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1. A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

1.1. A munka elozményei

Bolygonk népessége az elmult évtizedekben is jelentésen novekedett.
2021-ben megkozelitette a 7,8 milliardot, mig ez a szam 2000-ben még csak
6,1 milliard f6 volt. Ez a nagyaranyu népességnovekedés az emberiség
novekvO teriilet- és élelmiszerigényére is hatassal van. Az Allati
termékeldallitas novelésére iranyuld intenziv szelekcid és a minél nagyobb
haskihozatalt célzd keresztezési programok a baromfitenyésztésben is a
génallomany erdzidjahoz vezettek (Bessei, 1989). A genetikai diverzitas
csokkenése globalis jelenség, melynek egyik sajnalatos oldala, hogy az
intenziv fajtak térhoditasaval hattérbe szorulnak az 6shonos — tobbek kozott
baromfi — fajok/fajtak is.

Az értékes, ritka allélok elvesztésének és a genetikai diverzitas
besziikiilésének  megakadalyozasara tobb  lehetséges megoldas s
rendelkezéstinkre all. Az in situ, in vivo génmeg6rzés soran az adott fajt/fajtat
az eredeti ¢él6helyén, az ex situ, in vivo génmegdrzés keretében pedig az
allatokat az eredeti ¢l6helytiiktdl eltérd teriileteken, farmokon, allatkertekben,
nukleusz populéciékban gondozzak és szaporitjak. A Nemzeti Biodiverzitas-
¢s Génmegorzési Kozpont Haszonallat-génmegérzési Intézetében (NBGK-HGI)
mar a 1950-es évektdl kezdve megtalalhatoak az Gshonos magyar baromfi és
viziszarnyas fajok és fajtak (Biszkup and Beke, 1951; Béaldy, 1954), mint é16
génbanki allomanyok. Az ¢l6 allomanyok fenntartasa esetén azonban ezek
szamos veszélynek vannak kitéve. Emiatt Snmagukban az értékes populacidk
biztonsagos hossztdvii megdrzésére ezek a modszerek nem alkalmasak. Ezért
szllkséges az ex situ, in vitro génbankok kialakitasa, fenntartasa is, ahol az
ezen allomanyokbol szarmazo ritka, értékes genetikai anyagot hordozé him-
¢s ndivarsejteket, embriokat, embriondlis sejteket/szoveteket, illetve korai
ivarszervszoveteket és DNS mintakat mélyhtittt allapotban, hosszu tavon
képesek vagyunk megdrizni.

Hazankban a ludtenyésztés és -tartas tradiciondlisan fontos
mezdgazdasagi agazat, ezért sziikséges volt egy egyszerlien alkalmazhato,
hatékony génmegorzési eljaras kidolgozasa mind az dshonos, mind az értékes
genetikai anyaggal rendelkezd kereskedelmi vonalak tekintetében. Fontos
szempont volt, hogy a madaraknadl a néivar a heterogametikus, igy a W
kromoszdéma, valamint a mitokondrialis DNS genetikai anyaga csak a néivar
génmegOrzésbe torténd bevonasaval oldhatdé meg. Erre madarak esetében
megoldast kinal a kiilonbozé tipusu Ossejtek taroldsa, majd azok recipiens
egyedekbe torténd beultetésével ivarszervi kiméra egyedek létrehozésa. Ezen
egyedek egymadssal, vagy a donor fajtaval torténd visszakeresztezésével
visszanyerheté a kivant genotipus. Mivel a Iid faj tébb szempontbdl is
problémas kisérleti allat, ezért nagyon kevés kutatasi eredmény talalhat6 a
vonatkozasaban.



1.2. Célkitizések

A hazityuk fajban az dsivarsejtek izoldldsa és hosszl tavu fenntartasa
sejttenyészetben mar kidolgozott (Van de Lavoir et al. 2006; Whyte et al.
2015; Tonus et al. 2016). Ez utat nyitott az dsivarsejtekkel torténd kiilonb6zo
manipulaciok felé néhany madarfajban; pl. a PG sejtek a recipiens embriok
keringési rendszerébe visszainjektadlva képesek a gonddokba vandorolni
(Yasuda et al. 1992) és ott ivarsejtekké érni (Ono et al. 1998; Tajima et al.
1993). Azonban a sejtvonalak fenntartdsdhoz szikséges tapoldatok
fajspecifikusak, tovabba az 6sivarsejtek donor embriobol vald kinyerésének,
tisztitdsanak és felsokszorositasdnak nagy az infrastruktira- és a képzett
humaner6forras-igénye, ami nem minden laboratériumban all rendelkezeésre.
Ezért a legtobb baromfi és viziszarnyas fajnal athidalé megoldas kidolgozasa
valt sziikségessé. Sajnalatos mdédon a blasztodermalis eredetii Gssejtek nagyon
korai embrioba (X. stadium) torténd injektalasanak kisebb a hatékonysaga az
ivarszervi kiméra-eldallitast illetoen, ezért a két modszert 6tvozve elsédleges
célom volt, hogy kidolgozzak egy Uj technikat, mely szerint blasztodermalis
sejtszuszpenzidt injektalok 3 napos ludembrié (HH14-17) véraramaba abban
az id6szakban, amikor az Osivarsejtek vandorlasa torténik az embrionalis
ivarszervekbe. Abbdl indultam ki, hogy mar a korai embrionalis Ossejtek
kozott is taldlhatok Osivarsejtek, amelyeket a megfeleld iddszakban az
embridba juttatva azok elvandorolnak a rendeltetési helyikre, igy névelve az
ivarszervi kimérak aranyat (Patakiné et al. 2017).

Munkam soran az alabbi célokat hataroztam meg:

- Pontosan behatarolni a 1ad embriofejlodésének azt az idészakat,
amikor az dsivarsejtek vandorolnak az embridban (HH14-17).

- Immunfestéssel  bizonyitani, hogy a  blasztodermalis
sejtszuszpenzio valdban tartalmaz dsivarsejteket, valamint, hogy a
megfeleld  fejlettségli  ludembri6  véraraméaban  valdban
vandorolnak a PG sejtek.

- Megvizsgalni az injektalasi modszer embriofejlédésre gyakorolt
karos hatéasait.

- Azelhalt embriokon és a kikelt naposlibakon mikroszatellit marker
analizis  segitségével megallapitani, hogy a recipiens
embridban/kislibaban jelen vannak-e a donor sejtek, illetve hol
helyezkednek el.

- Végul pedig annak a vizsgalata, hogy a keltetés hanyadik érajaban
végzett injektalds a leghatékonyabb a kiméra eldallitas
szempontjabol.



2.  ANYAG ES MODSZER

2.1. A lad sziilopar csoportok kialakitasa mikroszatellit-
marker vizsgalatok alapjan

A recipiens egyedekben jelenlévé donor sejtek kimutatdsara
mikroszatellit markerek allnak rendelkezésunkre (Zhou és Lamont, 1999).
Olyan egyedeket valasztottam ki az egyes csaladok kialakitasdhoz, melyek az
altalam kivalasztott Iud-specifikus mikroszatellit marker, a Bcap3 (Buchholz
et al. 1998) esetében kiilonboz6 allélokkal rendelkeznek homozigéta
forméban.

144 allat szarnyvénajabdl vettem 500-700 gl mennyiségii vert natrium-
citratot tartalmazo6 1,5 pl-es eppendorf csébe. A vérmintdkbdl hagyomanyos
kis6zasos modszerrel (Miller et al. 1988) DNS-t izolaltam. A szaritott DNS-t
50 pl desztillalt vizben 37°C-on egy éjszakan keresztill visszaoldottam. A
mintak DNS koncentraciojanak lemérését kovetden egalizdltam a
vizsgalatokhoz a mintakat a szlikséges 5 ng/ul —re, majd a genotipus
megallapitasanak elvégzeseig -20°C-on taroltam azokat. A PCR-termékeket
CY5-el fluoreszcensen jeldlt primerek alkalmazésaval Allitottam el6 és
poliakrilamid gélen vizualizaltam AIlf Express Il automata DNS-analizalo
készilek segitségével.

A kapott eredmények alapjan alakitottam ki a donor és a recipiens kisérleti
csoportot. A donor allomany kivéalasztott 28 egyede a 155bp hosszlsagu allélt
hordozta homozig6ta formaban, mig a recipiens allomany kivalasztott 35
egyede egy masik, a 159bp hosszlisagu alléllal rendelkezett szintén
homozigota forméaban.

