 2
honappal, mikor mar megfeleld mennyiségli sejt allt rendelkezésemre, a sejtvonalakbdl is
visszaellendriztem az ivarokat. A stabil tenyészetek ivari eloszlasabdl azt a konzekvenciat
vonhatjuk le, hogy a PGC specifikus médium még egyelére nem ugyanolyan hatékony mind a

két ivar esetében.

5.4.2. Génexpresszios vizsgalatok eredményel

Kivalasztottam 2 néstény €s 2 him ivart dsivarsejt tenyészetet, melyen real-time gPCR
segitségével lemértem az 6ssejt (CPOUV, NANOG, miR302a) és dsivarsejt (CVH, DAZL)
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specifikus markerek expresszidjat (12. abra). Mind a négy sejtvonal esetében az dsszes marker
relativ  expressziés szintje magasnak bizonyult. A relativ expresszios értékek
Osszehasonlitasakor a GAPDH-t hasznaltam referencia génként. Minden gPCR mérés része volt
egy hazityuk embrionalis fibroblaszt (CEF) minta is, amely a plate-k eredményeinek
Osszehasonlithatosagat szolgalta. Minden markerre lemértem a CEF mintat is, viszont ezen
markerek expresszids szintje joval alacsonyabb volt, mint az Osivarsejt tenyészetekben.

Referencia mintaként a 8ZP elnevezésii GFP-t expresszald ésivarsejt vonal volt hasznalva.

OSIVARSEIT- ES OSSEJT SPECIFIKUS MARKER EXPRESSZIOK

n O GFP-4ZP M GFP-5ZP

1.8

RELATIV EXPRESSZIO

=<

~
S
n n
X wn h
3 ° o °
o o ('n.
I I ) ]

DAZL CVH POUV NANOG MIR-302A

12. abra: GFP-t expresszalo Osivarsejt tenyészetek kvantitativ real-time PCR-el mért relativ expresszios
értékeinek abrazolasa. Referenciaminta a 8ZP GFP-PGC vonal volt.

5.4.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

Két dsivarsejt vonalat valasztottam ki (4ZP= him; 5ZP= ndstény), foképp az osztodasi
sebességiik alapjan, és ezeken immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztem. Mindkét vonal
esetében Osivarsejt (CVH, P63) és ssejt (SSEAL) specifikus festést végeztem, ahol mindkét
tenyészet pozitiv festédést mutatott (13. abra). A CVH a citoplazmaban expresszal, mig az
SSEAL a sejtfelszinen taldlhatd. Az immunhisztokémiai vizsgéalatokat csak tobb lépésben
tudtam elvégezni, mivel az Osivarsejtek expresszaljak a GFP-t, igy a z6ld madasodlagos
ellenanyagot mell6znom kellet, csak pirossal tudtam dolgozni. Ebbdl kdvetkezéen nem lehetett
egy lépésben festeni mindkét fehérjét. Sejtmag festésként ToPro®-3 sejtmagfestéket

hasznaltam, ami a képeken kék szini.
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13. abra: A GFP-PGC injektalasi kisérletben hasznalt him (4ZP) és ndstény (5ZP) ivara Osivarsejt
tenyészetek CVH (VASA) (felsé képosszeallitas) és P63 6sivarsejt specifikus (alsé képosszeallitas)
ellenanyaggal valé immunhisztokémiai jelolése.
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5.4.4. Proliferacios vizsgalatok

A GFP-t expresszalo Osivarsejtek koziil négy stabil vonal (4 ZP; 5 ZP; 6 ZP és 8ZP)
proliferacios rataja lett meghatarozva. A sejtek osztodasi rataja jol reprezentalta az
Osivarsejtekre jellemzO értékeket. Fontos kiemelni, hogy a 4 ZP him ivara tenyészet
kiemelkedben jo osztodasi sebességgel rendelkezett. A 14. abran lathatoak a proliferacios

értékek.

Proliferacidosrata
1.6

1.5

1.4 X

1.3

1.2

" ]

Proliferaciés rata

GFP-4ZP GFP-5ZP

14. abra: 4ZP és 5ZP GFP-PGC proliferacios ratajanak abrazolésa.

5.5.  Fluoreszcensen jelolt Gsivarsejt tenyészetek in vivo jellemzése

5.5.1. Visszainjektalt Osivarsejtek integracids hatékonysaga embridoban

Harom recipiens fajtat (Sarga magyar, fehér magyar, fogolyszinli magyar) valasztottam
ki, melyeknél vizsgaltam a bejuttatott GFP-t expresszald Osivarsejtek integracios
hatékonysagat. Osszesen 30 injektalasi kisérletet végeztem. Minden fajta esetében 5-5
injektalési kisérlet tortént 4 ZP (him) és 5 ZP (ndstény) GFP-t expresszalo dsivarsejtekkel. Az
injektalasi kisérletekhez Gsszesen 365 embriot hasznaltam fel, melybdl 241 (66,03%) élt tal.
Nostény ivart (SZP) GFP PGC-t 198 (54,25%) embridba juttattam be, melyekbdl 132 (66,67%)
embrié maradt életben. Osszesen 58 (43,94%) ivarszervben talaltam integraciot, ebbdl 26
(44,83%) him ivara és 32 (55,17%) ndivaru recipiens embri6 volt. Az embriok ivarszervébe
torténd integracids hatékonysagot az embrionalis fejlodés 14. napjan vizsgaltam.

