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Roviditésjegyzék

cDNS komplementer DNS

CDX2 caudal type homeobox-2

cESC chicken embryonic stem cell, hazityuk embrionalis 6ssejt, cES sejt
Ct threshold cycle, kiiszobciklus

CVH chicken vasa homologue

DAZL deleted in azoospermia like

DMSO dimetil-szulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxi-nukleotid-trifoszfat

ESC embryonic stem cell, embrionalis dssejt, ES sejt

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz

HH Hamburger-Hamilton stadium

ICM inner cell mass, embridcsomo

iPSC induced pluripotent stem cell, indukalt pluripotens 6ssejt, iPS sejt
KLF4 Kriippel-like factor-4

mESC mouse embryonic stem cell, egér embrionalis 6ssejt, mES sejt
NBCI National Center for Biotechnology Information

OCT4 octamer-binding transcription factor 4

PAS periodic-acid Schiff

PBS phosphate buffered saline, foszfat puffer

PCR polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

PGC primordial germ cell, primordialis csirasejt, PG sejt, dsivarsejt
gPCR quantitative PCR, kvantitativ polimeraz lancreakcio

RNaz ribonukleaz

RNS ribonukleinsav

SOX2 Sry-related HMG box 2

SSEA-1 stage specific embryonic antigen-1, stadium-specifikus embrionalis antigén-1

STRAS8 stimulated by retionic acid 8


http://en.wikipedia.org/wiki/Octamer_transcription_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor

1 Bevezetés

A hazityuk (Gallus gallus domesticus) az iparban és a kutatasban is kiemelt jelentdséggel bir,
hus- és tojastermeldképessége miatt a neolitikum oOta tenyésztjiik [1]. Szaporodasa és élettana jol
ismert, az embriok konnyli hozzaférhetdsége miatt a fejlddésbiologiai és dssejtkutatdsok kivald

alanya [2].

A primordialis csirasejtek (PG sejtek) a csiravonal prekurzorai, melyek a késébbiekben érett pete-
illetve himivarsejtekké differencidlodnak. A madarak embriondlis fejlédése sordn a primordialis
csirasejtek a vérkeringésbe jutva vandorolnak az ivarszervtelepek teriiletére. Ez id6 alatt az
embriok dorzalis aortajabol torténd vérvétellel juthatunk hozza a PG sejtekhez, melyek ezt
kovetéen in vitro sejttenyészetben fenntarthatoak majd lefagyaszthatoak[3]. A primordialis
csirasejtek recipiens allatba visszainjektdlva képesek annak gonddjait kolonizalni. A 1étrejott
ivarsejtkimérak segitségével a donor PG sejtb6l utéd hozhatod létre, ezaltal a primordialis
csirasejtek felhasznalhatéak génmegdrzési célokra is [4]. Az embridok és donor PG sejtek
ivaranak eldzetes meghatarozasaval biztosithatd, hogy a donor és a recipiens embrid azonos

nemii legyen [5].

Magyarorszagon a primordialis csirasejteket 6shonos szarnyas allataink genetika allomanyanak
megorzésére ma még nem hasznaljak. A godolldi NAIK Mezbégazdasagi és Biotechnoldgiai
Intézetben folyo kutatisok tavlati célja a PG sejtek ilyen irdnyu felhasznaldsara szolgalo
technologia kidolgozasa. Ennek keretében szeretnénk a primordialis csirasejteket hosszu tavon

fenntartani, szaporitani és fagyasztani.



2 Célkituzések

e Hazityik embriok embrionalis szovetébol torténd ivar meghatarozasara alkalmas
modszerek 0sszehasonlitasa, a késobbickben hasznalanddé modszer kivalasztasa.
e Hazityuk embrionalis Ossejtekre jellemz6 markerek vizsgalata:

o Primerek tervezése olyan Ossejt specifikus markerekre, melyekkel az
Osivarsejtekre jellemzO expresszios mintazat felvehetd. A mintdzat segitségével
megfigyelhetd, hogy torténik-e valtozas a sejtekben huzamosabb idejii fenntartas
soran, illetve a fagyasztast kovetden.

o A tervezett primerek tesztelése két napos hazitylk embriok szoveteibdl nyert
RNS-en.

e A primerek felhasznalasa PG sejttenyészet expresszios profiljanak vizsgalatara.
e A primerek felhaszndlasa kilenc napos embridk jobb ¢és bal oldali

ivarszervkezdeményeiben a markergének expresszidjanak vizsgalatara.



3  Irodalmi attekintés

3.1 Szarnyasok génmegorzésének lehetséges modjai

A hazityuk (Gallus gallus domesticus) hosszu torténelemmel biiszkélkedhet. Az emberek a
neolitikumban kezdték a tytk haziasitasat, azdta valogatjuk és tenyésztjiik a csirkéket szamtalan
fenotipikus tulajdonsaguk, példaul a tojas- és hustermeld-képességiik vagy éppen a tollasodasi
erélyiik miatt [1]. A népesség novekvo élelmiszerigényével egyiitt a baromfitartas is atalakult.
Elterjedtek a nagyiizemi tartasi rendszerek, el6térbe keriilt a nagy termelOképességli fajtak
tenyésztése. Egy tanulmdny szerint az ipari fajtak az Gsi fajtak ritka alléljainak csak koriilbeliil az
50%-aval rendelkeznek [6]. Az Elelmezésiigyi és Mez6gazdasagi Vilagszervezet (FAO) 2007-es
tanulmanya szerint a haszonallat fajtdk legnagyobb szazaléka Europaban és a Kaukazusban,
valamint Eszak-Amerikaban élvez veszélyeztetett statuszt. Pont azokban a régiokban, ahol a
legfejlettebb a haszonallat-ipar és ahol a termelést csak kis szdmu nemesitett fajta fedezi.

Eurdpaban a haziszarnyas fajtak 49%-a veszélyeztetett [7].

Ma gyakran hallunk a kornyezetszennyezés, az iparosodas és a klimavaltozas okozta
problémakrol. Ezek kapcsan az emberekben tudatosult a biodiverzitas megdérzésének fontossaga.
Habar a figyelem altaladban a vadvilagra €s természeti értékeinkre iranyul, dshonos héziallataink
genetikai variabilitasanak meg6rzése is fontos. Haziasitott allataink is Orzik genetikai
sokféleségiiket mely alkalmazkodoképességiik, betegségekkel szembeni ellenalld képességiik

alapja.

Magyarorszagon a védett ¢shonos allatfajtak korének megallapitasarol szolo rendelet szerint a
védett Oshonos mezdgazdasagi allatfajtak olyan allatfajtdk, amelyeket Magyarorszag
természetfoldrajzi kornyezetében, torténelmi multra visszatekintden tenyésztenek, és ezaltal a
nemzeti 6rokség, a mezdgazdasagi génbank, valamint a természet- és tdjvédelem részévé valtak.
Ilyen védett tyukfajtdink a sarga magyar tyak, kendermagos magyar tyuk, fehér magyar tyuk,
fogolyszinli magyar tyuk, fehér erdélyi kopasznyaku tyuk, fekete erdélyi kopasznyaku tyuk és a
kendermagos erdélyi kopasznyaku tyuk [8].



Altalanossagban lehetdség van a génallomany in situ (eredeti ¢l6helyen) vagy ex situ (eredeti
¢lohelyétdl tavol) megdrzésére. Az €16 populaciok tartasa azonban igen koltséges, és allando
rizikot jelentenek a lehetséges fert6zo betegségek is [5], [9]. Hiaba inditottak szamos programot a
vilagban ritka fajtdk in situ fenntartasara, ez nem hozott megoldast a madarak genetikai
variabilitasanak csokkenésére. Emellett elkeriilhetetlen az ex situ konzervacié alkalmazasa is

[10].

Az ex situ konzervacio egyik formaja valamely szaporitd anyag fagyasztasa. A szaporitd anyag
gazdajabol izolalhato, fagyaszthatd, majd egy recipiens gazdatestbe iiltetve twjra folytatja
¢letciklusat, igy alkalmas a genetikai készlet megOrzésére. A hatékony krioprezervacios
technikdk alkalmazésa sordn a szaporitd anyagot fagyasztva taroljak, majd regeneraljak
megorizve reproduktiv potencidljat, hogy az megfeleléen Iétre tudja hozni az eredeti

populacidban megfigyelhetd genetikai variaciot[5].

Konzervaciora alkalmas szaporito anyagok az ivarsejtek: a madarak himivarsejtjei
fagyaszthatoak, a petesejt és az embrio - a tojas szerkezete miatt - azonban nem. Ivarsejt kimérak
hozhatok 1étre embrionalis sejtek (blasztodermalis sejtek vagy primordialis csirasejtek)

segitségével és lehetdség van maguknak az ivarszerveknek a fagyasztva tarolésara is.

3.1.1 Sperma Krioprezervacio

A sperma fagyasztasa és taroldsa emldsok esetében gyakran alkalmazott mddszer, technikdja is
gyorsabban fejlodott, mint madarak esetében. Pedig az elsé sperma fagyasztasarol szolo leiras -
melyben glicerint hasznaltak krioprotektansként - épp a hazitykrol sziiletett [11]. A madar
spermium ¢és a megtermékenyitéshez sziikséges koriilmények is meglehetdsen kiilonbozdek az
emldsokeétdl. Az eljarasok tobbnyire lasst fagyasztast, krioprotektansként glicerint vagy DMSO-t
(dimetil-szulfoxidot) javasolnak, de van leiras gyors fagyasztasra és felolvasztasra is, melyek
soran dimetilacetamidot hasznalnak [5]. Ezeket a technikakat a hazitytkra fejlesztették ki, de az
elmult idében tobb madarfajra is optimalizaltadk. Ennek ellenére a mesterséges megtermékenyités
madarak esetében nem elterjedten alkalmazott, melynek lehetséges oka, hogy a fagyasztas
sikeressége rendkiviil kiilonb6z6 a fajok, de még adott vonalak kozott is. Hazityuk esetében a
fagyasztott sperma fertilitasat 10-90% kozé teszik, atlagosan 60% [12]. Néhany vonal fertilitasa

kiilonosen kicsi, mely akar lehetetlenné is teheti az ily moédon torténd konzervaciot.



A legfobb probléma azonban az, hogy a madaraknal a ndstény a heterogamétas nem, ok két
kiilonboz6 (W és Z) ivari kromoszdémaval rendelkeznek, a fenti modszerrel pedig csak a him
genom Orizheté meg, vagyis csak a Z ivari kromoszéma. Ennek eredményeként genotipustol
fliggden 1-6 generacidra van sziikség, hogy visszakeresztezéssel megkapjuk a kivant genotipust,

ami magaval vonja az ¢16 madarak tartasanak koltségeit [13], [5].

3.1.2 Gonadok fagyasztasa és regeneracidja

A tojokban a szik (tojassargdja) eldanyagai a majban szintetizalodnak majd folyamatosan
felhalmozoddnak az érd tiiszOkben. Ovulacidkor a petesejt a vizre nehezen atjarhatd és fajlagos
feliilete is igen kicsi. Az ovulacid utdn, mig a petesejt végighalad a petevezetdben folyamatosan
rakodik r4 az albumin és a meszes héj, melyek megakadalyozzdk a teljes petesejt
egylittesen tarolhatoak. A hereszovet szintén kriokonzervalhatd, de a spermium fagyasztisa

mellett nagy jelentdsége nincsen.

A fagyasztott ivarszervek felengedése utan sziikség van a csiravonal fejléddésének ujraindulasara.
Eml6sok esetében ez in vitro tiiszéérleléssel megoldhatd, azonban a madaraknal nem, igy naluk a
eltavolitjdk €s azonos korti donorok petefészek szovetét iiltetik a helyére. A szdvet kilokodeését

elkeriilend6 a befogad6 allatok immunrendszerét szupresszaljak[5].

A szoveti krioprezervacid egyik problémaja, hogy a lassi fagyasztd eljarasok kevéssé
alkalmazhatoak szovetek és szervek esetén, az dket felépitd kiilonbozo sejtek miatt. Mig az egyik
fajta sejtre alkalmazhat6 egy protokoll, addig ugyanaz az eljaras mas sejtek pusztulasat okozhatja
[5]. Erre megoldas a vitrifikacio lehet, egy ultra-gyors fagyasztasi eljaras, mely soran a sejtek
viztartalma amorf formaban szilardul meg és nem kristalyosodik ki [14]. Egy tanulmany japan
fiirj (Coturnix japonica) esetében a vitrifikaciot hatékonyabbnak talalta a lassi fagyasztasnal a
sejtek életképességének megldrzésében ¢és a petefészekszovet funkcidjanak visszanyerése

szempontjabol is [15].
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3.1.3 Embrionalis sejtek fagyasztasa és regeneracioja

Az elmult husz évben a kutatok nagyfoku érdeklodést mutattak korai embriok primordidlis
csirasejtjeinek felhasznalasa irant. A primordialis csirasejtek (PG sejtek) az ivarsejtek elédjei. A
madarak embrionalis fejlédése soran a PG sejtek az area pellucida k6zépso részén jelennek meg,
majd innen egy extraembriondlis régiod felé mozognak, melyet germinalis félholdnak neveziink.

Innen a PG sejtek a vérkeringést hasznaljak, hogy az ivarszervtelepek teriiletére vandoroljanak

[3].

Tobb technika is kidolgozasra kertilt, melyek révén ivarsejt kimérak hozhatoak 1étre [3]. Azonban
a legtobb kutatds célja a szarnyasok genetikai mddositdsa volt, nem pedig genetikai anyaguk
konzervalasa. Genetikailag modositani elegendd egyetlen egyedet, azonban egy populécio

regeneralasahoz a genetikai variabilitas megOrzése végett tobb tucat egyedre van sziikség [5].

Ivarsejt kimérak eldallithatoak blasztodermalis sejtekkel vagy primordialis csirasejtekkel, melyek
le is fagyaszthatdbak. PG sejtek a germinalis félholdbol, a vérkeringésb6l vagy az
ivarszervkezdeményekbdl izolalhatoak  [3]. Az embridk ivaranak meghatarozasaval

ellendrizhetd, hogy a donor és a recipiens embrid azonos nemii legyen [5].

