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AZ IVAR ÁTFORDÍTÁS LEHETŐSÉGÉNEK VIZSGÁLATA 
EGÉR KIMÉRÁK ALKALMAZÁSÁVAL*

CARSTEA, VALÉR BOGDÁN — LEMOS, ANA PAULA CATUNDA— ILIÉ, DANIELA — 
BODÓ SZILÁRD — KOVÁCS ANDRÁS — BŐSZE ZSUZSANNA — GÓCZA ELEN

ÖSSZEFOGLALÁS

A kimérák fontos szerepet töltenek be az embrionális fejlődést befolyásoló genetikai változások 
tanulmányozásában. A munka annak igazolását tűzte ki célül, hogy egy nyolc-sejtes embrió egyet­
len blasztomerje, tetraploid embrióval aggregáltatva, életképes utódot képes létrehozni.

A szerzők olyan kiméra embriókat hoztak létre, amiben egy GFP-t expresszáló nyolc-sejtes emb­
riónak egyetlen blasztomerjét aggregáltattuk a GFP-t nem expresszáló tetraploid embrióval, vagy 8- 
sejtes diploid embrió hét sejtjével (a nyolc-sejtes embrióból egy blasztomert eltávolítottak, hogy meg 
tudják állapítani az embrió genotípusát). 84 olyan kiméra embrió került visszaültetésre, amelyekben 
XY-genotípusú EGFP-t expresszáló embrió egyetlen blasztomerjét aggregáltatták XX-genotípusú 
diploid embrióval (2n,XY/2n,XX). Ebből 12 (14,3%) kiméra utód született. A megszületett utódok 
közt 11 (91,7%) hím, s csak egy nőstény (8,3%) utód volt. A kísérlet folytatásaként olyan kimérákat 
állítottak elő, amelyekben egy tetraploid embriót (4n) aggregáltattak egyetlen diploid (2n) 
blasztomerrel. 36 (2n,XY/4n) olyan kimérát ültettek be, amelyekben XY-kromoszómát tartalmazó 
blasztomerrel aggregáltatták a tetraploid embriót. 5 élő utódot kaptak: melyek között 2 pár kettes 
iker volt. Azonos embrióból származó, 4 XX-blasztomer, és egy-egy tetraploid embrió felhasználá­
sával létrehozott és beültetett 4 kimérából, identikus nőstény hármas ikrek születtek.

Az eredmények azt mutatják, hogy tetraploid gazda embrióval aggregáltatott, egyetlen 
blasztomerből is tud életképes utód születni. A kidolgozott módszert alkalmazva, előre meghatáro­
zott nemű, identikus hármas ikreket is sikerült létrehozni.

SUMMARY

Carstea, V.B. -  Lemos, A.P.C.Ms. -  Ilié, D.Ms. -  Bodó, Sz., - Kovács, A. -  Bősze, Zs.Ms. -  Gócza, 
E.Ms.: EXAMINATION OF THE OPPORTUNITY OF SEX REVERSAL USING MOUSE CHIME- 
RAS

Chimeras play crucial role in analyzing the biological effects of genetic changes. In the study they 
wanted to demonstrate, that a single blastomere of 8-cell stage embryo, supported with a tetraploid 
embryo, is capable develop to healthy animal.

They produced chimeras by aggregating one single blastomere derived from sexed, GFP ex- 
pressing, diploid 8-cell stage embryos, with tetraploid embryo, or by combining one diploid XY, GFP 
expressing blastomere, with a diploid, XX, 7-cell embryo (one blastomere from the 8-cell embryo 
was taken fór sexing). From the transferred 84 (2n,XY/2n,XX) aggregates they got 12 (14.3%) 
newborns, 11 (91.7%) males and one (8.3%) female. From the transferred 36 (2n,XY/4n) aggre­
gates, where one XY blastomere was combined with a tetraploid embryo, they got 5 living male 
newborns: 2 pairs of twins and one singleton. They transferred alsó 4 (2n,XX/4n) chimera embryos, 
where one XX-blastomere was aggregated with a tetraploid embryo. We got a set of living female 
triplet from this aggregates.

They could demonstrate that a single blastomere of the 8-cell stage embryo is capable to develop 
intő living newborn. They could obtain identical triplets derived from 3 blastomeres isolated from the 
same embryo.

* A munkát az OTKA T037582 és a TéT RO-3/2002 pályázatok támogatták
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BEVEZETÉS

Munkánk során a szex-determináció folyamatának kezdeti lépéseit tanulmá­
nyoztuk egér kimérákat alkalmazva. A kimérák fontos szerepet töltenek be az emb­
rionális fejlődés tanulmányozásában, a sejtek fejlődési potenciáljának vizsgálatá­
ban, a determináció folyamatának nyomon követésében, az embrionális korban 
ható mutációk feltárásában, ill. transzgénikus egyedek létrehozásában (Tam és 
Rossant, 2003).