Him ivaru ésivarsejt (4ZP) esetében 6sszesen 167 (45,75%) embrioba végeztem injektalast,
melyekbdl 109 (65,27%) tulélte a beavatkozast. Az integracio sikerességét 58 embrional tudtam
meghatarozni, ebbdl 28 (48,28%) him embridnak és 30 (51,72%) tojo recipiens embridnak
bizonyult. A részletes fajtdkra lebontott adatokat az 7. tablazatban szemléltetem.

Szignifikdnsan magasabb integracids értéket kaptam a fogolyszinli magyar fajta esetében a
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masik két fajtaval szemben (Fogolyszinli-Fehér p=0,0144; Fogolyszinli-Sarga p=0,0260),
amikor az 5 ZP n6stény sejtvonalat injektaltam (16. abra). Az injektalt embriok kozott a sarga
magyar fajta tulélési rataja szignifikansan alacsonyabb volt (p=0,0176), mint a fehér magyar
fajtaé (17. abra).

Emlitést érdemel, hogy a GFP-4ZP sejtvonal esetében igazolva lett, hogy képes gyongytytk

ivarszervébe IS integralodni (Molnar et al., 2019).

7. tablazat: Nostény (5ZP) és him (4ZP) GFP-t expresszal6 dsivarsejt vonalak integracios képességének
vizsgalata. Recipiensnek harom magyar fajtat hasznaltam.

~ |Injektalt | EI6 embridk | Kiméra Him | N&stény
5 ZP PGC injektalasa ‘s . . . . . .
embrid szama ivarszervek | recipiens | recipiens
Fehér magyar 72 55 (76,39%) (19 (34,54%) 7 12
Fogolyszin({i magyar 74 48 (64.86%) | 30 (62,5%) 14 16
Sarga magyar 52 29 (55,77%) | 9 (31,03%) 5 4
OSSZESEN 198 |132(66,67%)|58 (43,93%) 26 32
~ . |Injektalt | EI6 embriok | Kiméra Him | N&stény
4 ZP PGCinjektalasa ‘s . . _ .
embrid szama ivarszervek | recipiens | recipiens
Fehér magyar 54 | 39(72,22%) |21 (53,84%) 11 10
Fogolyszini{i magyar 64 44 (68,75%) | 22 (50,0%) 8 14
Sarga magyar 49 26 (53,06%) |15 (57,69%) 9 6
OSSZESEN 167 |109 (65,27%)|58 (53,21%) 28 30

Mindkét ivarban tudtam igazolni immunhisztokémiai vizsgalatokkal az integralodott GFP-PGC
jelenlétét, tovabba a recipiens fajta ivarszervében 1évé PGC-k festésével dsivarsejt aranyokat is
tudtam vizsgalni. Két ésivarsejt specifikus antitestet hasznaltam (CVH, P63). A 15. abran jol
lathato, hogy a petefészekben a PGC-k foként a corticalis részen talalhatok meg, mig herében

a PGC integracio a medullaris, belsé részen talalhato herecsatornacskakban lokalizalodik.
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15. abra: Az embrionalis fejlodés 14. napjan vizsgalt hazityuk embriok ivarszervében (here—petefések)
talalhatdo GFP-PGC integracié immunhisztokémiai jelolése. Zold szinnel a GFP-PGC, pirossal P63
Ossejt specifikus antitest, kékkel a sejtmagfestés (ToPro®-3) lathato.

50um 50pm

5.5.2. Visszainjektalt 8sivarsejtek integracios hatékonysaga kikelt csibében

Viarhatdan a fehér magyar és fogolyszinli magyar fajtabol egészséges, fenotipusosan
semmilyen defektusban nem szenvedd allatok bujnak ki a tojasbol. Mivel a transzgénikus
organizmusokra vonatkoz6 szigoru engedélyekkel az Intézet nem rendelkezik, igy kibujast
kovetden 6 oraval az allatokbol kiméletes eutanazival megtortént az ivarszervek boncolésa.
Fehér magyar fajtabol 5 csibét him ivarit GFP-PGC-vel (4ZP) injektaltam és 4 csibét ndstény
GFP-PGC-vel (5ZP), mig a fogolyszinii magyar fajtabol 3 csibét engediink kikelni, melyekbe
néstény ivard GFP-PGC-t injektaltam. A 8. tablazatban lathatok a kelési aranyok, valamint a
kiméra ivarszervvel rendelkezé egyedek szama. Fehér magyar esetében him ivart PGC-vel
torténd injektalaskor 4 csibe bujt ki, ndstény PGC injektalasakor 2. Mind a két esetben kaptam
kiméra ivarszervet. Fogolyszinii magyar fajtanal 3 csibét engedtiink kikelni, ebbdl kett6 kibujt
a tojasbol a harmadik, kézvetlen kibujas el6tt elhalt, viszont mind a harom ivarszerv tartalmazta

a GFP-t expresszal6 Osivarsejteket.
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16. abra: NGstény ivaru (5ZP) 6sivarsejtek integraciéjanak vizsgalata, fehér magyar, fogolyszini magyar
és sarga magyar fajta esetében. Fogolyszinl magyar fajtandl szignifikansabb tobb kiméra egyedet
kaptam, mint a masik két fajtanal. * < 0.05.
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17. abra: A GFP-PGC injektalast kovet6 embrid tulélés harom fajta esetében. A fehér magyar fajta
szignifikdnsan magasabb tulélési rataval rendelkezett, mint a sdrga magyar fajta. * < 0.05.
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8. tablazat: Kikelésig engedett fehér magyar és fogolyszinl magyar hazityuk csibékbe tortént GFP-
PGC injektalas eredményei.

