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Osszefoglalas

A jelenkor allattenyésztési tendenciai mellett egyre nagyobb hangsulyt kap a termelésbol kiszorulo
fajtak génmeglrzése. Mig emldsok esetében mar jol megoldott technologidk allnak
rendelkezésiinkre, madaraknal problémakat okoz a himek (ZZ) homogamétas jellege, hiszen a
himivarsejt mélyhiitése nem biztositja mindkét ivari kromoszoma megdrzését. Ezen probléma
megoldasa érdekében ) modszerek kifejlesztésére van sziikség. Kisérletiinkben az izolalt 10 napos
magyar parlagi parlagi gyongytyuk embrionalis gonadokat emésztettik és sejtszuszpenziot
készitettliink beldliik. Ez a szuszpenzid egyebek mellett tartalmazta az ivarsejtek prekurzorait, az
Osivarsejteket (primordial germ cell, PGC) is. A sejteket PKH26 piros fluorescens festékkel
jeloltiik, majd injektaltuk Oket 3 napos embriok vérdramaba. Négy nappal késdbb a 7 napos
embriokat felbontottuk, izolaltuk a gonadjaikat és sztereomikroszkop alatt megvizsgaltuk a
beépiilést a festett sejtek jelenléte alapjan. Eredményeink azt mutattak, hogy kilenc sikeres
injektalasbol harom esetben sejtbeépiilés tortént. Ezek koziil két esetben néi ivard, egy esetben him
ivaru sejtszuszpenziot injektaltunk. A tovabbiakban szeretnénk bevonni a kisérletbe egy
mélyhiitési 1épést, igy vizsgalva az embrionalis gonadsejt-szuszpenzidk injektalasanak potencialjat
a génmegorzeEs terén.

Kulcsszavak: magyar parlagi gyongytyuk, génmegérzes, PGC, gonad
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Examination of embryonic gonadal cell suspension integration in Hungarian landrace
guinea fowl

Abstract

The present tendencies in animal husbhandry put more and more emphasis on the gene preservation
of the breeds excluded from production. While the mammalian species already have reliable
methods for this, avians are problematic due to the homogametic nature of the male (ZZ) animals.
To solve this problem the development of new technologies is necessary. In our experiment 10-
day-old HUngarian landrace guinea fowl embryonic gonads were isolated and digested to create a
cell suspension. This suspension contained various cell types, including primordial germ cells or
PGCs. We marked the cells with the PKH26 red fluorescent stainer and injected them into the
circulation of 3-day-old embryos. After four days we dissected the gonads from the 7-day-old
embryos and examined the integration under stereo microscope according to the presence of stained
cells. Our results showed that out of nine successful injections in three cases there were integrated
stained cells in the gonads. Out of these in two cases female cells, in one case male cells were
injected into the embryo. Our future goal is to include a freezing step into the experiment so we
could check the potential of embryonic gonadal cell suspension injection in gene preservation.
Keywords: Hungarian landrace guinea fowl, gene preservation, PGC, gonad

Irodalmi attekintés

Az in vitro génbankok terén tobbféle lehet6ség all rendelkezésiinkre, attol fiiggden, hogy
az egyedek mely sejtjének raktarozasa a cél (Petitte és mtsai, 2004; Petitte, 2006; Barna és mtsai,
2016; Szalay, 2017). Ezek az eljarasok a genetikai informacio megérzésére torekszenek, aminek
konszenzusosan leginkdbb elfogadott mdodja a mélyhiités, hiszen ily modon az 6rokitéanyagot
hosszu tavon, kisebb koltséggel, mobilisan lehet prezervalni (Liu és mtsai, 2013). Azonban azt is
figyelembe kell venni, hogy a génmegdrzéshez olyan sejtekre van sziikségiink, amelyekbdl a lehetd
leggyorsabban, a lehet6 legjobb hatasfokkal reprodukalni lehet a megdérzendé faj egyedeit, ebbdl a
perspektivabol pedig a mélyhtités problémakat vet fel.

