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IVARSZERVFEJLODESBEN SZEREPET JATSZO GENEK
VIZSGALATA ERDELYI KOPASZNYAKU TYUKFAJTAN

TOTH ARNOLD - HOFFMANN ORSOLYA IVETT - GOCZA ELEN - TOTH ROLAND IMRE
OSSZEFOGLALAS

Az emlGsokkel ellentétben madaraknal a him ivar a homogamétés, mig a tojok rendelkeznek a
ZW kromoszémakkal. Ez komoly problémat jelent a teljes genetikai allomany hosszatavi megdérzé-
sében, mert a teljes genom megdrzéséhez mindenképpen szilkkség van a W és a Z kromoszdémakra
is. Hatékony médszernek bizonyult a mindkét ivarbdl szarmazé &sivarsejtek (PGC, primordidlis
Gscsirasejtek) mélyhltése, melyek embrionalis vérbdl izolalhatok. Az izolalt vérbél PGC tenyé-
szetek alapithatok, igy a madarak teljes genetikai anyaga eltarolhaté lesz hosszu tavon. Az ivari
kromoszémakon kivill egy masik 1ényeges eltérés, hogy az emldsokkel ellentétben a madaraknal
ivarszervi aszimmetria figyelheté meg. Ez a jelenség kildndsen szembetilind a legtébb madarfaj
tojo egyedeinél, ahol a petefészek csak a bal oldalon fejlédik ki funkcionalisan. Himeknél a herében
elhelyezked§ &sivarsejtek szamaban figyelheté meg aszimmetria. Ezen ismeretek birtokdban az
ivarszerv fejlédésben szerepet jatsz6 gének mlkddésében is taldlhatok aszimmetrikus mintazatok.

A szerz6knek a vizsgalatok soran sikerilt a valasztott gének (DMRT1, CYP19A1, DDX4, DAZL)
expresszids szintjeit meghatarozni éshonos tylkfajta esetében. Ezek egyezést mutattak a szakiro-
dalomban fellelhetd mas hazityuk fajtdknak az ivarszervben 1évé expresszidés mintazattal. A kapott
eredmények hozzajarulnak a témaban végzett kutatdsokhoz, melyek egy éscsirasejt alapt dshonos
génbank fejlesztése felé iranyultak.

SUMMARY

Téth, A. — Hoffmann, O. I. - Gocza, E. — Téth, R. I.: EXAMINATION OF GENES INVOLVED IN
REPRODUCTIVE ORGAN DEVELOPMENT IN BLACK TRANSYLVANIAN NAKED NECK CHICKEN

In contrast to mammals, in birds, the male is the homogametic sex with ZZ chromosomes and
the female is the heterogametic sex with ZW chromosomes. It raises a serious problem in the
long-term preservation of the avian genome, because the W chromosome is definitely needed to
store the entire genome. Eggs cannot be frozen due to their high yolk content. An effective, proven
method is based on the primordial germ cells (PGCs), which can be isolated from early embryonic
blood. From the isolated PGCs, cell cultures can be established. After freezing of the PGCs, the
avian genome can be stored for a long time. Apart from the sex chromosomes, another important
difference compared to mammals is the asymmetry of the reproductive organs. This phenomenon
is most conspicuous in the females where the ovary develops and functions only on the left side,
while the right side regresses. Males have two testicles similar in size, however asymmetry can be
observed in the number of the germ cells between the two testicles. Similarly, genes, involved in
gonadal development, are also expressed asymmetrically.

In this study, the development of embryonic gonads of Black Transylvanian Naked Neck chicken
breed were examined. The authors, during the experiments, could determine the expression patterns
of the selected genes (DMRT1, CYP19A1, DDX4, DAZL) in indigenous poultry species. The results of
the DMRT1 showed a unified expression pattern between the two sexes. According to these results,
from d8 to d10, the expression levels were increasing and to d12 they were decreasing. However,
the differences between the two sexes were notable and in the male embryos, the expressions
were usually higher on the left side. The CYP79A1 was measurable only in the female gonads, At
the female, there was a strong asymmetry between the gonads and interestingly, the expressions
were higher on the right side at every day. Both DAZL and DDX4 genes expressed higher in the left
gonad, in both sexes, due to the higher PGC content. And the DAZL expressed higher in the male
left gonad, than the female, but DDX4 was on a similar level in both sexes.

