DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

ECKER ANDRAS

GODOLLO
2024



NMYA| 1=

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem

HIiM (z2Z) ES NOIVARU (ZW) OSIVARSEJT VONALAK FEJLODESI
POTENCIALJANAK OSSZEHASONLITO VIZSGALATA

DOI: 10.54598/005940

Ecker Andras
Go6dolls
2024


https://doi.org/10.54598/005940

A doktori iskola

megnevezése: Allatbiotechnolégiai és Allattudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Mezdgazdasagi Biotechnologia
vezetdje: Dr. Mézes Miklés (D.Sc.)

az MTA rendes tagja, egyetemi tanar, Magyar Agrar- ¢€s
Elettudomanyi Egyetem Mezdgazdasag- és
Kornyezettudoményi Kar, Allattudomanyi Alapok Intézet,
Takarméanyozéstani Tanszék
Témavezeto: Dr. Gécza Elen (D.Sc.)
az MTA levelez6 tagja, tudomanyos tanacsado, kutatasért
felelds intézetigazgatd-helyettes, tanszékvezeto,
csoportvezetod
MATE, GBI, Allatbiotechnol()giai Tanszék
Alkalmazott Embriologia és Ossejtbiologia Csoport
Tars-témavezeté:  Dr. Varkonyi Eszter (C.Sc.)
tudomanyos fdmunkatars
Nemzeti Biodiverzitas- és Génmegdrzési Kozpont

Haszonallat-génmegOrzési Intézet

Az iskolavezetd jovahagyasa

Prof. Dr. Mézes Mikl6s, MTA doktora

A témavezet0 jovahagyasa A tarstémavezetd jovahagyasa

Dr. Gocza Elen, MTA doktora Varkonyi Eszter C. Sc.



1. Tartalomjegyzék

1. TartalomjegyZEK ......cccvooiiiiiiciii e 3
2. Munka elézményei, CEIKItUZESEK .......covvvviriiiiiiiiicii 5
CRIKITAZESEK: ...eiiveiiie ettt 6
3. ANYag €S MOUSZET ..ooovvvviiiiieiiiie ittt 7
A fehér magyar tyukfajta bemutatasa..........ccccovvveiiiiieiiiin i 7
Allatkisérleti engedELYek.........oovviivivieeiieiieeeseiee s, 7
Az allomanyok tartastechnolOgiaja........cccovvvveiiiiiiiiiieniiie e 8
Az 6sivarsejtek 1ZOIAlASA.........covveiiiiiiicec e 8
Az 6sivarsejt-vonalak alapitdsa €s fenntartdsa.........ccocceveeiivenieiiieiiesnienne 8
IvarmeghataroZas ..........ccocveiiiiiii e 9
RNS expresszios VIZSZAlatok ..........ccvvveiiiiiiiiiieiciesee e 9
Immunhisztokémiai vizsgalatok ...........ccceviiiiiiiiiii 10
A sejtvonalak mélyhiitése €s felolvasztasa.........cccooeiiiiieiiiiiicnic e 10
Plazmid 1ZOIAIAS .........cooeiiiieii 11
EIeKtropOTalas .....ooviiiiiiiiii s 11
Transzgénikus sejtvonalak alapitdsa és fenntartasa ............ccceeeveeriieeninnnnn 12
Egysejt alapu klontenyészetek alapitdsa ..........cccocvvieiiiiciiiiiecnee 12
A Dbeépiilési potencidl vizsgdlata: FUCCI sejtek injektalasa recipiens
EMDIIOKDA ... 13
Kromoszoma vizsgalatok ............ccoviviiiiiiiiieiec e 14
DNS szekvenalas a transzgén beéplilésének igazolasara..........cccocevevvennnne 14
Mikotoxinkezelés alkalmazasa a sejtciklus befolydsoldsara..............coc.eee. 15
Timelapse videdk készitése a transzgén miikodésének igazolasara............ 16
Statisztikal analiZiS........c.ceeieiiiiiiii e 16
4. Eredmények €s azok megbeszEl€se.........coviriiiiiiiiiiiiiiiii 17
Alapitast STATISZEKA .....eeveiiiieiicceee e 17
IvarmeghataroZas ..........ccooviiieiiiiee e 17
RNS expresszids VIZSZAlAt .........covviveriiiiiiiieee e 17
Immunhisztokémiai vizsgalat ... 17



Transzgénexpresszios eredmények az elektroporalast kdvetden ................ 18

Transzgénexpresszios eredmények a klonozast kovetoen ..........ccccvverneeene 18
A klon sejtvonalak karakterizalasi eredmeényei.......ccccvvveviiveiininiiineniinnns 18
Sejtintegracid hatékonysaga recipiens embriokba ..........ccceevvveiiieeiiinennnnnn. 19
Szekvenalasi eredmMeENYeEK .........cocvvviiiiiiiiiieiiie e 20
A sejtek reakcioja mikotoxin hatasara és a médiumcesere hianyara ............ 20
Sejtek transzgénexpresszios valtozasainak bizonyitasa.........cccoccevvvernenne. 22
Kovetkeztetések €s a javaslatok ..........cccoveviiiiiiieiiiiciicec 23
Uj tudomanyos eredmEnyek .............co.evreeureereeseeresesesessessessesseseeneenens 27
Fontosabb publiKACIOK ........cceviiiviiiiiiiiiiii e 28
[rodalomjegyzZEK .....c..uviiieiiiiie e 30



2. Munka elozményei, célkitiizések

A termelésbdl kiszoruldo fajtdk védelmét génmegdrzéssel probaljak
megoldani kiilonb6z6 allami és civil szervezetek. Tobbféle génmegdrzési
modszer 1étezik, amelyeken beliill megkiilonboztetiink in vivo és in vitro
lehetdségeket. A génmegOrzéshez hasznalt sejt- vagy szdvettipus a megdrzendd
faj fliggvényében valtozik. Eml6sok esetén a spermamélyhiités technologidja a
legszéleskoriibben bevett metodus (Ugur et al., 2019; Yanez-Ortiz et al., 2022).
Madarfajok  esetén  azonban, koOszonhetden a  madarak  specidlis
szaporodasbiologiai sajatossdgainak, ez a technologia csak részmegoldast jelent.
[géretes eredményeket mutat ezen a téren az &sivarsejtek (primordial germ cells,
PGCs) (Petitte, 2006) vagy a gonadszovetek mélyhtitése (Hu et al., 2022; Liptoi
et al., 2013; Liptoi et al., 2020; Tiambo et al., 2021), azonban ezek a modszerek
a legtobb fajban még fejlesztésre szorulnak.

Az 6sivarsejtek unipotens sejtek, melyek az ivarsejtek eldsejtjei (Kimura and
Nakano, 2011). Felhasznaldsuk a kutatdsban rendkiviil széleskorli, ugyanis a
génmegdrzés (Lazar et al., 2021) mellett szaporodasbiologiat érintd
allategészségiigyi kisérletekben (Trefil et al., 2017), ivarszervi kiméra egyedek
eldallitasaban (Tajima et al., 1998) valamint a madarak transzgenezisében
(Divya et al., 2021) is jelentds szerepet jatszanak. Héazityuk fajban a PG-sejtek
izolalasa és tenyésztése jol megoldhato, kdszonhetden a megfeleléen mitkkodd
modszerek és tenyésztdomédiumok leirdsanak. Ezen in vitro tenyészetek kivalo
alapot biztositanak a fent emlitett kutatdsok elvégzéséhez, amennyiben a
sejtkulturdk kielégitd szamu és egészségi allapotu sejtbdl allnak. Ennek
ellendrzésére tobbféle modszer all rendelkezésiinkre, azonban ezek jo része
karos lehet a sejtekre nézve, igy csak kisszamu sejten végzett mérések alapjan
kovetkeztethetiink a teljes tenyészet allapotara.

