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1 MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

1.1 Bevezetés

A XXI. szdzad derekdn mar jol érezhetd az emberi tevékenység
hatasa a Foldon. Klimank allapota jelentésen romlott, és varhatéan, ha nem
szoritjuk vissza a fosszilis energiahordozok hasznalatat ez tovabb fog romlani
(“The Intergovernmental Panel on Climate Change: 30 Years Informing
Global Climate Action,” 2018). A hémérséklet emelkedésével gazdasagi
novényeinknek ¢s haszondllatainknak is meg kell kiizdeniiik. Mivel
kedvezétlen szamukra a kdrnyezeti homérséklet, igy produktivitasuk csokken
(Babinszky et al., 2011; Zaboli et al., 2019). Dolgozatomban az el6zetes
hékezelés hatdsara a hazityak ivarszervében végbemend valtozasokat
elemeztem. Legnagyobb attorést az jelentené, hogyha az el6zetes hokezelési
eljarassal az Osivarsejtekben olyan modosulast lehetne elérni, amely
atorokithetd az utodokra is.

A teljes genetikai anyag megOrzésére az ivarsejtek prekurzor sejtjei az
6sivarsejtek (PGC-K) képesek, igy ezen sejtek szerepe meghatarozo. Mar az
1990-es évek derekan felismerték az Osivarsejtek fontossagat a
transzgerenacios epigenetikus oroklddésben. Azota is intenziven kutatott
teriilet az Gsivarsejtekben zajlo epigenetikai szabalyozas folyamata. (Tajima
et al., 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).

Az Osivarsejtek visszajuttatva egy megfeleld fejlodési allapotban 1€vo
recipiens embrioba, képesek integralddni annak ivarszervébe igy ivarszervi
kiméra jon létre. Az idedlis recipiens fajta megtalaldsa fontos feladat azért,
hogy minél szélesebb korben lehessen az Osivarsejtekre egy recipienst

hasznalni.
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Dolgozatomban azt a kutatdsi munkat foglaltam Ossze, amelynek keretében
hazitytkok ivarszervében vizsgaltam a hdkezelés hatasara a hdsokk faktorok
és hosokk fehérjék expresszidjaban 1étrejott valtozasokat, illetve az
Osivarsejtek integracios képességét hasonlitottam Ossze harom régi magyar

hazitytk fajta ivarszervének esetében.

1.2 Célkituzés

A doktori munka soran kitlizott célok a kovetkezdk voltak:

¢ Hokezelés hatasanak molekularis biologiai vizsgalata hazityuk
ivarszervekben:
e Hdsokk fehérjék és hdsokk faktorok expresszidjanak vizsgalata a
kontroll és hékezelt him, valamint toj6 csibékben.
e Hdsokk fehérjék és hdsokk faktorok expresszidjanak vizsgalata a
kontroll és hékezelt ivarérett him, valamint tojé hazityukokban.
¢ Idedlis recipiens fajta keresése:
o GFP riportergénnel jelolt dsivarsejt tenyészetek alapitasa.
o A GFP-t expresszaldo PGC tenyészetek in vitro jellemzése.
e Jelolt PGC-k visszainjektalasa recipiens hazityk fajtaba,

valamint az integracio mértékének meghatarozasa.



2 ANYAG ES MODSZERTAN

A dolgozatban végzett kisérleteket a Nemzeti Biodiverzitas és GénmegOrzési
Koézpont — Haszonallat Génmeg6rzési Intézet (NBGK-HGI) godolldi
telephelyén, valamint az MBK (késébb NAIK) utdd intézményeként a Magyar
Agrar- és Elettudoméanyi Egyetem — Genetika és Biotechnologiai (MATE-
GBI) Intézetében lettek elvégezve. Az allatkisérleti engedélyekkel, mind az
NBGK-HGI (Engedély szam: PE/EA197-4/2016), mind a MATE-GBI
rendelkezett (Engedély szam: 106685/4/2005).

2.1 Hobkezelési kisérletek mdodszerei

A hokezeléssel kapcsolatos kisérletekhez rendelkezésemre alltak eldzetes
eredmények, melyeket a HGI-ben végeztek el ¢és rendelkezésemre
bocsajtottak. Az eldzetes eredményekben az erdélyi kendermagos
kopasznyakti hazityikok hdkezelés utan egy hosszabb ideji (2 hét)
hostressznek is ki voltak téve, majd a termelékenységi paramétereket
vizsgaltdk meg. Kakasok esetén a spermatologiai, tytkoknal a tojastermelési
paraméterek keriiltek meghatarozasra. A masodik hdkezelés ugyanolyan
paraméterek mellett lett elvégezve, mint az elézetes hdkezelési kisérlet (37,8
°C-on 60%-os paratartalom) 30-30 egyed bevonasaval. Kozvetlen kezelés utan
15 hékezelt és 15 kontroll allatbol tdrtént meg a mintavételezés. Osszesen 5
minta keriilt legyQjtésre (agy, maj, bal-jobb ivarszerv, izom). Minden egyed
ivarmeghatarozasa megtortént molekularis biologiai modszerekkel (szex
PCR). A mintakbol RNS izolalas utan real-time qPCR segitségével
génexpresszios vizsgalatok lettek elvégezve két hosokk fehérje (HSP70,
HSP90) és 4 hésokkfaktor (HSF1, HSF2, HSF3 és HSF4) esetében. Relativ

expresszids értekek lettek meghatdrozva a Genex MultiD szoftver
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segitségével, ahol a GAPDH volt a referenciagén ¢és a hazityuk embrionalis

fibroblaszt (CEF) szolgalt referencia mintaként.