47pP 5ZP
Fajta Fehér Fehér | Fogolyszini
magyar | magyar magyar

Kikelésig engedve 5 4 3
Kikelt csibe 4 2 2
Kiméra ivarszerv 1 1 3
N@stény 1 0 1
Him 0 1 2

A kikelt csibéken semmilyen fenotipusos defektust nem volt megfigyelhetd. Osszesen 5
ivarszervi kiméra csibe bujt ki a tojasbol (18. abra). 2 t0jo és 3 him ivart recipiens. Néstény
ivardt GFP-PGC 1 ndstény (5ZP) és 3 him recipiens ivarlécébe integralddott, mig him ivara

(4ZP) GFP-PGC esetén egy nbivart recipienst kaptam.

18. abra: Kikelt fehér magyar (A.) és fogolyszinii magyar (B.) hazitytuk csibék. Alsé sorban lathatok az
integralodott GFP-PGC-k nyilakkal jelolve, a recipiens ivarszervekben, a fels6 sorban a recipiens fajta
1 napos csibéje.
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5.6 Uj tudomanyos eredmények

. Megallapitottam, hogy az elézetesen hokezelt tojo ivart hazityuak csibék ivarszervében
a HSP90 ¢s a HSF4 szignifikansan erésebben expresszalt a kezelést kovetden, mint a
kontroll allatoknal, ellenben ivarérett korban a HSF2 és HSF3 expresszids szintje
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll allatoknal.

J Bizonyitottam, hogy ivarérett kakasok mindkét oldali ivarszervének esetében a HSP70,
HSF1 és HSF3 expresszios szintje szignifikans mértékben megemelkedett a hokezelt
allatokban a kontroll kakasokhoz viszonyitva.

o Hazankban el6szor sikeresen alapitottam GFP-t expresszald hazitytk embriokbol
Osivarsejt vonalakat, valamint igazoltam, hogy mind &ssejt- mind pedig 6sivarsejt
specifikus markereket expresszalnak ¢&s ivarszervi kimérak Ilétrehozasara is
alkalmasak.

J Megallapitottam, hogy az injektalt GFP- 4ZP PGC-K integracios aranya a vizsgalt
6shonos fajtak esetében nem tért el. A fehér magyar és sarga magyar fajta esetében a
5ZP integracids hatékonysaga szignifikansan alacsonyabb volt, mint a fogolyszinii
magyar fajtanal.

o PGC injektalast kovetden a sarga magyar fajta embriok esetében szignifikansan
alacsonyabb tal€lési ardnyt kaptam, mint a fehér magyar fajta esetében.

o A 47P PGC injektalast kovetden kozel azonos aranyban kaptunk him és ndivaru
kiméra ivarszervet tartalmazé embridkat, viszont a GFP-5ZP PGC-k injektalasa
esetében a kiméra ivarszervet tartalmazd ndivart embriok aranya magasabb volt.
Fehér magyar recipiens esetében ez a kiilonbség jelent6s volt.

o Igazoltam, hogy mind a GFP-4ZP him-, mind pedig a GFP-5ZP néivaru PG sejtek a
néivart és a himivara ivarszervbe is képesek integralodni. A néivara GFP-5ZP PG
sejtek nagy része a ndivaru recipiens gonadjaban a funkcio képes PGC-kre jellemz6

P63 expressziot mutatott
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Napjaink egyik legjelentésebb problémaja a globalis felmelegedés. Ezen az
emberiségre is nagy hatast gyakorld kdrnyezeti probléman sajnos csak hosszu id6 alatt tudunk
segiteni. Addig, amig nem tudja az emberiség megallitani az évi kozéphdmérséklet
emelkedését, majd vissza nem tudja forditani az optimalis tartomanyba, meg kell prébalni
alkalmazkodni az extrém id6jarasi koriilményekhez. Az extrém hOmérséklet nem csak az
ember, hanem haszonnovények és a haszonallatok életét is megneheziti. Tal a komfortzonan a
termelékenység csokken, valamint az allat fitness-e is csokkenni kezd (Babinszky et al., 2011;
Rath et al., 2015; Vandana et al., 2021). Ezeknek a negativ folyamatoknak az alaposabb
megismerése lehetdséget teremt, hogy kdzvetett uton tudjuk védeni dllatainkat, ndvényeinket a
negativ hatastol. Szdmos tanulmany igazolta, hogy a hdstressz negativ hatast gyakorol a
tojastermelésre, tojastomegre és a tojas mindségére (Emery et al., 1984; Magdi et al., 2004; Star
et al., 2008).