2.2. A magyar lud embriofejlodési stadiumainak
meghatarozésa

A lud embrionalis sejtek injektalasahoz eldszor meg kellett hataroznom
az embrio fejlédésének azt a szakaszat, amikor az Osivarsejtek vandorlasa
torténik. Hazityuknal az embrid ezt a fejlédési stadiumot 52-58 éra (HH13-
16) inkubalas utan éri el. Mivel azonban a hazilud embrionalis fejlédése 29-
31 napig tart, szemben a tydkéval, amely csak 21 nap, vizsgalnom kellett,
hogy a ludembrio fejlettsége mikor éri el az injektalashoz sziikséges HH14-16
fejlodési stadiumot. Erre vonatkozoan nem volt adat a szakirodalomban.

A frissen tojt magyar lud tojasokat 0,25%-o0s hypochlorit oldattal
lemostam, majd a faj igényeihez igazodva 37,7°C-on, 70%-0s paratartalom
mellett, érankénti 90°-os forgatassal inkubaltam PL Machine MIDI F500S
keltetogépben.



A keltetés 60. drajatol kezdve a 89. draig 10 percenkent kivettem egy
tojast a keltetdgépbdl, a laterdlis oldalon kozépen tojastord csipesz
segitségével ablakot nyitottam, majd a héjhartya eltavolitasa utdn Leica
Axioscope szteredbmikroszkop segitségével megvizsgaltam a fejlodé embridt.
A részletek alaposabb megfigyelhetdsége miatt az embrid ald Fast Green
festéket injektaltam. A vizsgélat alapjan meghataroztam a 1Gd embriok
fejlodési stadiumait, a Hamburger & Hamilton altal kidolgozott (1951)
hazitytk fejlédési stadiumokat alapul véve. Feljegyeztem az inkubacio
hosszat és az embrio fejlettségi stadiumat. A kapott adatokat egy adatbazisban
foglaltam ossze és fotd dokumentaciot készitettem. Osszesen 745 lidembridt
vizsgaltam meg.

2.3. Az ésivarsejtek fluoreszcens immunfestése egész lud
embridban

A HH16-0s fejlettségi stddiumu ludembridkat sziirOpapir gylra
segitségével eltavolitottam a szik feliiletérél. Lemostam foszfat pufferelt
fiziologias séoldatban (PBS), majd fixaltam 4%-os paraformaldehidet (PFA)
tartalmazd PBS oldatban egy éjszakéan keresztiil 4°C-on. Ezt kovetben az
embriokat 3 alkalommal rézéasztalon 0,01% szarvasmarha szérum albumint
/BSA/ tartalmaz6 PBS oldatban, alkalmanként 30 perc id6tartamig mostam.
Az embridkat 1% BSA-t és 0,1% Triton-X-100-at tartalmazo PBS oldattal
permeabilizéltam egy éjszakéan keresztul 4°C-on. Ezutan szintén 4°C-on az
embridt anti-CVH els6dleges antitesttel 1:100-as higitast alkalmazva 0,1%
BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban egy éjszakan keresztll inkubaltam. Masnap 3
alkalommal egymas utan alkalmankent 30 percig razotermosztatban mostam
a mintat 0,01% BSA-t tartalmaz6 PBS oldatban szobah6mérsékleten, majd a
mintakat fluoreszcein izotiocianat (FITC, 1:500) masodlagos antitesttel
inkubaltam 0,1% BSA-t tartalmazd PBS oldatban egész éjszakan keresztill
4°C-on. Ezutan két, egyenként 30 perces, szobahémérsékleten elvégzett
mosas kovetkezett 0,01% BSA-t tartalmazd PBS oldatban. A sejtmagfestést
sOtétkamraban, szobahdmérsékleten, 15 perc idétartamig végeztem 1 uM TO-
PRO™-3 hasznalataval PBS oldatban. Ezt haromszori, 30 perc id6tartamu
PBS-ben torténd mosas kovette. A mintdkat a mikroszkopos vizsgalatig
0,01%-0s BSA-PBS-ben taroltam, 4°C-on.

A fotd6zashoz a mintakat targylemezre helyeztem, majd fedélemez és
Vectashield feddoldat segitségével fedtem le, ezt kovetden a mintakat
konfokalis mikroszkop segitsegével vizsgaltam.



2.4. Lud blasztodermalis sejtszuszpenzié immunfestése
osivarsejt-specifikus markerekkel

A 2.6. alfejezetben részletezett mddon izolalt blasztodermalis sejteket
szuszpendaltam PBS oldatban, majd 10 percig fixaltam 4%-o0s PFA oldatban
4°C-on. Haromszori, - alkalmanként 5-5 perc idétartamu - 0,01% BSA
tartalmu PBS oldatban t6rténé mosast kovetden a sejteket 0,1% Triton-X-100,
valamint 2,5% szamar szérum tartalmd PBS segitségével blokkoltam 45
percig, szobahémérsékleten. Ezutan parakamraban 4°C-on inkubaltam a
sejteket egész éjszakan at 1:100 higitast anti-CVH els6dleges antitesttel. Az
inkubaciot kovetéen harom alkalommal mostam a mintakat 5-5 percig 0,01%
BSA tartalmi PBS oldattal. Ezutdn 1gG FITC masodlagos antitesttel
inkubaltam a sejteket sotet parakamraban 37°C-on, 1 oran keresztil, majd
0,01% BSA tartalmu PBS oldattal valé mosast kdvetden a sejtmagokat TO-
PRO™-3 festékkel festettem. A targylemezeket feddlemez ¢és 10 pl
Vectashield feddoldat segitségével fedtem le, majd mintdkat konfokalis
mikroszkop segitségével vizsgaltam.

2.5. A recipiens tojasok kezelése injektalas elott

Heti egy alkalommal 30 db recipiens tojast helyeztem a keltetégépbe. A
ludtojasokat a fajnak megfeleld koriilményeket biztositva inkubdltam. A
recipiens tojasok injektalasat 72 oras inkubacids 1do elteltével kezdtem meg.

2.6. A donor blasztodermalis sejtek kinyerese

A Kkisérlet soran injektalasra hasznalt donor eredetli blasztodermalis
sejteket a donor csaladtol szarmazd, frissen tojt, inkubalatlan, termékeny
tojasokbol nyertem.

A tojasokat felhasznalasig, de maximum 4 napig 16-18°C-os tojastarold
helységben taroltam. Egy injektalasi kisérlethez 14-16 tojas csirakorongjabol
nyertem ki a sejteket. A tojasokat a fertézésveszély elkeriilése érdekében
elészor 70%-os etanollal attéréltem, majd Ovatosan feltdrtem. A termékeny
tojasok csirakorongjara egy steril sziirOpapir gylirtit helyeztem, melyet,
miutan kelléen a perivitellin membrénhoz tapadt, olléval kérbevagtam, és az
eltdvolitott membrandarabrol a blasztodermalis sejteket DMEM ,high
glucose” tapoldattal steril fecskendé és tii segitségével steril centrifugacsébe
lemostam. Az 0Osszegyljtott sejteket pipetta segitségével a tapoldatban
Ovatosan felszuszpendaltam, majd 7 percig 2300 rpm-en, 4°C-on
centrifugaltam. A sejteket a csapadék felsé rétegébdl ovatosan leszivtam,
majd 2,5 ml steril DMEM tapoldatban Gjraszuszpendaltam. A tormelékek és
a szik minél hatékonyabb eltavolitasa érdekében ezt a 1épést még egyszer
megismételtem.



A masodik centrifugalast kovetden a feliilisz6 nagy része eltavolitasra keriilt,
minddssze 0,5 ml, a sejteket is tartalmazd mediumot hagytam meg. A sejtek
életképességének vizsgalatat Chicago Sky Blue ¢16-holt festéssel (Katvolgyi
et al, 2006), Makler-kamra segitségével torténé szamlalassal hataroztam meg.
A kész sejtszuszpenziot 10ul Fast Green festékkel festettem meg, majd
felhasznélasig termosztatban taroltam 37°C-on.