2.2 Fluoreszcensen jeldlt Osivarsejt tenyészetek jellemzésének
modszerei

A skociai Roslin Intézet altal tervezett és hasznalt zold fluoreszcens (GFP)
fehérjét expresszald hazityuk tojasaibol Gsivarsejt (PGC) vonalak lettek
alapitva. Egy szdjpipettdhoz rogzitett liveg mikrokapillaris segitségével
hozzéavetbdlegesen 1-1,5 pl vér szivhatd ki az embriobol, mely tartalmazza a
PGC-ket. Az izolalt vér egy specialis tenyésztd médiumba keriilt, mely csak a
PGC-k fejlodését segiti. A tenyésztés CO2 termosztatban tortént 38 °C-on 5
%-0s CO2 szint mellett. Megfelelé mennyiségii PGC esetén egy specialis
fagyasztomédiummal lettek mélyhiitve az dsivarsejtek, tarolasuk folyékony
nitrogénben vagy minusz 150 °C-os mélyhiité berendezésben tortént. Az
Osivarsejtek ivaranak meghatirozésa (szex PCR) a P2-P8-as primerpar
segitségével tortént.

Az O&sivarsejtek karakterizaldsa tobb modszerrel is megtortént. Elséként a
sejtekbdl RNS lett izolalva RNAqueous™ Micro Total RNA Isolation Kit
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) izolalo Kit segitségével, majd
complementer DNS irdsa utan real-time qPCR segitségével két Osivarsejt
specifikus (CVH, DAZL) ¢és harom &ssejt specifikus (OCT4, POUV,
miR302a) marker relativ expresszioja keriilt meghatarozasra.

A PG sejtek karakterizalasa immunhisztokémiai vizsgalattal is megtortént. Az
optimalis sejtszam bedllitdsa utdn CVH, P63 ¢és SSEA1 elsddleges
ellenanyagokkal tortént meg a festés. A sejtmag jelolésére TO-PRO™-3
sejtmag festék volt alkalmazva. Az Osivarsejtek proliferacios ratdja és az
apoptotikus sejtek ardnya az ImageXpress Pico EC (Molecular Devices, LLC,

San Jose, CA, USA) automata fluoreszcens képkészitd és képelemzd
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mikroszkoppal tortént. A fluoreszcensen jelolt (GFP) PGC-k harom 6shonos
magyar hazityuk fajtaba (fehér magyar, sarga magyar és fogolyszinli magyar)
voltak visszainjektalva. A megfeleld sejtszam meghatarozasa utan egy
szajpipettdhoz csatlakoztatott iiveg mikrokapillaris segitségével 1 pl
sejtszuszpenzid lett visszajuttatva az embrid vérkeringésébe. Az integracid
mértékének meghatarozédsa az embrionalis fejlodés 14. napjan tértént meg. Az
ivarszerveket kezdetben a Leica konfokalis mikroszkopjaval (Leica TCS SPS,
Leica Ltd.,, Germany), majd laborunk  fluoreszcens Leica
sztereomikroszkopjanak (Leica M205 FCA, Leica Ltd.,, Germany)
segitségével vizsgaltuk. Az ivarszervek 4%-0s PFA-ban lettek fixalva
vizsgélatokhoz. Az ivarszervek a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem
Anatomiai, Szovet- és Fejlodéstani Intézetének Laboratdriumat vezeté Dr.
Nagy Nandor altal kifejlesztett protokoll alapjan lettek beagyazva 7,5 %-0s
zselatinba. A zselatinba beagyazott szerveket minusz 45 °C-os izopentanban
lettek megfagyasztva. A megfagyott zselatin kocka egy kriosztat
targyasztalara (MicroM GmbH D-6900 Heidelberg, Germany) lett rogzitve,
ahol 10 - 15um-es metszetek késziiltek. A metszetek Polyzines targylemezre
lettek réhelyezve, ami garantalta az immunfestés elso 1épésénél a rehidralasnal
azt, hogy lecsusszanak a metszetek a lemezrél. Az immunhisztokémiai
vizsgalatnal P63 és CVH elsddleges ellenanyagok lettek hasznalva a PGC-k
detektalasara. A kapott adatok abrazoléasa €s elemzése az RStudio (1.0.136),
R (R-3.2.2), Genex 7.0 (MultiD Analysis AB, Go6teborg, Sveden) és Excel
(MS Office) szoftverek segitségével tortént.