Az, hogy az ES kimérák fejlődése során a szex-kimérák (XX/XY) ivari determi­
nációja hogyan történik, még nem pontosan ismert. Az irodalomban eddig közölt 
adatok ellentmondásosak (Tarkowski, 1998), ezért az eddig leírt kísérleti eredmé­
nyeket kiegészítendő, olyan kiméra embriókat hoztunk létre, ahol egy EGFP-t 
expresszáló (Hadjantonakis és mtsai, 1998), nyolc-sejtes, XY-genotípusú embrió­
nak egyetlen sejtjét aggregáltattuk az EGFP-t nem expresszálló, XX-genotípusú 
embrió hét sejtjével. Azt szerettük volna megállapítani, hogy képes-e egyetlen XY- 
genotípusú blasztomer, egy női ivarú embrióval aggregáltatva, a létrehozott kiméra 
magzatban átfordítani annak ivarát, s tudnak-e életképes hím fenotípusú kiméra 
állatok születni.

ANYAG ÉS MÓDSZER

A kísérletekben a CD1, illetve CD1/EGFP, 1,5 napos, két-sejtes egér embriókat 
szuperovuláltatott nőstények petevezetőjéből mostuk ki. Az embriókat 2,5 napos 
korig tovább tenyésztettük KSOM médiumban. A szuperovulációt 7 ILI PMSG 
(pregnant maré serum gonadotrophin) intraperitoneális injektálását követő 48. óra 
múlva 7 ILI HCG (humán chorionic gonadotrophin) adásával indukáltuk.

A kimérák előállításakor egy nyolc-sejtes embrió egyetlen sejtjét aggregáltattuk 
egy nyolc-sejtes embrió hét sejtjével. A nyolc-sejtes (2,5 napos) embriókat körülve­
vő zóna pellucidát acid Tyrode’s (pH: 2,5) oldattal távolítottuk el (Nagy és mtsai, 
2003). A zóna mentes 8 sejtes embriókat Ca- és Mg-mentes 0,1% BSA-val kiegé­
szített PBS oldatba helyeztük 10 percre. Az embriót alkotó blasztomereket egy vé­
kony kapillárissal történő pipettázással választottuk el egymástól. Minden embrióból 
egyetlen blasztomert PCR csőbe helyeztünk, a többi blasztomert egyenként, kis 
KSOM médium cseppben, ásványi olaj alatt tartva inkubáltuk tovább.

Az PCR csőbe helyezett blasztomereket X- és Y- specifikus PCR reakciót al­
kalmazva genotipizáltuk (Carstea és mtsai, 2005). A PCR reakció eredményét né­
hány órán belül megkaptuk, és a szexálás eredményeként meg tudtuk mondani a 
különböző embriók genotípusát (XX vagy XY). Az eredmény ismeretében XX- 
genotípusú 7 sejtet tartalmazó, CD1 embriókat aggregáltattuk egy CD1/EGFP hím 
(XY) genotípusú blasztomerrel. A kiméra embriókat másnap recipiens állatokba 
ültettük.

A két-sejtes embriók blasztomerjeinek fúziójához a BLS Ltd., Hungary cég, CF- 
150B típusú elektrofúziós készülékét alkalmaztuk. A két-sejtes embriókat két platina 
elektród közé helyeztük, és egy elektromos impulzust kaptak. Az embrió két 
blasztomerje ennek hatására fúzionált és tetraploid embriók jöttek létre (Nagy és 
mtsai, 1990).



ÁLLATTENYÉSZTÉS ÉS TAKARMÁNYOZÁS, 2006. 55. 5. 503

EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK

A kísérlet első felében, egy EGFP-t expresszáló nyolc-sejtes, XY-genotípusú 
embrió egyetlen sejtjét aggregáltattuk egy EGFP-t nem expresszálló, XX- 
genotípusú embrió hét sejtjével (a nyolc-sejtes embrió egy sejtjét a genotípus meg­
állapításához használtuk fel). Az így létrejött kimérák közül 84-et ültettünk vissza, 
ebből 12 kiméra utód született. A megszületett utódok közt csak egy nőstényt talál­
tunk (1. táblázat). A nőstény szöveti sejtjeinek 10%-a expresszálta az EGFPt t, PCR 
teszt alapján XX/XY genotípusú, fertilis szex kiméra volt, de az utódai közt nem 
találtunk EGFP-t expresszállót.

Kísérletünk folytatásaként olyan kimérákat állítottunk elő, ahol egy tetraploid 
embriót (4n) aggregáltattunk egyetlen diploid (2n) blasztomerrel. Olyan 2n/4n kimé- 
rát ültettünk be, ahol XY-blasztomerrel aggregáltattuk a tetraploid embriót. 5 élő 
utódot kaptunk (1. táblázat).

