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EGER KIMERA UTODOK LETREHOZASA INJEKTALT ES
MELYHUTOTT BLASZTOCISZTAKBOL*

POLGAR ZSUZSANNA — BODO SZILARD — KOBOLAK JULIANNA — SOLOMON MAMO —
TANCOS ZSUZSANNA — TOTH SZABOLCS — GORHONY BOTOND — DINNYES ANDRAS

OSSZEFOGLALAS

Biologiai kisérleti rendszerekben gyakran el6fordul, hogy nem all rendelkezésre megfelelé szamu
recipiens allat a kisérletben létrehozott embridk belitetéséhez. llyen esetekben rendkivil hasznos,
ha rendelkezésre all egy megbizhaté embriotarolasi rendszer.

A kisérleti rendszerben, a szerzék, 69 blasztociszta stadiumu embriét injektaltak ES sejtekkel
egér kiméra utodok létrehozasara. Hat-nyolc hetes kord szuperovulaitatott, ICR néstényekbdl
blasztocisztakat nyertek ki. A blasztociszta-injektalast Piezo mikroinjektor segitségével hajtottak
végre. Az embriok blasztocéljébe 10-12, ép membrannal rendelkez6 ES sejtet injektaltak be. Az
ES-klonokat két génkiutott sejtvonal (R1, HM-1) elektroporalt kionjaibdl valogattak, PCR analizist
kévetden.

A mikromanipulacié utan 35 embriot vitrifikaltak, és 34 injektalt blasztocisztat még frissen,
vazektomizalt himekkel paroztatott, alvemhes ICR recipiens néstényekbe uitettek.

A vitrifikacios eljaras soran 6,5 M glicerolt tartalmazo dgynevezett VS3 vitrifikaciés oldatot hasz-
naltak. Az embridkat 0,25 ml-es miiszalmakba toltétték és folyékony nitrogénben taroltak a betilte-
tés napjaig.

Hat, 6-8. hetes koruq, alvemhes ICR recipiens ndsténybe, egyoldali uterus-transzferrel Ultettek 8—
14 injektalt, illetve injektalt mélyhdtétt-felolvasztott blasztocisztat.

A bedlltetést kdvetd 19-21. napon a melyhlités nélkili embriok 38,24%-a, a mélyhltéttek
39,29%-a sziilletett meg (P>0,005, X teszt). A nem mélyhiitott blasztocisztakbol szuletett egerek
46,15%-a, a nitrogénben taroltak 36,36%-a volt kiméra.

Mivel a mélyhités nélkili kontroll csoponhoz képest nem tapasztaltak jelentds eltérést a szuletett
utédok aranyat tekintve, megallapithatd, hogy az alkalmazott vitrifikacios eljards alkalmas
mikromanipulacion atesett embridk hosszu tavu tarolasara.

SUMMARY

Polgar, Zs.Ms. — Bodé Sz. — Kobolék, J.Ms. - Solomon, M. — Téancos, Zs.Ms. - Téth, Sz. —
Gérhony, B. — Dinnyés, A.: PRODUCTION OF CHIMERIC MICE FROM INJECTED AND
VITRIFIED BLASTOCYSTS

Recently a large number of knock out mice have been produce in many laboratories. Microinjec-
tion of embryonic stem (ES) cells into mouse blastocysts is one of the most important techniques for
production of knockout or transgenic mice. In the biological experimental systems are eventuated to
have no available recipients. In that case a dependable cryopreservation method is very important
“to keep the valuable embryos safe.

In the project 69 blastocyts were injected with ES cells to produce chimeric mice. ICR females (6-
8 weeks old) were use to obtain blastocysts. The blastocyst injection was made by piezo-
micromanipulator. Ten to twelve ES cells with intact membrane were injected into the blastocoel
cavity. The ES clones were selected by PCR from two successful electroporeted cell lines (R1,
HM1).

After the micromanipulation, 35 injected blastocysts were vitrified and 34 fresh injected blasto-
cysts were transferred to pseudo-pregnant recipients. The cryopreservation method used VS3a
solution which contain 6.5 M glycerol. The embryos were loaded into 0.25 ml plastic straws and
kept in liquid nitrogen until the transfer day. One time 8-14 fresh or vitrified-thawed injected blasto-
cyst were transferred directly one uterus horn of 6 pseudopregnant recipiens.

