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II. JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

ASC: feln6tt eredetli 6ssejt (adult stem cell)

bFGF: béta fibroblaszt novekedési faktor (beta fibroblast growth factor)

BSA: szarvasmarha albumin szérum (bovine serum albumin)

CDK: ciklin fiiggd kindz (cyclin dependent kinase)

Cdtl: kromatin szabalyoz6 és DNS replikacios faktor 1 (Chromatin Licensing and DNA
Replication Factor 1)

CHD1: kromodomén helikdz DNS-k6t6 fehérje 1 (chromodomain helicase DNA binding protein
1)

cPGC: cirkulalo dsivarsejt (circulating primordial germ cell)

CVH: hazitytk Vasa homolog (chicken Vasa homolog)

CYP26B1: citokrém P450 26-os csalad, B alcsalad, 1. tag (cytochrome P450 family 26,
subfamily B member 1)

DAZL.: torolt azoospermia-szerli gén (deleted azoospermia-like gene)

DMSO: dimetil-szulfoxid (dimethyl sulfoxide)

DND1: hazityuk dead end homolog (chicken dead end homolog)

EGK: Eyal-Giladi-Kochav-féle embriofejlodési stadium

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

EpiSC: epiblaszt dssejt (epiblast stem cell)

ESC: embrionalis dssejt (embrionic stem cell)

FAO: Elelmezésiigyi és Mezdgazdasagi Vilagszervezet (Food and Agriculture Organization)

FBS: magzati szarvasmarha szérum (fetal bovine serum)

FUCCI: fluoreszcens ubikvitinacio alapt sejtciklus indikator (fluorescent ubiquitination-based
cell cycle indicator)

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)

GGC: gonad eredetli Osivarsejt (gonadal germ cell)

gPGC: gonad eredetli dsivarsejt (gonadal primordial germ cell)

HeLa: immortalizalt cervikalis karcinoma sejt (a név Henrietta Lacks, a donor személy nevébdl
szarmazik)

HH: Hamburger és Hamilton-féle embridfejlédési stadium

IGV: integrativ genom képalkotd szoftver (Integrative Genomics Viewer)

mAG: monomerikus Azami zo6ld riportergén (monomeric Azami green)

MATE GBI: Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet



MDM2: ragcesalo/egér dupla perc 2 (murine/mouse double minute 2)

MEM: moddositott Eagle médium (modified Eagle medium)

mKO2: monomerikus Kusabira narancs 2 riportergén (monomeric Kusabira orange)

MTOC: mikrotubulus organizacios center (microtubule organizing center)

NBGK HGI: Nemzeti Biodiverzitas ¢s GénmegoOrzési Kozpont, Haszonallat-génmegdrzési
Intézet

PAS: perjodsav és Schiff-reagens festés (periodic acid — Schiff)

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reaction)

PFA: paraformaldehid (paraphormaldehyde)

PGC: Gsivarsejt (primordial germ cell)

RAR: retinolsav receptor (retinoic acid receptor)

RB: retinoblasztéma fehérje (retinoblastoma protein)

RLDH: retinaldehid-dehidrogenaz enzim (retinaldehyde dehydrogenase)

rt-PCR/qPCR: kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakci6 (quantitative real-time polymerase
chain reaction)

RXR: retinoid X receptor

SSEA: fazis-specifikus embrionalis antitest markercsalad (stage-specific embryonic antigen)

SST: spermium tarolé tubulusok (sperm storage tubules)

TO-PRO-3: tiazol piros magfesték (Thiazole Red)



I1I. BEVEZETES

Napjainkban a mezdgazdasag termelési tendenciai a modern allomanyok uniformizalasara
torekszenek a nagyobb mennyiségii termék eldallitasa céljabol. A termeldk sokkal inkabb a nagy
termelési értékkel rendelkezd fajtakat és hibrideket preferdljak, mig a klasszikus tajfajtak a
haztaji tartas koriilményei koz¢é szorulnak vissza, extrém esetekben pedig akar el is tinhetnek. A
FAO adatai szerint a baromfihis termelés jelentds részét a brojler hibridek teszik ki. A
tojashasznu fajtak esetében szintén leginkabb kereskedelmi fajtdkat hasznalnak, ezek ugyanis
OtszOr annyi tojast tudnak termelni évente, mint a hagyomanyos fajtak. Ennek tudhato be, hogy a
Foldon megtalalhat6 tobb mint 1600 hazitytk (Gallus gallus domesticus) fajtabol csupan keveset
tenyésztenek nagy populdcidkban (FAO, 2023).

A termelésbdl kiszoruld fajtak védelmét génmegdrzéssel probaljadk megoldani kiilonb6zo
allami és civil szervezetek. Tobbféle génmegdérzési modszer 1étezik, amelyeken beliil
megkiilonboztetiink in vivo és in vitro lehetéségeket. Az in vivo génmegérzes alatt azt értjiik,
hogy az allatokat természetes tartasi koriilmények kozott, €16 allomanyokban tartjdk. Ez az
eljaras nem optimadlis, ugyanis komoly fenntartdsi koltségekkel (takarmanyozési, gondozasi,
allategészségiigyi koltségek) jar, valamint az allatok a jarvanyoknak ¢és egyéb természeti
fenyegetéseknek vannak kitéve. Ezzel szemben az in vitro modszerek soran az allatok sejtjeit
vagy szOveteit laborkoriilmények kozott, mélyhlitve Orizzik meg, amibdl késdbb
visszanyerhetjik a faj egyedeit. Ennek hatranya a sejtek felvételének ¢és az allatok
visszanyerésének magas infrastrukturalis koltsége, elonye viszont, hogy a genetikai allomany
hosszu tavon, jol konzervalva megdrizheto.

A génmegdrzéshez hasznalt sejt- vagy szovettipus a megdrzendd faj fiiggvényében valtozik.
Emldsok esetén a spermamélyhiités technologiaja a legszéleskoriibben bevett metodus (Ugur et
al., 2019; Yanez-Ortiz et al., 2022). Madarfajok esetén azonban, kdszonhetéen a madarak
specialis szaporodasbiologiai sajatossagainak, ez a technologia csak részmegoldast jelent.
[géretes eredményeket mutat ezen a téren az Ssivarsejtek (primordial germ cells, PGCs) (Petitte,
2006) vagy a gonadszdvetek mélyhiitése (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 Osivarsejtek unipotens sejtek, melyek az ivarsejtek eldsejtjei (Kimura and Nakano, 2011).
Felhasznalasuk a kutatdsban rendkiviil széleskorli, ugyanis a génmegdrzés (Lazar et al., 2021)
mellett szaporodasbioldgiat érintd allategészségiigyi kisérletekben (Trefil et al., 2017), ivarszervi
kiméra egyedek eldallitisaban (Tajima et al., 1998) valamint a madarak transzgenezisében

(Divya et al., 2021) is jelentds szerepet jatszanak. Hazityuk fajban a PG-sejtek izoldlasa €s



tenyésztése jol megoldhatdo, koOszonhetden a megfeleloen mikodé modszerek é€s
tenyésztomédiumok leirdsanak. Ezen in vitro tenyészetek kivald alapot biztositanak a fent
emlitett kutatasok elvégzéséhez, amennyiben a sejtkultirak kielégitd szamu és egészségi allapota
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 lehetéséget a FUCCI (Fluorescent
Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) transzgén komplex. Ez az eszkoz a sejtciklus soran
periodikusan expresszalo fehérjék jelenségére alapoz (Blow and Dutta, 2005). Mivel a sejtciklus
bizonyos szakaszain az arra a szakaszra specifikus fehérjék termelddnek a sejtben, ezekhez a
fehérjékhez kiilonbozo szinii fluoreszcenciaval jeldlt riportergént kapcsolva a sejt ciklikus
szinvaltozason mehet keresztiil a sejtosztédas 1épcsdi sordn. Ezzel olyan sejttenyészeteket
hozhatunk 1étre, amelyeken megfeleld gerjesztéssel a teljes tenyészetet figyelembe véve
vizsgalhatjuk a sejtek aktualis egészségi allapotat és alkalmassagat kisérleti felhasznalasra.

Bar eddig tobb fajon és tobb sejttipuson sikeriilt alkalmazni a FUCCI transzgént, még nincs
precedens hazityuk fajbol FUCCI pozitiv sejtek 1étrehozéaséra. A jelen dolgozat alapjaul szolgalod

kisérlet ezt a célt tlizte ki maga elé.
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IV. CELKITUZESEK

A kisérlet soran kitizott célok a kovetkezok voltak:

~ hazityuk PG sejtvonalak alapitasa, fenntartasa és jellemzése,

~ FUCCI plazmid eléallitasa kompetens sejtek segitségével,

~ FUCCI komplex transzfektalasa hazityuk ésivarsejtekbe,

~ stabil transzgénikus sejtkultirak létrehozasa és jellemzése,

~ stabil egysejt eredetli klontenyészetek 1étrehozasa és jellemzése,
~ a FUCCI transzgén jelenlétének bizonyitasa,

~ mikotoxinhatés vizsgalata FUCCI pozitiv sejteken.
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V. IRODALMI ATTEKINTES

1. Szaporodasbiologiai sajatossagok madarfajokban

A madarfajok szaporodasbiologiai jellegzetességei tobb szempontbol is jelentds eltérést
mutatnak az emldsokétdl. Ezeket a specidlis tulajdonsdgokat hasonlitottam 0Ossze a tovabbi

alfejezetekben.

1.1.Noivar

Madarfajok esetén az ivarspecifikus kromoszémak elnevezése kiilonbozik az emlésoknél
megszokottaktol. A kiindulési ivari kromoszomat itt Z-vel jelolik, mig ennek mddosult valtozatat
W-vel, ellentétben az emlds6knél megszokott X és Y elnevezéssel. Ennek a nevezéktanban
tapasztalt kiilonbségnek az az oka, hogy a madaraknal a ndivar a heterogamétas (ZW), mig a him
a homogamétas (ZZ) ivar, ami ellentétes az emldsfajoknal tapasztaltakkal (Boutette et al., 2000).

A gonédok szexualis differencidlodéasa hazityik esetén az embriondlis fejlddés 6todik napjan
indul meg (Witschi, 1961). Ndivarban ez a fejlddés aszimmetrikus, a legtobb esetben (kivéve a
kiwit (Apteryx australis) és néhany ragadozo fajt) a baloldali gonad fejlddik tovabb, mig a
jobboldali fokozatosan visszafejlodik, ennek kdszonhetéen az ivarérés elérésekor mar csak egy
miikodo petefészek talalhatéd az allatokban (King and McLelland, 1984a).

A spermiumok hossztava tarolasanak képessége is jellemzd a madarakra, mégha nem is
specifikusan csak rajuk jellemzd. Eddigi ismereteink szerint tobb rovar, hal, kétéltli, hiilld és
emlos faj is rendelkezik ezzel a taktik4val, annak érdekében, hogy a fogamzas ne legyen
szigortian a himmel val6 péarosodas idépontjdhoz kotve (Birkhead and Moller, 1993; Holt, 2011;
Holt and Lloyd, 2010). Emellett a spermiumtéarolas segit a genetikai szelekcidban is, hiszen a
ndivari allatok igy egyszerre tobb him oOrokitdanyagat is képesek eltarolni, amibdl a
legratermettebb sejtek lesznek csak képesek végiil megtermékenyiteni a petesejtet (Sasanami et
al., 2013).

Madarak esetén ezeket a rezervodrokat spermium tarol6 tubulusoknak (SST, sperm storage
tubules) nevezik, €s az utero-vaginalis sziikiiletben, valamint az infundibulumban helyezkednek
el (Bobr et al.,, 1963; Brillard, 1993; FrieB et al., 1978; Schindler et al., 1967). Mig mas
allatfajokban (rovarok, hiillék) akar évekig is sikeres lehet az orokitdanyag eltaroldsa, addig
madarak esetén ez 2-15 hétre teheté (Bakst, 2011; Bakst et al., 1994). Magat a spermium
eltarolasat fajonként eltéré mélységili, 10-20 um szdjatmérdjii tubulusok végzik, melyek példaul a

hazityuk esetén 4-5000 darabszammal vannak jelen (Bakst et al., 2010). Kapacitasuk a parzas
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soran bejutd spermiumok 1-2%-4t teszi ki, ami mar dnmagaban komoly szelekcid elé allitja a
himivarsejteket. Uriilésiik periodikus, hazitytk esetén naponta kb. 30% koriili mennyiséggel.
Tanulmanyok bizonyitottdk, hogy korrelacié van a tubulusok szama és a fertilis id6szak hossza
kozott, de ezt az allat életkora is jelentdsen befolyadsolja. Minél idésebb egy egyed, annal

rovidebb lesz a termékeny periddus (Brillard, 1993).

1.2. Himivar

A ndivarhoz hasonloan madarak esetén a himivar is rendelkezik sajatossagokkal a
szaporodasbioldgia terén. Ezek koziil a legszembetinObb a reproduktiv szervrendszer bizonyos
tagjainak elhelyezkedése lehet. A herék példaul a hasiireg hati oldalan, a vesék ventralis oldalan
helyezkednek el, igy az emldsokhoz képest joval magasabb hémérsékleten (madarak esetén a
testhdmérséklet 38-40 °C) is tokéletesen mitkddnek. Felépitésiikben is talalunk érdekességeket.
Alapvetden kanyarulatos csatornacskdkbol ¢és az ezek struktirdjat rogzitd intersticialis
kotészovetbdl allnak, azonban mig az emldsok esetén a herék lebenyes felépitéstiek, madaraknal
ilyen rendezddést nem taldlunk (King and McLelland, 1984b). Fontos eltérés még, hogy a
kanyarulatos csatornacskak nem végzddnek vakon, hanem egymasba fonoddva rendszert alkotnak
(Péczely, 2013).

Hosszu évekre visszanyul6 vitakra ad okot a mellékhere szerepe a spermiumok érésében és a
maximalis termékenyitOképességiik elérésében. Bar az elfogadott alldspont szerint a spermiumok
érési idejiik nagy részét (90% koriil) az ondovezetdben toltik, valamint itt is tdrolodnak (Asano
and Tajima, 2017; Péczely, 2013), tobb tanulmany hipotézise szerint a mellékhere kdzege szintén
felkészitheti Oket a termékenyitésre. Az eldbbi felvetést aldtdmasztja a tény, hogy madarak
heréjébdl direkt izolalt spermamintikkal mar végeztek sikeres mesterséges termékenyitést
(Howarth, 1971), azaz itt nincs sziikség az emlds6knél jellemzd hosszabb poszttesztikularis érési
periodusra (Olsen & Neher, 1948). Ezzel szemben Esponda és munkatarsai, valamint Morris €és
munkatarsai bizonyitottak, hogy a mellékherében toltott idészak alatt a spermiumokra kiilonb6zé
fehérjék kotddnek, melyek aktivak maradnak a ndéi nemi traktusokban is, ennek célja pedig
feltehetden a termékenyités eldsegitése lehet (Esponda and Bedford, 1985; Morris et al., 1987).

Erdekes lokacioja van madarakban a parzoszervnek, vagyis a phallusnak is. Maga a phallus
¢s az ondovezeték (ductus deferens) a kloakéban helyezkedik el, azonban kiilonb6z6 helyen. A
kloaka harom részre oszthatd: a coprodaeumra, az urodaeumra és a proctodaeumra. A
coprodaeum az uriilék tarolasara szolgal, ezzel szemben az urodaeumban a vizelet gyllik fel,
valamint ide kot be a ductus deferens is. A phallus a proctodaeumban talalhaté (Pollock and
Orosz, 2002). Miikodése hasonld az emlésokéhez annyibol, hogy szexudlis stimulus hatasara

hormonalis (Nishiyama, 1954) vezérlésli izom- és vérrendszeri reakcio lép életbe, amitdl a
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phallus megdagad (Nishiyama, 1950). A phallus felépitése fajonként jelentdsen eltérd lehet, igy
példaul viziszarnyasok esetén kidlthetd phallusrol (phallus protrudens), mig tobbek kozott
hazityuknal nem kidlthetd phallusrol (phallus nonprotrudens) beszélhetink (King and
McLelland, 1984b).

A spermiumokrol elmondhatd, hogy alapvetd felépitésiikk hasonldé az emldsokéhez:
struktardjuk az akroszomadra, a nukleuszra és a flagellumra tagolhatd. Ezen kiviil azonban
jelentésen diverz a spermium morfoldgidja, nemcsak az emlds6khdz viszonyitva, hanem az
egyes madarfajok kozott is. Ez leginkabb a fej formdjaban figyelhetd meg (Aire, 2014). Az
emlosokkel Osszehasonlitva kijelenthetd, hogy madaraknal a spermium nyaki része kevésbé
keskenyedik el, és Osszekottetése a fej €s a kozéprész kozott egyszeriibb. Ennek kodszonhetden
egyes szemléletek szerint nem is kiilonithetd el a nyaki rész a madarak himivarsejtjei esetén
(Asano and Tajima, 2017), hacsak nincs citoplazma maradvany a nukleusz tovénél, ahogy azt az

emunal (Dromaius novaehollandiae) lathatjuk (Du Plessis and Soley, 2014).

1.3. Megtermékenyiilés

Madarak esetén a megtermékenyiilés folyamatdnak egyik legjellegzetesebb aspektusa a
polispermia jelensége. Ez azt jelenti, hogy egy id6ben tobb spermium hatol 4t a petesejt burkan.
Mig ez a legtobb allatfaj esetén azonnali vetélést vagy fejlodési rendellenességeket okoz (Uchida
and Freeman, 1985), addig madaraknal ez egy természetes folyamat. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a petesejtet csak egy, a petesejthez legkozelebb érkezd spermium
termékenyiti meg, igy a diploiditds megmarad az utddnal is.

Kutatasok bizonyitottdk, hogy a tul sok (Bobr et al., 1963) ¢és a tal kevés (Christensen et al.,
2005) behatolo spermasejt is negativ hatassal lehet az embriofejlédésre. Az dvatosabb becslések
szerint atlagosan 20 penetracios nyilas figyelheté meg madaraknal (Mizushima, 2017), amit tobb
fajon folytatott vizsgalatok alapjan kalkulaltak ki (Fofanova, 1965; Harper, 1904; Nakanishi et
al., 1990; Patterson, 1910; Waddington et al., 1998). Hazityuk esetén az eddig megfigyelt
legmagasabb penetracios nyildsszam a szikmembranon 62 volt (Nakanishi et al., 1990).

A polispermia feltehetéen részben a meghosszabbodott petesejt-spermium interakci6 oka is,
hiszen ennek koszonhetéen hosszabb id6 4ll rendelkezésre a petesejt membranjan vald
athaladasra. Tobb publikaci6 is alatamasztotta (Hrabia et al., 2003; Mizushima et al., 2009;
Mizushima et al., 2014; Takagi et al., 2007) azt a hipotézist, hogy a polispermia elsédleges célja,
hogy a hatalmas maddr petesejten tobb pontbdl is elinduljon a Ca®" aktivacios hullam, igy jobb

hatasfokra emelve a termékenytilést, amire egy spermium nem lenne képes (Mizushima, 2017).
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2. Az embrionadlis fejlodés menete maddarfajokban

crer

ebben a fejezetben az embrionalis fejlodés fontosabb mozzanatait elemzem. Mivel munkam a
hazityuk fajra fokuszalt, valamint irodalmilag is ez a legjobban dokumentalt madarfaj, igy ezen a

fajon keresztiil prezentdlom a madarakra jellemz6 embriologiai fejlodést.

2.1. Embrionalis fejlodés kezdeti szakaszai

Az embriondlis fejlddés minden gerinces életforma esetén hasonld. Alapvetden harom
nagyobb szakaszra oszthatd. A kezdeti szakasz a bardzdalodas, melynek sordn az egysejtes
embrid gyors osztddasokon megy keresztiil. Ezt koveti a gasztrulacid, amely sordn kialakul a
harom elkiiloniil6 sejtréteg: az embriondlis ektoderma, mezoderma és endoderma. A gasztrulacid
végére az ektoderma beboritja a masik két réteget. Az ektodermabdl fejlodik majd ki a bor €s az
idegrendszer, mig a mezoderma tobbek kozott a csontok, izmok, kdtdszovetek, vesék, a sziv és a
vér kialakitaséért lesz felelds, az endoderma pedig a bélrendszer, a m4j ¢és a tiido felépitésére
hivatott. A harmadik nagyobb fejlddési szakaszt organogenezisnek hivjuk, ekkor fejlédnek ki az
egyes szervek (Wolpert et al., 2010).

Madarak esetén fontos jellemz6, hogy csak a barazdalodas €s a korai gasztrulaci6 zajlik az
anya szervezetén beliil, mig a kései gasztrulacido és az organogenezis mar a megtojt tojasban
torténik meg (Péczely, 2013). Ennek is kdszonhetd, hogy két nevezéktant kiilonitlink el. Az elsd
az Eyal-Giladi és Kochav kutatasaihoz fiz6d6 nevezék (Kochav et al., 1980), mely a fejlédést a
megtermékenyiiléstdl a primitiv csik kialakulasaig osztdlyozza romai szdmokkal (EGK I-XIV.).
Ez 6sszesen tizennégy stadiumot kiilonboztet meg. Ezzel szemben a Hamburger és Hamilton
altal felallitott metddus alapjan (Hamburger and Hamilton, 1951) a teljes EGK skala az 1.
stadiumba sorolandd, mig a 2-46. stddiumba a primitiv csik megjelenésétdl a kikelésig tartd
fejlodési szakasz oszlik szét.

Az embriondlis fejlédés a megtermékenyitéssel kezdddik, mely madarfajok esetén a
petevezetd (infundibulum) elsé szakaszaban torténik. Osszesen 18 perc sziikséges a petevezetdn
valo 4thaladashoz, ahonnan a szik felszinén elhelyezkedd zigdta a magnumba keriil. Itt nagyjabol
174 percet tolt el a megtermékenyiilt petesejt, ami alatt egyenletes forgast végezve a
fehérjerétegek rarakodnak. Tovabbhaladva az istmusba, 74 percre van sziikség a héjhartyak és a
leghosszabb 1ddt, ehhez 20 drara van sziikség. A vaginan valo 4thaladas még 40 percbe kertl, igy

Osszesen kicsivel tobb, mint 25 orat igényel egy tojas megtojasa (Warren and Scott, 1935).
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A megtermékenyiilés és a barazdalodas kezdete is tigy zajlik le, hogy a petesejtet még nem
boritja sem a tojasfehérje, sem a héj. A bardzdalodas az embriondlis fejléddés elsd napjan megy
végbe, a zigdta egy része (meroblasztikus barazdalodas) mitotikus osztédasok sorozataval egyre
kisebb sejteket, blasztomérakat hoz létre. A hatalmas szik tetején (telolecitalisan) elhelyezkedd
csirakorong (blasztodiszk) kézepén megy végbe az elsé barazdalodas, ami még 1 sejtrétegii és a
szikanyaggal bazalisan kapcsolt sejtekbdl all. Ezt ujabb osztodasok kovetik, kialakitva a
csirahartyat (blasztoderma) (Gilbert and Barresi, 2016). Ezutan kozépvonali és ventralis
osztodasokkal kialakul a szoros kapcsolddasokkal Osszekotott 4 sejtrétegli szovetkezdemény
(Bellairs et al., 1978). A génexpresszio a 7. és 8. osztodas kozott, kb. 128 sejtes stddiumban valt
at anyai eredetrdl a zig6ta altal szabalyozottra (Nagai et al., 2015).