The results can help in the subsequent characterization of ideal recipient breeds and finding the
best breed, which is an important step in gene conservation efforts.
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IRODALMI ATTEKINTES

Az Bscsirasejt (PGC) az egyetlen olyan sejttipus, mely képes a genetikai anyag
atadasara a kdvetkezd generacié szamara. Szamos gerinces és gerinctelen allatfaj
esetében az Gscsirasejtek egyértelmUien elkllonitheték a szomatikus sejtektdl,
mar az embrionalis fejlédés korai szakaszaban is. Habar a korai fejl6dés soran is
mar megtalalhatok az embri6 szervezetében, szarmazasuk nem az embriondlis
gonadokhoz kéthetd. Oda a fejlédés soran vandorolnak el (Tagami és mtsai, 2017).
Szamos fajjal ellentétben a madar PGC vandorlas a csiralécek felé a véraramban
torténik (Tagami és mtsai, 2017). Az Gsivarsejtek mar a tojasrakas pillanataban,
megtalalhatok, az area pellucida kdzponti régidjaban (Intarapat, 2011). Az 8sivar-
sejtek a gamétak progenitor sejtjei, belbliik szarmaztathatdk a petesejtek és a
himivarsejtek is (Tagami és mtsai, 2017).

Az eml8sdk szimmetrikusan fejl6d8 ivarszerveivel ellentétben, a madarak
esetében csak a himek rendelkeznek szimmetrikus gonadokkal. A legtébb ma-
dar faj esetében a néi ivarszerv aszimmetrikusan fejl6dik és csak a bal oldalon
fog funkcionalni. Ezt a gonad aszimmetriat szamos madarfaj esetében leirtak:
kacsanal (Van Limborgh és Fassen, 1960; Van Limborgh, 1970), pulykanal (Burke,
1973), tyuknal (Van Limborgh, 1954,1960; Calhim és Birkhead, 2009). Ez alél
kivételt képeznek a ragadozémadarak, mint példaul a sélyomalakiak csaladja,
tovabba még a kivi is, melyeknél mind a két oldalon megtalalhaté a petefészek
(Guioli és mtsai, 2014).

A gonadogenezis kezdetén, a gonadok kdz6tt nincs kimutathaté morfolégiai
kllénbség, igy az ivarok még nem kiildnboztetheték meg egymastdl. Indifferencialt
szakasznak nevezzik a fejl6dés ezen elsé felét, ami az embrionalis fejl6dés
6. napjaig tart (McCarrey és Abbott, 1979; Clinton, 1998; Clinton és Haines, 2001).

Az indifferencialt fejlédési fazis az inkubacioé 3,5-4. napjan indul meg és a 6,5.
napig tart. EI6sz6r a csira-kordonok alakulnak ki, aminek a felllete megvastagszik
és kéreg alakul ki rajta (Péczely, 2013).

A keltetés 6,5. napja a fazishatér a differencialatlan és a differencialt fejl6dési
allapot kozott. Ettél a ponttdl az ivarok szdvettanilag megkilénboztethetdk egy-
mastol (Romanoff, 1960). A sejtosztddas a herék fejlédése esetén gyorsabb a
velében, mint a kéregallomanyban. A gonadok szdveti szerkezetét tekintve, az
emlésdkhoz hasonldan a hazityuk embriondlis gonadok is két rétegbdl alinak, a
klilsd cortex, azaz kéregbdl és a belsé medulla, azaz veléallomanybdl (Maraud
et al., 1987; Clinton, 1998; Clinton és Haines, 2001; Smith és Sinclair, 2004).
A vel6ben az els6dleges csiraham kordonok kanyarulatos, seminiferus rendszere
masodlagos, majd harmadlagos agakat fejleszt, ez a veld vastagodasahoz vezet.
Ekdzben a kéregallomany vékonyodik, mert a csiraham corticalis része elsorvad,
egyrétegU, vékony hamréteggé modosul (Romanoff, 1960; Romanoff, 1961; Stahl
és Carlon, 1973; McCarrey és Abbott, 1979).

