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Egy értékes hazai baromfifajtank,
a magyar parlagi gyongytyuk
(Numida meleagris) embrionalis
blasztodermasejtjeinek mély-
hitése génmegorzés céljabol

SUMMARY

Background: In the last 25 years, advances in the manipulation of the early
chick-embryo suggest that cryopreservation of blastodermal cells might offer
means to preserve the entire genome of poultry species. The deep-freezing
protocol of the embryonic cells of the Hungarian landrace Guinea fowl (Numida
meleagris) was elaborated within the framework of the “Elaboration of alterna-
tive biotechnological methods for development of the Hungarian poultry and
rabbit in vitro gene bank” project grant.

Objectives: The aim of the study was to conserve the whole genetic material in
the form of embryonic cells in the ex situ in vitro Poultry Gene Bank of the Centre
for Farm Animal Gene Conservation. Since germline chimeras can be produced
with frozen-thawed embryonic cells, the preserved genotype can be obtained
immediately in the F1 generation.

Materials and Methods: During the experiments the cells were collected at
different temperatures (+20°C, +4°C), using two combinations of cryo solutions
(10% DMSO, 10% FBS, 80% DMEM and 5% DMSO, 5% EG, 10% FBS, 80% DMEM
medium) in two types of cryocontainer (straw and ampoule). The viability of cells
was examined with Tripan Blue staining during the deep-freezing procedure.
Altogether 8 various protocols were tested.

Results and Discussion: Based on our investigations, the collection tempera-
ture plays a key role in the deep-freezing process of embryonic cells since the
cell collection at +4°C increases the proportion of live cells in the frozen-thawed
samples. Although, the cryopreservation in ampoules at any cryoprotectant
combination and at any cell collection temperature was better than in straws,
the differences were not significant. In summary, among the experimental pro-
tocols the cell collection at +4°C, using 5% DMSO and 5% EG cryoprotectant
combination in ampoules is the most efficient method (cell surviving 70.5%) for
long-term storage of Guinea fowl embryonic cells.
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Napjainkban egyre tobb szd esik a génmegdrzésrdl és annak fontossagardl,
mivel az intenziv emberi tevékenységek és azok hatasai az éldvilagra, kornyeze-
tinkre egyre slirgetdbb feladatta teszik a kihal6félben levd névény- és allatfajok

védelmét és megmentését.

A fenntarthaté mezé-
gazdasdg fontos
célkitlizése az 6shonos
névény- és dllatfajok
Ujraintegrdldsa a mezé-
gazdasdgi termelés
nem intenziven
gazdalkodo teriileteire

Korai embriondlis sejtek
mélyhiitésével, felol-
vasztdsdval, majd ivar-
szervi kiméra eléallitd-
sdval megérizhetd

a teljes genom

Két gylijtési h6mérsék-
letet, két krioprotektdns
kombindciét és két kon-

ténertipust vizsgadltak
pdrhuzamosan a lassu
mélyhiités sordn

A fenntarthaté mez8gazdasag fontos célkitlizése a mara a gyakorlatbdl nagy
aranyban kiszorult dshonos novény- és allatfajok Ujraintegraldsa a mezdgaz-
dasagi termelés azon terlleteire, ahol az intenziv gazdalkodas nem alkalmaz-
hatd, hiszen a biztonsadgos génbankok és mintaallomanyok mellett szikséges a
kllénb6z6 gazdasagokban az adott fajta genetikailag minél valtozatosabb allo-
manyainak fenntartasa és bevonasa a mez8gazdasagi termelésbe.

Ex situ in vitro génmegdbrzés keretében korai embrionalis sejtek mélyh(tésé-
vel, felolvasztasaval, majd ivarszervi kiméra el8allitasaval megdrizhetd a teljes
genom. Az altalunk itt bemutatasra kerll8 sajat vizsgalatok ezt célozzak meg
gybngytylkfaj esetében.