* A kutatast az OTKA T046171; NKTH BIO-00017/2002, TET TR3/03 tamogatta
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On the 19-21 pregnancy days, the transfer of the blastocysts to pseudopregnant recipients,
38.24% of the vitrified blastocysts and 39.29% of the fresh blastocysts were born as healthy
young.(p>0,005 by xz test). The efficiencies of coat chimera mice were 46.15% for the fresh blasto-
cysts and 36.36% for the cryopreserved ones.

In the work, they have not observed big different between the rate of the cryopreserved and fresh
blastocysts. This study demonstrated the vitrification method that was used could be successful for
the long term storage of the injected mice blastocysts.

BEVEZETES

Napjainkban transzgénikus és génkiltétt (knock out, KO) egereket szamos
laboratoriumban allitanak elé. Transzgenikus allatok elGallitasa tobb modszerrel
lehetséges. Az egyik legelterjedtebb eljaras a zigéta mikroinjektalas DNS oldat-
tal. Azonban nem csak ezzel a médszerrel lehetséges egy, az utédokra tovabb
adodo genetikai modositas: létrehozasa, hanem sejtvonalak segitségével is.
llyenkor a Petri-csészében, in vitro kérilmények kozott tenyésztett sejtek mani-
pulalhatéak (pl.: elektroporalassal, lipofekciéval, stb.), majd embriéba Ultetheté-
ek. Testi sejtek tenyészeteinek manipulalasakor transzgénikus egyed csak a
sejtmag-atiltetéses klénozas révén nyerhetd. Azonban embriondlis éssejteket
alkalmazva, azok blasztociszta stadiumu embriok blasztocoljébe injektalhatdk.
Az igy bejuttatott sejtek képesek integralédni a belsé sejicsomédba, majd az
embridé szdveteivé differencialédni, un. kiméra allatot hozva létre. A homolég
rekombinacio lehetdségét kihasznalva, pedig az ES sejtek hatékony rendszert
képviselnek az un. génkilutott allatok létrehozasara is.

Az embriologiai kisérletekben gyakran eléfordul, hogy nincs elegendd sza-
mu recipiens allat az embridk bellltetéséhez. Habar egerek esetében is lehetd-
ség van a recipiensek hormondlis szinkronizalasara, azonban ilyenkor jelentd-
sen csokken az implantacio hatékonysaga (Erizeid és Storeng, 2001). Ezért a
laboratériumi gyakorlatban, az egerek természetes, négy napos, ivari ciklusat
hasznaljak ki az alvemhes n&stények létrehozasara. Ennek ellenére eléfordul,
hogy a vazektomizalt himekkel paroztatott néstények kézil nincs megfeleld
szamu recipiens néstény. llyen esetekben rendkiviill hasznos, ha rendelkezésre
all egy megbizhato embriétarolasi rendszer, amivel az embriok megdrizhetbk a
belltetésig.

Kisérleteinkben egy egyszerii embri6 mélyhitési metodikat (Dinnyés és
mtsai, 1996) alkalmaztunk az injektalt blasztocisztakon. Eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy az alkalmazott vitrifikacids eljaras alkalmas a mikromani-
pulacion atesett embriok hosszu tavu tarolasara.

ANYAG ES MODSZER

ES sejtek tenyésztése

A-sejtek tenyésztését Nagy és mtsai (2003) kézikényvében kézolt protokoll-
jat kovetve végeztik, az alabbiak szerint. Az ES sejtek differencidlatlan allapot-
ban vald fenntartasahoz mitomicin C antibiotikum kezelt (Sigma, 10 pg/ml),
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13,5 napos egér embrio kétészévetes részeib6l szarmazé embrionalis fibro-
blaszt (MEF) taplalé sejtréteget hasznaltunk. A sejteket DMEM médiumban
(Gibco) tenyésztettik, 15% FCS kiegészités mellett (Hyclone). A médium L-
glutamin (Gibco; 2mM), R-merkaptoethanol (Sigma; 0,1 mM), Na-piruvat
(Gibco, 1TmM) nem esszencialis aminosav (Sigma, 10mM), penicillin (Gibco, 50
U/ml), streptomycin (Gibco, 50ug/ml) és rekombinans egér Leukémia Inhibitor
Faktor (ESGRO-LIF; Chemicon; 1000 U/ml) kiegészitést tartalmazott. A sejteket
kétnaponta passzaltuk at Tripszin:EDTA (0,25% tripszin; Gibco) kezelést vé-
gezve, Uj mitomicin C kezelt fibroblaszt sejtrétegre, az optimalis sejtszam bealli-
tasat kévetben.