A petefészek esetében ez pont forditva zajlik le, a sejtosztédas a kéregallo-
manyban intenzivebb, a felllleten 1évé kordonok egyre vastagodd, kompaktaldédé
réteget hoznak létre, ami a kéreg vastagodasat jelenti és a veldi rész elvékonyo-
dasa figyelheté meg, az itt talalhatd kétegek feldarabolédasa miatt (Romanoff,
1960; McCarrey és Abbott, 1979; Clinton, 1998).

Amig a him madarak esetében a jobb- és baloldali gonadok fejlédése kozel
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azonosan zajlik, addig a tojoknal erés aszimmetria figyelhetd meg. Csak a bal
oldali gonad fog érett petefészekké fejlédni, a jobboldali petefészek kezdemény
névekedése lelassul, a kéreg degeneralodik, a velbi kdtegek feldarabolddnak.
Ennek hatasara a jobboldali ivarszerv csdkevényes format vesz fel, vagy teljesen
elsorvadhat (Carlon és Stahl, 1985; Romanoff, 1960; Smith és Sinclair, 2001; 2004;
Vaillant és mtsai, 2001).

Az ivardeterminaciot és differenciaciét madarak esetében az ivari kromoszo-
makon talalhaté gének szabalyozzak. Ezt kdvetéen kaszkadszerlen indulnak el
a szex determinaciot befolyasol6 gének expresszioi, aminek végkifejlete a szOveti
szerkezetében eltérd ivarszervek kifejlédése (Clinton és Haines, 2001; Smith és
Sinclair, 2001; Péczely, 2013).

Madarakban jelenleg két inicidator szex determinans funkciéju gént ismerink.
Az egyik a Z-kromoszomahoz kapcsolt DMRT1 (Doublesex and Mab-3 Related
Transcription factor 1), amely egy altalanos ivar determinans faktor. Hasonlésagot
mutat egyes halak DMY génjével, de nincs rokonsagban az eml8s SRY-al (sex
determining region Y) (Raymond és mtsai, 1999; Smith, 2007; Cutting és mtsai,
2012).

A masik a W-kromoszémahoz koétott HINTW (Histidine triad nucleotide binding
protein, W-linked), petefészek determinans gén, melynek expresszidja a fejlédés
4,5. napjatol mutathaté ki (Pace és Brenner, 2003; Moriyama és mtsai, 2006; Smith
és mtsai, 2009a).

Az indifferens fazisban tébb specifikus gén expresszidja is jelentkezik, melyek
a szoveti proliferacid meginditdsaban és szabalyozasaban jatszanak szerepet
(Yoshioka és mtsai, 2005). Szamos, a fejlédésben kdzrem(ikddé gén aszimmetriku-
san expresszal klilénb6zé idépontokban, mindkét ivar esetében. Korai stadiumban,
himivarban f6leg a DMRT1 és a SOX9 (Sex-determining region-y gén) (Kent és
mtsai, 1996; Silva és mtsai, 1996; Raymond és mtsai, 1999; Oréal és mtsai, 2002;
Smith és mtsai, 2003; Yamamoto és mtsai, 2003; Takada és mtsai, 2006; Koba és
mtsai, 2008; Smith és mtsai, 2009b; Yang és mtsai, 2013) expresszal, mig tojo-
ban a HINTW (Histidine triad nucleotide binding protein, W-linked), FET1 (Female
Expressed Transcript 1), FOXL2 (Forkhead transcription factor 2) és az aromataz
(CYP19A1) van jelen (Andrews és mtsai, 1997; Nakabayashi és mtsai, 1998; Reed
és Sinclair, 2002; Hudson és mtsai, 2005; Smith és mtsai, 2009a). A csirasejteken
(CVH-t expresszalé sejtek) kiviil a szomatikus sejtek is aszimmetrikus expressziot
mutatnak (Intarapat és Stern, 2013).