Egy teljes tenyészet monitorozasahoz szolgaltat lehetdséget a FUCCI
(Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) transzgén komplex. Ez

az eszk6z a sejtciklus soran periodikusan expresszald fehérjék jelenségére
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alapoz (Blow and Dutta, 2005). Mivel a sejtciklus bizonyos szakaszain az arra a
szakaszra specifikus fehérjék termelddnek a sejtben, ezekhez a fehérjékhez
kiilonboz6 szinli fluoreszcencidval jeldlt riportergént kapcsolva a sejt ciklikus
szinvaltozason mehet keresztiil a sejtosztédas 1épcsdi soran. Ezzel olyan
sejttenyészeteket hozhatunk létre, amelyeken megfeleld gerjesztéssel a teljes
tenyészetet figyelembe véve vizsgalhatjuk a sejtek aktudlis egészségi allapotat
¢s alkalmassagat kisérleti felhasznalasra.

Bar eddig tobb fajon és tobb sejttipuson sikeriilt alkalmazni a FUCCI
transzgént, még nincs precedens hazityuk fajbol FUCCI pozitiv sejtek
létrehozasara. A jelen dolgozat alapjaul szolgald kisérlet ezt a célt tlizte ki maga

elé.

Célkitiizések:

A kisérlet soran kitlizott célok a kovetkezok voltak:
~ hazityuk PG sejtvonalak alapitasa, fenntartasa és jellemzése,
~ FUCKCI plazmid eldallitdsa kompetens sejtek segitségével,
~ FUCCI komplex transzfektalasa hazityuk désivarsejtekbe,

~ stabil transzgénikus sejtkulturak Iétrehozasa €s jellemzése,

~ stabil egysejt eredetii klontenyészetek 1étrehozésa €s jellemzése,
~ a FUCCI transzgén jelenlétének bizonyitasa,

~ mikotoxinhatés vizsgalata FUCCI pozitiv sejteken.



3. Anyag és modszer

A fehér magyar tyukfajta bemutatasa

A magyar tyukfajtdkra altalanossdgban jellemzé a kozepes testméret
(tyakoknal 2,0-2,3 kg, kakasoknal 2,5-3,0 kg atlag), a jol fejlett, dombora
mellizom, a magasan tlizott szarny és a mély tojohas. Labuk kdzéphosszu, sarga.
Fejiik kicsi, koponyacsontjuk dombort, csoriik rovid, de erds tovii. A taréj
kozepes mértii, csipkézett flirésztaraj, mely hatranyulo, felallo, de tojok esetén
sokszor dolt. Az all-lebeny lekerekedd, a flillebeny ovalis, ¢lénkvords. Mivel a
fajta kettOshasznositasu, jo mindségl, finom rosty, izletes hussal rendelkezik, de
emellett tojastermelése sem elhanyagolhatdé (140-150 db/év). Kisérletiinkhoz
azért ezt a fajtat vélasztottuk, mert a vele végzett in vitro miiveletek mar jol
meghatarozottak, és Lazar Bence kollégam éaltal koriiltekintéen dokumentéltak

(Lazar et al., 2021).

Allatkisérleti engedélyek

A kisérlethez felhasznalt 4allatokat a Nemzeti Biodiverzitds- és
GénmegoOrzési Kozpont Haszonallat-génmegorzési Intézet (NBGK HGI)
biztositotta. A tartaskoriilmények megfeleltek a Magyar Allatvédelmi Térvény
(1998. XXVIIL.) altal eléirt normaknak. Emellett az NBGK HGI rendelkezik a
szilkséges Nemzeti Elelmiszerlanc-bizottsagi Hivatal Allat-egészségiigyi 6és
Allatvédelmi Igazgatosaga altal kiallitott allatkisérleti engedéllyel. A kisérleteket
a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnologia Intézet
Alkalmazott Embriologia és Ossejtbiologia Csoportjanak (régi nevén Nemzeti
Agrarkutatdsi  és Innovéacidos Kozpont, Mezdgazdasdgi Biotechnologiai
Kutatointézet) laboratériumaban végeztem az intézet jovahagyasaval, és az
altala biztositott allatkisérleti és transzgénikus allat-el6allitasi engedélyek

értelmében.



Az allomanyok tartastechnologidaja

Az Oscsirasejt-tenyészetek alapitdsahoz hasznalt tojasok az NBGK HGI
génbanki allomanyabol szarmaztak. Az allatokat kiiltéri kifutoval rendelkezd
6lakban tartottdk, 5-6 egyed/m’? 4allomanysiiriiséggel és 7 tojo 1 kakas
ivararanyban. A tojasrakas kétszintes tojofészkekben tortént, 5 tojo/tojofészek
hasznélati intenzitdssal. Az allomany takarméanyozasa tojotappal tortént, ad
libitum. A tapot a jobb tojasmindség érdekében mészgrittel egészitették ki. A
tojasokat naponta kétszer gytijtotték, majd hiitott tojastaroloba helyezték Oket.
Maga a keltetés mar a MATE GBI laboratériumaban tortént Midi F500S
keltetogépben (PL Machine Kft. Tarnok, Magyarorszag), 37,8°C hémérsékleten,

70% paratartalommal, 6ranként kétszeri 45°-os forgatassal.

Az osivarsejtek izolaldsa

A vérvételt Hamburger&Hamilton 15-17. staddiumu (kb. 51-56. ora)
embriokbdl végeztem. A tojasokat a keltetobdl kivéve a keltetdben elfoglalt
pozicidjukat megtartva fertOtlenitettem, majd petricsészébe tortem Oket,
vigyazva, hogy a szikmembran ne sériiljon, valamint az embrid a szik tetején
helyezkedjen el. Maga a vérvétel mikroszkop alatt, szajpipettara erdsitett steril
iiveg mikrokapillarissal tortént, amelynek atmérdje kb. 30-40 pm atmérdji volt.
A behatolds az embri6 dorzalis aortdjaba tortént, ahonnan nagyjabol 1,5-2,0 pl
vért szivtam le. Ezzel parhuzamosan minden embriobdl szovetmintat is
izolaltam a késdbbi ivarmeghatarozas céljabol, amit -20°C-on tartottam késobbi
analizisig. Minden vérvétel adatait (sorszam, idOpont, fejléddési stadium,

deformitas) dokumentaltam.

Az osivarsejt-vonalak alapitdsa és fenntartasa

Az 6sivarsejteket tartalmazo vért PGC tenyésztomédiumba cseppentettem.
Ennek a tapoldatnak a segitségével mar 2-3 hét elteltével az izolacid utan stabil
Osivarsejt-tenyészetek nyerhetéek. A tapoldatot a tenyészeteken egy héten

haromszor (hétfé-szerda-péntek) cseréltem. A  sejttenyészeteket CO»-
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termosztatban (Sanyo MCO-19AIC (UV) Incubator, Sanyo, Japan) 38°C
hémérsékleten, magas paratartalom és 5% CO> koncentraciéo mellett tartottam

fent.