2.7. Donor korai embrionalis sejtek injektalasa 3 napos
recipiens lidembridba

A keltetégépbdl 72 ora keltetés utan egyesével elkezdtem kivenni a
recipiens tojasokat. A tojas lateralis oldalan, illetve a tompa végén a fertdzések
megeldzése céljabol betadine oldatos fertdtlenitést végeztem. A légkamra
fel6li oldalon egy hegyes csipesszel Imm atmérdjii lyukat iitéttem, melyen
keresztiil 0,5 ml fehérjét szivtam le. Erre azért volt szlikség, hogy az injektalas
soran a fejlodé embrid konnyebben hozzaférhetévé valjon. Ezt kdvetden a
tojas lateralis oldalan a tojashéjon egy 15x15 mm-nél nem nagyobb nyilast
nyitottam, majd eltavolitottam a hejhartyat. A tojast egy steril papirvattaval
bélelt petri-csészébe helyeztem, mely a tamasztasi funkciét latta el. Korulbelul
0,5 ml, 10% penicillin — streptomycin-t tartalmazé steril, 37°C-os PBS oldatot
cseppentettem a tojason nyitott részbe a fertdzések megeldzése, valamint az
embri6  kiszaradasanak elkeriilése miatt. Igy tettem a tojast a
sztereomikroszkop ald. A mar korabban beallitott mikromanipulatorba egy 10
pl-es Hamilton fecskendét rogzitettem, melynek végére egy huzott iliveg
kapillaris kerult. A mikromanipuldtor segitségével az extraembrionalis
hartydk atszdrasa utan a recipiens embrio szivcsovébe injektaltam 1-1,5 pl
(megkozelitéleg 600-800 sejtet tartalmazd) donor sejtszuszpenziot. A sikeres
injektalast kovetden az antibiotikumos PBS oldatbol ismét néhany cseppet a
tojasba cseppentettem, majd a manipuldciohoz hasznalt ,,ablakot™ a tojason
dupla réteg parafilmmel lezartam. A tompa végen nyitott apré lyukat
papirragasztoval zartam le. A tojasokat egyedi jeldléssel lattam el, és azonnal
visszahelyeztem a keltetdgépbe.

2.8. A lehetséges kimérizmus vizsgalata mikroszatellit
marker analizissel

Az embriokbol, valamint a kiilonb6z6 embrionalis szervekbdl szarmazo
mintdkon DNS vizsgélatot végeztem. A mikroszatellit marker analizishez
felhasznalt agy, sziv, maj és ivarszerv mintakat a kikelt allatokbol, valamint a
késObbi stadiumban elhalt embridkbdl gylijtottem. Csak azokat az elhalt
embridkat vizsgaltam, amelyek elérték vagy meghaladtdk az embrionalis
fejlodeés 10. napjat.



A DNS-t minden szévetbdl a mar korabban leirt modon (Miller et al. 1988)
izolaltam, baromfi szdvetekre optimalizalt protokoll szerint. A szfveteket 300
pl sejtmag lizis pufferben, 10 ul proteindz K enzim, valamint 10% SDS
hozzaadasaval inkubaltam. A tovabbiakban a vérmintdk esetében hasznalt
DNS izolalasi protokollt hasznaltam. Minddsszesen 191 mintat vizsgaltam és
genotipizaltam melyekbdl 171 szarmazott elhalt embriokbol, a tobbi pedig a
Kikelt és ledlt napos libakbol vett minta volt. Azokat az egyedeket tekintettem
kiméranak, amelyek a PCR reakciét kovetd poliakrilamid gélelektroforézis
alapjan tartalmaztak a donor csoportb6l szarmaz6 (155bp), valamint a
recipiens allatoktol szarmazo (159 bp) allélokat egyarant.

2.9. Kontroll kisérletek

Az injektaladsi modszer embridfejlodésre gyakorolt karos hatdsainak
vizsgalata céljabol két kontroll kisérletet végezetem el, kisérletenként 100
termékeny ludtojason. Ezeket K1 és K2 kontroll csoportnak neveztem el.

A K1 kontroll csoport volt az ugynevezett ,,ablakos” kontroll csoport.
Ebben a csoportban a tojasok lateralis oldalat ¢és légkamra feldli végét
Betadine oldattal fertdtlenitettem, majd a légkamra feldli végen egy apro
Iyukat ttéttem, melyen keresztul steril injekcios fecskendével 0,5 ml fehérjét
szivtam le. Ezt kdvetden a kordbban fertdtlenitett oldalon egy koriilbeliil 15 x
15 mme-es teruleten eltavolitottam a tojas héjat es a héjhartyat. Ez utan az
,ablakot” parafilmmel visszazartam oly modon, hogy ovatos hevitéssel
ratapadjon a megfeleld6 méretli darab a tojashéjra és az ,,ablakot” lezarja.
Keltetégépbe helyeztem a tojasokat, majd a kelés varhat6 idépontja eldtt 2
nappal a parafilmet egy steril tii segitségével perforaltam. Minden tojas egyedi
szamozast kapott, tovabba feljegyzésre keriilt a manipuléacié pontos ideje, az
inkubacio6 kezdete ota eltelt 1d6, tovabba, hogy az adott tojas melyik kisérleti
csoportba tartozik. Ennek a kontroll csoportnak a célja az volt, hogy
megvizsgaljuk az ,ablak” nyitdsanak hatasadt az embriofejlodésre, egyéb
manipulacioé nélkil.

A K2 kontroll csoport volt az injektalt kontroll, melynél a fentebb leirtak
szerint elvégeztem a tojasok fert6tlenitését, valamint a fehérje leszivasat és az
,,ablak” nyitasat. Mindezeken feliil a K2 kontrollcsoport tojasaiban talalhatd
embridk szivcsovébe 1-1,5 pl 5% Fast Green festékkel jel6lt steril DMEM
oldatot injektaltam. Az injektalast Narishige mikromanipulatorral,
sztereomikroszkop alatt végeztem el. Az intrakardidlis injektalast kvetden az
,,ablakot” parafilmmel a mar korabban leirt médon lezartam, és a kezelt
tojasokat visszahelyeztem a keltetégépbe. A K2 kontrollcsoportot az
injektalas embridfejlodésre, talélésre gyakorolt hatasainak vizsgalata céljabol
hoztam létre.



2.10. Statisztikai analizis

Statisztikai modszerekkel elemeztem a I0d embridk fejlodési
szakaszainak megoszlasat az inkubacios id6 hosszanak fiiggvényében. Az
egyes embrionalis fejlodési szakaszok idobeni bekovetkezésének jellemzésére
interquartilis tartomanyt (IQR) hasznaltam. Az IQR érték azt az intervallumot
jeloli, ahol az Osszes érték kozépsé 50%-a helyezkedik el. A Kisérleti
csoportok Osszehasonlitasahoz logisztikai regresszios modellt hasznaltam,
ahol mindkét kontroll csoport (K1, K2), valamint a kisérleti, blasztodermalis
sejtszuszpenzidval injektalt  csoport (M) adatait ~ paronkénti
Osszehasonlitdsoknak  vetettem ald. Ezen modszer esetében az
0sszehasonlitasokat Tukey teszt (Reiczigel et al. 2007) segitsegével végeztem.
Az injektéalés optimalis idejének meghatarozasahoz egy utas varianciaanalizist
(ANOVA) hasznaltam. Minden olyan esetben, ahol szignifikans kiilonbség
volt, a hdrom csoport eredményeinek Osszehasonlitasara Fisher legkisebb
szignifikans differencia (LSD) tesztjét alkalmaztam. Minden kapott adatomat
az R studio 0.99.489 verziészamu, valamint a Statistica 7.0 programok
segitségével értékeltem, P <0.05 szignifikanciaszint mellett.

10



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGBESZELESE

3.1. Az embriok fejlodésének vizsgalata és az injektalas
optimalis idoszakanak meghatarozasa magyar ludban

Els6 1épésként Osszehasonlitd embriofejlodési vizsgalatokat végeztem,
annak megallapitasara, hogy a lidembriok fejlddése hany ora keltetési id6
utdn éri el a HH14-16 stadiumot, amikor az O&sivarsejtek az embrid
véraramaban a legnagyobb koncentraciéban vannak jelen. Statisztikai
paramétereket (minimum, maximum, median, als6 ¢és fels6é kvartilis)
hataroztam meg (1. &bra) az inkubacios id6 adatokbdl az egyes fejlodési
szakaszok megfelel jellemzésére. Az IQR értéket (Interquartilis terjedelem)
valasztottam annak leirasara, hogy az egyes Hamburger és Hamilton féle
fejlodési stadiumok a keltetés soran jellemzden mikor figyelhetok meg a lud
fajpan. A kapott  eredmények az 1. abradn  lathatoak.

a b c d
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1. Abra: A vizsgalt lidembridk idébeli eloszlasa a kiillonb6zo fejlodési szakaszokban (A
2. dbrén lathaté Hamburger-Hamilton-féle fejlédési stadiumoknak megfeleltethetd
fejlettségii lidembriok).