Dolgozatomban ivarszerv vizsgalatokat végeztem hazitytkon. Kendermagos erdélyi
kopasznyaku fajta egyedeit hokezeltik és az ivarszervekben bekovetkezd valtozasokat
vizsgaltam. Két f6 csoportot, a hdsokk fehérjék és hdsokk faktorok expresszios szintjét mértem
meg. Az ivarszervekben 1évo Osivarsejtek utodsejtjei az érett ivarsejtek, melyek képesek atadni
a kovetkez6 generacionak az allatra jellemz6 teljes genetikai informaciot, igy ezt a sejttipust is
alaposabban megvizsgaltam.

A jelenlegi Haszonallat Génmegdrzési Intézetben mar az 1990-es években végeztek hokezelési
kutatdsokat (Molnar, 1990) Dr. Molnar Andrea €s Dr. Liptoi Krisztina vezetésével, mind liba,
mind pedig kacsa vonatkozasidban. Ezeknek a hdkezelési, hdkondicionalasi eljarasoknak a
tokéletesitése, mas madarfajokra torténd optimalizalasara tett kisérleteket tobb tudomanyos
folyoiratban (Liptoi et al.,; Wang and Edens, 1998) és konferenciakdzleményben mar
publikaltak a HGI kutatoi. A dolgozatomban ezen eljarasok koziil az egyik leghatékonyabbat
vizsgaltam meg. A mddszer hatdsara a génexpresszioban bekdvetkezd valtozasok még nem
kutatottak. Eddig még nem vizsgaltak ezen kezelés hatasanak az utdd generaciokba torténd
atorokithetdségét, igy ezt is igazolni szeretnénk.

A hoékezelési kisérlethez alapul vettem Xie és munkatarsai 2014-ben megjelent cikkét (Xie et
al., 2014). Akut és kronikus hokezelést végeztek brojler hazityikon. A hdéhatasok utan két
hésokk fehérjének és négy hésokk faktornak az expresszids szintjét mérték meg a szivizomban,
a vazizomban ¢€s a majban. Akut hostressz utan mind a négy hdsokk faktor expresszios szintje

szignifikdnsan megnovekedett a szivben. A HSF1 expresszidja nem valtozott a méajban,
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szemben a tobbi hdsokk faktorral, amiknek kiemelkedéen magas expressziojuk volt. A
vazizomban a HSF1 és HSF4 expresszioja alacsony volt, a masik két hésokkfaktor szintje nem
emelkedett. A kezelt és kontroll allomany kozott nem tudtak szignifikans kiilonbséget
detektalni egyik szervben sem a nyolc hetes kronikus hdstresszt kovetden.

Mashaly ¢és munkatarsai a hdstressz hatdsara megvaltozd produktivitdsi paramétereket,
valamint az immunvalaszt vizsgaltak. Harom kezelési csoport paramétereit mérték le. Az elsé
csoportban atlagos homérsékleten tartottdk az allatokat atlagos paratartalom mellett, a
masodikban a napi ciklusnak megfelelden valtoztattak a hdmérsékletet és a paratartalmat is, a
harmadik csoportba tartozé6 hazityGkokat magas homérsékleten (35 °C) és alacsony
paratartalom mellett tartottdk. A tojastermelésre, a tojasméretre és a tojashéj vastagsagra
szignifikansan rosszabb eredmény jott ki a hostressznek Kkitett allatok esetében (Magdi et al.,
2004). Az ivarérett kakasok heréjében megemelkedett hésokkfehérje és hdsokkfaktor
expressziot mutattak ki Wang és munkatarsai Tajvanon honos hazitytk fajtan (Wang et al.,
2013). Az akut hokezelést kapott kakasokat harom csoportra osztottak. Az els6 esetben a négy
oras hokezelés utan kozvetleniil vettek mintat az allatoktol, a masodik csoportban 2 ora
pihentetés utan, majd a harmadik csoport 6 o6ra rehabilitacidés id6t kapott mintavétel eldtt.
Microarray segitségével tobb mint 300 gén miikodését vizsgaltdk meg. Eredményeik alapjan,
169 gén tulmiikodott, mig 140 gén expresszidja csokkent.

Kang és munkatarsai brojler csirkék elozetes hokezelés eredményét vizsgaltak ivarérett korban
hdstressz esetén. Harom csoportot kiilonitettek el. A kontroll csoport nem kapott se hékezelést,
se hostresszt. A masodik csoport csak 21 napos korban lett kitéve 35 °C-nak két héten keresztiil,
mig a harmadik csoport 5 naposan egy 24 6ras 40 °C-os el6zetes hékondicionalast kapott, majd
21 napos koraban ezt a csoportot is Kitették a 35 °C-os két hetes héstressznek. A hésokk fehérjék
expressziojat a szarnyvénabol vett vérbol, valamint majbol allapitottak meg. A két hdstresszelt
csoportnak az eredményei a GAPDH referencia génhez lettek normalizalva. HSP70 és HSP27
esetén talaltak szignifikdnsan magasabb expressziot az eldzetesen hokezelt és hdstresszelt
csoportban a kontrollhoz viszonyitva, tovabba a HSP70 expresszidja szignifikansan magasabb
volt, mint a csak hostresszt kapott allatoknal. A HSP60 és HSF3 expresszids szintje
szignifikansan alacsonyabb volt a hdstresszt kapott allatoknal, mint a kontroll csoportban (Kang
etal., 2019).