Ivarmeghatarozas

Az ivarmeghatirozdshoz a mélyhlitétt embriondlis szdvetmintakat
felolvasztottam ¢s kit (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche
Diagnostics, 11796828001, USA) segitségével izolaltam beldlilk a DNS-t. Az
ivarmeghatarozashoz a CHD1 primerpart hasznéltam (Griffiths et al., 1996; Lee
et al.,, 2010). A PCR-t a ProFlex PCR System (Applied Biosystems, USA)

segitségével végeztem. A kapott termékeket gélelektroforézissel vizsgaltam.

RNS expresszios vizsgalatok

A stabil sejttenyészetekbdl sejtmintdkat gytjtottem. Az RNS izoléalast a
felolvasztast kovetden, 125 pul tiszta etanol hozzdadasa utin az
RNAquariousTM-Micro Total RNA Isolation Kit (Thermo Fischer Scientific,
AM1931, USA) protokollja szerint végeztem. 15 pl mintat 15 pl MasterMix-
szel kevertem 0ssze, utobbit a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, 4368814, USA) leirasa szerint allitottam dssze.

A PCR utéan kapott cDNS mintakat kvantitativ real-time PCR-rel vizsgaltuk.
Az ehhez hasznalt reagens mintanként nukledzmentes vizet, Power
SYBERGreen Master Mixet (Applied Biosystems, 4368575, USA), forward és
reverse primert, valamint cDNS mintat tartalmazott. Glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GAPDH) (Integrated DNA Technologies, USA) primert
hasznaltam kontrollnak, mig a hazitytk VASA homologot (CVH) (Integrated
DNA Technologies, USA) és a DAZL gén primerét (Deleted in azoospermia-like
gene) (Integrated DNA Technologies, USA) d&ssejtspecifikus markerként
alkalmaztam. Magahoz a qPCR-hez a Mastercycler® Realplex Real-Time PCR



System (Eppendorf, Németorszdg) gépet hasznaltam. Referencia festékként

ROX-ot hasznaltam.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A fixalas 4%-os PFA-val (Fluka, 30525-89-4, Svijc) tortént. Ezutan
blokkol6 oldatot (PBS, 0,1% BSA, 0,1% TritonX (Fluka, 93426, Svijc), 2,5%
szamar szérum) tettem a mintdkra. Ossejtspecifikus anti-SSEA-1 (Millipore,
MC480, Németorszag) és ivarsejt-specifikus anti-CVH (Dr. Bertrand Pain, Stem
cell and Brain Research Institute (SBRI), Lyon, Franciaorszag) elsédleges
ellenanyagokat hasznaltam, eldbbit az Anti-Mouse-IgM-rD549® (Jackson
ImmunoResearch, 715-505-140, USA) voros masodlagos ellenanyaggal, utobbit
az Alexa Fluor® 488 Anti-Rabbit-IgG (H+L) (Life Technologies/Molecular
Probes, A-21207, USA) zo6ld masodlagos ellenanyaggal parositottam.
M¢élyvords TO-PRO™-3  jodid (642-661) (Invitrogen, T3605, USA)
nukleuszfestéket hasznaltam minden mintanal (Bink et al., 2001), amit aztan
digitalis modositassal kék szinnel jeloltiink a képeken. Ezutdn a mintakat
ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, P36962, USA)
feddoldattal és fed6lemezzel boritottam. A kész mintak kiértékelését Leica TCS

SP8 konfokalis mikroszkdp (Leica, Németorszag) segitségével végeztem.

A sejtvonalak mélyhiitése és felolvasztasa

Az idedlis sejtszdm (kb. 80.000 sejt/300 pl médium) és tisztasag
ellendrzését a NanoEntek Arthur fluoreszcens sejtszamold géppel (NanoEntek,
Dél-Korea) végeztem a sejtek mérete és alakja alapjan. A mélyhiitésnél a Kong
¢és mtsai altal kidolgozott FAM2 mélyh{itd médiumot hasznaltam (Kong et al.,
2018). A mintékat -150°C-os fagyasztoban taroltam.

A felolvasztds sordn a mintdkat 90 masodpercig 38°C-os vizfiirdobe
helyeztem, majd a lehetd leggyorsabban 900 pl 3:1 DMEM+viz keveréket
adtam hozzajuk, hogy a higitassal enyhitsem a DMSO karos hatasat. A sejteket

centrifugaltam, a feliiliszot leszivtam, és jabb mosast kdvetden tapoldatban
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szuszpendalva plate-re helyeztem ki 6ket. A sejtvonalak felvételét kovetden két
napig naponta cseréltem médiumot a tenyészeteken, hogy biztositsam a

megfeleld kortilményeket a sejtek akklimatizaciojahoz.

Plazmid izolalas

A FUCKCI transzgént, a piggyBac transzpozont ¢s a hyPBase transzpozazt
Dr. Nagy Andras szolgéltatta (Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute,
Toronto, Kanada). A plazmidokat Dr. Hoffmann Orsolya (Magyar Agrar- ¢és
Elettudoméanyi Egyetem, Genetika és Biotechnolégia Intézet, Modellallat
Genetika Csoport) segitségével kompetens Escherichia coli sejtekbe
transzformaltuk, majd ezeket a baktériumokat taptalajon tenyésztettem, hogy
telepeket nyerjek. Individualis telepeket gytijtdttem és helyeztem ket kiilon
folyékony tapoldatokba. Mikor a folyékony tapoldatban torténd tenyésztés
hatasara a kulturak elérték a kivant sejtstiriséget, az EndoFree® Plasmid Maxi
Kit (Qiagen, 169026122, Németorszag) segitségével izolaltam a plazmid DNS-t.
A mintédkat vagy OptiMEM tapoldatban (Gibco, 11058-021, USA), vagy PBS-
ben higitottam a kivant 1200 ng/ul koncentraciora, hogy osszehasonlitsam a két

oldat esetleges hatasait az elektroporalas sikerességére.

Elektropordlas

A sejtvonalak jellemzése alapjan az *1111° koda néivart és az 1116 kodu
himivara sejtvonalat valasztottam ki a transzgenezishez, mivel ezek eldzetesen
karakterizalt, stabil tenyészetek voltak. A két vonalat kiilon-kiilon
Osszegyljtottem, majd 20 pl-t félreraktam beldliik tovabbtenyésztésre abszolut
kontrollnak, a maradékot pedig centrifugdltam és kialakitottam az 1 millid
sejt/100 pul oldat koncentraciot. Ebbdl a sejtszuszpenzidbol haromszor 100 pl-t
mértem sz€t, egyet az OptiMEM-mel higitott plazmidokhoz, egyet a PBS-sel
higitott plazmidokhoz, egyet pedig elektroporalasi kontrollnak. Emellett 30 pl
sejtszuszpenzidt OptiMEM-ben tartottam 15 percen keresztil, hogy

megfigyeljem az oldat sejtekre gyakorolt hatésat is.
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100 pl sejtszuszpenzid elektroporalasdhoz 10 pg plazmid DNS-re volt
sziikség, amit 8 pul oldatban oldottam fel. A FUCCI plazmid és a hyPBase enzim
aranya a reakcioban 1:1, igy 4-4 ul oldatban 5-5 pg volt a plazmid mennyisége,
igy 1,2 pg/ul lett a plazmid végsoé koncentracidja. A transzfektalashoz a Neon
Transfection System (Invitrogen, MPKS5000, USA) elektroporatort ¢&s
kiegészitdit hasznaltam. A gép beadllitasai a kovetkezOk voltak: 1300 V

fesziiltség, 10 ms idStartam és 4 ismétlés.