A kiméra olyan egyed, mely genetikailag kiilonb6z6 sejtekbdl épiil fel. Embrionalis dssejteket
recipiens embriokba {iltetve azok képesek testi- és ivarsejtekké is differencidlodni. Ennek
megfelelden a sziiletendd egyed lehet szomatikus kiméra, melynek csak a testi sejtjei kozott
talalhatoak a donor genetikai allomédnyaval rendelkezd sejtek €s ivarsejt kiméra, mely a donor
genetikai alloményat tartalmazo ivarsejtekkel is rendelkezik, azaz képes a donor sejtek

genotipusat tovabborokiteni [16].
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3.1.3.1 Blasztodermadlis sejtek

A Dblasztodermalis sejtek pluripotens tulajdonsaguak, kozottiik mar megtalaljuk azokat a
prekurzorokat, amelyek késObb a primordialis csirasejteket kialakitjak [16]. Blasztodermalis
sejtek szubgerminalis liregbe torténd injektalasaval (fagyasztott és felolvasztott sejtekkel is)
sikeresen hoztak létre szomatikus és ivarsejt kimérakat is [17], [18]. A blasztodermalis sejtek
hasznalatanak elénye, hogy gytjtésiik és a recipiens embrioba torténd injektalasuk is egyszeriibb,
mint a PG sejteké. Azonban a blasztodermalis sejtekkel beinjektalt embridk tulélési ratdja igen
alacsony. Ezen tul az ivarsejt kimérdk ardnya nem josolhaté meg, igy nagy szdmu kimérat kell
létrehozni ahhoz, hogy a szomatikus kimérak mellett elegendé szdmu ivarsejt kiméra is

szilessen.

3.1.3.2 Germinadlis félholdbol szdrmazo sejtek

Eldszor 1969-ben probalkoztak pulyka embri6é germindlis félholdjabol szarmazé sejteket (melyek
kozott feltehetdleg PG sejtek is voltak) hézityik embridk véraramaba injektalva kimérakat
létrehozni. Habar a pulyka PG sejtek eljutottak a hazityak gonadokba, egyik recipiens embrid
sem kelt ki [19]. Germinalis félhold eredetii PG sejteket donor hazityuk vérébe juttatva é16 utdodot
1993-ban sikeriilt eldallitani [20]. Azonban az 1990-es évek oOta, ahogy kidolgoztak a PG sejtek
vérbol, illetve gonadbdl torténd izolalasanak technikait ez a fajta kiméra eldallitasi modszer

hattérbe szorult [3].

3.1.3.3  Vérkeringésbdl szarmazo primordidlis csirasejtek

A madarak primordidlis csirasejtjeir a vérkeringéssel vandorolnak a germinalis félholdbol a
fejl6do ivarszervek teriiletére. Ezalatt az embriobol torténd vérvétellel juthatunk hozza a cirkulélo
PG (cPG) sejtekhez [3]. Probaltak hazityGk donor embriobdl leszedett vért kozvetleniil a
recipiens embrid vérkeringésébe injektalni, de ezzel a modszerrel nem sziiletett donor eredetli
utéd [21]. Ivarsejt kimérak létrehozasahoz egy koncentraltabb PG sejt frakcioval kell a

recipienseket beinjektalni.

A cPG sejtek tisztitasara tobb modszert kidolgoztak, melyek segitségével sikeresen hoztak létre
ivarsejt kimérakat. Ilyen modszerek a PG sejtek stirtiséggradiens-centrifugalassal torténd
tisztitasa [22], immunokémiai reakcion alapuld valogatasuk [23], az eritrocitak lizalasa révén
torténd koncentralasuk [24], de lehetdség van a PG sejtek in vitro fenntartasara és a tenyésztett

sejtek recipiensbe valo visszainjektalasara is [25].
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3.1.3.4 Gondd eredetii primordidlis csirasejtek

Gonad eredetli PG (gPG) sejtekbdl is lehetséges ivarsejt kimérak eldallitasa. Eloszor 6t napos
(HH27) hazitytik embridokbol izolalt PG sejteket fluoreszcensen festve figyelték meg, hogy azok
harom napos (HH17) embriok véraramaba injektalva az ivarszervek teriiletére vandorolnak [26].
Azaz a gPG sejtek az embrionalis fejlédés migracios fazisan tul is képesek ujra vandorolni. llyen
modon 6t napos embriokbol szarmazo fagyasztott és felengedett gPG sejteket a recipiens embrid
véraramaba injektalva sikeresen hoztak 1étre ivarsejt kimérakat [27]. A gPG sejtek monoklonalis
ellenanyaggal vald jelolése és fluoreszcencia-aktivalt sejt szortirozas (FACS - Fluorescence-
activated cell sorting) révén tisztithatoak, ugyanigy, mint a vérarambdl izolalt csirasejtek [23].
FACS altal tisztitott gPG sejteket kozvetlen tojasrakas utani (X-es stadiuma) embrid
szubgerminalis iiregébe vagy harom napos (HH17) embrié véraramaba injektalva is sikeriilt

1étrehozni hazityuk ivarsejt kimérakat [28].

3.2 Hazityuk korai embrionalis fejlodése

Eyal-Giladi és Kochnav vizsgalta elséként, hogy milyen morfoldgiai valtozasok jatszodnak le
hazityik embridkban az els6 barazdalodastol a primitiv csik kialakulasaig. A fejlddési folyamatot

14 szakaszra osztottak, melyeket utanuk romai szamokkal jeloliink (I-t61 XIV-ig) [29].

Az ovulaci6 utdn a petesejt a petevezeton halad végig, aminek kezdeti szakaszaban
(infundibulum) zajlik a megtermékenyiilés [30]. A megtermékenyitett petesejt gyors osztodasba
kezd, mikozben végighalad a petevezetd szakaszain, ahol a megfelelé fehérje elemek és

héjrétegek szintézise torténik [31].

A madarak petéje sokszikll (telolecitalis), ez a szikalloméany biztositja az embrié szamdara a
tapanyagokat. A petesejt belsejében kis, fehér szik foglal helyet, mely az animalis polus felé egy
keskeny nyakban folytatodik. A petesejt membranja alatt ez a teriilet kiszélesedik (Pende-féle
mag), kozepén helyezkedik el a petesejt sejtmagja és kis mennyiségii citoplazmaja. Ez utobbiak
feliilnézetben korong alaku egyiittest alkotnak, melynek atmérdje 2-3 mm ¢és csirakorongnak

nevezik [31].
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Az elsé osztodasok kizardlag a csirakorong teriiletén torténnek, az osztodasok kovetkeztében a
csirakorong atmérdje egyre nagyobb lesz, az embrié a morula stadiumba jut. Ekkor a csirakorong
egy-két sejtrétegnyi vastagsag allomanyaban iireg nincsen, a sejtes lemez kozvetleniil a sziken
fekszik [31].

A tovabbi osztodasok soran az egyre nagyobb atmérdjii és tobb sejtrétegli csirapajzs alatt a
szikallomany megemésztodése és felszivodasa kovetkeztében fokozatosan egy keskeny rés alakul
ki, ez a szubgerminalis tireg. Ezt tehat alulrdl a szikallomany, feliilr6] pedig a csirakorong sejtjei

(melyeket ebben a stadiumban blasztodermanak neveziink) hataroljak [31].

A tyuk 20-23 o6raval a megtermékenyités utan rakja le a tojasait, ekkor az Un. X-es stadiumu

embrié mar 20000-50000 blasztodermalis sejtbol all [32].

Morfologiailag ez a X-es stadiumli embrio két részre oszthatd: a fehéres szinii area opaca-ra,
mely egy gylrl alakl z6na, amely mentén a blasztoderma letapad a szikhez, illetve az attetsz6

area pellucida-ra, mely a blasztoderma blasztocoel feletti kor alakt része [31], [32] .

A tovabbiakban az area pellucida néhany sejtje kivalik a blasztodermabol és a szubgerminalis
iregbe vandorolva kialakitja az elsédleges hipoblasztot. Az area pellucida tobbi sejtje a felszinen
maradva formalja majd az epiblasztot. Az area opaca poszterior marginalis z6najabol tovabbi
sejtek vandorolnak ki anterior iranyban (masodlagos hipoblaszt sejtek), melyek dsszekapcsolddva
az elsddleges hipoblaszt sejtekkel kialakitjdk az egységes hipoblaszt réteget. Tehat a
blasztoderma most mar kétrétegii, a hipoblaszt és az epiblaszt fogjak kozre a blasztocoelt. Maga
az embrio6 és néhany extraembrionalis szovet az epiblasztbdl fejlodik, mig a kiils6 membranok a

hipoblasztbol szarmaznak [32], [33].

A tovabbiakban a centralis epiblaszt sejtek blasztocoelbe torténd levandorlasa révén kialakul a
primitiv csik, az embrid jovendd hossztengelye [32]. A gasztrulacid (a csiralemezek kialakulasa)
lezajlasaval a primitiv csik visszahuzddik a poszterior vég felé és annak nyomaban megindul az

organogenezis [30].

A tojasrakas utani embrionalis fejlodést 46 szakaszra osztjuk, melyeket Hamburger ¢s Hamilton
nyoman arab szamokkal jelolink [34]. Dolgozatomban én is a Hamburger-Hamilton (HH)

szamokkal jelzem az embriok korat, az 1. abra szerint.
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1. abra Hamburger-Hamilton tablazat (Drew M. Noden munkaja,Cornell University)

3.3 Embrionalis dssejtek

Az Ossejtek differencidlatlan sejtek, melyek egyrészt onmegljitd képességgel rendelkeznek,
masrészt kiilonbozd sejttipusokka képesek differencidlodni. Az dssejtek osztddasakor keletkezd
két sejt koziil az egyik ugyanolyan Gssejt, mint az eredeti, a masik lednysejt azonban mar

differencialtabb allapotban van [35].

A legkorabbi, teljességgel differencidlatlan &ssejt totipotens, azaz embriondlis ¢és
extraembrionalis szovetek kialakitasara egyarant képes. Egy totipotens sejtbdl egy teljes egyed Ki
tud fejlédni. A totipotens sejtek leszarmazottjai pluripotens sejtek, melyek képesek barmilyen
testi sejt kialakitasara, azonban nem képesek az extraembrionalis szovetek 1étrehozasara. A korai
embrionalis Ossejtek pluripotensek, csak a megtermékenyitett petesejt, illetve a zigdta elsd

néhany osztddasakor 1étrejovo sejtek totipotensek [35].
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Az embrionalis Ossejteken kiviil Kifejlett egyedek szerveiben is talalhatoak éssejtek. Ezek az un.
szoveti Ossejtek multipotensek, azaz mar valamilyen mértékben elkdtelezddtek és csak bizonyos

sejttipusokat tudnak Iétrehozni [35].

Embrionalis Ossejteket (ES sejtek) elészor 1981-ben izolaltak egérbdl [36]. Azdta az egér
embrionalis 6ssejtek (MES sejtek) fenntartdsa mar rutin munka, a sejtvonalak jo modellként
szolgalnak differencialodasi folyamatok vizsgalatara [37]. Az 1990-es évek végén sikeriilt

f6eml6sokbol és emberekbdl szarmazo embrionalis dssejt vonalakat is alapitani [38], [39].

Az egér embriondlis Jssejtek mintaként szolgaltak, hogy altalinosan megfogalmazhassuk az
embrionalis dssejtek tulajdonsagait. Ezek a sejtek hossz idejii fenntartds utan is képesek:
végtelen ideig megtjitani magukat fenotipusuk vagy kariotipusuk megvaltoztatasa nélkiil; in vitro
differencidlodni barmilyen sejttipussa, melyek a hdrom csiralemezt alkotjak; recipiens embrioba
visszainjektalva annak minden sejtjét, igy az ivarsejteket is kialakitani és felndtt recipiens

¢l6lénybe injektalva tumort képezni [32].

Az els6 mES sejtvonal mellett, mely blasztociszta allapoti egér embridcsomojabol (ICM)
szarmazott tovabbi pluripotens sejtvonalakat is alapitottak. Ilyenek példaul az embrionalis
csirasejtek (EG), az egér epiblasztbol nyert epiblaszt 6ssejtek (EpiSC), illetve ismeretesek
extraembriondlis dssejtvonalak, mint a trofektoderma eredetii trofektodermalis dssejtek (TS) és az
extraembriondlis endoderma eredetli Ossejtek (XEN) is. Szomatikus sejtek meghatarozott
transzkripcids faktorokkal torténd genetikai modositasa révén pedig létrehoztdk az indukalt

pluripotens 6ssejteket (iPSC) [32].

Az egér embrionalis fejlddésének kezdeti 1épéseként a megtermékenyitett petesejt osztodni kezd,
kialakulnak a blasztomerek, a szedercsira majd a hdlyagcsira (més néven blasztociszta). A
holyagcsira kiilsé sejtjei alkotjak a trofoblaszt réteget, melybdl az extraembrionalis szovetek (a
méhlepény és a kiilsé magzatburok) képzddnek. A holyagcsira maésik része az embridcsomonak
nevezett belsé sejttomeg, mely a késébbiekben két részre tagolodik. Az epiblasztbol alakul ki
maga az embrid, mig a primitiv endodermabol (hipoblaszt) extraembrionalis szovetek képzddnek

[40], [32].

Nem emlds Ossejtvonalakat még csak néhany fajbol, koztiik a hazitytkbol alapitottak [37]. A
hazityak Ossejtekkel kapcsolatos kutatasok 1961-re nyualnak vissza, amikor egy csirke
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blasztodermat négy részre osztottak ¢és ezek mindegyike képes volt 1étrehozni egy teljes embridt
[41]. Ezek utan viszont csak 1990-ben érték el jelentds eredményt, mikor Pettite és tarsai X-es
stddiumu hazitydk embriobdl nyert blasztodermalis sejteket injektaltak recipiens embriok
szubgerminalis lregébe. A kisérlet soran képesek voltak szomatikus kimérak és egy ivarsejt
kiméra létrehozésara is, ezzel bizonyitva, hogy a X-es stadiumt embrid blasztodermalis sejtjei

pluripotensek [17].

Az els6 csirke embrionalis dssejt (CESC) vonalat X-es stadiuma embrid blasztodermalis sejtjeibdl
alapitottak (2. abra) [42]. Tovabbi hazityuk pluripotens sejtvonalak a gonad eredetli embrionalis
csirasejtek (EG) és a primordialis csirasejtek (PGC). Mas, egér esetében ismert dssejtvonalak
hazitytk megfeleldinek alapitdsa még nem tortént meg, ahogy hézitylk indukalt pluripotens

Ossejteket sem hoztak még 1étre [32].
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3.4 Primordialis csirasejtek

Az ivarsejtek a szervezet azon sejtjei, melyek képesek genetikai informaciot atadni a generaciok
kozott. Az ivarsejtek elddjei a primordidlis csirasejtek. A legtobb gerinces allatban a csiravonal
fejlédése hasonld: az embriondlis fejlodés elején megjelennek a PG sejtek, az eljovendd
ivarszervek teriiletére vandorolnak (migracio) ¢és azt kolonizaljak, a nemi differencialédas soran
kialakulnak a petefészkek, valamint a herék, végiil a PG sejtek az elébbiekben petesejtekké, az

utobbiakban himivarsejtekké fejlddnek (gametogenezis) [16].

