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1. Bevezetés

Madarak esetében a heterogamétas ivar a néivar (ZW), mig a himeknél két ugyanolyan ,,Z”
ivari kromoszoémat talalunk (ZZ), pont ellentétesen, mint az emlés6knél, ahol az X — Y
kromoszoéma rendszernél a himek a heterogamétasak. Ez komoly kihivas elé allitja a
génmegdrzést végzd kutatokat, mert amig az emldsoknél egy egyszerli sperma mélyhiitéssel
megoldhatd a teljes genetikai anyag hosszutava tarolasa, addig madarak esetében a tojas
mélyhiitése a magas szikanyag tartalom miatt nem kivitelezhetd. Hatékonynak bizonyult az
6sivarsejteken (PGC-k) alapuld génmeg6rzés, melyek embrionalis vérbol konnyen izolalhatok.
Az izolalt vérbdl homogén PG sejttenyészetek alapithatok génmegdrzés céljabol. Ezen PG
sejtek visszajuttathatok recipiens fajta embridjanak szervezetébe, ahol is felismerik azokat a
szignalokat, melyek alapjan a fejloddé ivarszerv telepeknél kilépnek a vérkeringésbol. A
reprodukélhat6 az eredeti donor fajta.

Az 6sivarsejtek vandorlasa az embrionalis ivarszerv kezdeményekben ér véget és Osszefiigg
azok fejlodésével. Kulcsfontossagu feladat feltérképezni, az ebben a folyamatban résztvevéd
géneket és megérteni azok miikodését az embrid fejlédése soran, kiilonds tekintettel a
madarakra jellemz6é aszimmetrikus fejlodésti gonadokra. Néhany ragadozofaj kivételével a
tojok petefészke csak a bal oldalon fejlédik funkcionalis ivarszervvé, mikdzben a jobb oldali
elcsokevényesedik. Ezzel ellentétben a herék mind a két oldalon kifejlodnek, de az integralodott
6sivarsejtek szaman feliil, szamos ivarhoz kothetd gén expresszios mintazataban aszimmetria
mutatkozik a két oldal kozott.

Vizsgalataink soran az ivarszerv fejlédésében résztvevd gének expresszids profiljat
hataroztuk meg 8-10-12 napos erdélyi fekete kopasznyakt tytk embriokban. Olyan géneket
valasztottunk ki, melyeknek expresszidja a két oldali ivarszervben, valamint a két ivarban az

embrionalis kor elérehaladtaval valtozik.

1.1.Célkitlizések

Vizsgalataink célja, hogy éshonos magyar tytukfajtak esetében univerzalis recipiens fajtaként
alkalmazni kivant tyikok embridjanak az ivarszervfejlodését jobban megismerhessiik. Ebbol

adddodan a jovoben mar egy jol ismert recipiens embridt hasznalhatunk a génmegdrzés szamara.



Dolgozatom célja feltérképezni és Gsszehasonlitani az ivarszervfejlodésben szerepet jatszo
gének expresszidjanak valtozasit az embriondlis fejlddés soran. Osszehasonlitani a
génexpressziot him és néivara gonadokban, a bal és jobb oldali ivarszervekben 8, 10, 12 napos
korban. A kapott eredmények alapjan kovetkeztetéseket vonhatnanak le a tovabbi

vizsgalatokhoz.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1.Embriofejlodés

A korai embriofejlédés, a megtermékenyiiléssel 1étrejott zigota barazdalodasaval kezdodik.
Ezt a folyamatot gasztrulacionak nevezziik, a petevezetdben zajlik le és a tojasrakas pillanataig
tart. Az ovulacié utan egy oraval a fejlédé embrid 16 sejtes allapotba jut, majd az uterusban
valo tovabbi, 4 6rdn 4t tartod fejlddés sordn 256 sejtes allapotba keriil. Ennek a folyamatnak
soran a csiralemez két sejtrétege jon létre, az ectoderma, amely a kés6bb kialakuld kiillonbozo
bor, szarurétegek, szem, szdj és testiiregek nyalkahartydjanak alapja; valamint endoderma,
melybdl a mirigyes szervek, az emésztokésziilék €s a 1égzdszervek fejlédnek majd (Bogenfiirst
et al. 2000).

A tojésrakas pillanatdban, a tojas sargaja tetején mar tobb ezer sejt figyelheté meg, melyet
csirakorongnak neveziink €s gastrula stadiumban van (Bogenfiirst et al. 2000; N. Theodosiou
2006). Innentdl kezdve az embriofejlodés és maguk a tojasok is a keltetés vagy inkubaciod
fazisdban vannak. A fejlédés rendkiviil gyors iitemben halad, a harmadik nap végére mar a
legtobb szervkezdemény kialakul, eleinte egy-egy fokozat béli valtds par oOrdnként
bekovetkezik (Bogenfiirst et al. 2000).

Hamburger és Hamilton (1992) leirtak egy, a csirkék teljes inkubacios idejét (2 1nap) atfogo
fazisok sorozatat, ami a kiils6 tulajdonsagok megfigyelésén alapszik. Meghataroztak 3 {6 fazist:
korai, k6zépsd €s késoi stddiumot. A szervek €s szervrendszerek kialakuldsa az elsd két £6
stadium alatt torténik, ezt koveti a szervek novekedése és a rendszerek érése a késoi stadiumban.
A csirkék embrionalis fejlédési fazisainak ismerete mélyebb megértést nytjt a fejlodési
folyamatokrol és hogy az embrionalis fejlodés, valamint a keltetés folyamata hogyan
befolyasolhatd, manipulalhatd, mind kiils6 és belsé faktorok segitségével (W. L. Reed and
Clark 2011).

A klasszikus Hamburger Hamilton (HH) nevezéktan alkalmazasaval a tyuk embriofejlédés
45 stadiumra bonthaté (Hamburger and Hamilton 1992). Az 1-t61 6-ig tartd kezdeti fazisok a
primitiv csik fejlédése alapjan karakterizaljak az embriot. A kozépsd, 7-t6l 14-ig tartd fazisok
foleg a szomitak szama és a kapcsolodo tulajdonsagok altal vannak definidlva. A késai fejlodési
stadiumok 15-tdl 45-ig tartanak, meghatarozasuk szdmos morfologiai tulajdonsagon, valamint
egy csoportba foglalt, standard mérhetd tulajdonsag sorozatan alapul. A végtagbimbok ¢€s a
zsigeri szervek méreteinek valtozasait a 18 és 40. fazis kozotti stadiumok hatarozzak meg. Az

embriondlis fejlédés vége felé az embrid mar nem esik 4t 1ényeges morfologiai valtozasokon,



féleg csak méretnovekedés torténik. Ezért van sziikség objektiven mérhetd tulajdonsagokra,
mint a cs6r hossza (Tong et al. 2013).

A fejlédés els6 napjaiban bekovetkez6 események sorozatai hatarozzak meg a test tengelyeit
és a kiillonbo6zod szervek kialakulasi helyét. Az élet elsd lathato jele a primitiv csik kialakulasa,
ami egy vékony, atlatszatlan sejtsav, amely a csirakorong szélétol nyulik ki. Ezt nevezziik fej —
farok tengelynek (Bogenfiirst et al. 2000; N. A. Theodosiou 2006). Megjelenik a harmadik,
kozépso alapréteg, a mezoderma. Ebbdl a rétegbdl szarmaztathato a csontvaz, az izomzat, a vér,
a szaporito és a kivalaszto szervrendszer (Bogenfiirst et al. 2000).

A sziv és érrendszer az egyik els6, amely kifejléddik. Ennek fejlodése a masodik nap
legelején, 25h koriil indul meg. Az elsé nap végén mar megjelennek a primitiv csik végénél
azok a vérszigetek, amelyek a szik feliiletén eldre terjeszkedve Iétrehozzak a véredényhalozatot,
sz€lén gyurh alaku liregrendszerrel hatarolva. Az embridfejlédés folyaman a vérrendszernek
két része alakul ki, az egyik az embridban, a masik, pedig a szikre kiterjedve, melyet
extraembrionalis vérkeringésnek neveziink. Ez a késObbiekben fehérje, taplalékszallito
rendszerként funkcional majd tovabb. Az embridban a fej és a sziv kezd formalddni, megjelenik
a bal és a jobb aszimmetria (Mellor and Diesch 2007; Mellor, Diesch, and Johnson 2010).