A kimérak két vagy tobb eltérd genotipusl sejtvonalbdl allé szervezetek, ame-
lyek természetes Uton is |étrejdhetnek, és mesterségesen is el8allithatdk (4, 12).
Baromfiban szomatikus és csiravonalas kimérakat allithatunk elé a donor toja-
sok csirakorongjabdl nyert blasztodermalis sejtek recipiens tojasokba torténd
injektaldsaval. Amennyiben a megdrzendd (donor) sejtek az ivarszerv kialakita-
saban is részt vesznek, ivarszervi kimérakrol beszélhetlnk. Az ivarszervi kimérak
kétféle genotipusu ivarsejtet termelhetnek, tehat ha mindkét szUul6 ivarszervi
kiméra, akkor parositasukbdl tisztan a donor fajta genetikai allomanyaval ren-
delkezd utédokat kaphatunk, amellyel megvaldsul a megdrizni kivant fajta gen-
otipusanak visszanyerése.

A HaGK-ban évek Ota folynak kisérletek hazitydk embrionalis sejtek segitségé-
vel torténd csirke kiméra eldallitasara, igen j6 eredményekkel. Az altalunk kidol-
gozott médszereket (1, 13, 14, 15, 16) szeretnénk gydngytylkra is adaptalni.

Ahhoz, hogy az adott fajta genetikai anyagat késdbb visszanyerhessUk, szUk-
ség van az embrionélis sejtek mélyh{tésére (5). Hazityluk- (5, 9, 10, 11) és firj-
(6, 7) fajokban tobb kutatécsoport is beszamolt sikeres embrionélis sejt mély-
h(tésrdl, de gyongytylkfajban nem tudunk hasonld kutatasokrél. Azért is szlk-
séges a lassi mélyh{itési maddszerek fejlesztése ebben az esetben, mert a
vitrifikacidval (8) eltett mintadk génbanki taroldsa nem szerencsés, mivel a tarolt
anyag kozvetlenUl érintkezik a nitrogénnel.

ANYAG ES MODSZER

A KISERLET BEMUTATASA
A vizsgalatok soran az embrionalis sejteket két kilonb6zE hémérsékleten gylj-
tottuk ki (+20 °C, +4 °C), majd mindegyikkel 4 kisérletet végeztink el. Két kriop-
rotektans kombinaciét (10% DMSO, 10% FBS, 80% DMEM, ill. 5% DMSO, 5% EG,
10% FBS, 80% DMEM téapoldat) és két konténertipust (szalma, ampulla) vizsgal-
tak parhuzamosan a lasst mélyh({tés soran, osszesen 8 kisérleti elrendezésben
(1. tablazat).

Az é16 sejtek aranyanak valtozasat a kisérletek folyaman az 1. dbra, a mélyh(-
tott-felolvasztott korai embrionalis sejtek tUlélését a klildonbozd kezelések hata-
sara a 2. dbra mutatja.

KISERLETI ALLATOK
A kisérlet alapanyagaul szolgald termékeny gydngytylktojasok a godolldi HaGK-
ban fenntartott, génbanki alloméanyt alkoté magyar parlagi gyongytylkoktol szar-
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maztak (3. dbra). A gydngytylkokat 1 : 1 ivararanyban telepitették le. Minden fél
6lhoz 1400 m? kifutd terllet tartozott. A takarmanyozas ad libitum granulalt tojo-
tappal tortént, folyamatos legelés és ivovizellatdas mellett. A tenyészid8szakban
a tojasokat naponta kétszer gyljtotték és 15 °C-os tojastaroldban tartva taroltak.

A termékeny, X-XII. stddiumban (2) 1évé friss tojasok héjat alkohollal megtiszti-
tottuk, majd laminaris boxban a feltorést kovetden elvalasztottuk a sargajat a
fehérjétsl. A termékeny tojasok sargajat az elsé kisérletsorozatban (4 kisérlet)
szobah8mérsékletl, a masodik kisérletsorozatban (szintén 4 kisérlet) jégen tar-
tott, +4 °C-os steril Petri-csészébe helyeztik. A csirakorongra szUr6papirkoron-
got téve, a papirgylr(t csipesszel megfogva, steril olldval kdrbevagtuk a vitellin
membrant (4. dbra). A ratapadt szik nagyobbik részét steril papirvattaval tavoli-
tottuk el, majd a sejteket fecskenddvel 10 ml mennyiség( 10% FBS-t tartalmazd
DMEM high glucose (Sigma-Aldrich) tapoldat keverékébe mostuk le. A tadpolda-
tot az elsd kisérletsorozat esetében szobahémérsékleten, a masodik kisérletso-
rozat esetében +4 °C-on taroltuk a sejtkinyerés ideje alatt.