3.4.1 Primordialis csirasejtek identifikalasa

A primordialis csirasejtek jellegzetesen nagy alakjuk, nagy kor alaka sejtmagjuk és refraktiv
lipideket tartalmazé citoplazméjuk miatt mikroszkopban is felismerhetdek, tovabba hisztokémiai

¢s immunohisztokémiai modszerekkel jellhetéek [3].

3.4.1.1 PAS festés

A PG sejtek nagy glikogéntartalmuk révén klasszikus hisztokémiai moddszerekkel
megkiilonboztethetéek a kornyezé szomatikus sejtektdl [23]. A glikogén festésére alkalmazott
eljards a perjodsavval és Schiff-reagenssel torténé tn. PAS (periodic-acid Schiff) festés. A
perjodsav a glikogént aldehiddé oxidalja, aminek Schiff-reagenssel (pararozanilin és natrium-
metabiszulfit keveréke) vald reakcidja lilas szint eredményez [43]. Habar a PAS festés nem
specifikus a PG sejtekre, azok morfologiai megfigyelésével egyiitt sokaig alkalmazott modszer

volt a primordialis csirasejtek identifikalasaban [16].

3412 EMA-1
Az EMA-1 elnevezéslti monoklonalis antitestet egér embriondlis karcinoma sejtek jelolésére
fejlesztették ki. Az EMA-1 sejtfelszini fukozilalt polilaktozamin szénhidrat lancokkal reagal és

kidertilt, hogy festi az egér PG sejteket és emellett a hazityuk PG sejteket is [16].

3.4.1.3 Anti-SSEA-1

Az SSEA-1 (stage specific embrionic antigen-1) egy egér és madar PG sejteken is megtalalhato
antigén. Az anti-SSEA-1 az antigén egy szénhidrat epitopjara specifikus. Differencidlatlan
multipotens egér sejtek, egér embriondlis Ossejtek és hazityuk embriondlis Ossejtek mind

hordozzak az SSEA-1 epitopot. Ezek a sejtek differencidlodas utdn mar SSEA-1 negativak.
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Hézityuk esetében az SSEA-1 HH10-es staddiumtdl kezdve hasznalhato a PG sejtek jelolésére
[23].

Az EMA-1 és az anti-SSEA-1 a PG sejtek germinalis félholdban valé megjelenésétdl a gonad
kolonizacigjaig hasznélatosak azok jelolésére, azonban naluk specifikusabb markerek is

ismeretesek [23], [3].

3414 CVH

A VASA gén egy ATP-fiiggd RNS helikaz aktivitdisi DEAD box RNS-kotd fehérjét kodol és
eredetileg Drosophila-ban fedezték fel [44], de VASA-val homoldg géneket azdta tobb fajban
azonositottak, tobbek kozott egérben, zebrahalban és emberben [3]. Izolaltdk a VASA gén
hazityak homolégjat (chicken vasa homologue, CVH) is és megmutattak csiravonal-specifikus
jelenlétét az egész fejlodés soran [45]. Hazitytkban a CVH egyike a kevés csiravonal specifikus
markereknek. Him egerekben a VASA esszencialis a PG sejtek fennmaradasédhoz, azonban a
nbstény génkilitott allatok fertilisek [46]. Hazityuk embrionalis &ssejtekben a CVH

crer

vezet és ezek a sejtek képesek recipiens embridba injektalva a gonadokba vandorolni [44].

34.15 DAZL

Egy masik csiravonal specifikus marker a DAZL (deleted in azoospermia like). A DAZ (Deleted
in azoospermia) géncsalad harom tagbdl all, ezek a DAZ, a DAZL és a BOULE [47]. A DAZL
egy RNS-koté fehérjét kodol, expresszidja a csirasejtekre korlatozodik. Homologjait szdmos
fajban azonositottak, koztiik a karmosbékaban, zebrahalban és emldsdkben, valamint hazitytkban
differencialodasahoz, valamint az ivarsejtek éréséhez és tiléléséhez [47]. Hazityukban a DAZL
gént vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a PG sejtekben erdsen expresszalodik 4,5 és 6,5 napos
korban, azonban az expresszio jelentdsen csokkent himekben 14,5 nap utan, tojokban 8,5 nap

utan. Ez a valtozas a PG sejtek csirasejtekké torténd atalakulasaval magyarazhato [47].
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3.4.2 Primordialis csirasejtek migracioja

Madarakban a primordialis csirasejtek epiblaszt eredetiick, az area pellucida kozépso részérdl

szarmaznak ¢s a fejlédés soran innen vandorolnak tovabb [16].

X-es kort embridoban megkozelitéleg 30-130 PGC sejt talalhato az area pellucida k6zépso
részén, kozvetleniil a primitiv csik kialakulasa elétt [45], [48]. A primitiv csik formalddasa
kozben a PG sejtek passziv mozgéssal anterior iranyba haladnak az extraembrionalis régi6 felé

egy félhold formaju teriiletre, amit emiatt germinalis félholdnak neveziink (3. abra) [48].

Germinalis
félhold

3. abra Germinalis félhold HH4-es koru hazityik embriéban ([33])

HH10-11 stddiumban a PG sejtek a germinalis félhold teriiletén formalodo vérerekbe 1épnek ki
[48]. A vérben keringd PG sejtek aranya kiilonbozé irodalmi forrasok szerint HH13-16-0s
stadiumban a legnagyobb, az eltéré adatok oka a tojok kozotti individualis kiilonbségek lehetnek
[49]. A PG sejtek a késébbiekben elhagyjak a vérereket és Osszegylilnek a formalodo ivarszervek
teriiletén (4. abra) [48].

20



véredény

vérsejtek
primordialis
csirasejtek

4. abra Keresztmetszeti abra a hazityuk embri6 ivarszervkezdeményérol, a primordialis csirasejtek elhagyjak a vérereket

(33D

3.4.3 Csirasejt differencialodas

A genetikailag him PG sejtek HH39-es kortdl (13 nap) differencidlédnak spermatogoniumma a
herékben, majd nyugalmi allapotba keriilnek [50]. 10 héttel a kikelés utan a spermatogonium

ujrakezdi az osztodast és elkezd differencialodni [3].

A genetikailag néivaru PG sejtek HH34-es kortol (8 nap) kezdenek el elsddleges oocytakka
differencialodni a bal oldali petefészekben [51]. A tojok csak a bal oldalon névesztenek miik6do
petefészket, a jobb oldali ivarszervkezdemény visszafejlodése a hetedik embriondlis nap
(koriilbeliil HH31) tajan indul meg és a kikelés koriili idészakban fejezédik be [30]. Az els6
mei6zis HH39-es korban kezdddik €s a meidzis profazisanak diplotén fazisanal all le kozvetleniil
a kikelés utan [3]. A csirasejtek szama HH43-as korban a legnagyobb, azonban ennek mintegy
kétharmadara csokken a kikelés utdn egy nappal. A sejtszam csokkenését apoptozis okozza,
ahogy a jobb petefészekben talalhatd csirasejtek is apoptozis altal halnak el [3]. Az elsddleges
oocytak majd csak az ovulacid eldtti par ordban folytatjdk elsd meotikus osztodasukat, majd
utana rogton elkezdik a masodikat, de annak metafazisdban ledllnak az ovulacidig. Ovulaci6 utan

a petesejt a petevezetObe keriil, ahol megtermékenyiil [52].
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3.5 Pluripotens ES sejtek molekularis mintizata

Az embriondlis Ossejtek pluripotens sejtek, melyek differencialatlan allapotban végtelen ideig
fenntarthatoak. Emlés ES sejteken végzett kutatdsok sordn a pluripotencia fenntartasaban
résztvevd gének komplex regulaciés haldzatat sikeriilt feltérképezni. Ebben a halozatban
kulcsfontossagu transzkripcios faktoroknak az OCT4, SOX2 és NANOG tekinthetéek. Ezek a
gének a kozottiik 1étrejovo pozitiv feedback kapcsolatok révén kolcsonosen eldsegitik egymas
transzkripcidjat, ily modon stabilan fenntartva a pluripotencia allapotat [37]. Ezek a gének
szerepelnek azon négy gén kozott (OCT4, SOX2, C-MYC, KLF4 valamint OCT4, SOX2,
NANOG, LIN28) melyekkel egér és human eredetii szomatikus sejteket transzformalva
pluripotens sejteket hoztak létre [53]. Az ilyen atprogramozassal létrehozott sejteket indukalt
pluripotens sejteknek (iPSC) nevezziik.

Hazitylak és mas madarfajok esetében a pluripotencia halozat leirasa még nem teljes, de az emlds
ES sejtekben jellemzden kifejez6dé gén homoldgjai megtalalhatoak a madar genomban is. Ezen
tulmenden az iPS sejtek 1étrehozasahoz alkalmazott négy emlds gén (OCT4, SOX2, C-MYC,
KLF4) segitségével részben atprogramozott (iPS sejtekre emlékeztet) pluripotens sejtek
(partially reprogrammed pluripotent stem cells - PRPSCs) nyerhetéek gerinces és gerinctelen
modellallatokban (madarakban, zebrahalban, ecetmuslicaban), pedig ezek a fajok 550 millio
évnyi evolucids tavolsagra vannak kozos Osiiktdl. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az dssejt
allapot nagy filogenetikai tavolsagokban erdsen konzervalt [54]. Tovabb erdsitheti a feltételezést,
hogy az Gssejtek tavoli rokon fajokban jobban hasonlitanak egymaésra, mint sajat differencialt
sejtjeikre és érdemes megemliteni, hogy az OCT4 ugyanazon gének expressziojat szabalyozza

(pl. a SOX2-jét) emldsokben, madarakban és halakban is [55], [54].

Feltételezhetjiik, hogy az egérben leirt pluripotencia markerek hazityk homologjai a cES

sejtekben is jelentéséggel birnak. A kdvetkezékben néhany ilyen markergén leirasa kovetkezik.
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351 OCT4

Az OCT4 gén az 5-6s POU domén osztaly csaladjahoz tartozo transzkripcids faktor, melynek
tovabbi tagjai a Pit, Oct és Unc fehérjék. Ezen fehérjék mindegyike egy 8 nukleotid hosszi DNS
szekvenciat ismer fel, innen ered az Oct fehérjék neve is. Egérben a POU domén az ATGCAAAT
konszenzus szekvenciat ismeri fel, ami tobb gén, tobbek kozott a NANOG, SOX2 és maganak az
késObbiekben csak az epiblaszt sejtekben fejezddik ki. Végiil expresszidja a csiravonalra

korlatozodik, ahol sziikséges a csiravonal teljes differencialodasahoz [37].

Az OCT4 homologjat sikeriilt a hazityikban is azonositani. A csirke OCT4 (mas néven cPOUV)
képes egér ES sejtekben az inaktivalt OCT4 gént komplementalni. A cPOUV expresszidja csak a

gasztrulacio el6tti szovetekben és az sivarsejtekben figyelheté meg [56].

3.5.2 SOX2

A SOX2 gén egy transzkripcids faktor szupercsalad tagja, melynek nagy szerepet tulajdonitanak
a differencialodas szabalyozasaban. A csalad kozos jellemzdje egy homolog szekvencia, a HMG-
box (high mobility group), mely egy erésen konzervalt DNS-k6té domén. Koriilbeliil 20 SOX
gén talalhaté minden gerinces fajban [57]. Egér embrioban a SOX2 altal kodolt 319 aminosav
hosszu fehérje a morulaban és az ICM sejtekben jelenik meg, mieldtt expresszidja az epiblasztra
korlatozodna [37]. A SOX2 kiilondsen fontos az embrionalis fejlddéshez, a neuroektoderma
sejtek differencidlodasahoz ¢€s az OCT4 atirodasat is szabalyozza. Expresszidja elengedhetetlen a

pluripotencia fenntartasahoz [58].

A hazitytk genomjidban is megtaldlhatd tobbféle SOX gén, ezek az egész fejlodés alatt
expresszalodnak kiilonboz6 szovetekben, a SOX2 terméke megjelenik az Gsivarsejtekben is [37].
A SOX2 erételjesen expresszalddik a proliferald cES sejtekben; ha differencidlodasra késztetjiik
expresszidja késébb Ujraindul a neuroectoderma differencialodasa alatt [56]. Osszességében azt
mondhatjuk, hogy a SOX2 gén a hazityuk esetében is fontos szerepet jatszik a pluripotencia
fenntartasaban [37].
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3.5.3 NANOG

A NANOG gént el6szor egér ES sejtekben azonositottak, és hamarosan rajottek, hogy kozponti
szerepet jatszik a pluripotencia fenntartasaban gerincesekben. Expresszidja human és egér ES
sejtekben szorosan szabalyozott az OCT4 és SOX2 gének altal, megfeleld szintje befolyasolja az

embridcsomot felépitd sejtek szamat [37].

Madarakban a NANOG expresszalodik a korai embridban, az osztodd CES sejtekben, valamint az
6sivarsejtekben is. Him &sivarsejtekben a NANOG downregulacioja figyelhetd meg, mig
genetikailag néivara ésivarsejtekben a meiozis kezdetéig expresszalodik. A NANOG csiravonal
specifikus expresszidja feltehetdleg fontos szerepet jatszik az ivarsejt irdnyba torténd

elkotelezddésben [37].

3.54 KLF4

A KLF (Kriippel-like factor) gének a cink-ujj tipusu transzkripcios faktorok csaladjaba tartoznak
[37]. A KLF4 tagja volt annak a 4 génbdl allo6 koktélnak amivel Takahashi és Yamanaka
sikeresen allitott el6 iPS sejteket fibroblaszt sejtekbél [59]. A KLF gének az
OCT4/SOX2/NANOG szabalyozasi halozathoz szorosan kapcsolédva vesznek részt a

pluripotencia fenntartasaban.

