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Napjaink fontos feladata a veszélyeztetett fajok, ill. fajtak védelme és megdr-
zése. Jelenleg az eml8sok esetében az in vitro génmegdrzés rutinszerlen alkal-
mazhatd mdodja az ondémélyh{tés, azonban a madaraknal ezzel a mdodszerrel
nem lehet konzervalni a teljes genomot. Ennek az az oka, hogy a madaraknal a
néivar a heterogamétas, egy Z és egy W ivari kromoszémaval. A cikkben a szer-
z6k egy Gj génmegdlrzési lehet8ségrdl, az dsivarsejtekre alapulé génbankok 1ét-
rehozasardél irnak. Az dsivarsejtekbdl a késdbbiekben himivarsejtek és petesejtek
is fejlddhetnek, igy mélyh{téstkkel a nSivarban fellelheté W kromoszdéma, ezzel
egyltt a teljes genom is megdrizhetévé valik.

SUMMARY

Nowadays, the conservation of endangered species and breeds are essential.
In the case of mammals, the genome conservation is relatively easy, because
males are heterogametic, and sperm can be cryopreserved. In birds, the females
are heterogametic, so sperm freezing itself is not enough for conservation of
the whole genome.

In this article, the authors introduce the prospect of full genome conservation
using primordial germ cells (PGCs). The primordial germ cells can differentiate
into matured germ cells, so usage of this cell type is the most efficient tool for
the genome conservation in birds. The work aimed to characterize the estab-
lished PGC lines and investigate the integration efficiency of GFP expressing
PGCs into different indigenous chicken breeds.

Recently, the authors established ten GFP expressing PGC lines. The expres-
sion level of germ- and stem cell specific markers was investigated. To examine
the in vivo developmental potential of PGCs, cells were injected back to 3-day
old recipient embryos derived from White Hungarian, Partridge colour Hungar-
ian and Yellow Hungarian breeds. The recipient chicken eggs were provided by
Research Centre for Farm Animal Gene Conservation.

The integration rate of GFP expressing PGCs were determined after the dissec-
tion of the gonads from 14-day old embryos. There was not significant difference
in the viability rate and the integration efficiency between the White Hungarian
and Partridge colour Hungarian breeds. The authors investigated the integration
rate of injected PGCs after hatching, too. In the case of White Hungarian breed,
six chicks were hatched, two was gonadal chimera; in the Partridge colour Hun-
garian breed, both chicks were gonadal chimera out of two hatchlings.

In the Yellow Hungarian breed, the viability rate of injected 14-day old embryos
(54%) and the integration efficiency of injected PGCs (41%) was low as the
authors concluded that this breed is not a suitable recipient for gene conserva-
tion.

In the future, it is essential to investigate other chicken breeds or might be
worth to try other species as recipient.
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Hazitylk esetében az 8sivarsejtekbdl (primordial germ cells - PGC, PG-sejtek) lét-
rehozott sejttenyészetek segitségével lehetdvé valt az adott fajta teljes genetikai
anyaganak megdrzése. A PG-sejtek prekurzorai a felndtt allatok ivarszerveiben
taldlhaté ivarsejteknek (9). Segitséglkkel veszélyeztetett madarfajok és fajtak
genetikai &llomanya drizhetd meg hosszl tavon (2, 13, 14). A transzgénikus, igy
fluoreszcens fehérjét (a legtobb esetben zold fluoreszcens fehérjét, green fluo-
rescent protein — GFP-t) expresszald csirkék el8allitdsa megoldott (3, 10, 12, 20,
21, 22, 24). A GFP-t expresszald embridkbdl alapitott Esivarsejtvonalak sejtjei is ki
fogjak fejezni a z6ld fluoreszcens fehérjét. A donor fluoreszcens sejtek a recipiens
allatok szervezetébe torténd injektalast kovetden kdnnyen nyomon koévethetdk.