A DMRT1 valamennyi gerincesben ismert, emberben karosodasa szexreverziot
okoz. Expresszitja a hazityuk embrid csiralécében és a Mlller csében a 3,5 -4,5.
napon indul meg, az ivari differencialédas el6tt (Smith, 2007; Cutting és mtsai,
2012), a himivarban magasabb expresszidval, mint a tojokban (Raymond és mtsai,
1999). A DMRTT1 jelenléte elengedhetetlen a here fejlédésének szempontjabdl, a
petefészek fejlddésének korai szakaszaban azonban jelenléte nem elengedhe-
tetlen (loannidis és mtsai, 2021).

Az 6sztrogén termelédés egy masik kulcs faktornak szamit az ivardeterminacié
szempontjabdl, azonban ennek mennyisége is k6tédik a DMRT1 expresszidjahoz
(loannidis és mtsai, 2021).

A CYP19A1 gén a cytochrom P450 csalad, 19 alcsaléad tagja, 1. polipeptid gén,
a szteroid bioszintézis monooxigenaz eleme (Smith és mtsai, 1997; Nakabayashi
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és mtsai, 1998; Smith és mtsai, 2005). M(kddése soran olyan szteroid tipusu hor-
monokat szabdalyoz, amelyek részt vesznek az ivari differencialédasban (Elbrecht
és Smith, 1992; Crews és Bergeron, 1994; Kitano és mtsai, 2000; Sakata és mtsai,
2005).

A CYP19A1 (aromatdz) génaktivatora a csak a néivaru csiralécben expresszald
FOXL2. A petefészek kezdeményben a keltetés 5. napjan ez a fehérje valtja ki a
CYP19A1 gén expresszidjat (Smith és mtsai, 1997; Nakabayashi és mtsai, 1998;
Smith, 2005).

A CYP19A1 gén az Osztrogén-szintézis limitald eleme, melynek mikddése
madarakban is meghatarozé szerep(li a petefészek fejlédés szabalyozasaban.
Az Osztrogén a csiralécben kialakult alfa-6sztrogén receptorhoz (ERa) kétédve
fejti ki proliferativ hatasat. Indifferens szakaszban, mind a két ivarban jelen van,
ami madar embridban az 6sztrogén korai szabalyzo6 szerepére utal. A 3,5. napon
mutathaté ki elészér nivarban, majd a 4,5. naptél mar mindkét ivar gonadjaiban
megfigyelhetd, de mennyisége himekben 6,5 nap utan lecsékken. Expresszios
mintazatara ivari aszimmetria jellemzd és erésen expresszal a néivarl gonad
vel6allomanyaban (Jin és mtsai, 2020).

Areferenciagének altaldban az adott élélény legtdbb sejtjében, minden korban
azonos mértékben expresszalnak. Funkciojuk allandé és jol jellemzett (Sirover,
1997). Az egyik legstabilabb expresszidval rendelkez6 és leggyakrabban alkal-
mazott belsé kontroll gén (referencia, vagy mas néven haztartasi gén) a GAPDH
(glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz), ami alkalmassa teszi génexpresszios
mintazatok normalizalasara hazityuk esetében. A GAPDH membranfehérjeként
szerepet jatszik az endocitézisban, a citoplazmaban kifejezédve részt vesz a
génexpresszio transzlacids szabalyozasaban. A sejtmagban pedig a tRNS ex-
portban, a DNS replikacié soran (Sirover, 1997).

Kutatasaink célja az §shonos magyar hazityuk fajtdk esetében univerzalis
recipiens fajtaként alkalmazni kivant tyakok embriéjanak az ivarszervfejlédését
jobban megismerni. Ebbél addéddan a jévében tervezett kisérletekhez mar egy
jol megismert recipiens embriét hasznalhatunk a génmegdrzési térekvésekhez.