Hézityukban még viszonylag kevés ismeretiink van a KLF génekrdl. A KLF4 és a KLF5 gének
tinnek a cES sejtekre legspecifikusabbnak (csirke embriondlis fibroblasztokhoz, retinsavval
kezelt cES sejtekhez és embridcsomokhoz képest). Feltételezhetd, hogy mindkét gén aktiv
szerepet jatszik csirke embriondlis sejtekben is a pluripotencia szabalyozasaban. X-Xll-es kort

hazityuk blasztodermalis sejtekben a KLF gének legtobbje expresszalodik [37].

3.55 GATA4

A GATA fehérjék a GATA-kot6 transzkripcios faktor csalad tagjai, melyek egy vagy két erdsen
konzervalt cink-ujj DNS-ko6t6 doménnel rendelkeznek. Neviik onnan ered, hogy mindannyian a
WGATAR (W = A vagy T és R = A vagy G) konszenzus szekvenciat ismerik fel . Gerincesekben
hat GATA faktort azonositottak, koziiliik a GATAI, -2, -3 faktorok az erythroid vonal sejtjeiben
expresszalodnak, mig a GATAA4, -5, -6 endodermalis eredetii sejtekben fejezodnek ki [60]. Egér
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Gssejtek esetében a GATA4 és GATAG a primitiv endoderma (hipoblaszt) markereként ismeretes
[61]. A GATAG6 és GATA4 gének szoros kapcsolatban vannak a pluripotencia halézattal: mES
sejtekben az OCT4 overexpresszaltatasa illetve tal alacsony szintje IS a pluripotencia
clvesztésével jar, a sejtek elkezdenek differencialodni primitiv endodermava, melyet magas
GATAG6 expresszio jelez [61], illetve trofektoderma sejtekké, melyet CDX2 expresszid jellemez
[62].

Hazitytik embriondlis sejtek esetén az mES sejtekhez hasonldéan a cPOUV tulexpresszaltatasa

indukalja a GATA4, GATAG6 és CDX2 gének kifejezodését [56].

3.5.6 CDX2

A CDX2 (caudal type homeobox) a CDX transzkripcios faktorok kozé tartozik, melyek az
anterior- poszterior elrendez6dést szabalyozzak embrionalis korban [63]. A CDX2 expresszidja
egerekben a trofoblaszt sejtekre korlatozodik [64]. CDX2 hianyos mutans embriok még eljutnak
egy blasztociszta-szer(i allapotba és vannak trofoblaszt-szerii sejtjeik, azonban beagyazddni nem
tudnak. Holyagcsira allapotban kétféle sejttipus figyelhetdé meg, a trofoblaszt sejtek és az
embriocsomoét alkotd sejtek. E két vonal szegregalodasdban a CDX2 és az OCT4 kozponti
szerepet jatszik, elobbi a trofoblaszt sejtekben, utobbi az ICM sejtjeiben expresszalodva [65].
Hazitytk embriokban a CDX2 HH2-es kortol kezdve expresszalodik [66].

3.5.7 STRAS8

A STRAS (stimulated by retionic acid 8) gén retinsav hatasara expresszalodik a csirasejtekben és
a meiozis elinditdsdhoz sziikséges. Gerincesek esetében a meidzis kiilonbozd idépontokban
kezddédik a ndstény €s a him allatokban. Nostényekben a csirasejtek embrionalis korban elkezdik
a meiotikus osztodast, mig himekben a meiozis csak a sziiletés (kikelés) utan kezd6dik. Nostény
egerekben ennek megfeleléen a STRAS mar az embrionalis petefészkekben expresszalodik, mig
a herékben csak a sziiletés utan fejezddik ki. A retinsav az A-vitaminbdl keletkezik oxidativ
reakcidk sordn. A retinsav a retinsav sejtmagreceptorok (RAR-ok) ligandja, melyek a célgének
element) kotnek. A STRA8 promoterében két ilyen RARE talalhatd, a retinsav receptorok
ezekhez kotve szabalyozzak a STRAS expressziot [67].
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Mintavétel tojasbol

A kisérletekhez SPF (Specified Pathogen Free, az allatfaj szempontjabol meghatarozo
korokozoktol mentes) hazityak (Gallus gallus domesticus) tojasokat hasznaltunk, melyek a Biovo
Kft-t6l szarmaztak. A tojasokat 38°C-on, 55-65% relativ paratartalom mellett inkubaltuk. A
tojasokbol torténd vérvételt, a sejtek fenntartdsat és fagyasztasat, az embriok és a gonadok

kimetszését konzulensem, Lazar Bence végezte.

A mintavételekhez a tojasokat csipesszel felnyitjuk, a nyitas helyét eltte 70%-0s etilalkohollal
fertotlenitjiik. A héj alatt talalhato membran atszakitasa utan a tojasba steril PBS-t (phosphate

buffered saline, foszfat puffer) csepegtetiink.
Az embrid korat meghataroztuk, majd kiilonb6z6 céllal mintat gy(ijtottiink:
o PG sejtek tenyésztéshez HH16-0s korti embriobol vért vettiink
e harom csébe gylijtottiink tenyésztett primordialis csirasejteket
e DNS izolalas céljabol az embriokbol csipesszel eltavolitottunk egy szovetdarabot
e RNS izolalas céljabol két HH16-o0s koru teljes embridt vagtunk ki a tojasbol

e 6t HH35-6s koru embrié bal és jobb oldali gonadjat boncoltuk ki, az embriokat steril

petricsészébe mikroszkdp ald helyezve

A teljes embriokat és a gonadokat 500ul RNAlater® (Life Technologies) oldatban, a sejteket
500ul TRIzol® (Life Technologies) oldatban -20°C-on, eppendorf csében taroltuk.
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4.2 Primordialis csirasejttenyészet in vitro fenntartasa

HH16-o0s kort embriok dorzalis aortajat mikroszkop alatt huzott tivegkapillarissal megszuarjuk, a
kapillarison keresztiil szajpipettaval 2-3 ul vért vesziink. A vért elére el6készitett 48-lyuku (well)
plate-re, 300 pl médiumba tessziik, vigyazva, hogy a miivelet kozben a kapillaris végét ne torjiik
le. A plate szélein 1év6 lyukakba penicillint és sztreptomicint tartalmazé PBS-t toltiink, hogy
megakadalyozzuk a médium parolgasat. A sejteket 5% CO, szint mellett 38°C-on tenyésztjiik. A
sejteken két naponta médiumot cseréliink, ekkor 90 pl médiumot leszivunk és helyette 100 pl
friss médiumot pipettazunk egy-egy lyukba. A tenyésztés soran a vérsejtek elhalnak, a

médiumcserékkel tisztulnak a tenyészetek.

A felhasznalt médium elkészitésének leirasa a skociai Roslin Intézett6l szarmazik, Gsszetételét

kérésiikre nem all médomban kozolni.

4.3 Primordialis csirasejtek fagyasztasa

Felhasznalt anyagok:

KO-DMEM oldat: 2 Ko-DMEM (life technologies): 1 H.O (Sigma Embryo Transfer) +
10% chicken serum (Biosera) és 0,0075% 20mM CaCl>
Fagyasztdo médium: az elébbi KO-DMEM oldat kiegészitve 8% DMSO-val

A sejteket a tenyészté edény aljardl ovatosan felszuszpendaljuk, majd egy centrifugacsébe
pipettdzzuk at Oket. A mintat 1000 rpm fordulatszdmon 3 percig centrifugaljuk. A feliiliszot
leszivjuk, helyére friss DMSO mentes médiumot pipettazunk, a sejteket felszuszpendaljuk. A
felszuszpendalt sejteket fagyasztocsovekbe rakjuk at. A fagyasztocsovekbe a DMSO mentes
médiummal megegyezé mennyiségii 8% DMSO-t tartalmazé médiumot adagolunk lassan. A

miivelet utan a fagyasztocsoveket -80°C-on taroljuk.

A sejteket felolvasztas utan Gjra centrifugaljuk, a DMSO-t tartalmazé médiumot ekkor leszivjuk
¢s a sejteket helyette tenyésztdé médiumban osztjuk ki a plate-re. Innentdl kezdve a

médiumcseréket ugyanugy folytatjuk, mint a fagyasztas elott.
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4.4 DNS izolalas

A DNS izolalasra félretett szovetdarabokat -20°C-on taroltuk. Egy mintara 100 pl lizis puffer és

1ul 10 mg/ml-es proteinaz K oldatot pipettaztam. 50 ml lizis puffer 6sszetételét az 1. tablazatban

adtam meg.
Osszetevék Mennyiség (torzsoldat)
0,1 M Tris (pH=8,5) 5ml (1 M Tris)
5mM EDTA 0,5ml (0,5 M EDTA)
0,2 M NaCl 2 ml (5 M NaCl)
0,2% SDS 0,5 ml (20%SDS)
H>0 (Milli-Q) 42 mi

1. tablazat DNS izolaldshoz hasznalt lizis puffer osszetétele (50 ml)
A mintakat a lizis puffer és a proteindz K oldat hozzdadé4sa utdn vortexeltem, majd 3 oran
keresztiil inkubaltam 6ket 55 °C-on. A harom o6ra leteltével Gjabb vortexelés és centrifugalas
kovetkezett (13000 rpm, 1 perc). Majd 10 perc 100°C-os inkubacio utan jra centrifugaltam
(13000 rpm, 5 perc) Oket.

Az igy kapott DNS oldatok koncentracidjat NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) UV-Vis

spektrofotométerrel mértem.

4.5 Ivar meghatarozasa embrionalis szovetb6l: PCR és agaroz gélelektroforézis

Kétféle modszerrel hatdroztam meg az embriok ivarat. Mindkét modszer esetén a

crer

ng/ul-re higitottam. Pozitiv kontrollnak a Haszonallat-génmegorzési Kozpontbol kapott kakas és
tyak szOvetbdl szarmazé DNS mintat hasznaltam. Mindkét modszer esetén a PCR-hez az

Osszetétel reakcidecsdvenként (2. tdblazat).
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PCR mix Mennyiség
ReadyMix RedTaq (Sigma) | 5 ul
foward primer 0,5 ul
reverse primer 0,5 pl
minta (20 ng/ pl) 1 ul
nukle4dz mentes viz 3ul
Osszesen 10 ul

2. tablazat Az ivar meghatarozasara hasznalt PCR mix osszetétele (egy mintara)

Ivar meghatarozasa Griffiths modszerével [68]:

Felhasznalt primerek:

P2: TCT GCATCG CTAAATCCTTT
P8: CTC CCA AGG ATG AGR AAY TG

Ahol R=A/G ¢és Y=T/C

A primerekb6l RT-PCR Grade Water (Ambion) vizzel el6észér 100 uM-os térzsoldatokat, majd

Otszoros higitassal 20 uM-os oldatokat készitettem.

A reakcio ProFlex PCR System (Life Technologies) késziilékben zajlott. A program hémérsékleti
profilja:

94°C
94°C
48°C
72°C
72°C
4°C

90s
45s
455
30s
5 perc

30x

A N

Vart PCR termékek (3. tdblazat):

Gén kodja az NCBI Gén elhelyezkedése Termék hossza (nukleotid)
adatbazisaban
NC_006127.3 Z kromoszdéma 345
NW_003766117.1 W kromoszoma 362

3. tablazat P2/P8 primerek felhasznalasaval amplifikalt gének, és az amplifikalt szakasz hossza
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Agar6z gélelektroforézis:

A reakci6 utan 3%-os agardz gélen (3 g agar6z/100 ml TAE (Tris-acetate-EDTA, Tris-acetat-
EDTA) puffer, 1 ul etidium-bromid oldat (10mg/ml)) zsebenként 5 pl mintat futtattam 2 6ran
keresztiil, az els¢ oraban 90 V, késdbb 150 V fesziiltséggel. DNS molekulatomeg markerként
Gene Ruler 1 kb plus ladder mixet (Thermo Scientific) hasznaltam. A futas utan a gélr6l UV fény

alatt digitalis fényképet készitettem.

Ivar meghatarozasa Clinton et.al. modszerével [69]:

Ennél a modszernél parhuzamos mintakkal két kiilonb6z6 primer parral végeztem a reakciot. Az
egyiket az ivar meghatarozasanak céljabol (W3-W5), a masikat (GAPDH3-GAPDHDb)

kontrollként hasznaltam.
Felhasznalt primerek:

W3: GAAATG AATTATTTT CTG GCG AC
W5: CCC A AATAT AACACGCTTCACT

GAPDH 5: CAG ATC AGT TTC TAT CAGC
GAPDH 3: TGT GAC TTC AAT GGT GAC A

A primerekbdl RT-PCR Grade Water (Ambion) vizzel (20°C-on) eldszor 100 pM-0s

torzsoldatokat, majd kétszeres higitassal 50 uM-os oldatokat készitettem.

A reakci6 ProFlex PCR System (Life Technologies) késziilékben zajlott. A program hémérsékleti
profilja:

94°C 4 perc
94°C 30s

60°C 30s L 35x
72°C 30s

72°C 2,5 perc
4°C

o M w0 N PO
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Viért PCR termékek (4. tablazat):

Primer par Gén kddja az NCBI . . Termék hossza
adatbazisdban Gén elhelyezkedése (nukleotid)
W3/W5 NW_003770322.1 W kromoszoma 417
GAPDH3/GAPDH5 NC _006088.3 1-es kromoszdéma 700

4. tablazat W3/W5 és GAPDH3/GAPDHS primerek felhasznalasaval amplifikalt gének, és az amplifikalt szakasz hossza

Agar6z gélelektroforézis

A reakci6 utan 1%-os agardz gélen (1 g agar6z/100 ml TAE (Tris-acetate-EDTA, Tris-acetat-
EDTA) puffer, 1 pl etidium-bromid oldat (10mg/ml)) zsebenként 5 pl mintat futtattam fél 6ran
keresztiil 90 V fesziiltséggel. DNS molekulatomeg markerként Gene Ruler 1 kb plus ladder mixet
(Thermo Scientific) hasznaltam. A futds utan a gélr6l UV fény alatt digitalis fényképet

készitettem.

4.6 RNS izolalas

Felhasznalt anyagok:

TRIzol® reagens (life technologies)
Kloroform: analitikai tisztasagu
[zopropanol: analitikai tisztasag
75%-o0s etanol: analitikai tisztasagt

Nukleaz mentes viz

Az embriot, illetve a gonddokat steril csipesszel az RNAlater oldatbol egy 0 eppendorf csdbe,

TRIzol® oldatba helyeztem at. A sejttenyészeteket mar TRIzol® oldatban eltéve taroltuk.