Az inkubaci6é harmadik — negyedik napjan az embrid fobb részei felismerhetévé valnak pl.:
a fej, torzs és a farok. Ezt kovetéen az embrio tobbi része, mint a végtagbimbok, a szemek, a
tiid6, tovabba a harmadik nap végére mar lathat6 a hallogodor is (Mellor and Diesch 2007;
Mellor, Diesch, and Johnson 2010).

A szaporitoszervek kialakulasa, az ivari differencidlodas és a mozgés kezdete az 6todik és a
hatodik nap kozé esik (Mellor and Diesch 2007; Mellor, Diesch, and Johnson 2010; N. A.
Theodosiou 2006)

A hatodik naptol a végtagok részei mar jol kivehetok és az embrio a kilencedik napt6l mar
hasonlit a tojasbol kibujo csibére. A sziv a testbe zarodik, ettél kezdve az embrio a hasi
beflizédésen keresztiil, a vérkeringés utjan tartja a kapcsolatot a szik allomannyal (Bogenfiirst
et al. 2000).

A 10. naptol a csontozat mineralizaloédik. A tollkezdemények a 8. naptol mar lathatok, de a
toll tokok csak a 13. napon jelennek meg és a 16. napon mar felismerhetok a
szaruképzodmények is teljesen kifejlédnek (a csér, karmok, labpikkelyek) (Bogenfiirst et al.
2000).



2.1.1. Oscsirasejtek

Az Osivarsejtek (PGCk) mar a tojasrakas pillanataban, megtaladlhatok az extra embrionalis

Régota ismert a tény, hogy a bal oldali ivarszervben 70%-al tobb PGC talalhatd, mint a jobb
oldalon (Witschi 1935). Ugy tartotték, hogy a PGC-k gonadok felé tarté vandorlasat, a gonadok
altal termelt faktorok iranyithatjak, melyet a sejtek kemotaxis segitségével ismernek fel
(Kuwana and Rogulska 1999). Ezen faktorok termelése a bal oldalon magasabb, ami
feltételezhetden a PGC-k mitotikus aktivitasat is indukalja (Swartz and Domm 1972).
Madarakban a PGC vandorlast irdnyitdé molekularis mechanizmusok tovabbra sem tisztazottak.
Az emlitett faktorok szerepet jatszhatnak ebben a folyamatban. Ezek lehetnek szteroidok,
glykoprotein, Transforming growth factor-beta (TGF-B), valamint emlitésre mélto lehet az
SDF-10, SDF-1/CXCR4, Steel factor/c-Ki és a Dnd (Deadend) gén, melyek mind valamilyen

szerepet jatszhatnak a csirasejtek iranyitasaban (Intarapat and Stern 2014).
2.1.2. PGC vandorlas jellemzése

Az ésivarsejtek a blasztodermabol az epiblasztba, majd a hipoblasztba, végiil a germinalis
félhold teriiletére vandorolnak. A germinalis félhold teriiletén mar 4-500 PG sejt talalhato.
Innen a PGC-k a vérerekben vandorolnak az ivarlécek iranyaba (Intarapat 2011).

A germinalis félholdbol a dorsalis aortan keresztiil, kilépnek az extra-embrionalis
vérérhalozatba. Ez a PGC vandorlas eltér az emlds PGC-k vandorlasatol, ahol a sejtek a
szovetek kozotti térben vandorolnak a fejlodo ivarszervekig. Ebben a kezdeti szakaszban a
vandorlas passzivnak tekinthetd, az endotelialis sejtekkel egyiitt vandorolnak, cPGC-nek
(circulating-PGC) nevezik 6ket (Clawson and Domm 1969). A csiraléc kozelében egyre tobb
sejt jelenik meg. A vérérhaldzatbol kilépd cPGC-k beépiilnek a mezenchimalis sejtekbe és
egylitt vandorolnak a dorsalis mesenteriumba, a mesonephros szintjén. Amdéboid mozgassal
jutnak be a hamsejtek kozé, ahol alakjuk kissé megvaltozik, kerekebb format vesznek fel
(Clawson and Domm 1969; Eyal-Giladi, Ginsburg, and Farbarov 1981). Ebben a szakaszban
tPGC -nek (tissue-PGC) nevezziik 6ket és pseudopodiat mutatnak, ami annak a jele, hogy a
sejtek amoOboid mozgast végeztek (Clawson and Domm 1969).



Az aktiv migracio akkor ér véget, amikor elérik az ivarszerv kezdeményeket és megtorténik
a beépiilésiik a gonadokba. Ez utan gPGC-nek (gonadal-PGC) nevezziik 6ket (Clawson and
Domm 1969).

Az ivarszervekbe torténd bejutdsban nagyon fontos a gonddok szintjén torténd
vaszkularizacio, vagyis az 0j erek kialakulasanak és novekedésének folyamata (Pérez-Aparicio

et al. 1998).

2.2.Ivarszerv fejlédés

Az emldsok szimmetrikusan fejlodd ivarszerveivel ellentétben, a madarak esetében csak a
himek rendelkeznek bilaterdlis gonaddokkal, a legtobb fajta esetében a ndéi nemi késziilék
aszimmetrikusan fejlédik €s csak a bal oldalon fog funkciondlni. Ezt a gondd aszimmetriat
szamos madarfaj esetében leirtak: kacsanal (V. Limborgh and Fassen 1960; J. van Limborgh
1970), pulykanal (Burke 1973), tytiknal (J. Van Limborgh 1954; V. Limborgh 1960; Calhim
and Birkhead 2009; Hocking 1992).

A gonadogenezis kezdetén, a gonddok kozott nincs kimutathaté morfologiai kiilonbség, igy
az ivarok még nem kiilonboztethetok meg egymastdl. Indifferencialt szakasznak nevezziik
fejlodés ezen elso felét, ami az embrionalis fejlédés 6. napjaig tart (McCarrey and Abbott 1979;
Clinton 1998; Clinton and Haines 2001).

A gonadok szoveti szerkezetét tekintve, az emlds6khoz hasonldan a tyuk embrionalis
gonadok is két rétegbdl allnak, a kiilsé cortex, azaz kéregbdl és a belsd medullaris, azaz
veléallomanybol (Maraud, Vergnaud, and Rashedi 1987; Clinton 1998; Clinton and Haines
2001; Craig A. Smith and Sinclair 2004).

A gonadok differencialdédasat az ivari kromoszoémakon talalhato gének iranyitjak (Stevens
1997; Craig A. Smith and Sinclair 2001; 2004; C. A. Smith et al. 2007; Craig A. Smith 2010;
Chue and Smith 2011; Ayers, Smith, and Lambeth 2013). Emellett kiemelend6 két fiiggetlen
mechanizmus, a sejtek differencidlodasat szabalyozod genetikai kaszkadot ¢és az
ivardeterminacios mechanizmust, ami az ivarlécek differencialodasat szabalyozza (Clinton
1998; Clinton and Haines 2001; Craig A. Smith and Sinclair 2001; 2004; C. A. Smith et al.
2007; Craig A. Smith 2010; Chue and Smith 2011; Ayers, Smith, and Lambeth 2013). A
gonadogenezis a himek esetében medullaris, mig néivarban cortikalis fejlodésit (Romanoff ,

1960; McCarrey and Abbott 1979). Himeknél a medullaris régié tartalmazza a spermatarold



tubulusokat, melyekben bedgyazddva talalhatok meg a PG sejtek. Nostényeknél a kiilsd réteg
fejlodott ki erdteljesebben, ahova a PG sejtek ratapadtak.