Jelen vizsgalat célja volt megvizsgalni és 6sszehasonlitani az ivarszervfejlé-
désben szerepet jatsz6 gének expresszidjanak valtozasat az embrionalis fejlédés
tobb fazisaban. Osszehasonlitani a génexpressziét him és ndivard gonadokban,
a bal és jobb oldali ivarszervekben 8, 10, 12 napos korban. A kapott eredmények
alapjan kovetkeztetéseket vonhatnank le tovabbi vizsgalatok tervezéséhez.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket a Magyar Agrar- és Elettudomany| Egyetem, Genetika és Bio-
technolégia Intézet, Alkalmazott Embriol6gia és Ossejt Bioldgia Csoportjanak
laboratériumaiban végeztik. A vizsgalatokhoz fekete erdélyi kopasznyakl ha-
zityuk fajtat hasznaltunk. Az embriondlis vizsgalatokhoz a tojasokat a Nemzeti
Biodiverzitas- és Génmegd&rzési Kézpont godolléi telephelyl Haszonallat Gén-
megdbrzési Intézetbdl (NBGK-HGI) szereztik be. A vizsgalatba bevont allatok
extenziv kdrilmények kdzbtt voltak tartva.

Atojasokat PL Machine keltetégépben inkubdltuk az embrionalis fejlédés megfe-
leld napjaig. A vizsgalati periddus az embrionalis fejlédés 5. napjatol a 15. napjaig
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tartott. Minden embriébdl 6t mintat gydijtéttiink naponta: izomszévetet, késébbi
ivarmeghatarozas céljabdl, bal- és jobboldali ivarszerveket, valamint a kdzvetlen
alattuk elhelyezkedé bal- és jobboldali mesonephros-t (elévese). Naponta mini-
mum 4 egyedbdl (2 himivard és 2 tojé embridhdl) tértént meg a mintavételezés.
Osszesen 62 embriébdl izolaltunk mintakat. A szervek kioperalasa mikroszkop
alatt tortént, steril PBS pufferben, majd a méretiiktdl fliggéen 300-500 ul TRizol
(Thermofisher Scientific, USA) reagensbe helyeztiik ket és inkubaltuk 10 percig
szobahémérsékleten, végul -70 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.

A szOvetmintak feltarasat lizis puffer és proteinaz K eleggyel végeztik. A DNS
izoléléséhoz egy altalanos fenol-kloroformos extrakcié alapu médszert hasz-
majd vegul a PCR reakciéhoz szlikséges 25 ng/ul-es koncentraciora higitottuk.

A genetikai ivar meghatarozasahoz MyTaQ mix-et (Thermofisher Scientific, USA)
hasznaltunk. Ilvarspecifikus CHD1 primerek (1. tablazat) segitségével szaporitot-
tuk fel a néi ivarnak megfeleld Z (461 bp) és W (322 bp) kromoszomakrol, és a
himivarnak megfelel6 W kromoszémarél irédé 322 bp hosszisagu amplikonokat.
A PCR termékeket gélelektroforézissel vizsgaltuk 1,5%-o0s agardz gélen.

A szervmintakbdl ezutdan RNS-t izolaltunk. A homogenizéalast kovetéen a
TRizolhoz kloroformot adtunk, majd a nukleinsavat tartalmazé felliliszot, egy Uj
csébe pipettaztuk at. A nukleinsavat izopropanollal csaptuk ki, majd 75%-os eta-
nollal tisztitottuk haromszor. Az RNS pelletet a DNS-hez hasonléan nukleazmentes
vizben oldottuk vissza és koncentraciomérést kdvetéen 25 ng/ul -re higitottuk ki.

Olyan géneket valasztottunk ki a vizsgalatra, melyek expresszibja a két ivar-
szervben, valamint a két ivarban az embriondlis kor el6rehaladtaval valtozik.
A kivalasztott gének a DMRT1, SOX9, PITX2, 17BHSD, CYP19A1, ERa voltak
(1. tablazat). Ezek mindegyikére primereket terveztiink az NCBI adatbéazist és a
BLAST keres6t, valamint a Primer 3 Plus programot hasznalva. Génenként az
elsd és a masodik exon hatarara terveztilk a primereket, gy, hogy a termékek
hossza 150-200 bp kdzé essen. A primereket a UCSC In-Silico PCR programmal
ellendriztiik vissza. A beérkezett primereket PCR-rel, gélelektroforézissel valamint
gPCR-el teszteltiik. A primerek tesztelése utan a kdvetkez6 génekkel végeztiik el a
tovabbi vizsgalatokat: DMRT1, CYP19A1. Ezeknek a primereknek a hatékonysagat
is ellendriztik. Végul a 10 napos ivarszerv mintakat megvizsgaltuk DDX4 (DEAD-
box helicase 4) és DAZL (deleted in azoospermia like) génekre is.