ES sejtek elektroporalasa, KO kiénok létrehozasa

Az elektroporalashoz a sejteket 800 ul elektroporaciés oldatban vettuk fel,
107 sejt/ml koncentraciéban. A sejtekhez ezt kévetben, a bevinni kivant transz-
geén konstrukciét 20 pl dH,O-ban felvéve kevertilk hozza, majd azonnal elektro-
porator kivettaba helyeztik (0,4 mm elektréd tavolsag; BioRad) és elektropo-
raltuk (Genew Pulser X, BioRad; 240 V, 500 pF, 250 Q).

Ezt kbvetden a sejteket tenyésztd médiummal hatszoros térfogatra higi-
tottuk, majd mitomicin C kezelt MEF taplalé sejtréteget tartalmazé, 10 cm-es
petricsészékre szélesztettilk. Az antibiotikum szelekciét 48 6ra mulva kezdtik
meg (200 pg/ml G418). A kidnok szelektalasa 2 hét elteltével kezd6détt.

A szelektalt kibnokat sztereo mikroszkép alatt (SZH, Olympus) mikropipetta
segitségével emeltiik ki egyedileg, 96-lyuku tenyésztGedénybe. A kidnok felné-
vekedését kovetben a tenyészeteket 3 felé osztottuk, tripszinezést kdvetden,
ahol 1/3 rész PCR-analizisre kerilt, 1/3 részt fagyasztasra, mig 1/3 részt to-
vabbi tenyésztésre hasznaltunk fel. A PCR analizist a targetalt szekvencia alap-
jan tervezett primerekkel végeztik. A PCR pozitiv kibnokat a 96-lyuku tenyész-
téedénybdl izolaltuk, majd 24-lyuku, végul pedig 6 cm-es Petri csészében te-
nyésztettik tovabb, a szokasos ES-tenyésztési protokollt kévetve. A kibnokat
fagyasztashoz és genomialis DNS izolalashoz szaporitottuk fel, ahol a szoka-
sos Southern-blot analizissel vizsgaltuk a génkiltés sikerét.

KO ES sejtek felhasznaldsa kiméra elGallitasra

A sejtek tenyésztése a sztenderd protokoll szerint tértént (Nagy és mtsai,
2003). A 24 oraval korabban passzalt sejteken tripszines kezelést alkalmazva
‘szuszpenziot készitettiink. A sejteket 10 cm-es Petri csészére szélesztettik 15
. perc id6tartamra (preplating). Ezt kdvetden a le nem tapadé sejteket 6sszegy(ij-
tottik, majd lecentrifugaltuk és a sejt-pelletet a blasztociszta injektalashoz ki-
alakitott HEPES-pufferelt (Sigma) tapoldatban szuszpendaltuk fel. Ezt kévetden
a sejtszuszpenziét jégre helyeztikk 30 percre, majd injektaltuk azokat.

Egér embridk kinyerése

Kisérleteinkhez, 6—8. hetes, szuperovulaltatott, a vemheség negyedik nap-
jan ledlt ICR nostények méhébdl blasztocisztakat nyertiink ki. Az embridkat
CZB médiumban kultivaltuk a mikromanipulacios beavatkozasig.
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A mikromanipulacioés eljaras

A mikromanipulaciéhoz sziikséges mikropipettakat — injektalé kapillaris és
tartékapillaris — kapillaris huzé (Sutter) és mikrohuta (Narishige) berendezések
segitségével allitottuk eld.

A mikromanipulaciét szobahémeérsékleten végeztik CZB-Hepes médium-
ban, Olympus IX71 inverz mikroszképra szerelt Narishige mikromanipulatorok-
kal.

A blasztociszta-injektalast Piezo mikroinjektor segitségével hajtottuk végre.
Az embriok blasztocéljébe 10-12 ép membrannal rendelkezé Gssejtet injektal-

tunk be.
1. abra: Blasztociszta-injektalas Piezo mikroinjektorral

A blastocisztakat holder pipetta segitségével rogzitették, majd Piezo ka-
pillaris segitségével injektaltak a blastocdlbe az ES sejteket(1)

Fig. 1.: The procedure of blastocyst injection by Piezo microinjector
The blastocysts were immobilized on the tip of a holdig pipette and the Piezo pipette was pushed
into the blastocoel cavity to load the ES cells.

Az Ossejteket ket génkiutétt sejtvonal (R1, HM-1) kidnjaibdl valogattuk,
PCR analizist kovetéen.