Kanyarulatos

77, Here csatorndk
Elvékonyodott
/ kéreg
Megtapadt
Mesonephros csirasejtek
——e Gonad
Petefészek Feldarabolodott

vel6allomany

Megvastagodott
kéreg

Gonad §-.i

(differencialatlan)

ZW
Csirasejtek \
Kéreg
Velo R

Meiotikus
csirasejtek

1. kép. Az embrionalis ivarszervek szoveti fejlodése
Forrds: (Craig A. Smith and Sinclair 2004)

2.2.1. Gonadok szoveti differencialddasanak kezdete

Az indifferencialt fejlédési fazis az inkubacio 3,5-4. napjan indul meg és a 6,5. napig tart.
Elészor a csira-kordonok (kotegek) alakulnak ki, aminek a feliilete megvastagszik és kéreg
alakul ki rajta (Péczely 2013).

A Kkeltetés 6,5. napja a fazishatar az differencialatlan és a differencialt fejlédési allapot
kozott. Ett6l a ponttol az ivarok szovettanilag megkiilonboztethetok egymastol (Romanoff ,
1960). A sejtosztodas a herék fejlodése esetében gyorsabb a veldben, mint a kéregallomanyban.
A vel6ben az elsddleges csiraham kordonok kanyarulatos, seminiferus rendszere masodlagos,
majd harmadlagos agakat fejleszt, ez a vel0 vastagodasahoz vezet. Ekdzben a kéregallomany
vékonyodik, mert a csiraham corticalis része elsorvad, egyrétegili, vékony hamréteggé mdodosul
(Romanoff , 1960; Romanoff 1961; Stahl and Carlon 1973; McCarrey and Abbott 1979).

A petefészek esetében ez pont forditva zajlik le, a sejtosztodas a kéregallomanyban
intenzivebb, a feliileten 1évo kordonok egyre vastagodd, kompaktalodo réteget hoznak 1étre,
ami a kéreg vastagodasat jelenti €s a veld részelvékonyodésa figyelheté meg, az itt talalhato

kotegek feldarabolddasa miatt (Romanoff , 1960; McCarrey and Abbott 1979; Clinton 1998).
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Amig a him madarak esetében a jobb- és baloldali gonadok fejlédése kdzel azonosan zajlik le,
addig néivarban erds aszimmetria figyelhetd meg. Csak a bal oldali gonad fog érett
petefészekké fejlédni, a jobb oldali petefészek kezdemény novekedése lelassul, a kéreg
degeneralodik, a veldi kotegek feldaraboldodnak. Ennek hatasara a jobb oldali ivarszerv
csokevényes format vesz fel, vagy teljesen elsorvadhat (Carlon and Stahl 1985; Romanoff ,
1960; Craig A. Smith and Sinclair 2001; 2004; Vaillant et al. 2001).

2.3.lvardeterminacio és szexualis differencialodas

Ivardetermindci6 akkor kovetkezik be, amikor a két haploid ivarsejt egyesiil és 1étrejon a
diploid zigéta. Madarak esetében a himeknél ZZ kromoszomak, mig néstény egyedeknél ZW
kromoszomak figyelhetd meg. Az ivardeterminaciot és differenciaciot madarak esetében az
ivari kromoszémakon taldlhatdo gének szabdlyozzdk. Ezt kovetden megindulnak a szex
determinans gének expressziodi, melyek gén kaszkad jelenséget okoznak, aminek végkifejlete
az ivarok szovetileg elkiiloniilt kifejlédése (Clinton and Haines 2001; Ellegren 2001; Craig A.
Smith and Sinclair 2001; 2004; Péczely 2013).

Az ivardeterminacios mechanizmust tekintve is eltérnek a madarak az emldsoktdl. Nem
ismert olyan kordn expresszald, rovid ideig aktiv gén, mint az emlds Y kromoszéman talalhatd
SRY, ami egy olyan gén-kaszkad rendszert aktival a heterozigéta ivar egyedeiben, ami prioritast
biztosit a szexualis differencialodasban. Tovabba feltehetben madarakban nem létezik az a
mechanizmus, ami a homogamétas ivar egyik kromoszomajat inaktivalja, mint emlésokben az
X kromoszoma inaktivacioért felelds X-IST gén. Ellenben nem jelentkezik a Z-gének
megduplazodott expresszioja, ami doziskompenzacios mechanizmusra utal (Mank and Ellegren
2009).

Madarakban jelenleg két iniciator szex determinans funkci6ji gént ismeriink. Az egyik a Z-
kromoszdémahoz kapcsolt DMRT1 (Dublesex and Mab-3 Related Transcription factor 1), amely
egy altalanos ivar determinans faktor. Hasonlosagot mutat egyes halak DMY génjével, de nincs
rokonsagban az emlés SRY-al (C. A. Smith 2007; Cutting et al. 2012).

A masik a W-kromoszomahoz k6tott HINTW (Histidine triad nucleotide binding protein, W-
linked), petefészek determinans gén, expresszioja a fejlédés 4,5. napjatol kimutathatd (Craig A.
Smith, Roeszler, and Sinclair 2009; Pace and Brenner 2003; Moriyama et al. 2006).
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2.4.Gének

Az indifferens fazisban tobb specifikus gén expresszidja is jelentkezik, melyek a szoveti
proliferacié meginditasaban és szabalyozasaban jatszanak szerepet (Yoshioka et al. 2005).
Szamos, a fejlddésben szerepet jatszO gén aszimmetrikusan expresszal kiilonbozo
idépontokban, mindkét ivar esetében. Korai stidiumban, himivarban féleg a DMRT1 és a SOX9
(Kent et al. 1996; Koba et al. 2008; Silva et al. 1996; Oréal et al. 2002; Raymond et al. 1999;
Craig A. Smith, Katz, and Sinclair 2003; Craig A. Smith et al. 2009; Takada et al. 2006;
Yamamoto et al. 2003; Yang et al. 2013) expresszal, mig néivarban HINTW, FET1, FOXL2 és
az aromataz van jelen (Andrews, Smith, and Sinclair 1997; Hudson, Smith, and Sinclair 2005;
Nakabayashi et al. 1998; K. J. Reed and Sinclair 2002; Craig A. Smith, Roeszler, and Sinclair
2009; C. A. Smith 2007; Yamamoto et al. 2003).

Az embrionalis gonadban szamos faktor szintén aszimmetrikusan expresszal, koztiik pl.
PITX2, ami a bal oldalon expresszal, a gonad fejlédésében és morphogenezisben van szerepe
(Guioli and Lovell-Badge 2007; Ishimaru et al. 2008; Rodriguez-Leon et al. 2008). A Bmp7
signaling molekula, mely az indifferenciélt szakaszban bilateralisan expresszal, majd az ivari
differencialodas utan a bal petefészek mezenchimalis sejtjeiben talalhaté (Hoshino et al. 2005;
Carré et al. 2011). Az ERa mely mindkét ivar esetében csak a bal coretexben expresszal
(Andrews, Smith, and Sinclair 1997; Nakabayashi et al. 1998; Guioli and Lovell-Badge 2007),
valamit matrix és adhézids molekulak, mint a fibronektin és az N-cadherin, illetve DMRT1 és
LHX9 transzkripcios faktorok a bal oldalon expresszalnak mindkét ivar esetében (Guioli and
Lovell-Badge 2007).

A csirasejteken (CVH-t expresszalod sejtek) kiviil a szomatikus sejtek is aszimmetrikus
expressziot mutatnak (Intarapat and Stern 2013b). Ez az embrionalis gonadok sztroéma
mely erésen expresszal a tytik embrionalis- és csirasejtekben is (Pain et al. 1996; VVan De Lavoir
et al. 2006; Choi et al. 2010; Macdonald et al. 2010; Intarapat and Stern 2013a).

2.4.1. PITX2

Az aszimmetrikus fejlodés és a jobb oldali petefészek degeneraloddsa mogott allo
molekularis mechanizmus nagyban fligg a PITX2-t61 (Guioli and Lovell-Badge 2007; Ishimaru
et al. 2008; Rodriguez-Leon et al. 2008). Kisérletesen bizonyitottak, hogy PITX2

12



expresszidjanak megzavarasa a jobb oldali gonddban, nem csak szimmetrikus fejlédést okoz,
de a jobb oldali petefészek degeneralodasat is megakadalyozza (Guioli and Lovell-Badge
2007).