3 EREDMENYEK

3.1 Hokezelési kisérletek eredményei

3.1.1  El6zetes eredmények (NBGK-HGI)

Kisérleteim megkezdése eldtt mar alltak rendelkezésre eldzetes
kisérletekbdl szarmazé adatok. Tojok esetében két paramétert vizsgaltak az
NBGK-HGI munkatarsai 2015 — 2016 években. A napi tojastermelést
hasonlitottdk dssze az eldzetesen hokezelt allatok és a hékezelést nem kapott
tojotyukok kozott. Azt kaptdk, hogy az eldzetesen hdkezelt tytkok
szignifikansan magasabb tojastermelést tudtak produkalni, mint a kontroll
csoport. Osszesen 1654 tojast vizsgaltak. A hokezelt tojok magasabb
kornyezeti hdémérsékleten 890 (54%) tojast produkaltak, mig a kontroll allatok
764 (46%) tojast tojtak (1. abra). Az inkubaci6 7. napjan tortént tojaslampazas
utan az eldzetesen hokezelést kapott tytikok tojasainak 6,18%-at (55 tojas),
mig a kontroll tytikok tojasainak 5,46 %-at (42 tojas) kellett eltavolitani, mert
nem indult meg az embriondlis fejlédés. A tojasok tovabbi vizsgalatabol
kideriilt, hogy a hokezelt tyukok tojasainak 10,91%-a, mig a kontroll tojok
tojasainak 42,86%-a volt terméketlen (Anand et al., 2016; Toth et al., 2021).

Napi tojastermelés

1234567 8 91011121314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2 132 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 56 59

8 29 30 3
Napok

Tojasszam

HHTHS [n=31}

HS (n=31)

1. abra: A hokezelés hatasara megvaltozott napi tojasszam abrazolasa a héstresszelt allomanyban. HS:
Hostresszelt allatok, HTHS: El6zetesen hokezelt és hostresszelt allatok (Toéth et al., 2021).

A kakasok spermatologiai vizsgédlatainak eredményei nagy
hasonlésadgot mutatnak az eldzetesen hdkezelést kapott és a kontroll allatok

teljesitménye kozott. Tiz, hokezelésen atesett kakas és tiz kontroll kakas
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termékenységi eredményei lettek elemezve négy paraméter alapjan (mindség,
koncentracid, motilitds ¢és ¢€l6-holt arany) (2. abra). Az ejakulatum
mennyiségében nem volt detektalhatd szignifikans kiilonbség a két csoport
kozott (p= 0,5075). A spermium koncentracio esetében sem volt kiilonbség a
két csoport kozott (p=0,1077), ahogyan a motilitasnal sem volt kimutathaté
kiilonbség (p= 0,6972). Végiil a két csoport €l6-holt spermium ardnyanak
meghatirozasaban sem volt szignifikans véltozas (p= 0,8816). Osszefoglalva
a spermatologiai eredmények azt mutatjak, hogy az eldzetes hokezelés nem

volt hatassal a kakasok termelékenységére €s spermatoldgiai paramétereire.

Spermium mennyiség Spermium motilitasa
10 7.0
o8 é 6.0
06 =K £
TN A 250 SO A A
EM”\’/_ e | | £ Y/—"/'_\ﬁr—-‘f" B e Y
£,0% !
240 e HTHS

00 3.0 —
2 20 25 26 27 28 28 30 31 32 3 23 20 25 2 27 28 1 3 3 32 33 3
Hetek Hetek
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50

" 2 e . X

50 A 4 ) A 90.0 “W‘- )

oy v L 1
a0 L= =T
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85.0 —H=HTHS

30 - 80.0
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2. abra: Elozetes hokezelés hatasa hdstressz esetén hazitytk kakasok spermatologiai paramétereire. HS:
Héstresszelt allatok, HTHS: Elézetesen hokezelt és hostresszelt allatok(Toth et al., 2021).

3.1.2 A hdkezelés molekularis biologiai hatdsanak eredményei

A II. hékezelési kisérletben 30 — 30 allat vett részt. Az els6 30 allat elézetesen
hokezelve lett, mig a masik 30 4tlagos kornyezeti hdmérsékleten volt tartva.
Kozvetleniil a hékezelés utan 15 — 15 allat lett kivalasztva véletlenszertien,
melyekbdl megtortént a mintavételezés, a tobbi allatot ivarérett korig
neveltiik. Az egyedek ivar szerint (kakas, tyuk), korcsoport szerint (csibe,
ivarérett) és kezelés szerint (hdkezelt, kontroll) voltak csoportositva. Minden
csoport legalabb 4 egyedet tartalmazott. A csoportokban szerepld egyedek
RNS mintai egyedileg is és poolozva is meg lettek vizsgalva. Az egyedileg

mért értékek atlaga, valamint a poolozott mintdk eredményei nagy
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hasonlésagot mutattak. A delta Ct értékek 6sszehasonlitasa az egyedi adatok
alapjan késziilt. Szignifikans kiilonbséget volt a HSP70 (p= 0,0289) és HSF3
(p=0,0482) delta Ct értékében a hokezelt és kontroll csoport kozott, a him bal
oldali ivarszervek esetében, ivarérett korban. A csibe és az ivarérett csoportok
kozott a him bal oldali ivarszervben, mind a hat gén szignifikans eltérést
mutatott. A him jobb oldali ivarszervben ugyancsak a HSP70 (p= 0,0136) ¢és
HSF3 (p= 0,0349) delta Ct értékeinél volt megfigyelhetd szignifikans
kiilonbség 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 HSPI0 (p=0,0355) és a HSF4 (p=0,0342) delta Ct értékében
volt szignifikans kiilonbség kozvetleniil hokezelés utan csibe korban, a
kontroll és hékezelt egyedek kozott. Egyediil a HSF4 (p=0,0016) expresszios
értéke novekedett meg szignifikans mértékben a kontroll csibe és kontroll
ivarérett példanyok kozott.