A blasztoderma alatt a fehérjébdl torténd viz abszorbcidonak és a folyadék szikoldali
kivélasztasanak koszonhetden kialakul a szubgermindlis lireg (New, 1956). A csirakorong
kozponti sejtjeinek mélyebb rétegei elhalnak és levéalnak, igy létrehozva az 1 sejtréteg vastag
area pellucidat, amit gylriként a vastagabb area opaca vesz koril. Az area pellucidabol
formalodik majd ki az embrid nagy része. A szubgermindlis lireg, az area pellucida és az area
opaca kifejlodésével 1étrejon a blasztula allapot, ezzel véget ér a barazdalodas teljes szakasza (/.
dbra) és kezdetét veszi a gasztrulacioé (Gilbert and Barresi, 2016).

A tojas megtojasakor a blasztoderma mar kb. 50.000 sejtbdl all. Az area pellucida sejtjeinek
nagy része a felszinen marad, kialakitva az epiblasztot. A megtojas utan az area pellucida
posterior oldalan az epiblaszt megvastagszik, 1étrehozva a Koller-sarlét, valamint a Koller-sarlo
és az area opaca kozotti posterior marginalis zonat (PMZ). Ezutan a PMZ és az area pellucida
kozti sejtréteg a felszin ald migral, valamint az epiblaszt anterior részén 5-20 sejtbdl allo
klaszterek, ’hipoblaszt-szigetek’ alakulnak ki, melyek egymasba olvadva kialakitjadk az
els6dleges hipoblasztot. Ez utdn egyesiil a Koller-sarlo sejtrétegével, igy megsziiletik a
masodlagos hipoblaszt (kész hipoblaszt vagy endoblaszt) is (Eyal-Giladi et al., 1992; Stern,
2004).

A kialakult epiblaszt és hipoblaszt az area opaca marginalis z6ndjanal kapcsolodik Ossze, a
két réteg kozott létrejovo tireggel pedig megformalodik a blasztocol. A fejlédés tovabbi
szakaszaiban az epiblasztbdl alakul ki az embrié harom f6 rétege, valamint az extraembrionalis
membranok nagy része, mig a hipoblaszt a membranok egyes részeit épiti fel, valamint szerepe
Schoenwolf, 1991).

A primitiv csik formdlodasa a Koller-sarlobdl és a felette levd epiblaszt rétegbdl indul

(Bachvarova et al., 1998). A primitiv csik anterior végén jelenik meg a Hansen-csomd, amin
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1. Abra: A bardzddlédds folyamata maddr embriokban. A folyamat elsé osztéddsa a blasztodiszk centrdlis teriiletén
torténik, amit tovabbi osztéddsok kévetnek, egy egysoros sejtréteget kialakitva. Ez eleinte szorosan egymds mellett
levd, a szikhez bazalisan kotodo sejtekbdl all, majd késobb horizontdlis és vertikalis osztodasoknak készénhetéen 5-
6 sejt vastagsagu réteget hoz létre. Ekkor alakul ki az area pellucida, mely a blasztodiszk kozponti részén
elhelyezkedo vékonyabb, dttetszd régio. Késébb ebbdl fejlédnek ki az embriondlis szovetek. Ezt a kiilsé szikre
illeszkedd, vastagabb gyiirii, az area opaca veszi kérbe. Az area pellucida sejtjei vizet szivnak fel a fehérjerétegbdl,
majd ezt a szik feléli oldalon szekretaljak, ezzel egy itireget képezve a blasztodiszk ventralis oldalan, amit
szubgerminalis iiregnek neveznek. Az abra szamai az adott teriilet sejtrétegeinek szamat jelolik. (Modositva Bellairs
et al., 1978; Gilbert & Barresi, 2016; Nagai et al., 2015 nyoman.)
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keresztiil sejtek migralhatnak az embrid mélyebb rétegeibe. Az elsd sejtek, melyek athaladnak a
Hansen-csomon, fogjak kialakitani az endodermét. Ezek a sejtek a hipoblaszt sejtek helyére
épiilnek be, a kiszoritott hipoblaszt sejtek pedig visszahtzodnak az area pellucida anterior
régidiba, ahol 1étrehozzak a germinalis félholdat, ami bar nem lesz része maganak az embridnak,
a tovabbiakban nagyon fontos szerepe lesz a kutatdsom szempontjabol, ugyanis itt termelédnek
majd az ésivarsejtek (Gilbert and Barresi, 2016).

Ezt kovetden tovabbi sejtek migralnak a Hansen-csomon keresztiil az embridba, amik az
anterior részeken a mezoderma feji részét és a gerinchurt (notochord), a posterior részeken
pedig a mezoderma maradék részét hozzak 1étre. Ezek a sejtek mar a gasztrulacié meginduldsa
elott specifikdltak az egyes rétegek kialakitdsara, azonban aktivaciojukhoz sziikség van a
primitiv csik képzddésére (Chapman et al., 2007). Ezek utdn a primitiv csik visszafejlodik, az
epiblasztban pedig mar csak az ektoderma kialakitasdhoz sziikséges sejtek maradnak. Mire az
ektoderma korbedleli az embriot, az endoderma atveszi a hipoblaszt helyét, a mezoderma pedig a
két réteg kozé helyezédik, a gasztrulacié folyamata lezartnak tekintheté (2. Abra) (Gilbert and
Barresi, 2016).

A kovetkezé stddium az organogenezis, mely az embri6 kranidlis végénél indul meg, és
feladata, hogy az allat kikeléséig kifejlédjon minden szerv és szervrendszer. Ez a szakasz
azonban mar nem kapcsolddik szorosan az altalam bemutatni kivant kisérlethez, igy a

prezentalasat mell6zom.

1.1. Az embriondalis ossejtek szerepe

Az Ossejtek asszimetrikus osztdodas esetében egy onmagukhoz hasonld, €s egy olyan
progenitor sejtet hoznak létre, amely rendelkezik a differencidlodas képességével, igy
kialakulhatnak abbol specializalodott utddsejtek. Totipotens sejteknek nevezziik azokat a
sejteket, melyek képesek barmilyen szovetté vagy szervvé differencidlodni, igy embrionalis és
extraembrionalis sejtek is kialakulhatnak azokbol. Totipotensnek tekinthetd a megtermékenyitett
petesejt, valamint emldsok esetén a 4-8 sejtes embrid sejtjei. Ezzel szemben a holyagcsira
allapoti embrid (blasztociszta) esetében az embridcsomodt alkotd sejtek pluripotensek, vagyis
csak a fejlédé magzat embriondlis részeit képesek létrehozni, extraembriondlis részek
kialakitasara nem képesek. A késObbi fejlodeés sordn multipotens sejtek képzddnek, melyek egy
adott szovettipusra jellemz0 sejtek létrehozasara képesek. A felnétt egyedekben pedig unipotens
sejtekkel taldlkozhatunk, melyek mar csupan egy sejttipus Ilétrehozasara képesek (pl.

spermatogonidk) (Gilbert and Barresi, 2016).
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2. Abra: Gasztrulicié bemutatisa maddir embrickban. A kezdeti 1épés az area pellucida bizonyos sejtjeinek
ventralis iranyu vandorlasa (A). Ezek a sejtek a hipoblaszt szigetek, melyek dsszeolvadva kialakitiak a
szubgerminalis iiregben az elsddleges hipoblasztot (B). Az embriddiszk posterior végén talalhaté Koller-sarlo
melldl, a posterior margindlis zonabol (PMZ, az area opaca része) ezutan sejtek indulnak anterior iranyba,
kialakitva a masodlagos hipoblasztot (C). Ezzel a hipoblaszt kialakulasa véget ér, innentdl az area pellucida sejtjeit,
tehat az embriddiszk dorzdlis sejtrétegét epiblaszt rétegnek nevezziik, mig az epiblaszt és hipoblaszt kozott hiizédo
tireget blasztocélnek hivjuk. A kovetkezd szakaszban ujabb sejtvandorlas indul meg, ezuttal a harom csiralemez
kialakitasa érdekeben (D). A PMZ-bél az epiblaszt sejtek ventralis iranyban a blsztocdlbe migralnak, mindezt az
embriodiszk kézepén anterior iranyba haladva, jellegzetes csik alakzatot létrehozva. Ezt a képletet nevezziik primitiv
csiknak, aminek anterior végén helyezkedik el a Hansen-csomo (E). Az ezen vandorlds soran a blasztocélbe gyl
sejtek hozzak létre a mezodermat, mig az epiblsztban marado sejtek az ektoderma kialakitasaert felelnek. Bizonyos
sejtek azonban a blasztocolon keresztiil egészen a hipoblaszt rétegig jutnak, igy létrehozva egy vegyes eredetii
ventralis réteget, melynek az endoderma kialakitasaban lesz szerepe. (Modositva Gilbert & Barresi, 2016, Stern, 2004
nyoman.)

Embriondlis 6ssejtek (ESC) mellett feln6tt dssejtekrdl (ASC) is beszélhetlink. Utobbiak a
test tobb szervében, koztiik a bélben (Potten and Morris, 1988), a csontveldben (Graham and
Wright, 1997) és a bor also rétegében talalhatoak (Watt, 1998). Dolgozatomban az embrionalis
Ossejteket mutatom be részletesebben. Emldsok esetében az ESC vonalakat a blasztociszta

embridcsomdjabol, madarak esetében pedig az area pellucidabol lehet 1étrehozni. Az elsdként
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l1étrehozott madar ESC vonalakbo6l nem alakultak ki ivarsejtek, csak a szomatikus sejtek jottek
létre (Lavial and Pain, 2010). Azonban, ha madar ESC-ket a szubgermindlis iiregbe juttattak,
mar csirasejtek is 1étrejohettek azokbol (Carsience et al., 1993; Kino et al., 1997; Petitte et al.,
1990).

A blasztociszta embridocsomdjaban taldlhatd sejtekbdl alakulnak ki az epiblaszt, illetve a
hipoblaszt sejtek. Az epiblaszt sejtekbdl a fejlodd embrid Osszes szdvete, szerve és Osivarsejtek is
kialakulhatnak (Eyal-Giladi et al., 1981; Gilbert and Barresi, 2016). Magukrol az ésivarsejtekrol
(PGC), melyek az embrionalis fejlddés még késdbbi szakaszan jelennek meg, a kovetkezo
fejezetekben térek ki részletesebben. Fontos azonban megjegyezni, hogy mind a
blasztocisztakbol, mind a késdi epiblasztbol, mind a PGC-kbdl 1étrehozott dssejt-vonalak jol
fenntarthatéak in vitro korilmények kozott, igy fontos eszkdzei a sejtbiologiai folyamatok
vizsgalatanak (Alev et al., 2013; Kong et al., 2018; Petitte et al., 1990).

Az indukalt pluripotens &ssejt tenyészeteket (iPSC) testi sejtek atprogramozasaval lehet
létrehozni. Az iPS sejtek lehetdséget nyujtanak rengeteg olyan technoldgia esetén, ahol a
klasszikus Ossejtek hasznalata gyakorlati vagy etikai aggélyokba iitkozik. Madarakban iPS
sejteket fiirj (Coturnix coturnix) szomatikus sejtek és humén faktorok felhasznalasaval sikertilt
eldszor létrehozni, ami bizonyitotta azt is, hogy ezek a fejlédési iranyok evoluciondlisan

konzervaltak (Lu et al., 2012).

2. A madar osivarsejtek (PGC) kialakulasa és feladata

Az Osivarsejtek fejlodése madaraknal jelentds eltéréseket mutat az emlés6khoz viszonyitva,
igy sziikségesnek tartom ennek részletes elemzését. Emellett minden sejtvonal alapu kisérlet
alapja a sejtek jellemzése, aminek fontos 1épése a sejtek azonositasa, amihez segitséget nyujthat

determinaciojuk ismerete. Ez a fejezet ennek alapjait rakja le.

2.1. Eredet és determindcio

Az ivarsejtek az egyetlen olyan sejttipus a szervezetben, ami képes a genetikai informaciot
atorokiteni a kovetkezd generaciora. Meglepd moédon azonban az ivarsejtek eredete nem a
gonadokra vezethetd vissza. Az ivarsejtek vonala mar a korai embrionalis fejlodés soran
kiilonvalik a szomatikus sejtek csoportjatol és kiilon fejlédési utat kovet (Tagami et al., 2017).
Az ivarsejtek prekurzor sejtjei az Oscsirasejtek (PGC), melyeket mar 1870-ben azonositottak
(Waldeyer, 1870).

Ezeket a sejteket eleinte hipoblaszt eredetiinek gondoltdk (Swift, 1914), azonban 1981-ben

Eyal-Giladi és munkatarsai bizonyitottak, hogy valdjdban az epiblasztbol szarmaznak (Eyal-
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Giladi et al., 1981). A vizsgalatok szerint csak a blasztoderma centralis része vesz részt a PG
sejtek kezdeti termelésében (Ginsburg and Eyal-Giladi, 1987; Ginsburg et al., 1989). Abban
azonban a kezdetektdl mindenki egyetértett, hogy az Osivarsejtek nagyméretii (10-20 um),
gombolyli sejtek, szintén méretes sejtmaggal, valamint jol lathatdo centriolumokkal ¢s
citoplazmatikus zsircseppekkel (Swift, 1914; Waldeyer, 1870).

Altaldnossagban elmondhato, hogy két tedria van jelenleg az Gsivarsejtek determinaciojarol:
a preformdcios és az epigenezis modell. Elébbi szerint a megtermékenyiilés eldtti vagy utani
rovid idétartamban anyai eredetli faktorok aktivalddnak a petesejt sejtplazméjanak germinalis
Ezt a modellt aldtdmasztjdk az ecetmuslica (Drosophila melanogaster), a fonalféreg
(Caenorhabditis elegans), a zebradanid (Danio rerio) és a karmosbéka (Xenopus laevis) fajokon
végzett fejléddésbiologiai kisérletek (Eddy, 1976; Illmensee & Mahiwald, 1976; Olsen et al.,
1997; Venkatarama et al., 2010).

Emlésokben egérmodellen (Mus musculus) bizonyitottdk az epigenezis modell miikodését,
mely szerint az Osivarsejtek kialakuldsanak aktivaciojat a kornyezd sejtekbdl érkezé hatasok
indukdljak (Tam and Zhou, 1996). Bar madarak esetén a kezdeti kutatdsok az utdbbi modellt
valosziniisitették (Karagenc et al., 1996), az ecetmuslicdban is megtalalhatdo VASA géntermék
jelenléte a mitokondrialis egységek kornyékén, valamint a barazdalodéas soran a barazdalodasi
arok alapi teriiletén bizonyitottak (Tsunekawa et al., 2000), hogy a preformaciés modell is
helytalld lehet. Ez tovabbi alatamasztast nyert, amikor fény deriilt a VAS4 gén szerepére az
ivarsejt-fejlédésben és a differencialodasban (Lavial et al., 2009). Osszességében kijelenthetd,
hogy a pontos folyamatok megismeréséhez még tovabbi fejlddésbiologiai kutatasokra van

sziikség.

2.2. Azonositds

Mivel a madar dsivarsejtek vandorlasat mar a felfedezésiik utan nem sokkal megfigyelték a
kutatok (Swift, 1914), régota foglalkoztatta ket az a probléma is, hogy miként lehetne
megbizhatéan figyelmmel kisérni ezeket a sejteket a teljes fejlodésiik soran. Erre nyujtott jo
megoldast a sejtspecifikus festés modszere. Az elsd probalkozéasok a perjod-Schiff (PAS) reakcid
segitségével torténtek (Meyer, 1960; Meyer, 1964), azonban ezzel csak a HH4 stadium el6tti
embriok dsivarsejtjeit lehetett vizsgalni (Nakamura et al., 2013b).

Erre egy Ujabb jelolési eljards, az EMA-1 (embriondlis egér antigén) monoklonalis antitest
hasznélata jelentett megoldast madar PGC-k esetén. Ez az ellenanyag az egér embrionalis

karcinomasejtek ellen termelddik €s a sejtmembranban taldlhatdo meg. Segitségével a PGC-k a
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germindlis félholdban valé megjelenésiiktol kezdve egészen a szexudlis differentacion atesett
gonadokban valo integracidjukig megjelolhetok (Urven et al., 1988).

Kés6bb mas monoklonalis antitest alapu markert is kifejlesztettek, mint pl. a fazis-specifikus
embrionalis antitest markercsalad (SSEA-1, SSEA-3, SSEA-4), amelyeket ma is széles korben
alkalmaznak az embrionalis Oscsirasejtekkel kapcsolatos vizsgalatokban (Jung et al., 2005;
Karagenc et al., 1996). Ezek az antitest markerek mind a sejtek membranjdbdl szdrmazd
antigénekhez kapcsolodnak, igy jelolve meg oOket. Az SSEA-1 ellenanyag azért is fontos a
kutatasban, ugyanis ennek a segitségével sikeriilt hatdsosan Oscsirasejteket izolalni fiirj ¢és
hazitytk embridokbol magneses (MACS — magnetic-activated cell sorting) és fluoreszcens (FACS
— fluorescence-activated cell sorting) sejtelvalasztasi modszerekkel (Mozdziak et al., 2006; Ono
and Machida, 1999).

Természetesen ezeknek az antitest alapi modszereknek is megvannak a gyengeségei. Mind
az EMA-1, mind az SSEA csaldd esetében megfigyelték, hogy hajlamosak az Gsivarsejteken
kiviil mas embrionalis 6ssejteket is jelolni (Pain et al., 1996). Mas kutatasok azt bizonyitottak,
hogy ezek az antitestek nem minden esetben ismerik fel a VASA-t expresszald Oscsirasejteket, igy
a hatasfokuk messze elmarad a 100%-t6l, foként a korai fejléddési stadiumokban (De Melo
Bernardo et al., 2012; Hen et al., 2014).

Jelentds attorést hozott a hazityuk V4ASA homoldég (CVH) marker bevezetése (Tsunekawa et
al., 2000). A VASA fehérje egy ATP-fiigg6 RNS helikdz a DEAD-boxban (innen szarmazik
masik neve, a DDX-4, DEAD-box helikaz-4), amit Drosophilaban azonositottak (Lasko and
Ashburner, 1988). Rendkiviil fixalt az Aallatvilagban, szerepét az ivarsejtek fejlédésében
bizonyitottdk a hazityuk mellett az ecetmuslica, a fonalféreg, a zebradanio, a karmosbéka és az
egér esetén is. Segitségével az ivarsejtek €s eldsejtjeik az embrid elsé barazdalodasatol kezdve
egészen a funkciondis petesejt kifejlodéséig nyomon kdvethetéek (Kim & Han, 2018). Bar sokan
a VASA fehérjét tartjak a legmegbizhatobb ivarsejtmarkernek, tobb tanulmany is bizonyitotta,
hogy ez a protein esetenként szomatikus sejtekben is expresszalhat (Lejong et al., 2020; Poon et
al., 2016).

Egy masik jol hasznalhatdo markertipus az RNS-kotd fehérjék csoportja, ahonnan a DND1
(dead end) (Aramaki et al., 2007) és a DAZL (Deleted in Azoospermia-Like) (Kito et al., 2010)
érdemel leginkébb emlitést. Mig a DNDI1 a sejtek nukleuszaban talalhatd, mindkét nem esetében
mukodik, és tobb fajban is az ivarsejtek fejlodéséért felel (Weidinger et al., 2003; Youngren et
al., 2005), addig a DAZL a nukleuszban és a citoplazméban is expresszal, nem detektalhatd érés
el6tti petefészekben, valamint kiilonbozd allatfajok esetén eltérd szereppel bir (Eberhart et al.,
1996; Ruggiu et al., 1997). Hazitytk esetén a helytelen DAZL expresszio befolyasolja a PGC-k

osztodasat, génexpressziojat, valamint a sejtek in vitro apoptozisat (Lee et al., 2016).
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Osszességében kijelenthetd, hogy jelenleg egyik ivarsejtmarker sem nytjt 100%-o0s
specificitast. A hibak kikiiszobolése érdekében érdemes lehet egyszerre tobbféle markerrel jeldlni

az Osivarsejteket, ezzel maximalizalva az eredmények megbizhatdsagat.

2.3. Vandorlds

Besz¢éltiink mar az Osivarsejtek epiblaszt eredetérdl, azonban fontos targyalni a sejtek ezt
kovetd jellegzetes vandorlasat, ugyanis tobb, a késObbiekben bemutatasra keriilé technologia
alapoz erre. Az Eyal-Giladi-Kochav-féle skala szerinti X. staddiumban nagyjabol 30-130
Oscsirasejt talalhatdo meg az area pellucida kozponti részén (Nakamura et al., 2007; Tsunekawa et
al., 2000). A primitiv csik megjelenésekor ezek a sejtek az embrid anterior részére, az
extraembrionalis régid szélére csoportosulnak passziv mozgassal, az tgynevezett germinalis
félholdba. Ez egy patké alak képzédmény, mely a primitiv csik feji részén taldlhat6. A HH 3-as
stddiumban a sejtek az epiblasztbol a hipoblasztba mozognak at, majd HH 4-ben (inkubaci6 18-
19. 6rgja) felgytilnek a félhold amniokardialis vezikulajaban. A felsorolt stadiumok alatt (EGK X
- HH 9.) jelentdsen megnd az Osivarsejtek szama a fokozott proliferacionak koszonhetéen
(Tagami et al., 2017).

A Hamburger-Hamilton 10-11. stddiumban az Osivarsejtek az extraembrionalis régidbol
belépnek az intraembrionalis érrendszerbe, és megkezdik tényleges vandorlasukat. Azt, hogy a
madar PGC-k az embri6 érrendszerét hasznaljdk a migracid soran, mar a korai vizsgalatok soran
megallapitottak (Swift, 1914). Ez a technika viszonylag egyedi; a madarak és néhany hiilléfaj
(bizonyos kigyok és gyikok) esetében irtdk le eddig (Kohno et al., 2014). A sejtek eleinte a
vitellin vénak anterior részén csoportosulnak, majd tovabb haladnak a szinuszoid erekbe. A
sejtek nagyszdmu belépése a keringési rendszerbe a HH 12-14. stddiumok kozott kovetkezik be
(De Melo Bernardo et al., 2012). Az dscsirasejteket ebben az allapotban keringd dsivarsejteknek
(cPGC) nevezziik.

A maximalis OJsivarsejt-koncentracio a HH 14. stadium (50-53 o6ra inkubacid) alatt
figyelhetd meg a vérben (Tajima et al., 1999). Régebbi kutatasok alapjan a migraciot olyan
extracellularis matrix molekuldk segitik, mint a laminin, a fibronektin, a kondroitin-szulfat és a
kollagén IV (Urven et al., 1989). A HH 15. stadiumtol kezdédden az dsivarsejtek a mezoderma
oldallemezeiben futd vitellin artéridkban koncentralédnak, majd a keringésbdl kilépve a
mezodermabol kialakuld coelomahdmba véandorolnak. Ehhez az egérhez hasonléan a SDF-
I/CXCR4 kemokin jelatviteli rendszert hasznaljdk (Stebler et al., 2004). A coelomaham
megvastagodva létrehozza a kezdeti ivarléceket, amit az dsivarsejtek kolonizalnak (Didier et al.,
1990; Fujimoto et al., 1976; Swartz, 1982). A HH 20. stadiumra az dsivarsejtek jelentds része az

ivarlécben csoportosul, mig kb. 10% a szervezetben szétszérva marad, és késobb feltehetdéen
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apoptozison megy keresztiil (Nieuwkoop and Sutasurya, 1979). A PGC-k vandorlésat a 3. dbran
szemléltetem.