A négyzetdiagramok leiro statisztikai paramétereket képviselnek, a dobozok az interkvartilis
terjedelmet (IQR) mutatjdk, melyet az egyes szakaszok tipikus fejlédési iddkereteinek
jellemzésére alkalmaztam, a mediant a dobozon beldl taldlhaté vizszintes vonal jelzi, a
dobozok alatt és felett talalhatd bajuszok mutatjak a tartomanyt (als6-és felsé kvartilis), a
kiugro adatokat pedig a korok jelzik.
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a: HH14: Min.: 60.0, Median: 73.0, Max.: 88.0, IQR: 68.8-74.3;
b: HH15: Min.: 60.0, Median: 74.0, Max.: 89.0, IQR: 63.0-76.0;
¢: HH16: Min.: 60.0, Median: 75.0, Max.: 88.0, IQR: 74.0-79.0;
d: HH17: Min.: 63.0, Median: 78.5, Max.: 89.0, IQR: 75.0-84.0)

Tehat vizsgalataim alapjan a lud embriok fejlddése 69-84 oOra inkubalés
utan éri el (1. és 2. abra) az embrionalis sejtek bejuttatasara optimalis
idoszakot. A keltetésnek ebben a korai szakaszaban azonban jelentds volt az
egyedi eltérés az embrionalis fejlodés sebességében (2. &bra).

2. abra: A magyar lid embriok injektalasara optimalis fejlodési stadiumok HH14 és
HH17 kbézott (Hamburger és Hamilton szerint, 1951) valamint az adott stadiumra
jellemzé fontosabb morfologiai tulajdonsagok szemléltetése (méretarany: 1 mm).

a: HH14 stadium (69-74 6ra), az embrié 22 szomitaval rendelkezik (fehér nyil), a koponya
hajlasszoge kb. 90°(fehér nyilhegy), a nyaki gorbiilet széles (fekete nyilhegy), az elsédleges
optikai vezikulum kezd betlir6dni (narancssarga nyil);

b: HH15 stadium (73-76 6ra), 26 szomita (fehér nyil), a koponya hegyes szdget zar be a
torzzsel (fehér nyilhegy), a nyaki gorbilet széles (fekete nyilhegy), a szemserleg teljesen

ey

¢: HH16 stadium (74-79 ora), ekkor az embridnak 28 szomitaja van (fehér nyil), minden
gorbiilet hangsulyosabb (fehér és fekete nyilhegy), itt a szarnybimbo elészor megvastagodott
gerincként jelenik meg (narancssarga nyil);

d: HH17 staddium (75-84 ¢ra), 32 szomita figyelhetd meg (fehér nyil), a nyaki gorbiilet
élesebben hajlitott, de szdge még mindig nagyobb, mint 90° (fekete nyilhegy), el6szor jelenik
meg az epifizis (fehér nyilhegy), lathatd a szarny képz6dése és 1abbimbd (narancssarga
nyilak), a koponya gorbiilete valtozatlan.

Annak megerdsitésére, hogy van-e Osszefiiggés az embrionalis fejlodési
stadiumok és az eltelt inkubacios 1d6 kozott, statisztikai probakat végeztem
(1. &bra), melyek eredménye az, hogy mérsékelt pozitiv korrelacié van az
értekek kozott. Ennek oka feltehetden az, hogy nagy a heterogenitas az
embriok fejlodése kozott, valamint a teljes allomany tekintetében is (1. dbra).
Ez az dshonos fajtakra 4ltaldnosan jellemzo.

Az eredmények tikrében megallapithatd, hogy az ekvivalens HH14-17
fejlodési stadium, mely szakaszban a PG sejtek vandorlasa feltehetden
bekovetkezik, lad embriokban 69 és 84 oras inkubacios idok kozott fordul eld
legnagyobb gyakorisaggal.
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Arra a megallapitasra jutottam, hogy ez az idOéablak alkalmas lehet a
blasztodermalis sejtek véraramba injektalasaval csiravonalas kiméra utddok
létrehozésara.

3.2. A lid osivarsejtek vandorlasanak vizsgalata az
embrioban immunfestéssel

A Kiseérlet tervezésekor sarkalatos pont volt az a hipotézis, hogy egyrészt
a korai blasztodermalis sejtek kozott talalhatok dsivarsejtek is, masrészt az,
hogy a ludembridban is ugyanazokban a fejlddési stddiumokban torténik az
6sivarsejtek vandorlasa az ivarszervek felé, mint a hazityukban. A 3. &bran
lathatoé Gsivarsejt-specifikus immunfestés bizonyitotta, hogy az altalam
kinyert Iud blasztodermalis sejtszuszpenzi6 tartalmaz Osivarsejteket, és a
lidembridban ugyanazokban a fejlédési stadiumokban torténik az dsivarsejtek
vandorlasa, mint a hazityuknal. llyen iranyu vizsgélatokat eddig nem vegeztek
lud fajban.

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

Blasztodermailis sejtek

HH 16 fejlédési stadiumi embrio

A B
J
.

3. dbra: Immunfestett primordialis 6scsirasejtek (PGC) a blasztodermalis sejtek kozott
(A, B) és egy HH16-0s stadiumu lddembri6 véraramaban vandorlas kézben (C, D).

A fotokon csirke vasa homoldg (CVH) pozitiv PGC sejtek lathatok a blasztodermalis
sejtszuszpenzidban (A, B) és egy HH16-0s stadiumi 1ad embri6 extraembrionalis régidjaban
(C, D). A B és D jelzésti fotok az A és C fotokon négyzettel bekeretezett terliletek nagyobb
nagyitasu képei. A sejtmagokat TO-PRO™-3-mal festettem. Méretaranyok: 50 um



3.3. Az intrakardialis injektalas 3 napos lud embrioba és az
igy elérheto kiméra eloallitas hatékonysaga

Munkam célja volt annak megallapitasa, hogy az inkubalatlan, frissen tojt
ludtojasbol gylijtott blasztodermalis, illetve korai PG sejtek megfelel6 HH
fejlettségli recipiens embrio véraramaba injektalva eljutnak-e az embrio
ivarszervébe és kolonizaljak-e azt. Azaz, kimutathatdk-e a donor genotipusu
sejtek a recipiens embriokban, illetve kikelt allatokban. Az injektalasi
kisérletek soran 249 egészséges, megfeleld fejlédési stadiumban 1évo lud
embrid szivcsovébe injektaltam mikromanipulator segitségével a recipiens
blasztodermalis sejtszuszpenzidbol 1-1,5 pl mennyiséget (600-800 sejt).

Az injektalast akkor itéltem sikeresnek, ha az embrio elérte, illetve
meghaladta fejlédésének 10. napjat (1. tablazat). Az eddig az idépontig
bekovetkezO embrionalis halalozast tekintettem a modszer kozvetlen
hatdsanak. Ezen kritériumok figyelembevételével a kezelt csoportban 83
embridt vizsgaltam mikroszatellit markerekkel, a kikelt kislibak szama 19 volt
(1. téblazat).

A mikroszatellit marker analizist 6sszesen 171 mintan végeztem el, mivel
a vizsgalatban részt vevé 83 embrionak kiilon-kilén tobb szervét is
vizsgaltam. Harom embridban taléltam (egy 12 napos korban elhalt (D12),
valamint 2 kikelt egyed, 3,6 %) a donor sejtvonal beépiilésére utalo allelt az
ivarszervekben. Tovabba talaltam egy olyan, 13 napos inkubalast kovet6en
elhalt embridt, melynek agy- és szivizomszovet mintaiban is kimutattam a
donor allélt. igy a kapott kiméra egyedek aranya 4,8% volt (a 10 napos
inkubacios id6t meghaladodan is tovabbfejlodott embriok szamanak tiikrében).
Donor sejteket is tartalmaz6 egyedeket taldltam a 10 naposnal rovidebb
inkubaciods 1d6 alatt elhalt embriok kozott is, de ezeket nem szamitottam
sikeresnek a kisérlet szempontjabol.

Az injektaladsokat 72 - 78 oras inkubalast kovetéen hajtottam Vvégre.
Erdemes megjegyezni, hogy az egyik kiméra a 73 Oras (73 Ora 44 perc)
injektalt csoportbol, egy masik a 75 ora keltetés utan injektalt csoportbol, kettd
pedig a 76 oras inkubaciot kovetden injektalt csoportbdl kerllt ki.