2.4.2. DMRT1

A DMRT1 valamennyi gerincesben, emldsokben ismert, emberben kérosodasa szex
reverziot okoz. Expresszidja a csirke embri6 csiralécében és a Miiller csében a 3,5 —4,5. napon
indul meg, az ivari differencialodas elétt (C. A. Smith 2007; Cutting et al. 2012). Tobb
transzkripcios faktort képes indukalni, melyek expresszids er6sségei eltérnek az ivarok kozott,

de Osszességében ivarérett korra DMRTL1 expresszié mar csak a herében mutathat6 ki (Zhao et

al. 2007).

2.4.3. CYP19A1 — Aromataz

A CYP19A1 gén a cytochrom P450 csalad, 19 alcsalad tagja, 1. polipeptid gén, a szteroid
bioszintézis monooxigenaz eleme. A CYP19Al, azaz az aromataz gén aktivatora a FOXL2. A
petefészek kezdeményben a keltetés 5. napjan ez a fehérje valtja ki a CYP19A1l gén
expressziojat (Craig A. Smith, Andrews, and Sinclair 1997; Nakabayashi et al. 1998; Craig A.
Smith et al. 2005).

A CYP19A1 gén az 6sztrogén-szintézis limitalo enzime, melynek mikodése madarakban is
meghataroz6 szerepll, a petefészek fejlodés szabalyozdsdban. Az Osztrogén a csiralécben
kialakult ERa-hoz (alfa-6sztrogén receptor) kotdédve fejti ki proliferativ hatasat. Indifferens
szakaszban mind a két ivarban jelen van, ami madar embridban az 6sztrogén korai szabalyzo
szerepére utal. A 3,5. napon mutathato ki el0szor néivarban, majd a 4,5. naptél mar mindkét
ivar gonadjaiban megfigyelhetd. Kisérleti tton gatoltak az aromatéz enzim mitkodését a keltetés
3,5. napjan, ami a genetikailag ndstény embriok bal oldali gonddkezdemény petefészekké
torténd alakulasat megakadalyozta, valamint a jobb oldali gonad pedig herévé fejlédott. Ez az
Osztrogén ivari differencidlodasban jatszott szerepére utal (Craig A. Smith and Sinclair 2004;
Craig A. Smith, Andrews, and Sinclair 1997).
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2.4.3.1. ERa

Az ERa mennyisége himekben a 6.5 napot kovetden lecsokken, ndstényekben pedig
jelentésen fokozodik a petefészek kezdemény kéregallomanyaban (Craig A. Smith and Sinclair
2004; Craig A. Smith, Andrews, and Sinclair 1997). Mig az aromataz gén expresszidja foleg
ndi ivarban specifikus, addig az 6sztrogén receptor specifitdsa a bal oldalra jellemzd. Mindkét
gén jelentOs szereppel bir a szexdeterminacidés mechanizmus soran (Nakabayashi et al. 1998).
Kiterjedt és kritikus fontossagu szerepet lat el a gonadok és a szaporit6 szervrendszer egészének

kifejlédésében (Andrews, Smith, and Sinclair 1997).

2.4.4. SOX9

Sex-determining region-y gén, expresszatuma az AMH gén {6 regulatora (Péczely 2013).

A SOX9 a here Sertoli sejtjeinek differencidlodasat és a seminiferus kordonok és
csatorndcskak aktivatora. Emldsok esetében a SOX9 expressziot az SRY gén fehérjéje valtja ki.
Szexdeterminans kaszkad mechanizmus masodik tagja, transzkripcids faktora pedig a harmadik
tag, az AMH aktivatora. Madarak esetében erre nincs lehetdség, mert a SOX9 késobb expresszal,
mint az AMH, de idejét tekintve, funkcidja szorosan kotddik a here szerkezet és a Sertoli sejtek

kialakulasahoz (Oréal et al. 2002; Takada et al. 2006; Oreal et al. 1998).

2.4.5. GAPDH

Béar a quantitative PCR vizsgalatok standard eljardsnak tekintheték gén expresszios
vizsgalatok sordn, mindenképpen sziikséges a mérések egységesitése, a technoldgia magas
érzékenysége okan, az eltérések minimalizalasa érdekében (Bustin 2000). Alkalmazhat6 tobbek
kozott, a mintak egységes mennyiségének felvitele, az azonos izolalasi protokollok hasznélata
(Huggett et al. 2005), de a legelterjedtebb és legmegbizhatobb eljaras egy belsé kontroll gén
hasznalata az amplifikéci6 sordn (Radoni¢ et al. 2004).

A referernciagének altaldban az adott ¢l6lény legtobb sejtjében, minden korban azonos
mértékben expresszalnak. Funkcidjuk allando és jol jellemzett.

A GAPDH membranfehérjeként szerepet jatszik az endocitézisban, a citoplazmaban
kifejezddve részt vesz a génexpresszid transzlacids szabalyozdsdban. A sejtmagban pedig a

tRNS exportban, a DNS replikacio6 soran (Sirover 1997).
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Az egyik legstabilabb expresszioval rendelkezd és legyakrabban alkalmazott haztartasi gén
a GAPDH, (glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz), ami alkalmassa teszi, gén expresszios
mintdzatok normalizalasara tytik esetében. Azon kiviil szintén széles korben alkalmazzak még

a p-actin -t (ACTB) és a TBP-t (TATA box kot6 fehérje) (Borowska et al. 2016).

2.5.1varszerv kimérak €s univerzalis recipiensek szerepe a génmegorzésben

Az embrionalis eredetli dssejtek madarak esetén visszainjektalhatok és képesek beépiilni a
gazdaembri6é szervezetébe. Az igy létrejovo utédok kiméraknak tekinthetok, mert a
szervezetiikben két eltéré genotipusii sejtvonal taldlhaté meg, a szétszorva a kiilonféle
szovetekben, szervekben (Petitte et al. 1990; Thoraval et al. 1995; Munro 1977; Nilsson and
Cloud 1992). Amennyiben a donor sejtek beépiilnek az ivarszervekben és ott szaporodoképes
ivarsejteket képesek 1étrehozni, akkor ivari kimérakrol beszélhetliink. A PGC mélyhiitésen és
visszaiiltetésen alapuldé génmegérzési technika célja olyan ivarszerv kimérak létrehozésa,
melyek csak a donor egyedtdl szarmazo genotipust 6rokitik tovabb, mar az elsé generacids
visszakeresztezés soran is (Gocza, Lazar, and Patakiné Varkonyi 2017)

Alternativaként szolgalhat steril interspecifikus hibrideket alkalmazasa. Hibrid, steril
recipiens embridkba torténé PGC injektalassal 1étrehozott utdéd embridkban a donor eredetii
Osivarsejtek sikeresen vandoroltak el a steril ivarszervekbe. Ez alternativ megoldast jelenthet

recipiensek keresésénél (Molnar et al. 2019).
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3. A vizsgalatok mddszerei

3.1.Vizsgalat helyszine, allomany

Dolgozatomban erdélyi fekete kopasznyaku hazitytk fajtat hasznaltunk modellallatnak. Az
embrionalis vizsgalatokhoz a tojasokat a Nemzeti Biodiverzitds- és Génmegdrzési Kozpont
g06dolloi telephelylt Haszonallat Génmegérzési Intézetbél (NBGK-HGI) szereztiik be. A
vizsgalatba bevont allatok ex vivo koriilmények kozott voltak tartva.

A kisérleteket a Magyar Agrar- és Elettudoméanyi Egyetemen, a Genetika és Biotechnoldgia

Intézet, Alkalmazott Embriologia és Ossejt Bioldgia Csoport laboratériumaiban végeztiik.
3.2.Mintavétel

A tojasokat PL. Machine keltetdgépben inkubaltuk az embriondlis fejlddés megfeleld
napjaig. A vizsgalatban az embrionalis fejlédés 5. napjatol a 15. napjaig elemeztiik a mintakat.
Az embriok vizsgalata Leica sztereo mikroszkop alatt tortént. Mikroszkop alatt, petri csészében,
streil 1X PBS pufferben tavolitottam el az embrid ivarszervét, valamint a kdzvetlen felette
elhelyezked6 mesonephros-t (eldvese). A kioperalt szerveket méretiiktol fiiggden 300-500 pL
TRI Reagent-be helyeztem, majd inkubaltam 10 percet szobahOmérsékleten, végiil -70°C -on
taroltam RNS izolalasig. Minden embriobol begytjtottem szovetdarabot a késobbi
ivarmeghatarozas céljabol, melyeket -20 °C -on taroltam. A vizsgalti id6szakban (E5-E15),
fejlodési naponként, az embridktol 5 mintat vettem: 1 szovetmintat, valamint 2 mesonephros
(bal-jobb), illetve 2 ivarszerv (bal-jobb) mintat. Fejlédési naponként minimum 4 egyedtdl, 2
himivar(i és 2 ndivarti embriobol tortént meg a mintavételezés. Osszesen 62 db embriobol
izolaltam mintékat.