A csirakorongokat (kisérletenként 10-10 db) Pasteur-pipettaval, mechanikusan
szuszpendaltuk fel a tapoldatban.

A tapoldatos keveréket +4 °C-on, 3 percen keresztil, 2300 rpm fordulatszam-
mal centrifugaltuk, majd 7,5 ml fellllszdt eltavolitottunk. A maradék 2,5 ml oldat-
ban a lelilepedett embrionalis sejteket dvatosan felszuszpendaltuk, elvalasztva
a sargaja részektdl, majd a 2,5 ml szuszpenzidét ismét centrifugaltuk. 1,5 ml
felUlUszot eltavolitottunk, majd a maradékbdl mintat vettlnk, és tripankék fes-
téssel életképességet vizsgaltunk (5. dbra).

A sejtszuszpenzidt kettéosztottuk, majd hozzadadtuk a kilonbdzd krioprotek-
tans kombinacidkat, ezutan ismét mintat vettink, majd életképességet vizs-
galtunk.

Mintavételt és életképesség-vizsgalatot végeztink a sejtek kinyerését és az elsd
centrifugalast kovetden, a véddanyagok hozzaadasat és a masodik centrifuga-
last kovetéen, majd a mintak felolvasztasa és Ujabb centrifugaldsa utan is.

A kisérletek soran a sejtek életképességének vizsgalatahoz 10 ul sejtszuszpen-
ziot tripankék festékkel megfestettik (1: 1). A tripankék festék athatol az elhalt
sejtek membranjan, és megfesti azokat. Az él6 sejtek membranjan nem képes
athatolni, azok nem festédnek, igy jol elkilonithetSek egymastél az é16 és a holt
sejtek (vo. 5. dbra). A festék hozzdadasa utan Makler-féle sejtszamlald kamraban,
mikroszkop segitségével meghataroztuk az é16 és holt sejtek szamat. Egy min-
tanal minimum 200 db sejtet szamoltunk.

Az elkészitett sejtszuszpenzidt szalméakba és ampulldkba toltottik. Kisérleten-
ként 2 x 4 szalmat és 2 x 2 ampullat toltottink meg sejtszuszpenzidval az alkal-
mazott krioprotektans kombinacid tipusa szerint. A mélyh(tést programozhatd
hiit6berendezésben végeztik (PLANER CRYO 10, 6. dbra). A mélyh(itési prog-
ramot SAwickA és mtsai (11) protokollja alapjan allitottuk be. A h(ités +18 °C-on
indult. A h(itési rata 4 °C/perccel csokkent O °C-ig, O °C-on az equilibracids id&
5 percig tartott. A hiités 1 °C/perc sebességgel folytatdodott -7 °C eléréséig, majd
0,3 °C/percre csdkkent =37 °C eléréséig, a legutolsd szakaszban pedig a hdmér-
séklet 30 °C/perccel csdkkent -130 °C eléréséig. A program lefutdsa utén a szal-
makat és ampulldkat a hltéberendezésbdl egy folyékony nitrogént tartalmazé
polisztirol dobozba szedtlk ki, klilénb6zd szinl mlanyag taroldkban helyeztik,
végll pedig a mintak a kriobank tartalyba kerulltek.
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3. ABRA. Magyar parlagi gyéngytydk 4. ABRA. Termékeny csirakorong eltavolitasa szlrépapir-
(Készitette: DR. LEHOCZKY ISTVAN) gylirli segitségével

FIGURE 3. Hungarian landrace Guinea fowl FIGURE 4. Removing the fertile germinal disk with filter
(Photo: DR. ISTVAN LEHOCZKY) paper ring

5. ABRA. EI§ és elhalt embriondlis sejtek tripdnkék festés
utdn (fekete nyil: éI6 sejt, piros nyil: elhalt sejt)

FIGURE 5. Viable and dead embryonic cells after Tripan
Blue staining (black arrow: live cell, red arrow: dead cell)