A Kkezelés optimalis idejének meghatarozasa soran mindkét kontrol
csoportban a 75. Ordban végzett beavatkozas bizonyult szignifikansan
jobbnak a kisérlet szempontjabdl jonak mindsitett embridk aranyat illeten.
Ez az dsszefliggés a kisérleti csoportban nem volt szignifikans.
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K1 K2 KISERLETI CSOPORT (T)
A~ A Aa 210 - Aa 210 : Aa o : >10 napos
INKUI%ACIOS t01§sok napos klk,eltek t0]§1sok napos klkletek t0]§1$ok emt,)rlok klkletek _kimérék
IDO (h) szama empnok szama szama emprlok szama szama szama szama s7Ama
szédma szédma
72 0 0 0 7 0 0 4 3 0 0
73 9 3 2 38 10 3 35 9 2 1
74 27 17 9 26 13 6 78 27 7 0
75 41 29 22 14 10 6 64 21 6 1
76 17 6 B 9 5 3 43 13 2 2
77 6 2 1 6 2 2 23 8 2 0
78 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0
Osszesen (db) 57 39 40 20 83 19 4
(%) H (57%) | (39%) . (409%) | (20%) e (33,33%) | (7,63%) | (1,6%)
%-0s adatok a kisérleti csoportban a 10. inkubaciés napot meghaladéan €16 (,,jonak” tekintett) 100% 22,9% 4, 8%

embridk szamanak fliggvényében

1. tablazat: A kisérleti adatok 6sszefoglalasa:

K1: Az ,ablakos” kontrollcsoport, amelyben a tojashéj és a héjmembran eltavolitasaval 15x15
mm-es ,,ablakot” nyitottam a tojason, majd az ablakokat dupla Parafilm réteggel lezartam,
amelyet a kikelés el6tt 2 nappal perforaltam; K2: Injektalt kontrollcsoport, amelyben a
recipiens embriok szivcsovébe az ablak létrehozdsa utdn 1-1,5 pul DMEM tapoldatot
injektaltam. A kisérleti csoportba (T) tartoz6 embriokat blasztodermalis sejtszuszpenzidval
injektéaltam.

3.4. Az injektalas hatasa a recipiens embriok mortalitasara

Osszehasonlitva a K1 (57/100 és 39/100), illetve a K2 (40/100 és 20/100)
kontrollcsoportokban az embrionalis fejlettségi és a kelesi aranyokat az
injektalt (T) csoport eredményeivel (83/249 és 19/249), megéllapithatd, hogy
a 10 napos inkubacios id6t meghaladdan életben maradt és a Kikelt kislibak
szdma az eljards invazivitasanak ndvekedesével csokkent (1. tblazat). Az
elvégzett Tukey-teszt szignifikans kilonbsegeket mutatott a T és a K1
csoportok kozott (P <0.001), valamint a K1 és a K2 kontroll csoportok kdzott
is (P=0.0288), ellenben nem volt szignifikans kilonbség sem a 10 napnél
iddsebb korban elhalt embridk szamaban, sem a kikelt kislibak ardnyaban a T
és a K2 csoport kdzott. Ezen megfigyeléseim arra engednek kovetkeztetni,
hogy a blasztodermalis sejtek injektalasa a csak festék injektalasahoz

viszonyitva, nem novelte érdemben az embriok mortalitasat (4.. abra).
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4. dbra: Az embrionalis elhalas mértéke a kiilonb6zé kisérleti csoportokban

A T (Treated) a kezelt csoport, amelyben a 15x15 mme-es, tojashéjon és héjhartyan nyitott
ablakon keresztiil donor blasztodermalis sejtszuszpenzi6t injektaltam a recipiens embridkba,
majd dupla réteg parafilmmel zartam az ablakot. A K1, vagyis az ,,ablakos” kontroll csoport
esetében csak a 15x15 mme-es ,,ablakot” nyitottam, ezt kovetden dupla réteg parafilmmel
visszazartam, de nem injektaltam a tojasba. A K2, injektalt kontroll csoport, mely csoport
egyedeinek szivesovébe az ,,ablak” nyitasa utan 1-1,5 pl DMEM tépoldatot injektaltam, ezt
kovetden dupla parafilm réteggel zartam a nyilast. A kezelt (T) és a két kontroll csoport (K1,
K2) mortalitasi adatait logisztikus regresszioval, Tukey teszt segitségével hasonlitottam
ossze. Szignifikans eltérés tapasztalhat6 a kezelt (T) és a K1 kontroll csoport értékei kdzott
(***P <0.001), és a két kontroll csoport adatai kdzott (*P=0.0288)

A statisztikai szamitasok alapjan manipulacié optimalis ideje 75 6ra
inkubalas kornyékén van. Ebben az iddsavban kaptam a két kontroll
csoportban a legtobb ,,j0” besorolastt embriot (10 nap inkubdlast tuléld
embridk, 5. abra), ez az dsszefliggés azonban nem volt szignifikans a kisérleti
(T, blasztodermalis sejtszuszpenzidval injektalt) csoport esetében. Mivel a
Kikelt kimérakat a 74-76 Oras inkubalast kovetéen injektalt embridkbol
nyertem, ebben az idéintervallumban varhato a legnagyobb eséllyel a sikeres
intracardialis injektalas.
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5. bra: Az é16 embriok (> 10 nap) szama a Kiilonb6z6 injektalaskori idécsoportokban
(a; b: P <0,001):

V4

modszereket alkalmaztam a lehetséges kiilonbségek feltarasara. Az elemzés szerint a 75 6ras
csoportban szignifikdnsan tobb €16 embrio volt, amely elérte a 10. embrionalis fejlédési napot
(az injektalast kovetden), mint barmely mas csoportban. (Az X tengelyen 1év6 szamok jelzik
az inkubacio hosszat.)
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK
4.1. Embriofejlodési vizsgalatok hazilud fajban

A hazilud 06ssejtekkel folytatott kutatdsok esetében az ovipozicidtol
kezd6dben torténd, a hazityuk HH embriofejlédési staidiumokhoz hasonlitott
embriofejlodési vizsgalatok kiemelten fontosak. Ezek a vizsgalatok nem csak
faj, hanem akaér fajta szinten is jelentések, mivel egyrészt a haziltd kelési ideje
jelentdsen eltér a hazityukétol, masrészt a tapasztalatok alapjan — foként
6shonos fajtak esetében — akar egyedek szintjén is igen nagy variabilitast
mutat. Tyuk fajban az dsivarsejtek jelenléte a keringési rendszerben a HH14-
es stadiumban éri el a maximumat (50-53 o6raval a tojasrakast kovetben)
(Tajima et al. 1999). A vandorld 6sivarsejtek az intermedier mezoderma
teriiletén Iépnek ki a keringésbdl, és kezdenek koncentralodni a HH15 — HH17
stadiumtol kezdédbéen (hazityukban 52-64 oraval a tojasrakast kovetOen)
(Nakamura et al. 2007). Kutatasom szempontjabol kiilondsen jelentés ennek
az ugynevezett ,,ablak periodusnak” a meghatarozasa, amikor az dsivarsejtek
a véraramban vandorolnak. Feltételezésem szerint ez az id6szak a tyuk fajjal
azonos embrionalis fejlédési stddiumokban kovetkezik be, azonban az idészak
a hosszabb kelési id6 miatt eltolodik. A kisérleteim megkezdésekor a
vonatkoz6 szakirodalomban ennek az iddszaknak a részletes vizsgalatira
vonatkozd eredményeket nem talaltam hazilud esetében.

Lipt6i (2005) leirta a hazilid embriofejlodését ovipoziciotol a kikelésig,
azonban ez a vizsgalat nem a HH embriofejlodési stadiumokhoz hasonlitva
mutatja be a ladembrio keltetés kozbeni fejlodését, hanem csak napokra
lebontva.