Transzgénikus sejtvonalak alapitdsa és fenntartasa

Az elektroporator-tiiben transzfektalt sejtoldatot 1-1 csepp formajaban a 12-
lyuka szdvettenyésztd plate-re elére kikészitett tenyésztomédiumba helyeztem,
két kiilon lyukba. A kisérlet masnapjan a sejtvonalakat Leica DFC 7000T
szteredmikroszkop (Leica, Németorszag) segitségével vizsgaltam, hogy
ellendrizzem azok fluoreszcenciajat, és ezzel az elektroporalas sikerességét.

Az alapitott fluoreszcens transzgénikus vonalakat minden masodik nap
ellendriztem a sztereomikroszkép alatt. Emellett az elkovetkezd honap soran
tobbszor ellendriztem a sejtszdmot ¢és a zold/piros sejtardnyt az Arthur
fluoreszcens sejtszdmlalogéppel, valamint fotokat is készitettem a Leica
konfokalis mikroszkoppal. Utobbi vizsgalatokhoz TO-PRO-3™ magfestékkel
jelolt mintdkat is hasznaltam. Ezek alapjan megbizhatéan nyomon tudtam
kovetni a sejtvonalak fejloddését. Tiz nappal az elektroporalast kovetden a
tenyészetek elérték a megfeleld sejtszamot ahhoz, hogy vonalanként két mintat

mélyhtithessek, ezzel biztositva a hosszatava fennmaradasukat.

Egysejt alapu klontenyészetek alapitasa

A tiszta transzgénikus tenyészetek létrehozéasa érdekében egysejt alapt
klontenyészeteket alapitottam. Cseppekbdl valogattam ki a fluoreszcens sejteket
tiveg mikrokapillarissal ellatott szajpipetta segitségével. A kivalasztott sejteket
96-lyuku szovettenyészté plate 70 pl médiumot tartalmazd lyukaiba
cseppentettem.
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A néivard 1111 vonalbdl alapitott egysejt tenyészeteket FCF (FUCCI
female), a himivara 1116 vonalbdl alapitottakat FCM (FUCCI male) névvel
jeloltem. Mindkét nembdl 20-20 klonvonalat probaltam alapitani 10 nap
leforgasa alatt (FCF1-9.: 2022.11.23.; FCF10-20+FCM1-5.: 2022.11.24.;
FCM6-8.: 2022.11.30.; FCM9-20.: 2022.12.02.).

Hérom héttel az els6 alapitdsok utan 6 klénvonal maradt fenn, harom him
(FCM5-7-8) ¢és harom tojo (FCF3-4-5) eredetli sejttenyészet formdjaban.
Ezekbdl az FCF3-4 vonalak, bar kezdetben rendelkeztek fluoreszcens szignallal,
eddigre elvesztették azt. A hat vonalat kiilon csdvekbe mélyhiitottem a késébbi
felhasznalas céljabol (1 csé/vonal). Mivel a sejtek mindsége és a fluoreszcencia
erdssége is az FCF5 és az FCMS5 vonalakban volt a legkiemelkeddbb, ezért ezt a

két klontenyészetet valasztottam ki a tovabbi kisérletek elvégzésére.

A beépiilési potencial vizsgalata: FUCCI sejtek injektalasa recipiens
embriokba

Sejtszamolas segitségével kialakitottam az injektalashoz idealis 5000 sejt/pl
koncentraciot. A szuszpenziokat a kisérlet megkezdésééig (de maximum néhany
oréra) 1,5 ml-es csovekben az inkubatorba helyeztem 38°C-on.

Az injektalashoz fehér magyar hazitytk tojasokat inkubaltam. A tojasokat a
laborban fertdtlenitettem, majd csipesszel dvatosan ablakot nyitottam a mészhé;
tetején, valamint a légkamranal is. Eltavolitottam az ablaknal a membrant,
n¢hany csepp PBS-sel megakaddlyoztam az embrid kiszaradasat, majd
szajpipettara rogzitett tiveg mikrokapillarisba 2 pl melegitett sejtszuszpenziot
szivtam, ¢és a kapillarist az embrid szivesovébe vezetve a sejteket a véraramba
injektaltam. A tojast ezutan UV-fény alatt sterilizalt parafilmmel lezartam, és az
embriot az ablakkal ellentétes oldalra forgatva visszahelyeztem azt a keltetObe.

Az injektalt embriokat a keltetés 7. napjan kibontottam a tojasokbodl és
izolaltam a gonadokat. Az izolalt gonadokat frissen sztereomikroszkop alatt

vizsgaltuk és fotdztuk, hogy bizonyitsuk a fluoreszcens jel jelenlétét.

13



Kromoszoma vizsgalatok

A kromoszéma vizsgéalatok elvégzéséhez a sejtszuszpenziora 20 pl
KaryoMAX™ kolcemid oldatot (10 pg/mL, Gibco, USA) helyeztem, majd
kétoras inkubalas utan a tenyészeteket 1,5 ml-es eppendorf csovekbe gyljtottem.
A sejteket 7 percig 300 g intenzitassal centrifugaltam, majd 0,56%-os KCl
oldatba szuszpendaltam (hipotonias kezelés), végiil 10 perc szobahdémérsékleten
torténd inkubdlds utdn harom I1épésben 3:1 metanol-ecetsav keverékével
fixdltam. A sejtszuszpenziot nedves  targylemezre  cseppentettem,
szobahdmérsékleten széritottam, majd 5%-os, foszfat pufferben oldott Giemsa
festékkel 7 percig festettem (Alfi et al., 1973; Anand et al., 2018). A lemezeket
desztillalt vizes Oblités utdn szobahdmérsékleten szaritottam, majd mikroszkop

alatt (Zeiss Axioskop2 Plus) 1200x-os nagyitds mellett vizsgaltam.

DNS szekvendlads a transzgén beépiilésének igazolasara
A genomi DNS izolalasa a Roche High Pure PCR Template Preparation
Kit segitségével tortént a sejtpelletekbdl, majd a szekvenalds Illumina NovaSeq
miiszerrel, parositott végli, 150 nt olvasasi hosszisagu szekvenalassal.

A vizsgalatban a transzgénikus vonalak mellett (FCMS, FCF5) két nem
transzgénikus PGC vonalbol (1111, 1116) szarmaz6 minta is részt vett, amit az
Osszehasonlitdsnal hasznaltunk referenciaként. A szekvendlasban és az adatok
kiértékelésében Dr. Barta Endre és Fekete Zsofia segitettek (Magyar Agrar- és
Elettudoméanyi Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet, MezGgazdasagi
Genomikai €s Bioinformatikai Csoport).

A szekvendlds mindségét a FastQC program segitségével ellendriztiik az
illesztés elott (Andrews, 2010). A kapott readeket ezutan a teljes genomhoz
igazitottuk (bGalGall.mat.broiler. GRCg7b, Ensembl 110. kiadés) (Martin et al.,
2023), kiegészitve a FUCCI vektor fasta szekvencigjaval. A PB. CAG_FUCCI
szekvenciat a legjobb mindségli genomi szekvencidhoz adtuk hozzd extra
kontigként. A komplementalt genomot ezutan indexaltuk, és a readek-et a DNS-

szekvencidk nagy referencia genomhoz valo illesztésére szolgald bwa-mem?2
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szoftvercsomag segitségével illesztettiik 0ssze (Vasimuddin et al., 2019). Az
illesztési paramétereket alapértelmezettre allitottuk.