500 pl TRIzol® oldatban felszuszpendalt mintdhoz 100 pl kloroformot adtam, majd 3 percig
szobahdmérsékleten allni hagytam. Kovetkezd 1épésként centrifugaltam (15 perc, 12000 rpm,
4°C), melynek hatasara az RNS az atlatszo fels6 fazisba jut. Ezért a felsé fazist 0j eppendorf

cs6be pipettaztam at, majd az atpipettdzott mennyiséggel megegyezé mennyiségii izopropanolt
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adtam hozza. 10 percet szobahdmérsékleten allni hagytam az elegyet, majd jbol centrifugaltam
(15 perc, 12000 rpm, 4°C). Ez utan a pelletben taldlhat6 az RNS. A feliiluszot leszivtam és 1 ml
75% etanolt adtam a mintahoz, majd vortexeltem, hogy a pellet usszon a folyadékban. Ujabb
centrifugalas utan (5 perc, 7600 rpm, 4°C) leszivtam a feliiliszot. A pelletet steril fiilke
levegdjénél szaritottam, majd mennyiségtdl fiiggden 10 pl (a gonadok €s a sejttenyészet esetén),

illetve 20 pl (a teljes embriok esetén) nukledz mentes vizben oldottam fel.

Az igy kapott RNS oldat koncentraciojat NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) UV-Vis

spektrofotométerrel mértem.

4.7 Reverz transzKkripcio

Felhasznalt anyagok:

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies)

Nukleaz mentes viz

A gPCR-hez sziikséges az izolalt RNS-bdl reverz transzkripcié révén cDNS-t irni. A reakcidhoz
az RNS mennyiségét a spektrofotométerrel mért értékek szerint higitottam, a teljes embriokbol
nyert RNS esetén 50 ng/ul, a gonddokbodl és a sejttenyészetbdl nyert RNS esetén 25 ng/ul

koncentraciora.

A cDNS irashoz High Capacity cDNA Reverse Transcription Kitet (Life Technologies)
hasznaltam. A kit leirasa szerint 10 ul RNS oldathoz 10 ul RT-master mixet adtam (mindegyik

esetben). Az RT-master mix Osszetétele mintanként (5. tablazat):

RT mix Mennyiség
nukledz mentes viz 3,2 ul

10x dNTP 0,8 ul

10x RT puffer 2 ul

10x RT random primer 2 ul

RNaz inhibitor (20u/ul) 1 ul
Reverz transzkriptaz (50u/ pl) 1 pl
Osszesen 10 ul

5. tablazat A cDNS irashoz hasznalt PCR mix osszetétele (1 mintara)

32



A reagensekbdl a mintaszamhoz képest eggyel tobb reakcidhoz elegendé mennyiségii RT mixet
mértem 0ssze, hogy biztosan ki tudjam mérni mintdnként a 10 pl-t. A mixet 6sszekevertem, majd
200 pl-es eppendorf csdovekbe 10-10 pl-eket mértem a mixbdl €s a mintakbodl is. A reakcid
ProFlex PCR System (Life Technologies) késziilékben zajlott. A program hémérsékleti profilja:

1. 25°C 10 perc
2. 37°C 2 o6ra

3. 85°C 5perc
4. 4°C o

A reakcio6 végeztével a cDNS oldatokat -20C°-on taroltam.

4.8 Kvantitativ polimeraz lancreakcié (qPCR)

Felhasznalt anyagok:

Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
Primerek (Integrated DNA Technologies)

RNaz mentes viz

A QgPCR-hez 96 lyuka plate-t hasznaltam, a reakciot Eppendorf Mastercycler ep realplex
késziilékben végeztem. A reakcidohoz az el6zdleg elkészitett cDNS oldatokbol 1-1 pl-t, a gPCR
mixb6l 14 pl-t mértem be lyukanként. Minden minta/primer esetében 3 parhuzamos mérést
végeztem. Egy wellre 14,25 pul-nyi mixet mértem 0ssze, hogy abbol 14 pl-t biztonsaggal ki tudjak
pipettazni. A qPCR mix Osszetétele (6. tablazat):

gPCR mix Mennyiség
Power SYBR Green PCR Master

. 7,50 ul
Mix
forward primer (10 uM) 0,75 ul
reverse primer (10 uM) 0,75 ul
RNaz mentes viz 5,25 ul
Osszesen 14,25 ul

6. tablazat A qPCR mix dsszetétele (1 mintara)
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A gPCR reakci6 programja az 5. abran lathato.

-
M
(=)
Y
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5. abra A qPCR reakcio programja (szoftveres abra, villim: mérési pont)

A kvantitativ PCR soran kapott eredmények értékeléséhez sziikséges a mért mennyiségi
kiilonbségek korrigalasa egy altalunk valasztott viszonyitasi alaphoz képest [70]. Normalizacios
alapként legelterjedtebben egy belsé referencia gént hasznalnak, amit haztartasi génnek is
neveznek. Idealis esetben a haztartasi gén stabilan expresszalodik a szovet fajtajatol, a

kezelésektdl és a minta koriilményeitdl fiiggetleniil [71].

A Kkisérletek sordn haztartdsi génként GAPDH-t hasznaltam. A glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogendaz egy evolucionalisan konzervalt glikolitikus enzim, ami konstitutivan
expresszalodik a hazityk minden sejtjében [72]. Emiatt a GAPDH elterjedten alkalmazott

haztartasi génként hazityik mintakon torténd génexpresszios vizsgalatokban [71].

Az alkalmazott primerek adatai a 7. tablazatban lathatoak.
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prime

L g termé
, gén kddja az r GC
gen NCBI Gene hossz | ™™ | o |, K
adatbazisaban a
fV\{ GACGTGCAGCAGGAACACT 20 60,32 | 55
GAPD | NM_204305,1 |-Rrimer A 112
H - ' CTTGGACTTTGCCAGAGAG
. 20 58,18 | 55
rv primer G
mmer GAACCTACCQTCCACCAGC 20 50,38 | 55
CVH | NM_204708.1 ATGCTACCGAAGTTGCCAC 113
. 20 59,96 | 50
rv primer A
B/r\gmer TTGTCTTGAAGGCCTCGTTT 20 57,66 | 45
DAZL NM_204218.1 ATCCTTGGCAGGTTGTTGA 136
. 20 58,38 50
rv primer C
fw GAGGCAGAGAACACGGAC
. 20 59,97 | 55
POUV NM_001110178. primer AA 109
rv primer | TTCCCTTCACGTTGGTCTCG 20 59,97 | 55
fw ATACCCCAGACTCTGCCAC
NANO | NM_001146142. primer T 20 59,96 55 100
G L rv primer | GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 20 60,04 | 60
Eﬁmer GCACCAATAgCATGACGAC 20 58,99 s
SOX2 NM_205188.1 CATCATCCCATAGCCTCCG 119
. 20 59,02
rv primer T 55
fw CAGAGGAGACAAAGCCCA
KLE4 XM _001233583. | primer AG 20 58,18 > 126
3 TCAGGTGTGCCTTGAGATG
. 20 58,65 50
rv primer A
Elr\?mer GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20 59,11 55
GATA4 | XM 420041 TCCCTCCCGTTAGCAGAAA 108
. 20 59,10
rv primer G 55
mmer CCCTGGCCT'I_I:TGTTAGGTG 20 50,89 s
CDx2 | NM_204311 ATCGTCAGCCCAACAGCAT %
. 20 60,75 55
rv primer C
fV\{ GAGGCACTTCAGCAATCAC 20 58,47 50
STRA8 | XM _416179.4 | primer A 125
rv primer | ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 20 58,72 50

7. tablazat A qPCR reakciohoz hasznalt primerek adatai
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5 Eredmények és értékelés

5.1 Ivar meghatarozasa csirke embrionalis szovetbdl

Az embriondlis fejlodés kezdetén a majdani ivarszervek ugyanolyan primordialis szovetbol
fejlédnek himek és ndstények esetén minden gerinces allatban, ezért ekkor még csak molekularis
vizsgalatokkal lehet meghatarozni az egyed ivarat. Emlds allatokban az Y kromoszoman talalhato
SRY gén felelds a bioldgiai nem kialakitdsaért, és bar a madarak ivarszerveinek fejlddése hasonld
az emlGsokéhez, naluk nem talalunk SRY homolog gént, igy azt az ivar meghatarozasara sem
hasznalhatjuk [69]. Munkam soran két kiilonb6z6 ivar meghatarozasi modszert probaltam ki,
mindketté az ivari kromoszoémak kozotti kiilonbségen alapszik. A madaraknal a tojok két

kiilonb6z06, Z és W kromoszémat hordoznak, mig a himek két Z kromoszémaval rendelkeznek.

5.1.1 Ivar meghatarozasa Griffiths et.al. médszerével

Griffiths és munkatarsai altal fejlesztett modszer 1ényege, hogy egyetlen primer par sziikséges
csak az ivar meghatarozasahoz. A CHD (chromo helicase DNA binding) gének a madarak
mindkét ivari kromoszoémajan megtalalhatoak: CHD-W gén a W kromoszéman, mig a CHD-Z
gén a Z kromoszoman (6. és 7. abra). Az alkalmazott primer par a két génben homolog régiokra
lett tervezve, azonban az altaluk felsokszorositott szakaszok hossza a benniik talalhatd intronok
miatt kiilonbozik. Igy a PCR utani elektroforézis eredményeként a tojoknal két csikot kapunk

(CHD-W ¢és CHD-Z), mig a himek esetén csak egy csikot lathatunk a gélen[68].

1 CTCCCGAGGATGAGARACTGTGCARRACAGGTACCTCTGEET TTTEACTGTC TTGCGTCTTTATETTGAT
2RDIDBIBIDPIBIDPIP>
71 ATTTTCATTTGAGTTTTTGCCTTTTTTCCCCCTTCTCTGRAATTCATATTTTTGT CAGGCTAGATARGACT
1 TTACTATGTTTGAGATAATCATGTGET TT TGAAT TCTCATCC TGARATT CCAGATCAGCTTTAATGEGRAG
TCARGEAAGACGCAGTAGCAGC AGALGATATTCTGEATC TEATAGTGACTCCAT CACACGARAGARRLCGE
CCARRARAGCETGEARGACCTCGAACCATTCCTC GAGARAATAT TAAAGGAT TTAGT GATGCAGR
LLLLLLLCLLLL LSS

=]
[T ] S I
iy

6. abra A Z kromoszéman talalhaté génszakasz, NC_006127.3 (termék hossza 345 nukleotid)
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22801 TCTGCATCACTARAATCCTTTAATETTTTCACGEGEAATAGTTCGTGETCETCCACGTTTT
DIODIIDIDIIIIIIDIIII

22861 TTTGGTCGTTTTCTTTCTGACGATGEAATCACTATCAGATCCAGRATATCTTCTGCTCCTA
22921 CTGCATCTCCCTTCATTTCCATTARAAGCTCGATCTGERAATT TCACGAGTARCTAGTTCARAG
22981 CTRACATGACTAARACATTTTATTTATCGTGT TACCTAGTCCATARRAATATTTTEGEEECGAR
23041 ARRCRACRACGRARACCACACARCACRAARACTACARGTCARAACATCAGCRAATAGRAGTATC
23101 RARRCGRARARARLATCAGTCAGARCCCAGAGATACCTGTTTTGCACAGTTTCTCATTCTTGER

CLL L L L L
23161 RAGCATATATATTTCTTCAAGTTCTITTTTETCTTTCCTCCTCT TCTATTCETCGCCACTER

<<

7. abra A W kromoszémain talilhat6 génszakasz, NW_003766117.1 (termék hossza 362 nukleotid)

A modszer kiprobalasahoz négy hazityuk embriobol izoladltam DNS-t. A PCR utdn a termékeket
agar6oz gélen futtattam meg. A 8. abran lathaté gélkép alapjan az 1-es és a 2-es minta him

egyedbdl, mig a 3-as és a 4-es minta tojobol szarmazott.

mintak kontrollok

pozitiv

8. abra Agaroz gélelektroforézis utan készitett kép: 1-4 hazityak embriébél szirmazé minta, negativ kontroll, két pozitiv
kontroll

A modszer elénye, hogy mindkét nem esetében kapunk terméket, nincsen sziikség a PCR reakcio
kontrolljara. A modszer hatranya, hogy a két termék kozotti csupan 17 bazisnyi kiilonbség miatt a

gélelektroforézis hosszl ideig tart.

5.1.2 lvar meghatarozasa Clinton et.al. médszerével

A skociai Roslin Intézetben alkalmazott modszer egy a W kromoszomara tervezett primer part
hasznal, mely egy 417 bazis hossza terméket szaporit fel [69]. gy tojok esetében kapunk
terméket, himek esetében nem. Annak ellendrzésére, hogy a termék hidnyat valoban a W
kromoszéma hidnya és nem egyéb hiba okozza, a mintdinkat a GAPDH génre tervezett primer

parral is lefuttattam, melynek mindkét ivar esetében fel kell hoznia terméket.
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A modszert ugyanazon négy hazityik embriobol izolalt DNS-en probaltam ki, mint amit az el6z6
modszer esetében hasznaltam. A PCR utan a termékeket 1%-os agaréz gélen futtattam meg. A 9.
abran lathato gélkép alapjan az eredmény ugyanaz, mint az elobbiekben: az 1-es és a 2-es minta

him egyedbdl, mig a 3-as és a 4-es minta tojokbol szarmazott.

: T— T — B R ——=——— =
mintak kontrollok mintak kontrollok

ezl Sagala pozitiv negativ

.v,"
GAPDH

9. abra Agaroéz gélelektroforézis utan készitett kép: 1-4 hazityuk embriébdl szarmazé mintak, két pozitiv kontroll, negativ
kontroll

A moddszer elénye, hogy az elektroforézis rovidebb ideig tart, igy hamarabb kapunk eredményt.
Hatranya, hogy a termék hidny okanak ellendrzésére kontroll reakciokat (esetiinkben GAPDH
génre tervezett primerekkel) is futtatni kell. Végiil a tovabbi kisérletekhez az itt elsdként leirt

Clinton moédszerrel hataroztam meg az embriok ivarat.