A mintavételhez steril PBS-t, 70%-os alkoholt, steril desztillalt vizet, precizids csipeszeket,

ollot €s petricsészéket hasznaltam.

3.3.DNS izolalas, ivarmeghatarozas

3.3.1. DNS izolalas

A szovetmintakhoz 100 pl proteinaz K + lizis puffer oldatot adtam és vortexelés utan 55 °C

-on harom o6ran keresztiil inkubaltam, 400 rpm razatassal. A szoveti feltdras utan a mintakat
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vortexeltem, 1 percig centrifugaltam, majd 10 percig 100 °C -on inaktivaltam a proteinaz K-t
végiil ujbol 5 percig hasznaltam a centrifugat.

A miuveletek soran a centrifugat minden esetben 4 °C-ra hiitve, 13000 rpm fordulatszamon
hasznaltam.

A DNS tisztitashoz, mintanként 50 pl fenolt majd 50 pl kloroformot adtam hozza, fiilke alatt.
Ovatos 6sszerazas utan 10 percig centrifugaltam. A feliiltiszot 6], feliratozott csGbe pipettaztam
at, majd azonos mennyiségii —20 °C-on tartott izopropanolt adtam hozza, amivel a nukleinsav
kicsapodasat értem el. 5 perc centrifugalast kovetden lathatova valt a DNS pellet. A feliiluszo
alapos eltavolitasa utan a pelletet 500 pl 75%-0s EtOH -val mostam, majd 5 percig
centrifugaltam. A feliiliszot 4jbol eltavolitva, a mintakat a steril fiilke levegdjén szaritottam,
amig a maradék alkohol el nem illant a csébdl. A pelleteket 20-40 puL nukleaz-mentes (NFW)
vizben oldottam vissza.
majd az eredmények alapjan higitast végeztem 100 ng/uL, majd a késébbi PCR reakciohoz
sziikséges 25 ng/uL-es koncentraciora. Az izolalt DNS mintakat -20 °C -on taroltam, tovabbi

felhasznalasig.

3.3.2. Ivarmeghatérozas

A genetikai ivar meghatarozasahoz 25 ng/ul koncentraciora higitott DNS oldatokat
hasznaltam. A PCR-t MyTaQ polimerazzal, CHD1 forward és reverse primerekkel és nukledz
mentes vizzel (NFW) készitettem el, 13 ul végtérfogatra szamitva. PCR program: (1: 95 °C,
Imin; 2: 95 °C, 15s, 48 °C, 30s, 72 °C, 10s, 28x; 3: 72 °C, 5 min).

A PCR termékeket gélelektroforézis segitségével vizsgaltam. Egy 1,5%-os agar6z gélt
készitettem, 1X TAE puffer segitségével, 50 vagy 100 ml-es formaban attol fliggéen, hogy
mennyi mintat vizsgaltam egy idében. Minden futtatashoz 1 kb-os 1étrat, negativ, valamint him

¢€s ndivaru pozitiv kontrollt hasznaltam.

3.4.RNS 1zolalas

RNS izolalas el6tt a munkateriiletet RNase ZAP-al mostam le, hogy a munkafeliileten
esetlegesen jelen 1évé RNase-okat eltavolitsam a mintam kérnyezetébdl. A TRIzolban -70 °C -

on tarolt, izolalt szerv mintakat felolvasztas utdn 1,5 mL-es ,,Safe Lock” Eppendorf csdvekbe
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helyeztem, melybe korabban 2-2 db acél golyot osztottam szét a homogenizalas miatt. A
mintakat homogenizaltam 1 percen keresztiil 8-as fokozaton egy homogenizator segitségével.
Miutan a mintdk megfeleléen szétroncsolodtak kloroformot adtam hozzd a TRizolban allo
mintakhoz és 15 mp-ig erésen Osszeraztam, amit 10 perc szobahdn torténd inkubalas kovetett.
A szobahon tarolas utan 15 percre centrifugaba helyeztem a mintédkat 13 000 rpm ¢és 4 °C -0s
beallitasok mellett. A nukleinsavat tartalmazo feliiliszot, atpipettaztam egy uj, feliratozott 1,5
mL-es Eppendorf csébe. Az atpipettazott mintakhoz azonos mennyiségii tomény izopropanolt
adtam, valamint 0,75 ul GlycoBlue festékkel vizualizaltam a néha nagyon kicsi pelletet. Ezt
kovetden egy 30 perces inkubélasra volt sziikség -20°C-on, hogy a festék hozzakdsson a
nukleinsavhoz.

Az inkubacié utan szobahémérsékleten tovabbi 10 percet vartam, majd egy 10 perces
centrifugalas kovetkezett. A centrifuga lejarta utana lathatéva valik a kékre festett nukleinsav
pellet a csé aljan. A pelletrdl eltavolitottam a folyadékot, majd haromszor mostam 75%-0S
etanollal. Minden mosasi 1épés utan 5 percre centrifugaba helyeztem a mintakat. A harmadik
mosas utan a pelletet steril fiilke levegdjével szaritottam ki, majd 20-30 uL nukleaz mentes
meg. A mintdkat -70°C -on taroltam.

Az izolalt RNS oldatokat a DNS-hez hasonléoan két lépésben higitottam 25 ng/ul

koncentraciora a tovabbi vizsgalatokhoz.

3.5.cDNS iras

cre

paraméterckkel inditottam el a PCR reakciot. PCR program: (1: 25 °C, 10min; 2: 37 °C, 2h, 85
°C, 5min; 3: 4 °C).

20 pl-es végtérfogath reakciokat készitettem, ahol 10 pl volt az RNS minta és 10 ul a
MasterMix. A MasterMix 6sszeméréséhez 10X dNTP-t, 10X Buffer-t, 10X Random primert,
RNase inhibitort és Multi reverse Transciptazt hasznaltam

A cDNS-eket 8-10-12 napos ivarszerv RNS mintaibol irtam és hasznaltam tovabbi

vizsgalatokra, fejlédési allapotonként két him és ndivaru egyedtol.
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3.6.Primer tervezés és kezelés

A primerek tervezése soran dr. Hoffman Orsolya Ivett, a Modellallat Genetika csoport
vezetdje volt a segitségemre.

A tervezés soran az NCBI adatbazist és a BLAST keresdt hasznaltuk a megfeleld
génszekvenciak keresésére. A primereket a Primer 3 Plus program segitségével terveztiik meg,
ugy, hogy génenként az elsé és a masodik exon hataran legyenek, a termékek hossza pedig 150-
200bp kozé essen. A primereket a UCSC In-Silico PCR programmal ellendriztik vissza. A
kovetkezd génekre terveztiink primereket: DMRT1, SOX9, PITX2, 175HSD, CYP19A1, ERa. A
tervezett primerek szekvenciai az 1.tablazatban lathatok.

Az érkezett liofilizalt oligo primereket steril fiilke alatt, megadott mennyiségli nukleaz
mentes vizzel visszaoldottam 100 pg/ul-es koncentraciora. Az igy kapott primereket egyenként
8x10 pl-es adagokba szétosztottam tovabbi felhasznalasra. A beoldott és a szétosztott

egységeket is -20 °C-on tarolom.

cre

crc

A PCR-hez 6,0 pul MyTaq polimerazt, 0,5 ul forward és 0,5 ul reverse primert, valamint 4,0
pl NFW-t hasznaltam. A PCR reakcio végtérfogata 12 pl volt, 11 pul MasterMix + 1 pl minta.
Génenként harom tesztet végeztem: gDNS-t, cDNS-t, és negativ kontrollt. Ezeket
gélelektroforézissel vizsgaltam, amihez 100 ml 2%-o0s agar6z gélt ontoéttem. A futashoz 1 Kb-
os létrat hasznaltam.