Tamzil és munkatarsai harom hazitytk fajta tobb genotipusan vizsgaltak a hdstressz okozta
valtozasokat. Kampong hézityukbol 7 genotipust (Malajziai 6shonos fajta), Arab hazityukbol 6
genotipust és négy brojler vonalat hasonlitottak 6ssze. A legmagasabb HSP70 expressziot

(emellett, kortikoszteron koncentracidt is) az dshonos fajta egyik genotipusdban mérték, mig a
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legalacsonyabbnak az arab fajta egyik genotipusa bizonyult. A hazityukok lihegését
(hiperventillacigjat) is mérték, mely soran azt kaptak, hogy az 6shonos fajta zihalasa volt a
leglassabb, mig az arab fajta lihegett a legjobban (Tamzil et al., 2013).

Anand és munkatarsai kendermagos erdélyi kopasznyaka allomanyt hoékezeltek. Harom
csoportban vizsgaltdk a hokezelés eredményét. A kontroll csoportot atlagos kornyezeti
homérsékleten tartottak, a hokezelt csoport 38,5 °C-on két napos korban 12 6ran keresztiil, majd
ivarérett korban 30 °C-os hdstressznek volt kitéve 12 héten keresztiil. A harmadik csoport nem
kapott el6zetes hokondicionalast, csak a 30 °C-os 12 héten keresztiil tartdé hostresszt. Az F2
generacio embridibol vérvétellel PGC tenyészeteket alapitottak, valamint az embrionalis
fejlédés 10. napjan az ivarszerveket kiboncoltdk és abbol HSP70 expresszios mintdzatot
vizsgaltak. Az el6zetesen hokezelt és hdstresszelt, valamint a csak hdstressznek kitett allatokbol
szarmaz6 ivarszervekben magasabb HSP70 expressziot mutattak ki mint a kontroll csoportban,

de ez nem mindsiilt szignifikans eredménynek (Anand et al., 2016).

Az 6sivarsejtek alaposabb tanulmanyozasa Van de Lavoir és munkatarsai altal kifejlesztett
tenyésztémédium 1étrehozasat kovetéen valt kiemelt jelentdségii kutatasi témava (van de
Lavoir et al.,, 2012). Az ¢l6z6 évtizedben szamos publikacid megjelent az &sivarsejtek
alapitasaval, tenyésztésével és karakterizalasaval kapcsolatban (Rikimaru et al., 2011; Tonus et
al.,, 2016; Wang et al., 2017; Yu et al., 2019). A jelenleg hasznalatban 1évé legjobb
tenyésztOmeédium, mely a ndstény ivara PGC tenyészetek fenntartasat is tamogatja taplalo
sejtek nélkiil Whyte és munkatarsai nevéhez fiiz6dik (Whyte et al., 2015).

Yu és munkatarsai kinai meiling hazityuk fajtabol izolalt dsivarsejteket, valamint jellemezte
oket immunhisztokémiai festéssel. A HH14-16 kozotti fejlodési stadiumban 1évé embriokbol
izolalt vérbdl Nycodenz gradiens centrifugalast kovetden kitisztitottak az dsivarsejteket, majd
ezekbdl alapitottak sejtvonalat. Az Gsivarsejt vonalakon real-time PCR segitségével dsivarsejt
specifikus marker expresszios szinteket vizsgaltak (DAZL, CVH). A karakterizalt 6sivarsejteket
PKH26 festékkel jelolték, majd visszainjektaltak recipiens brojler fajta dorzalis aortajaba. Négy
ivarérett kakast hoztak l1étre, melyeket visszakeresztezek az eredeti meiling fajtaval. Osszesen
12,6 %-ban kaptak eredeti donor fajtaju utédokat (Yu et al., 2019).

A recipiens fajtdba torténd integracid jobb nyomon kdvethetdsége érdekében fluoreszcensen
jelolt 6sivarsejt vonalakat allitottak eld. Ezekkel a vildgitd Osivarsejtekkel lehetett jobban
transzpozon konstrukcioval transzfektaltak dsivarsejteket hazityuk és fiirj fajban. Az eldallitott

sejtvonalak karakterizalasa utan a GFP-t expresszal6 PGC-ket visszainjektaltak recipiens
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fajtaba. Osszesen az F2 generacioban 459 kikelt csibe koziil 228 (52,2%) allat expresszalta a
GFP-t (Park and Han, 2012). Macdonald ¢és munkatarsai &sivarsejteket izolaltak GFP-t
expresszald embriokbol, majd ezeket visszainjektaltak recipiens fajta vérkeringésébe. Osszesen
26 embrioba injektaltak him ivard GFP-t expresszalo 6sivarsejtekkel, melybdl 12 (46,15%)
embrio ¢€lte tul a beavatkozast. A transzgénikus talélt kakasokat felnevelték, majd vizsgaltak a
spermatoldgiai tulajdonsdgaikat. A him transzgénikus kakasok visszakeresztezése nem
transzgénikus tyukokkal 2-16 % kozotti transzgénikus utdédot eredményezett. A tojo
transzgénikus tytikokat visszakeresztezték nem transzgénikus kakasokkal és 0%-ban kaptak
transzgénikus utodokat. Az ivarszervek vizsgalata utan a petefészekben nem talaltak GFP
pozitiv sejteket. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a him ivart PGC-K him
recipiensben funkcionalisan aktivak maradnak, mig tojo allatoknal az oogenezis folyaman
eliminalddnak a petefészekb6l (Macdonald et al., 2010).