A hdsokk fehérje (HSP) és hésokk faktor (HSF) gének expresszids
valtozasairol, relativ expresszids értékek is meghatarozasra keriiltek, ahol a
GAPDH volt a referencia gén (3. abra). A szamolas Genex (7.0) szofverrel
(MultiD Analyses AB, Goteborg, Sveden) volt elvégezve. Kozvetleniil a
hékezelés utan csibe korban csupan a tojo allatoknal volt megfigyelhetd
szignifikansan magasabb relativ expresszios szint a HSP90 (p= 0,0094) és
HSF4 (p= 0,0387) géneknél. Osszehasonlitva az ivarérett példanyokkal,
ellentétes Osszefliggés lathatd. Az eldzetesen hokezelt allatoknél az Osszes
hésokk kapcsolt gén expresszids szintje alacsonyabb, mint a kontroll allatoké.
HSF2 (p= 0,0181) és HSF3 (p= 0,0094) gének esetében a kiilonbség
szignifikdns volt. Kakasoknal koézvetleniil hokezelés utan nem volt

szignifikans kiilonbség kimutathat6 az ivarszervekben. Ivarérett korban a bal

-11-



oldali ivarszervben a HSF4 kivételével az 6sszes gén relativ expresszios értéke
szignifikansan megemelkedett. A jobb oldali ivarszerv esetében a HSP70 (p=
0,0052), HSF1 (p= 0,0333), HSF3 (p= 0,0332) és HSF4 (p= 0,0498) relativ

expresszidjaban Volt szignifikansan magasabb érték.
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3. abra: Relativ expresszios értékek him és tojo allatokban. Az Gsszehasonlitas
alapjat hazityuk embrionalis fibroblaszt (CEF) sejtek adtak minden hdsokkfehérje
(HSP70; HSP90) és hosokkfaktor (HSF1; HSF2; HSF3; HSF4) gén expresszidja
esetében. A valtozasok a bal és jobb oldali ivarszervben, kdzvetleniil h6kezelés (csibe
korban) utan és ivarérett korban lettek vizsgalva. * < 0.05; ** < 0.01; *** < 0.001.

3.2 Fluoreszcensen jeldlt hazityuk dsivarsejtek eredményei

A GFP-t expresszald Osivarsejt tenyészetek a Roslin Intézet altal
készitett GFP-s konstrukciot tartalmazo hazityak embri6ibdl lettek alapitva.
Osszesen 19 embriobol, 10 stabil Ssivarsejt tenyészetet sikeriilt 1étrehozni. 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 mélyhiitottem. Minden izolalas

alkalmaval szovetmintat gytijtdttem az embriokbol, amikbél meghataroztam
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az ivarokat. Az Osszesen 19 izolalt szovetmintabol 6 (31,6%) bizonyult
néivaranak és 13 (68,4%) him ivarunak. A stabil tenyészetek ivari eloszlasa
szerint 8 (80%) him és 2 (20%) ndstény vonalat sikeriilt alapitani. 2 ndstény
és 2 him ivara Osivarsejt tenyészet keriilt kivalasztasra, melyen real-time
gPCR segitségével az 6ssejt (CPOUV, NANOG, miR302a) és dsivarsejt (CVH,
DAZL) specifikus markerek expresszidja lett meghatarozva (4. abra). Mind a
négy sejtvonal esetében az Osszes marker relativ expresszios szintje magasnak
bizonyult. Minden qPCR mérés része volt egy hazityak embrionalis
fibroblaszt (CEF) minta is, amely a plate-k eredményeinek

Osszehasonlithatosagat szolgalta.

GSIVARSEJT- ES OSSEJT SPECIFIKUS MARKER EXPRESSZIOK
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4. abra: GFP-t expresszal6 Gsivarsejt tenyészetek kvantitativ real-time PCR-el mért
relativ expresszios értékeinek abrazolasa GAPDH referencia gént hasznalva.

A Kkét kivalasztott Osivarsejt vonalon (4ZP= him; 5ZP= ndstény),
immunhisztokémiai vizsgalatok lettek elvégezve. Mindkét PGC vonal
Osivarsejt (CVH, P63) és 6ssejt (SSEAL) specifikus festodést is mutatott.
Sejtmagfestésként ToPro®-3 volt hasznalva, ami a képeken kék szinfi.