Oocita az Zigota EGK IX. EGK X. HH 2-4. HH 9-12. HH 13-16. HH 18-21.
ovulacié utan megtermékenyités utin ovipozicié utan  6-18 6ra inkubacié 29-48 6ra inkubécié  48-56 6ra inkubéacié  72-84 6ra inkubécié
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3. dbra: Madadr dsivarsejtek vandorldisa és marker aktivitasa az embriondlis fejlodés soran. Az abran pirossal jelolt

crer

stadium alatt belépnek az ivari félhold teriiletére, majd HH 9-12. stadium koriil a vérkeringésbe, ahol megkezdik
tenyleges migraciojukat. Legnagyobb koncentracioban a 13-16. stadium kozétt talalhatoak meg a vérben, majd a 18-
21. stadiumban kilépnek az erekbdl és megkezdik a gonadok kolonizaciojat. Itt fejlédnek késdbb érett ivarsejtekke.
Markereik kiilonbozé stadiumoktol effektivek. A VASA és DAZL mar a fejlodés elején is aktiv, emiatt ezek a
legalkalmasabb eszkézok az dsivarsejtek azonositasara. Az SSEA-csalad, valamint az EMA-1 és a PAS csak az EGK
X. stadium utan hasznalhato, mig az SDF'1, mivel csak az erekbdl valo kilépéskor és az ivarszervek megtaldlasaban
jatszik szerepet a sejtekben, igy csak a vandorlas végsd szakaszan alkalmazhato megfeleléen. (Modositva Kim & Han,
2018 nyoman.)

2.4. Fejlodeés
Miutan az Oscsirasejtek kolonizaltdk az ivarléceket, a szervek méretének novekedésével
parhuzamosan Ujabb szambeli gyarapodason mennek keresztiil. Ilyenkor mar gonadalis PGC-
knek (gPGC, GGC) nevezik 6ket. Az ivarléc tovabbfejlddik az ivarszerv mezenchimalis részéve,
majd a HH 29 stddiumban (6. nap) megkezdddik az ivarszervek nemi differencialdodasa,
himnemben szimmetrikusan, nonemben asszimetrikusan. Himivarban a PGC-ket tartalmazo
ivarlécbdl a herecsatornacskak alakulnak ki, mig ndivarban a baloldali elsédleges ivarléc
visszafejlédésnek indul a HH 31-38. (7-12. nap) stadiumok alatt, helyette a germinalis epithelium
novekszik, létrehozva a masodlagos ivarlécet, majd a petefészket és a Miiller-féle csovet, amibdl
a petevezetd képzddik. A jobboldali ivarszerv itt a legtobb esetben teljesen eltiinik a kelésig

(Tagami et al., 2017).
Az ivarszervek differencidlodasa soran a him dsivarsejtek sejtszama alig novekszik (Méndez
et al., 2005), utdna pedig mitozisgatlas 1ép fel, igy a sejtek pre-spermatogonidlis allapotban
maradnak a sejtciklus G1 fazisdban egészen a kikelésig (Kirby and Forman, 2000; Swift, 1916).

A sejtosztodas a kelés utan 10 héttel indul ujra, de csak az ivaréréskor indul meg a tényleges
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spermatogenezis. Noivar esetén a HH 35-41. stadium kozott jelentds (akar huszonotszoros)
proliferacids aktivitas figyelhetd meg az elsddleges petesejtek kialakuldsdval parhuzamosan,
majd a HH 39. stadiumban megindul a meio6zis is (Hughes, 1963; Swift, 1915).

A sejtek meidzisat hazitylkban sok mas fajhoz hasonléan a retinolsav kontrollalja. A
meiozist madar embriokban a retinaldehid-dehidrogenaz (RLDH2) enzim iranyitja. Ennek génje
fokozottan expresszal himek esetében a herecsatornacskakban, tojok esetén pedig a bal ivarszerv
kéregdllomanyaban, valamint a jobb ivarszerv medullajaban. Az RLDH2 termel6dése egy
citokrom bontéenzimhez, a CYP26B1-hez (cytochrome P450 family 26, subfamily B member 1)
kotott, melyet himekben a herecsatornacskak termelnek a HH 30. stadiumtél kezdédden a
fejlodés végéig, mig tojokban az ivarszervek medulldja allitja eld, szintén a HH 30. stadiumtol.
Ez esetben azonban HH 38-t6l kezdve csokkend intenzitds figyelhetd meg, mely a termelés
leallasaval ér véget, ezzel szabad utat engedve a meidzisnak (Smith et al., 2008).

Magéban a jelatvitelben két receptorcsalad, a RAR (retinolsav receptor) és az RXR (retinoid
X receptor) vesz részt hazityuk Osivarsejtekben. A RAR harom tipusat (£, B, y) talaltdk meg
ebben a fajban, melyekbdl a RARB vesz részt a folyamatokban a HH 30. stadium utan mindkét
nemben. Ndivarban a retinolsavat a HH 38. stadiumtol kezdve nem bontja le a CYP26B1, igy az
a RARS receptor segitségével indukalja a STRAS gént, aminek hatasara kezdetét veszi a meidzis
(Smith et al., 2008; Tagami et al., 2017).
elmult évtizedekben sok kisérlet foglalkozott ezzel a témakorrel, melyekben adott nembdl
szarmaz6 PGC-ket injektaltak ellentétes nemil egyedek gonadjaiba, és vizsgaltak azok fejlodését
(Kagami et al., 1995; Kagami et al., 1997; Naito et al., 1999; Tagami et al., 2007). Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a hazityuk Osivarsejtek ivari bipotenciallal rendelkeznek a blasztodermalis
fejlodési szakaszban, azonban a migracid soran elvesztik ezt a képességet. A fejezet
Osszefoglalasaként a kiilonbozd fajok Osivarsejtjeinak specifikdciojat, migracigjat és

ivardeterminaciojat a 4. abraban foglalom 6ssze.
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4. Abra: Az dsivarsejtek és az ivar jellemzdi kiilonbozé dllatfajok esetében. Madarak esetén, bar kezdetben az
epigenetikus modellt feltételezték a PGC-k determindacioja kapcsan, a VASA gén aktivitisa a sejtekben a
preformdacios modellt valosziniisiti, hasonloam a kigyokhoz és krokodilokhoz. Ezzel szemben mds fajok mellett a
gvikok nagy részében, a tekndsokben és az emlosokben az epigenetikus modell figyelheté meg. Vandorlasukat
tekintve a legtobb hiillohéz hasonloan a maddar Osivarsejtek is az érrendszert hasznaljak a dorzalis bélfodor
(tekndsok, emlosok) helyett. A nemi determindciot tekintve a madarakra, hasonloan a kigyokhoz, valamint a gyikok
és teknosok egy részéhez, a genotipusos ivari determindcio (GSD) ZZ/ZW ivari kromoszomapar valtozata jellemzo,
ellentétben példaul a homérséklet dependens ivardetermindacioval (TDS) rendelkezé hidasgyikokkal és
krokodilokkal.(Modositva Bachvarova et al., 2009; Ezaz et al., 2006, Kohno et al., 2014; Pokornd & Kratochvil, 2009
nyoman.)

3. A madar ésivarsejtek felhasznaldsi potencidljai
Az eldézbéekben felvazoltam a madar dsivarsejtek fejlddésének részleteit, kitérve a fontosabb

jellemzobikre is. Ebben a fejezetben célom a felhasznalasuk sokszintiségének, €s az ebbdl fakadod

fontossaguknak bemutatasa.
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3.1. In vitro tenyészthetoség

A madar Osivarsejtek a tudomany tobb teriiletén is nagy fontossdggal birnak, szamos
technologia hasznélja Oket eszkozként, a génmegorzéstl a génmodositasig. Ezt a széleskori
felhasznalasi spektrumot 0Osszekoti egy kozds problémakér: minden munkafolyamat nagy
mennyiségl,, egészséges sejtet igényel az optimalis hatékonysag elérése érdekében. Ennek a
szlikségletnek a kielégitéséhez elengedhetetlen volt egy megbizhatd in vitro sejtizolalasi és
sejttenyésztési protokoll kidolgozasa.

Az Oscsirasejtek izolalasara tortént elsé probalkozasok majdnem szaz évre vezethetok vissza
(Goldsmith, 1935; Willier, 1937). Ekkor még az embridk ivari félholdjabol tortént a PGC-k
izolalasa, ahogy az tobb szerzonél is olvashat6. Ehhez altaldban HH 5-10. stddium kozotti
embriokat hasznéltak (Reynaud, 1969; Simon, 1957). A kés6bbiekben kifejlesztettek egy masik
technikat is, amely sordn az Osivarsejteket a migracios fazisuk kozben, HH 17. stadiumu
embriokbdl izolaltak vérvétel segitségével (Fujimoto et al., 1976; Kuwana et al., 1987).

Mindkét technikanak megvannak az eldnyei és hatranyai. Az ivari félhold izoldlasa esetében,
bar nagyobb koncentracioban nyerhetdek ki az Osivarsejtek, izolalasuk és tisztitasuk
nehézkesebb, valamint a sejtek jra aggregalodasanak is nagyobb a veszélye (Wentworth et al.,
1989). Ezzel szemben a vandorlas alatti vérvétellel torténd PGC-izolalas konnyen kivitelezhetd,
az alacsonyabb kinyert sejtszam miatt azonban a technika elterjedéséhez sziikség volt egy jol
miikodd, a hosszatava fenntartashoz is alkalmazhato tenyésztdmédium kifejlesztésére.

Az els6 tenyésztomédium még rendkiviil egyszerli Osszetétellel rendelkezett, csupan
modositott Dulbecco médiumbdl allt, azonban ebben csak par napig lehetett fenntartani a PG
sejteket (Wentworth et al., 1989). Késobb megjelentek az dsszetettebb médiumok, mint a Kav-1,
ami méar FBS-t, hazityuk szérumot és mLIF-et is tartalmazott (Kuwana et al., 1996). Uj
megkozelitést jelentett a tdplalosejtek (feeder cells) hasznalata a tenyésztéshez. Ezek példaul az
embriondlis gonadokbdl szarmaztak, a szervek emésztésével jutottak hozzajuk, és a
tenyésztOlemez aljara tapadva kiilonb6z6 faktorok termelésével segitették a PGC-k novekedését
(Chang et al., 1995; Yang & Fujihara, 1999). Ebbdl indult ki a kiilonb6z6é ndvekedési faktorok
felhasznalasanak vizsgalata (Macdonald et al., 2010).

Ezek a tenyésztomédiumok mar képesek voltak hosszabb tavon életben tartani a sejteket, de
mindségiik valtoz6é volt, emellett nem szolgaltattak megoldast arra, hogy az Osivarsejteket
elvalasszak a tobbi véralkotoelemtdl. Erre kezdetben tobbféle modszert dolgoztak ki, melyek az
Osivarsejtek tisztitasat az izolalast kdvetden, de a tenyésztést megeldzden probaltak megoldani.
Ilyen volt a Ficoll stirliségi gradiens centrifugalds (Yasuda et al., 1992), a Nycodenz siirtiségi
gradiens centrifugdlds (Zhao and Kuwana, 2003), valamint a magneses (MACS) (Ono and
Machida, 1999) és fluoreszcens (FACS) (Mozdziak et al., 2006) valogatas is. Ezek azonban
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sokszor nem voltak megfelelé hatékonysagtiak, vagy jelentds plusz energiat és koltséget
jelentettek.

Az igazi attorést ezen a teriileten Whyte és munkatéarsai 2015-ben érték el, akik egy komplex
tenyésztomédium kifejlesztésével sikeresen megoldottak mind a hosszutava tenyésztést, mind a
hazityuk Osivarsejtek tisztitdsat. A vandorld dsivarsejtek jelatviteli rendszerét vizsgalva sikertilt
feltérképezni természetes kornyezeti igényeiket. Ehhez igazodva taplaldsejtek hozzaadasa nélkiil
olyan médiumot dolgoztak ki, amely tdmogatta a PGC-k osztdédasat és megujulasat, méghozza
novekedési faktorok, tobbek kozott a B fibroblaszt novekedési faktor (bFGF) és a humén aktivin
felhasznalasaval. Ezzel sikeriilt stabil, fenntarthatd hazityuk Osivarsejt-tenyészeteket 1étrehozni

in vitro (Whyte et al., 2015).

3.2. Beépiilési potencial

Az Osivarsejtek egyik jelentds eldnye a kisérleti alkalmazasuk soran, hogy kiemelkedd
beépiilési potenciallal rendelkeznek. Ez a tulajdonsaguk teszi alkalmassa dket egyebek mellett a
génmegOrzésben ¢és a transzgenezisben valo felhasznalasukra is. Mar tettem emlitést
kisérletekrdl, ahol adott nembdl szdrmazd Oscsirasejteket ellentétes nemii egyedek gonadjaiba
injektaltak, és figyelték azok beépiilési sikerességét, valamint tovabbfejlddésiiket ivarsejtekké
(Kagami et al., 1995; Kagami et al., 1997).

Az ivarszervi kiméra eldallitdsra tobbféle modszert is kidolgoztak, példaul a germinalis
félhold transzplantacidjat (Hajji et al., 1988; Tachinante, 1974), a félhold emésztett darabjanak
véraramba injektalasat (Reynaud, 1969; Reynaud, 1976), ivari félhold eredetii sejtek injektalasat
(Wentworth et al., 1989), valamint maganak az embrionalis vérnek az atomlesztését (Hubert,
1970). A legkifinomultabb modszer mégis az in vitro tisztitott és tenyé€sztett Osivarsejtek
injektaldsa az embrionalis véraramba (Yasuda et al., 1992).

Azonban az dsivarsejtek nem csupan az embrionalis fejlédés soran tudnak mitkoddképesen
beépiilni recipiens egyedek ivarszerveibe. Trefil és munkatarsai mesterségesen sterilizalt felnott
kakasokba tiltettek be mCherry jeldlt donor PGC-ket, amelyek 12 honap utdn hét allatbol hatban
visszaallitottdk a spermiumtermelést, valamint a termékenyitd-képességet is sikeriilt bizonyitani.
Ez a kisérlet egy olyan technologidt mutatott be, melynek segitségével az ivarszervi kiméra

eldallitas iddtartama, koltsége és allatigénye egyszerre csokkenthetd (Trefil et al., 2017).

3.3. Transzgenezis
Mig az emldsok és halak esetében jelentds attorést jelentett a zigdta mikroinjektaldsanak
technologidja (Gordon and Ruddle, 1981; Pei and Burgess, 2019), addig a madarak

génszerkesztése komoly akadéalyokba iitkézik. A probléma gyokerét a madarak specialis
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szaporodasbioldgidja és embrionalis fejlodése adja. Mig emldsokben az egysejtes embrid
mikroinjektalassal torténd szerkesztése jol kivitelezhetd, addig ezt madaraknal tobb tényezd is
gatolja.

Bar a petesejt izolalasa és mesterséges megtermékenyitése lehetséges ezeknél a fajoknal is, a
mesterséges maturacio a szik hianya miatt mar nem megoldhaté (Lee et al., 2020a). Maturacié
nélkiil a mesterségesen termékenyitett petesejt visszaiiltethetd recipiens tojasba, azonban ez a
technologia rendkiviil magas laborigénnyel és alacsony hatdsfokkal rendelkezik (Hrabia et al.,
2003; Tanaka et al., 1994). Tovabbi probléma, hogy az egysejtes zigotak felhasznalasa sem
egyszerii. A magnumba mar nagyjabol 5 oraval az ovulacio utan megtorténik az els6 osztodas, a
kovetkezd 20 6raban pedig a tovabbi osztodasok rohamos litemben torténnek, melynek végére az
embrid sejtszama eléri az 55.000-et (Lee et al., 2013; Park et al., 2006). Emiatt a gyors fejlodés
miatt az egysejtes zigotak kimosasa nehezen megoldhatd, amit a felette termelddd tojasfehérje is
akadalyoz. Az anyadllat elvesztése miatt az embrié miitojasban vald nevelése tovabb ndveli az
eljaras nehézkességét.

Az egyik mddszer tobbsejtes embridk génszerkesztésére az embridk direkt elektroporéalasa a
tojason nyitott ablakon keresztiil. Ez a technoldgia madarak esetében elénydsebb, mint
emldsoknél, mivel nincs sziikség arra, hogy miitétnek vessiik ald az anyaallatot (Véron et al.,
2015). Cooper és munkatarsai a spermiumok genetikai szerkesztését hasznaltdk, majd ezeket
inszeminaltdk a tojé szervezetébe, azonban ez a technoldgia meglehetésen alacsony (0-26% GE
utodok) hatasfokkal rendelkezett (Cooper et al., 2017). Torténtek mar probalkozasok adenovirus
CRISPR/Cas9 vektor fiirj blasztoderméba injektalasara is, ami nagy hatasfokkal miikodott, igy a
jovoben fontos szerephez juthat a transzgénikus madar eldallitasban (Lee et al., 2019).

Természetesen a madarak Osivarsejtjei is felhasznalhatéak vektorként a génszerkesztés
eszkozeként. Az Oscsirasejt-tenyészeteket modositva, majd ezeket recipiens éallatokba juttatva
transzgénikus ivarszervi kimérak allithatok eld, amelyeket egymassal keresztezve
génszerkesztett utodokat kapunk (Macdonald et al., 2012). Azonban ehhez nagy mennyiségt, in
vitro tenyésztett PGC sejtre van sziikségiink, amire egyeldre csak hazitytkban fejlesztettek ki
megbizhatd sejttenyésztési technoldgiat. Tyack és munkatarsai erre a problémara szolgaltattak
megoldast, amikor az Osivarsejteket in vitro tenyészetek helyett mar a vérben céloztdk Tol2
transzpozon vektorral. Az igy végrehajtott génmddositas, mivel kihagyja a tenyésztési 1épést,
tobb faj esetén is felhasznalhato (Tyack et al., 2013).

Napjainkig mar hasznaltdk a génszerkesztést madarak esetén tobbek kozott a miosztatin
(MSTN) gén kititésére (Kim et al.,, 2020; Lee et al., 2020b), ezzel szuperizmolt allatok
eldallitasara, valamint betegségrezisztencia kialakitasara a Marek-betegség (Challagulla et al.,

2021) és a madarinfluenza (Idoko-Akoh et al., 2023) ellen is. Ezek mellett hasznalhatjuk a
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technologiat a kutatdsban fluoreszcens riportergének beépitésére (Kwon et al., 2004), az
orvostudomanyban terapids fehérjék termeltetésére a tojasban (Sheridan, 2016), valamint az
iparban is a kisebb allatlétszam és jobb takarményértékesités biztositasa céljabol (Park et al.,

2019).

3.4. Mélyhiités

A legtobb mddszer esetén a sejttenyésztés mellett a sejtek mélyhtitésére is sziikség van,
ugyanis ez biztositja azok igazan hosszutavi, akar évtizedekre nyulo tarolhatésagukat. A modern
tapoldatoknak kdszonhetden a tenyészeteket kultirakban fenntartani lehetséges, akar honapokig
is, tapasztalatunk szerint azonban fél év tenyésztés utan a mindségiik mar jelentdsen romlik,
genetikai allomanyuk pedig valtozdsokon mehet keresztiil. Emiatt elengedhetetleniil fontos a
sejtek mélyhtitésének fejlesztése, hiszen madarak esetén ez a technoldgia hasznélhaté a
génmegOrzésben is.

Madaraknal a génmegdrzés tobb akadalyba iitkdzik, mint emlésok esetén, ami a ZW ivari
kromoszoma rendszerrel all Osszefliggésben. Mig emlésok esetén a himnem rendelkezik a
heterogén kromoszémaparral (XY), addig madaraknil a ndnem a heterogamétds (ZW) ivar
(Stefos and Arrighi, 1971). Ennek kOszonhetéen a spermiumok mélyhiitésének klasszikus
génmegdrzési modszere csak a Z-kromoszoman tarolt tulajdonsagok megodrzésére alkalmas, igy
a W kromoszoman és a mitokondridlis DNS-ben tarolt informécio a sperma mélyhtitésnél elvész.
Emellett a tarolt spermiumok alacsonyabb termékenyitOképessége miatt a modszer fejlesztésre is
szorul (Long, 2006). Az alternativ moédszerek koziil a petesejt- és embriomélyhiités nem
kivitelezhetd, kdszonhetden a tojas nagy méretének, valamint viz-, fehérje- és lipid tartalménak.
SzovetmeglOrzés terén jO eredményeket mutat az embriondlis vagy naposkori gonadok
szovetének mélyhiitése, ami azonban donor allat felaldozéasaval jar, igy veszélyeztetett fajokon
kevésbé alkalmazhat6. A legjobb opcid tehat az embriondlis sejtek, azon beliil az dsivarsejtek
megorzeése, amire a tovabbiakban részletesebben kitérek (Barna et al., 2016).

Az els6é sikeres hazitytk PGC-mélyhiitésre 1994-ben keriilt sor, ekkor folyékony
nitrogénben prezervaltdk a vérarambdl izolalt sejteket 10% DMSO-t tartalmazd (dimetil-
szulfoxid) cHank’s oldatban (Naito et al., 1994). Nem sokkal késdbb gonadbol izolalt sejteket is
sikeriilt mélyhiiteni. Ennél a kisérletnél a fagyasztémédium MEM tapoldatbdl (modositott Eagle
médium), 10% FBS-bol, és 10% DMSO-bdl allt (Tajima et al., 1998). Fiirj gonad eredetli
Osivarsejteket is sikeresen mélyhtitottek folyékony nitrogénben 10% FBS-t és 10% DMSO-t
tartalmazé M 199 fagyasztomédiumban (Chang et al., 1998).

A legujabb kutatasok egyik megkozelitése szerint specifikusabb hiitdmédiumok eldallitasa

szlikséges, ami jobban segiti az Osivarsejtek talélését. Ilyen a Roslin Intézet altal fejlesztett KO-
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DMEM alapti, 4% DMSO-t, 5% hazitytk szérumot és CaCl,-ot tartalmazd fagyasztomédium
(Nandi et al., 2016; Woodcock et al., 2019). A masik megkozelités egy egyszerti, a fajokra nézve
univerzalis valtozatot részesit eldnyben. Erre példa a Kong ¢és munkatérsai altal publikalt 10%
DMSO-t és FBS-t tartalmazd médium (Kong et al., 2018). Voltak probalkozasok vitrifikacios
technologia kialakitasara is, azonban ezek, bar igéretesek, jelenleg még nem érik el a lassu-
mélyhtités hatékonysagat (Patakiné Varkonyi et al., 2017; Tonus et al., 2017). Emellett
kereskedelmi forgalomban kaphaté hitomédiumok is léteznek, mint a CELLBANKER 1
(Nippon Zenyaku Kogyo, Japan), amelyek szintén jo hatasfokkal mitkkodtek tobb kisérletben is
(Nakamura et al., 2011; Nakamura, Tasai, et al., 2013).

A fagyasztomédiumok tovabbi fejlesztése jelenleg is aktudlis feladat, hiszen minden
technolégidhoz j6 mindségli, magas sejtszamu tenyészet sziikséges. Ennek kivitelezéséhez
elengedhetetlen a meglévé médiumok tokéletesitése, azok Osszehasonlitasa (Setioko et al.,
2007), a mélyhiités sejtekre gyakorolt hatasainak vizsgalata (Ecker et al., 2023), valamint a
technoldgia adaptalasa 0j fajokra/fajtakra (Lazar et al., 2021).

3.5.  Mikotoxinhatdsok vizsgalata

A mikotoxinok altalanossdgban a penészgombdk mdsodlagos anyagcseretermékei, melyek
leggyakrabban a takarmanyon keresztiil keriilnek be a szervezetbe. Megjelenhetnek mar a
szant6foldi novényeken is, de gyakran eléfordul, hogy a nem megfeleld tarolds és a prevencio
hidnya miatt a takarmany termékben is felszaporodnak. Szintén problémat jelent, hogy a
takarméany feldolgozdsa sordn az emlitett mikotoxinok nagy része nem bomlik le.
Magyarorszdgon a legnagyobb gazdasagi kart a fusariotoxinok okozzak, melyek kozé tartozik
tobbek kozott az altalunk vizsgalt zearalenon és T-2.