A madar PG-sejtjei a fejl6dd magzat érhalézatan at jutnak el az ivarszervhez (4).
A csirakorongban korillbelll 6tvenezer sejt talalhatd, ezeket a sejteket nevezzik
blasztodermalis sejteknek. Az ivarsejtek elédjei, az 8sivarsejtek, a csirakorong kbze-
pérdl a germinalis félholdba vandorolnak. Ekkorra szamuk mar megkozeliti az 6tsza-
zat. Ezt kovetden |épnek be az embrid vérkeringésébe. A PG-sejteket tartalmazd
vért az embrié dorsalis aortajabdl lehet izolalni egy Uveg-mikrokapillaris segitsé-
gével. Az izoldldst az embrionélis fejlddés 3. napjan (Hamburger-Hamilton 14-16-0s
stadium, HH14-16) végezzik, mivel a PGC-k ekkor taldlhatdk a legnagyobb szamban
a hazitydk embrié vérkeringésében (5). A vérbdl izoldlt PGC-vonalakat egy specia-
lis sejttenyésztd médiumban, hosszl tavon fent lehet tartani (1, 11, 22). Az &sivar-
sejt-tenyészetek ivara (vagyis, hogy ZZ vagy ZW genotipus() meghatarozhatd, igy a
kilonboz8 ivarl vonalak dsszehasonlithaték. A himivarl (ZZ) PGC-tenyészetek osz-
t6dasi aranya altaldban nagyobb, mint a ZW genotipusi ndivarl tenyészeteké (17).

A genetikai anyag megdlrzésének legelterjedtebben alkalmazott moddszere az
onddmélyhtés (2, 7). Madarak esetében a W kromoszdma genetikai anyaga nem
Srizhetd meg ezzel a mddszerrel, mivel madarak esetében a ndivar a heterogamé-
tas (ZW genotipustak). Az 8sivarsejt-tenyészetek mélyh{tésével azonban a teljes
genom megdrizhetdvé valik, mivel mind ZZ, mind pedig ZW genotipusli PGC-vo-
nalak alapithatdk. Mélyh{téslket kovetden a PGC-vonalakat folyékony nitrogénben
tarolva PGC-génbankok hozhatok Iétre.

A PGC-ket recipiens embridk vérkeringésébe injektalva, ivarszervi kiméra egyede-
ket lehet Iétrehozni (8, 15). A visszainjektalt donor 8sivarsejtek felismerik a recipi-
ens embridk altal adott jeleket, igy a gazda embrid sajat ivarsejtjeihez hasonldan,
képesek kilépni az embrid vérkeringésbdl, és a recipiens embrid sajat ivarsejtjeihez
hasonldéan beéplilnek a fejl6dé embrid ivarszervébe. Az injektalt Gsivarsejtekbdl a
késGbbiekben ugyanulgy érett ivarsejtek képzddnek, mint a recipiens embrié sajat
Gsivarsejtjeibdl. Egy veszélyeztetett baromfifajta, vagy faj embridjabdl szarmazd
PG-sejteket felhasznalva l|étrehozott ivarszervi kiméra egyedek keresztezésével
visszanyerhets a veszélyeztetett fajta.

lvarszervi kimérak vizsgalata soradn egy japan kutatdécsoport érdekes jelenséget
irt le. Azt 1attadk, hogy amikor ndivari PG-sejteket injektaltak him recipiensbe, a
ZW-sejtek képesek voltak bekapcsolédni a spermatogenezis folyamataba (19).
Ebben az esetben a W kromoszdmaval rendelkezd himivarsejtek elhaltak, viszont a
Z kromoszdémat tartalmazd PGC-k miikodSképes himivarsejtekké alakultak.

Két genetikailag kozel allo, am kildnbozd fajba tartozd egyed kozott is lehet ivar-
szervi kimérat 1étrehozni, ezeket nevezziik interspecifikus kiméraknak (6, 20, 23).

A kisérletben harom Gshonos magyar hazitylkfajtat — a sarga, a fehér, valamint a
fogolyszinl magyar fajtakat (18) — alkalmaztunk a GFP-t expresszalé Ssivarsejtek
visszainjektalasakor recipiensként. A tojasok Godollérdl, a Haszonallat-génmeg-
8rzési Kézpontbdl szdrmaztak (1. dbra).