Egyik jovobeli terviink, hogy him és ndstény embridk bal €s jobb oldali ivarszervkezdeményei
kozotti molekularis kiilonbségeket vizsgéaljunk. Ehhez kezdetben 5 embriobol szedtiik ki a
gonadokat RNS izolalas céljabol, illetve tettiink félre egy-egy szovetdarabot ivar meghatarozas
céljabol (mintdk 1-5). Emellett vizsgaltam egy embridbdl szarmazo szdvetdarabot, amelybdl
szarmazd primordiadlis csirasejteket késébb szovettenyészetben tartottunk fent (pgc). A
szovetdarabokbol torténé DNS izolalas utan Clinton moddszerrel hataroztam meg az egyedek

1varat.

A 10. abran lathato gélelektroforézis utani kép alapjan az 1-es és 2-es szammal jelolt embriok
tojok, mig a 3-as, 4-es és 5-0s szdmmal jeldlt embridk himek. Az embrid, amibdl a PG sejteket

nyertiik szintén him.
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mintak kontrollok

pozitiv negativ

10. abra Agaroéz gélelektroforézis utan készitett kép: hazityik embriébdl szarmazé mintak (1-5 és pgc), két pozitiv
kontroll, negativ kontroll

5.2  Ossejt specifikus génekre primerek tervezése és azok tesztelése

Munkam elsé 1épéseként olyan Ossejt specifikus markereket kerestem, amivel az altalunk
fenntartott primordialis csirasejttenyészet expresszios mintdzata vizsgalhato. Célunk a PG sejtek
hosszll tavi fenntartasa és fagyasztasa. Ha ismerjiik a sejtek expresszidos mintazatat bizonyos
markerekre, akkor azok segitségével vizsgalhatjuk torténik-e valtozas a sejtekben a fenntartas
soran, illetve fagyasztds utdn. Osszesen kilenc marker kimutatdsara terveztem primereket. E
kilenc gén koziil a CVH és a DAZL ismert primordialis csirasejt specifikus markerek. A tobbi
gén az OCT4, SOX2, NANOG, KLF4, GATA4, CDX2 és a STRAS. Ezen gének embrionalis
Ossejtekben betoltott szerepérdl mas fajok (elsdsorban egér esetében) mar bovebb ismeretekkel
rendelkeziink, de hazityuk homologjaikat is azonositottdk mar. Az OCT4, SOX2, NANOG és
KLF4 emldsokben a legfontosabb pluripotencia markerek k6z¢é tartoznak, hazitytk homologjaik
expresszidjat vizsgaltak cES sejtek esetében is [37]. Az ES sejtekben jellemzéen expresszald
gének egymastol nagy evolucios tavolsagra 1évé fajokban talalhaté homologjaikkal is nagyfoku
konzervaltsagot mutatnak, ami funkcionalis szinten is megjelenhet. Igy az egér ES sejtekben leirt
markerek hazitytk homologjai alkalmasak a hazitytk Ossejtek vizsgalatara. A fent emlitett hét
gén egér ¢és hazityuk fehérjetermékeinek szekvencidinak hasonldsagat illesztéssel ellendriztem.

Ehhez a t-coffee programot hasznaltam, az illesztések a fiiggelékben talalhatoak (fiiggelék 1.).

39



A primerek tervezése el6tt az irodalomban kerestem masok altal mar alkalmazott primereket és
ellendriztem Oket. Az irodalomban mindegyik altalam vizsgélt hazityuk génre talaltam tervezett
primert, de mikor ezeket a Primer3 programba a megfeleld szekvenciakkal egyiitt bevittem,
egyikiiket sem taldltam megfelelonek. Ennek leggyakoribb oka a termék mérete volt. A
cikkekben a primereket sokszor PCR-hez tervezték, a termékek hossza 200 nukleotid kortil
mozgott. En a gPCR-hez 100 nukleotid koriili termékeket felhozé primereket szerettem volna.
Gyakori volt, hogy a primerek josagat jellemzd értékek nem voltak megfeleldek, a program
elfogadhatatlannak itélte a primereket. Ezek a josagi értékek a primerek komplementaritasa és a
primerek 3’ komplementaritdsa. Minél alacsonyabbak ezek az értékek, annal megfelelébbek a
primerek. A komplementaritds hairpin struktirak kialakuldséhoz, primer dimerek képzddéséhez
vezethet. Olyan is el6fordult, hogy a cikkben megadott primer szekvenciaja nem Volt a célgén

szekvencidjaban. Mindezek utan ugy dontdttem, hogy a génekre sajat primereket tervezek.

A géneket eldszor az NCBI (National Center for Biotechnology Information) Gene adatbazisaban
kerestem meg [73]. Az itt talalhato szekvenciakra specifikus primereket a Primer3 primer tervezé
programmal terveztem, majd az NCBI primer-blast programjaval ellendriztem hogy a primerek
valoban csak a kivant gént hozzak-e fel [74], [75]. Az NCBI primer-blast programja a
primereinket kiilonb6zd adatbazisokban megtalalhatd szekvencidk ellenében vizsgalja. Fajként a
hazityak (Gallus gallus) majd adatbazisként a Refseq mRNA beallitasaval megnéztem, hogy a
primerek milyen lehetséges termékeket hozhatnak fel (lasd fiiggelék 2.). A RefSeq mRNA egy
nyilt adatbazisa az annotalt mRNS nukleotid szekvencidknak. Lehetdleg a legmegfelelobb értékii
¢és egyben az adott génre specifikus primereket fogadtam el. Specifikusnak tekintettem azokat a
primereket, melyek csak a kivant, vagy a reakci6 specifikussaganak megzavarasahoz til hossza

terméket hoztak volna fel.

A kivalasztott és megrendelt primereket elsd 1épésként leteszteltem. Ehhez két HH16 koru
hazitytk embriokbol izolaltam RNS-t, ebbdl irtam a ¢cDNS-t amit a qPCR-hez hasznaltam fel.
Mindegyik gén esetén kaptam terméket, a program altal automatikusan beallitott kiiszobértéknél
(t=80) a kiiszobciklus értékek (Ct) a 11. és 12. abran lathatoak. A negativ kontrollok esetében

nem tapasztaltam expressziot.
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Ct értékek (t=80)
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11. abra Ct értékek (t=80 kiiszobértéknél) HH16 embriébol (1) szarmazo minta esetén
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12. abra Ct értékek (t=80 kiiszobértéknél) HH16 embriobol (2) szarmazo minta esetén
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A két futas alapjan az atlag kiiszobértékeket az egyes termékek esetén jobban szemlélteti a 13.

abra.

KLF4

-
£

GATA4

—q POUY
—q DAZI.

——f GAPDH
— sox2
—— CDX2
- NANOG

10 11 12 13 14 15 16 17 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

-
o

13. abra Ct értékek (t=80 kiiszobértéknél, két HH16 embriébol (1 és 2) szarmazo6 mintak atlaga

A reakciok specifikussagarol az olvadasi gorbék alapjan bizonyosodtam meg. Minden kettds
szala DNS-nek van egy olvadaspontja, az a hdmérséklet, amin az adott DNS molekulak fele
egyszalu forméaban van jelen a reakcidelegyben. Ez a hdmérséklet fligg a DNS szal hosszatol,
G:C tartalmatol, nukleotid sorrendjétdl és a helyes Watson-Crick bazisparosodastol. Ha a DNS
kettds-szali DNS-koto festékkel van jeldlve, melegitéskor az olvadaspontot elérve a festék
szabadda valik, ennek megfelelden a fluoreszcencia hirtelen csdkken. A fluoreszcenciat a
hémeérséklet fliggvényében abrazolva egy csokkend szigmoid gorbét kapunk, aminek az inflexios
pontja adja meg az olvadaspontot. Ezt a gorbét negativ derivalt alakban szokas édbrazolni, ahol az
inflexids pont egyértelmii csticsként jelentkezik [70]. Mivel a kiilonbdz6é PCR-termékek olvadasi
hémérséklete nagy valdszinliséggel mas és mas, tobb PCR-termék aspecifikus felszaporodéasa
esetén tobbcsucsu derivalt gorbét kapnank. A primerek olvadasi gorbéi a 14-es abran lathatdak.

Minden esetben egyetlen csucsot kaptam, ami a primerek specifikussagat jelzi.
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14. abra Olvadasi gorbék: két HH16-0s kort embriobol szarmazé mintak (1 és 2) 3-3 parhuzamos mérésénél felvett
olvadasi gorbék
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5.3 Hazityuk embriok jobb és bal oldali ivarszervkezdeményeinek génexpresszios
vizsgalata

A madarak egyik érdekessége, hogy a tojokban csak a bal oldali petefészek fejlodik ki teljesen, a
jobb oldali ivarszervkezdemény visszahizddasa a hetedik embriondlis nap (koriilbeliil HH31)

tajan indul meg és a kikelés kortili idészakban fejezddik be [28].

Interapat és Stern HH35 koriili embridk bal és jobb oldali gonadjaban vizsgalta tobb gén, koztiik
a CVH, POUYV ¢és a SOX2 pluripotencia gének expresszidjat in situ hibridizaciéval. Munkajuk
soran aszimmetrikus expresszios mintazatot figyeltek meg mind tojo, mind him embridk esetén
[76].

A cikkbdl szarmazo (15. abra) jol szemlélteti a kiillonbségeket a bal és jobb oldali gonadok kozott

a két nem esetében.

(-}

- *
15. abra Jobb-bal oldali aszimmetria a cPOUYV gén expresszidjaban (in situ hibridizacio): a bal oldali kép tojo, a jobb
oldali kép him embriék gonadjainak metszetét abrazolja [76]

Munkam soran HH35 kord embriokbol szarmazé ivarszervkezdeményekbél RNS-t izolaltam,
reverz transzkriptaz segitségével az RNS-bOl cDNS-t irtam. A fentebb emlitett 6t embriobol
izolalt 6t par gonaddal kezdtem dolgozni, de a 3-as és 4-es mintakbol nem sikeriilt elegend6
RNS-t kinyernem a qPCR vizsgalatokhoz. A tovabbi mintak egy him és két tojo embriobol

szarmaztak. Ezen mintdk a kiinduldsi RNS mennyisége miatt csak 6t gén vizsgalatara (tovabbra

44



is harom parhuzamos mérést végezve) voltak elegenddek. A csak Ossejtekben expresszalodod
CVH ¢és POUV mellett az egyéb szovetekben is eléfordulé CDX2, SOX2 és GATA4 markereket
valasztottuk, hogy szélesebb spektrumot lefedjiink. (Az 1-es mintdk és a 2-es és 5-0s mintak
reakcidi két kiilon plate-en zajlottak. Kontrollként mindegyik plate-re keriiltek az egész
embriobdl szarmazé mintdk GAPDH primerekkel. Mivel a kontroll mintdknal - azonos

kiiszobértéknél - azonos Ct értékeket kaptam, ezért a tobbi értéket is egyiitt értékeltem.)

A gPCR soran haztartasi génként a GAPDH-t hasznaltam, az eredményeket a GenEx szoftver

segitségével értékeltem, a hagyomanyos AACt metodika szerint.

A AACt modszer a Ct értékek kozvetlen 0Osszehasonlitasan alapuld relativ mennyiségi
meghatarozasi moédszer. Abbodl az alapfeltevésbdl indul ki, hogy ha két minta Ct kiilonbsége 1,
akkor a kezdeti templat mennyiségének kiilonbsége kétszeres, a kisebb Ct értékli minta javara. A
Ct kiilonbség novekedésével a kezdeti templat szekvencia kiilonbség exponencialisan né [70].

Els6 1épésként a kapott Ct értékeket a haztartasi génre normalizaljuk:
ACt=Ctgen-CtcarpH

Ezutan kivalasztunk egy referencia szintet (ref), amire a ACt értékeket relativizaljuk:
AACtgen=ACtgen-ref

Ez a referencia szint lehet példaul az Osszes futas atlaga, az egyik minta vagy az egyik vizsgalt
gén. A relativ mennyiségeket ezutan az exponencidlis futdsbol kovetkezd 0Osszefiiggéssel

kaphatjuk:
Gén relativ mennyisége=2" AACtgén

Az igy kapott relativ expresszios értékek egymassal dsszevethetéek és a nagyobb érték nagyobb

kiindulési koncentraciot jelent.

Jelen esetben referencia szintnek az Osszes futas atlagat vettem. Az igy kapott relativ expresszio
értékek a 16. abran lathatoak.
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16. abra Relativ expresszio értékek: egy him (kék) és két tojo (rézsaszin) embrio bal és jobb gonadjaiban
Még egy abrat készitettem, melyen minden bal oldali minta egyik parhuzamosanak értékéhez,
mint 1-hez hasonlitottam minden tovabbi (t6bbi bal oldali parhuzamos és a jobb oldali) értékeket.
fgy a parhuzamosok kozotti szoras tovabbra is megjelenik, de a bal és jobb oldalak kozotti

kiilonbségek jobban lathatoak (17. abra).
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17. abra Relativ expresszio aranyok: him (kék) és tojok (rézsaszinnel), bal és jobb oldali gonadjaiban
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Az abra alapjan a GATA4 kivételével a tobbi gén esetében jelentds kiillonbségek figyelhetdek
meg a bal és a jobb oldal k6zott mindegyik nem esetében. A CVH és a POUV esetében nagyon
hasonld eredményeket kaptunk, mint a kordbbi publikdcidban, ahol a CVH expresszidjaban
himeknél haromszoros, a tojoknal koriilbeliil négyszeres kiilonbséget figyeltek meg a bal és jobb
oldal kozott. A SOX2 esetében adataik nem mutatnak nagy kiillonbséget a két nem kozott,
ellentétben az altalunk kapott eredményekkel. Osszességében két, alapjaiban eltéréd modszerrel
végzett vizsgalat is arra utal, hogy jelent6s az aszimmetria a vizsgalt gének expresszidjaban

hazitytk embriok ivarszervkezdeményeiben.

Jovenddbeli terviink mindkét nemben a jobb és bal oldali ivarszervkezdeményekben az Ossejt
specifikus miRNS-ek vizsgalata. A miRNS-ek endogén, kb. 22 nukleotid hosszisagi RNS-ek,
melyek a génexpresszid szabalyozasat végzik allatokban és novényekben egyarant [77].
Rendkiviil sok folyamatban jatszanak fontos szerepet, mint példaul a sejthaldl, a sejtosztddas,
vagy a sejtdifferencialodéas. Az embrionalis fejlédéssel parhuzamosan a mikroRNSek expresszids
mintazata dinamikusan valtozik tobb faj és kiillonbozé szovetek esetében is. Egerekben mar
megmutattak, hogy az miRNS-ek specifikus expresszioja sziikséges a PG sejtek €és a csiravonal

fejlédéséhez [78].