Globalisan az egyik leginkabb alkalmazott és ezzel egyiitt legjobban kidolgozott mddszer
a génbankok létrehozdsdra a spermamélyhiités. A spermiumot az teszi idedlissd ezen
felhasznalasra, hogy nagy mennyiségben kinyerhetd az egyedekbdl az allat egészségének
kockéztatasa nélkiil. Maga a sejt kis viztartalommal bir, igy viszonylag jol fagyaszthato. Tobb
emldsfajnal napjainkban mar jol kidolgozott technoldgidk szerint, jo hatdsfokkal torténik a
spermamélyhiités (Ugur és mtsai, 2019; Yanez-Ortiz és mtsai, 2022).

Madarak esetében a szaporitd szervrendszer kialakulasa (76th és mtsai, 2018) és
sajatossagai nagymértékben eltérnek az emldsokétdl, igy sajnalatos modon nem a himivarsejt
mélyhtitése a legoptimalisabb lehetéség. Ennek f6 oka az, hogy mig az emldsokben a ndi
ivarkromoszémapar azonos (XX), a himé pedig eltéré (XY), addig a madaraknal ez forditottan
(him: ZZ, n6i ivar: ZW) miikodik, ezért a spermium fagyasztasa soran nem konzervalodik a W-
kromoszdma. Ettdl fiiggetleniil a himivarsejt mélyhiitése tovabbra is fontos technoldgia a madarak
génmegorzésének teriiletén is.

Opcioként megemlithetd a petesejt mélyhiitése is, azonban ez a technologia komoly
akadalyokba iitkozik. A madar petesejt, vagyis a tojas, a legnagyobb méretli ndi ivarsejt, ezzel
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egylitt nagyon magas viz-, és fehérjetartalommal bir, ami ellehetetleniti a mélyhiitést. Ennek
kovetkeztében mas technologiat célszert alkalmazni.

Emldésoknél lehetség van a megtermékenyitett petesejt fagyasztasara, madaraknal azonban
sokkal inkabb az embridbol szarmazd Ossejteket, példaul Osivarsejteket (primordial germ cell,
PGC) (Setioko és mtsai, 2007; Nakamura, 2016; Woodcock és mtsai, 2019; Divya és mtsai, 2021,
Lazar és mtsai, 2021), illetve a napos kori csibébdl vagy az embridbol kimiitott him vagy noi
ivarszervet szoktak felhasznalni a génmegorzéshez (Silversides és mtsai, 2013). Az dsivarsejtek
felhasznalasa, bar mindenképp igéretes, jelentds fejlesztéseket igényel, ugyanis a sejtek tenyésztd
médiuma egyeldre tlzottan specifikus, igy minden faj esetén (1j médiumot sziigséges fejleszteni.
Ezzel szemben a teljes gonad mélyhtitése esetén nincs sziikkség a sejttenyésztési 1épésre, igy
univerzalisabban hasznalhat6 technologia. Mindkét modszer alkalmas lehet arra, hogy egy masik
fajtabol szarmazo allatba betiltetve a sejteket, azok a recipiens szervezetbe integralddjanak, és ott
a donor fajra jellemz6é spermiumot, illetve petesejteket kezdjenek termelni. Ha ezeket a
spermiumokat/petesejteket a donor fajbdl szarmazod ivarsejttel termékenyitjiik, mar az elsd
generacioban 100%-os sikerrataval visszanyerhetjiik az eredeti genotipust (Szalay, 2017).

Az altalunk tesztelt modszer az embriondlis gonadokbdl emésztés utjan kapott
sejtszuszpenzio génbanki felhasznalasanak lehetdsége volt, amit mar sikeresen teszteltek hazi tytk
embriok felhasznalasaval (Tiambo és mtsai., 2021; Hu és mtsai, 2022). Az itt dokumentalt kisérlet
volt az els6, ami a magyar parlagi gyongytyukban probalta reprodukalni ezt az eredményt. Célunk
az izolalt magyar parlagi gyongytytk gonadsejt-tenyészetek festése €s injektalasa volt recipiens
embrioba, majd ezen sejtek beépiilésének vizsgalata a fluoreszcencia jelenléte alapjan.