1. ABRA. GFP-t expresszdlé
PGC-tenyészetek alapitdsanak
sematikus dbrdja

A PGC-vonalakat a mélyh(tést
kovetSen folyékony nitrogén-
ben taroljuk. A felolvasztas utan
recipiens embridkba injektalva a
PG-sejteket, ivarszervi kimérakat

lehet Iétrehozni

FIGURE 1. Schematic diagram of
the establishment of GFP-express-
ing PGC cultures

PGC lines are stored in liquid
nitrogen after freezing. After
thawing, injecting the PG cells
into recipient embryos germ line
chimeras can be generated
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A GFP-t expresszalé hazitydkvonalat a skéciai Roslin Intézetben allitottak eld (12).
20 GFP-t expresszald hazitylGkembridbdl izolaltunk vért. A transzgénikus csir-
keembridkbdl izolalt vért egy specialis tenyésztémédiumba (22) helyeztik. A
PGC-tenyészeteken naponta cseréltink médiumot. 10 stabil GFP-t expresszald
PGC-vonalat sikerilt alapitanunk.

Az injektalas napjan atlagosan 3000 sejt/ul GFP-t expresszald PG-sejtet gylj-
tottlink Ossze. A sejtszamot egy specialis, automatizalt sejtszamlalo-készulék
segitségével hataroztuk meg (Arthur, NanoEntek). A sejteket a sejttenyésztés-
hez hasznalt alapmédiumban szuszpendaltuk. Az injektalds szajpipettahoz ers-
sitett Gveg-mikrokapillarissal tortént, amelynek segitségével 1 ul sejtszuszpen-
ziét injektaltunk az embrionalis fejl6dés 56-60. 6rajaban (HH14-16) 1évé recipiens
embridk szivébe (2.A. dbra). A tojdson nyitott ablakot (2.B. dbra) az injektalast
kovetSen laboratériumi parafilmmel zartuk le (2.C. dbra), majd a kezelt tojasokat
keltetébe helyeztiik 38 °C-ra, 60%-0s paratartalom mellett.

2. ABRA. Az injektdldshoz haszndlt Leica M205FCA-FC fluoreszcens sztereomikroszkép, DFC7000-T Leica kamerdval felszerelve

(A). Injektdlds elStt a tojdson nyitott ablak (B), valamint injektdlds utdn laboratériumi parafilmmel lezdrt tojds (C)

FIGURE 2. Leica M205FCA-FC fluorescent stereomicroscope equipped with DFC7000-T Leica camera was used for PGC injec-

tion (A). Before the injection, a small window was opened on the eggshell (B). After the injection, the window was covered by

laboratory parafilm (C)
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3. ABRA. 14 napos kiméraembrié bal oldali ivarszerve (A1)

A fehér nyilak a GFP-t expresszalé donor PGC-eredet(i sejteket mutatjak a recipiens embrié ivarszervében (A2)
Bar = 750 um

FIGURE 3. Left gonad of the 14-day old chimeric embryo (A1)

White arrows show GFP-expressing donor PGC derived cells in the gonad of the recipient embryo (A2)
Bar =750 ym




4. ABRA. Kikelt ivarszervi kiméra
csibék

Fehér magyar (A1, B1), ill. fogoly-
szin magyar (C1, D1) fajtabél. Ki-
méra ivarszervek (A2, B2, C2, D2).
A fehér nyilak mutatjak a GFP-t
expresszalé donor eredetli PGC-
ket az ivarszervi kiméra recipiens

utdédok ivarszervében

FIGURE 4. Germ line chimeric
chicks

White Hungarian chicken (A1, B1)
and Partridge colour chicken (C1,
D1). Chimeric gonads (A2, B2, C2,
D2). White arrows show donor-
derived GFP-expressing PGCs in
the gonads of the offspring
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Az embriondlis fejlddés 14. napjan bontottuk fel a tojasokat, majd izolaltuk az
embridk ivarszerveit (3. dbra). A jobb és bal oldali ivarszerv kilon-kilon 1% BSA-t
tartalmazd steril PBS-oldatba kerdlt, majd 4%-o0s PFA-oldatban fixaltuk azokat.
Minden embriébdl szovetmintat is vettiink a kés8bbi ivarmeghatarozashoz (16).
Az ivarszervekben a GFP-t expresszaldé PGC-k integracidjat sztereomikroszkdp
(Leica M205FCA-FC fluoreszcens sztereomikroszkdédp, DFC7000-T Leica kameraval
felszerelve) (2.A. dbra) segitségével hataroztuk meg és osztalyoztuk.