6. ABRA. PLANER CRYO10
mélyh(té berendezés

FIGURE 6. PLANER CRYO10
programmable freezing
machine




TABLAZAT. A kisérlet menetének ésszefoglalé tabldzata

TABLE. Experimental design of the planned investigations
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LassU mélyh(tés

SAWICKA és mtsai (2015) utan

Donor sejtek kinyerése +20 °C-on +4 °C-on

Al/ka'llmazott krioprotektans kombi- DMSO DMSO + EG DMSO DMSO + EG
naciok

Koncentracidjuk 10% 5-5% 10% 5-5%
Alkalmazott konténertipusok szalma ampulla szalma ampulla szalma ampulla szalma ampulla

Eletképesség vizsgalat

1. ABRA. Az éI8 sejtek ard-
nydnak vdltozdsa a kisérletek
folyamadn (%)

FIGURE 1. Changing of
viable cells ratio during the
experiment (%)

2. ABRA. A mélyhiitétt -
felolvasztott korai embriond-
lis sejtek tulélése a kilon-
b6z6 kezelések hatdsara
(a-b: p £ 0,05; c-d: p £ 0,07;
e-f: p £ 0,05)

FIGURE 2. Survival of the
frozen-thawed early embryo-
nic cells resulting from the
different treatments
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A folyékony nitrogénben
tdrolt sejteket 27 °C-os
vizflirdében
olvasztottak fel

A kapott eredményeket
statisztikai mddszerekkel
értékelték

Az ampullds mélyhiités
minden krioprotektdns
kombindcié és gylijtési
hémérséklet esetén vala-
mivel jobbnak bizonyult

A szobahémérsékleten
kinyert sejtek életképes-
sége minden esetben
szignifikansan rosz-
szabbnak bizonyult, mint
a +4 °C-on kinyerteké

A PARLAGI GYONGYTYUK BLASZTODERMASEJTJEINEK MELYHUTESE

AZ ALKALMAZOTT KRIOPROTEKTANSOK

A kisérlet soran krioprotektansként dimetil-szulfoxidot (DMSO) és etilén-glikolt (EG)
alkalmaztunk kildnboz8 tdménységben és kombinaciéban (vo. 1. tablazat). Mind-
kettd az Un. intracellularisan, azaz a sejten belll haté védGanyagok kozé tartozik.

A SEJTEK MELYHUTES UTANI FELOLVASZTASA

A folyékony nitrogént tartalmazoé tartalybdl dthelyeztik a mintakat egy kisebb,
folyékony nitrogént tartalmazd polisztirol dobozba, majd +27 °C-os vizfurddben
folyamatosan mozgatva az ampullakat 2-3 perc alatt, a szalmakat koérilbelUl
20-30 masodperc alatt olvasztottuk fel.

A felolvasztott sejtszuszpenziét 2 ml 10% FBS-t tartalmazdé DMEM high glikéz
tapoldatba helyeztlk, aztan +20 °C-on, 2300 rpm fordulatszammal 3 percig cen-
trifugaltuk. A fellllszd, krioprotektanst tartalmazdé médiumot leszivtuk, a mara-
dék, sejteket tartalmazd szuszpenzidt 300 yl DMEM tapoldattal engedtik fel és
életképességet vizsgaltunk (vo. 5. abra).

ALKALMAZOTT STATISZTIKAI MODSZER

Az eredmények értékelését arcsin transzforméacié utan One-way ANOVA-val
végeztik el (3). Amennyiben szignifikdns kulonbséget taladltunk, a Fisher-féle
LSD-tesztet alkalmaztuk. Az eredmények kdzléséhez a transzformalatlan, kiindu-
|asi adatokat hasznaltuk fel. A krioprotektans tipusa és a tarolds médja (szalma,
ampulla) interakcidjanak értékelésére General Linear Model tesztet végeztink.
A statisztikai elemzéseknél Statistica 7.0 programmal dolgoztunk.