A primerek tesztelése utan a kovetkezd génekkel végeztem a tovabbi vizsgalatokat: DMRT1,
CYP19A1.
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Gén ID Primer szekvencia (5' - 3') Primer méret (bp) | Tm (°C)
FW | 5'- GGCTGGAGGTGCACACTATC - 3' 20 61,4
PITX2 395862
RW 5'- GCTGCTGGCTGGTGAAGT - 3 18 58,2
FW | 5'- AAATGAACAGGGCAGCTTTG - 3' 20 55,3
ESR1 396099
RW | 5'- TGAAGTGGGAATGATGAAAGG - 3' 21 55,9
FW 5'- GTGCCGGTGGAGAAGACC - 3' 18 60,5
17BHSD 395641
RW | 5'- GCAGCAGCTCCAGTGTGTC - 3' 19 61,0
FW | 5'- GACTGCCAGTGCAAGAAGTG - 3' 20 59,4
DMRT1 769693
RW [ 5'- CTGCAGGAGACAGGAGCTG - 3' 19 61,0
FW | 5'- GAATTGGGCCTCTCATTTCA- 3' 20 55,3
CYP19A1 414854
RW | 5'- CGTGAAATACGCTGGAGGAT - 3' 20 57,3
FW | 5'- AGGAAGCTGGCTGACCAGTA-3' 20 59,4
SOX9 374148
RW | 5'- GTAGTCGGGGTGGTCCTTCT - 3' 20 61,4
FW 5'- CAGATCAGTTTCTATCAGC - 3' 19 50
GAPDH 374193
RW 5'- TGTGACTTCAATGGTGACA - 3' 19 54,2
FW |5'- TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT - 3' 23 54
CHD1 395783
RW [5'- CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT - 3' 23 53,2
1. tablazat. Tervezett és alkalmazott primerek
3.7.gPCR

PCR mix készitéséhez mintanként 5,25 ul NFW-t, 7,50 ul SYBR Green Master Mixet, 0,75
ul Forward és 0,75 pl Reverse primereket hasznaltam. Egy mintahoz 14,25 ul-t master mixet
osztottam ki wellenként. Ehhez 0,75 ul ¢cDNS mintat hasznaltam, 15,0 ul végtérfogatra
szamolva, de a mixet és a mintdkat kiilon — kiilon pipettdztam a plate-re. A mintdkat eldre
elkészitett terv alapjan egy 96-lyuku plate-re vittem fel. Minden minta esetében 3 parhuzamos
mérést végeztem.

A cDNS mintdkat vizsgaltuk valamennyi sajat tervezett primerrel, valamint GAPDH
primerrel, ami a leggyakrabban hasznalt csirke haztartasi gén. Kontrollként GAPDH primerrel
vittiink fel csirke embrionalis fibroblaszt (CEF) cDNS-t. Minden markerre végeztiink negativ
kontroll vizsgalatot is.

A gPCR-eket két-két 8-10-12 napos him €s néivart embrid bal és jobb oldali ivarszerv
cDNS mint4jan végeztem el. A PCR program az 2. képen lathato, mig az olvadasi gorbék a 3.
képen.

A kapott eredményeket az Eppendorf Realplex programbdl exportaltuk, miutan a harom

N4

parhuzamos mérésbol a legeltérobbet kizartuk a késdbbi analizis pontositasa érdekében.
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3. kép. A qPCR analizis olvadasi gorbéi, egységes Threshold mellett.

Lathato a két vizsgalt marker, a CYP19A1 és a DMRTI, valamint a belsd kontrollnak hasznalt GAPDH haztartasi gén, a 10

napos, baloldali, ndivaru embrionalis gonad esetében, amit referencia mintaként alkalmaztunk a gPCR analizis soran.
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3.8.Adatelemzés

A Realplex programbdl kinyert adatokat Multid GenEx v.6 programmal elemeztem tovabb.
Elso 1épésként az ismételt mintaknak az atlag Ct értékeit hataroztam meg. A harom qPCR futas
automatikusan bedllitott Threshold értékeit azonosra allitottam. Minden egyes 1épés utan a
Genex szoftver altal szamolt értékeket Excelbe atmasoltam a késébbi atlathatosag érdekében.
Az atlagokkal torténd kovetkezO miivelet a mintdk belsé kontrollként alkalmazott GAPDH
értékeihez vald normalizalasa volt. Végiil a belsé kontrolként hasznalt 10 napos baloldali
ndivartl ivarszerv minta értékeihez relativ expresszios értékeket szamoltam, melyekbdl
oszlopdiagrammon abrdzoltam a kiilonb6zd kora és ivara ivarszervekben expresszald gének

aktivitasat.
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4. Eredmények ¢€s értekelésiik

4.1.Ivar meghatarozas

Az Osszes vizsgalati naprol legylijtott szovetmintabol megallapitottam minden egyed ivarat.
A vizsgalati id6szakon beliill minden embrionalis korban igyekeztem 2 him és 2 ndivaru
egyedtdl mintat gyljteni. Szex PCR-t kovetéen kapott termékek gélen torténd futdsanak

eredménye a 4. képen lathato.

== | - - | —
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4. kép Szex PCR eredménye gélelektroforézissel vizsgalva.
A mintak 11 és 14 napos hazityiik embriok ivarszerveibdl szarmaznak. A 40 — 45 mintak 11 napos a 45 — 48 kézotti 14 napos
embrioktol szarmazik, végiil egy negativ kontroll, valamint him és néivaru kontrollok lathatok.

4.2 .Primerek tesztelése

A 2%-os agardz gélen megfuttattam mind a hat markerbdl késziilt PCR terméket, a futasrol
késziilt gélkép a 5. képen lathatd. Minden génbdl 2—2 him €s ndivaru egyedtdl bal és jobboldali
embrionalis ivarszerv mintakat vittem fol, 15 napos korbol, valamit a futdshoz 1kb-os létrat
hasznaltam. Azért ezt a kort valasztottam, mert a legtobb vizsgalt génnek ilyenkor hatarozott
eredményt kellene adnia. PITX2 gén csak alig lathato jeleket adott és csak himivarban, szdmos
aspecifikus jelek mellett, szintén alig lathato primer dimerekkel. A DMRT1 szépen lathato, de
tul erds expressziot mutat. A gélképen smir, illetve primer dimer figyelheté meg, ezek, illetve
egy aspecifikus band lathatd. Az ESR1 gélképen ndivarban semmilyen eredményt nem kaptam.
Himivarban a futast smir és szdmos aspecifikus band jellemezte. A /7BHSD esetében a ndivar
szép jeleket adott a vart helyeken, de erds aspecifikus jeleket is kaptunk. Himivarban nem
kaptunk jelet, ami varhat6 is, szdmos aspecifikus band lathatd, valamint primer dimerek
mindkét ivarndl. CYP19A1 néivarban megfeleld eredményt adott. A himivar nem adott jelet,
ami varhat6 eredmény, de erds primer dimerek lathatok. Végiil a SOX9 mindkét ivarban erds

expresszios jelet adott, ndivarban két aspecifikus bandel egyiitt.
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A kapott gélkép alapjan az ESR1, /78HSD és a PITX2 génre tervezett primereket sziikséges
ujra tervezni. A SOX9-re tervezett primert nem hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz, a névarban
jelentkezett aspecifikus jelek miatt sziikséges lenne a PCR programban alkalmazott
hémeérsékletek optimalizaldsa, de mivel utdna a tobbi primertdl eltéré homérsékleten kellene a
gPCR-t futtatni, ezért nem vizsgaltuk tovabb.

Az eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatokhoz a DMRT1 ¢és a CYP19A1 génekre tervezett

primereket hasznaltam a tovabbiakban. Az erds expresszids jelek, a smires futds és a

higitottam10 pm/ul -rél 5 pm/pl -re a qPCR analizishez.