A baromfitakarméanyok terén tobb kutatas is foglalkozott mar a mikotoxin szennyezettség
problematikajaval. Dél-Afrikaban 105 kiilonb6zd baromfitakarmanybdl vett minta alapjan
folyadék kromatografids vizsgalatokkal azt allapitottdk meg, hogy 0Osszesen 16 kiillonbozo
mikotoxin volt jelen az etetdanyagban, a legnagyobb aranyban a fumonizin Bl és a zearalenon
képviseltette magat. Ezt mas afrikai takarmanyvizsgalatok is alatdmasztottadk (Mokubedi et al.,
2019; Ochieng et al., 2021). A mikotoxinok jelenléte Eurdpa és a vilag mezdgazdasagaban
tovabbra sem megoldott. Eurdpaban a szemestakarmanyok, igy a blza, az arpa €s a kukorica,
melyek jelentds szerepet vallalnak a baromfitakarményozasban, er6sen ki vannak téve a
kiilonb6ozé mikotoxinok karositod hatasanak.

A kiilonbozd baromfifajok kiilonbozd érzékenységet mutatnak a mikotoxinokkal szemben.
Eddigi megfigyelések alapjan a fiirj, lad (Anser anser) és pulyka (Meleagris gallopavo

domesticus) fajok kevésbé ellendlloak az ilyen jellegli méreganyagok ellen, mint a hazityuk. A
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hazityak példaul a T-2-re, az aflatoxinra, a deoxinivalenolra és az ochratoxin A-ra a
legérzékenyebb, mig a zearalenon és a fumonizin Bl kevésbé viseli meg. A faj mellett azonban
egyéb befolyasolod tényezdk is szerepet jatszhatnak. Az alapbdl legyengiilt vagy fiatal szervezet
példaul hazityuk esetén is jobban ki van téve a mikotoxinok karositd hatasainak, mint az erds
feln6tt immunrendszer. Emellett olyan tényezdk is kdzre jatszhatnak egy populacido mikotoxin-
kitettségének, mint a nem megfeleld homérséklet és paratartalom, a rosszul kivitelezett
ventillacio, a kitettség hossza, vagy mas baromfibetegségek megjelenése. Utdbbival
kapcsolatban bizonyitott, hogy hazitylkban az aflatoxinok, ochratoxinok, trichotecének ¢s
fumonizinek képesek immunszupressziv hatast indukalni, ezzel fokozni az allomany
betegségeknek vald kiszolgaltatottsagat (Arafa et al., 1981; Filazi et al., 2017).

Ha egyszerre tobbféle mikotoxin is jelen van a takarméanyban, az bizonyos esetekben additiv
vagy szinergista hatést is kifejthet. Tobb masik kombinacié mellett eddig azt figyelték meg, hogy
a T-2 toxin az aflatoxin Bl-gyel és a DON-nal is szinergista kapcsolatban van, mig példaul a
fumonizin Bl-hez és az ochratoxin A-hoz additiv viszony fiizi. A kutatok azonban maig
vizsgaljak az egyes mikotoxinfélék kolcsonhatasait €s azok eredményeit az egyes allatfajokon
(Danicke, 2002).

Az altalunk felhasznalt egyik mikotoxin a zearalenon, mely 6sztrogén jellegii hatasa miatt
ivarszervmiikodésbeli zavarokat idézhet el6. Ennek oka, hogy a ZEA eltavolitja az dsztradiolt a
kotofehérjéjérdl, ezzel Gsztrogenikus reakciot valtva ki a szervezetbdl. Hormonalis aktivitasa
miatt bizonyos orszagokban, mint az USA, felhasznaljdk a husmennyiség novelésére. Azonban
tobb orszagban, példaul az Europai Unidban, tilos a ZEA hasznalata (Yazar and Omurtag, 2008).

A zaralenonra a hazityuk kevésbé érzékeny, mint a tobbi baromfifaj. Elsédleges hatasa
ezeknél az allatoknal a termékeny tojasok szdmanak csokkenése lehet. Emellett azonban a
mikotoxin akkumuldlédhat az allati szervezetben, tobbek kozt a tojasban, a hasban, a belsd
szervekben, ezek koziil els6sorban a majban. Ezaltal 0sszességében mérsékelt egészségiigyi
karositoként kell tekinteni erre a szennyezdanyagra (Kolozsvari, 2009).

A masik altalunk vizsgalt mikotoxin a T-2. Alapvetden az eukaridta sejtekben karositja a
mitokondriumot, akadalyozza a DNS, RNS ¢és fehérje szintézisét. Utdbbi kétféleképpen
jatszodhat le: iniciacios stopként, vagyis a peptidkotések létrejottének gatlasaként; vagy
elongacios és terminacids stopként, azaz a riboszoma poliszomaba valo belépésének gatlasaként.
Jo hir viszont, hogy a mikotoxin a méjban lebomlik, az izmokban instabil allapotban van, igy
gyorsan iiriil és nem akkumulalodik.

A baromfiiparban a T-2 toxin kiilonboz0 tlineteket eredményezhet. Tojéallomanyok esetén
nem tapasztalhatunk takarmany-visszautasitast, de jelentds negativ hatéssal van a tojastermelésre

¢s a tojasok keltethetoségére, emellett sulyosan karositja a majat is (disztrofia, zsirosodas).
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Hushasznii brojler csirkék esetén viszont fellép a csokkent takarmanyfogyasztas, ezzel
parhuzamosan pedig a stlygyarapodés visszaesése is (Kolozsvari, 2009; Yazar and Omurtag,
2008).

negativ hatést, igy megértésiikhoz sziikséges a mikotoxinoknak kitett allatok embrionalis
fejlodésének vizsgalata. Emellett a PGC-k is jo eszkozt szolgéltatnak a mikotoxinok hatdsainak
megértéséhez, hiszen ezek a sejtek az embriondlis fejlédés soran aktivan részt vesznek az
ivarszervek kialakitasaban, viszont in vitro is jo hatasfokkal és hosszan tenyészthetdek, ennek
koszonhetéen pedig alkalmasak kornyezeti stresszhatdsok (hohatasok, toxinhatasok)

vizsgélataihoz.

4. A FUCCI transzgén szerepe a sejttenyésztésben

Miutan bemutattam az in vitro sejttenyésztési technikékat és az azokbdl ered hasznositasi
lehetdségeket, fontos kitérni a sejtek egészségi allapotanak megfigyelésére is. Erre szolgéltat 0j
modszert a transzgénikus FUCCI (fluoreszcens ubikvitinacid-alapu sejtciklus indikator) modell,

amit ebben a fejezetben részletesen bemutatok.

4.1. A sejtciklus menete

A sejtciklus egy olyan fokozottan szabalyozott folyamat, melynek célja a genetikai
informéacid megkettdzése és atorokitése a kovetkezd generaciora. Alapvetden négy féazisra
oszthato: a mitdzisra (M) és a DNS szintézisre (S), valamint az ezeket elvalasztd sziinetekre
(gap; G1, G2). A sejtciklus a Gi fazissal indul, melynek soran a sejt az extracellularis mitogénekre
¢és novekedési faktorokra reagal, amelyek hatdsara beindul a DNS szintézis. Ezek nélkiil a sejt
differencialédason vagy apoptozison mehet keresztiil, esetleg vegetativ (Go) allapotba keriilhet. A
szintézis befejeztével egy gyors atmeneti idészak kovetkezik (G2), majd végbemegy a mitozis a
kovetden a sejtek bekeriilhetnek egy ugynevezett Go fazisba, ami a sejtciklus atmeneti vagy
végleges sziinetelését jelenti. Ebbol a szakaszbol kiilsd hatdsokra képes a sejt korai G fazisba
1épni (Israels and Israels, 2000).

A sejtciklust szabalyozo tényezOk azt biztositjdk, hogy minden [épés hidnytalanul
végbemenjen, ezt pedig fazis-specifikus fehérje-expresszidval érik el (Blow and Dutta, 2005). A
ciklus motorjat a ciklin-fliggd fehérje kindzok (CDK) alkotjak, ahol a ciklinek a regulator
szerepét jatsszak, mig a CDK-k a katalizatorok. Minden ciklin a sejtciklus adott fazisdhoz kotott,

igy a ciklus soran mennyiségiik emelkedést vagy csokkenést mutat. Ezek a ciklin-CDK

34



komplexek foszforilacid utjan fazis-specifikus fehérje szubsztratokat termelnek, ezzel lenditve
tovabb a sejtciklust. A G fazis végén (restrikcidos pont; R), valamint a Go/M fazishataron
ellendrzépontok vannak a karos mutaciok kiszlirése végett. Az igy érzékelt mutaciok sulyossaga
alapjan a sejt megprobalja kijavitani a hibat, vagy megszakitja a mitozist (Israels and Israels,
2000).

A G fazisban a D ciklincsalad (D1, D2, D3) alkot komplexet a CDK4 ¢s CDK6 kindzokkal.
A komplexek kialakulasa aktivalja a CDK-kat, igy a retinoblasztéma (RB) fehérje foszforilacioja
beindul. Ez a fehérje fontos szerepet jatszik a restrikcios pont ellendrzésében, ugyanis az E2F
transzkripcids fehérje megkotésével transzkripeid inhibitorként viselkednek. Amennyiben az
aktiv CDK4/6 foszforilalja az RB fehérjét, az elvalik a megkotott E2F-t6l, igy beindul a
transzkripcid, a sejt pedig tillendiil az R-ponton. A Gi/S fazishataron magas ciklin-E/CDK2
jelenlét figyelhetd meg, amit az S szakasz alatt a ciklin-A valt fel. A ciklin-A/CDK2 komplex a
DNS szintézis miikodtetéséhez sziikséges. A kései S fazisban a ciklin-A a CDK1-hez kotddik,
ami a mitotikus stddiumban is megmarad, kiegésziilve a ciklin-B-vel (Israels and Israels, 2000).

Mutacié esetén a sejtciklus ledll, amit a p53 transzkripcidés faktor idéz el az RB
foszforilacio gatlasaval. A p53-at az MDM2 fehérje regulédlja, azaz normal koriilmények kozott
alacsony szinten tartja a p53 transzkripciot, valamint csokkenti az aktivitdsat, az ubikvitinaciot,
¢s korlatozza annak transzportjat a nukleuszbol. DNS sériilés esetén a p53 bekot a szekvencia-
specifikus DNS-szakaszra, ennek hatasara fokozott p53 termelés 1ép fel, az ezt kovetd
foszforilacio aktivizalja a fehérjét, igy csokkentve az MDM2 kotddését. A p53 a p2l-nek
nevezett CDK inhibitort szabédlyozza, ugyanis a kinaz aktivitas gatlasaval nem lép fel RB
foszforilacio, igy a sejt Gi fazisban marad a sériilés kijavitdsanak befejezéséig (Israels and

Israels, 2000).

4.2. A FUCCI transzgén felépitése, miikodési elve

A FUCCI rendszert 2008-ban publikaltak el6szor (Sakaue-Sawano et al., 2008) és hamar
forradalmasitotta a sejtek in vitro megfigyelését. A technologia alapjat két, fejlett eukariota
szervezetek DNS-replikéciojat szabalyozo faktor, a Cdtl licensz faktor, és annak antagonistéja, a
Geminin adja. E két faktor jelenléte a sejtciklus sordn inverzen valtakozik (Arias and Walter,
2007), mig a Cdtl a G; stadiumban, a DNS replikacio elott tetdzik, és a S fazis elején eltlinik
(Nishitani et al., 2000; 2004), addig a Geminin az S és G> szakaszokban van jelen (McGarry and
Kirschner, 1998). Ezt két E3 ubikvitin ligiz okozza: az APC/C®¥! a Geminint géitolja a mitozis
és a G fazis alatt, mig a SCF5? a Cdtl-et degradalja az S és G stidiumokban. Periodikusan
valtott aktivitasukat fokozza az is, hogy az SCF%? az APC/CC! szubsztratjaként viselkedik

(Bashir et al., 2004). A FUCCI rendszer erre a valtakozasra épit két fluoreszcens markerrel,
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amelyeket a Cdtl1bdl és a Gemininbdl szarmaz6 degronokhoz két. Ennek kdszonhetden a sejtek
altal expresszalt két kiillonbozo szinli riporter a sejtciklus fazisatol fliggden valtja egymast. Bar
lehetséges egy riportert alkalmazd FUCCI rendszer hasznélata is, ez a struktura kevésbé
megbizhato (Zielke and Edgar, 2015).

A Gi-specifikus struktura a human Cdtl fehérje kiméra valtozatabol és a monomer Kusabira
Orange (mKO2) riporterbdl (Karasawa et al., 2004) all. A human Cdtl N-termindlis részén
talalhato egy PIP-box, amit az S-fizis-specifikus CRL4“Y? felismer. A PIP-boxot egy degron-
kapcsolt Cy szakasz koveti, ami az SCFS*P? ybikvitin ligaz target helye. A Cdtl kozponti része a
Gemininnel torténd kolcsonhatasokat szabalyozza, mig a C-terminalis domén az MCM
(minikromoszoma fenntartd) fehérjékért felel (Cook et al., 2004). Arra is fény deriilt, hogy az N-
termindlis egy szakasza (hCdtizo-120) fontos szerepet jatszik az S és G2 sordn torténd gatlasért
(Nishitani et al., 2006). Megfigyelték azt is, hogy ez a modell csak az mKO2 és az mCherry
riporterekkel miikodott, monomer Azami-Greennel vagy eGFP-vel nem (Sakaue-Sawano et al.,
2011).

A human Geminin fehérje N-termindlis részén egy D-box (destruction box) talalhato, amely

kulcsfontossagi az APC/CCd!

szabalyozott degraddcioban. A fehérje kozépsd szakasza egy
dupldn csavart domén, ami itt is a Cdtl-gyel torténd kolcsonhatasért, megkdotésért felel
(Benjamin et al., 2004; Okorokov et al., 2004). A D-box és a csavart domén kozott helyezkedik
el egy Arg és egy Lys maradvany klaszter. Sakaue-Sawano és munkatarsai ezekre terveztek egy
fazios fehérjét, ami az mAG (monomer Azami-Green) riporterb6l és a human Geminin N-
terminalis régiojabol all. Ennél a fragmentumnal a Cdtl-gyel ellentétben nem korlatozott a
hasznalt riporterek tipusa (Sakaue-Sawano et al., 2008).

A FUCCI modell eredetileg a nukleuszban expresszalt, azonban ez, bar megkdnnyitette a
riporterek detektalasat, ezzel egyiitt ellehetetlenitették a sejtek tipusdnak és differentacios
allapotanak megallapitasat. Ennek kikiiszobolésére leroviditették a Gemini szerkezetet azzal,
hogy kivagtak a KAKK struktarat, ami a sejtmagi lokalizcioért felel. A Cdtl fragmentum esetén
ezt nem sikeriilt megoldani, viszont ez nem okozott akkora problémat, mivel a hGem.¢o régidval
kombinalva a sejt korvonalai a ciklus nagy részében lathatéak maradnak (Zielke and Edgar,
2015).

2016-ban Koh ¢és munkatarsai tovabbfejlesztették az alap FUCCI technologiat. Az 6
kisérletiikben egy lentivirus alapt rendszert dolgoztak ki, ami a két modell helyett egy
egységesitett expresszios kazettat hasznalt, amit FastFUCCI-nak neveztek el. Ezzel jelentdsen
egyszerlsitették a transzgenezis végrehajtasat és a sejtvonalak karakterizalasat is. A struktira
miikodését sikeresen bizonyitottdk is human hasnyalmirigy MIA PaCa-2 raksejteken (Koh et al.,

2017). Az altalam hasznalt FUCCI konstrukciot az 5. dbrdn mutatom be.
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5. Abra: A FUCCI plazmid konstrukcio felépitése és miikodése. Az altalunk hasznalt FUCCI plazmid mar egyben
tartalmazza az mAG kapcsolt hGeminin és az mKO?2 kapcsolt hCdtl konstrukciokat, valamint egy puromicin
rezisztenciagent és egy CAG- promotert (A). Ennek koszonhetoen a transzgénikus sejtek az osztodast kovetd G
fazisban piros fluoreszcenciat mutatnak, majd korai S fazisban kivilagosodnak és az S, G, és M fazisokban zold
fluoreszcenciara valtanak (B,C). Ez az expressziovaltozas a Geminin és Cdtl aktivitas specifitasanak készonheto,
melyet olyan faktorok iranyitanak, mint a CDK, az APC/C és az SCF valtozatai (D). (Modositva Marcus et al., 2015

Tada, 2007 nyoman.)

4.3. A FUCCI modell felhasznalasa kiilonbozo fajokban

A sejttenyészetek mindségének monitorozdsa fontos feladat, hogy reagalni tudjunk az
esetlegesen felmeriild negativ valtozasokra (tulnovés, fert6zés, rossz médiumdsszetétel). A sejtek
apoptozis/nekrozis festése erre jO modszert szolgaltat, azonban az ehhez hasznalt annexin
etidium-homodimer, vagy propidium-jodid alapu festékek csak a sejtkultirdbol izolalt mintan
végezhetdek el, igy pontossagukat kiilsé koriilmények (pl. mintavétel) befolydsolhatjak. Mas
sejtciklus markerek, mint pl. a nukleotid analégok (BrdU, EdU) és replikaciés fehérjék (PCNA
Ki-67) a mintak fixalasat igénylik, igy végképp alkalmatlanok él6 organizmusok vizsgéalatira

(Zielke and Edgar, 2015).

A modell jol felhasznalhat6 sejtkultarak proliferacios ratajanak vizsgalatara. Abdulhasan és

munkatdrsai  FUCCI egér embrionalis Ossejteken  vizsgaltdk  altaldnos  stresszorok

(perfluorooktansav, hiperozmotikus szorbitol) és mutagén stresszorok (benzo(a)pirén) hatdsat
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Mig az altaldnos stresszorok a sejtciklust a G; fazisban akasztjdk meg, addig a mutagén
stresszorok altal generalt karosoddsok a Gz stddiumban keriilnek javitdsra. Eredményeik jol
bemutattdk a FUCCI modell hasznalhatosagat a kiilonboz6 sejtkulturdkat ért stresszorok
hatasainak vizsgalatanal (Abdulhasan et al., 2022).

A FUCCI konstrukcio felhasznalhato sejtek vandorldsanak kovetésére és értékelésére is.
Pfeiffer és munkatarsai FUCCI transzgénikus zebradani6 PGC-kkel vizsgaltdk a HSP90aal.2
proliferaciora és fejlodésre van hatassal. Az altaluk hasznalt konstrukcioban mCherry riporter
gén volt kétve a Cdtl-hez, mig a Geminint mVenus markerrel jelolték. Kutatasuk bizonyitotta,
hogy a HSP90aal.2 csokkent aktivitisa lassitja a sejtciklust, ezzel redukalja a migracid
hatékonysagat, valamint zavarja a sejtek MTOC-ra (mikrotubulus organizacids center) alapuld
miiveleteit (Pfeiffer et al., 2018). Az MTOC-k a nukleusz mogott elhelyezkedd konstrukeid 6
szerepe a mikrotubulusok irdnyitasa, a fehérje-, és organellumtranszport, és a sejtpolarités
kialakitasa a mitotikus vagy meiotikus orsé formalésa soran (Liiders and Stearns, 2007).

A FUCCI sejtek az orvostudoméanyban is fontos szerepet jatszanak. Idealis modellt
szolgaltatnak a tumor-, és rakkutatdsban, hiszen ezek a folyamatok épp a sejtciklus helytelen
miikodésébdl kovetkeznek, valamint a rajuk alkalmazott terapidk is sokszor a sejtciklust
célozzdk. Emiatt a gyogyszerteszteknél is hasznos eszkozok ezek a génszerkesztett
sejttenyészetek. Prasedya €s munkatarsai a karragén (CO) két valtozatanak (k, A) hatésat
vizsgaltdk FUCCI pozitiv huméan cervikalis karcindma sejteken (HeLa sejteken) timelapse
képanalizis segitségével. A karragén egy linedris kéntartalmi poliszacharid, mely reduktiv
hatassal van a tumorndvekedésre. Az eredmények azt mutattak, hogy a k-CO-val kezelt sejtek
ciklusa gatlodott a Go/M fazisban, valamint a ciklus hossza is majdnem megduplazédott (kb. 26
ora helyett kb. 50 ora). Ezzel szemben a A-CO tenyészet, bar nem mutatott faziseltolodast, a
ciklushossz még jobban elnytlt (kb. 59 6ra). Emellett, a A-CO-val kezelt sejtek, bar Gjrakezdik a
sejtciklusukat, nem osztodnak, és a késdbbiekben elpusztulnak (Prasedya et al., 2016).

A tumorsejtek vizsgalata FUCCI transzgénikus sejtekkel olyan problémékra vilagitott ra,
mint a raksejtek nyugalmi allapota a tumoron beliil. Mivel a raksejtek csak a tumor feliiletén
osztddnak, a belso sejtek passzivak maradnak. A korai tumorok kb. 90%-a S/G>/M fazisban van,
mig a kdzepes méretli daganatokban mar csak 30-60% a G2/M és 35-70% a G1/Go sejtek aranya.
A kései tumorok mar 90% koril tartalmaznak Gi1/Go sejteket. A daganatok kiilsé rétege az
implantéacios 1d6tdl és a tumor koratol fiiggetleniil 70-80%-ban S/G2/M sejtekbdl allt, ami jol
tumorokban még nem korlatozodik csak a feliileti sejtekre. Ennek kdszonhetd a tumorsejtek

ellenalldsa a citotoxikus rakellenes reagensekkel szemben, hiszen ezek csak az aktiv ciklusa
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sejteket tudjak tadmadni. Mindezt FUCCI transzgenikus HT-1080 fibroszarkoma sejtekkel
bizonyitottak csupasz egereken (Chittajallu et al., 2015; Yano, Zhang, Miwa, et al., 2014).
Multifoton lézermikroszkoppal egerek koponyaablakan keresztiil sikeriilt megfigyelni, hogy a
tumorsejtek eleinte a vérerek agaiban allapodnak meg, majd kilépnek az erekbdl és
perivaszkularisan kezdenek novekedni angiogenezissel (Kienast et al., 2010). FUCCI sejtekkel
azt is sikeriilt bizonyitani csupasz egerekben, hogy a daganat felszine mellett csak a
tumorerekhez kozel proliferalnak a sejtek (Yano et al., 2017).

A sugarterapias kisérleteknél tortént felhasznaldsuk mellett ) onkoldgiai technologiak
kialakitasara is felhaszndljdk a FUCCI modellt. Mivel a sejtek az S/G2/M fazisokban
érzékenyebbek a DNS-karositd kezelésekre, telomeraz-specifikus onkolitikus adenovirussal
(OBP-301) ’csapdéaztdk’ a nyugalmi allapotban levd raksejteket (Yano et al., 2013). Ez a
technologia jol miikodott rekombinans metionindz (rMETAaz) és raksejt célzd Salmonella
typhinurium A1-R felhasznalasaval is (Yano et al., 2016; Yano, Zhang, Zhao, et al., 2014).

Erdemes megemliteni a FUCCI felhasznalasat a szovetfejlodés és a sériilés esetén fellépd
szovet-regeneracio teriiletén. Ezt kiilonb6z6 egértipusokban vizsgaltak, tobbek kozott majszovet
(Chen et al., 2019a) és szivszovet (Choi et al., 2013) felhasznalasaval. Emellett pluripotens
embrionalis dssejteken (Chang et al., 2020) és idegi Ossejteken (Chicheportiche et al., 2018) is
végeztek FUCCI kisérleteket.