Tovabbi kisérleteinkben a miRNS-ek primordialis csirasejtek differencialodasaban betoltott
szerepiiket szeretnénk vizsgalni. A hdazityuk embriondlis fejléddése sordn tobb stadiumban
szeretnénk génexpresszios vizsgalatokat végezni és megfigyelni, hogy a miRNS-k, mint korai

markerek valtozasa megeldzi-e a transzkripcios faktorok valtozasat.
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5.4 PG sejttenyészet expresszios mintazatanak vizsgalata

HHI16 kort embridobdl szarmazd PG sejttenyészetek expresszids mintazatat is vizsgaltam. A
tenyésztett sejtekbol (18 abra) sajnos nagyon kis mennyiség allt rendelkezésemre. A sejtek egy
HH16-o0s koru embriobdl szarmaztak, négy hét fenntartds utan fagyasztottuk, majd két és fél hét
mulva felengedtiik Oket. A felengedés utan hat hét fenntartas kdvetéen 3 csébe gylijtottiik dket
RNS izolélés céljabol (19. abra).

18. abra Primordialis csirasejt tenyészet: Lazar Bence felvétele (jobb felsé sarok: SE labor sajat ellenanyaggal festett PG

sejt)

2di T
médiumcsere
T @ ® ., 11x > e e \

fagyasztas
2 napos embrid -80°C

(HH16)

Minta RNS izolalasra

lm 20x
’ <
— —
.

19. abra PG sejtek izolalasa, fenntartasa, fagyasztasa és mintavétel az RNS izolalashoz (sajat abra)

médiumcsere
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Az RNS izolélas soran a harom csoben elrakott mintdkat kiilon kezeltem. Az RNS mennyisége
jelentdsen eltért a harom cs6 kozott, feltehetdleg az eredetileg kiilonb6zé mennyiségii elrakott
sejt miatt. Az egyik mintaban tul kevés RNS volt ahhoz, hogy abbdl tovabbi vizsgalatokat
végezzek. A masik két mintaban is csak 0t gén vizsgalatahoz volt elegend6é mennyiség. Ez az 6t
gén hasonloan az ivarszervek eset¢hez a CVH, POUV, SOX2, CDX2 és a GATA4 volt. Az RNS

oldatokat azonos koncentraciora higitottam, majd reverz transzkripciéval cDNS-t irtam.

A gPCR sordn az el6zéekhez hasonléoan haztartasi génként a GAPDH-t hasznaltam, az
eredményeket a GenEx szoftver segitségével értékeltem. A Ct értékeket a hagyomanyos AACt
metodika szerint el6szor a haztartasi génre normalizaltam, majd referencia szintnek a CVH gént

(mint a PG sejtek markerét) véve relativizaltam az adatokat (20. abra).
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CVH POUV SOX2 CDX2 GATA4

Gének

20. abra Relativ expresszio értékek PG sejttenyészetben (elsé mérés)

Bizonyos gének esetében (pl. a POUV) a mintak kozotti kiilonbség joval meghaladta a mintakon
beliili szoras értékét. Mivel arra szadmitottunk, hogy az expresszids mintdzatok nem mutatnak
nagy eltérést egymastol (Iévén a két minta ugyanabbol a sejtszuszpenzidbol szarmazott),
megismételtem a mérést, hogy lassam a kiilonbség valos eltérésbdl, vagy esetleges mérési

hibabol ered.
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Az adatokat ugyanugy értékeltem, mint az el6bbiekben (21. 4bra).
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21. abra Relativ expresszio értékek PG sejttenyészetben (masodik mérés)

Ennél a mérésnél kisebb eltéréseket tapasztaltam a mintdk kozott. A két mérés eredményei egyiitt

lathatoak a 22. abran.
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22. abra Relativ expresszio értékek PG sejttenyészetben (két mérés egyiitt)
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A két minta két mérése soran (3-3 ismétléssel) kapott adatokat kétfaktoros varianciaanalizis
(ANOVA) vizsgélatnak vetettem ala, ahol az egyik faktor a minta, a masik pedig az iddébeli
eltérés. A statisztikai eredmények alapjan a mintdk és az idobeli eltérés hatdsa nem szignifikans
(p<0,05), viszont érdekes modon a két faktor kolcsonhatasa szignifikdnsnak bizonyult a legtobb

gén esetében.

Mivel az eredmények nem egyértelmiiek és nincsen arra utald jel, hogy az elsé mérés soran
tapasztalt kiilonbségeket mérési hiba okozta, fontolora veendd a robusztussag novelésére iranyuld
modszervaltoztatas. A sejtszuszpenziobol torténd mintavétel nehezen reprodukalhatd a sejtek
gyors lilepedése miatt, tovabbd a sejtek kozott eltérd mennyiségben maradhatnak az embrid
veérébol szarmazod esetleges RNS szennyezddések, amik befolydsolhatjak a folyamat végén mért
expresszios szinteket. Ha csak a PG sejt frakciot tudnam analizalni, pontosabb, jobban
értékelheté adatokat lehetne kapni. Ennek egyik lehetséges modja Anti-SSEA-1 ellenanyagot

hordoz6 magnesezheté mikrogyongyok alkalmazasa [79].

A mikrogydngyok megkdtik az SSEA-1 antigénnel rendelkezd primordidlis csirasejteket. A
kapott szuszpenzidt egy oszlopra toltjiik, amit utana erés magneses térbe helyezziik. A magneses
tér hatasara a mikrogyongyok (és az altaluk kotott PG sejtek) az oszlopon maradnak. Tisztitasi
1épéseket kovetden az oszlopot a magneses térbdl kivéve a mikrogydngyok elualhatoak és a PG

sejtek regeneralhatoak.

Ezen kiviil terveim kozott szerepel a relativ kvantifikacio helyett abszolut standardok hasznalta,
amelyek pontosabb eredményt nyujtanak és az értékelés soran a referencia szint valasztisa
készithetlink [70]. Ezt Ggy tudjuk megvalositani, hogy a templat szekvenciakat plazmidba épitve
azokat felszaporittatjuk, majd izolaljuk. Az izolalt plazmidok tomege megadja a kopiaszamot,
melyek ismeretében megfeleld higitdsokkal standard sor készithetd. A qPCR utdn meghatarozzuk
a standard sor tagjaihoz tartozé Ct értékeket és azokat az ismert koncentracid logaritmusanak
fliggvényében abrazoljuk. Az igy kapott pontokra egy kalibracios egyenes illeszthetd, aminek
segitségével minden ismeretlen minta Ct értékébdl kovetkeztethetiink annak kiindulasi

mennyiségére [70].
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6 Osszefoglalas

A hazityuk kivalo alanya a fejlédésbiologiai és Ossejt kutatdsoknak els@sorban az embriok
konnyli hozzaférhetGsége miatt. A primordialis csirasejtek a csiravonal prekurzorai, melyek a
késObbiekben érett pete-, illetve himivarsejtté¢ differencidlddnak. A PG sejtek két napos hazityuk
embriok dorzalis aortajabol izolalhatdak, majd ezt kdvetden in vitro sejttenyészetben hosszabb

ideig fenntarthatoak.

TDK munkdm sordn embrionalis Ossejtekre jellemzd markereket vizsgaltam. Az 6ssejt specifikus
transzkripciods faktorokra specifikus primereket terveztem, majd két napos hazityik embridkon

teszteltem azok expressziodjat.

A primereket felhasznalva embriok ivarszervkezdeményeibdl szarmazé mintakon qPCR-rel
vizsgaltam a markergének expressziojat €s jelentds aszimmetriat figyeltem meg a két oldal kozott
mindkét nem esetében. A kisérlettel egy korabbi cikkben kozolt, mas technikaval nyert
eredményekhez hasonld eredményt kaptam. A tovabbiakban az embrionalis fejlddés tobb
kiilonb6zé  stadiumdban  szeretnénk  génexpresszids  vizsgalatokat — végezni = az
ivarszervkezdeményekben, és megfigyelni, hogy a miRNS-k, mint korai markerek valtozasa

megeldzi-e ezen transzkripciods faktorok valtozasat.

Hézityuk embridk vérébdl izoldlt primordialis csirasejttenyészet expressziés mintdzatat is
vizsgaltam, de a kevés rendelkezésemre all6 mintabdl ellentmondéasos eredményeket kaptam.
Még tovabbi méréseket tervezek elvégezni, lehetdség szerint a mar tisztitott PG sejteken.
Emellett abszolut standard sorokat szeretnék késziteni az egyes termékekre €s a relativ expresszio
mérés helyett abszolut kvantifikadciot végezni. A sejttenyészet expresszids mintdzatanak
megfigyelésével lehetdségiink lenne a sejtekben a fenntartds alatt és a fagyasztds hatasara
bekovetkezd esetleges valtozasokat megfigyelni. Tavlati célunk, hogy laborunkban hazityuk PG
sejtek fenntartasara és vizsgalatara alkalmazott mdodszereket mas madarakra (elséként az dshonos
erdélyi kopasznyaku tyukra) is adaptaljuk. A PG sejtek gytijtése, megOrzése és recipiens allatba
torténd visszainjektalasa révén lehetséges ivarsejtkimérak eldallitasa. A létrejott ivarsejtkimérak
segitségével a donor utddja létrehozhatd, ezaltal a primordialis csirasejtek alkalmasak
génmegdrzési célokra. Az embridk ivardnak meghatarozasaval elérhetd, hogy a donor és a

recipiens embrid azonos nemii legyen. Mivel az embrionalis fejlddés kezdetén csak molekuléris
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vizsgalatokkal lehet meghatarozni az egyedek ivarat, munkdm soran két olyan modszert is
adaptaltam, melyek az ivar meghatarozasat teszik lehetévé polimeraz lancreakcioval. Mindkét

modszer, a jovoben alkalmas lehet embrionalis szovetbdl torténd ivarmeghatarozasra.
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1. Egér és hazityuk homolog fehérjeszekvenciak illesztése
(egyezés mértéke: gyenge(kék) - nagyfoku(piros), teljes egyezés:*)
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2. NCBI primer-blast eredményei

GAPDH

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length m GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GACGTGCAGCAGGAACACTA 20 60.32 5500 5.00 2.00
Reverse primer CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 20 5818 5500 5.00 0.00

Products on target templates
>NIv_204305.1 Gallus gallus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), mMRNA

product length = 112
Forward primer 1 GACGTGCAGCAGGAACACTA 2@
Template 28 e 47

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 28
Template 139 L 128

>XI_004936153.1 PREDICTED: Gallus gallus family with sequence similarity 184, member B (FAM1848), transcript variant X3, mRNA
product length = 3462

Forward primer 1 GACGTGCAGCAGGAACACTA 20

Template 3669 A.A..... Covinnnnn T.. 3650

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 2@
Template 208 ....TC....TGA....... 227

>XI_004936152.1 PREDICTED: Gallus gallus family with sequence similarity 184, member B (FAM184B), transcript variant X2, mRNA
product length = 3465

Forward primer 1 GACGTGCAGCAGGAACACTA 20

Template 3860 A.A..... Covinnnnn T.. 3841

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 28
Template 396 ... TC....TGA....... 415

>XM_003641223.2 PREDICTED: Gallus gallus family with sequence similarity 184, member B (FAM184B), transcript variant X1, mRNA
product length = 3465

Forward primer 1 GACGTGCAGCAGGAACACTA 20

Template 3674 ALA..... Covvnnnnn T.. 3655

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 2@
Template 218 ....TC....TGA....... 229

>NIM_204766 1 Gallus gallus myasin, heavy chain 15 (MYH15), mRNA
product length = 3688

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 20
Template 4389 ...T.T....T....... A. 4290

Reverse primer 1 CTTGGACTTTGCCAGAGAGG 2@
Template 622 .CA.T......... C..T.. &4l

DAZL

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TTGTCTTGAAGGCCTCGTTT 20 57.66 45.00 6.00 0.00
Reverse primer ATCCTTGGCAGGTTGTTGAC 20 5838 5000 3.00 2.00

Products on target templates
>NM_204218.1 Gallus gallus deleted in azoospermia-ike (DAZL), mMRNA

product length = 136
Forward primer 1 TTGTCTTGAAGGCCTCGTTT 2@
Template 5 133

Reverse primer 1 ATCCTTGGCAGGTTGTTGAC 2@
Template S 238
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Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAACCTACCATCCACCAGCA 20 59.38 5500 200 0.00
Reverse primer ATGCTACCGAAGTTGCCACA 20 59.96 50.00 4.00 2.00

Products on target templates
=NIM_204708.1 Gallus gallus DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4 (DDX4), mRNA

product length = 113
Forward primer 1 GAACCTACCATCCACCAGCA 2@
Template 1538 . 1549

Reverse primer 1 ATGCTACCGAAGTTGCCACA 20
Template 1642 ..iiii e 1623

>XIM_004948038.1 PREDICTED: Gallus gallus NLR family member X1-like (LOC419755), transcript variant X2, mRNA

product length = 2726
Forward primer 1 GAACCTACCATCCACCAGCA 20

Template 531 L.C.TA........ G..C.. 55@
Reverse primer 1 ATGCTACCGAAGTTGCCACA 2@
Template 3256 ........ A.G.G.TT.... 3237

>XM_003642592 2 PREDICTED: Gallus gallus NLR family member X1-like (LOC419755), transcript variant X1, mRNA

product length = 2726
Forward primer 1 GAACCTACCATCCACCAGCA 20

Template 547 L.C.TAL....... G..C.. 566
Reverse primer 1 ATGCTACCGAAGTTGCCACA 20
Template 3272 ... A.G.G.TT.... 3253

POUV
Primer pair 1
Sequence (5'->3") Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAGGCAGAGAACACGGACAA 20 5997 5500 200 0.00
Reverse primer TTCCCTTCACGTTGGTCTCG 20 8997 5500 4.00 2.00

Products on target templates
=NI_001110178 1 Gallus gallus POU domain class 5 transcription factor 1 (POUV), mRNA

product length = 189
Forward primer 1 GAGGCAGAGAACACGGACAA 20
Template A42 461

Reverse primer 1 TTCCCTTCACGTTGGTCTCG 2@
Template L 531

=XIM_004943817 1 PREDICTED: Gallus gallus WAS protein homology region 2 domain containing 1 (WHDCH1), transcript variant X3, mRNA

product length = 171
Forward primer 1 GAGGCAGAGAACACGGACAA 20
Template 2895 .T........ GG.AA. .. .. 2914

Forward primer 1 GAGGCAGAGAACACGGACAA 20
Template 3065 ....... GTTC..Guuuuns 3046

>XM_413835.4 PREDICTED: Gallus gallus WAS protein homology region 2 domain containing 1 (WHDC1), transcript variant X2, mRNA

product length = 171
Forward primer 1 GAGGCAGAGAACACGGACAA 20
Template 3062 .T........ GG.AAL .. .. 3081

Forward primer 1 GAGGCAGAGAACACGGACAA 20
Template 3232 ..., GTTC..G...... 3213
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NANOG

Primer pair 1

Sequence (§>3') Length Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ATACCCCAGACTCTGCCACT 20 59.96 55.00 7.00 1.00
Reverse primer GCCTTCCTTGTCCCACTETE 20 8004 6000 200 0.00

Products on target templates
>NM_001146142 1 Gallus gallus nanog homeobox (NANOG), mRNA

product length = 108
Forward primer 1  ATACCCCAGACTCTGCCACT 20
Template 197 e 216

Reverse primer 1 GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 20
Template 296 .. 277

>X1_004951044 1 PREDICTED: Gallus gallus uncharacterized LOC 101752118 (LOC101752118), transcript variant X2, mRNA
product length = 485

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTECCACT 20

Template 1006 .C...AAA...G....... 987

Reverse primer 1 GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 20
Template 522 .GA..T...C....... G.. 541

>X11_004944164 1 PREDICTED: Gallus gallus serine/arginine repetitive matrix protein 1-like (LOC101750299), transcript variant X10, mRNA
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTECCACT 20

Template 1646 C....... TE.C....A... 1665

Reverse primer 1 GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 2@
Template 1942 ... CACA........ G 1923

>XI_004944163 1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repefitive matrix protein 1-ike (LOC101750289), transcript variant X3, mRNA
product length - 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20

Template 1198 C....... TE.C... AL, 1209

Reverse primer 1 GCCTTCC
Template 1486 .......