ElsOként azokat az readeket valasztottuk ki, amik legaldbb részben
megfeleltek a FUCCI szekvencianak, ¢és ezen readek ID-je alapjan sziirtiik a
teljes illesztett read-sorozatot aSAMtools 1.16 verzio hasznalataval (Danecek et
al., 2021). Azon readek segitségével, melyek illeszkedtek a FUCCI
szekvenciahoz, illetve illeszthetdek voltak a FUCCI szekvencidhoz és a genomi
szekvencidhoz, sikeriilt beazonositani a transzgén integracido pontos helyét.
Azokban az esetekben itéltiink meg valamit valds beépiilésnek, ha tobb read is
fedte egymast az integracioés szakaszon Ezekben az esetekben a lefedettségi
adatokat és a leolvasdsok igazitasi pozicidit sziirtiik ki az "aligment" f4jlokbol a
pontos koordinidtdk meghatdrozasahoz. Az ¢érintett géneket az integracios
koordinatdk és a vonatkozd annotdcios fajl (Ensembl 110. kiadas)
keresztezésével hataroztuk meg. Az integracids helyek és a relevans olvasatok

crer

program segitségével (Robinson et al., 2011).

Mikotoxinkezelés alkalmazasa a sejtciklus befolyasoldasara

A Kkisérletben 5Sng/ml T-2 és 20ng/ml zearalenon koncentraciot, valamint
ezek kombinalt hatdsat vizsgaltam. A mikotoxinokat Dr. Széke Zsuzsanna
(Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnoldgia Intézet,
Szaporodasbiologiai és Toxikologiai Csoport) szolgaltatta a kisérlethez.

A mikotoxinokat PGC tenyésztdmédiumban oldottam fel. A kisérlet
folyaman végig betartottam a mikotoxinoknal kotelezd munkavédelmi és
veszélyes hulladék kezelési szabalyokat. Az FCF5 és FCMS vonalakbol
szarmazé sejteket 12 lyuku plate-re helyeztem 20.000 sejt/lyuk sejtszammal,
majd harom napon keresztiil mikotoxin tartalmii médiummal kezeltem a PGC-
ket, médiumcsere nélkiil. A kisérlet eldtt és utan konfokélis mikroszkop alatt
vizsgaltam a sejtek fluoreszcenciajat. Mintanként 5 képet készitettem 10x-es

nagyitast objektivvel, amiket a KALSZAM program (Kalcsevszki Akos altal,
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konfokalis mikroszkopos felvételek analizisére kifejlesztett Java alapu program)
segitségével elemeztem, hogy megallapitsam a fluoreszcencia ardnyat a

tenyészetekben.

Timelapse videok készitése a transzgén miitkédésének igazolasara

A timelapse videok elkészitéséhez az FCF5 és FCMS5 sejteket 96 lyuku
plate-re helyeztem ki, 9000 sejt/lyuk koncentraciéval. A mérést egy
ImageXpress Pico Cell Imaging System (Molecular Devices, USA) automata
mikroszkdp segitségével végeztem el, melynek hasznalatat Dr. Uher Ferenc és
Dr. Matula Zsolt (Dél-Pesti Centrumkorhaz, Orszagos Hematologiai ¢és
Infektologiai Intézet), valamint Dr. Hegyi Zoltdin (Bio-Science Kft.)
biztositottak. A mérés 29 oran 4t tartott, 10 percenként fotozva a tenyészeteket.
A kapott adatokat ezutdn a Fiji képszerkeszté ¢és analizald programmal
(Schindelin et al., 2012) értékeltem ki, valamint timelapse videokat allitottam

0ssze.

Statisztikai analizis

A gPCR eredmények esetén minden mintara elvégeztik a target gén
expresszio - belsd kontroll génexpresszid arany kiszamitdsat. Ehhez a GenEx
7.0 (Multid Analyses AB, Svédorszdg) szoftvert hasznaltuk a 2—-AACt
formuléaval, ahol a ACt = Ct target gén—Ct belsé kontroll, és a AACt = ACt
tesztminta —ACt kontrollminta. A csoportok kozotti statisztikai analizishez t-
probat hasznaltunk, szintén a GenEx 7.0 program segitségével. A prezentalt
adatokat atlagolt + szoréassal lattuk el, valamint egy eredményt 0,05-0s p-érték
alatt tekintettiik szignifikansnak. A szignifikancia szintjeink a kovetkezdek

voltak: p < 0,05 *, p <0,01 ** p <0,001 ***,
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4. Eredmények és azok megbeszélése

Alapitasi statisztika

A kisérletben részt vevo sejtvonalak 2019-ben lettek alapitva és mélyhlitve
Lazar Bence kollégam altal, és intézetiink génbanki allomanyat alkottak.
Osszesen 42 vérvétel tortént a fehér magyar fajtdban, amibél 20 sejtvonal
alapitasa lett sikeres, ez 47,6%-os hatékonysagnak felel meg. Ezekbdl az
alapitasokbol 6sszesen 120 mintat mélyhiitottek, amelyek a -150°C mélyhiitdben
levé génbankunkban, valamint a NBGK HGI génbankjaban vannak eltarolva
(Léazér, 2020). Az alapitasokat leszdmitva a sejtvonalak jellemzése mar az én

munkam eredménye.

Ivarmeghatarozas

A PCR segitségével torténd ivarmeghatarozas alapjan elmondhato, hogy a
20 alapitott sejtvonalbdl 14 himivara, mig 6 minta ndivaru volt. Ez 70%-0s him
¢s 30%-o0s t0j6 eredetl sejtvonal részaranynak felel meg. A kisérletbe az 1111-es
jelolésti tojo, és az 1116-os jelolésti himivari sejtvonalat vélasztottuk, mivel

ezek rendelkeztek a legigéretesebb proliferacios képességgel.

RNS expresszios vizsgalat
A gPCR alapjan megallapitottam, hogy mindkét altalam valasztott sejtvonal
expresszalta az ivarsejt-specifikus markereket, igy alkalmasak nemcsak a

génbanki megdrzésre, hanem tovabbi kisérletekben valé felhasznalasra is.

Immunhisztokémiai vizsgadlat

A konfokalis mikroszkoppal készitett fotok alapjan mindkét sejtvonal
expresszalta mindkét markert, igy ismét sikeriilt alatamasztani, hogy megfeleld
allapotti PG-sejtekkel tudtam megkezdeni a kisérletet. Az immunfestés 1épését a

transzgenezisen datesett sejtvonalakon mar nem ismételtem meg, ugyanis a

17



FUCCI zold/piros fluoreszcencidja interferalt volna a rendelkezésiinkre allo

masodlagos ellenanyagok szignaljaval.

Transzgénexpresszios eredmények az elektropordlast kévetoen

Az elektroporalast kovetd elsd napon mar sikeresen detektalhatdé volt a
FUCKCI transzgén fluoreszcenciajanak jelenléte, mind a szteredmikroszkop alatt,
mind az Arthur fluoreszcens sejtszamlald gép segitségével. Az adatok
alatdmasztottak a transzgénikus sejtek jelenlétét a tenyészetekben. Az Arthur
sejtszamologép mérései alapjan a him sejtvonal esetén a fluoreszcens sejtek
aranya osszesen 26% volt, mig ez a ndi ivart sejtvonalnal 32%-ot tett ki. Mivel
azonban a FUCCI sejtek az M fazisban nem mutatnak fluoreszcenciat, igy a

valdsagban ezeknél magasabb transzgénikus ardnnyal rendelkeztiink.