EREDMENYEK

AZ ALKALMAZOTT KONTENERTIPUSOK (SZALMA, AMPULLA)
OSSZEHASONLITASA

A mélyh(tés sordn a sejtek taroldsahoz kétféle konténertipust, szalmat és
ampullat alkalmaztunk és hasonlitottunk 6ssze. A legjobb tulélési aranyt ered-
ményezS kombinacidban ampullat alkalmaztunk, és az adatok alapjan megal-
lapitottuk, hogy az ampulldas mélyh(ités minden krioprotektans kombinacid és
gyUjtési hdmérséklet esetén valamivel jobbnak bizonyult a szalmas mélyh(tés-
nél, jéllehet szignifikans eltérést nem tudtunk kimutatni.

AZ ALKALMAZOTT KRIOPROTEKTANS KOMBINACIOK
OSSZEHASONLITASA

Szignifikdns eltérést nem tapasztaltunk a krioprotektans kombinaciok hatasa
kozott. A 3. kisérlet, ahol a sejtek gyUjtését 20 °C-on végeztik, szignifikdnsan
rosszabbnak bizonyult (p < 0,05) az 5. és a 6. kisérletnél, ahol a gy(jtést 4 °C-on
végeztlk. Az érdekes az, hogy ugyanez a krioprotektans kombinacid a +4 °C-on vég-
zett sejtkinyerés esetén a legjobb eredményt adta (8. kisérlet: 24,75%) (vo. 2. abra).

A KINYERESI HOMERSEKLET SZEREPENEK VIZSGALATA
A felolvasztas utan kapott eredmények alapjan elmondhaté (vé. 1. dbra), hogy
a szobah&mérsékleten kinyert sejtek életképessége minden esetben szignifi-
kdnsan rosszabbnak bizonyult (15-17%), mint a +4 °C-on kinyerteké (20-25%), de
maguk a +20 °C-on kinyert sejtpopulaciok kozott nem volt tapasztalhaté szignifi-
kans kilonbség (vo. 2. abra).

A +4 °C-on kinyert sejtek felolvasztas utani életképessége kozott nem volt
szignifikans kUlénbség, viszont az utolsé kombinacidé mindegyiknél jobbnak
bizonyult (a talélés atlagosan 70,5%), ami 5% DMSO + 5% EG, +4 °C-on torténd

ez jobbnak bizonyult a tébbi +4 °C-on kinyert sejtek tulélési eredményeinél, nem
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kilonbozik szignifikdnsan a 10% DMSO-t tartalmazd mintak felolvasztas utani
eredményeitél (p < 0,05; vo. 2. abra).

A kapott eredmények vizsgalata alapjan elmondhatd, hogy a kinyerési hGmér-
sékletnek kulcsszerepe van a sejtek tulélése szempontjabdl.

Vizsgalataink alapjan megéllapithatd, hogy a gydjtési hdmérsékletnek dontd
befolydsa van az embrionalis sejtek mélyhlthetéségére. Valdszin(lsithetd, hogy
pl. az enzimatikus folyamatok gatlasaval, a bomlastermékek mennyiségének
csOkkentésével is javithatja a sejtek altaldnos allapotat az alacsony hémérsék-
let, valamint csdokkentheti a hozzaadott krioprotektansok karositdé hatasat is.
A mélyh(tési kisérletek soran alapvetd problémank volt a frissen kinyert, kiin-
dulasi sejtpopulécid alacsony életképessége. A tllélési adatokbdl (vo. 2. &bra)
lathatd, hogy maga a mélyh(itési folyamat legrosszabb esetben is csak 46,6%-ra
csokkentette a tlléld sejtek aranyat, a legjobb kombinaciénal pedig ez az arany
meghaladta a 70%-ot, ami nagyon j6 eredménynek szdmit. A méasodik négy
kisérletnél ezért prébaltuk ki az alacsony hdmérsékleten torténd sejtkinyerést,
hatha igy jobb eredményeket tudunk elérni. Bebizonyosodott, hogy a +4 °C-on
torténd sejtkinyeréssel ndvelhetd a felolvasztas utani é16 sejtek aranya.

A kisérleti adatok alapjan jél lathatd tovabba, hogy az ampullds mélyh(tés
minden krioprotektans kombinacié és gyljtési hémérséklet esetén jobbnak
bizonyult a szalmas mélyh{tésnél, noha a kllénbség nem volt szignifikans.