Osszességében kijelentheté, hogy bar eddig szamos fajba adaptaltdk a FUCCI transzgén
komplexet, eddig még nem hasznaltdk ezt a technoldgidt nagy gazdasagi szereppel bird
allatfajokban. Ez az adaptalds mas fajokba néha nehézségeket okozott. Sugiyama €s munkatarsai
FUCCI pozitiv zebradaniot céloztak 1étrehozni. Azonban, bar a sejtciklus folyamatai altalaban jol
konzervaltak evolucidsan, ebben az esetben a Cdtl degradéacié alapi markerrendszer nem
miikodott jol, feltételezhetéen azért, mert halak E3 ligdz komplexe nem végezte megfelelden az
ubikvitinaciot. Ezért 1j, Cul4P®! szabalyozott Cdtl degradacios jelatvitelre optimalizalt FUCCI
struktirat fejlesztettek ki, mely a nem emlds rendszerek kifejlesztésének megkodnnyitését célozta
(Sugiyama et al., 2009).

Abe és munkatarsai a FUCCI2 transzgént fejlesztették tovabb egér sejtekben. A FUCCI2
modosulatban az mKO2 helyett mCherry, az mAG helyett pedig Venus riportert hasznalnak,
hogy jobban elkiilonithetové tegyék a két markert. Abe €s csoportja emellett az eredeti CAG
promotert is megvaltoztatta, ugyanis a CAG egy viralis eredetli, és tobb sejttipusban is csak
gyengén, vagy egyaltalan nem aktiv (barazdalodd embrio, extraembriondlis szdvetek). Ezt a
problémat a random integralodas csak sulyosbitja. Ennek kikiiszobolésére kétféle Rosa26

lokuszra specifikus promotert készitettek: az R26p egyesével iranyitotta az mCherry-
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hCdt1(30/120) és az mVenus-hGem(1/110) szekvencidkat egy transzgénbe; az R26R pedig
magara az R26 lokuszra épitette be a kettét, minkettd elé egy loxP-végii stopszignalt helyezve. A
R26p modellnek nagy eldnye lett, hogy magasabb expresszioval rendelkeztek a riporterek, tobb
sejttipusban lehetett felhasznalni, valamint a CAG-FUCCI-val ellentétben, melynél a két riporter
struktara akar kiilonb6zé kromoszémakra is beépiilhetett, itt egy génen beliilre kertlt a két
inszercid (Abe et al., 2013). Ez a kordbbiakban mar ismertetett FastFUCCI konstrukcié (Koh et
al., 2017) kifejlesztése elott hatalmas jelentdséggel birt.

Zielke és munkatarsai a gerinctelen modellallatokat vették célba, amikor adaptaltdk a
FUCCI-t ecetmuslicara. Ezuttal ismét a transzgén szerkezetén kellett valtoztatni, ezuttal a Cdtl-
et az E2F1 N-termindlis szakaszara cserélték, ami a CRL4 ubikvitin ligdzt szabélyozza, a
Geminint pedig egy CyclinB degronnal helyettesitették. Emellett tobbféle promotert (UASt,
UASp, QUAS, poly-ubiquitin) is kiprobaltak, hogy maximalizaljdk a transzgén hatékonysagat.
Ezt a modellt ezutan tobb Drosophila-sejttipusban is sikeresen hasznaltak (Zielke et al., 2014).

A konstrukcio felhasznéalasanak sokszintiségét mutatta Duerr és munkatarsainak kisérlete,
akik szOvetregeneraciot tanulmanyoztak FUCCI segitségével axolotlokben (4Ambystoma
mexicanum). Ezek a kétéltliek képesek amputédlt végtagjaikat visszandveszteni felgyiilemld
gyorsan proliferdld blasztéma sejtek segitségével. A kutatds alapjan ezek a sejtek Gi fazisban
maradnak az idegszalak megszakitasa utan, ami az ezeken érkezé mitogén faktorok (NRGI,
transzferrin, FGF/BMP véltozatok) hidnyabol adodhat. Emellett a gerincveld megszakitasa utan
proliferald ependimadlis sejteket figyeltek meg a vel6ben a sériiléstdl majdnem 5 mm-re is,
aminek oka lehet egy szisztematikus proliferacios valasz a sériilés utan, egy egész szervet ativeld
proliferacios valasz, vagy akar egy neuronelhalas altal kivaltott proliferacio (Duerr et al., 2022).

Mivel a fentiek alatamasztjdk, miszerint a FUCCI konstrukcié eddig nem volt elérhetd
gazdasagilag fontos fajok szdmdra, valamint ez kiegésziil a madarfajok fejlddésbiologiai
kisérletekben mutatott nagy potencidjaval, ezért szamunkra idealis valasztas volt a hazityuk faj

FUCCI kisérletek tervezésére.
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II. ANYAG ES MODSZER

1. A kisérletben résztvevo dallomanyok jellemzése

1.1. A fehér magyar tyukfajta bemutatdsa
A magyar tyukfajtakra altalanossagban jellemzd a kozepes testméret (tyukoknal 2,0-2,3 kg,
kakasoknal 2,5-3,0 kg atlag), a jol fejlett, dombori mellizom, a magasan tizott szarny és a mély
tojohas. Labuk kozéphosszu, sarga. Fejiik kicsi, koponyacsontjuk domboru, csériik rovid, de erds
tovii. A taréj kozepes mértli, csipkézett flirésztaraj, mely hatranyuld, felallo, de tojok esetén
sokszor dolt. Az é&ll-lebeny lekerekedd, a fiillebeny ovalis, élénkvoros. Mivel a fajta
kettéshasznositasti, jo mindségli, finom rostl, izletes hussal rendelkezik, de emellett

tojastermelése sem elhanyagolhat6 (140-150 db/év) (6. dbra).

6. Abra: Fehér magyar tyiik (www.génmegdrzés.hu)

A fehér magyar mellett 1étezik még kendermagos, sarga és fogolyszinli magyar tyukfajta is.
Az Aaltalunk vélasztott egyedek tolla fényes fehér, de idésebb egyedeknél kissé besargulhat.
Csibéik napos korban szintén fehérek. Tojasuk vildgosbarna, viszonylag kis méretli. Eredetileg
az Alfoldon és a Duna-Tisza kozén volt elterjedt, mivel szinezetének kdszonhetéen jol birja a
napnak val6 direkt kitettséget (Szalay, 2015). Kisérletiinkh6z azért ezt a fajtat valasztottuk, mert
a vele végzett in vitro miiveletek mar jol meghatarozottak, és Lazar Bence kollégam altal

koriiltekintéen dokumentaltak (Lazar et al., 2021).
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1.2. Allatkisérleti engedélyek

A kisérlethez felhasznalt allatokat a Nemzeti Biodiverzitas- €s Génmegorzési Kozpont
Haszonallat-génmegdrzési Intézet (NBGK HGI) biztositotta. A tartaskoriilmények megfeleltek a
Magyar Allatvédelmi Torvény (1998. XXVIIL) altal eldirt normaknak. Emellett az NBGK HGI
rendelkezik a sziikséges Nemzeti Elelmiszerlanc-bizottsagi Hivatal Allat-egészségiigyi és
Allatvédelmi Igazgatosaga altal kiallitott allatkisérleti engedéllyel. A kisérleteket a Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és Biotechnolégia Intézet Alkalmazott Embriolégia
és Ossejtbiologia Csoportjanak (régi nevén Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacids Kozpont,
MezOgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézet) laboratoriuméaban végeztem az intézet
jovahagyasaval, és az altala biztositott allatkisérleti és transzgénikus allat-eldallitasi engedélyek

értelmében.

1.3. Az allomanyok tartastechnologidja

Az Oscsirasejt-tenyészetek alapitdsdhoz hasznalt tojasok az NBGK HGI génbanki
allomanyabol szarmaztak. Az éllatokat kiiltéri kifutdéval rendelkezd olakban tartottak, 5-6
egyed/m? allomanysiiriséggel és 7 tojo 1 kakas ivarardnyban. A tojasrakds kétszintes
tojofészkekben tortént, 5 tojo/tojofészek hasznalati intenzitassal. Az allomany takarmanyozéasa
tojotappal tortént, ad libitum. A tapot a jobb tojasmindség érdekében mészgrittel egészitették ki.
A tojasokat naponta kétszer gytlijtotték, majd hiitott tojastaroloba helyezték dket. Maga a keltetés
mar a MATE GBI laboratériumaban tortént Midi F500S keltetégépben (PL Machine Kft. Tarnok,
Magyarorszag), 37,8°C hoémérsékleten, 70% paratartalommal, Oranként kétszeri 45°-os

forgatassal.

2. Ag osivarsejtek izolaldsa

A vérvételt Hamburger&Hamilton 15-17. stadiumu (kb. 51-56. 6ra) embridokbodl végeztem. A
tojasokat a keltetdbdl kivéve a keltetoben elfoglalt poziciojukat megtartva fertdtlenitettem 70%-
os alkohollal, majd petricsészébe tortem Oket, vigyazva, hogy a szikmembran ne sériiljon,
valamint az embri6 a szik tetején helyezkedjen el. Maga a vérvétel mikroszkop alatt,
szajpipettara erdsitett steril {iveg mikrokapillarissal tortént, amelynek atmérdje kb. 30-40 um
atmérdjii volt. A behatolds az embrid dorzalis aortdjaba tortént, ahonnan nagyjabol 1,5-2,0 pl vért
szivtam le. Ezzel parhuzamosan minden embridbol szovetmintat is izolaltam a késdbbi
ivarmeghatarozas céljabol, amit -20°C-on tartottam késObbi analizisig. Minden vérvétel adatait

(sorszam, idOpont, fejlédési stadium, deformitas) dokumentaltam.
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3. Az osivarsejt-vonalak alapitdsa és fenntartdsa

Az 6sivarsejteket tartalmazo vért PGC tenyésztémédiumba cseppentettem, amit eldzéleg 48-
lyuka szovettenyésztd plate lyukaiba mértem ki (300 pl/lyuk). A tapoldatot a Whyte és
munkatérsai altal leirtak alapjan (Whyte et al., 2015) allitottam Gssze (M1. Melléklet). Ez egy
szelektiv médium, amely tdmogatja a PGC-k proliferacigjat, mig eliminalja a vér tobbi
alkotoelemét. Ennek a tapoldatnak a segitségével mar 2-3 hét elteltével az izolacid utan stabil
Osivarsejt-tenyészetek nyerhetdek. A tapoldatot a tenyészeteken egy héten haromszor (hétfo-
szerda-péntek) cseréltem. A sejttenyészeteket CO;-termosztatban (Sanyo MCO-19AIC (UV)
Incubator, Sanyo, Japan) 38°C homérsékleten, magas paratartalom és 5% CO> koncentracid
mellett tartottam fent. A magas paratartalom a tenyésztémédium parolgasanak, és ezzel a
koncentraci6 valtozasanak megakadéalyozasara szolgalt.

A megfeleld sejttenyészetek harom hét utan elérték a 1x10° sejtszamot. A sejtek nagy
méretiiknél fogva optimalis esetben a wellek aljan uszva helyezkedtek el, letapadas nélkiil. Kis
sejtszamnal kb. a médium 30%-4at tavolitottam el 6vatosan a sejtek foliil, majd friss tapoldattal
potoltam. Nagy sejtszamnal a talnovés elkeriilése érdekében a tenyészeteket felszuszpendaltam,
a sejtszuszpenzio felét Uj lyukba passzaltam, majd a wellekbdl a hianyzé mennyiséget friss
médium hozzaadasaval poétoltam. A tenyészetek megfelelé mindségének fenntartdsa érdekében
szlikség esetén a vonalakat 1,5 ml-es csdvekben centrifugéltam (800 x g, 3 perc), a feliiluszotol
elkiilonitett sejtpelletet pedig DPBS-sel (Gibco, 14190-144, USA) atmostam az elhalt sejtek és

mas tormelékek eltavolitasa érdekében. A teljes folyamatot a 7. dbran szemléltettem.

i Tojas
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Fehér magyar tyuk
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» | PGC izoldlas

Karakterizalas ¢ - . g | Hosszutavu
mélyhiités / et P'GC )
e w s mee eeneeee | tONYESZtES

Lazar et al. 2021, Poultry Science

7. Abra: Osivarsejt-vonalak alapitisa. A fajtatiszta, génbanki mindségii fehér magyar tyiktojasokat az NBGK HGI
dllomanyabol kaptam. 2,5 napig inkubdltam oket 37,8°C homérsékleten és 70% paratartalommal, majd
szajpipettara erdsitett mikrokapillaris segitségével veért vettem az embriok dorzalis aortajabol. Mivel ez a vér
tartalmazta a véraramban vandorlo Jsivarsejteket, a mintakat tenyésztomédiumba fiujva sejttenyészeteket
alapitottam. A specifikus tenyésztomédium 3 hét alatt elimindlta a vér sejtes elemeit, mig a PGC-ket tamogatta a
proliferacioban, igy tiszta Gsivarsejt-vonalakhoz jutottam. A megfelelé sejtszam elérését kovetéen a vonalakat
karakterizaltam és mélyhiitottem a késébbi felhaszndlas érdekében. Ez a modszer mar évek ota jo hatasfokkal
miikodik laborunkban tobb tradiciondlis magyar fajta bevondsadval. (Szerkesztve Lazar et al., 2021 nyomdn.)
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4. Az osivarsejt-vonalak jellemzése

4.1. Ivarmeghatarozas

Az ivarmeghatarozashoz a mélyhutétt embrionalis szévetmintakat felolvasztottam ¢és kit
(High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics, 11796828001, USA) segitségével
izolaltam beldlik a DNS-t, a cég altal megadott protokoll szerint. Az ivarmeghatdrozashoz a
CHDI1 primerpart hasznaltam (Griffiths et al., 1996; Lee et al., 2010). A DNS mintak
Scientific, USA) segitségével és MyTaq Red Mix (Bioline Reagents Ltd. UK) hozzdadéasaval. A
PCR-t a ProFlex PCR System (Applied Biosystems, USA) segitségével végeztem. A program
elsé, denaturdcios szakasza 1 percen keresztiil tartott, ezalatt a mintdk 95°C-on voltak. A
masodik fazis egy 15 masodperces, 95°C-os, egy 30 masodperces, 48°C-os, és egy 10
masodperces, 72°C-os szakaszbol allt. A masodik fazis huszonnyolc ciklusbdl allt, mig a
szamunkra sziikséges DNS-szekvencidk felszaporodtak. Ezt egy 5 perces, 72°C-os harmadik
fazis kovette (M2. Melléklet). A kapott termékeket gélelektroforézissel vizsgaltam 1,5%-o0s
gélen, 90 V-os fesziiltség mellett, kb. 30 percen keresztiil. A gélfotokat ChemiDoc XRS+ (Bio-

Rad Laboratories Inc., USA) géldokumentacios rendszer segitségével készitettem el.

4.2. RNS expresszios vizsgalatok

A stabil sejttenyészetekbdl sejtmintakat gyiijtottem, majd PBS-sel 4&tmostam, centrifugaltam
¢s lizis pufferben mélyhiitottem azokat. Az RNS izolalast a felolvasztast kovetden, 125 pl tiszta
etanol hozzaadasa utan az RNAquariousTM-Micro Total RNA Isolation Kit (Thermo Fischer
Scientific, AM1931, USA) protokollja szerint végeztem. A 25 ng/ul végkoncentracidot NanoDrop
segitségével allitottam be. 15 pl mintat 15 pul MasterMix-szel kevertem Ossze, utobbit a High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814, USA) leirasa szerint
allitottam Ossze. A PCR protokoll a kdvetkezd volt: 10 perc eldmelegités 25 “C-on, 120 perc
inkubaci6 37 “C-on, és egy 5 perces hokezelés 85 ‘C-on (6sszesen 135 perc).

Az igy kapott cDNS mintdkat kvantitativ real-time PCR-rel vizsgéltuk. Az ehhez hasznalt
reagens mintanként 5,75 pl nukledzmentes vizet, 7,5 pul Power SYBERGreen Master Mixet
(Applied Biosystems, 4368575, USA), 0,75 ul forward és reverse primert, valamint 0,5 pul cDNS
mintat tartalmazott. Glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz (GAPDH) (Integrated DNA
Technologies, USA) primert hasznaltam kontrollnak, mig a hazitytk VASA homoloégot (CVH)
(Integrated DNA Technologies, USA) és a DAZL gén primerét (Deleted in azoospermia-like
gene) (Integrated DNA Technologies, USA) dssejtspecifikus markerként alkalmaztam. Minden
mintat hdrom ismétlésben helyeztem fel. Magahoz a qPCR-hez a Mastercycler® Realplex Real-
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Time PCR System (Eppendorf, Németorszag) gépet hasznaltam. A PCR program a kdvetkezd
szakaszokbol allt: 10 perc 95 ‘C-on; 40 ciklus (15 masodperc 95 “C-on, 40 masodperc 60 ‘C-on,
¢s 20 masodperc 68 ‘C-on); 15 masodperc 95 “C-on, 15 masodperc 48 °C-on, és 15 masodperc 95
‘C-on. Az utolso fazist egy 10 perces elomelegités eldozte meg (M2. Melléklet). Referencia
festékként ROX-ot hasznaltam.

4.3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A részletes protokoll az M3. Mellékletben talalhato. A mintdk fixalasa elott a sejteket PBS-
ben mostam, majd targylemezre cseppentettem Oket 0,1%-os BSA (Sigma, A3311, USA)
tartalmu PBS-ben. A fixalas 4%-os PFA-val (Fluka, 30525-89-4, Svajc) tortént. Ezutan blokkold
oldatot (PBS, 0,1% BSA, 0,1% TritonX (Fluka, 93426, Svijc), 2,5% szamar szérum) tettem a
mintdkra. Erre azért volt sziikség, hogy blokkoljam a nem sziikséges expresszios helyeket,
valamint 4thatolhatovd tegyem a sejtmembrant az elsddleges és masodlagos ellenanyagok
szamara.

Ossejtspecifikus anti-SSEA-1 (Millipore, MC480, Németorszag) és ivarsejt-specifikus anti-
CVH (Dr. Bertrand Pain, Stem cell and Brain Research Institute (SBRI), Lyon, Franciaorszag)
elsddleges ellenanyagokat hasznaltam, el6bbit az Anti-Mouse-IgM-rD549®  (Jackson
ImmunoResearch, 715-505-140, USA) vords masodlagos ellenanyaggal, utobbit az Alexa
Fluor® 488 Anti-Rabbit-IgG (H+L) (Life Technologies/Molecular Probes, A-21207, USA) zold
masodlagos ellenanyaggal parositottam. Mélyvorés TO-PRO™-3 jodid (642-661) (Invitrogen,
T3605, USA) nukleuszfestéket haszndltam minden mintandl (Bink et al., 2001), amit aztan
digitalis modositassal kék szinnel jeloltiink a képeken. Ezutdn a mintdkat ProLong Diamond
Antifade Mountant with DAPI (Invitrogen, P36962, USA) feddoldattal és feddlemezzel
boritottam. A kész mintdk kiértékelését Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkép (Leica,

Németorszag) segitségével végeztem.

5. A sejtvonalak mélyhiitése és felolvasztisa

Négy hét tenyésztés utan az alapitott PGC vonalak mar nem tartalmaztak vér sejteket,
folyamatosan osztodd PG sejteket tartalmaztak, igy sor keriilhetett a mélyhtitésiikre. Az ideélis
sejtszam (kb. 80.000 sejt/300 pl médium) és tisztasdg ellendrzését a NanoEntek Arthur
fluoreszcens sejtszamolo géppel (NanoEntek, Dél-Korea) végeztem a sejtek mérete és alakja
alapjan. A mélyhiitésnél a Kong és mtsai daltal kidolgozott FAM2 mélyhiitd6 médiumot
hasznaltam, amely 10% FBS-t (Gibco, 10108-165, USA) és 10% DMSO-t (Sigma, D2650, USA)
tartalmazo DMEM tapoldatbol all (Kong et al., 2018).
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A mélyhiités elott a sejteket centrifugaltam, atmostam Oket PBS-ben, és sejtszamoldgép
segitségével 100.000 sejtbdl allé csoportokra osztottam Oket. A sejteket ezutdn 3:1 ardnyu
DMEM-+viz keverékben szuszpendaltam. A mélyhiitd médiumot kétszeres koncentraciora (20%
DMSO) alakitottam ki, majd fagyasztocsovekbe kimértem 250 pl-t a sejtszuszpenzidkbol.
Ezekre ugyanennyi mélyhiité médiumot pipettaztam, ezzel a kozeget 10% DMSO koncentréciora
higitva, majd a mintdkat minél el6bb Mr. Frosty™ Freezing Container (Thermo Fischer, USA)
mélyhiité dobozba tettem, és egy ¢éjszakanyi -80°C-os tarolds utdn -150°C-os fagyasztoba
helyeztem at. Mivel a DMSO szobahémérsékleten erds sejtméreg, a mintdkhoz vald hozzaadasat
cseppenként végeztem, majd torekedtem arra, hogy a sejtek minél hamarabb -80°C-ra
kertiljenek.

A felolvasztas sordn a mintdkat 90 masodpercig 38°C-os vizfiirddbe helyeztem, majd a
lehetd leggyorsabban 900 pl 3:1 DMEM+viz keveréket adtam hozzajuk, hogy a higitassal
enyhitsem a DMSO kéros hatasat. A sejteket centrifugéltam, a feliiluszot leszivtam, és Gjabb
mosast kdvetden tapoldatban szuszpendalva 24 lyukl szdvettenyésztd plate-re helyeztem ki dket.
A sejtvonalak felvételét kovetden két napig naponta cseréltem médiumot a tenyészeteken, hogy

biztositsam a megfeleld koriilményeket a sejtek akklimatizaciojahoz.

6. FUCCI transzgenezis hazityuk dsivarsejtekben

6.1. Plazmid izolalas

A FUCCI transzgént, a piggyBac transzpozont és a hyPBase transzpozazt Dr. Nagy Andras
szolgaltatta (Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute, Toronto, Kanada). A plazmidokat Dr.
Hoffmann Orsolya (Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnologia
Intézet, Modellallat Genetika Csoport) segitségével kompetens Escherichia coli sejtekbe
transzformaltuk, majd ezeket a baktériumokat taptalajon tenyésztettem, hogy telepeket nyerjek.
Az igy felndtt baktérium tenyészetek minden kiilonallo telepe egy adott transzformalt baktérium
leszarmazottait tartalmazta, igy individualis telepeket gylijtottem ¢€s helyeztem Oket kiilon
folyékony tapoldatokba. Mikor a folyékony tapoldatban torténd tenyésztés hatasara a kultarak
elértek a kivant sejtstirliséget, az EndoFree® Plasmid Maxi Kit (Qiagen, 169026122,
Németorszag) segitségével izolaltam a plazmid DNS-t. A mintakat vagy OptiMEM tépoldatban
(Gibco, 11058-021, USA), vagy PBS-ben higitottam a kivant 1200 ng/ul koncentraciora, hogy

Osszehasonlitsam a két oldat esetleges hatasait az elektroporalas sikerességére.
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6.2. Elektroporalas

A sejtvonalak jellemzése alapjan az ’1111° koédd néivara és az 1116° kédu himivara
sejtvonalat valasztottam ki a transzgenezishez, mivel ezek eldzetesen karakterizalt, stabil
tenyészetek voltak. A két vonalat kiilon-kiilon 6sszegytijtottem, majd 20 pl-t félreraktam beldliik
tovabbtenyésztésre abszolut kontrollnak, a maradékot pedig centrifugaltam, PBS-be helyeztem at
¢s megmértem a sejtszdmot. Ezutan a sejteket centrifugéltam, eltavolitottam a PBS-t, és annyi
OptiMEM tapoldatba szuszpendaltam fel dket, hogy kialakitsam az 1 millio sejt/100 pl oldat
koncentraciot. Ebbdl a sejtszuszpenzidbol haromszor 100 pl-t mértem szét, egyet az OptiMEM-
mel higitott plazmidokhoz, egyet a PBS-sel higitott plazmidokhoz, egyet pedig elektroporalasi
kontrollnak. Emellett 30 ul sejtszuszpenziot OptiMEM-ben tartottam 15 percen keresztiil, hogy
megfigyeljem az oldat sejtekre gyakorolt hatasat is.