Transzgénexpresszios eredmények a klonozast kovetoen

A tenyészetek minOségének folyamatos monitorozasaval —sikeriilt
meghatdrozni azt a pontot, amikor a vonalak megfeleléek voltak az egy sejt
alapti tenyészetek alapitdsara. Ezt az idOpontot az Arthur fluoreszcens
sejtszamologéppel késziilt felvételek, valamint a konfokalis mikroszkoppal
készitett fotok alapjan sikeriilt meghatdrozni a tenyészetben jelen levd
fluoreszcencia megoszlasa alapjan. Az adatok alapjan egyértelmii volt, hogy a
klon tenyészetekben jelentdsen magasabb ardnyban képviselték magukat a
fluoreszcens sejtek, mint a kiindulasi transzgénikus vonalakban. Ez az
emelkedés a himivar esetén 52%, mig a ndivarban 8% volt. A ndivarban
tapasztalt kisebb emelkedés feltehetden részben a vonalndl megfigyelt
alacsonyabb proliferdcios ratanak, részben a ndivara PGC tenyészetekre

altalanossagban jellemz6 aggregacioképzésnek tudhato be.

A klon sejtvonalak karakterizaldsi eredményei
Az egyetlen sejt kiindulasi alapbdl tenyésztett FCF5 és FCMS5 sejtvonalakat

a fentiek szerint, valamint annak kiegészitésével jellemeztem. Az eredmények
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alapjan mindkét sejtvonal a hosszatavu in vitro tenyésztés ellenére is megdrizte
a jellegzetes ivari- és Ossejt génexpresszids tulajdonsagait. Mindkét vonal esetén
a vartnak megfeleld ivar eredményt kaptam (FCFS5 valoban tojoé eredetli, FCM5
valoban him eredetii, nem tortént technikai hiba a hosszl tenyésztési id6 soran),
valamint a transzgenezis ellenére is stabilan expresszaltdk a CVH ¢és DAZL
markereket. A génexpresszios eredmények azt mutattak, hogy az elektroporalas
nem gyakorolt semmilyen szignifikdns hatast ezen két gén milkodésére. Az
immunhisztokémiai vizsgalatok megismétlésére a fluoreszcens interferencia
miatt nem volt lehetdség. Egyik klon sejtvonal esetében sem talalhatd
kromoszomaszam eltérés. A vizsgalatok szerint mindkét sejttenyészet 8 par
makrokromoszémat és 30 par mikrokromoszomat tartalmazott, mig az FCFS5 a
ZW ivari kromoszoémapart, az FCMS5 pedig a ZZ ivari kromoszomapart

hordozta. Tehat a sejtvonalak diploid kromoszéma szdma 2n = 78.

Sejtintegracio hatékonysdaga recipiens embriokba

A FUCCI transzgént tartalmaz6 PG sejteket recipiens embridkba
injektaltam, hogy vizsgéaljam a sejtek beépiilési képességét. Himivar esetén
Osszesen 10 injektalas tortént, amibdl 5 embrio élte meg a 6,5 napos kort. Ezek
koziil 3-ban taldltam az ivarszervben fluoreszcens sejteket beépiilve. Ndivarnal
tobb kisérletet végeztem; 31 injektalasbol 20 embriobol tudtam gonadot izolalni,
amelyekbdl 3 tartalmazott fluoreszcens sejteket. Itt azonban fontos megjegyezni,
hogy tobb esetben észleltem fluoreszcens sejteket a gonddon kiviili erekben,
tehat az injektalas sikeres volt, csak a beépiilés nem tortént még meg. Ez
konnyen lehet, hogy a viszonylag korai gonadizolalasnak tudhatd be, igy még
nem minden sejt vandorolt el az ivarszervekbe. Bar probalkozas tortént a kiméra
ivarszervek fixalasara, a késObbi metszés és konfokalis elemzés érdekében, ez
azonban nem jart sikerrel, feltehetéen a FUCCI altal hasznalt sejtciklus-

specifikus fehérjék gyors lebomlésa miatt.
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Szekvendlasi eredmények

A transzgén beéplilésének igazolasa érdekében két altalam létrehozott egy
sejt eredetli sejtvonalon szekvenalast végeztettiink, hogy megallapithassuk a
genomban. Az FCMS5 sejtvonal esetén két 16kuszon is sikeriilt kimutatni
szekvenciaegyezést, ezek a NC052533.1: 50 890 131 (chr2) és a NC_052543.1:
13 339 941 (chrl2) koordinatdkkal rendelkeznek, melyek a GLI3 és a CADPS
kodolo régidi. Mindkét inszercid esetén intronba tortént a beépiilés. Az FCF5
sejtvonal esetén egy beépiilésrdl szamolhatok be, mely a NC052558.1:3028482
(chr27) koordinatanal talalhatd, amely egy intergénikus régiod, a legkozelebb es6
gének a (Ensembl ID, no name) LOC121107680 és a NGFR (anotécios verzio:
TTAA szekvencia utan helyezkednek el.

Az FCMS5 esetén a 12-es kromoszoman tortént beépiilésnél, valamint az
FCF5-ben tortént integracional a teljes FUCCI transzgén beépiilt (vektor
koordinatak: PB_ CAG FUCCI:2338-8864). A harmadik integracio esetén is
nagy valoszinliséggel ez a helyzet all fenn, azonban ezt nem tudtam tokéletesen
alatdmasztani, koszonhetden a régioban levd néhany egymast fedo read-nek. Ez
esetben a mellérendelt read-ek a PB CAG FUCCI:2335-8864 vektor
koordinatain beliil helyezkednek el.

Emellett alland6é fals pozitiv jelet észleltem minden minta esetén
(transzgénikus €s nem transzgénikus) a NC 052545.1:4183720-4185523 (chr14)
helyen. Ez az ACTB gén kodolo régidja, és minden esetben hasonld szamu
mellérendelt read-et talaltam. Ez azonban szerintem azzal magyarazhato, hogy a
fehér magyar tytk genomjiban is megtaldlhaté az altalunk hasznalt hazitytk

béta aktin promoter, és ennek a jelét kaptam vissza a mérés soran.

A sejtek reakcioja mikotoxin hatdsdra és a médiumcsere hianyara
A kapott adatok alapjan ugy tiint, hogy a T2 toxin hidrom nap alatt

szignifikdnsan megnovelte a piros, Gi fazisban levd sejtek ardnyat mindkét
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tenyészetben, mig a z6ld Gr-es sejtek ardnya mindkét tenyészetben, a sarga S
fazisban levd sejtek ardnya pedig a himivarQ sejtvonalban szignifikdnsan
csokkent.

toxinnal kezeltilk, a mérés menete megegyezett a fentieckben leirtakkal. Az
eredmények szintén nagyban hasonlitottak a T2 kezelés utan tapasztaltakhoz, a
himivar esetén mindhadrom allapotban, a ndivar esetén a G1 és G2 fazisokban
mutattak erds szignifikanciat az adatok.

Végiil a két mikotoxin egyiittes hatdsara is kivancsiak voltunk, hogy
ellendrizziik az esetleges erdsitd/gyengitd kolcsonhatasokat kozottiik. Ennek
érdekében egyszerre alkalmaztunk 5Sng/ml T2 és 20ng/ml zearalenon tartalmu
médiumot a sejteken. Az eredmény ismételten a mar leirt sémat kovette: a voros
sejtek aranyanak megndvekedése és a zold sejtek aranyanak csokkenése mindkét
sejtvonalban szignifikdns volt, mig a sarga sejtek aranyanak csokkenése a
himivart sejtek esetén mutatott szignifikanciat.