A munka soran két ES sejtvonalat hasznaltunk fel. Az R1 sejtvonalat (p9)
egy torontdi laboratoriumbdl kaptuk (Nagy és mitsai, 1993, 2003), valamint a
HM-1 (p22) sejtvonalat, amelyet a Roslin Institute bocsatott a rendelkezésiinkre
(Magin és mtsai, 1992; McEwan és Melton, 2003).

VS3a vitrifikacio

A vitrifikaciés eljaras soran 6,5 M glicerolt és 6% szarvasmarha szérum al-
bumint (BSA) tartalmazé CZB-H oldatba, (gynevezett VS3a vitrifikacids oldatot
hasznaltunk. Az embridkat 20 percig 25%-0s VS3a oldatban tartottuk szoba-
hémérsékleten ezutan 65%-os VS3a oldatban atmostuk, majd 1 perc alatt
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100% VS3a oldatban 0,25 ml-es miiszalmakba t6itéttik. A miiszalmakat folyé-
kony nitrogén gézében 3 percig hitéttuk (kb. —150 °C-on) és végil folyékony
nitrogénben taroltuk a beiltetés napjaig. A felolvasztas soran a miszalmat 10
masodpercig tartottuk levegdn, majd 10 masodpercre 37 °C-os vizfirdébe he-
lyeztik. A szalma végeinek levagasa utan az embridkat 0,5 M-os szacharézt
tartalmazé CZB-H oldatba helyeztik 1 percre, majd 2-2 percre 0,25, illetve
0,125 M-os szachar6z oldatban atmostuk az embriékat. Ezutan CZB-H oldat-
ban maradtak az embridk a belltetésig.

Embrio beliltetés

Az embrié beliltetéseket a Hogan és mitsai (1994) altal leirtak szerint vé-
geztik. Recipiensenként 6-8. hetes koru, alvemhes ICR néstényt hasznaltunk,
4-6 korai hélyagcsirat tltettiink a baloldali méhszarvba. Az allatok altatasahoz
0,015 ml/testsily gramm 2,5%-os AVERTIN-t hasznaltunk. Egy Ultetés alkal-
maval 8-14 frissen injektalt, vagy injektalast kévetéen mélyhiitétt, majd késbbb
felolvasztott blasztocisztat transzferaltunk.

EREDMENYEK

Kisérleti rendszeriinkben 69 blasztociszta stadiumu embriét injektaltunk ES
sejtekkel egér kiméra utodok létrehozasara. A mikromanipulacié utan 35 embri-
ot vitrifikaltunk, és 34 injektalt blasztocisztat még frissen, vazektomizalt himek-
kel paroztatott, alvemhes ICR recipiens ndstényekbe ultettiink. A 34 kontroll
injektalt embridbol 13 (38,24%) sziletett meg, mig a 34 mélyh(itétt injektalt
embriobél a felolvasztas utan 28 kerult belltetésre, amibdl 11 (39,29%) sziile-
tett meg (1. kép).

1. kép: Kiméra utod

Picture 1.: Chimera progeny

A megszilletett utédok kézil a kontroll csoportban 46,15% lett kiméra, mig
ugyanez a mélyhiitétt-felolvasztott csoportban 36,36% volt (1. tablazat).
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1. tablazat

Kiméra utodok létrehozasa mélyhGtott illetve frissen beiiltetett injektalt
blasztocisztakbol

Injektalt Mélyhdtott

blasztociszta(1)|  (VS3a)(2) Beliltetett(3) | Elve sziiletett(4) | Kiméra(5)

13/34 6/13
Kontroll(6) 34 0 34 38,24% 46,15%
o 11/28 4/11
Mélyhitott(2) 35 34 28 39,29% 36,36%

Table 1.: Chimeric mice produced from vitrified and fresh ES injected biastocysts
injected blastocysts(1), vitrified(2), transfered(3), live offsprings(4), chimeras(5), control(6)

KOVETKEZTETESEK

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az a mélyhiitési metodika, amit
alkalmaztunk, az injektalt blasztocisztdkon nem befolyasolta az élvesziletett
utédok aranyat a kontroll csoporthoz képest (38,24% vv. 39,29%). Ezért az
adott kisérleti rendszerben az alkalmazott vitrifikaciés eljaras alkalmas
mikromanipulacioén atesett embridk hosszu tavu tarolasara.

A kimérak aranyat tekintve a mélyhlitdtt csoporton beliil 10%-kal csékkent a
kimérak aranya a kontrollcsoportéhoz képest, azonban ez a kilénbség az ala-
csony egyedszam miatt statisztikailag nem volt igazolhat6.
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