A GFP-t expresszald Osivarsejtek koziil négy stabil vonal (4 ZP; 5 ZP; 6 ZP
¢s 8ZP) proliferacios rataja lett meghatdrozva. A sejtek osztodasi rataja jol
reprezentalta az Osivarsejtekre jellemzé értékeket. Fontos kiemelni, hogy a 4

ZP him ivaru tenyészet kiemelkedden jo osztodasi sebességgel rendelkezett.
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Harom recipiens fajtaba (Sarga magyar, fehér magyar, fogolyszinli magyar)
volt vizsgalva a bejuttatott GFP-t expresszalo Osivarsejtek integracios
hatékonysaga. Osszesen 30 injektalasi kisérletet tortént. Minden fajta esetében
5-5 injektalasi kisérlet volt a 4 ZP (him) és 5 ZP (n6stény) GFP-t expresszalod
Osivarsejtekkel. Az injektalasi kisérletekhez Osszesen 365 embrio volt
felhasznalva, melybdl 241 (66,03%) €It tal. Néstény ivart (5ZP) GFP PGC
198 (54,25%) embrioba volt injektalva, melyekbdl 132 (66,67%) embriod
maradt életben. Osszesen 58 (43,94%) ivarszervben volt megfigyelhetd
integracid, ebbdl 26 (44,83%) him ivara és 32 (55,17%) ndivara recipiens
embri6 volt. Az embriok ivarszervébe torténd integracios hatékonysag
vizsgalata az embrionalis fejlodés 14. napjan tortént.

Him ivart dsivarsejt (4ZP) esetében dsszesen 167 (45,75%) embridba tortént
injektalas, melyekbdl 109 (65,27%) élte til a beavatkozast. Az integracio
sikerességét 58 embrional lehetett meghatarozni, ebbdl 28 (48,28%) him
embrionak és 30 (51,72%) tojo recipiens embridonak bizonyult. A részletes
fajtakra lebontott adatokat az 1. tablazatban lathato. Szignifikansan
magasabb integracios értéket lehet megfigyelni a fogolyszinii magyar fajta
esetében a masik két fajtaval szemben, amikor az 5 ZP ndstény sejtvonalat
keriilt injektalasra. Az injektalt embriok kozott a sdrga magyar fajta talélési
rataja szignifikansan alacsonyabb volt, mint a fehér magyar fajtaé. Emlitést
érdemel, hogy a GFP-4ZP sejtvonal esetében igazolva lett, hogy képes
gyongytyuk ivarszervébe is integraldodni (Molnar et al., 2019).

1. tablazat: Nostény (5ZP) és him (4ZP) GFP-t expresszald Osivarsejt vonalak
integracios képességének vizsgalata. Recipiensnek harom magyar fajtat hasznaltam.

... |Injektalt | EI6 embridk | Kiméra Him | Néstény
5 ZP PGCinjektdlasa ., . . . . ..
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
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. |Injektalt | EI6 embridk | Kiméra Him | N&stény
4 ZP PGCinjektélasa .. . . . -
embrié szama ivarszervek | recipiens | recipiens
Fehér magyar 54 39 (72,22%) |21 (53,84%) 11 10
Fogolyszinli 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 igazolta az immunhisztokémiai vizsgalat az integralodott
GFP-PGC jelenlétét, tovabba a recipiens fajta ivarszervében 1évé PGC-k
festésével Osivarsejt aranyokat is meg lehetett hatarozni. Két Osivarsejt
specifikus antitesttel tortént a festés (CVH, P63). Az 5. abran jol lathatd, hogy
a petefészekben a PGC-k foként a corticalis részen talalhatok meg, mig
herében az integraci6 a medullaris, bels6 részen talalhato

herecsatornacskakban lokalizalodik.

14 napos embridk ivarszerv metszetei

&

petefé_siek

5. abra: Az embrionalis fejlodés 14. napjan vizsgalt hazitytk embridk ivarszervében
(here-petefészek) talalhatdé GFP-PGC integracié immunhisztokémiai jelolése. Zold
szinnel a GFP-PGC, pirossal P63 Ossejt specifikus antitest, kékkel a sejtmagfestés
(ToPro®-3) lathato.

A visszainjektalt Jsivarsejtek integracids hatékonysaga kikelt
csibékben is ellendrizve lett. Varhatoan a fehér magyar és fogolyszinii magyar
fajtabol egészséges, fenotipusosan semmilyen defektusban nem szenvedd

allatok bujnak ki a tojasbol. Mivel a transzgénikus organizmusokra vonatkozo
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szigoru engedélyekkel az Intézet nem rendelkezik, igy kibujast kovetden 6
oraval az allatokbol kiméletes eutanazival megtortént az ivarszervek
boncolasa.

Fehér magyar fajtabol 9 csibét, mig a fogolyszinli magyar fajtabol 3 csibét
engedtiink kikelni. Fehér magyar fajta esetében him ivara PGC-vel torténd
injektalaskor 4 csibe bujt ki, néstény PGC injektalasakor 2. Mind a két esetben
volt integracid az ivarszervben. Fogolyszinii magyar fajtanal 3 csibét
engedtiink kikelni, ebbdl ketté kibujt a tojasbol a harmadik, kozvetlen kibtjas
elott elhalt, viszont mind a hdrom ivarszerv tartalmazta a GFP-t expresszald
Osivarsejteket. A kikelt csibéken semmilyen fenotipusos defektust nem volt
megfigyelheté. Osszesen 5 ivarszervi kiméra csibe bijt ki a tojasbol (6. abra).
2 t0j6 és 3 him ivart recipiens. NOstény ivara GFP-PGC 1 néstény (5ZP) és 3
him recipiens ivarlécébe integralodott, mig him ivart (4ZP) GFP-PGC esetén

egy ndivaru recipiens Volt.

