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Osszefoglalas

Manapsag egyre nagyobb kihivast jelent a genetikai diverzitds megdrzése. Az afrikai sertéspestis
(ASP) sulyosan tizedeli Eurdpa vaddisznd ¢€s hdzisertés allomanyait. A hazai shonos és a
koztenyésztésb6l egyre inkabb  kiszoruld6 hagyomanyos magyar fajtak  kifejezetten
veszélyeztetettek egy ilyen jarvannyal szemben, alacsonyabb egyedszdmuk miatt.

Vilasztasunk ezen fajtdk koziil a magyar nagyfehér sertésfajtan beliil egy archaikusabb tipust
képviseld core populacio egyedeire esett. Kisérleteink sordn a keszthelyi magyar nagyfehér
torzstenyészet 25 kocdjatol szarmazo fiilcsipkét dolgoztunk fel. A fiilcsipkékbdl létrehozott
mintakat Knockout DMEMw/F-12 alapi médiumban tenyésztettiik, és 37,5 °C-on, 5% CO-
tartalom mellett inkubaltuk 15 napon keresztiil. A tenyésztés végén, a sejttenyészeteket
mélyhtitottik egyedi vonalkoddal ellatott fagyasztd csovekben. A lefagyasztott sejteket -150°C
fokon taroljuk a mintdkbol szarmaz6 DNS és RNS mintékkal egyfitt.

Mind mélyhiités elétt, mind mélyhiités utan elvégeztiik a sejttenyészetek €letképesség vizsgalatat
Arthur fluoreszcens sejt szamold géppel. Atlagosan 97%-os életképes sejtet kaptunk. Ezek mellett
megkezdtiik a mintak immunfestéssel valo vizsgalatat is. Sikeresen ki tudtuk mutatni a titin és actin
jelenlétét a mintakban.

A kutatocsoportunk altal alkalmazott protokollok lehetdséget nyujtanak a sertés fibroblaszt
tenyészetek egyszerlibb izolalasara ¢és tenyésztésére. Emellett mas tavlati lehetdséget is
megnyithatnak, mint példaul az iPS tenyészetek 1étrehozasat, amik a sertés anatomiai sajatossagai
miatt alapjaul szolgalhatnak majd orvosi kutatasokban alkalmazhaté modell rendszerek
l1étrehozasara.

Kulcsszavak: génbank; sertés fibroblaszt; sejttenyésztés

10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126


https://doi.org/10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126

Urban et al. | AWETH Vol 19.1.(2023) 7

Fibroblast based gene banking in pig
Abstract

Today genetic conservation programs are an essential task for preserving genetic variability. The
African swine fever is decimating the European wild boar and domestic pig population, posing a
growing threat to native species. These animals have lower population numbers than the species
used by the meat industry, so a pandemic like this poses a more significant threat.

One of these pig species is “Keszthelyi Large White”. This is a unique breed to Keszthely
University, and the current pandemic endangers it. We isolated adult porcine fibroblast from ear
tissue samples from 25 sows. The tissue samples were cultured in an adult fibroblast medium
containing Knockout F12 DMEM. The fibroblasts were cultured in a CO incubator at 37.5° Celsius
and 5% CO,. After 15 days of culture, the cultures were gathered in cryotubes with individual
barcodes. The samples were stored at -150°C. We collected DNA and RNA samples from the
cultures for later analyses. We also tested viability before and after freezing on cultures with Arthur
Fluorescent Cell Counting Machine. Viability in cell cultures was, on average, 97%. We took
samples from the cell cultures and immunostained the samples detecting titin and actin.

The protocol developed by our group may pave the way for the proper isolation and culture of
porcine fibroblasts to use it for further research. iPSCs from pigs can be used in various approaches.
Since the pig’s anatomical system is being studied with relation to human medicine for organ
replacement and other medical purpose.