Mind a harom baromfifajta esetében megvizsgéaltuk, hogy az injektalt emb-
riok képesek-e kikelni a tojasbdl, egészségesek-e, valamint lathatd-e rajtuk
barmilyen fenotipusos rendellenesség. A fehér magyar és fogolyszinl magyar
fajta esetében kaptunk kikelt utddokat, amelyek kdzt ivarszervi kimérakat is
taldltunk. Rendellenesség nem volt bennik kimutathaté (4. dbra).

Az adatok abrazoldsdhoz és elemzéséhez az R Studio (version 1.0.136),
valamint az R (version R-3.2.2.) szoftvert hasznéaltuk. Logisztikus regresz-
szi6s modelleket épitettlnk, amelyekben fliggd valtozéként hasznaltuk az
ivarszervekbe tortént integraciot, ill. az embridk talélését, magyarazo val-
tozoként pedig a vizsgalt fajtdkat. A csoportok kozotti kilénbségek tovabbi
elemzésére Tukey kontrasztokat alkalmaztunk. A p < 0,05 értéket tekintettik
szignifikansnak.

1. TABLAZAT. A tdbldzat mutatja az injektdlt embriék szamdt, valamint az embriondlis fejlédés 14. napjén kapott é16 embridk

szdmat, ill. annak ardnydt (%) az injektdlt embriékhoz viszonyitva, hdrom recipiens tylkfajta esetében (p < 0,05)

TABLE 1. The table shows the number of injected embryos as well as the number of live embryos obtained on day 14 of the

embryonic development, as well as the proportion (%) of the live embryos compared to injected embryos in the case of three

recipient breeds (p < 0.05)

Fehér magyar
Fogolyszini magyar

Sarga magyar

Szazalék

0z 04 06 08B 10

00

134 95 (70,9%) *
150 99 (66,0%) *°
13 61 (54,0%) °

O Tualelt
B Elpusztult
Fehér magyar Fogolyszinii Séarga magyar
Fajtak

5. ABRA. Az embriondlis fejlédés 14. napjdn, a kapott é16 embriék ardnya az injektdlt embriék szdmdhoz viszonyitva, recipiens fajténként

FIGURE 5. The percentage of live embryos on the 14th day of embryonic development compared to the number of injected embryos



Az injektdlt PGC-k
befogaddsdra a sarga
magyar fajta volt a leg-
kevésbé idedlis

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2019. JULIUS

EREDMENYEK

A GFP-t expresszald PG-sejteket fehér magyar fajtaba injektalva, az él6 emb-
riék aranya (70,9%) szignifikdnsan nagyobb volt, mint a sdrga magyar embridk
esetében (54,5%). A sdrga magyar, ill. a fehér magyar embridk esetében viszont
nem kaptunk szignifikdns kulonbséget a tGlélésben a fogolyszin( magyar faj-
tdhoz viszonyitva (66%) Ezen adatok alapjan az injektalt PGC-k befogadasara a
sarga magyar fajta volt a legkevésbé idealis (1. tdbldzat, 5. dbra).

Fehér magyar fajta esetében a 14 napos embridk 43,2%-a (54/99), a sarga
magyar 41%-a (25/61) ivarszervi kiméra volt (2. tdbldzat, 3. dbra). A két kikelt
fogolyszin{ csibe mindegyike, mig a hat fehér magyar csibébdl kettd, ivarszervi
kiméranak bizonyult. Fejlédési rendellenességet nem talaltunk a kikelt egyedek-
ben (3. tdbldzat, 4. Gbra). Sdrga magyar recipiens embridokbol nem kaptunk kikelt
utdédot, ennek oka valdszinlileg azok kisebb tulélési aranya lehetett.

2. TABLAZAT. A tébldzat mutatja a 14 napos é16 embriék szamdt, valamint az embriondlis fejlédés 14. napjén kapott

kiméra embriék szdmat, ill. azok ardnydt (%) az injektdlt embriékhoz viszonyitva, hdrom recipiens tylkfajta esetében

(p < 0,05)

TABLE 2. The table shows the number of live embryos as well as the number of chimera embryos obtained on day 14 of the
embryonic development, as well as the proportion (%) of the chimera embryos compared to live embryos in the case of three

recipient breeds (p < 0.05)

Recipiens tyukfajta

P

6 embriék szama

Kimérak szama (kiméra [ é16 %)