Lukaszewicz és munkatdrsai (2017) inkubalatlan és 4, 8, 12, 16 0rés
inkubalast kovetden vizsgaltak az embridfejlodést fehér koluda Iud fajtaban a
hazitydk HH és EG&K staddiumaihoz viszonyitva az EG&K X. stadiumtol
kezd6édéen. Munkajuk soran arra az eredményre jutottak, hogy az inkubalatlan
tojasbol szarmazd 1Gd embriok az EG&K X. és Xl. stddiumban voltak.
Megfigyeléseik alapjan az egyedek mar ekkor nagy szorast mutattak a
fejlettség tekintetében. A 16 Oras inkubacio elteltével az embridk fejlettsége
HH2 - HH4 fejlettségi stadium koze esett. Eredményeik azt mutatjak, hogy
mig az inkubalatlan I0dtojasban az embrié fejlédési stadiuma hasonld a
tyukéhoz, a lidembri6 atmérdje valamivel nagyobb. Az inkubaciét kovetden
a lidembrio lassabban fejlodik, mint a csirkeembrid, az altaluk vizsgalt 16
oras inkubacios id6 végéig. Ez a kutatas joval részletesebben elemzi a hazilud
korai embriofejlédését, azonban azt a periddust, amelyben az Gsivarsejtek
vandorlasi cstcsa megfigyelheté a véraramban (HH14-17-nek megfeleld
allapot) mar nem vizsgaltak. Azt azonban ez a kutatocsoport is megallapitotta,
hogy fejlettség tekintetében nagy az eltérés fajtan belil a Iddembriok kézott
mar igen Korai fejlédési stadiumban is.
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Sellier és munkatarsai (2006) szamos madarfaj embriofejlédésének
0sszehasonlitasat végezték el az ovipoziciotol az inkubécid 72. ordjaig, az
EG&K valamint a HH fejlodési stadiumokat alapul véve. Az embridk
fejlodését 6 oranként vizsgaltak, kiindulasként 145 hézityuk tojast vizsgaltak
meg. Arra a megallapitasra jutottak, hogy mig a tyukembrié a megtojaskor
EG&K X. stadiumban van, addig az altaluk vizsglt landesi lud EG&K XI.
stadiumban. Hosszabb (28-30 napos) kelési ideje miatt a tyukhoz viszonyitva
az adott HH stadiumokat hosszabb inkubaciés id6 alatt éri el. Az én
vizsgalataim szempontjabol kiemelten fontos HH14-17 fejlodési szakaszt
megfigyeléseik szerint a csirkeembriok atlagosan 48 ¢és 60 6ras inkubacids ido
kozott, mig az altaluk vizsgalt 251 ladembrié a HH14-16 fejlettséget 60 és 72
oras keltetési id6 kozott éri el. Az altaluk kapott adatok nagysagrendileg
megfelelnek az &ltalam kapottakkal, mely szerint az 6shonos magyar lad
embriok tobbsége a HH14-17 stadiumnak megfeletethet6 fejlettséget 68,8-84
ords inkubécios 1d6 eltelte utan éri el. Fontos kiilonbség azonban a két
vizsgalat kdzott, hogy mig Sellier kutatocsoportja hat 6ranként vizsgalta a
fejlettséget, én az inkubéacid 60. orajatol kezdve a 89. déraig 10 percenként
monitoroztam az embridk fejlettsegéet, 6sszesen 745 embridt megvizsgélva.
Tovabbi jelentds eltérés a két vizsgalat kozott, hogy dshonos fajok esetében
az embriofejlodés iiteme jelentds egyedi eltéréseket mutat, igy méginkabb
indokolt volt ezt a vizsgalatot elvégeznem.

Li és kollégai (2019) a teljes embriofejlodést vizsgaltak és hasonlitottak a
tytk HH embridfejlédési stddiumaihoz kacsa és lud esetében, azonban nem az
altalam vizsgalt Anser anser domestica (hazilud), hanem az Anser cygnoides
(kinai hattyalud) faj embridit vizsgaltdk. 600 ladtojast vizsgaltak meg
Osszesen, a keltetés els6 72 Ordjaban oOranként vizsgaltdk az embriok
fejlettségét, majd a harmadik naptol a tizedikig hat 6rdnként. A kutatasom
szempontjabol fontos stadiumok tekintetében arra jutottak, hogy a HH13-as
stddiumot 55-62, a 14-est 61-65, a 15-0st 63-69, a 16-ost 67-73, a HH17-es
stadiumnak megfeleld fejlettséget pedig 71 és 86 oras inkubalasi id6 kozott
érték el a hattyalud embriok, amely eredmények hasonléak az altalam
kapottakhoz. Bar mas ludfajrol van sz@, a Li kutatdcsoportja altal elvégzett, az
eddigieknél alaposabb ¢és atfogobb embridfejlédési  vizsgalatok jo
6sszehasonlitasi alapnak bizonyulnak az én vizsgalataimhoz.
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4.2. Uj médszer kidolgozésa a hazilid embrionalis sejtek
segitségével torténo génmegorzésére ivarszervi kKiméra
eléallitasaval

A Természetvédelmi Vilagszdvetség VOrds listajan osszesen 11.147
madarfaj szerepel, melyek 13,3%-a, azaz 1486 faj sulyosan veszélyeztetett,
veszélyeztetett, vagy sebezhetd kategoridkba sorolt (IUCN Red List). Az
ENSZ Elelmezésiigyi és Mezégazdasagi Szervezete (FAO) haziallatokkal
kapcsolatos felméréseinek adatai alapjan a 40 fajhoz tartozd kdzel 8800
bejegyzett fajta 7%-a mar kihalt és tovabbi 24%-a kihalassal fenyegetett (FAO
2019, http://www.fao.org/resources/infographics/ infographics-
details/en/c/174199/). A vilagon 3689 baromfi fajtat tartanak nyilvan, melyek
koziil 2222 dshonos. Ezen fajtak 28%-a veszélyeztetett, sebezhetd vagy mar
kihalt (FAO, DAD-IS). Ezekbdl az adatokbol lathatod, hogy a domesztikalt
baromfifajtak és a vadmadar fajok jelentds része valamilyen kockazati
kategoriaba sorolhatd. Emiatt mieldbbi aktiv cselekvésre ¢és megfeleld
védelmi stratégiakra van szlikség, hogy a jelenleg tapasztalhatéo folyamat
lassithatova, késébb megallithatova valjon. Az 6shonos baromfifajtak értékes
mezogazdasagi biodiverzitas fenntartasa szempontjabol (Wang et al. 2017).

Hazankban a ludtenyésztés tradicionalis, és gazdasagilag jelentds dgazata
az allattenyésztésnek, ezért is fontos, hogy az 6shonos magyar lid genetikai
allomanyat megorizziik. Kutatomunkam soran olyan médszert dolgoztam ki,
amely lehet6vé teszi a faj mindkét ivaranak genetikai anyaganak (W
kromoszoma ¢és a mitokondrialis DNS) hosszutdvii megdrzését.
Tanulméanyaim és kutatdsi munkdm kezdetén (2012-ben) nagyon kevés
kutatds foglalkozott madar Osivarsejtekkel, csak részleges eredmények
szilettek, azok is csak hazityuk fajban. Intézetinkben régdta foglalkoztak
blasztodermalis sejtekkel torténd génmegdrzési kutatasokkal szamos madarfaj
esetében, igy ennek a modszernek a tovabbfejlesztését tliztem ki célul a lad
fajra vonatkoztatva. Vizsgalataim soran arra térekedtem, hogy 6tvozzem a
blasztodermalis sejtek kinyerésének egyszeriségét az Osivarsejtek
ivarszervekbe torténd vandorlasi képességének kihasznalasaval. Igy egy Uj
modszert fejlesztettem Gssejtek hatékony bejuttatasara hazilad fajban.

Mivel a hazilad embrionalis sejtjeinek felhasznalasaval a génmeg0rzési
kutatasokban nagyon kevés szakirodalom foglalkozik (mind blasztodermalis
sejtek, mind PG sejtek vonatkozasaban), igy a vizsgalataim soran kapott
eredményeket mas madarfajok embridin végzett, hasonld témaju
vizsgalatokkal vetem dssze.