TTETCCCACTCTC 20
CACA

>X1_004944161.1 PREDICTED: Gallus gallus serine/arginine repatitive matrix protein 1-ike (LOC101750299), transcript variant X7, mRNA
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20

Template 1221 Cuveenns T6.C... Ao, 1240

Reverse primer 1 6CCTTCC
Template 1517 ovenn.

CCCACTCTH

28

TTGT C
CACA G 1498

>X1/_004944160.1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-ike (LOC101750299), transcript variant X5, MRNA
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20

Template 1314 Cveenns T6.Colhe.. 1333

Reverse primer 1 GCCTTCC
Template 1618 .......

TTGTCCCACTCTC 20
CACA

>XM_004944155 1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-like (LOC101750299), transcript variant X5, mRNA
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20

Template 1737 Covvennn T6.C...uho.. 1756

Reverse primer 1 GCCTTCC
Template 2033 .......

TTGTCCCACTCTC 20
CACA

>XM_004944158 1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-like (LOC101750299), transcript variant X4, mRNA
product length = 294

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20
Template 1353 C.o.enns TG.C AL 1372

Reverse primer 1 6CCTTCC
Template 1646 .......

TTGTCCCACTCTC 2@
CACA

>X1/_004944157.1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-ike (LOC101750299), transcript variant X3, MRNA
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 2@
Template 1353 C.o.enns TG.C AL 1372

Reverse primer 1 GCCTTCC
Template 1649 ...,

TTGTCCCACTCTC 20
CACA
>XM_004944156 1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-like (LOC101750299), transcript variant X2, mRNA

product length = 2050

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20
Template 1353 Cuvvenns T6.Couulh.. 1372
Reverse primer 1 GCCTTCCTTETCCCACTCTC 20
Template 3402 ....... CACA....et.. G 3383
product length = 297

Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTGCCACT 20
Template 1353 Cuvvenns T6.Co..uh.. 1372
Reverse primer 1 GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 20
Template 1649 ....... CACA........ G 1630

>XM_004944155 1 PREDICTED: Gallus gallus serinefarginine repetitive matrix protein 1-like (LOC101750299), transcript variant X1, mRNA

product length = 297
Forward primer 1 ATACCCCAGACTCTECCACT 20
Template 1353 C....... T6.C....A... 1372

Reverse primer 1 GCCTTCCTTGTCCCACTCTC 28
Template 1649 ....... CACA........ G 1630
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Primer pair 1

KLF4

Sequence (5'->3') Length ™ GC%  Self complementarity
Forward primer CAGAGGAGACAAAGCCCAAG 20 5818 8500 200
Reverse primer TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20 5865 5000 3.00

Products on target templates
>XM_004949369 1 PREDICTED: Gallus gallus Kruppelike factor 4 (gut) (KLF4), transcript variant X2, mRNA

product length = 126
Forward primer 1 CAGAGGAGACAAAGCCCAAG 20
Template L 1416

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 1522 s 1503

>XIM_001233583 3 PREDICTED: Gallus gallus Kruppel-like factor 4 (gut) (KLF4), transcript variant X1, mRNA
product length = 126

Forward primer 1 CAGAGGAGACAMAGCCCAAG 20

Template 1142 s 1161

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 1267 s 1248

>XIM_417510.4 PREDICTED: Gallus gallus potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 1 (KCNG1), transcript variant X8, mRNA

product length = 1829
Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 6872 ....... G.ATC....C... 6853

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 5844 ..., AT.A.T...A.. 5863

>XIM_004947261.1 PREDICTED: Gallus gallus potassium veltage-gated channel, subfamily G, member 1 (KCNG1), transcript variant X10, mRNA

product length = 10829
Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 8798 ....... G.ATC....C... 6779

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 5770 ........ AT.A.T...A.. 5789

>XI_004947260 1 PREDICTED: Gallus gallus potassium voltage-gated channel, subfamily G, member 1 (KCNG1), transcript variant X9, mRNA

product length = 1829
Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 7823 ....... G.ATC....C... 78e4

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 8795 ........ AT.A.T...A.. 6814

=>XI_004945138 1 PREDICTED: Gallus gallus sorting nexin 8 (SNX8), transcript variant X10, mRNA
product length = 4573

Forward primer 1 CAGAGGAGACAAAGCCCAAG 20

Template 4929 T...AL..TA........ G. 4910

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 28
Template 357 .GT..... T Ao, C 376

>XIM_415267.4 PREDICTED: Gallus gallus ring finger protein 10 (RNF10). mRNA

product length = 1628
Forward primer 1 CAGAGGAGACAAAGCCCAAG 28

Template 186 .T.G....T.T........ A 205
Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 1813 .A....C.C.T.A....... 1794

>XM_003640686.2 PREDICTED: Gallus gallus integrin, beta 8 (ITGB8), mRNA

product length = 558
Forward primer 1 CAGAGGAGACAAAGCCCAAG 20
Template 1330 G...CA.CG........... 1349

Reverse primer 1 TCAGGTGTGCCTTGAGATGA 20
Template 1879 ...A..T.AG......... C 1860

Self 3' complementarity
0.00
1.00
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Primer pair 1

GATA4

Sequence (5'->3') Length Tm  GC% Self complementarity
Forward primer GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20 5911 5500 300
Reverse primer TCOCTCCCGTTAGCAGAAAG 20 5910 5500 200

Products on target templates
=NIM_001293106.1 Gallus gallus GATA binding protein 4 (GATA4), mRNA

product length = 108
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 28
Template 258 i 277

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20
Template 365 ... 346

>XI_004935896 1 PREDICTED: Gallus gallus GATA binding protein 4 (GATA4), transcript variant X3, mRNA
product length = 188

Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20

Template L 475

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20
Template 563 it 544

=XM_004948016.1 PREDICTED: Gallus gallus chromosome 24 open reading frame, human C11orf53 (C24H110rf63), mRNA
product length = 537

Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 260
Template 1648 T...G.C .WALC... 1667

Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20
Template 2184 TALLALLT....T....... 2165

>XIM_004944500.1 PREDICTED: Gallus gallus PHD finger protein 7-like (LOC101747293), transcript variant X4, mRNA

product length = 1535
Forward primer 1  GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 2@

Template 3@ . C..GTC...G.. 49
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20
Template 1564 A... G.. 1545

>XIM_004944499.1 PREDICTED: Gallus gallus PHD finger protein 7-like (LOC101747293), transcript variant X3, mRNA

product length = 1535
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 28

Template 3@ ... C..GTC...G.. 49
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20
Template 1564 A....... AG.G..... G.. 1545

>XIM_004944498 1 PREDICTED: Gallus gallus PHD finger protein 7-like (LOC101747293), transcript variant X2, mRNA

product length = 1535
Forward primer 1  GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 28

Template 3@ ... C..GTC...G.. 49
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20
Template 1564 A....... AG.G..... G.. 1545

>XIM_004944497. 1 PREDICTED: Gallus gallus PHD finger protein 7-like (LOC101747293), transcript variant X1, mRNA

product length = 1535
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 28

Template 3@ . C..GTC...G.. 49
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 260
Template 1564 A....... AG.G..... G.. 1545

=NIM_205049 1 Gallus gallus ras responsive element binding protein 1 (RREB1), mRNA

product length = 1815
Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 260
Template 3e49 C..TT...C...G.... 3068

Forward primer 1 GTCACCTCGCTTCTCCTTCT 20
Template 4863 T..CT..G...G........ 4844

=XI_004939611.1 PREDICTED: Gallus gallus KIAAD319 (KIAAQ319), transcript variant X5, mRNA
product length = 2933

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20

Template 4447 L ALLLUTALTT. ... 4428

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20
Template 1515 ...T.7G..GG......... 1534

>XI_426033.4 PREDICTED: Gallus gallus KIAAQD319 (KIAAD319), transcript variant X4, mRNA
product length = 2936

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20

Template 4450 L ALLLLTALTT...LL L. 4431

Reverse primer 1 TCCCTCCCGTTAGCAGAAAG 20
Template 1515 ...T.TG..GG......... 1534

Self 3' complementarity
0.00
2.00
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Primer pair 1

CDX2

Sequence (5'->3') Length ™ GC%  Self complementarity
Forward primer CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 20 59.89 5500 400
Reverse primer ATCGTCAGCCCAACAGCATC 20 60.75 5500 200

Products on target templates
>NIM_204311.1 Gallus gallus caudal type homeobox 2 (CDX2), MRNA

product length = 95
Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@
Template 1301 L e 132e

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 1395 1376

>XI_004947513 1 PREDICTED: Gallus gallus uncharacterized LOC100859440 (LOC100859440), transcript variant X4, mRNA
product length = 2352

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@

Template 1266 T.....un... -.C..C... 1284

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 3616 GC.T..... [ C.. 3597

>XIM_004947512.1 PREDICTED: Gallus gallus uncharacterized LOC100859440 (LOC100859440), transcript variant X3, mRNA
product length = 2355

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 20

Template 1176 T.o.oooen... -.C..C... 1194

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 3529 GC.T..... Toviinnn C.. 351e

>XI_004947511.1 PREDICTED: Gallus gallus uncharacterized LOC100859440 (LOC100859440), transcript variant X2, mRNA
product length = 2355

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@
Template 1266 T.......... -.CL.Cll. 1284

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 3619 GC.T..... Toviinnn C.. 3eee

>XI_420083.4 PREDICTED: Gallus gallus ring finger protein 213 (RNF213), transcript variant X3, mRNA
product length = 672

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@

Template 6282 T.A...G....... G.C... 6263

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 5611 TCG...wuuannn. CT.... 5638

=>XI_004946279.1 PREDICTED: Gallus gallus ring finger protein 213 (RNF213), transcript variant X8, mRNA
product length = 672

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@

Template 6856 T.A...G....... G.C... 6837

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 6185 TCG........... CT.... 6204

>XM_004946278 1 PREDICTED: Gallus gallus ring finger protein 213 (RNF213), transcript variant X7, mRNA

product length = 672

Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@
Template 6637 T.A...G....... G.C... 6518
Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 5966 TCG...vvvannn. CT.... 5985

>XIM_004946277.1 PREDICTED: Gallus gallus ring finger protein 213 (RNF213), transcript variant X6, mRNA

product length = 672
Forward primer 1 CCCTGGCCTTTGTTAGGTGT 2@
Template 6637 T.A...G....... G.C... 0618

Reverse primer 1 ATCGTCAGCCCAACAGCATC 2@
Template 5966 TCG........... CT.... 5985

Self 3' complementarity
0.00
0.00
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STRA8

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length m GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GAGGCACTTCAGCAATCACA 20 5847 5000 200 0.00
Reverse primer ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 20 58.72 50.00 3.00 0.00

Products on target templates
>XI_004937665 1 PREDICTED: Gallus gallus stimulated by retinoic acid gene 8 homolog (mouse) (STRAS), transcript variant X5, mRNA

product length = 125
Forward primer 1 GAGGCACTTCAGCAATCACA 20
Template 1713 1732

Reverse primer 1 ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 2@
Template 1837 i e 1818

>XWM_416179.4 PREDICTED: Gallus gallus stimulated by retinoic acid gene 8 homolog (mouse) (STRAS), transcript variant X3, mRNA
product length = 125

Forward primer 1 GAGGCACTTCAGCAATCACA 20

Template L 267

Reverse primer 1 ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 20
Template 372 e 353

=XI_D04337664 1 PREDICTED: Gallus gallus stimulated by retinoic acid gene 8 homolag (mouse) (STRAS), transcript variant X4, mRNA
product length = 125

Forward primer 1 GAGGCACTTCAGCAATCACA 20

Template 252 e 271

Reverse primer 1 ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 20
Template 378 e a e 357

>XIM_414325.4 PREDICTED: Gallus gallus family with sequence similarity 120A (FAM120A), MRNA

product length = 738
Forward primer 1 GAGGCACTTCAGCAATCACA 20

Template 694 LLC.TTT....uws Covunn 713
Reverse primer 1 ATCCTGGCTTTCCGTCTTCT 2@
Template 1431 .G.GA.T........ T.... 1412

SOX2
Primer pair 1
Sequence (5'>3') Length Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCACCAATACCATGACGACC 20 58.99 55.00 4.00 0.00
Reverse primer CATCATCCCATAGCCTCCGT 20 59.02 55.00 3.00 0.00

Products on target templates
>NNM_205188 1 Gallus gallus SRY (sex determining region Y)-bax 2 (SOX2), mRNA

product length = 119
Forward primer 1 GCACCAATACCATGACGACC 2@
Template [ 675

Reverse primer 1 CATCATCCCATAGCCTCCGT 2@
Template 74 e 755
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