Fehér magyar 95 41 (43,2%)
Fogolyszinl magyar 99 54 (54,5%)
Sarga magyar 61 25 (41,0%)

3. TABLAZAT. A tdbldzatban a kikelt utédok szémdt, és az ezek kézt taldlt kiméra utédok szamat, ill. kiméra utédok ardnydt

(%) a kikelt csibék szamdhoz viszonyitva, tlintettik fel, két recipiens tyukfajta esetében (p < 0,05)

TABLE 3. The table shows the number of live offspring, the number of chimeric offspring and the ratio (%) of the chimeric
offspring relative to the hatched chickens, in the case of two recipient breeds (p < 0.05)

Kimérak szama (kiméra / kikelt csibe

Recipiens tyukfajta Kikelt csibék szama %)
Fehér magyar 6 2(33,3%)

Fogolyszind magyar 2 2 (100%)
Sérga magyar 61 25 (41,0%)

445
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Adataink alapjan az a kdvetkeztetés vonhaté le, hogy a sarga magyar fajta nem
idealis recipiens, mivel az embridok beavatkozas utani életképessége kisebb
volt a masik két vizsgalt fajtdahoz képest. Az integralddott GFP-t expresz-
szald PGC-k aranya is a sarga magyar fajta esetében volt a legkisebb. A fehér
magyar fajta esetében az embridk tulélése volt nagyobb, mig a fogolyszin(
magyar fajta esetében a kapott kiméraembridk ardnya bizonyult nagyobbnak.
A két baromifajta kozott statisztikailag szignifikans klildnbségeket nem tud-
tuk kimutatni, igy tovabbi kisérletekre van szikség, nagyobb egyedszammal,
esetleg mas fajtak bevonéasaval annak eldéntésére, hogy melyik fajta lenne az
6shonos hazityUkfajtak szamara a legalkalmasabb, ,idealis” recipiens. Késébbi
vizsgalatokba érdemes lenne bevonni mas fajba tartoz6 egyedeket is (gydngy-
tyUk, furj), amelyek még hatékonyabb recipiensnek bizonyulhatnak ivarszervi
kimérak elBallitasa soran.

Az Emberi ErSforrasok Minisztériuma UNKP-18-3. kédszamd Uj Nemzeti Kivalé-
sadg Programjanak tamogtéasaval készult, ill. a kutatasok koltségeihez hozzaja-
rult a GENNET21 (VEKOP-2.3.2-16 - 2016-00012) és az European Union’s Horizon
2020/677353 IMAGE tamogatasa is. Készonetet szeretnénk mondani a HaGK-
ban dolgozé munkatarsaknak, és MIKE McGREW-nak, hogy a kisérlethez szUk-

séges hazityUktojasokat biztositottak szamunkra.
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A MEGEROSITETT ORTOPEDIAI MUTOSKESZTYU ES A DUPLA, STANDARD MUTOSKESZTYU
SZEREPENEK ERTEKELESE KISALLATOK ORTOPEDIAI MUTETEINEL BEKOVETKEZO

KONTAMINACIO ESETEN

o

A szerz8k prospektiv, klinikai vizsgalatuk sordn a megerd@sitett ortopédiai mitéskesztyl (n = 474 db) és a dupla,

o

standard mUtSskesztyl (n = 812 db) szerepét értékelték kisallatok ortopédiai mUtéteinél (n = 193) bekdvetkezd
kontaminaciok esetén. Az operatlroket és az asszisztenseket véletlenszerlien két csoportba osztottak. Az elsé
csoport tagjai megerdsitett ortopédiai mitéskeszty(t, a masodik csoport tagjai pedig dupla, standard m{itSs-
keszty(t viseltek. A mtétek kdzben és utan minden keszty(t értékeltek a perforacié szempontjabél.

sy o

Kontaminacids eseménynek nyilvanitottak a megerdsitett mUtSskesztyl perforacidjat, illetve a standard miit8és-
kesztyl mindkét rétegének perforaciojat. A két csoport eredményei k6zott nem talaltak szignifikans statisztikai
kulonbséget, azonban megallapitottak, hogy a kontaminacio esélyét a mitéti idd meghosszabbodasa percenként

1,02-szorosara emeli (95% CI 1,01-1,03, p < 0,001).

Vet. Surg., 2017. 46. 981-985. DuNAY M. P.