Donor blasztodermalis sejtek recipiens EG&K X. stadiuma recipiensekbe
torténd  injektalasaval végzett kiméra-eldallitdsi Kisérleteket szamos
kutatdcsoport végzett korabban tobb faj esetében is. Lad fajban egyedill
Bednarczyk és munkatarsai (Bednarczyk et al. 2003) szamoltak be donor
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blasztodermalis sejtek injektalasarol recipiens EG&K X-XII stadiumu
embridk szubgermindlis Uregébe, ahol a kezelt tojasok 6,7%-a kelt ki, de a
kikeltek kozl egyetlen allat sem bizonyult ivarszervi kiméranak. Tyuk fajban
Carsience és kutatocsoportja (1993) végeztek egy olyan vizsgalatot, ahol
kezeletlen White Leghorn, és kiilonb6z6 dézisu y sugarzassal kezelt EG&K
X. stadiumt recipiensbe injektaltak megkozelitdleg 100, illetve 200-400
Barred Plymouth Rock termékeny donor tojasbol szarmazo blasztodermalis
sejtet. A szomatikus kimérizmust tollszin alapjan, mig az ivarszervi
kimérizmust a Kkikelt egyedek Barred Plymouth Rock-al torténd
visszakeresztezésével allapitottdk meg. A csiravonalas kimérizmus
gyakorisdga koriilbeliil 100 donor sejt injektalasat kovetden besugarzott
recipiens alkalmazasaval szignifikdnsan (P<0,001) magasabb volt (3/24 db,
12,5%), mint a kezelést nem kapott recipiensek esetében (2/106 db, 1,9%). Az
injektalt sejtek szamanak novelése nem volt hatassal a kimérizmus
gyakorisagara a nem besugarzott recipiensek esetében. Besugarzott
recipiensekbe 200-400 sejtet injektalva az ivari kimérizmus gyakorisaga
szignifikansan (P<0,01) 8/14-re (57,1%) emelkedett. Itt a kikelt egyedek
szamahoz viszonyitottdk az ivarszervi kimérak aranyat. Osszességében
megallapitottak, hogy a besugarzas hatasara az embriok némiképp elmaradtak
a fejlodésben, elhtzodobb kelést produkaltak, valamint az 6sszes tojashol
jelentdsen alacsonyabb szazalékban keltek ki, de a kikeltek szamat alapul véve
nagyobb aranyban voltak koztlk ivarszervi kimérak, mint a kezeletlen
recipiensek esetében. A nem besugarzott, 0Osszes Kkikelt egyedhez
viszonyitottan kapott csiravonalas kimera arany (1,9%) hasonlithatd
leginkabb az altalam kapott ivarszervi kiméra aranyhoz, ahol a kikelt egyedek
(19 allat) szamahoz viszonyitva a kikelt egyedekbdl ivarszervi kiméra 10,52%
(2 egyed) lett. Tehat az altalam kidolgozott fejlesztés, mely szerint a
blasztodermalis sejtszuszpenzidt nem egy masik embrié blasztodermajanak
szubgermindlis Uregébe, hanem a 3 napos embrid szivcsdvebe/véraramaba
injektalom, jelentésen megnovelte a kapott ivarszervi kimérak aranyat. Kino
és munkatarsai  (1997) friss, valamint fagyasztott-felolvasztott
blasztodermalis sejtekkel dolgoztak. Megkozelitéleg 500 db Barred Plymouth
Rock fajtabdl szarmazo blasztodermalis sejtet injektaltak besugarzott EG&K
X. stadiumi White Leghorn recipiens embridk szubgerminalis Uregébe. Az
injektalast friss, valamint Percoll és Nycoprep gréadiensen centrifugalt
fagyasztott-felolvasztott blasztodermalis sejtekkel is elvégezték. A keltetést
injektalas utan az eredeti recipiens tojasnal 20-25 g-al nagyobb helyettesité
tojashéjban végezték. A szomatikus kimérizmust szin alapjan, az ivarszervi
kimérizmust tesztkeresztezésekkel &llapitottdk meg. Friss blasztodermalis
sejtszuszpenzidval 59 recipiens injektalasat végezték el, melyekbdl 24 allat
kelt ki, ebbdl 22 volt szomatikus kiméranak valdszinlsithetd. A
tesztkeresztezést 16 egyed esetében végezték el, ez alapjan 9 bizonyult
ivarszervi kiméranak (az 0Osszes tesztkeresztezésbe vett egyed 56%-a).
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Fagyasztott-felolvasztott sejtek esetében alacsonyabb hatékonysagot értek el,
de az 6sszehasonlitds az én kisérletemmel ez esetben nem relevans, mivel én
frissen kinyert blasztodermalis sejtekkel dolgoztam. A kapott eredmények
Osszevethetdségét neheziti, hogy Kino kutatdcsoportja besugérzott
recipienseket alkalmazott, igy a donor sejtek beépiiléséneck esélye megnd,
valamint a keltetés sordn masik, nagyobb tojashéjba helyezték a fejlodo
embridkat. Ezen felul a tyudk, mint Kisérleti allat a ldddal szemben a
manipulédcidkat jobban viseli, a Kkeltetési korilményekre és kilonféle
behatasokra joval kevéshé érzékeny. Li és munkatarsai (2002) interspecifikus
kiméra létrehozéséara tettek kisérletet donor Maya kacsa és White Leghorn
tydk recipiens fajtak felhasznalasaval. EG&K X. stadiumu recipiens tyuk
embri6 szubgermindlis tiregébe injektaltdk a donor eredetli kacsa
blasztodermalis sejteket. A kisérletet elvégezték egy 600 rad y besugarzast
kapott, 112 recipiens injektalt egyedbdl allo (1-es) csoporton, valamint egy
121 recipiens egyedbdl allo, kezeletlen (nem besugérzott) kontroll csoporton
(2-es). A kezelt csoportban 112 allatbol 14 kelt ki (12,5%), a 13 napot
meghaladdan fejlodott embridk és kikelt allatok koziil tollszin alapjan a testi
kimérizmus 18 egyed esetében volt valdsziniisithetd (16%), melyek koziil
azonban csak 4 allat (3,57%) kelt ki. A nem besugarzott kontroll csoport 121
egyedébol 21 allat kelt ki (17,4%), 12 egyed (9,9%) esetében valoszintsitették
a szomatikus kimérizmust tollszin alapjan, melyek kozil kikelt allat 7 egyed
volt (5,78%), a tobbi kelés elott elpusztult. A  donorral torténd
visszakeresztezést kovetden arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy minddssze
egy himivaru allat (0,82%0) bizonyult ivarszervi kiméranak, mely a kezeletlen
csoportbdl kerilt ki. Ez a Kisérlet egyrészt ravilagit, hogy egy veszélyeztetett
faj esetében fajok kozotti kimerak létrehozasaval is megvalosithato az eredeti
faj visszanyerése, masrészt érdekes eredménnyel szolgal a besugarzassal
kezelt recipiensek kérdésében. A keltethetOséget és a fejlodési erélyt a
besugarzas egyértelmiien rontja, mint azt korabbi vizsgalatokban is leirtak,
azonban itt az altaluk kapott egyetlen ivarszervi kiméra egyed érdekes mddon
nem a besugarzott recipiensek csoportjabdl szarmazott, habar korabbi
kutatasokban javarészt olyan eredményeket kaptak, miszerint a recipiensek
besugarzasa ndveli a kimérak (szomatikus és ivarszervi egyarant) létrejottének
valoszinliségét.

Jelenleg az Osivarsejtek hatékony, hosszutavu, ivarsejt létrehozo
képességiiket megorizni képes sejttenyészetek fenntartdsa csak a hazitytk
fajban megoldott (Van De Lavoir et al. 2006; Macdonald et al. 2010; Whyte et
al. 2015; Qishi et al. 2016; Tonus et al. 2016; Kong et al. 2018).

Az egyéb madarfajokat illetben nagyon keves a sikeres probalkozas az
Osivarsejtek tenyésztését és fenntartasat illetden.

Lud 6sivarsejtek tenyésztésével és fenntartasaval (Doddamani, 2019)
egyetlen korabbi kutatas foglalkozik, azonban a modszer még fejlesztés alatt
all. Az osivarsejteket az altaluk fejlesztett szérummentes, BMP4 tartalmu
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médiumban harom honapot meghalad6 ideig voltak képesek fenntartani,
azonban a proliferacios rata elmaradt a hazitylk sejttenyészetek esetében
tapasztaltaktol. Ebben a vizsgéalatban nem végezték el a donor eredetii PG
sejtek in vivo tesztelését, azaz a tenyészeteket csak proliferacios tesztekkel,
génexpresszids vizsgalatokkal mindsitették, nem végezték el a sejtek
recipiensbe torténd visszainjektalasat.

Zebrapinty (Taeniopygia guttata) 0sivarsejt vonalakat Jung és
munkatarsai (Jung et al. 2019) 30 napot meghaladd ideig voltak képesek
tenyészetben fenntartani, taplalosejt réteg és magas FBS koncentracio (10 %)
alkalmazasaval. Gessara és munkatarsainak célja egy taplalosejt mentes,
minimalis FBS tartalmu tenyésztd médium létrehozdsa volt a zebrapinty
Osivarsejtek szamara, a korai differencialodas elkeriilése miatt (Gessara et al.
2020). Az altaluk alkalmazott kérilmények kdzott a sejttenyeszetben 15-20
nap elteltével pusztulasnak indultak a sejtek. Az &ltaluk in vitro tenyésztett,
GFP-jelolt sejtekbdl koriilbeliil 500 darabot injektaltak a frissen tojt,
termékeny recipiens tojasok blasztodiszkjei ala. 22 injektalt tojasbél 10 egyed
(45,4%) kelt ki vegyes ivarban (6 toj6 és 4 him), melyek mindegyikének
gonadjaiban megtalalhatok voltak a donor eredetli, tenyésztett, GFP-jelolt
Osivarsejtek.

Yakhkeshi eés kutatocsoportja (2018) japan furj (Coturnix japonica)
Osivarsejteket izolaltak HH13-15-nek megfeleld stadiumli embrid vérébdl,
valamint HH28-30-nak megfelelé stadiumi embrid gonadjaibol. Ezeket a
sejteket frj embrionalis fibroblaszt taplalorétegen tenyésztették. 40-50 nap
elteltével a vérbol izolalt PG sejttenyészetben a sejtek szama a 100-szorosara,
mig a gonad-eredetii PG sejtek szama a 400-szorosara nétt, igy kisérleteikhez
az utobbiakat hasznaltdk a tovabbiakban. A sejtek proliferacios-es
génexpresszids vizsgalatain tul migracios és beépllési hatékonysaguk
vizsgalatara 1000 db GFP+ 0sivarsejtet injektaltak HH13-15 stadiumd
recipiens embrid szivcsovébe. A 310 embridbdl a 6. inkubécios napon 59%-
os tulélést, mig a 16. napon 34%-os tulélést tapasztaltak. A 6. napon él6
embriok 16%-aban talaltak meg a GFP-t tartalmazo Gsivarsejteket, a 16. napon
még ¢l6 embridknak pedig a 24%-aban. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a
tenyésztett PG sejtek normalis vandorlasi- és beépllési képességgel
rendelkeznek.