Avizsgalatra kivalasztott 8—10-12 napos ivarszerv RNS mintaibdl cDNS-t irtunk
a gyarté altal meghatarozott protokoll alapjan (High-Capacity cDNA Reverse
Transcripton Kit, Applied Biosystems), fejl6dési allapotonként két him és két tojo
egyedet valasztottunk.

A gPCR reakcidhoz SYBR Green Master Mix-et (Thermofisher Scientific, USA)
hasznaltunk, és Eppendorf (AG 22331 Hamburg) tipusu késziiléken torténtek a
qPCR mérések.

Avizsgdlat soran haztartasi génként a GAPDH-t alkalmaztuk, ami a leggyakrab-
ban hasznalt hazityuk referencia gén, valamint hazityuk embrionalis fibroblaszt
(CEF) cDNS-t tettlink fel minden plate-re a futasok dsszehasonlithatésaga ér-
dekében. A relativ expresszidkat 10 napos toj6 bal oldali ivarszervbél szarmazé
minta esetében mért expresszidihoz viszonyitottuk, mert irodalmi adatok alapjan
ebben a korban, ivarban és oldalon minden géntél stabil expressziot varhattunk.
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1. tdblazat
Tervezett és alkalmazott primerek
Gén (1) Azonosito Primer szekvencia (5' = 3') (3) Termék méret | Tm (°C)
(2) (bp) (4) (5)
PITX2 395862 FW | 5'-GGCTGGAGGTGCACACTATC - 3' 153 61,4
RW 5'- GCTGCTGGCTGGTGAAGT - 3' 58,2
FW 5'- AAATGAACAGGGCAGCTTTG - 3' 55,3
ESR1 396099 RW | 5'- TGAAGTGGGAATGATGAAAGG - 3' 169 55,9
17BHSD 395641 FW 5'- GTGCCGGTGGAGAAGACC - 3' 190 60,5
RW 5'- GCAGCAGCTCCAGTGTGTC - 3' 61,0
FW 5' - GACTGCCAGTGCAAGAAGTG - 3' 59,4
DMRT1 769693 RW 5' - CTGCAGGAGACAGGAGCTG - 3' 192 61,0
CYP19A1 414854 FW 5'- GAATTGGGCCTCTCATTTCA - 3' 153 55,3
RW | 5'- CGTGAAATACGCTGGAGGAT - 3' 57,3
FW 5' - AGGAAGCTGGCTGACCAGTA - 3! 59,4
SOX9 374148 RW | 5'- GTAGTCGGGGTGGTCCTTCT - 3' 156 61,4
GAPDH 374193 FW 5'- CAGATCAGTTTCTATCAGC - 3' 112 50
RW 5' - TGTGACTTCAATGGTGACA - 3' 54,2
FW | 5'- TATCGTCAGTTTCCTTTTCAGGT - 3' Z:461 54
CHD1 395783
RW | 5'- CCTTTTATTGATCCATCAAGCCT - 3' W: 322 53,2
DDX4 395447 FW 5'- GAACCTACCATCCACCAGCA - 3' 113 59,38
RW 5'- ATGCTACCGAAGTTGCCACA - 3' 59,96
DAZL 374054 FW 5' - TTGTCTTGAAGGCCTCGTTT - 3' 136 57,66
RW 5'- ATCCTTGGCAGGTTGTTGAC - 3' 58,38

Table 1: Designed and used primers

gene name (1); gene ID (2); primer sequence (3); product size, bp (4); Tm, °C (5)

Ezek a mintdk minden plate-en fent voltak. Minden markerre végeztiink negativ
kontroll vizsgalatot is.