A néstény ivard PGC-k visszainjektalasat Tagami és munkatarsai végezték el. White Leghorn
fajtabol izolaltak PGC-t és ezeket juttattdk vissza Barred Plymouth Rock fajtdba, valamint
forditva is. A kimérak eldallitasa 4,9 és 77,6% kozotti hatékonysaggal sikeriilt. Kevert ivara
Osivarsejteket injektaltak vissza a recipiens fajtdba, majd a kibujt csibék koziil a kakasokat
kivéalogattak és spermatoldgiai vizsgalatot végeztek rajtuk. Egy W-kromoszoma szekvenciara
specifikus régiot talaltak Southern-hibridizacid segitségével a kiméra kakasok spermiumai
kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ndstény ivart PGC-k him ivaru recipiens fajta
ivarszervében képesek a spermatogenezis folyamataba bekapcsolodni s érett spermiumokat
termelni, am a legtobb néivard PGC nem képes spermatozoava differencialodni (Tagami et al.,
1997).

A dolgozatban leirt hoékezelési eljaras pozitiv hatast valtott ki kendermagos erdélyi
kopasznyaku fajta esetében, melyet igazoltam molekularis biologiai modszerekkel. A HSP és
HSF expresszios értékek dsszehasonlitdsat nem tudtam elvégezni, mert irodalmi adatok nem
allnak rendelkezésre. FElozetes hdkezelés nélkiil hdstressznek kitett hazitytkoknal az
ivarszervekben végbemend molekularis valtozasokat tobb kutatocsoport is vizsgalta (Xie et al.,
2014; Zhang et al., 2014; Kang et al., 2019). Eredményeik jol osszevethetok az altalam kapott
kozvetlen hokezelés utan torténd vizsgalatok eredményeivel.

A GFP-t expresszald Osivarsejtek alapitdsi rataja 52,62% volt, ami jol megfeleltethetd az
irodalomban fellelheté PGC alapitasi eredményekkel (Vantress heritage fajta: 40-56%; White
Leghorn fajta: 49-82%; sarga magyar fajta: 50%; fehér magyar fajta 47,6%) (Nandi et al., 2016;
Woodcock et al., 2019; Lazér et al., 2021). Az alapitott sejtvonalakat dsivarsejt specifikus és
Ossejt specifikus markerekkel (SSEAL1, CVH, DAZL, P63) torténd karakterizalasi eljarassal
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elemeztem, melyek az irodalomban fellelheté eredményekkel jo egyezést mutatnak (Tonus et
al., 2016; Lazar et al., 2018, 2021; Yu et al., 2019).

A GFP-t expresszalo Osivarsejtek injektdldsi eredményei mind tulélésben, mind ivarszervi
kiméra elballitasban tiikrozik az irodalomban megtalalhato adatokat (Macdonald et al., 2012;
Park and Han, 2012). Az altalam injektalt him és néstény ivara GFP-PG sejtek integracioja him
¢s tojo recipiens embrioban hasonlé eredményeket adott, mint amire Macdonald és
munkatarsai, valamint Tagami és munkatdrsai jutottak. Mind a két ivar esetében taldltam
integraciot, ¢és immunhisztokémiai vizsgalatokkal az embrionalis fejlodés 14. napjan az
ivarszervben meg tudtam hatarozni azokat a PG sejteket, melyek valdsziniisithetéen az ivarérett
allat ivarsejtjeinek képzésére alkalmasak lesznek. A hazityuk génszerkesztési eljarasok
terliletén csoportunk a kozelmultban kezdte meg a sziikséges technikak és tudas elsajatitasat.
Masfél évvel ezeldtt volt szerencsém egy ERASMUS 06sztondij tdmogatasaval kiutazni
Németorszagba, Wilfried Kues professzor laboratoriumaba, ahol megtanulhattam
transzgénikus technikéak alkalmazésat. A ,,Sleeping Beauty” transzpozon/transzpozaz rendszert
alkalmazva hazitytk dsivarsejtekbe Vénusz riporter gént vittiink be. Ezen feliil CRISPR/Cas9
vektort terveztiink a Dmrtl gén kiiitésére, igy lehetdségem volt ennek a genomszerkesztési
eljarasnak az elsajatitasara is. Hazatérve sikeriilt a megszerzett tudas alkalmazasaval Vénusz
pozitiv PGC-ket l1étrehoznom. A tovabbiakban tervezziik, hogy bevezetjiik az dsivarsejtekben
a genomeditalas modszerének rutin szintli alkalmazéasat. A hdkezeléshez kapcsoldddan

egyeldre nem tervezziik a genom modositési technikat alkalmazni.

6.1 Javaslatok

A hékezelési eljarasokkal altalanosan javithato az allatok hétoleranciaja. A dolgozatomban leirt
hokezelési eljaras sikerrel alkalmazhato lehet nagyilizemi gazdasagok szamara, hogy a nyari
kénikulaban a napi tojastermelés, valamint a termékenységi rata ne csokkenjen.