Keywords: gene banking; porcine fibroblast, cell culturing

Bevezetés

Manapsag a génmegorzeés egyre jelentdsebb kérdéssé valik a ndvekvd gazdasagi igények €s
a jarvanyos betegségek hatdsara. Az afrikai sertéspestis hatasara jelentds elhullast figyelhettiink
meg mind a vaddiszno, mind a hézi sertés allomanyokban. Ez a betegség még inkabb veszélyezteti
az G6shonos fajtakat, ami alacsony létszamuk miatt, akar a fajta teljes eltlinését is okozhatja.
GénmegOrzési programunk alapjdul pontosan ezért esett valasztasunk a keszthelyi nagy fehér fajta
torzs allomanyara. Ez a sertés fajta egy archaikusabb tipusa a magyar nagyfehér fajtanak. A fajta
robusztusabb testfelépitéssel €s jo labszerkezettel és szervezeti szilardsaggal rendelkezik, aminek
hatasara nagyobb technologiai tiiréssel bir. A fajta hazai korilmények kozott alakult ki, igy az
itthoni koriilményeket jol viseli a kisiizemi és haztaji tartasban is. Ami a génmeg6rzési projekt
siirgds meginditasat indokolta, hogy a fajta koca dllomanya 45 tenyész kocat szamlal. Kisérletiink
célja a fajta fibroblaszt alapu génmegorzése, az ehhez sziikséges modszerek tokéletesitése és a
sejttenyészetek karakterizalasa.

Fibroblaszt

A fibroblasztok orso alaku, ovalis nukleusszal rendelkezd, lapos sejtek. Mezenchimalis
eredetliek és a rostos kot6szoveti allomany fontos elemei (Komuro 1990). Ezeket a sejteket
konnyedén izolalhatjuk, a test barmely kotdszovettel rendelkezd részébdl. Ezek a sejtek fontos
szerepet jatszanak megfeleld szervek kozotti szerkezet kialakuldsaban és a sebgyogyulasban.

A fibroblasztokra jellemzé tovabba, hogy kiilonb6zd szervek mellett specialis alakzatokat
vesznek fel, és ezeket a struktarakat izolalas utan is megérzik (S. Van Linthout és mtsai 2014). Az
izolalasra szant szovet darabokat, altalaban valamilyen emésztési folyamatnak vetik ala, aminek

10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126


https://doi.org/10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126

Urban et al. | AWETH Vol 19.1.(2023) 128

célja, a sejtek kozotti kapcsolat fellazitasa. Az, hogy milyen enzimeket alkalmazunk az emésztés
soran az befolyasolja, hogy a tenyészet alapitasara szant mintdk, milyen koru allatbdl és annak
mely részébdl szarmaznak a szovetmintak. Az allat kora alapjan megkiilonboztetjiik az embrionalis
¢s az adult sejttenyészeteket. Az embriondlis sejttenyészetek alapitdsandl, altaldban felhasznaljuk
az embrio teljes testét. Azonban {ligyelniink kell arra, hogy el0szor az agyat és a belsd szerveket,
alaposan eltavolitsuk, ugyanis az ezekbdl visszamarado sejtek altal termelt faktorok elsegitik a
fibroblaszt sejtek differencialodasat (Freshney 1994). Az adult fibroblasztok, az embrionalis
fejlodésen atesett allatokbol szdrmaznak, azok tényleges koratol fiiggetleniil. Ezeket altalaban
fiilbol, vagy a farokbol izolaljuk, ugyanis ezekben talalhaté a konnyebben feltarhatéd fibroblaszt
allomany és itt a legkisebb az esély, hogy példaul zsirsejtek szennyezzék tenyészetiinket. Feln6tt
allatok esetében kiilonos figyelmet kell forditanunk a fertézések megakadalyozasara, hiszen az itt
felhasznalt szovetek altaldban szennyezOdhetnek, mind az alommal, esetlegesen fekalidval,
tovabbd megnd bakterialis vagy gombas fertdzések esélye. Eppen ezért a felnStt tenyészet
alapitasanal ezeket a szoveteket altaldban anti-biotikumos €s anti-mikotikus kezeléseknek is ala
kell vetni (1. dbra).