A harom gPCR futas automatikusan beallitott Threshold értékeit azonosra alli-
tottuk manudlisan, az 6sszehasonlithatésag érdekében. A Realplex programbdél
kinyert adatokat MultiD GenEx v.6 programmal elemeztik tovabb. Elsd 1épés-
ként az ismétléseknek az atlag Ct értékeit hataroztuk meg. Az atlagértékeket a
belsd kontrollként alkalmazott GAPDH értékeivel normalizaltuk. Végul a relativ
expresszios értékeket a belsd kontrolként hasznalt 10 napos bal oldali tojo ivar-
szerv minta értékeivel szamitottuk ki.

EREDMENYEK

A 8 napos embrionalis ivarszerv vizsgalatanal a DMRTT relativ expresszibja
himivar esetében magasabb, mint tojénal, azonban hatarozott kiilénbségek
nem mutathatdk ki a bal és jobboldali gonadok kézétt egyik ivar esetében sem.
Az értékek a 10 napos referencia mintanal magasabbak. 10 napos korban a him
embriondlis ivarszervekben mért DMRT1 gén expresszidja jelentds aszimmetriat
mutat a bal oldali gonad irdnyaban, mig tojoknal az értékek kozel azonosak.
A 12 napos embrionalis ivarszerveknél, a DMRT1 gén a himek esetében maga-
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sabban expresszalt, mint a tojoknal és a bal oldalon valamivel szintén magasabb
volt, mint a jobboldalon. Az értékek a referencia minta értékei koril voltak. Tojoknal
az expresszids kildnbség minimalis volt a két oldal kézétt, valamint az értékek
nem érték el a referencia szintjét.

Ateljes vizsgalati id8szakban mért DMRT1 eredmények jelentds kiildnbségeket
mutatnak a két ivar kdzétt. Minden vizsgalati napon a himivarnal kaptunk maga-
sabb expresszios értéket, ahogy azt az irodalmi adatok alapjan is vartuk. Mindkét
oldalon és ivarnal megfigyelhetd egy egységes mintazat, a 8. és 10. nap kdz6tt az
expresszid mértéke egységesen ndvekszik, majd a 10. és 12. nap kozoétt szintén
egységesen csokken. A DMRT1 relativ génexpresszids értékei az 1. abran lathatok.

A CYP19A1 gén expresszidja 8 napos embrionalis korban, tojok esetében a
jobboldali gonadban kétszer magasabb a bal oldalihoz viszonyitva. A 10 na-
pos referencia mintanal alacsonyabb mind a két esetben. A 10 napos CYP19A1
expresszié erésebb a tojoknal, himivarban elenyészé mértékd. Tojokban a refe-
rencia mintahoz kozeli értékeket kaptunk. Erzékelhetéen magasabb az expresszié
a jobboldalon, majdnem a kétszerese, mint a baloldali gonadban. A 12 napos
embrionalis ivarszervek vizsgalatanal az aromataz expresszio tojok esetében
mindkét oldalon erésebb, mint a referencia mintaban, illetve aszimmetria is meg-
figyelhetd, a jobbgonadban kaptunk joval magasabb értékeket.

1. dbra DMRT1 relativ expresszidja 8 — 10 — 12 napos embriondlis ivarszervben GAPDH haztartasi
génre normalizalva. Kontroll mintaként 10 napos tojo bal oldali gonadot hasznéltuk (piros vonal)
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Figure 1. DMRT1 relative gene expression at 8 — 10 — 12 days old embryonic gonads in both sexes
normalised with GAPDH housekeeping gene. The reference sample was the d10 left female gonad,
(red line).

left side (1); right side (2); male (3); female (4)
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sz

a kor elérehaladtaval mind a két oldali gonadban egyre er6s6d6é génm(ikodés
figyelhetd meg tojoknal. Minden vizsgalt napon aszimmetria volt megfigyelheté a
génexpresszidban. Minden esetben a jobboldalon kaptunk magasabb expresszids
értékeket. A kapott értékek megfelelnek a szakirodalmi adatok alapjan vart
értékeknek. A himivarban is megfigyelhetd egy enyhe expresszi, de olyan ala-
csony szinten, ami nem alkalmas kovetkeztetések levonasara. A CYP19A1 relativ
génexpresszids értékei a 2. abran lathatok.