Osszefoglalva megéallapitottuk, hogy a +4°C-on torténd sejtkinyerés, az 5%
DMSO + 5% EG krioprotektans kombinacié és az ampullas tarolas a legalkalma-
sabb a gydngytylk embrionalis sejtek sikeres hosszu tavd mélyh(téses tarola-
sara. Ezzel a modszerrel elegendd sejtet tudunk megdrizni egy esetleges kiméra
elallitashoz, ezaltal az eredeti genom visszanyeréséhez.

A vizsgalatok elvégzését a ,KTIA_AIK_12-1-2013-0002; Alternativ biotechnoldgiai
modszerek bevezetése a magyar in vitro baromfi- és nyll génbank fejlesztése
céljabdl” cim( palyazat tamogatta.
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Kozlésre érk.: 2016. marc. 18.

Az Allatorvostudomanyi Egyetem Barati Kore Civil Tarsasag 2016. december 15-én, csltdrtokén 14 érakor
a Hetzel Henrik el8adéban (Bp., VII. Istvan u. 2., L ép. foldszint) tartja kdvetkezd talalkozojat.

Program:
Eghajlatvaltozas és energiapolitika

Eldadé:
DR. HEJJAS ISTVAN irdnyitastechnikai szakmérnok

Az 6sszejovetelre minden érdeklédst, vendégeket is tisztelettel var a Barati Kor CT

TAJEKOZTATO

Akik a 2015. nov. 20-an alapitott Allatorvostudomanyi
Egyetem Barati Kore Civil Tarsasag (AOTE BK CT) tag-
jaiva kivannak valni, s az alapité tagsadghoz csatlako-
zasi szandékukrdl eddig irasban még nem nyilatkoztak,
sziveskedjenek a aldbbi nyilatkozatot kitdltve postan
elkildeni a kovetkezd cimre: DR. VARGA ISTVAN Budapest,
Istvan Gt 2. 1078 vagy a talalkozén személyesen atadni.

A Tarsasag feltételeinek rovatdba elegendé beirni,
hogy pl. Allatorvosi oklevél Budapesten, 1960 vagy pl.
az Allatorvostudomanyi Egyetem Elettani Tanszékén
dolgoztam 1976-1991 kozott.

A jelen (s majd még a majusi) meghivét nem csu-
pan az AOTE BK Civil Tarsasag - alapité és a méar csat-
lakozott - tagjainak, hanem a SZIE AOTK BK e-mailes
cimlistajan régdta szerepldk mindegyikének kildom.

CSATLAKOZASI NYILATKOZAT

ATUITIOTE oo (CTME e

Akik azonban 2016 majusanak végéig irasban nem
csatlakoznak a Civil Tarsasaghoz, ezt sajnalattal UGgy
tekintem, hogy a tovabbiakban nem tudnak vagy nem
kivannak a BK taldlkozéin megjelenni. Ezért e-mail
fiokjukat a meghivdokkal 2016. jdlius 1-t8l - Karunk
ismét 6nallé egyetemmé valadsanak hivatalos idépont-
jatol — tovabb mar feleslegesen nem terhelem. Termé-
szetesen, a késdbbiekben csatlakozdk - érvényes csat-
lakozasi nyilatkozatuk megtételétél kezdve - az AOTE
BK CT teljes jogl tagjaiva valhatnak.

Egyetemi honlapunk cseréje megtortént; a BK Uj
elérhetdsége: http://www.univet.hu/hu/egyetem/bara-
ti-kor.

A képek a honlapon az Egyetem, majd az azon belll
megjelend Galéridk fllre kattintva érhetdk el.

E-MNAIL e kijelentem, hogy az Allatorvostudomanyi Egyetem Barati Kore
Civil Tarsasaghoz (1078 Budapest, Istvan u. 2.) jelen nyilatkozatommal csatlakozni kivanok. A Tarsasag Alapitd
Okiratat megismertem, annak rendelkezéseit elfogadom. A Tarsasag tagsagi feltételeinek megfelelek, mert:

alairas