Azonban, mivel a mikotoxinkezelés soran nem tortént médiumcsere a
sejteken, igy lehetéségem nyilt annak a vizsgalatara is, hogy egy haromnapos
érdekében megismételtem a kisérletet mikotoxinkezelés nélkiil is. Az igy kapott
eredmények kifejezetten hasonloak voltak a mikotoxinkezelés utan kapottakhoz.
Béar a sejtszdm a 24. és a 72. o6ra kozott szignifikdnsan megndtt mindkét
sejtvonalban, a vords sejtek aranya mindkét esetben megugrott, mig a zold és
sarga sejtek aranya lecsokkent. A piros sejtarany-novekedés és a zold sejtarany-
csokkenés a ndivara sejtvonalban, a sarga sejtarany-csokkenés pedig a himivara
sejtvonalban volt szignifikdns, azonban maguk a tendencidk mindkét
sejtvonalban megfigyelhetéek voltak.

Ezek alapjan az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy bar a mikotoxinhatas
mérésekor az eredményt befolyasolhatta a médiumcsere elmaradasa, az adatok
szorasa a mikotoxinkezelés esetén joval kisebb volt, ami a mikotoxinok jelenléte

altal kivaltott drasztikusabb hatdsokat bizonyitja. Ennek megerdsitésére a
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mikotoxinhatas kisérlet megismétlését tervezem rendszeres médiumcserével,

hogy kisziirjem a friss médium hianyéanak hatasat az eredményekbdl.

Sejtek transzgénexpresszios valtozasainak bizonyitasa

A sejtek fluoreszcencidjanak ciklikus valtozésat automata mikroszkdp
segitségével vizsgaltam. A késziilt képsorozatot a Fiji programmal analizaltam
és készitettem beldle timelapse videdt a jobb vizualizalas érdekében. Ez alapjan
egyértelmiien megfigyelhetd, ahogy a sejtek o0sztddds wutdn pirosan
fluoreszkalnak, majd egy rovid sarga szakaszt kovetéen zold szinre valtanak,

végiil a kovetkezd sejtosztodas eldtt elvesztik a sziniiket (1. dbra).

G2 M eleje M vége Gl S

Z6ld fluoreszcencia. A sejtosztodas el6tt Az osztddds Megjelenik a Mindkét fluoreszcens
a zold jel utdn a sejt nem piros/narancs marker egyszerre
elhalvanyul. fluoreszcens. fluoreszcencia. expresszal a sejtben,
ami zoldessdrga jelet
eredményez.

11. abra: A FUCCI dsivarsejtek szinvdltozdsa a kiilonbozd sejtciklus szakaszokban. Jol elkiiloniil a
keét riporter individudlis (piros vagy zold) és egyiittes (piros és zold Dsdrga/zéldessdrga) expresszidja
a sejtciklus kiilonbozo stadiumaiban.
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5. Kovetkeztetések és a javaslatok

A kiilonb6z06 héziasitott madarfajok nagy jelentdséggel birnak az emberiség
szdmara, mind gazdasagi, mind ¢lelmezési ¢és ezeknek okan kisérleti
szempontokbol is. Gazdasagilag a vilag legjelentésebb allatifehérje-forrasa,
ezzel a baromfihus a legnagyobb mennyiségben eldallitott husaru, koszonhetden
konnyli tarthatésdguknak, jo takarmanyértékesitésiiknek, valamint annak, hogy
minden nagy kultura és vallas engedélyezi a fogyasztasukat. Husuk mellett
azonban a tojas-, valamint a tolltermelés is fontos iparagnak szamit. Kisérleti
szempontb6l a madarak remek szaporodasbioldgiai és embriologiai modellt
szolgéaltatnak (Bednarczyk et al., 2021), emellett magas fehérjetartalma miatt a
tojasuk igéretes bioreaktor-jelolt kiillonbozo fehérjék termeltetésére (Sheridan,
2016). Emiatt a madarakkal kapcsolatos kisérletek tervezése ¢és sikeres
lebonyolitdsa nagyon fontos. Az altalam végzett kutatbmunka ehhez nyujhat
segitséget.

A madar Osivarsejtek egyre nagyobb szerepet kapnak a kiilonb6zé
kutatdsokban. Bizonyitottdk mar szerepiiket az allategészségiigyben (Trefil et
al., 2017), a génmegdrzés soran (Chaipipat et al., 2022; Lazar et al., 2021),
valamint a transzgenezisben is (Petitte and Mozdziak, 2014). A hazityuk esetén a
PGC-k hosszitava tenyésztése mar jol megoldhaté (Whyte et al., 2015),
valamint mas fajok Osivarsejtjeinek felhaszndldsara is torténnek fejlesztések
(Chen et al., 2019b; Nakamura, 2015). Ebbdl kiindulva a madar dsivarsejtek
felhasznalasa egyre nagyobb teret nyerhet a kozeljovoben.

Az irodalmi attekintésben bemutatott néhany kutatdssal igyekeztem
felvazolni egy transzgénikus technologia 1) fajra valdé adaptaldsanak
nehézségeit, valamint azt is, hogy a multban folytatott kutatasok hogy segitettek
hozza engem egy mar részletesen kidolgozott, j01 miikddd eszkdz elérésehez.
Emellett jol bemutatjdk a FUCCI transzgénikus vonalakban rejld lehetdségeket.
Az eredményeimbdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy ennek a technikdnak az

adaptaldsa nagy gazdasdgi haszonnal rendelkezd allatfajokra fontos
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informaciokat szolgaltathat azok fejlédésbiologiai tulajdonsagairdl, kiilsé
tényezOkre adott reakcidikrol és a szaporodasbiologidjukat befolydsolod
tényezOkrol. Az altalunk valasztott hazitytk faj emellett remek modell az
embriologiai fejlédés vizsgalata szempontjabol, mig a létrehozott Osivarsejt-
vonalak ¢értékes adatokkal szolgalhatnak az ivarszervek ¢és ivarsejtek
kialakulasat befolyasolo hatasokrol.

Kisérleteim soran megfigyeltem, hogy mikotoxinok jelenlétében a
tenyészetek sejtosztodas-szinkronizaciora utald magatartast mutatnak, ugyanis
voltak olyan mintdim, amikben a sejtek 100%-a piros expresszidval
rendelkezett, vagyis Gi1/Go fazisban maradtak. Ez Osszhangban van olyan
megfigyelésekkel, melyek szerint az alacsony hdmérséklet okozta stressz is
sejtciklus-szinkronizacidt valt ki (Enninga et al., 1984). Sejtciklus szintronizalas
terén mar tobbféle modszert kifejlesztettek, akar fizikalis (a sejtek mérete,
strtisége alapjan valogatjak szét a kiilonb6zd stadiumu sejteket centrifugalés,
aramlasi citometria, vagy dielektroforézis segitségével) vagy kémiai (mitotikus
szelekcio, DNS szintézis inhibicio, szérummegvonas) modszerekkel (Banfalvi,
2016). Az Aaltalunk tapasztalt jelenség dokumentdldsa jol bizonyitja, hogy a
FUCKCI sejtvonalak kivaldan alkalmasak kiilonb6z6 kornyezeti stresszhatasok
kovetkezményeinek vizsgalatara.