Az elektroporalas menetét a kollégam, Dr. Téth Roland altal Dr. Wilfried A. Kues
laboratériuméban (Friedrich-Loeffler-Institut, Neustadt, Németorszdg) elsajatitott modszer
szerint hataroztam meg (Altgilbers et al., 2021). Ez alapjan 100 ul sejtszuszpenzid
elektroporalasahoz 10 pg plazmid DNS-re volt sziikség, amit 8 ul 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 végsd koncentracidja. A transzfektalashoz a
Neon Transfection System (Invitrogen, MPKS5000, USA) elektroporatort ¢és kiegészitoit
hasznaltam. A gép bedllitasai a kovetkezOk voltak: 1300 V fesziiltség, 10 ms iddtartam és 4

ismétlés. Ezen metodus részleteit a 8. abrdn foglaltam dssze.

A (lac operator’

(CAP binding site) | (M13 rev) CMV enhancer MI13
A \ = — = T =
D> o> M T chimeric intron = (IEIZZED> I (D> W)>| I Pk > ] | mEes>
AmpR promoter AmpR T3 promoter mAzami-Green IRES2 T7 promoter
lac promoter chicken B-actin promoter attB1 Cdt1 (30-120) T2A Geml (1-110) attB2 B-globin poly(A) signal
B
Minta neve ng/ul
H i .
yPbase _OptiMem |1286.339 Neon PGC
FUCCI_OptiMem 1157.1405 beallitasok
Elektroporacids oldat 1300 \Y
FUCCI 4 ul 10 ms
HyPbase 4 ul 4 ismétlés
Opti-Mem 705  |ul
sum 113 ul

8. Abra: A sejtek transzfektilisinak bemutatdsa. A transzgén mérete nagy volt, mivel egyszerre tartalmazta a Cdtl-
mKO?2 és a Geminin-mAG konstrukciokat, valamint a szelektdldst eldsegité puromicin rezisztencia génjét (A). Emiatt
a piggyBac transzpozon specifitasanak emelése érdekében HyPbase transzpozazt hasznaltam. Ennek segitségével
pontosabban tudtam a célszekvenciat beépiteni az orokitéanyagba. Az elektropordlas részleteit és az oldat
részaranyait a szakirodalom alapjan hatdaroztam meg (B) (Altgilbers et al., 2021).
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6.3. Transzgénikus sejtvonalak alapitdsa és fenntartasa

Az elektroporator-tiiben transzfektalt sejtoldatot 1-1 csepp forméjaban a 12-lyukd
szovettenyésztd plate-re elére kikészitett tenyésztdmédiumba 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. A sejtvonalakat az eldz6ekben mar leirtak szerint tenyésztettem tovabb.

Az alapitott fluoreszcens transzgénikus vonalakat minden masodik nap ellendriztem a
sztereomikroszkop alatt. Emellett az elkdvetkezd honap soran tobbszor ellendriztem a sejtszamot
€s a zOld/piros sejtaranyt az Arthur fluoreszcens sejtszamlalogéppel, valamint fotokat is
készitettem a Leica konfokdlis mikroszkoppal. Utobbi vizsgdlatokhoz TO-PRO-3™
magfestékkel jelolt mintakat is hasznaltam. Ezek alapjan megbizhatéan nyomon tudtam kdvetni
a sejtvonalak fejlédését. Tiz nappal az elektroporélast kovetden a tenyészetek elérték a megfeleld
sejtszamot ahhoz, hogy vonalanként két mintat mélyhtithessek, ezzel biztositva a hosszutavu

fennmaradasukat.

6.4. Egysejt alapu klontenyészetek alapitasa

A tiszta transzgénikus tenyészetek létrehozdsa érdekében egysejt alapu klontenyészeteket
alapitottam. Ehhez 12-lyukt szovettenyésztd plate-re 1800 pl médiumot mértem ki, majd
hozzdadtam 100 pl sejtszuszpenzidt. Az igy tizenkilencszeresére higitott sejtoldatbol egy kis
petricsészébe 80 pl-es cseppeket tettem ki. Ezekbdl valogattam ki a fluoreszcens sejteket iiveg
mikrokapillarissal ellatott szdjpipetta segitségével. Mivel sokszor egyszerre tobb sejtet sikertilt
csak felszivni a kapillarisba, beiktattam egy 30 pl-es ellendrzdcseppet, ahova kifujva a kapillaris
tartalmat, meg tudtam bizonyosodni rola, hogy a végsd 30 pl-es médiumcseppbe mar csak egy
darab fluoreszcens sejt kertil.

Igyekeztem nagyméretli, zolden fluoreszkald sejteket kivalasztani, mivel ezek feltehetden
osztodas elott alltak. A PGC-k alapvetden jobban fejlddnek csoportban, feltehetden a tarsaik altal
termelt novekedési faktoroknak koszonhetden, igy az osztodas eldtt alld sejtek kivalogatasaval
segiteni tudtam a csoportos fejlodést. A végleges cseppeket ismét ellendriztem, hogy benniik
csak egy, fluoreszcenciat mutatd sejt talalhatd, ezek utdn pipettaval éles szogben felszivtam a
médiumot, és Ovatosan egy 96-lyuku szovettenyésztd plate 70 pul médiumot tartalmazé lyukaiba
cseppentettem a sejtet.

A néivara 1111 vonalbdl alapitott egysejt tenyészeteket FCF (FUCCI female), a himivart
1116 vonalbol alapitottakat FCM (FUCCI male) névvel jeloltem. Mindkét nembdl 20-20
klénvonalat 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.). Az alapitast kdveto elsé héten a
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sejtekrél nem tavolitottam el médiumot, csak kétnaponta hozzdadtam 30 pl-t. A sejteket heti
egyszer alapos ellenérzésnek vetettem ala a szteredmikroszkop alatt. Ezt azért nem végeztem
gyakrabban, mert a fluoreszcencens jel megfeleld gerjesztéséhez a tenyésztélemez fedelét el
kellett tavolitani, igy minden ellenérzéssel kockaztattam a tenyészetek befert6zodését.

Héarom héttel az elsé alapitasok utan 6 klénvonal maradt fenn, harom him (FCMS5-7-8) ¢és
harom tojo (FCF3-4-5) eredetli sejttenyészet formajaban. Ezekbdl az FCF3-4 vonalak, bar
kezdetben rendelkeztek fluoreszcens szignallal, eddigre elvesztették azt. A hat vonalat kiilon
csovekbe mélyhiitottem a késdbbi felhasznalas céljabol (1 csé/vonal). Mivel a sejtek mindsége €s
a fluoreszcencia erdssége is az FCF5 és az FCMS5 vonalakban volt a legkiemelkeddbb, ezért ezt a

két klontenyészetet valasztottam ki a tovabbi kisérletek elvégzésére.

7. A FUCCI transzgénikus sejtvonalak stabilitasanak igazoldsa

7.1. A beépiilési potencial vizsgalata: FUCCI sejtek injektaldasa recipiens embriokba

A kisérlet folytatasakor a sejtvonalakat a fentiekben leirtak szerint felolvasztottam és tjra
tenyésztésbe vettem. Mikor a tenyészetek elérték a kivant sejtmennyiséget és mindséget, egy
résziiket mindkét nembdl Gsszegyiijtdttem, centrifugaltam és 3:1 aranyt DMEM-viz keverékbe
kevertem. Ezutdn sejtszamolas segitségével kialakitottam az injektalashoz idealis 5000 sejt/ul
koncentraciot. A szuszpenziokat a kisérlet megkezdésééig (de maximum néhany orara) 1,5 ml-es
csovekben az inkubatorba helyeztem 38°C-on.

Az injektalashoz fehér magyar hazitytk tojasokat inkubaltam 60-65 6ran keresztiil, hogy a
benniik levd embriok elérjék a HH 16-17. stadiumot. A keltetés menete az elézdekben leirtak
szerint tortént, kivéve, hogy a tojadsok forgatasdit a munka megkezdése eldtt 3-4 oOraval
leallitottam, hogy az embridk biztosan a tojas felsd laterdlis oldalan helyezkedjenek el. A
tojasokat a laborban 70%-os alkohollal fertdtlenitettem, majd csipesszel Ovatosan ablakot
nyitottam a mészhéj tetején, valamint a légkamranal is, hogy a fehérje le tudjon valni a bels6
membranrdl. Eltavolitottam az ablaknal a membrant, néhany csepp PBS-sel megakadalyoztam az
embrio kiszaradasat, majd szajpipettdra rogzitett iiveg mikrokapillarisba 2 pl melegitett
sejtszuszpenziot szivtam, €s 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 tojasokbol és izoldltam a
gonadokat. Azért ezt az idOpontot vélasztottam, mert a szakirodalom alapjan ekkor az
Osivarsejtek mar a gonddban tartozkodnak, és egészen a nyolcadik napig proliferalnak is

(Méndez et al., 2005), igy a FUCCI miitkodése még megfigyelhetd. Az izolalt gonadokat frissen
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sztereomikroszkop alatt vizsgaltuk és fotoztuk, hogy bizonyitsuk a fluoreszcens jel jelenlétét.
Torténtek probalkozasok a gonadok PFA-val valo fixalasara és kés6bbi konfokalis vizsgdlatara
is, ez azonban nem volt sikeres, feltételezhetben a FUCCI fehérjék nagyon gyors lebomlasa

miatt.

7.2. Kromoszoma vizsgalatok

A kromoszoma vizsgélatok elvégzéséhez a sejtszuszpenzidra 20 pl KaryoMAX™ kolcemid
oldatot (10 ug/mL, Gibco, USA) helyeztem, majd kétoras inkubalas utan a tenyészeteket 1,5 ml-
es eppendorf csovekbe gylijtottem. A sejteket 7 percig 300 g intenzitassal centrifugaltam, majd
0,56%-0s KCI oldatba szuszpendaltam (hipotonids kezelés), végiil 10 perc szobahdmérsékleten
torténd inkubalds utdn harom Iépésben 3:1 metanol-ecetsav keverékével fixaltam. A
sejtszuszpenziot nedves targylemezre cseppentettem, szobahdmérsékleten szaritottam, majd 5%-
os, foszfat pufferben oldott Giemsa festékkel 7 percig festettem (Alfi et al., 1973; Anand et al.,
2018). A lemezeket desztillalt vizes Oblités utan szobahOmérsékleten széritottam, majd

mikroszkop alatt (Zeiss Axioskop2 Plus) 1200x-o0s nagyitas mellett vizsgaltam.

A foszfat puffer osszetétele:

A oldat: 12,5 g Na2HPO4x12H20, 500 ml-re feltoltve desztillalt vizzel
B oldat: 4,76 g KH2PO4, 500 ml-re feltoltve desztillalt vizzel
Munkaoldat: 20 ml A, 20 ml B, 2ml Giemsa-oldat, pH=7.0

7.3. DNS szekvenalas a transzgén beépiilésének igazolasara

A genomi DNS izolalasa a Roche High Pure PCR Template Preparation Kit segitségével
tortént a sejtpelletekbdl, majd a szekvenalas Illumina NovaSeq miiszerrel, parositott végii, 150 nt
olvasasi hosszlisagl szekvenalassal.

A vizsgalatban a transzgénikus vonalak mellett (FCMS5, FCFS5) két nem transzgénikus PGC
vonalbol (1111, 1116) szarmazd minta is részt vett, amit az Osszehasonlitdsnal hasznaltunk
referenciaként. A szekvenalasban és az adatok kiértékelésében Dr. Barta Endre és Fekete Zsofia
segitettek (Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet,
Mezdgazdasagi Genomikai és Bioinformatikai Csoport).

A szekvenalds mindségét a FastQC program segitségével ellendriztilk az illesztés eldtt
(Andrews, 2010). A kapott readeket ezutdn a teljes genomhoz igazitottuk
(bGalGall.mat.broiler. GRCg7b, Ensembl 110. kiadas) (Martin et al., 2023), kiegészitve a FUCCI
vektor fasta szekvencigjaval. A PB CAG FUCCI szekvenciat a legjobb mindségli genomi

szekvencidhoz adtuk hozza extra kontigként. A komplementalt genomot ezutan indexaltuk, és a

50



readek-et a DNS-szekvencidk nagy referencia genomhoz valé illesztésére szolgalo bwa-mem?2
szoftvercsomag segitségével illesztettik Ossze (Vasimuddin et al, 2019). Az illesztési
paramétereket alapértelmezettre allitottuk.

Elséként azokat az readeket valasztottuk ki, amik legalabb részben megfeleltek a FUCCI
szekvencianak, €s ezen readek ID-je alapjan szlrtiik a teljes illesztett read-sorozatot aSAMtools
1.16 verzi6 hasznalataval (Danecek et al., 2021). Azon readek segitségével, melyek illeszkedtek
a FUCCI szekvencidhoz, illetve illeszthetdek voltak a FUCCI szekvencidhoz és a genomi
szekvencidhoz, sikeriilt beazonositani a transzgén integracido pontos helyét. Azokban az
esetekben itéltlink meg valamit valos beépiilésnek, ha tobb read is fedte egymast az integracios
szakaszon Ezekben az esetekben a lefedettségi adatokat és a leolvasasok igazitdsi pozicioit
szirtiik ki az "aligment" fajlokbol a pontos koordinatdk meghatarozasahoz. Az érintett géneket
az integraciods koordinatak és a vonatkozé annotacios fajl (Ensembl 110. kiadas) keresztezésével
ellendriztiik az IGV (Integrative Genomics Viewer) program segitségével (Robinson et al., 2011)

(M4. Mellékiet).

7.4. Mikotoxinkezelés alkalmazasa a sejtciklus befolyasoldsadra

A kisérletben a T-2 trichotecén és a zearalenon mikodsztrogén toxinokat hasznaltam, mivel
ezek jelentds gazdasagi karokat okoznak. A T-2 képes megvaltoztatni a limfoid DNS szintézist
(Rosenstein and Lafarge-Frayssinet, 1983), ezzel befolydsolja a fehérjetermelést, mig a
zearalenon az allatok reprodukcidjaban idéz eld zavarokat (Yazar and Omurtag, 2008). Mivel
mindkettd hatassal van a termelésre a baromfiiparban, valamint az emberi szervezetre is karosak,
ezért szdmomra kutatasuk nagy jelentdséggel bir.

A kisérletben 5Sng/ml T-2 és 20ng/ml zearalenon koncentraciot, valamint ezek kombinalt
hatasat vizsgaltam. Maga a dolgozat mikotoxinkezeléssel kapcsolatos része egyszerre volt egy
elkisérlet a FUCCI sejtvonalak késobbi felhasznalasahoz, valamint ezzel szerettiik volna
szemléltetni a sejteket ért negativ hatasok fiiggvényében fellépd sejtciklus-valtozasokat, €s azok
detektalhatosagat a transzgén jelenlétében. A mikotoxinokat Dr. Szdke Zsuzsanna (Magyar
Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Genetika és Biotechnologia Intézet, Szaporodasbioldgiai és
Toxikologiai Csoport) szolgéltatta a kisérlethez.

A mikotoxinokat PGC tenyésztdmédiumban oldottam fel és tobb 1épcsdben higitottam dket a
megfeleld koncentraciora. Minden higitasi 1épésnél alapos szuszpendaldssal oldottam be az
anyagot, lgyelve, hogy nehogy kililjon a méreganyag a csd faldra vagy a millanyag
pipettahegyre. A kisérlet folyaman végig betartottam a mikotoxinoknal kotelez6 munkavédelmi

¢és veszélyes hulladék kezelési szabalyokat. Az FCF5 és FCMS vonalakbo6l szarmaz6 sejteket 12
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lyukt plate-re helyeztem 20.000 sejt/lyuk sejtszammal, majd harom napon keresztiil mikotoxin
tartalmi médiummal kezeltem a PGC-ket, médiumcsere nélkiil. A kisérlet elott és utan
konfokalis mikroszkop alatt vizsgaltam a sejtek fluoreszcencidjat. Mintanként 5 képet
készitettem 10x-es nagyitast objektivvel, amiket a KALSZAM program (Kalcsevszki Akos altal,
konfokalis mikroszkopos felvételek analizisére kifejlesztett Java alapi program) segitségével

elemeztem, hogy megallapitsam a fluoreszcencia aranyat a tenyészetekben.

7.5. Timelapse videok készitése a transzgén miikodeésének igazolasara

A timelapse videdk elkészitéséhez az FCF5 és FCMS5 sejteket 96 lyukt plate-re helyeztem
ki, 9000 sejt/lyuk koncentracidoval, majd ezeket a sejteket flitott szallitddobozban szallitottam. A
mérést egy ImageXpress Pico Cell Imaging System (Molecular Devices, USA) automata
mikroszkdp segitségével végeztem el, melynek hasznélatat Dr. Uher Ferenc és Dr. Matula Zsolt
(Dél-Pesti Centrumkorhaz, Orszagos Hematologiai és Infektologiai Intézet), valamint Dr. Hegyi
Zoltan (Bio-Science Kft.) biztositottdk. A mérés 29 oran at tartott, 10 percenként fotdzva a
tenyészeteket. A kapott adatokat ezutan a Fiji képszerkeszto és analizalo programmal (Schindelin

et al., 2012) értékeltem ki, valamint timelapse videokat allitottam Ossze (M5. Melléklet).

8. Statisztikai analizis

A gPCR eredmények esetén minden mintara elvégeztiik a target gén expresszid - belsd
kontroll génexpresszi6 arany kiszamitasat. Ehhez a GenEx 7.0 (Multid Analyses AB,
Svédorszag) szoftvert hasznaltuk a 2—AACt formulaval, ahol a ACt = Ct target gén—Ct belsé
kontroll, é¢s a AACt = ACt tesztminta —ACt kontrollminta. A csoportok kozotti statisztikai
analizishez t-probat hasznaltunk, szintén a GenEx 7.0 program segitségével. A prezentalt
adatokat 4atlagolt + szordssal 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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III. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

1. Az alapitott osivarsejt-vonalak jellemzése

1.1. Alapitasi statisztika
A Kkisérletben részt vevo sejtvonalak 2019-ben lettek alapitva és mélyhltve Lazar Bence
kollégam altal, és intézetiink génbanki allomanyat alkottak. Osszesen 42 vérvétel tortént a fehér
magyar fajtaban, amibdl 20 sejtvonal alapitasa lett sikeres, ez 47,6%-o0s hatékonysagnak felel
meg. Ezekbdl az alapitdsokbol Osszesen 120 mintat mélyhitottek, amelyek a -150°C
mélyhiitében levé génbankunkban, valamint a NBGK HGI génbankjaban vannak eltarolva
(Lazér, 2020). Az alapitdsokat leszdmitva a sejtvonalak jellemzése mar az én munkidm

eredménye.

1.2. Ivarmeghatarozas
Az ivarmeghatarozast a sejtvonal-alapitds soran eltett szovetmintakbdl végeztem. A PCR
segitségével torténd ivarmeghatarozas alapjan elmondhatd, hogy a 20 alapitott sejtvonalbol 14
himivard, mig 6 minta néivard volt. Ez 70%-0s him és 30%-os tojé eredetii sejtvonal
részaranynak felel meg. Az els6 PCR sordn egyediil a 1121-es minta nem adott eredményt,
azonban a megismételt vizsgalat utdn mar ez is egyértelmilen himivartnak bizonyult. A

kisérletbe az 1111-es jelolésti tojo, és az 1116-os jelolésti himivarG sejtvonalat vélasztottuk,

mivel ezek rendelkeztek a legigéretesebb proliferacios képességgel (9. abra).

1111 tojoé 1116 him tojo kontroll  him kontroll

S —

9. Abra: Az eredeti sejtvonalak ivari determindcidja. Az ivarmeghatdirozishoz szévetmintdkbol izoldlt DNS-t
hasznaltunk. A CHD1 primerre alapozott PCR segitségével gélelektroforézis utjan vizualizaltam az eredményeket. A
gélfoto alapjan az 1111 vonal kettds jelet adott, ami a néi ivaru madarakra jellemzo, mig az 1116 vonal egy jelet
produkalt, ami a himivart jellemzi. A kontrollok az elvartak szerint mitkodtek, bar a tojo kontroll halvanyabb jele az
alacsonyabb DNS koncentraciot feltételezi.

53



1.3. RNS expresszios vizsgalat
Ahhoz, hogy bizonyitsam a sejtek Osivarsejt jellegét, valamint megfelelé mikodésiiket
igazoljam, elsddlegesen kvantitativ valdsideji PCR-t végeztem bel6lik izolalt RNS-rdl irt
cDNS-t. ROX festéket hasznaltam, referenciagénnek pedig a GAPDH expressziot tekintettem. A
két ivarsejt-specifikus marker a CVH ¢és a DAZL voltak. Kontrollként egy 1116-0s sejtvonalbodl
szarmazd parhuzamos mintdt haszndltam. A qPCR alapjan megéllapitottam, hogy mindkét
altalam valasztott sejtvonal expresszalta az ivarsejt-specifikus markereket, igy alkalmasak

nemcsak a génbanki megdrzésre, hanem tovabbi kisérletekben valo felhasznalasra is (/0. abra).

1116 FM/ZZ FCM5/ZZ 1111 FM/ZW  FCF5/ZW

1.80
1.60 ]
1.40
o 120 e ] N
2 1.00
o
S 0.80
[J]
2 0.60
9
@ 0.40
I
0.00
1.39 0.64 0.55 0.58
1.65 1.26 1.08 1.27
1.20 0.54 0.47 0.43
B cv+ WbpAzL []Pouv BcvH [ pAzL ] Pouv

10. Abra: Eredeti és transzgénikus klon sejtvonalak RNS expressziés mintdzatai. Az dbra alapjin megallapithato,
hogy mindegyik sejtvonal expresszalta az ivarsejt-specifikus CVH és DAZL, valamint az Jdssejt-specifikus cPOUV
markereket. Emellett jol megfigyelhets volt egy korabbi felfedezésiink is, miszerint az eredeti dllapothoz képest
(1116), a mélyhiités utan kozvetleniil a him sejtek (FCMJ5) expresszios szintjei lecsokkennek a néi ivaru sejtek (1111,
FCF5) expresszios szintjére (Ecker et al., 2023).

1.4. Immunhisztokémiai vizsgalat

A sejtvonalak jellemzésének utolsé 1épéseként az eredeti sejtvonalakat immunhisztokémiai
analizisnek vetettem ald. A festésnél hasznalt ellenanyagok az anti-SSEA-1 &ssejtspecifikus, és
az anti-CVH ivarsejt-specifikus markerek voltak. Emellett TO-PRO™-3 sejtmagfestéket is
hasznaltam a jobb vizualizalas érdekében. Mivel az SSEA-1 expresszidja membran-specifikus, a
CVH expresszidja pedig citoplazma-specifikus, igy az egyes jelek jol elkiiloniiltek a sejten beliil.
A konfokalis mikroszkdppal készitett fotok alapjan mindkét sejtvonal expresszalta mindkét
markert, igy ismét sikeriilt aldtdmasztani, hogy megfeleld allapotd PG-sejtekkel tudtam

megkezdeni a kisérletet. Az immunfestés 1épését a transzgenezisen atesett sejtvonalakon mar
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nem ismételtem meg, ugyanis a FUCCI zold/piros fluoreszcenciaja interferalt volna a

rendelkezésiinkre 4ll6 masodlagos ellenanyagok szignaljaval (/1. abra).