1.dabra: Sertés fibroblaszt izolalas fiilcsipkébol

A fibroblaszt tenyészeteket tobbféleképpen is felhasznalhatjuk a biotechnologia keretein
beliil. Segitségiikkel 1étrehozhatunk szomatikus, avagy testi sejtes klonokat (C.Kubota és mtsai,
2000). Ezzel a modszerrel kihalas szélére sodrodott fajokat menthetiink meg a modszer
engedélyezése esetén. Azonban a modszer hatranya, hogy a rendelkezésre allo genetikai allomanyt
korlatozza a rendelkezésre allo sejtvonalak szdma Segitségiikkel létrehozhatunk iPS
sejttenyészeteket, amik gydgydszati vagy kisérleti modellek 1étrehozasat teszik lehetdvé, tovabba
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hosszl generacios idejii allatoknal megkonnyitik a transzgenezis folyamatat (W. Ruan és
munkatdrsai 2011).

Anyag és modszer

Fibroblaszt izolalas

Kisérletek soran a kocék jelolése soran keletkezett fiilcsipkéket hasznaltuk fel. A
szovetmintakat Knockout DMEM w/F12 alapu (GIBCO), 2,5% anti-biotikum és anti-mikotikum
(GIBCO), 20% FBS (GIBCO), 1% nukleozid (GIBCO), 1% Glutamax (GIBCO), és 1% nem
esszencidlis aminosav (GIBCO) dsszetételii szallitd médiumban 4 °C-on taroltuk felhasznalasig. A
mintakat az izolalas el6tt elészor 70%-0s etil-alkoholban mostuk 10 masodpercen keresztiil, majd
haromszor 2 percig steril 2,5%-0s anti-biotikum-anti-mikotikum tartalmt steril DPBS-ben
(GIBCO). A kovetkez6 1épésben a mintakat tovabb mostuk haromszor 2 percig steril DPBS-ben
(GIBCO), majd eltavolitottuk a bor felso rétegét steril eszkdzok segitségével. A szoveteket ezutan
1mm-es darabokra vagtuk, majd I1.-es tipusu kollagenaz (GIBCO) és diszpaz (GIBCO) 1:1 aranyu
keverékében emésztettiik 45 percen keresztiil 37,5 0C-on Thermomixer késziilékben, 350 rpm
razasi sebesség mellett. Az emésztést ezutan Knockout DMEM w/F12 alapt 1% penicillin-
streptomycin (GIBCO), 20% FBS (GIBCO), 1% nukleozid (GIBCO), 1% Glutamax (GIBCO), és
1% nem esszencidlis aminosav (GIBCO) tartalmazé adult fibroblaszt médium 1:1 aranyua
hozzaadasaval allitottuk le. A szdvet darabokat tartalmazd szuszpenziot 70 um-es sejtsziirén
atszirtiik, majd lecentrifugaltuk. A sejt pelletet Gjra szuszpendaltuk 1 ml adult fibroblaszt
médiumban és kihelyeztiik T25-0s tenyésztoflaskara. A tenyészeteket 5% CO» tartalom mellett
37,5 °C-on tartottunk fenn.

Passzalas

Az osztédd fibroblaszt tenyészeteket bizonyos idokozonként, altalaban két naponta,
atpasszaljuk, ami eljaras soran athelyezziik a sejteket egy Uj tenyésztoflaskaba, mely friss
médiumot tartalmaz.
Az eljarashoz sziikséges médiumokat 4°C-on taroljuk, hasznalat elstt 37°C-ra kell melegiteni
vizfurdében. Az igy elékészitett oldatokat tartalmazd csoveket 70%-0s etil-alkohollal
fert6tlenitjiik, miel6tt bekészitenénk a steril fiilkébe. A fibroblaszt tenyészetekrél, Pasteur-pipetta
segitségével eltavolitjuk a médiumot, majd 2 ml steril DPBS-sel (GIBCO) atmossuk a
tenyészeteket, majd eltavolitjuk a sejtekrél. A tenyészt flaska méretétdl fiiggben, a T25-0sS
flaskaba 1ml, a T75-6s flaskaban 2 ml 0,25%-0s tripszin-EDTA (GIBCO) segitségével emésztjiik
a sejteket 10 percen keresztiil 37,5 °C-on. Az id6 letelte utan a tripszines emésztést 1:2 aranyu adult
fibroblaszt tenyésztd médium hozzaadasval leallitjuk, majd alapos szuszpendalas utan, pipettor
segitségével legytjtjlik a sejtszuszpenziot 15 ml-es centrifuga csébe. A sejtszuszpenzidt 7 percen
keresztiil, 1200 és 1400 rpm kozott centrifugaljuk 4°C-on. A centrifugélas befejezése utdn Pasteur-
pipetta segitségével eltavolitjuk a feliiliszo fazist a sejtekrol tigyelve a pellet épségére, majd
felszuszpendaljuk a sejteket 1 ml adult fibroblaszt médiumban. Ezek utan a tenyészt flaska
méretétdl fliggden, Kihelyeziink 5,5ml, vagy 6,5 ml adult fibroblaszt médiumot. Az elékészitett
tenyészto flaskaba Kihelyezziik az 1 ml sejtszuszpenziot, majd visszahelyezziik tovabb tenyésztésre
azokat a termosztatba.
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Viabilitas mérés és immunfestés