Kutatdsomban széles korben vizsgaltam a hazityuk ivarszervre hatd faktorok expressszids
szintjét real-time QPCR-t alkalmazva. Kozvetleniil hoékezelést kovetden a hazitytk
ivarszervében a hdsokk fehérjék (HSP) és hosokk faktorok (HSF) expresszios szintje
megvaltozik. Ezeknek a valtozasoknak a meglétét igyekeztem igazolni ivarérett hazitytkoknal.
Az ivarszervben talalhaté Osivarsejtekben a megmaradd valtozasok, melyek erdsen
konzervalodtak a genomban, atadodnak az utéd generacidé szamara is. Erre az informacio
atadasra az 6sivarsejtek, vagy PGC-k képesek, ezért fontosnak tartottam ezeknek a sejteknek a

részletesebb megismerését. A dolgozatban alkalmazott hdkezelési eljaras €s az eldzetes kisérleti
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eredmények egy sikeres francia magyar TET pélyazat elinditasat tették lehetévé témavezetém
Dr. Gocza Elen ¢és az NBGK-HGI tudoméanyos fomunkatarsai Dr. Liptoi Krisztina és Dr.
Varkonyi Eszter részvételével. A palyazat keretében a hdkezelési kisérletb6l szarmazdé PGC
tenyészetek epigenetikai és RNS szekvenalasi elemzésére kertiil sor

Ha a kapott RNS szekvenalasi eredményeinket sikeriil qPCR vizsgalatokkal is megerésiteni,
akkor a hokezelés hatasara megvaltozott RNS expressziot mutato gének esetében érdemes lesz
western blottal, illetve immunfestéssel is igazolni, hogy fehérje szinten is megjelent-e ez a
valtozas. Esetleg fehérje aktivitasi vizsgalatokat is lehetne végezni ezekben az esetekben.

A PGC vonalaink epigenetikai vizsgalata is folyamatban van a lyoni INSERM munkatarsaival
egyiittmikodve. Amennyiben bebizonyosodik az, hogy PGC-ken keresztiil atorokitheto lesz ez
a szerzett tulajdonsag, ez valdsziniileg felkelti a nagylizemi allattartok figyelmét is. Minél
forrobbak a nyarak, annal nagyobb jelentdsége lesz ezeknek az egyszerli eldzetes hokezelési
eljarasoknak, mert nem csak produktivitasi, de fitness novekedési hatassal is bir. Ennek

segitségével az extrém magas kornyezeti hdmérsékletet is el tudjak viselni az allatok.

A hazityuk dsivarsejtek tenyésztése napjainkban mar megoldott. Az optimalis recipiens fajta
megtalalasa a jovo fontos feladata, segitségével az injektalas soran a mortalitas csokkenhet,
tovabba magasabb integracios arany érhetd el, amely akar veszélyeztetett fajok, fajtak
egyedeinek visszanyerésében is segithet. Tovabbi fontos cél, hogy egy adott genetikai
moddosulas (pl. hdtolerancia) az dsivarsejtekkel sikeresen atadhatd legyen egy recipiens
fajtanak, igy annak utodait keresztezve olyan egyedek johetnek 1étre, melynek sejtjei

tartalmazzak a kivant modosulast.
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7. OSSZEFOGLALAS

A XXI. szédzad derekan mar jol érezhetd az emberi tevékenység hatasa a Foldon.
Klimank allapota jelentésen romlott, az atlagos évi kozéphémérséklet mar lassan 1,5 °C-al
meghaladja a XX. szazad elején mért atlagos kozéphomérsékletet. Haszonallatainknak meg kell
kiizdeniiik ezzel a negativ hatassal, ami produktivitasuk csokkenését is okozza. Dolgozatomban
egy eldzetesen kidolgozott hékezelési eljarast alkalmaztam, kendermagos erdélyi kopasznyaku
hazityak fajtan. Az eldzetesen rendelkezésre all6 hazityk termelési eredményeket
hasonlitottam 6ssze a hkezelés hatasara aktivaloédo hosokk fehérjék (HSP) és hésokk faktorok
(HSF) expresszios szintjének valtozasaval az ivarszervben. Megallapitottam, hogy kozvetleniil
hokezelés utan a kezelt néivaru csibék HSP90 és HSF4 expresszios szintje szignifikansan
magasabb volt, mint kontroll tarsaiké. Bebizonyitottam, hogy az ivarérett eldzetes hokezelésen
atesett tojok petefészkében a HSF2 és HSF3 markerek expresszids szintje szignifikansan
alacsonyabb, mint a kontroll tojoknal. A kakasok esetében kozvetleniil hékezelés utdn nem
tudtam kimutatni valtozast, viszont ivarérett egyedek heréjében a HSP70, HSF1 és HSF3
expresszios szintje szignifikans emelkedést mutatott a kontroll kakasokhoz viszonyitva. Az
ivarszervben bekovetkezett valtozdsok miatt, az dsivarsejtek részletes megismerését is fontos
feladatomnak tartottam, mivel ezek prekurzor sejtjei az érett ivarsejteknek, melyek képesek az
egész genetikai anyag atadasara a kovetkezd generacidonak. Napjainkban az dsivarsejtek
izolalasa, hosszli tavll fenntartdsa mar megoldott. Az idedlis recipiens fajta megtaldlasara
iranyuld kutatasok még igényelnek tovabbi kisérleteket. Ebbdl kiindulva sikeresen alapitottam
GFP-t expresszaldé embriobol 10 Osivarsejt tenyészetet, melyeket real-time gPCR és
immunhisztokémiai mddszer segitségével is karakterizaltam. Az integracios képességet harom
Oshonos magyar fajtdn teszteltem (fehér magyar, fogolyszinli magyar és sarga magyar).
Eredményeim alapjan elmondhatom, hogy az injektalast szignifikansan jobban toleralta a fehér
magyar fajta, mint a sarga magyar. Ezzel parhuzamosan a fogolyszinli magyar fajta esetében
szignifikdnsan magasabb ardnyban kaptam transzgénikus kiméra ivarszervvel rendelkezd
embriokat, néivardt GFP-t expresszalo Osivarsejtek injektalasa alkalmaval, mint sdrga magyar
vagy fehér magyar fajta esetében. Eredményeim alapjan idedlis recipiens hazityuk fajtdnak a
fogolyszinli magyar fajtat javasolnam, az injektalasi modszer fejlesztése mellett, valamint a
kopasznyaktu magyar fajtdk bevonasa a keresésbe hasznos adatokat szolgaltatna a legjobb