! !
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5. kép. Primerek tesztelése 2 %-0S agardoz gélen, 1Kb-os létraval.
A gélen lathato a hat altalunk tervezett primer futasi eredményei. Markerenként 2 him és 2 néivaru, bal és jobb oldali
embrionadlis ivarszerv minta.

4.3.qPCR analizis eredmények

A gPCR analizisnél az altalam vizsgalt gének értékeit GAPDH -val normalizéaltam, ezt a
haztartasi gént hasznaltam belsé kontrollként. Azért ezt valasztottam, mert ez az egyik
legelterjedtebben alkalmazott kontroll baromfin végzett vizsgalatok esetén.

Belso kontrollnak az egyik 10 napos ndivaru, bal oldali ivarszervet valasztottam, ehhez
viszonyitottam a tobbi minta eredményeit.

A 8 napos embriondlis ivarszerv vizsgéalatdnal 3 himivara embridt és egy ndivaru embriod

értékeit elemeztem Ki. A DMRT1 relativ expresszidja himivar esetében magasabb, mint a
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ndivarnal, azonban lIényeges kiilonbségek nem mutathatok ki a bal és jobb oldali gonadok
kozott egyik ivar esetében sem. A referencia mintdhoz viszonyitva a himivar értékei
magasabbak, mig ndivarban alacsonyabbak.

CYP19A1 gén expresszidja himeknél csak minimalis értéket mutat. Ndivarban az expresszid
mértéke a jobb oldalon minimalisan magasabb, de kozel azonosak, a 10 napos referencianal

alacsonyabb. Az eredmények az 1-es diagrammon lathatok.

Relativ expresszié 8 napos embrionalis ivarszervben

3
2,8
2,6
2,4
2,2

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6

0,4
0,2
; B e . I
H_B (3n) H_J (3n) N_B (1n) N_J (1n)

HDMRT1 1,465719162 1,620682328 0,22221067 0,455334917
B CYP19A1 5,91111E-06 1,12723E-05 0,138696184 0,219912269

1. diagram. Relativ expresszio 8 napos embriondlis ivarszervben.

DMRTI és CYP19A1 géneket vizsgaltuk GAPDH haztartasi génre normalizalt értékekkel és 10 napos néivaru bal oldali
gonadhoz viszonyitva, melynek értéke 1, amit a diagramon jeloltem. A DMRTI expresszio himivarban jelentésen magasabb,
mint ndivarban, mig CYP19A1 expresszié ebben a korban még viszonylag alacsony szintet mutat néivarban is. (H_B:
himivar, bal oldal; H_J: himivar, jobb oldal; N_B: ndivar, baloldal; N_J: néivar, jobb oldal, n: mintaszam.)

A 10 napos embrionalis ivarszerv esetében, DMRT1 gén expresszidja jelentds aszimmetriat
mutat a bal oldali gonad irAnyéban, mig néivarnil az értékek kozel azonosak. Altaldban
elmondhat6, hogy a himek esetében az expresszid mérteke magasabb, mint a ndivara
egyedeknél és magasabb, mint a referencia minta értéke. A ndivar esetében az expresszid
valamivel alacsonyabb, mint a referencia.

CYP19A1 expresszio erdsebb a tojokndl, himivarban elenyészé mértékii. Noivarban a
referencia mintahoz kozeli értékeket kaptam. Erzékelhetéen magasabb az expresszio a

jobboldalon, mint a baloldalon. A 10 napos eredmények a 2. diagrammon lathatok.
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Relativ expresszié 10 napos embrionalis ivarszervben

3,0
2,8
2,6
2,4
2,2
2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

H_B(2n) H_J (2n) N_B (2n) N_J (2n)
m DMRT1 2,255273876 1,474301892 0,687504874 0,639755608
mCYP19A1 0,000008467 0,000003119 0,767016352 1,142788514

2. diagram. Relativ expresszio 10 napos embriondlis ivarszervben
DMRTI és CYP19A1 géneket vizsgaltuk GAPDH haztartasi génre normalizalt értékekkel és 10 napos néivaru bal oldali
gonadhoz viszonyitva, melynek értéke 1, amit a diagramon jeloltem. A DMRTI és a CYP19A41 gének expresszios mintdzatai
jelentds kiilonbségeket mutatnak, mind a bal és jobb oldali gonadok kézott, mind az eltérd ivarok kozott. DMRTI esetében a
baloldalon, mig Aromatdz esetében a jobb oldalon figyelheték meg magasabb expresszios értékek. (H_B: himivar, bal oldal;
H_J: himivar, jobb oldal; N_B: ndivar, baloldal; N_J: néivar, jobb oldal, n: mintaszam.)

A 12 napos embrionalis ivarszerveknél, a DMRT1 gén a himek esetében magasabban
expresszalt, mint néivarban és a bal oldalon valamivel szintén magasabb volt, mint a jobb
oldalon. Az értékek a referencia minta értékei koriil voltak. Ndivar esetében a kiillonbség
minimalis a két oldal k6zott, valamint az értékek nem érik el a referencia szintjét.

Aromataz expresszido himivarban alig megfigyelheté szinten van. Noéivarban mindkét
oldalon er6sebb a génexpresszid, mint a referencia mintaban, illetve aszimmetria is

megfigyelhetd az expressziok szintjében, a jobb gonadban mértem magasabb értékeket.
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Relativ expresszié 12 napos embrionalis ivarszervben

3
2,8
2,6
2,4
2,2

2
1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6

0,4
n
0 H_B(2n) H_J (2n) N_B (2n) N_J (2n)

m DMRT1 1,072753593 0,806003558 0,483295183 0,439253567
m CYPI19A1 3,11948E-05 8,03338E-05 1,066007017 1,864290229

3. diagram. Relativ expresszié 12 napos embriondlis ivarszervben

DMRTI és CYP19A1 géneket vizsgaltuk GAPDH haztartdsi génre normalizalt értékekkel és 10 napos néivaru bal oldali
gondadhoz viszonyitva, melynek értéke 1, amit a diagramon jeloltem. A DMRTI esetén csak a himivarban figyelheté meg
kiilonbség a két oldal kozott és himivarban magasabb az expresszio szintje. Aromatadz esetében a néivar jobb oldalon joval
magasabb értéket kaptunk, mint baloldalon. (H_B: himivar, bal oldal; H J: himivar, jobb oldal; N _B: néivar, baloldal; N J:

noivar, jobb oldal, n: mintaszam.)

A 8-10-12 napos embrionalis ivarszervekben mért relativ expresszios atlag értékek a 4.

diagrammon lathatok.
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Relativ expresszié atlag 8-10-12 napos embrionalis
ivarszervben
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4. diagram. Relativ expresszio datlag 8-10-12 napos embriondlis ivarszervekben.

DMRTI és CYP19A1 géneket vizsgaltuk GAPDH haztartasi génre normalizalt értékekkel és 10 napos néivaru bal oldali
gonddhoz viszonyitva, melynek értéke 1, amit a diagramon jeloltem. (H_B: himivar, bal oldal; H_J: himivar, jobb oldal;

N_B: néivar, baloldal; N_J: néivar, jobb oldal, d: vizsgdlati nap.)
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A teljes vizsgalati iddszakban mért DMRT1 eredmények jelentds kiilonbségeket mutatnak a
két ivar kozott. Minden vizsgalati napon a himivarnal kaptam magasabb eredményeket, amit az
irodalmi adatok alapjan is igy vartam ennél a génnél. Mindkét ivarnal és mindkét oldalon
megfigyelhetd egységes mintdzat, miszerint 8. és 10. nap kozott az expresszid mértéke
egységesen novekszik, majd pedig 10 és 12 nap kozott szintén egységesen csokken.
elérehaladtaval mind a bal és jobb oldali gonadban egyre er6s6dé génmuikodeés figyelhetd meg
ndivarban. Minden vizsgalt napon aszimmetria volt megfigyelhet6 a génexpresszioban. Minden
esetben a jobb oldalon kaptam magasabb expresszios értékeket. A kapott értékek megfelelnek
a szakirodalmi adatok alapjan vart értékeknek. A himivarban is megfigyelhetd egy enyhe
expresszio, de csak olyan alacsony szinten, ami nem alkalmas kdvetkeztetések levonésara.