Anyag és modszer

Kisérletiinkh6z a g6doll6i Haszonallat-génmegorzési Intézetbdl szarmazo magyar parlagi
gyongytyuk tojasokat hasznaltunk fel. A tojasokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetemen
levé Genetika és Biotechnolégia Intézet Alkalmazott Embriologia és Ossejtbiologia csoportjanak
laboratoriuméban taldlhato keltetében inkubéltuk 37,8 °C hémérsékleten és 70% paratartalom
mellett tiz napig. A motorizalt keltetében a tojasok az inkubacio teljes ideje alatt forgatva voltak,
hogy elkeriiljiik az embrid letapadasat. A tizedik napon az alkohollal fertdtlenitett tojasokat
felbontottuk és mikroszkop alatt izolaltuk az embriok gonadjat. A gonadokat nemenként kiilén 1,5
ml-es csovekben levé 2:1 aranyt DMEM:viz (Gibco) keverékbe gytjtottiik. Az embridk ivaranak
meghatdrozasat arra alapoztuk, hogy ebben az embriondlis fejlédési stadiumban a himek jobb
ivarszervének visszafejlodése mar megkezdddott, igy asszimetrikus gonadparral rendelkeztek, ami
segitette a nemek elkiilonitését.

A legylijtott gonadokat 0,25% Tripszin-EDTA oldatban emésztettiik 37°C hémérsékleten
inkubalva, 700 rpm-es rdzatast alkalmazva. 10 percenként szuszpendalva az egyre lazabb
gonadokat, ezt ismételtiik addig, amig az emésztés sikeresen szétbontotta a szoveteket. Mikor ezt
elértiik, Osivarsejt tenyésztomédiummal (DMEM kalcium nélkiil (Gibco, 21068-028),
szovettenyesztéshez hasznalt viz (Gibco, A12873-01), piruvat (Gibco, 11360039), MEM vitamin
oldat (Gibco, 11120052), MEM aminosavak (Sigma, M5550), B27 (Gibco 17504044), glutamax
(Gibco, 35050038), nem esszencialis aminosavak (Gibco, 11140035), nukleozidok (EmbryoMax,
ES-008-D), B-merkaptoetanol (Gibco, 31350010), CaCl> (Sigma, C4901-100G), ovalbumin
(Sigma, A5503), heparin (Sigma, H3149-25KU), Penicilin-Sztreptomicin (Gibco, 15070-063),
hazi tyuk szérum (Sigma, C5405), human aktivin (Invitrogen, PHC9564), bFGF (Gibco, 13256-
029), ovotranszferin (Sigma, C7786)(Whyte et al., 2015) leallitottuk az emésztést. 40 um
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lyukatmérdjii szlirén sziirtilk at a szuszpenzidt, majd centrifugaval tlepitettiik és DPBS-ben
(Gibco) szuszpendaltuk fel a sejteket.

Az igy kapott sejtoldatbol centrifugéval (2000 rpm, 20°C, 4 min) pelletet készitettiink, majd
felszuszpendaltuk a sejtfestésnél hasznalt Diluent C pufferbe. Hozzdadtuk a PKH26 piros
fluoreszcens sejtfestéket és fénytdl védve 2 percig folyamatos szuszpendalas mellett inkubaltuk.
Ennek lejartaval a festést dsivarsejt tenyésztomédiummal allitottuk le. Sejtszamolast végeztiink a
NanoEntek Arthur Fluorescent Cell Counter (NanoEntek, Dél-Korea) sejtszamoldval, hogy
ellendrizziik a festés sikerességét, valamint beéllitsuk az optimalis (5000 sejt/pl) sejtkoncentraciot
az injektalashoz.

Miutan kialakitottuk a megfeleld sejtszuszpenzidt, harom napig inkubalt tojasok héjan kb.
1,5 cm x 1,5 cm nagysagu ablakot nyitottunk csipesszel ugy, hogy ralathassunk a Hamburger-
Hamilton 16. stadiumt embriora (Hamburger és Hamilton, 1951) (1. dbra). Szajpipettara erdsitett
kihegyezett iivegkapillaris segitségével nagyjabol 2 pl szuszpenzidt juttattunk az embrid
véraramaba, majd sterilizalt parafilmmel lezartuk a tojasokat és visszatettiik Oket a keltetbe
tovabbi keltetésre.