A tenyészetek ¢letképességének vizsgalatdhoz Arthur fluoreszcens sejtszdmold gép ,,Viabliy
test” beallitasan vizsgaltuk meg. A sejtszuszpenziokat propidium-jodid (Dojindo) festék
hozzéaadasa utan 15 percig inkubaltuk. A 15 perc letelte utan steril DPBS (GIBCO) hozzaadasaval
allitottuk le a reakciot és 20 ul sejtszuszpenzidt mértiink a targylemezekre, majd a fenn emlitett
beallitason vizsgaltuk meg a sejteket.

Az immunfestéshez a sejteket 12 well-es platere helyeztiik ki, amiknek az aljara 0,1%-0s
zselatinnal (GIBCO) kezelt fedSlemezt helyeztiink. A zselatin réteg a fibroblaszt sejtek
megtapadasat segiti eld. A sejteket adult fibroblaszt médiumban tenyésztettiik 2 napon keresztiil,
majd 4%-0s PFA-val fixaltuk a sejteket az immunfestéshez. Az immunfestés soran, sikeresen ki
tudtuk mutatni az actin és a titin jelenlétét, amik jellemzden a fibroblaszt tenyészetekben megjelend
korai izomsejtek markerei.

Eredmények és értékelés

Kisérletiink soran 25 kocabol vettiink szovetmintat, és izolaltunk fibroblasztokat. Ebbdl 21
sejtvonalat sikeriilt Iétrehoznunk és mélyhiitenlink. Megkezdtiik a sejtvonalak karakterizalasdhoz
sziikséges munkak keretén beliil a viabilitadsi méréseket €s az immunfestési vizsgalatokat.

A vizsgalt tenyészetek életképessége atlagosan 97%, ami azt bizonyitja, hogy az altalunk
alkalmazott médium alkalmas a tenyészetek fenntartasara. Az immunfestés soran a vizsgalt
fehérjéket sikeresen ki tudtuk mutatni a mintakban (2. dbra).

1. dbra Actin és Titin jelenléte fibroblaszt sejtekben

Figure2: Actin and Titin in fibroblast cells

10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126


https://doi.org/10.17205/SZIE.AWETH.2023.1.126

Urban et al. | AWETH Vol 19.1.(2023) a1

Kovetkeztetések és javaslatok

A jovoben folytatjuk a mintavételezést a sertés allomanybdl. Tovabba sziikségesnek érezziik
a tenyészt0 médium optimalizalasat, hogy gyorsitsuk a sejtek osztodasat. Mindezek mellett
tervezziik egy adatbazis létrehozdsat, amivel a génbakban tarolt mintakat tudnadnk konnyedén
nyilvantartani. Tavlati terveink kozott szerepel iPS tenyészetek l1étrehozasa, melyek alkalmasak
lehetnek betegség és szervmodellek 1étrehozasara.

Koszonetnyilvanitas

A kutatas az RRF-2.3.1-21-2022-00007 ¢s a TKP2020-NKA-24 tdmogatasaval valosulhatott meg.
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