A kapott parhuzamos mérések esetében megadtam az atlageltérések értékeit, de statisztikai
elemzéseket az alacsony mintaszam miatt nem lehetett végezni. Ennek ellenére a kapott
eredményekbdl levonhatd kovetkeztetések realisnak tekinthetok, mind a két vizsgalt marker
esetében a 8 napos kortdl kezdve nyomon kovethetd volt az expresszios értékek valtozasa. Jol
kivehetd a mért kiilonbség az eltérd ivarokban miikodo gének aktivitasa kozott. A mintaszam
novelésével athidalhatok az embriok esetében latott egyéni kiilonbségek - amik az adott napon
izolalt embriok fejlettségi allapotdban meglévd eltérésekbdl adodhattak - lehetdség nyilik
statisztikai szamitasok végzésére is. A tovabbiakban magasabb mintaszdm mellett, a tobbi
kivalasztott génnel is szeretném a vizsgalatokat folytatni, amikkel még pontosabb képet

kaphatunk a kivalasztott 6shonos fajta embrionalis ivarszervfejlodésének genetikai hatterérol.
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5. Osszefoglalas

Madaraknal — ellentétben az emlésokkel — a himivar a homogamétas (ZZ), mig a tojo a
heterogamétas (ZW) ivar, ami komoly kérdést jelent a génmegbrzés témakorében, mert a tojas
mélyhiités nem megoldhaté a magas szik tartalom miatt. Hatékony mddszernek bizonyult az
Osivarsejtek alkalmazéasa, melyek embrionalis vérbdl izolalhatok. Segitségiikkel sejttenyészetek
alapithatok, igy a madarak teljes genetikai anyaga eltarolhat6 hossza tavon, génmegdrzés
céljabol. Szinén Iényeges kiilonbség, hogy az emldsokkel ellentétben a madaraknal aszimmetria
figyelheté meg az ivarszervek fejlodésében, kiillondsen a tojoknal, ahol a petefészek csak a bal
oldalon fejlédik ki funkciondlisan. Ennek megfeleléen a fejlddésben szerepet jatszo gének
miikodésében is megfigyelhetd ez az aszimmetrikus mintdzat. Ezért sziikséges megérteniink az
ivarszerv fejlodés genetikai hatterét az 6shonos fajtak esetében is.

Az 6scsirasejtek visszajuttatdsahoz sziikség van a megfeleld recipiens fajta megtalalasara.
Miutan a PG sejtek bekeriilnek a befogadd embrid szervezetébe, a megfeleld szignalokat
kovetve, a vandorlas végeztével beéplilnek az embrionalis ivarszerv kezdeményekbe.

Vizsgalatom soran az ivarszerv fejlodésében résztvevo gének expresszios profiljat
hataroztam meg 8-10-12 napos Erdélyi fekete kopasznyakli embriokban. Ehhez a vizsgélati
iddszakbol mindkét ivar esetében, bal és jobboldali ivarszervekbdl RNS-t izolaltam, melybdl
cDNS-t irtam. A vizsgélatra kivalasztott génekre primereket terveztiink. Két gén esetében az
RNS expresszio szintjét JPCR-t alkalmazva vizsgaltam meg. A mért expresszios értékeket
Genex szoftverrel analizaltam és viszonyitottam egymashoz.

A vizsgalati id6szakban, az eredmények alapjan jol megfigyelhetok voltak a kivalasztott
gének aktivitasi mintdzatainak valtozasai a fejlddési napok mentén haladva. Jol elkiiloniiltek a
him és ndivarban detektalhatdo markerek és a kiillonbségek az embriondlis gonadok két oldala
kozott. A késObbiekben, ha lehetdség lesz tovabbi markereket is bevonni a kisérletbe, érdemes
magasabb mintaszammal dolgozni. A kapott eredmények hozzajarulnak a témaban végzett

kutatasokhoz, melyek egy Gscsirasejt alapti 6shonos génbank fejlesztése felé iranyultak.
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8. Mellékletek

HAZITYUK EMBRIOK IVARSZERVENEK FE,JL('T')D,ESEBEN SZEREPET JATSZO
GENEK FELTERKEPEZESE

Mapping of the gene expression under the embryonic gonadal development in chicken

Készitette: TOTH ARNOLD, MATE, Szent Istvan Campus, Mez3gazdasagi biotechnologus
MSc, 2. évfolyam

Témavezetd: Toth Roland, Tudomanyos segédmunkatars, MATE, Genetika és Biotechnoldgia
Intézet, Szent Istvan Campus

Madarak esetében a heterogamétds ivar a ndivar (ZW), mig a himeknél két ugyanolyan ,,.Z”
ivari kromoszomat taldlunk (ZZ), pont ellentétesen, mint az emlésdknél, ahol az X — Y
kromoszéma rendszernél a himek a heterogamétasak. Ez komoly kihivas el¢ éllitja a
génmegorzést végzo kutatokat, mert amig az emldsoknél egy egyszerti sperma mélyhtitéssel
megoldhato a teljes genetikai anyag hosszutavu tarolasa, addig madarak esetében a tojas
mélyhtitése a magas szikanyag tartalom miatt nem kivitelezhetd.

Kulcsfontossagu feladat feltérképezni, az ebben a folyamatban résztvevd géneket és megérteni
azok mukodését az embrio fejlodése sordn, kiilonods tekintettel a madarakra jellemzo
aszimmetrikus fejlodésti gonadokra. Néhany ragadozofaj kivételével a tojok petefészke csak a
bal oldalon fejlédik funkcionalis ivarszervvé, mikozben a jobb oldali elcsokevényesedik. Ezzel
ellentétben a herék mind a két oldalon kifejlédnek, de az integralodott Osivarsejtek szdman
feliil, szamos ivarhoz kothetd gén expresszios mintazataban aszimmetria mutatkozik a két oldal
kozott.

Munkdm célja az volt, hogy feltérképezzem ¢€s Osszehasonlitsam az ivarszerv fejlodésben
szerepet jatszd gének expresszidjanak valtozasat az embriondlis fejlodés soran.
Osszehasonlitottam a DMRT1 és a CYP19A1 gének expresszids mintazatat him és ndivara
gonadokban, a bal és jobb oldali ivarszervekben 8, 10, 12 napos korban.

Az embrionalis fejlddés 5. napjatol a 15. napjdig naponként minimum 4 egyedtdl gyiijtottem
mintakat, ligyelve arra, hogy 2 him és 2 ndivaru egyedtdl mindenképpen legyen minta.
Osszesen 62 allatbol vettem mintat. A fejlédés 7. napja elStt az ivarszerv aszimmetrikus
fejlodése még nem lathatd, ezért az izomszovet mintakbdl izolalt DNS-bdl, ivarmeghatarozast
végeztem PCR segitségével. Az izolalt RNS mintakbol cDNS-t irtam. A vizsgalathoz
igyekeztiink ugy kivalasztani a géneket, hogy azok a kor-ivar és bal-jobb oldali ivarszervben
kiilonbozoképpen expresszaljanak. A kovetkezo génekre esett a valasztasunk: DMRT1, SOXO9,
17BHSD, CYP19A1, ESRI1, PITX2. Minden génre terveztiink primert. A primerek tesztelése
utan a DMRT1, CYP19A1 géneken végeztem el a qPCR analiziseket, melyeknél GAPDH
haztartasi gént hasznaltam az értékek normalizalasara és 10 napos ndivart embriod baloldali
ivarszervét referencia mintaként, amihez viszonyitottam a kapott eredményeket.

A kapott eredményeim alapjan elmondhato, hogy a kivalasztott gének expresszidja a him és
ndivarban kiilonbséget mutatott, ugyan gy az embrionalis gonadok két oldala kozott is eltérést
talaltam. A késObbiekben, tovabbi markereket is szeretnék bevonni a vizsgalatokba. Ahhoz,
hogy eredményeim statisztikai kiértékelése is lehetdvé valjon magasabb mintaszammal kell
majd dolgoznom a jovoben.

A vizsgélatok sordan kapott eredmények segitséget jelenthetnek majd az idedlis recipiens
kivalasztasaban, mely fontos 1épés az dscsirasejtre alapt 6shonos hazityuk génbank technologia
fejlesztésében.
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