FM1 I
A.
6. abra: Kikelt fehér magyar (A.) és fogolyszinii magyar (B.) hazitytk csibék. Also

sorban lathatok az integralodott GFP-PGC-k nyilakkal jelolve, a recipiens
ivarszervekben, a felsé sorban a recipiens fajta 1 napos csibéje.
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3.3 Uj tudomanyos eredmények

1. Megéllapitottam, hogy az eldzetesen hdkezelt tojo ivaru hazitytk csibék
ivarszervében a HSP90 és a HSF4 szignifikansan erdsebben expresszalt a
kezelést kovetéen, mint a kontroll allatoknal, ellenben ivarérett korban a HSF2
és HSF3 expresszios szintje szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll
allatoknal.

2. Bizonyitottam, hogy ivarérett kakasok mindkét oldali ivarszervének esetében a
HSP70, HSF1 ¢és HSF3 expresszidos szintje szignifikdns mértékben
megemelkedett a hokezelt dllatokban a kontroll kakasokhoz viszonyitva.

3. Hazankban eldszor sikeresen alapitottam GFP-t expresszald embridkbol
Osivarsejtvonalakat, valamint igazoltam, hogy mind &ssejt- mind pedig
Osivarsejt specifikus markereket expresszalnak és ivarszervi kimérak
l1étrehozasara is alkalmasak.

4. Megallapitottam, hogy az injektalt GFP- 4ZP PGC-k integracids aranya a
vizsgalt 6shonos fajtak esetében nem tért el, viszont a GFP-5ZP PGC-k
esetében a ndivart kiméra ivarszervet tartalmaz6 embriok ardnya magasabb
volt. A fehér magyar és sarga magyar fajta esetében a 5ZP integracids
hatékonysaga szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a fogolyszinli magyar
fajtanal.

5. Injektalast kdvetden a sarga magyar fajta szignifikansan alacsonyabb talélési
arannyal rendelkezett, mint a fehér magyar fajta.

6. A 4ZP PGC injektalast kovetden kozel azonos aranyban kaptunk him és
néivara kiméra ivarszervet tartalmazé embridkat, mig az SZP PGC injektalasat
kdvetden magasabb volt a néivarti kiméra ivarszervek aranya. Fehér magyar
recipiens esetében ez a kiilonbség jelentds volt.

7. lgazoltam, hogy mind a GFP-4ZP him-, mind pedig a GFP-5ZP ndivara PG
sejtek a ndivara €s a himivara ivarszervbe is képesek integralodni. A ndivara
GFP-5ZP PG sejtek nagy része a ndivari recipiens gonadjaban P63

expressziot mutatott.
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4 KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Napjaink egyik legjelentdsebb problémaja a globalis felmelegedés.
Ezen, az emberiségre is nagy hatast gyakorlo kdrnyezeti probléman sajnos
csak hosszu 1dd alatt tudunk segiteni. Addig, amig nem tudja az emberiség
megallitani az évi kdzéphdémérséklet emelkedését, majd vissza nem tudja
forditani az optimalis tartomanyba, meg kell probalni alkalmazkodni az
extrém iddjarasi koriilményekhez. Az extrém homérséklet nem csak az ember,
hanem haszonnovények és a haszonallatok életét is megneheziti. Tul a
komfortzonan a termelékenység valamint az allatok 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
kozvetett uton tudjuk védeni allatainkat, novényeinket a negativ hatéstol.
Szamos 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 kopasznyaki fajta egyedeit hokezeltik ¢és az ivarszervekben
bekovetkezd valtozasokat vizsgaltam. Két £6 csoportot, a hdsokk fehérjék és
hésokk faktorok expresszios szintjét mértem meg. Az ivarszervekben 1évo
Osivarsejtek utddsejtjei az €rett ivarsejtek, melyek képesek atadni a kovetkezod
generdcionak az allatra jellemzd teljes genetikai informdciot, igy ezt a
sejttipust is alaposabban megvizsgaltam.
A jelenlegi Haszonallat Génmeg0rzési Intézetben mar az 1990-es években
végeztek hokezelési kutatasokat (Molnar, 1990) Dr. Molnar Andrea és Dr.
Liptoi Krisztina vezetésével, mind liba, mind pedig kacsa vonatkozasaban. A
dolgozatomban ezen eljarasok koziil az egyik leghatékonyabbat vizsgéaltam

meg. A modszer hatdsara a génexpresszioban bekdvetkezd valtozasok még
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nem kutatottak. Eddig még nem vizsgaltak ezen kezelés hatdsanak az utod
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 hékezelést végeztek
brojler hazityukon. A héhatasok utan két hdsokk fehérjének és négy hdsokk
faktornak az expresszios szintjét mérték meg a szivizomban, a vazizomban és
a majban. Akut hdstressz utdn mind a négy hdsokk faktor expresszids szintje
szignifikansan megnovekedett a szivben. A HSF1 expresszioja nem valtozott
a majban, szemben a tobbi hdsokk faktorral, amiknek kiemelkedden magas
expresszidjuk volt.