1111 7ZW

11. Abra: A sejtvonalak immunhisztokémiai festése. Az immunfestés sordn Gssejtspecifikus anti-SSEA-1 és ivarsejt-
specifikus anti-CVH ellenanyagot, valamint sejtmagspecifikus TO-PRO™-3 festéket hasznaltam. Az eredmények
alapjan mindket sejtvonal megbizhatoan expresszalta a hasznalt ellenanyagoknak megfelel6 feherjeket, igy ezek a

sejtek egyertelmiien Osivarsejteknek tekinthetéek.
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2. A FUCC(I sejtvonalak vizsgalatai

2.1.Transzgénexpresszios eredmények az elektroporalast kovetoen
Az elektroporalast kovetd elsé napon mar sikeresen detektalhatdo volt a FUCCI transzgén
fluoreszcencidjanak jelenléte, mind a szteredémikroszkép alatt, mind az Arthur fluoreszcens
sejtszamlald gép segitségével (/2. abra). Az adatok alatdmasztottdk a transzgénikus sejtek
jelenlétét a tenyészetekben. Az Arthur sejtszdmologép mérései alapjan a him sejtvonal esetén a
fluoreszcens sejtek aranya Osszesen 26% volt, mig ez a ndi ivar sejtvonalnal 32%-ot tett ki.
Mivel azonban a FUCCI sejtek az M fazisban nem mutatnak fluoreszcenciat, igy a valdésagban

ezeknél magasabb transzgénikus arannyal rendelkeztiink.

hGeminin

1116FM/ZZ 1111FM/ZW

6%

74% 68%

M1 We2 [Os [[Im, halott, nem transzgénikus

12. abra: FUCCI expresszio az elektropordldst kovetden. A konfokalis mikroszkoppal késziilt képeken a To-PRO-3
sejtmagfestéssel egyiitt is jol latszik a hGeminin expressziojat jelz6 zéld, és a hCDTI expressziojat jelzé piros
fluoreszcencia. Ez jol mutatia, hogy egy idopontban tobbféle sejtosztodasi fazisban levd sejtek egyszerre voltak jelen
a tenyészetekben. Ezt az Arthur sejtszamoloval mért eredmények is alatamasztjak.

2.2. Transzgénexpresszios eredmények a klonozdast kévetoen
A tenyészetek mindségének folyamatos monitorozasaval sikeriilt meghatarozni azt a pontot,

amikor a vonalak megfeleldek voltak az egy sejt alapu tenyészetek alapitasara. Ezt az idépontot
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az Arthur fluoreszcens sejtszamologéppel késziilt felvételek, valamint a konfokalis
mikroszkoppal készitett fotok alapjan sikeriilt meghatarozni a tenyészetben jelen levd
fluoreszcencia megoszlasa alapjan (/3. dbra). Az adatok alapjan egyértelmi volt, hogy a klon
tenyészetekben jelentésen magasabb aranyban képviselték magukat a fluoreszcens sejtek, mint a
kiindulasi transzgénikus vonalakban. Ez az emelkedés a himivar esetén 52%, mig a ndivarban
8% volt. A néivarban tapasztalt kisebb emelkedés feltehetéen részben a vonalndl megfigyelt
alacsonyabb proliferacios ratanak, részben a ndi ivarat PGC tenyészetekre altalanossagban

jellemzo aggregacioképzésnek tudhato be.

FCM5 FCF5

FCM5/Z2Z FCF5/ZW

)
il 22%

60%

Bci G2 [0S []M, halott

13. dbra: FUCCI expresszio az egysejt tenyészetekben. A kion sejtvonalak jelentosen magasabb fluorveszcens
sejtarannyal rendelkeztek, mint az eredeti transzgenikus vonalak. Ezt mind a konfokalis felvételek, mind az Arthur
sejtszamologéppel végzett mérések alatamasztottak. A néivarban megfigyelheté kisebb emelkedés feltehetéen a
sejtvonal lassabb osztodasanak, valamint a ndivaru sejtvonalak aggregatumképzési hajlamanak nemkivanatos
hatasai miatt tértenhetett.
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2.3. A klon sejtvonalak karakterizalasi eredményei

Az egyetlen sejt kiindulasi alapbol tenyésztett FCF5 és FCMS sejtvonalakat a fentiek
szerint, valamint annak kiegészitésével jellemeztem. Az eredmények alapjan mindkét sejtvonal a
hosszutava in vitro tenyésztés ellenére is megorizte a jellegzetes ivari- és dssejt génexpresszios
tulajdonsagait. Mindkét vonal esetén a vartnak megfeleld ivar eredményt kaptam (FCF5 valéban
tojo eredetli, FCMS5 valdban him eredetli, nem tortént technikai hiba a hossza tenyésztési id6
soran), valamint a transzgenezis ellenére is stabilan expresszaltdk a CVH és DAZL markereket.
A génexpresszids eredmények azt mutattdk, hogy az elektroporalas nem gyakorolt semmilyen
szignifikans hatast ezen két gén mikodésére (/0. abra). Az immunhisztokémiai vizsgalatok
megismétlésére a fluoreszcens interferencia miatt nem volt lehetdség.

A hosszu in vitro sejttenyésztés egyik veszélye, hogy a sejtosztddasi folyamat valahol hibat
szenved, ¢és ez esetlegesen a kromoszéma szdm megvaltozasat okozza. Ezért, az eredményeket
kiegészitendd, a sejttenyészetekbdl kromoszoma vizsgalatot végeztiink. Ebben Dr. Varkonyi
Eszter és Molnar Mariann (NBGK HGI) segitett nekiink. Az eredmények alapjan megallapithatd
volt, hogy egyik klon sejtvonal esetében sem talalhatdo kromoszoma szam eltérés. A vizsgalatok
szerint mindkét sejttenyészet 8 par makrokromoszomat ¢és 30 par mikrokromoszomat
tartalmazott, mig az FCF5 a ZW ivari kromoszomapart, az FCM5 pedig a ZZ ivari

kromoszomapart hordozta. Tehat a sejtvonalak diploid kromoszéma szama 2n = 78 (/4. dbra).

FCF5 FCM5

14. dabra: A klon sejtvonalak metafizisos kromoszomakészlete. A hosszutivu sejttenyésztés egyik veszélye, hogy
megvaltozhat a sejtekben a kromoszomaszam. Ezt ellendrizendd citogenetikai vizsgdlatot végeztiink a kion
sejttenyészeteken. Az eredmények alapjan megdllapithato, hogy mindkét sejtvonal rendelkezett a megfelelé szamu
(78) kromoszomaval, valamint a megfelelé valtozatu (ZW ndi ivarban, ZZ himivarban) ivari kromoszomaval.
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2.4. Sejtintegracio hatékonysaga recipiens embriokba

A FUCCI transzgént tartalmaz6 PGC sejteket recipiens embriokba injektaltam, hogy
vizsgaljam a sejtek beépiilési képességét. Az injektalas utdn a kezelt embriokbol 6,5 napos
korban izolaltam a gonadokat és sztereomikroszkop alatt vizsgaltam a beépiilést a fluoreszcencia
jelenléte alapjan. Himivar esetén 6sszesen 10 injektalas tortént, amibdl 5 embrid €lte meg a 6,5
napos kort. Ezek koziil 3-ban taldltam az ivarszervben fluoreszcens sejteket beépiilve. Noéivarnal
tobb kisérletet végeztem; 31 injektalasbol 20 embridbol tudtam gonadot izolalni, amelyekbdl 3
tartalmazott fluoreszcens sejteket. Itt azonban fontos megjegyezni, hogy tobb esetben észleltem
fluoreszcens sejteket a gonadon kiviili erekben, tehat az injektalas sikeres volt, csak a beépiilés
nem tortént még meg. Ez kdnnyen lehet, hogy a viszonylag korai gonadizolalasnak tudhato be,
igy még nem minden sejt vandorolt el az ivarszervekbe. Béar 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 lebomlasa miatt
(15. abra).

FCM5/ZZ
PGC vonal

FCF5/ZW
PGC vonal

15. abra: Transzgénikus sejtek integralodasa recipiens embriokba. A kion vonalakbol szarmazo sejtszuszpenziot
recipiens embriokba injektdlva ivarszervi kimeéra egyedeket allitottam el6. Ezek ivarszerveikben hordoztak a piros és
zold fluoreszcenciaval rendelkezo FUCCI pozitiv sejteket, ami bizonyitotta a sejtvonalak beépiilési képességet.
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2.5. Szekvenalasi eredmeények

A transzgén beépiilésének igazolasa érdekében két altalam létrehozott egy sejt eredetii
szamat, illetve az integraciok elhelyezkedését a genomban. Az FCMS5 sejtvonal esetén két
l6kuszon is sikeriilt kimutatni szekvenciaegyezést, ezek a NC052533.1: 50 890 131 (chr2) ¢és a
NC 052543.1: 13 339 941 (chr12) koordinatakkal rendelkeznek, melyek a GLI3 és a CADPS
kodolo régioi. Mindkét inszercid esetén intronba tortént a beépiilés. Az FCFS5 sejtvonal esetén
egy beépiilésrdl szamolhatok be, mely a NC052558.1:3028482 (chr27) koordinatanal talalhato,
amely egy intergénikus régio, a legkdzelebb esd gének a (Ensembl ID, no name) LOC121107680
¢s a NGFR (anotacids verzid: Ensembl release 110). A két sejtvonal mindharom integraciojara
igaz, hogy egy TTAA szekvencia utan helyezkednek el.

Az FCMS5 esetén a 12-es kromoszdman tortént beépiilésnél, valamint az FCF5-ben tortént
integracional a teljes FUCCI transzgén beépiilt (vektor koordinatdk: PB. CAG FUCCI:2338-
8864). A harmadik integracio esetén is nagy valoszintiséggel ez a helyzet 4ll fenn, azonban ezt
nem tudtam tokéletesen aldtdmasztani, kdszonhetden a régidban levé néhany egymadst fedd
readnek. Ez esetben a mellérendelt readek a PB. CAG FUCCI:2335-8864 vektor koordinatain
beliil helyezkednek el (/6. dbra).

FCM5 PGC vonal

€MV enhancer PB CAG F i_ires PURO l
Chri2 _% 2335 _ _CAG_ UCC'-':- U __ 88647 ¢
? s chimeric intron el m .[W ;9 " [
mAzami-Green IRES2 T7 promo!
chicken B-actin promoter 1 Cdtl1 (30-120) T2A Geml (1-110) attB2 B-globin poly(A) signal
13 339 941<+=ENSGALT00010051031
Chr.2 l PB_CAG_Fucci_ires_PURO ? ‘
L S h (g— - <
50 890 131¢= GLI3
FCF5 PGC vonal
>Chr.27 ‘ 2338 (venhencer PB_CAG_Fucci_ires_PURO 8864% -
7j7’ - fhlm‘(‘-):co:nlron - m .I». 6000",? .. | @im

mAzami-Green IRES2
1 Cdt1 (30-120) T2A Gem1 (1-110) attB2

chicken B-actin promoter B-globin poly(A) signal

3028 482<+= RNASEQT...

16. abra: Transzgén integrdcio helye a kiilonbézd ivaru klon PGC vonalak genomjaba. Az FCM5 himivaru vonal
genomjaba két kopiaban tortént beépiilés, a 2. és a 12. kromoszomdkon, mindkét esetben intron régioba (a chr2
esetén az ENSGALT00010051031-be, a chri?2 esetén a GLI3-ba). Ezzel szemben az FCF5 néivaru vonal genomjaba
egy beépiilés tortént, egy exon szakaszra. Ez magyarazatot adhat a him vonal erdsebb fluoreszcencidjara is.
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Emellett 4llando fals pozitiv jelet észleltem minden minta esetén (transzgénikus €s nem
transzgénikus) a NC 052545.1:4183720-4185523 (chrl4) helyen. Ez az ACTB gén kodold
régidja, €s minden esetben hasonldé szamu mellérendelt readet taldltam. Ez azonban szerintem
azzal magyarazhato, hogy a fehér magyar tytik genomjaban is megtalalhaté az altalunk hasznalt

hazityuk béta aktin promoter, €s ennek a jelét kaptam vissza a mérés soran.

2.6. A sejtek reakcioja mikotoxin hatdasara és a médiumcsere hianydra

A kiils6 tényezOknek a sejtciklus valtozasaira gyakorolt hatasainak vizsgalatara a sejteket T-
2 ¢és zearalenon toxint tartalmazé médiumokkal kezeltem hdrom napon keresztil. A
tenyészetekrdl konfokalis mikroszkdppal képeket készitettem a kezelés eldtt és utan, és ezeket
Osszehasonlitva vizsgaltam a kiillonboz6 szinli fluoreszcencidk ardnydnak eltolédasat a
mikotoxinok jelenlétének hatasara.

A kapott adatok alapjan ugy tint, hogy a T-2 toxin harom nap alatt szignifikdnsan
megnovelte a piros, Gi fazisban levo sejtek aranyat mindkét tenyészetben, mig a zold Go-es
sejtek ardnya mindkét tenyészetben, a sarga S fazisban levd sejtek aranya pedig a himivart
sejtvonalban szignifikansan csokkent (/7. dbra).
mérés menete megegyezett a fentiekben leirtakkal. Az eredmények szintén nagyban hasonlitottak
a T-2 kezelés utan tapasztaltakhoz, a himivar esetén mindhdrom allapotban, a ndivar esetén a G1
¢s G2 fazisokban mutattak erds szignifikanciat az adatok (/8. abra).

Végiil a két mikotoxin egyiittes hatisara is kivancsiak voltunk, hogy ellendrizziik az
esetleges erdsitd/gyengitd kolcsonhatasokat kozottiik. Ennek érdekében egyszerre alkalmaztunk
Sng/ml T-2 és 20ng/ml zearalenon tartalmi médiumot a sejteken. Az eredmény ismételten a mar
leirt sémat kovette: a vOrds sejtek ardnydnak megndvekedése és a z0ld sejtek aranyanak
csokkenése mindkét sejtvonalban szignifikdns volt, mig a sarga sejtek ardnyanak csokkenése a

himivaru sejtek esetén mutatott szignifikanciat (/9. dbra).
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% Kontroll és T2 kezelt sejtek 6sszehasonlitasa FCF5
100

FCF5 T2 |Szignifikancia (p)
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17. abra: A T-2 toxin hatasa a sejiciklusra. A mikotoxin jelenlétének hatdasdra a tenyészetekben
megndtt a pirossal jelolt G sejtfazisu sejtek aranya, mig a zolddel jelolt G2-es és a sargaval jelolt
S fazisu sejtek ardanya lecsokkent. Ezek a valtozdsok az FCFS5 vonal S fazisu sejtjeit kivéve
mindenhol erds szignifikancidt mutattak.
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% Kontroll és ZEA kezelt sejtek 6sszehasonlitasa FCF5
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18. dbra: A zearalenon toxin hatisa a sejtciklusra. A mikotoxin jelenlétének hatdisdara a
tenyészetekben szignifikansan megndit a pirossal jelolt G1 sejtfazisu sejtek ardanya, mig a zolddel
jelolt G2-es és a sdargaval jelolt S fazisu sejtek aranya szignifikansan csokkent, kivéve az S fazisu
FCF5 sejtek esetén.
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o, Kontroll és kombinaltan kezelt sejtek 6sszehasonlitdsa FCF5

100
FCF5 Komb |Szignifikancia (p)
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19. dbra: Mikotoxinok kombindlt hatasa a sejtciklusra. A mikotoxinok jelenlétének hatasara a
tenyészetekben ismételten szignifikansan megndtt a pirossal jelolt G1 sejtfazisu sejtek aranya, mig
a zélddel jelolt G2-es és a sargaval jelolt S fazisu sejtek ardanya szignifikansan csokkent. Ez alol
ismét csak egyediil az FCF5 vonal S fazisu sejtjei alkottak kivételt.
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Azonban, mivel a mikotoxinkezelés soran nem tortént médiumcsere a sejteken, igy
lehetéségem nyilt annak a vizsgélatdra is, hogy egy haromnapos friss médium nélkiili idészak
hogyan hat a sejtek proliferacidjara. Ennek érdekében megismételtem a kisérletet
mikotoxinkezelés nélkiil is. Az igy kapott eredmények kifejezetten hasonldak voltak a
mikotoxinkezelés utan kapottakhoz. Bar a sejtszdm a 24. és a 72. 6ra kozott szignifikansan
megn6tt 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
ndivari sejtvonalban, a sarga sejtarany-csokkenés pedig a himivarG sejtvonalban volt
szignifikans, azonban maguk a tendencidk mindkét sejtvonalban megfigyelhetéek voltak (20.

abra).
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20. abra: A médiumcsere hianydanak hatasa a sejtciklusra. Bar a sejtszam a 24. és a 72. ora kozott folyamatosan
novekedett mindkét sejtvonal esetében (A), az emlitett idoszakban a G, fazisban levo sejtek ardanya megugrott, mig az
S és G, fazisban levo sejtek aranya lecsokkent (B). Utobbi himek esetén az S fazisu sejteknél, noi ivarban a G, és G2
fazisu sejteknél mutatott szignifikanciat.
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Ezek alapjan az a kovetkeztetés vonhato le, hogy bar a mikotoxinhatas mérésekor az
eredményt befolyasolhatta a médiumcsere elmaradasa, az adatok szordsa a mikotoxinkezelés
esetén joval kisebb volt, ami a mikotoxinok jelenléte altal kivaltott drasztikusabb hatasokat

bizonyitja. Ennek megerdsitésére a mikotoxinhatas kisérlet megismétlését tervezem rendszeres

médiumcserével, hogy kisziirjem a friss médium hianyanak hatdsat az eredményekbdl.

2.7. Sejtek transzgénexpresszios valtozasainak bizonyitasa
A sejtek fluoreszcencidjanak ciklikus valtozdsat automata mikroszkop 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
osztddas utan pirosan fluoreszkalnak, majd egy rovid sarga szakaszt kovetden zold szinre

valtanak, végiil a kdvetkezd sejtosztodas elott elvesztik a szintiket (21. dbra).

G2 M eleje M vége G1 S

Z6ld fluoreszcencia. A sejtosztodas el6tt Az osztddas Megjelenik a Mindkét fluoreszcens
a zold jel utdn a sejt nem piros/narancs marker egyszerre
elhalvényul. fluoreszcens. fluoreszcencia. expresszal a sejtben,
ami z6ldessarga jelet
eredményez.

21. dbra: A FUCCI dsivarsejtek szinvaltozdsa a kiilonbozd sejtciklus szakaszokban. Jol elkiiloniil a két riporter
individudlis (piros vagy zold) és egyiittes (piros és zold 2 sdarga/zéldessarga) expresszidja a sejtciklus kiilonbozd
stadiumaiban.
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IV. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kiilonboz6 héziasitott madarfajok nagy jelentdséggel birnak az emberiség szamara, mind
gazdasagi, mind ¢€lelmezési €s ezeknek okan kisérleti szempontokbdl is. Gazdasagilag a vilag
legjelentdsebb allatifehérje-forrasa, ezzel a baromfihts a legnagyobb mennyiségben eldallitott
huséru, koszonhetéen konnyti tarthatésaguknak, jo takarmanyértékesitésiiknek, valamint annak,
hogy minden nagy kultira és vallds engedélyezi a fogyasztasukat. Husuk mellett azonban a
tojas-, valamint a tolltermelés is fontos iparagnak szamit. Kisérleti szempontbol a madarak
remek szaporodasbiologiai és embriologiai modellt szolgaltatnak (Bednarczyk et al., 2021),
emellett magas fehérjetartalma miatt a tojasuk igéretes bioreaktor-jeldlt kiilonboz6é fehérjék
termeltetésére (Sheridan, 2016). Emiatt a madarakkal kapcsolatos kisérletek tervezése €s sikeres
lebonyolitdsa nagyon fontos. Az altalam végzett kutatdbmunka ehhez nytjhat segitséget.

A madar Jsivarsejtek egyre nagyobb szerepet kapnak a kiilonbozd kutatdsokban.
Bizonyitottdk mar szerepiiket az allategészségiigyben (Trefil et al., 2017), a génmeg6rzés soran
(Chaipipat et al., 2022; Lazar et al., 2021), valamint a transzgenezisben is (Petitte and Mozdziak,
2014). A hazityuk esetén a PGC-k hosszltava tenyésztése mar jol megoldhatdo (Whyte et al.,
2015), valamint més fajok Osivarsejtjeinek felhaszndldséra is torténnek fejlesztések (Chen et al.,
2019b; Nakamura, 2015). Ebbdl kiindulva a madar &sivarsejtek felhasznalasa egyre nagyobb
teret nyerhet a kozeljovoben.

Az irodalmi attekintésben bemutatott néhany kutatdssal igyekeztem felvazolni egy
transzgénikus technologia 0 fajra vald adaptaldsdnak nehézségeit, valamint azt is, hogy a
multban folytatott kutatdsok hogy segitettek hozza engem egy mar részletesen kidolgozott, jol
mikodoé eszkoz eléréséhez. Emellett jol bemutatjak a FUCCI transzgénikus vonalakban rejld
lehetdségeket. Az eredményeimbdl az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy ennek a technikénak az
adaptaldsa nagy gazdasagi haszonnal rendelkezd éllatfajokra fontos informacidkat szolgéltathat
azok fejlédésbioldgiai  tulajdonsagairol, kiilsé tényezOkre adott reakcioikrol ¢€s a
szaporodasbioldgidjukat befolydsold tényezokrdl. Az altalunk valasztott hazityuk faj emellett
remek modell az embriologiai fejlédés vizsgéalata szempontjabdl, mig a létrehozott Gsivarsejt-
vonalak értékes adatokkal szolgédlhatnak az ivarszervek és ivarsejtek kialakulasat befolyasolo
hatasokrol.

Kisérleteim soran megfigyeltem, hogy mikotoxinok jelenlétében a tenyészetek sejtosztodas-
szinkronizacidra utald magatartast mutatnak, ugyanis voltak olyan mintdim, amikben a sejtek
100%-a piros expresszioval rendelkezett, vagyis G1/Go fazisban maradtak. Ez 6sszhangban van
olyan megfigyelésekkel, melyek szerint az alacsony hdmérséklet okozta stressz is sejtciklus-

szinkronizaciot valt ki (Enninga et al., 1984). Sejtciklus szintronizadlds terén mar tobbféle
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modszert kifejlesztettek, akar fizikalis (a sejtek mérete, siirlisége alapjan valogatjak szét a
kiilonbozé stadiumt  sejteket centrifugdlds, &ramldsi citometria, vagy dielektroforézis
segitségével) vagy kémiai (mitotikus szelekcid, DNS szintézis inhibicio, szérummegvonas)
modszerekkel (Banfalvi, 2016). Az altalunk tapasztalt jelenség dokumentéalasa jol bizonyitja,
hogy a FUCCI sejtvonalak kivaléan alkalmasak kiilonb6zé kornyezeti stresszhatasok

kovetkezményeinek vizsgalatara.

1. Javaslatok

Az altalam sikeresen létrehozott stabil FUCCI-pozitiv transzgénikus hazityuk Osivarsejt-
vonalak tobb kutatési teriileten is kivaloan felhasznalhatoak. A kisérleteim végén érintélegesen,
elsdsorban a transzgén miikodésének bemutatdsa érdekében kitértem az egyes mikotoxinok
hatésainak vizsgéalatdira FUCCI-PGC vonalak segitségével. Ez a t¢émakdr nagy jelentséggel bir,
hiszen a mikotoxinok nemcsak haszonallatainkra vannak karos hatassal, hanem az altaluk termelt
termékekben akkumuldlodva, azokon keresztiil az emberi szervezetet is veszélyeztethetik. Emiatt
nagy sziikkség van a mikotoxinhatdsok kutatdsara, mind gazdasagi, mind egészségiigyi
szempontokbol. Az ebben a dolgozatban bemutatott kisérletben csupan két mikotoxin hatasat
vizsgaltam, azonban ezek mellett mindenképpen javaslom tobb mas (dezoxinivalenol, aflatoxin,
fumonizin B1) mikotoxin bevonasat az ilyen tipusi vizsgéalatokba. Ugyanigy érdemes a
kiilonb6ozé mikotoxinok kombinalt hatdsait vizsgélni.