1. abra: HH16 stadiumu Magyar parlagi gyongytyuk embrié a sejtinjektalas el6tt

Figure 1: HH16 Hungarian landrace guinea fowl embryo before cell injection
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A PKH26 festék a sejtosztodas soran a citoplazmaval egyiitt oszlik tovabb az utddsejtekbe,
igy bizonyos sejtosztodasi ciklus utan (4-5) kihigul és detektalhatatlannd valik. A festést kvetden
4. napon (7,5 napos embridkban) még lathat6 a festés, igy vizsgalhatdo a donoreredetli sejtek
beépiilése az ivarszervekbe a PKH26-expresszio jelenléte alapjan. A vizsgalatot Leica DFC 7000T
(Leica, Németorszag) szteredmikroszkop alatt végeztiik.

Eredmények és értékelésiik

Eredményeinket a szteredmikroszkopos elemzés soran késziilt fotokkal szemléltetjiik. Az
injektalasok soran célunk volt mindkét nemhez tartozoé sejtszuszpenzi6 hasznélata. A 24 tojasba 18
injektalast végeztiink, ezekbdl 9 embrid fejlodott tovabb a 7. napig. A PKH26 jelolt sejtek jelenléte
alapjan 3 embri6é gonadjai tartalmaztak donoreredetli sejteket. Ezek az 1., 2. és 6. injektalasi
sorszammal ellatott egyedek voltak.

A sikeres injektalasokbol egy alkalommal himivara (1), mig két esetben ndivara (2,6)
gonadokbol szarmazo sejtkeveréket hasznaltunk. Mindharom esetben jol lathatéak a gonadban és
a gonad koriil a piros fluoreszcenciat mutatdé PKH26-jeldlt sejtek (2.-3. dbra).

2. dabra: Magyar parlagi gyongytyuk gonad (1.) himeredetii PKH26 piros fluoreszcens
festékkel jelolt sivarsejtekkel

Figure 2: Hungarian landrace guinea fowl gonad (1.) with male donor-derived PKH26 marked
red fluorescent PGCs
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3. dbra: Magyar parlagi gyongytyik gonad (2., 6.) tojéeredetii PKH26 piros fluoreszcens
festékkel jelolt osivarsejtekkel

v

Figure 3: Hungarian landrace guinea fowl gonad (2., 6.) with male donor-derived PKH26 marked
red fluorescent PGCs

A sejtek jelenléte a gonadon kiviil feltételezéseink szerint annak koszonhetd, hogy a 7.
napon a PGC-k még nem Iéptek be maradéktalanul az ivarlécben, igy némelyikilk még a
szovetekben futd vérerekben talalhato.

Mindent 6sszevetve sikeriilt reprodukalni a Tiambo és mtsai (2021) és Hu és mtsai (2022)
altal leirt technoldgia sikerességét magyar parlagi gyongytyuk esetén is. Mindkét emlitett munka
magaban foglalt egy mélyhiitési 1épést is, melynek sordn az izolalt gonadokat egészben
mélyhtitottek. Megfigyeléseik szerint a 8-10 napos embriokbol szdrmazd gonadsejtek jobban
beépiiltek a recipiens gonadokba, mint a 11 napos embriokbodl szarmazok. Az altalunk javasolt 10
napos embriobol torténd gonadlegylijtés parhuzamos ezzel a megfigyeléssel, ugyanis a magyar
parlagi gyongytyuk hosszabb kelési idejének koszonhetéen a 10 napos gyongytyuk embrid
nagyjabol a 8-9 napos hazi tyuk embridoval megegyez6 fejlodési staidiumban van. Az injektalasok
sikerességét nézve kisérletiink 16,7%-os rataval birt, ami 6sszeegyeztethetd az alapul vett cikk 11-
21%-os injektalasi ratajaval ( Tiambo és mtsai, 2021; Hu és mtsai, 2022).
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Kovetkeztetések és javaslatok

A kisérletben elvégzett vizsgalatok alapjan a kovetkezd eredményeket és iranyelveket
fogalmazhatjuk meg a tovabbi munkara vonatkozoan:

e Eredményeink bizonyitjadk, hogy a bemutatott technologia hasznalhaté magyar parlagi
gyongytyukok esetén is ivarszervi kimérak eldallitasara.

e A kisérletet érdemes lehet megismételni ugy, hogy az embridkat késobbi fejlodési stadiumban
hatakonysagat.

e A tavlati cél egy miikodoképes gonadmélyhiitési 1épés beiktatdsa lenne a proceduraba, ezzel
kihasznalva a technologia nyujtotta génmegdrzési potencialt.
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