A 10 napos embrionalis ivarszerv mintakat megvizsgaltuk DDX4 és DAZL &s-
ivarsejt specifikus markerekre is, melyek eredményei a 3. abran lathatok. DDX4
esetében a baloldali gonad expresszios értékei kézel hasonldak, a referencia minta
értékéhez kdzel vannak. A jobboldali ivarszerv csak himivarban volt megvizsgal-
hatd, melynek értéke fele annyi, mint a bal oldali gonad esetében. A DAZL gén
expresszidja himivar bal gonadjaban tdbb mint kétszer olyan er6sen expresszalt,
mint a jobboldalon. A toj6 ivaru bal oldali gonad értékei a referenciaval kozel
azonos eredményeket mutattak.

2. abra CYP19A1 gén relativ expresszio értékei 8 — 10 — 12 napos embriondlis ivarszervben
GAPDH héztartasi génre normalizélva. GAPDH hdaztartdsi génre normalizélva. Kontroll mintaként 10
napos tojé bal oldali gonadot hasznaltuk (piros vonal)
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Figure 2. CYP19A1 relative gene expression at 8 — 10 — 12 days old embryonic gonads in both
sexes, normalised with GAPDH housekeeping gene. The reference sample was the d10 left female
gonad, (red line).
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3. abra DDX4 és DAZL gének relativ expressziés értékei 10 napos embrionélis ivarszervben
GAPDH héaztartasi génre normalizélva. Kontroll mintaként 10 napos tojé bal oldali gonadot
hasznaltuk (piros vonal)
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Figure 3. DDX4 and DAZL relative gene expressions at 10 days old embryonic gonads in both
sexes normalised with GAPDH housekeeping gene. The reference sample was the d10 left female
gonad, (red line).

left side (1); right side (2); male (3); female (4)

KOVETKEZTETESEK

A vizsgalati id6szakban mind a DMRT1, mind a CYP19A1 markerek esetében,
8 napos kortdl kezdve j6l nyomon kévethetd volt az expresszios értékek valtozasa.
Jol megfigyelhetd volt a kilénbség a két ivar kdzétt, ahol a DMRTT a himivarban
mutatott magasabb értékeket az ivari fejlédés korai szakaszéban. Ez a gén az
egyik kulcseleme az embridk ivari elkdtelez6désének, igy eredményeink megfe-
lelnek az altalanosan leirt adatoknak.

Aromataz esetében, az expresszids mintazatban a DMRT1-gyel ellentétes ered-
ményeket kaptunk. A tojokban volt megfigyelheté a magasabb génexpresszio,
mely eredmény jol reprezentdlja az irodalomban is fellelhet6é adatokat, miszerint
az aromataz gén fellilszabalyozédik az ivarszervekben, a him ivarhoz képest.

Mind a DAZL, mind a DDX4 esetében magasabban expressziot talaltunk a bal
oldali gonadban, mivel mind a két ivar esetében ezen az oldalon tébb &sivarsejt
talalhato. Igy real-time PCR-rel is bizonyitottuk, hogy a bal oldali ivarszervben
mind him, mid pedig tojé ivart embridk ivarszervében tdbb bsivarseijt talalhaté.

Az eddig kapott eredményeinkbdl levonhato6 kdvetkeztetések a szakirodalom-
ban fellelhet6 adatokkal j6 egyezést mutatnak. Tovabbi markerek vizsgalataval
még pontosabb képet kaphatunk a kivalasztott 6shonos fajta embrionalis ivar-
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szerv fejlédésének genetikai hatterérdl. Tervezzik a kisérletben vizsgalt mintak
szamanak novelését, hogy a kapott klildnbségek statisztikai mddszerekkel is
alatdamaszthatdak legyenek.

Kutatasunk eredményei hozzajarulhatnak éscsirasejt alapu hazityuk génbank
sikeres létrehozasahoz.
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