Az Osivarsejtek remek modellt szolgaltatnak az embriondlis fejlédés, azon beliil pedig az
egyes ivarok €és azok ivarsejtjei fejlodésének vizsgalatdra madarfajokban. Mivel ezek a sejtek a
test valtozatos teriiletein haladnak 4t migracidjuk soran, folyamatos hatdsok érik Oket. Ezek
kozott eléfordulhatnak a mikotoxinok altal generalt negativ hatasok is. Bizonyos mikotoxinok
kifejezetten karos hatassal lehetnek az embrionalis fejlddésre, ezek kutatdsa pedig nem csak
allategészségiigyi €s termelési elonyokkel jarhat, de feltarhat a humadn gydgyaszatban is fontos
tendenciakat.

A toxikus hatdsokon kiviil a klimavaltozassal jar6 homérséklet-emelkedés hatasainak
sejtszintli kutatdsa is aktudlis. Ez kifejezetten fontos lehet madarfajok esetén, hiszen ezeknél az
anya testén kiviil fejlédnek az utddok, igy jobban ki vannak téve a kérnyezeti homérsékletnek.
Csoportunk a kordbbiakban mar foglalkozott naposcsibék hokezelésével, €s annak hatdsaival az
embriok fejlédésére és az RNS expressziora (Toth et al., 2021). A FUCCI sejtvonalak 1j
lehetdséget adnak az Oscsirasejtek hdhatdsra adott fejlédésbeli és génexpressziods valaszainak

vizsgalatara. Masrészrol jabb magyar fajtdk bevonasaval pontosabban felmérhetnénk azok
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homérséklet-toleranciajat, igy meghatarozva genetikai értékiiket a globalis felmelegedés ellen
folytatott harcban.

Ez a kisérlet mar megindult kollégdm, Toth Arnold, valamint B.Sc. hallgat6ja, Bognar Julia
munkaja altal. A kontrollnak szamito 38°C homérsékleten tartott mintak mellett 40, 41, 42 ¢és 43
°C-on kezelt mintakkal dolgoznak, ¢s mar a kisérlet kezdeti szakaszaban bizonyitottak, hogy az
altalam alapitott FUCCI modell remekiil hasznélhaté a héhatasok vizsgélatara is.

Az altalam létrehozott sejtvonalak a laboratoriumokban &ltaldnosan hasznalt technikak
fejlesztésére is alkalmasak lehetnek. A PGC-k az embrionalis fejlédés soran nem egyenletesen
proliferalnak, igy egyes fejlodési szakaszok optimalisabbak lehetnek bizonyos miveletek (pl.
kiméra gonad izolalas) végrehajtasara, mint masok. Ehhez jo eszkozt biztositanak a FUCCI
sejtvonalak. Szintén érdemes lehet protokollt fejleszteni egy teljes tenyészet sejtciklusanak
szinkronizalasdra, mivel bizonyos fejlédési stadiumban levd sejtek esetleg jobb hatasfokkal
¢épiilhetnek be a gonddokba és biztosabban alapithatnak kolonidkat, mint mas sejtek. Emellett
szinkronizalt sejtvonalak 1étrehozasaval nagyban fejleszthetnénk akar az ivarszervi
kiméraelodallitas hatasfokat, akar a PGC-alapu transzgenezis hatékonysagat is.

A PGC-k mellett azonban érdemes lehet mas sejttipusokat is megvizsgalni a FUCCI
struktira segitségével. Ehhez sziikséges lenne transzgénikus ivarszervi kimérak eldallitdsa, majd
ezek keresztezésével transzgénikus allatok létrehozésa. Ezen egyedek, mivel mar minden
sejtjiikben hordozndk a transzgént, 0j tavlatokat nyitndnak meg a kiilsé tényezok kiillonbozo
sejttipusok ciklusara gyakorolt hatasainak vizsgalataban.

A fentiekben bemutatott kutatasok jol reprezentaljak, hogy a FUCCI-rendszer adaptalhato ;)
fajokra is. Madar 6sivarsejtek esetén ennek elsddleges akadalya az univerzélis tenyésztomédium
hianya. Jelenleg az egyetlen faj, ami szamara stabilan miikdo tenyésztésre alkalmas tapoldat all
rendelkezésiinkre, a hazityuk. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ne torténnének erdfeszitések mas
fajok bevondsdra is. Késziiltek mar tenyésztdmédiumok hazikacsa (Anas platyrhynchos
domestica), ¢és flirj szaméara (Chen et al., 2019b; Tae et al., 2008), valamint laboratoriumunkban
torténtek probalkozasok a hazilud és a parlagi gyongytyuk (Numida meleagris) bevonésara,
emellett tervben vannak bronzpulykahoz kapcsolddo kisérletek is. Amennyiben ezek a tdpoldat-
fejlesztések megoldjak az egyes fajok Osivarsejtjeinek hosszutavu in vitro fenntartasat, megnyilik

egy Uj lehetdség a gazdasagilag jelentds baromfifajtak transzgénikus vizsgalataira.
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V. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

Uj tudomanyos eredményeim a kovetkezoek:

1.

Optimalizaltam ¢és sikeresen alkalmaztam a piggyBac transzpozon kdozvetitette
elektroporalas modszerét FUCCI riporter vektor hatékony bejuttatasara hazityuk-
Osivarsejtekbe.

Elsdként hoztam létre himivara (ZZ genotipust) és ndivara (ZW genotipusu), a
FUCCI vektort stabilan integralodva tartalmazo hazityuk Osivarsejt tenyészetekbdl
kiindulva egy sejt eredetli sivarsejt-vonalakat.

Igazoltam, hogy az altalam Iétrehozott egy sejt eredetli, a FUCCI vektort stabilan
integralddva tartalmazo FCF5 (ZW) és FCMS5 (ZZ) 6sivarsejt-vonalak sejtjei képesek
beépiilni recipiens embriok ivarszervébe.

Teljes genom szekvenaldssal igazoltam, hogy a FUCCI vektor az FCF5 sejtvonal
esetén egy kopidban, mig az FCMS5 sejtvonal esetében két kopidban integralddott a
sejtek genomjaba.

Az FCMS5 ¢és FCF5 sejtvonalak esetében igazoltam timelapse video felvételek
készitésével ¢és elemzésével, hogy a sejtek altal expresszalt fluoreszcens fehérjék
kifejezddése a sejtciklus fazisainak megfelelden valtozik.

Igazoltam, hogy az FCMS5 és FCFS5 sejtvonalakban szignifikdnsan né a G fazisban
levd sejtek ardnya a tenyésztés sordn a tapoldatban létrejovo kedvezdtlen valtozasokra,

igy a tapoldat csere hianyara, illetve T-2 és zearalenon kezelés hatasara.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A baromfi a globalis gazdasdg szempontjabol az egyik legfontosabb allatcsoport, mivel
alapvetd szerepet jatszik az emberi taplalkozasban, tovabba szamos egyéb teriileten, igy a
tolltermelés teriiletén, mint bioreaktor, illetve mint modell szervezet fejlddésbioldgiai
kutatasokban.

A baromfitenyésztés teriiletén végzett kutatdsok kiemelt jelentdségiieck annak érdekében,
hogy optimalizalni lehessen a tartasi, takarmanyozasi €s tenyésztési paramétereket, illetve, hogy
teljesebb képet kapjunk fejlédésiikrdl, az dket érd kornyezeti hatasok kovetkezményeirdl, €s mas
fajokkal vald biologiai hasonlosdgaikrol. Kiilonds figyelmet érdemelnek a baromfifajok
genetikai megorzésének lehetdségei, transzgenezisiik, valamint kiilsd tényezokkel szembeni
rezisztencidjanak vizsgalata, amely a jelenlegi tudoményos kutatdsok egyik kiemelt feladata.

Az O6sivarsejtek (primordial germ cells, PGC) madarfajok esetében sokrétii eszkdzként
szolgdlnak a bioldgiai kutatdsokban. Potencidlis alkalmazasuk kiterjed a génmegdrzésre,
hatékony vektorként funkcionalnak a transzgenezis soran, és in vitro modellként fontos szerepet
toltenek be az ivardeterminacid6 mechanizmusainak vizsgalataban. A PGC-k, mint az ivarsejtek
prekurzorai, a fejlodésiik soran végbemend egyedi vandorlasuk révén konnyen hozzaférhetdek,
igy madarak esetében a legfontosabb embrionalis sejttipusnak tekinthetok ¢és szamos
biotechnologiai moddszer kiindulopontjai. Nagy sejtméretiik eldsegiti a megfigyelésiiket,
valamint megfeleld tdpoldatban hosszli tavon fenntarthatdéak. Ugyanakkor hatranyuk, hogy
minden madarfaj esetében specifikus tapoldatot igényelnek, és jelenleg csak a hazitytk (Gallus
gallus domesticus) esetében all rendelkezésre stabilan, jol miikodd tenyésztd médium. Jelenleg is
folynak kutatasok annak érdekében, hogy mas madarfajok dsivarsejtjei szdmadra is hosszl tavon
fenntarthato tenyésztési koriillményeket fejlesszenek ki.

A fluoreszcens ubikvitindcio-alapt sejtciklus indikator (FUCCI) egy rendkiviil hasznos
transzgén szerkezet, mely a sejtciklus valtozasait egy ciklus-specifikus fehérjékhez kotott
riportergén struktira segitségével szinvaltozassal jelzi. Ez az eszkoz remek lehetdséget nyujt a
sejtek osztddasanak megfigyelésére, ezzel a kiilonbozd kiilsé tényezdk sejtciklusra gyakorolt
hatdsainak vizsgalatara. Egyebek mellett olyan betegségek miikddésének megértésére
hasznaltdk, mint az Alzheimer-kor vagy a rék, valamint szOvetregeneracids kutatdsokban is
szerepet jatszott. Eddig tobb fajra adaptaltdk a technikat, koztiik human, egér, zebradanio,
zsékallat és axolotl sejtekre, de madarakra még nem. A dolgozatomban leirt kutatds a FUCCI-
komplex hézitytk fajra torténd sikeres alkalmazasrol szamol be, valamint bemutatja a technika

nyujtotta vizsgalati lehetdségeket kiilonbozo kisérletekben.
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Kisérleteim soran sikeresen hoztam létre mindkét ivarbdl szdrmaz6 transzgénikus FUCCI
hazityuk-6sivarsejt (PGC) tenyészeteket, amelyekbdl egysejt alapu sejtvonalakat allitottam eld. A
stabil sejttenyészeteket részletesen jellemeztem, beleértve génexpresszios profiljuk ¢és
immunhisztokémiai tulajdonsdgaik vizsgalatat, valamint beépiilési potencialjukat recipiens
embriokba. Sikeresen hoztam létre ivarszervi kimérdkat is. Kromoszomaanalizissel
bizonyitottam, hogy a kariotipus nem valtozott sem az elektroporacid, sem a hosszu tava
tenyésztés hatasara. DNS-szekvenalassal igazoltam a transzgén jelenlétét a ndivaru sejtek 27-es
kromoszomajan, illetve a himivara sejtek 2-es €és 12-es kromoszomadin. A transzgénikus
sejtvonalakban a FUCCI rendszer miikodését mikotoxinkezeléssel, médiumcsere elhagyasaval €s
automatizalt mikroszkopos timelapse elemzéssel vizualizaltam. Hosszabb médiumcsere nélkiili
iddszak soran, valamint mikotoxin kezelés hatasara mindkét tenyészetben megfigyeltem a Gl

fazisban 1év0, piros fluoreszcenciat mutaté sejtek ardnydnak névekedését.
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VII. SUMMARY

From an economic perspective, poultry species are among the most important animal groups
globally, principally due to their significant role in human nutrition and other essential
applications such as feather production, bioreactor potential, and their utility as developmental
biology models. Consequently, research on these species is fundamental for optimizing
management practices, improving feeding regimens, and enhancing their utility in various fields.
Furthermore, investigating their developmental processes, responses to environmental factors,
and biological similarities with other species is essential. In this context, the exploration of avian
gene preservation strategies, transgenesis, and resistance to environmental stressors represents a
critical area of contemporary research.

Primordial germ cells (PGCs) are invaluable, multifunctional tools in avian biology. They
offer a solution for avian gene preservation, serve as efficient vectors for transgenesis, and
provide a robust in vitro model for studying sexual determination. As the precursor cells of
gametes, PGCs undergo a unique migratory process during development, which makes them
easily accessible for experimental procedures, therefore PGCs are a highly important embryonic
cell type in birds and they are used by avian biotechnology extensively. Their large size
facilitates their observation, and under optimal culture conditions, they can be maintained long-
term. However, one limitation is that each avian species requires a specific culture medium, and
currently, only chicken PGCs have a well-established, stable medium. Ongoing research aims to
develop long-term culture systems for PGCs from other avian species.

The fluorescent ubiquitination-based cell cycle indicator (FUCCI) is a valuable transgenic
tool that visualizes cell cycle progression through colour changes, driven by a reporter gene
system linked to phase-specific proteins. FUCCI was used for experiments aiming the discovery
of disease mechanisms, such as Alzheimer’s disease and cancer, and on tissue regeneration. Until
now, the technique was adapted to several species, like human, mouse, zebrafish, Ciona and
axolotl, but not to avian species. This study focuses on the successful adaptation of the FUCCI
system to the chicken (Gallus gallus domesticus) and demonstrates its research potential in
various experimental applications.

To achieve this, transgenic FUCCI PGC lines were established from both male and female
chickens. Following the stabilization of these lines, the FCF5 (female) and FCMS5 (male) lines
were characterized to confirm the successful insertion and functional expression of the FUCCI
construct. The cell lines were further analysed using quantitative PCR (qPCR) and
immunohistochemical staining to assess their gene expression and protein localization profiles.

Chromosomal staining was performed to verify the stability of the karyotype after long-term
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culture. Gonadal chimeras were generated by injecting PGCs into recipient embryos,
demonstrating the integration capacity of these lines. DNA sequencing confirmed the presence of
the FUCCI construct in both the FCF5 line (on chromosome 27) and the FCMS5 line (on
chromosomes 2 and 12). Additionally, a T-2 toxin assay was used to evaluate the response of the
cells to a toxic environment, revealing that FUCCI reliably indicates cellular reactions through
colour changes. During extended periods without medium exchange or mycotoxin presence in
the medium, an increase in red-labelled cells in the G1 phase was observed in both cell lines,
reflecting changes in cell cycle dynamics under nutrient-deprived conditions.

In summary this tool enables precise monitoring of cell division dynamics and the impact of

various external factors on the cell cycle.
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IX. TOVABBI MELLEKLETEK

1. MI - Hazityuk Jsivarsejtek tenyésztomédiumdnak pontos osszetétele

Mennyiség 50 ml

Komponens médiumhoz
DMEM (Gibco, Cat No. 21068-028) 34,8 ml
Steril viz (Gibco, 15230-089) 10,7 ml
Pyruvate (100x, Gibco 11360039) 664,5 ul
MEM Vitamin Solution (100x, Gibco, 11120052) 464,5 pl
MEM Amino acids (Sigma, M5550) 464,5 pl
B27 suplement (50x, Gibco, 17504044) 1,0ml
Glutamax (100x, Gibco, 35050038) 0,5 ml
NEAA (100x, Gibco, 11140035) 0,5 ml
Nucleosides (100x, EmbryoMax, ES-008-D) 0,5 ml
B-mercaptoethanol (50 mM, Gibco, 31350010) 0,1 ml
CaCl, (100mM, Sigma, C4901-100G) 0,075 ml
Ovalbumin (20%, Sigma, A5503) 0,5ml
Heparin (50mg/ml, Sigma, H3149) 0,1 ml
Pen/Strep (100x, Gibco, 15070-063) 0,1 ml
Hazityuk szérum (0.2% végkoncentracid, Sigma, 100 ul
C5405)
h-ActivinA (25ug/ml, Invitrogen, PHC9564) 50 pl
h-FGF2 (10 ng/ul, Gibco, 13256-029) 20 ul
Ovotransferin (10mg/ml, Sigma, C7786) 25wl
2. M2 - PCR és qPCR paraméterek
PCR
Primer Referencia . PCR termék .
megnevezése szam Szekvencia hossza (bp) Forris
CHD1-Z NC_006127.4 FW TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT
RV CCTTTT ATTGATCCATCAAGCCT oL Wang et al.,
CHD1-W NC_006126.4 FW TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT 2017.

322
RV CCTTTT ATTGATCCATCAAGCCT
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Paraméterek

Reakcio Hémérséklet Idé Ismétlés
CHD1 sex PCR 95 °C 1 perc 1x
95 °C 15 mp
48 °C 30 mp 28x
72 °C 10 mp
72 °C 5 perc 1x

qPCR
Gén teljes neve PCR
Gén J NCBI azonosité Primerek termék
(szervezet)
(bp)
Glyceraldehyde-3- FW GACGTGCAGCAGGAACACTA
CcGAPDH phosphate dehydrogenase NM_204305.1 112
(Gallus gallus) RV CTTGGACTTTGCCAGAGAGG
. . FW TTGTCTTGAAGGCCTCGTTT
DAZL Plf'etgd |I|n azoc:fperm'a' NM_204218.1 136
ike (Gallus gallus) RV ATCCTTGGCAGGTTGTTGAC
DEAD-box helicase 4 FW GAACCTACCATCCACCAGCA
CVH DDX4)(Gallus gallus NM_204708.1 113
(DDX4)(Gallus gallus) RV ATGCTACCGAAGTTGCCACA
Paraméterek
Reakcié Homérséklet Ido Ismétlés
c¢DNS irds 25°C 10 perc 1x
37°C 120 perc 1x
85°C 5 perc 1x
qPCR futtatas 95 °C 10 perc 1x
95°C 15 mp
60 °C 40 mp 40x
68 °C 20 mp
95 °C 15 mp 1x
48 °C 15 mp 1x
95 °C 15 mp 1x
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3. M3 - Immunhisztokémiai festés pontos protokollja és reagensei

TR Inkubalasi Inkubalasi . .
Festés lépései Oldat idé hémérseklet Megjegyzés
g Osivarsejt pellet 0,1% BSA-PBS szobahémérséklet
szuszpendalasa
2 Fixalas 4% PFA 10 min szobahdmérséklet
3 Mosis 0,01% BSA-PBS 5 min szobahOmérséklet
4 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet
5 Mosis 0,01% BSA-PBS 5 min szobahOmérséklet
g ermeabilizilds, Blokkol6 oldat 45min  szobahémérséklet
blokkolas
7 Elsodleges ellenanyag 1st Ab 0,1% BSA-PBS-ben 1 éjszaka  4°C
8 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahOmérséklet
9 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahomérséklet
10 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahOmérséklet
11 Mésodlagos 25t Ab0,1% BSA-PBS-ben  60min  37°C sotétben
ellenanyag
12 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahdmérséklet sotétben
, TO-PRO™-3 lodide 0,01% . o o s
13 Magfestés BSA-PBS-ben 15 min szobahdmérséklet sotétben
14 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobah6émérséklet sotétben
15 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahémérséklet sotétben
16 Mosas 0,01% BSA-PBS 5 min szobahémérséklet sotétben
17 Lefed6 oldat Prc’)Long’® C?o!d Antifade szobahdmérséklet sotétben
beagyazo médium
18 Lefedés, tarolas 4°C sotétben
Anyag Referencia szam Higitas Tipus Specifitas
anit-CvH B. Pain (INSERM)  1:100 nyul IgG Osivarsejt
anti-SSEA-1 ab16285, MC480 1:100 egér [gM Gssejt (nyul, egér, hazityuk)
Donkey anti-rabbit 1gG . , . .
(H+L) - Alexa Fluor 555 A-31572 1:500 szamar IgG  anti-rabbit 1gG
Donkey anti-Mouse IgM () - . , .
Alexa Fluor 488 715-485-140 1:400 szamar IgG  anti-mouse IgM
TO-PRO™-3 lodide )
(642/661) T3605 1:500 (1 uM)
szamar szérum (DS) 017-000-121 69/100 mi
ProLong® Diamond Antifade P36962 10 ul

bedgyaz6 médium
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4. M4 — Szekvenalasi kiegészito adatok
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5. M5 - Linkek a sejtvonalakrol késziilt timelapse videokhoz

FCMS5: https://youtu.be/1ZCo2GtR2WU
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https://youtu.be/lZCo2GtR2WU
https://www.youtube.com/embed/lZCo2GtR2WU?feature=oembed

FCFS5: https://www.youtube.com/watch?v=el Y-aMNxZM8
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XI1. KOSZONETNYILVANITAS

Els6sorban szeretnék koszonetet mondani konzulenseimnek, Dr. Goécza Elennek és Dr.
Varkonyi Eszternek, amiért segitették ezen dolgozat 1étrejottét. Elen a szomszéd irodabol mindig
szemmel tartotta, egyengette munkdmat a kiszdmithatatlan kisérletek és a széraz irodalmazas
soran egyarant, valamint sose engedte, hogy tilzottan hatraddljek. Nagyrészt ennek kdszonhetd,
hogy ez a dolgozat viszonylag gyorsan elkésziilt. Eszternek szintén koszoném, hogy kicsit
tavolabbrol ugyan, de rajtam tartotta a szemét, motivalt, a sarkamra 1épett, ha kellett (é¢s né¢ha
kellett...), valamint mindig 01j Gtletekkel allt eld és elsdként reagalt az altalam kiildott aktualis
munkdkra. Azt is nagyon koszondm neki, hogy szertedgazo feladataim kozott mindig segitett
fokuszalni a figyelmemet azokra a munkdkra, amik a tanulményaimhoz sziikségesek voltak.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Uher Ferencnek és Dr. Matula Zsoltnak (Dél-Pesti
Centrum Koérhaz, Kisérletes Sejtterapias Részleg), valamint Dr. Homolya Léaszlénak (HUN-REN
TTK, Molekularis Sejtbioldgiai Kutatdcsoport) és Dr. Hegyi Zoltannak (Bio-Science Kft.),
amiért rendelkezésemre bocsajtottdk az ImageXpress gépeket és segitettek azok hasznélatdban.
Koszoném Dr. Nagy Andrasnak (Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute), hogy
megajandékozott a FUCCI transzgénnel. K6szondm tovabba Dr. Barta Endrének (Debreceni
Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) és Fekete Zsofidnak (Department of
Environmental and Biological Sciences, University of Eastern Finland) a DNS szekvenélasban
¢és bioinformatikédban nyujtott segitségiiket, valamint Dr. Hoffmann Orsolyanak (MATE, GBI) a
transzgenezisnél szolgaltatott tancsait.

Ezton koszondm a segitséget a MATE GBI ¢s az NBGK HGI munkatarsainak, kiemelve
Dr. Lazar Bencét és Dr. Téth Rolandot. Mindketten rendeteg energiat fektettek abba, hogy
elsajatithassam mindazt, amit ma mar 6nalloan el tudok végezni a laborban és annak kornyékén,
valamint tapasztalataikkal segitettek atvészelni a kutatéi munka és adminisztracid nehezebb
ami rengetegszer segitett ithletet szerezni és tullendiilni a holtpontokon. Kdszonet csoportom
tovabbi tagjainak, koztilkk Urban Martinnak és Toth Arnoldnak, akik velem parhuzamosan
tapasztaltdk meg a doktorandusz 1ét szépségeit és arnyoldalait. Koszonet Egedi Sandornak a
lebonyolitott rendelésekért és a konferencia kiutazasok megoldaséért.

K6szonom az emberfeletti munkat az altalam idézett szerzOknek.

Végiil koszondm a megeldlegezett bizalmat és tamogatast csalddomnak és a rekredcidban
nyUjtott segitséget barataimnak. Kiilon koszonet Herczeg Alexandranak, Illés Robertnek és
Gyenizse Maténak, hogy meghallgattdk minden lelkendezésemet és panaszomat az utobbi hat

évben, amidta a Joisten a kutatoi palyara iranyitott.
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