Az ivarérett kakasok heréjében megemelkedett hosokkfehérje és hésokkfaktor
expressziot mutattak ki Wang és munkatarsai Tajvanon honos hazityuk fajtan
(Wang et al., 2013). Microarray segitségével tobb mint 300 gén mikodését
vizsgaltadk meg. Eredményeik alapjan, 169 gén talmikodott, mig 140 gén
expresszidja csokkent.

Kang és munkatarsai brojler csirkék elézetes hokezelés eredményét vizsgaltak
ivarérett korban hdstressz esetén. A hdsokk fehérjék expressziojat a
szarnyvénabol vett vérbdl, valamint majbol allapitottdk meg. A két
héstresszelt csoportnak az eredményei a GAPDH referencia génhez lettek
normalizalva. HSP70 és HSP27 esetén taldltak szignifikansan magasabb
expressziot az eldzetesen hdkezelt 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 4llatoknal, mint a kontroll
csoportban (Kang et al., 2019).

Anand ¢és munkatarsai kendermagos erdélyi kopasznyaka allomanyt
hékezeltek. Hairom csoportban vizsgéltak a hdkezelés eredményét. A kontroll

csoportot atlagos kornyezeti hdmérsékleten tartottak, a hékezelt csoport 38,5
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°C-on két napos korban 12 6ran keresztiil, majd ivarérett korban 30 °C-0s
hoéstressznek volt kitéve 12 héten keresztiil. A harmadik csoport nem kapott
eldzetes hdkondicionalast, csak a 30 °C-os 12 héten keresztiil tartd hdstresszt.
Az F2 generacid6 embrioibol vérvétellel PGC tenyészeteket alapitottak,
valamint az embriondlis fejlédés 10. napjan az ivarszerveket kiboncoltak ¢€s
abbol HSP70 expresszids mintdzatot vizsgaltak. Az elézetesen hokezelt és
hostresszelt, valamint a csak hostressznek kitett allatokbol szarmazod
ivarszervekben magasabb HSP70 expressziot mutattak ki mint a kontroll
csoportban, de ez nem mindsiilt szignifikans eredménynek (Anand et al.,

2016).

A dolgozatban leirt hékezelési eljaras pozitiv hatast valtott ki kendermagos
erdélyi kopasznyaku fajta esetében, melyet igazoltam molekuléris bioldgiai
modszerekkel. A HSP és HSF expresszios értékek Osszehasonlitdsat nem
tudtam elvégezni, mert irodalmi adatok nem allnak rendelkezésre. Eldzetes
hoékezelés nélkiil héstressznek kitett hazityakoknal az ivarszervekben
végbemend molekularis valtozasokat tobb kutatocsoport is vizsgalta (Xie et
al.,, 2014; Zhang et al.,, 2014; Kang et al.,, 2019). Eredményeik jol
Osszevethetdk az altalam kapott kdzvetlen hokezelés utan torténd vizsgalatok
eredményeivel.

Az Osivarsejtek alaposabb tanulméanyozasa Van de Lavoir és munkatérsai altal
kifejlesztett tenyésztdmédium létrehozéasat kovetden valt kiemelt jelentdségli
kutatasi témava (van de Lavoir et al., 2012). Az el6z6 évtizedben szamos
publikacidé megjelent az Osivarsejtek alapitdsaval, 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
tenyésztomédium, mely a ndstény ivara PGC tenyészetek fenntartisat is
tamogatja taplalo sejtek nélkiil Whyte és munkatarsai nevéhez fiizédik (Whyte

etal., 2015).
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Yu és munkatarsai kinai meiling hazityuk fajtabol izolalt dsivarsejteket,
valamint jellemezte dket immunhisztokémiai festéssel. A HH14-16 kozotti
fejlédési stadiumban 1évé embriokbol izolalt vérbdl Nycodenz gradiens
centrifugalast kovetden Kkitisztitottdk az Osivarsejteket, majd ezekbdl
alapitottak sejtvonalat. Az Osivarsejt vonalakon real-time PCR segitségével
Osivarsejt specifikus marker expresszios szinteket vizsgaltak (DAZL, CVH). A
karakterizalt Osivarsejteket PKH26 festékkel jelolték, majd visszainjektaltak
recipiens brojler fajta dorzalis aortdjaba. Négy ivarérett kakast hoztak 1étre,
melyeket visszakeresztezek az eredeti meiling fajtaval. Osszesen 12,6 %-ban
kaptak eredeti donor fajtaja utoédokat (Yu et al., 2019).