Tagami és munkatarsai (2017) megéllapitottdk, hogy az EG&K X.
stadiuma (frissen tojt) hazityuk embrid mér tartalmaz korai PG sejteket, ennek
immunfestéses vizsgalataim ezt a felvetést igazoltak.

Kisérletemben az 0sszesen 249 db injektalt recipiens embriobol 83 fejlodott a
10 napos inkubacids idot meghaladoan (33%). A tovédbbiakban a kisérlet
szempontjabol sikeres injektaldsnak ezt az egyedszamot tekintettem. 83
egyedbdl 19 kikelt napos allatot kaptam (22,9%), valamint a 83 embriobdl 4
embridban sikerult kimutatnom a donor sejtek jelenlétét igazol allélt (4,8%).

23



Amennyiben a sikerességet a kikelt egyedszamra vetitem, az €16 egyedek
10,52 %-a bizonyult ivarszervi kiméranak (2 db). Pontosan ilyen tipusi
kisérletet eddig egyetlen faj esetében sem vegeztek, azonban Gessara és
munkatarsai zebrapintyen végrehajtott, szubgerminalis tiregbe torténé PG sejt
injektalasi kisérlete mintegy a ,,forditottja” az én vizsgalatomnak. A kelési
arany naluk igen magas volt (45,4%, 22 allatbdl 10), de eleve kevés volt a
kezelt embriok szdma az én vizsgalatomhoz képest. Erdekes eredmény
tovabba, hogy az dsszes kikelt egyed ivarszervében ki tudtak mutatni a donor
PG sejtek jelenlétét. Ok a ki nem kelt allatok tekintetében nem tettek kozzé
adatokat, ez esetleg nagyobb betekintést engedett volna a Kkisérlet
sikeressegébe, illetve mivel semmilyen mas irodalmi forras nem szamol be
100 %-os ivarszervi kiméra aranyrél semmilyen faj vonatkozasaban, ez
némiképp megkérddjelezi ezt az eredményt. Yakhkeshi kutatocsoportjanak
furjeken végzett kisérletét osszevetve az altalam kapott eredményekkel arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy bar 6k tenyésztett PG sejteket injektaltak a
recipiens embridk veéraramaba, a kiserletiik soran tapasztalt talélés (a 6. napon
59%, a 16. napon 34%) hasonl6an alakult az altalam 10 napot meghaladd
inkubacios 1d6 esetében tapasztalt taléléssel (33%), €s itt mar joval nagyobb
volt az injektalt recipiens embriok szama is (310 egyed). A PG sejtek
beépilése tekintetében jobb eredményeket értek el nalam (10 napos
inkubaciot taléld egyedek 4,8%-a ivarszervi kiméra), azonban kikelt egyedrdl
velem ellentétben nem szamoltak be.

A kisérletem sordn alkalmazott 1) mddszer azért mikodik
hatékonyabban, mint az EG&K X. stddiumban kinyert, és ugyanebben a
stadiumban a recipiens tojas szubgerminalis Uregébe visszainjektalt
blasztodermalis sejtek alkalmazasan alapulé modszer, mert igy a sejtek nem
mozaikosan épllnek be testszerte, szomatikus kimérakat létrehozva, hanem
joval hatékonyabban kolonizaljak a recipiens gonadokat, és igy nagyobb
aranyban keletkeznek ivarszervi kimérak. A lud PG sejteknek megfeleld
tenyésztomédium fejlesztése, majd a sejttenyészetek hosszatavu, hatékony
fenntartasa az altalam alkalmazott mddszernél nehezebben kivitelezhetd,
koltségigényesebb, és nagyobb munkaeré- €s laborhattér igénye van.
Kdvetkeztetésképp az altalam fejlesztett modszert - a frissen tojt tojasbol
kinyert, korai Osivarsejteket is tartalmazo blasztodermalis sejtszuszpenzid
injektalasat a HH14-17-nek megfeleld fejlettségli recipiens ladembrio
szivcsovébe — alkalmasnak taldlom az Ossejtekkel torténd génmegbrzés
Kivitelezésére lud fajban.

4.3. Javaslatok

A lud embriofejlédési vizsgalatokat érdemes lenne kiterjeszteni tobb
ludfajtara az EG&K X. stddiumtol kezdve a kikelésig, lehetség szerint minél
tobb embrio vizsgalataval, a fejlédés maximum orankénti ellendrzésével. Igy
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letrehozhato lenne egy adatbazis, mely alapjan jobb képet kapnank a fajtak
kozott fellelheté embrionalis fejlodésbeni kiilonbségekrdl. Hasznosnak
itélném tovabba az embridfejlodési vizsgalat komplexebbé tételét a tojasok
méretének, sulyanak, illetve cikluson bellli megtojasi idejének
monitorozasaval, mivel ezek az ¢értékek Osszefiiggenek a fejlodés
sebességével. Ez a tovabbi kutatasok szempontjabol hasznos adat lehetne.

A modszer fejlesztését illetden javasolndm a felhasznalt donor eredetii
sejtek fluoreszcens jelolését, igy vizsgalhatova valna vandorlasuk és
letelepedésiik a recipiens embridoban. Tovabba még egyszeriibbé tehetd a
modszer, ha az injektalashoz szajpipettat alkalmazunk. A késObbiekben
érdemes volna egy kisérletet elvégezni fagyasztott/felolvasztott Ossejtek
alkalmazéasaval is. Amennyiben kidolgozasra kerll a hossz(tavu fenntartast
lehetévé tévo lud Osivarsejt-tenyésztd médium, a fenntartott sejtvonalak
ivarsejt képzd képességét mindenképpen tesztelni kell visszainjektalassal is,
melynek eredményei 6sszevetésre keriilhetnének az altalam kapottakkal.

A modszer felhasznalasat illetden javasolnam a hazai 6shonos €s termeld
ludfajtdk és vonalak embriondlis sejtjeinek elhelyezését az Intézetiinkben
meglévé Génbankban. Ez nagy jelentOséggel birna egyrészt, mert a
ludallomanyokat folyamatosan veszélyezteti a madarinfluenza fertézés miatt
torténd hatdsagi ledlés, ez minden évben bekdvetkezik néhany tenyésztonél.
Masrészt a ludtenyésztok részérdl igény mertilt fel arra vonatkozoan, hogy az
éppen nem hasznalt vonalaik genetikai anyaganak fenntartisa ne ¢l6
formaban, hanem in vitro tarolassal valosuljon meg. Ugyanis a l0d tartasa
rendkivil koltséges, kilondsen akkor, ha semmilyen bevételt nem general a
tartds. Az 6shonos fajtdk genetikai anyagdnak megdrzésének fontossagarol
napjainkban elég sok szo esik, ennek részletes taglalasa meghaladna a
dolgozat kereteit. Azonban az Intézetiinkben fenntartott Gshonos magyar
ludallomény himivarsejt, blasztodermalis sejt €s dsivarsejt mintai elhelyezésre
kerultek a Génbankban.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Meghatéroztam, hogy a magyar 14d embriok a HH14-17 fejlodési
stadiumot 69-84 Ora inkubalas utén érik el. Ez az az idészak, amikor
a leghatékonyabb az dssejtek bejuttatasa.

Osivarsejt-specifikus immunfestéssel igazoltam, hogy az EG&K X.
stadiuma  (frissen  tojt) ladtojasbdl  kinyert  blasztodermalis
sejtszuszpenzid tartalmaz dsivarsejteket (PGC) is.

Osivarsejt-specifikus immunfestéssel igazoltam, hogy a 69-84 6rét
inkubalt embri6 véraramaban megtalalhatdak a vandorl6 dsivarsejtek.

Kidolgoztam egy Uj kiméra el6allitasi modszert, a blasztodermalis
sejtek intrakardialis injektalasat 3 napos embrid szivcsdvebe, amely
koltséghatékony, és nem igényel nagyon bonyolult és draga labor
felszereltséget. Megallapitottam, hogy az injektalas optimalis idészaka
lud fajban 74-76 6ra inkubacios id6 kozé tehetd.

. Az altalam kidolgozott modszer segitsegével ivarszervi kiméra

egyedeket allitottam elé6 magyar lad fajtdban, a kimérizmust
molekuldris genetikai markerek segitségével igazoltam.
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