Az altalam sikeresen létrehozott stabil FUCCI-pozitiv transzgénikus
hazityk dsivarsejt-vonalak tobb kutatasi teriileten is kivaloan felhasznalhatoak.
A kisérleteim végén érintdlegesen, elsOsorban a transzgén mikodésének
bemutatasa érdekében kitértem az egyes mikotoxinok hatasainak vizsgalatara
FUCCI-PGC vonalak segitségével. Ez a témakor nagy jelentdséggel bir, hiszen a
mikotoxinok nemcsak haszonallatainkra vannak karos hatassal, hanem az altaluk
termelt termékekben akkumulalodva, azokon keresztiil az emberi szervezetet is
veszélyeztethetik. Emiatt nagy sziikség van a mikotoxinhatasok kutatasara, mind
gazdasagi, mind egészségiigyi szempontokbdl. Az ebben a dolgozatban
bemutatott kisérletben csupan két mikotoxin hatasat vizsgaltam, azonban ezek

mellett mindenképpen javaslom tobb mas (dezoxinivalenol, aflatoxin, fumonizin
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B1) mikotoxin bevonasat az ilyen tipusu vizsgalatokba. Ugyanigy érdemes a
kiilonb6ozé mikotoxinok kombinalt hatasait vizsgélni.

Az 6sivarsejtek remek modellt szolgéltatnak az embrionalis fejlédés, azon
beliil pedig az egyes ivarok ¢és azok ivarsejtjei fejlodésének vizsgalatara
madarfajokban. Mivel ezek a sejtek a test valtozatos teriiletein haladnak at
migraciojuk soran, folyamatos hatasok érik dket. Ezek kozott el6fordulhatnak a
mikotoxinok altal generalt negativ hatdsok is. Bizonyos toxinok kifejezetten
karos hatassal lehetnek az embrionalis fejlodésre, ezek kutatdsa pedig nem csak
allategészségiigyl és termelési elonyokkel jarhat, de feltdrhat a human
gyogyaszatban is fontos tendencidkat.

A toxikus hatasokon kiviil a klimavaltozassal jar6 hémérséklet-emelkedés
hatasainak sejtszintli kutatasa is aktudlis. Ez kifejezetten fontos lehet madarfajok
esetén, hiszen ezeknél az anya testén kiviil fejlédnek az utdodok, igy jobban ki
vannak téve a kornyezeti homérsékletnek. Csoportunk a kordbbiakban mar
foglalkozott naposcsibék hdkezelésével, és annak hatasaival az embridk
fejlodésére €s az RNS expressziora (Toth et al., 2021). A FUCCI sejtvonalak 1j
lehetdséget adnak az dscsirasejtek hohatasra adott fejlodésbeli és génexpresszios
valaszainak vizsgalatdra. Masrészr6l Ujabb magyar fajtdk bevonasaval
pontosabban felmérhetnénk azok hdmérséklet-tolerancidjat, igy meghatirozva
genetikai értékiiket a globalis felmelegedés ellen folytatott harcban.

Ez a kisérlet mar megindult kollégdm, To6th Arnold, valamint B.Sc.
hallgatoja, Bognar Jalia munkdja 4ltal. A kontrollnak szamit6 38°C
homérsékleten tartott mintak mellett 40, 41, 42 és 43 °C-on kezelt mintakkal
dolgoznak, és mar a kisérlet kezdeti szakaszdban bizonyitottak, hogy az altalam
alapitott FUCCI modell remekiil hasznéalhat6 a héhatasok vizsgélatara is.

Az altalam létrehozott sejtvonalak a laboratoriumokban altalanosan hasznalt
technikak fejlesztésére is alkalmasak lehetnek. A PGC-k az embrionalis fejlodés
soran nem egyenletesen proliferdlnak, igy egyes fejlédési szakaszok
optimalisabbak lehetnek bizonyos miiveletek (pl. kiméra gonad izolalés)

végrehajtasara, mint masok. Ehhez j6 eszkozt biztositanak a FUCCI sejtvonalak.
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Szintén érdemes lehet protokollt fejleszteni egy teljes tenyészet sejtciklusanak
szinkronizaldsara, mivel bizonyos fejlédési stddiumban levd sejtek esetleg jobb
hatasfokkal épiilhetnek be a gonadokba és biztosabban alapithatnak kolonidkat,
mint mas sejtek. Emellett szinkronizalt sejtvonalak létrehozasaval nagyban
fejleszthetnénk akar az ivarszervi kimérael6allitas hatasfokat, akar a PGC-alapu
transzgenezis hatékonysagat is.

A PGC-k mellett azonban érdemes lehet mas sejttipusokat is megvizsgalni a
FUCCI struktara segitségével. Ehhez sziikséges lenne transzgénikus ivarszervi
kimérak eldallitdsa, majd ezek keresztezésével transzgénikus allatok 1étrehozasa.
Ezen egyedek, mivel mar minden sejtjiikben hordoznak a transzgént, Uj
tavlatokat nyitnanak meg a kiilsé tényezok kiillonbozé sejttipusok ciklusara
gyakorolt hatasainak vizsgélatdban.

A fentiekben bemutatott kutatdsok jol reprezentaljak, hogy a FUCCI-
rendszer adaptalhaté Uj fajokra is. Madar Osivarsejtek esetén ennek elsddleges
akadalya az univerzalis tenyésztdomédium hidnya. Jelenleg az egyetlen faj, ami
szamara stabilan miikodo tenyésztésre alkalmas tapoldat all rendelkezésiinkre, a
héazitytk. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ne torténnének erdfeszitések mas
fajok bevonasara is. Késziiltek mar tenyésztomédiumok hdazikacsa (Anas
platyrhynchos domestica), és flirj szdmara (Chen et al., 2019b; Tae et al., 2008),
valamint laboratériumunkban torténtek probalkozéasok a hazilid és a parlagi
gyongytyuk (Numida meleagris) bevonasara, emellett tervben vannak
bronzpulykahoz kapcsolddd kisérletek is. Amennyiben ezek a tapoldat-
fejlesztések megoldjak az egyes fajok Osivarsejtjeinek hosszatava in vitro
fenntartasat, megnyilik egy 0j lehetdség a gazdasagilag jelentds baromfifajtdk

transzgénikus vizsgalataira.
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6. Uj tudomdnyos eredmények

Uj tudomanyos eredményeim a kovetkezéek:

1.

Optimalizéltam és sikeresen alkalmaztam a piggyBac transzpozon
kozvetitette elektroporalas modszerét FUCCI riporter vektor hatékony
bejuttatasara hazityuk-dsivarsejtekbe.

Elséként hoztam létre himivara (ZZ genotipusu) és ndivaru (ZW
genotipustl), a FUCCI vektort stabilan integralédva tartalmazé
hazityuk dsivarsejt tenyészetekbdl kiindulva egy sejt eredetli
Osivarsejt vonalakat.

Igazoltam, hogy az altalam létrehozott egy sejt eredetti, a FUCCI
vektort stabilan integralodva tartalmazo FCF5 (ZW) és FCMS (ZZ2)
Osivarsejt vonalak sejtjei képesek beépiilni recipiens embriok
ivarszervébe.

Teljes genom szekvendldssal igazoltam, hogy a FUCCI vektor az
FCF5 sejtvonal esetén egy kopiaban, mig az FCMS5 sejtvonal esetében
két kopiadban integralodott a sejtek genomjaba.

Az FCMS5 ¢és FCFS5 sejtvonalak esetében igazoltam timelapse video
felvételek készitésével és elemzésével, hogy a sejtek altal expresszalt
fluoreszcens fehérjék kifejezddése a sejtciklus fazisainak megfeleléen
valtozik.

Igazoltam, hogy az FCMS5 és FCFS5 sejtvonalakban szignifikansan nd
a G fazisban levd sejtek aranya a tenyésztés soran a tapoldatban
1étrejové kedvezdtlen valtozasokra, igy a tapoldat csere hidnyara,

illetve T2 és zearalenon kezelés hatasara.
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