1. táblázat

A beültetett kiméra embriók beágyazódást követő fejlődése

Kimérák típusa(1) [XY(2n)(1-sejt)]/
[XX(2n)(7-sejt)](10)

[XY(2n)(1-sejt)]/
[(4n)(4-sejt)](11)

[XX(2n)(1 -sejt)]/ 
[(4n)(4-sejt)](12)

Beültetett embriók száma(2) 84 36 4
Felszívódások aránya 

(Felszívódás/beültetett %)(3) 39 (46,4) 11 (30,6) 1 (25)
Újszülöttek aránya 

(Újszülöttek száma/beültetett %)(4) 22 (26,2) 11 (30,6) 3(75)
Élő egerek száma 

(Élő egerek/beültetett embriók %)(5) 14(16,7) 5(13,9) 3(75)

Kimérák száma(6) 12(85.7) 5(100) 3(100)

Élő kimérák száma(7) 12 5
(A1, B2, A2, B1)

3
(C1,C2,C3)

Élő hím kimérák száma 
(Hím/Kiméra %)(8) 11 (91,7) 5(100) 0

Nőstény kimérák száma 
(Nőstény/Kiméra %)(9) 1 (8,3) 0 3(100)

[XY(2n)(1-cell)]/XX(2n)(7-cells)]: egy XY-genotípusú, EGFP-t expresszálló, 8-sejtes embrióból származó 
egyetlen blasztomer és XX-genotípusú 7-sejtes embrió aggregáltatásával létrehozott kiméra embriók(10) 
[XY(2n)(1-sejt)]/[(4n)(4-sejt)]: egy XY-genotípusú, EGFP-t expresszálló, 8-sejtes embrióból származó 
egyetlen blasztomer és egy 4-sejtes tetraploid embrió aggregáltatásával létrehozott kiméra embriók. A1- 
B2, A2-B1 hím újszülöttek egy-egy nyolc sejtes embrióból származó iker újszülöttek(11) 
[XX(2n)(1-sejt)]/[(4n)(4-sejt)]: egy XX-genotípusú, EGFP-t expresszálló, 8-sejtes embrióból származó 
egyetlen blasztomer és egy 4 sejtes embrió tetraploid embrió aggregáltatásával létrehozott kiméra embri­
ók. C1.C2.C3 nőstény újszülöttek egyetlen nyolc sejtes embrióból származó identikus hármas ikrek(12)

Table 7.: Postimplantation development of sexed diploid/diplod and diploidAetraploid chimeric blasto- 
cysts *
type of chimeras(1), number of transferred embryos(2), ratio of resorptions (resorptions/transferred %)(3), 
ratio of newborns (alive and stillborn mice/transferred %)(4), ratio of mouse bőm alive (alive mice 
/transferred %)(5), number of chimeras(6), number of chimeras born alive(7), ratio of male chimeras 
(male/chimera %)(8), ratio of female chimeras (female/chimera %)(9), [XY(2n)(1 -cell)]/ [XX(2n)(7- 
cells)](10): Blastomeres, derived from male, EGFP expressing, diploid 8-cell stage embryos [XY(2n)(1- 
cell)] were aggregated with female diploid 7-cell embryos [XX(2n)(7-cells)](10), [XY(2n)(1-cell)]/ [(4n)(4- 
cell)j(H): Male, EGFP expressing blastomeres, isolated from 8-cell embryos were aggregated with 
tetraploid carrier embryos. A1-B2, A2-B1 are identical male twins, derived from the same 8-cell em- 
bryos(11), [XX(2n)(1-cell)]/ [(4n)(4-cell)](12): Female, EGFP expressing blastomeres, isolated from 8-cell 
embryos were aggregated with tetraploid carrier embryos. C1-C2-C3 females are identical triplet, derived 
from the same 8-cell stage embryos(12)
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Azonos embrióból származó, XX-blasztomerek, és egy-egy tetraploid embrió 
felhasználásával létrehozott 4 kiméra embrióból három nőstény utód, identikus 
hármasikrek születtek.

Eredményeink azt mutatják, hogy egyetlen, az ICM-be beépülő XY-blasztomer 
jelenléte is elégséges lehet a kiméra embriók nemének átfordításához, azonban 
nem minden esetben kapunk hím fenotípusú szex-kimérákat. Igazoltuk, hogy 
tetraploid gazda embrióval aggregáltatott egyetlen blasztomerből is tud életképes 
utód születni. Az általunk kidolgozott módszert alkalmazva előre meghatározott 
nemű, identikus ikreket lehet létrehozni.
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