A recipiens fajtaba torténd integracié jobb nyomon kovethetésége érdekében
fluoreszcensen jelolt dsivarsejt vonalakat allitottak eld. Ezekkel a vilagito
ivarszervbe. Park és munkatarsai piggyBac transzpozon konstrukcidval
transzfektaltak dsivarsejteket hazityuk ¢€s fiirj fajban. Az eldallitott sejtvonalak
karakterizalasa utdn a GFP-t expresszalo PGC-ket visszainjektaltdk recipiens
fajtaba. Osszesen az F2 generacioban 459 kikelt csibe koziil 228 (52,2%) allat
expresszalta a GFP-t (Park and Han, 2012). Macdonald és munkatarsai
Osivarsejteket izolaltak GFP-t expresszald embriokbol, majd ezeket
visszainjektaltak recipiens fajta vérkeringésébe. Osszesen 26 embridba
injektaltak him ivard GFP-t expresszalo dsivarsejtekkel, melybdl 12 (46,15%)
embrio ¢lte tal a beavatkozast. A transzgénikus talélt kakasokat felneveltek,
majd vizsgaltdk a spermatoldgiai tulajdonsagaikat. A him transzgénikus
kakasok visszakeresztezése nem transzgénikus tyukokkal 2-16 % kozotti
transzgénikus utdédot eredményezett. A tojo transzgénikus tytkokat
visszakeresztezték nem transzgénikus kakasokkal és 0%-ban kaptak
transzgénikus utddokat. Az ivarszervek vizsgalata utdn a petefészekben nem

talaltak GFP pozitiv sejteket. Ebbdl arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a him
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ivara PGC-k him recipiensben funkcionalisan aktivak maradnak, mig tojé
allatoknal az oogenezis folyaman eliminalddnak a petefészekbdl (Macdonald
etal., 2010).

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

A GFP-t expresszalo Osivarsejtek alapitasi 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; Lazar et al., 2021). Az alapitott sejtvonalakat dsivarsejt specifikus és
Ossejt specifikus markerekkel (SSEAl1, CVH, DAZL, P63) torténd
karakterizalasi eljarassal elemeztem, melyek az irodalomban fellelhetd
eredményekkel jo egyezést mutatnak (Tonus et al., 2016; Lazar et al., 2018,
2021; Yu et al., 2019).

A GFP-t expresszalod Osivarsejtek injektaldsi eredményei mind talélésben,
mind ivarszervi kiméra eléallitasban tiikrozik az irodalomban megtalalhat6
adatokat (Macdonald et al., 2012; Park and Han, 2012). Az altalam injektalt

him és néstény ivart GFP-PG sejtek integracidja him és tojo recipiens
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embridoban hasonldo eredményeket adott, mint amire Macdonald ¢&s
munkatarsai, valamint Tagami és munkatarsai jutottak. Mind a két ivar
esetében taldltam integraciot, és immunhisztokémiai vizsgalatokkal az
embrionalis fejlédés 14. napjan az ivarszervben meg tudtam hatarozni azokat
a PG sejteket, melyek valosziniisithetben az ivarérett allat ivarsejtjeinek

képzésére alkalmasak lesznek.

4.1 Javaslatok

A hokezelési eljarasokkal altaldnosan javithatd az allatok hétolerancidja. A
dolgozatomban leirt hdkezelési eljaras sikerrel alkalmazhat6 lehet nagylizemi
gazdasagok szamara, hogy a nyari kanikulaban a napi tojastermelés, valamint
a termékenységi rata ne csokkenjen.

Kutatasomban széles korben vizsgéltam a hazityuk ivarszervre haté faktorok
expressszios szintjét real-time qPCR-t alkalmazva. Kozvetleniil hokezelést
kovetden a hazityuk ivarszervében a hdsokk fehérjék (HSP) és hdsokk
faktorok (HSF) expresszios szintje megvaltozik. Ezeknek a valtozdsoknak a
meglétét igyekeztem igazolni ivarérett hdzityukoknal.

Az ivarszervben talalhato Osivarsejtekben a megmaradd valtozasok, melyek
erdsen konzervalodtak a genomban, atadoédnak az utdd generacid szdmara is.
Erre az informacié atadésra az Osivarsejtek, vagy PGC-k képesek, ezért
fontosnak tartottam ezeknek a sejteknek a részletesebb megismerését.

A PGC vonalaink epigenetikai vizsgalata is folyamatban van a lyoni INSERM
munkatarsaival egyiittmiikodve. Amennyiben bebizonyosodik az, hogy PGC-
ken keresztiil atorokithetd lesz ez a szerzett tulajdonsag, ez valosziniileg
felkelti a nagyiizemi allattartok figyelmét is. Minél forrobbak a nyarak, annal
nagyobb jelentdsége lesz ezeknek az egyszerli eldzetes hdkezelési

eljarasoknak, mert nem csak produktivitasi, de fitness novekedési hatassal is
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bir. Ennek segitségével az extrém magas kornyezeti hdmérsékletet is el tudjak
viselni az éllatok.

A hazityuk 6sivarsejtek tenyésztése napjainkban mar megoldott. Az optimalis
recipiens fajta megtalalasa a jovo fontos feladata, segitségével az injektalas
soran a mortalitas csokkenhet, tovabba magasabb integracids arany érheto el,
amely akar veszélyeztetett fajok, fajtdk egyedeinek visszanyerésében is
segithet. Tovabbi fontos cél, hogy egy adott genetikai moddosulas (pl.
hétolerancia) az Osivarsejtekkel sikeresen atadhatdo legyen egy recipiens
fajtanak, igy annak utddait keresztezve olyan egyedek johetnek 1étre, melynek

sejtjei tartalmazzak a kivant médosulast.
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