recipiens hazityuk megtalalasahoz.
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8. SUMMARY

At the beginning of the XXI. century the anthropogenic effects are very drastic on
Earth. The status of the climate is in danger and the yearly average temperature have been rising.
Right now, it is almost 2 °C warmer than in 1910. This negative effect is a stressor for the
agriculture and the animal husbandry too. In my thesis, | used heat treatment in case of the
Transylvanian Naked-neck chicken breed, because previous experiments showed positive
results of heat treatment (HT) and heat treatment combined with heat stress (HTHS) on egg
production and on spermatological parameters. In my research, | used the same heat treatment
on two days old chickens. Directly after heat treatment and in adult chickens, | determined the
heat shock protein (HSP) and heat shock factor (HSF) expression levels, both in control and in
heat treated gonads. | found that the HSP90 and HSF4 expression levels are significantly higher
in the heat-treated group compared to control in case of female chicks. | showed that the ovary
of the adult female chickens had significantly lower HSF2 and HSF3 expression than the control
counterpart. In case of roosters, directly after heat treatment I couldn’t find any difference
between the two investigated groups. However, in adult birds the HSP70, HSF1 and HSF3
expression in the testes were significantly higher in heat-treated groups than in control.
Alterations which happen in the gonads might pass on to the next generation through the
primordial germ cells (PGCs) because these cells are the precursors of the gametes. Nowadays,
the isolation and long-term cultivation of PGCs are already solved, nevertheless additional
experiments are needed to find the ideal recipient breed. | determined the integration rate of
GFP-expressing PGC in three deferent native Hungarian poultry breeds (White Hungarian,
Partridge-colour Hungarian and Yellow Hungarian). At the beginning of the research, |
successfully established GFP-expressing PGC lines and | characterized them in vitro and in
vivo. The results showed that the White Hungarian breed had significantly higher tolerance for
the injection than the Yellow Hungarian breed. | had significantly higher ratio of transgenic
gonadal chimera embryos in case of the Partridge-colour breed when | injected 5ZP female
GFP-PGC line, than in the other two chicken breeds. Based on my results, | recommend the
Partridge-colour Hungarian breed as an ideal host. The injection method needs to be further
developed to be more precise. | also recommend to use in experiments the Naked-neck chicken

breeds as recipient, as recently we could get gonadal chimers in this species.
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9.2  2.szamu melléklet (M2)
A:
Termelési paraméterek meghatarozasahoz hasznalt kakasok és tyukok
Spermium analizis Tojéstermelés
HS HTHS HS HTHS
Kakas Kakas Kakas Tyuk Kakas Tyuk
10 10 3 31 3 31
B1:
RNS expresszios vizsgalatokhoz hasznalt csibe és ivarérett allatok szama (poolozott szinten)
Csibe Ivarérett
KTRL HK KTRL HK
Kakas Tyuk Kakas Tylk Kakas Tylk Kakas Tyuk
13 2 9 6 5 4 8 4
B2:
RNS expresszios vizsgalatokhoz hasznalt csibe és ivarérett allatok szama (egyedi szinten)
Csibe Ivarérett
KTRL HK KTRL HK
Kakas Tyuk Kakas Tyuk Kakas Tyuk Kakas Tyuk
4 2 4 4 4 4 4 4

M2 abra: Hokezelési kisérletben hasznalt 4llatok szama. A: A spermatoldgiai és tojastermelési
paraméterek vizsgalatdhoz hasznalt kakasok és tyukok szdma. B1: A hdékezelési kisérletben
hasznalt elézetesen hokezelt (HK) és kontroll (KTRL) hazityukok szama, melyekbdl RNS
expresszios vizsgalatok lettek végezve poolozott szinten. B2: A hdkezelési kisérletben hasznalt
elézetesen hokezelt (HK) és kontroll (KTRL) hazityukok szama, melyekbdl RNS expresszios

vizsgalatok lettek végezve egyedi szinten.
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9.3  3.szamu melléklet (M3)

DELTA CT ERTEKEK TOJO IVARSZERVBEN

POOLOZOTT DELTA CT ERTEKEK TOJO IVARSZERVBEN
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M3 abra:

Az egyedi és a poolozott mintak RNS expresszios mintazatanak dsszehasonlitasa tojo

ivarszervben.
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