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AZ IVAR ATFORDITAS LEHETOSEGENEK VIZSGALATA
EGER KIMERAK ALKALMAZASAVAL*

CARSTEA, VALER BOGDAN — LEMOS, ANA PAULA CATUNDA— ILIE, DANIELA —
BODO SZILARD — KOVACS ANDRAS — BOSZE ZSUZSANNA — GOCZA ELEN

OSSZEFOGLALAS

A kimérak fontos szerepet toltenek be az embrionalis fejlédést befolyasolo genetikai valtozasok
tanulmanyozasaban. A munka annak igazolasat tizte ki célul, hogy egy nyolc-sejtes embrié egyet-
len blasztomerje, tetraploid embridval aggregaltatva, életképes utddot képes létrehozni.

A szerzok olyan kiméra embridkat hoztak létre, amiben egy GFP-t expresszalo nyolc-sejtes emb-
rionak egyetlen blasztomerjét aggregaltattuk a GFP-t nem expresszalé tetraploid embriéval, vagy 8-
sejtes diploid embrié hét sejtjével (a nyolc-sejtes embriobol egy blasztomert eltavolitottak, hogy meg
tudjak allapitani az embrié genotipusat). 84 olyan kiméra embrié keriilt visszalltetésre, amelyekben
XY-genotipusu EGFP-t expresszaléo embrid egyetlen blasztomerjét aggregaltattak XX-genotipusu
diploid embridval (2n,XY/2n,XX). Ebbdl 12 (14,3%) kiméra utdd sziletett. A megsziletett utédok
kézt 11 (91,7%) him, s csak egy ndstény (8,3%) utod volt. A kisérlet folytatasaként olyan kimérakat
allitottak el6, amelyekben egy tetraploid embriét (4n) aggregaltattak egyetlen diploid (2n)
blasztomerrel. 36 (2n,XY/4n) olyan kimérat Ultettek be, amelyekben XY-kromoszémat tartalmazd
blasztomerrel aggregaltattak a tetraploid embriét. 5 él6 utddot kaptak: melyek kozétt 2 par kettes
iker volt. Azonos embriobodl szarmazé, 4 XX-blasztomer, és egy-egy tetraploid embrié felhasznala-
saval létrehozott és belltetett 4 kimérabol, identikus néstény harmas ikrek szilettek.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy tetraploid gazda embriéval aggregaltatott, egyetien
blasztomerbél is tud életképes utdd szilletni. A kidolgozott modszert alkalmazva elére meghataro-
zott nemdi, identikus harmas ikreket is sikerult létrehozni.

SUMMARY
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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 for 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 also 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
into living newborn. They could obtain identical triplets derived from 3 blastomeres isolated from the

same embryo.

* A munkat az OTKA T037582 és a TéT RO-3/2002 palyazatok tamogattak
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Munkank soran a szex-determinacio folyamatanak kezdeti |épéseit tanulma-
nyoztuk egér kimérakat alkalmazva. A kimérak fontos szerepet téltenek be az emb-
rionalis fejlédés tanulmanyozasaban, a sejtek fejlddési potencialjanak vizsgalata-
ban, a determinacié folyamatanak nyomon kévetésében, az embrionalis korban
hato mutaciok feltdrasaban, ill. transzgénikus egyedek létrehozasaban (Tam és
Rossant, 2003).

Az, hogy az ES kimérak fejlddése soran a szex-kimérak (XX/XY) ivari determi-
nacidja hogyan torténik, még nem pontosan ismert. Az irodalomban eddig kézélt
adatok ellentmondasosak (Tarkowski, 1998), ezért az eddig leirt kisérleti eredmé-
nyeket kiegészitendd, olyan kiméra embridkat hoztunk létre, ahol egy EGFP-t
expresszald (Hadjantonakis és mtsai, 1998), nyolc-sejtes, XY-genotipusu embrio-
nak egyetlen sejti¢t aggregaltattuk az EGFP-t nem expresszalio, XX-genotipusu
embrié hét sejtjével. Azt szerettik volna megallapitani, hogy képes-e egyetlen XY-
genotipusl blasztomer, egy néi ivaru embridval aggregéltatva, a Iétrehozott kiméra
magzatban atforditani annak ivarat, s tudnak-e életképes him fenotipusi kiméra
allatok szuletni.

ANYAG ES MODSZER

A kisérletekben a CD1, illetve CD1/EGFP, 1,5 napos, két-sejtes egér embridkat
szuperovulaltatott ndstények petevezetdjebdl mostuk ki. Az embridkat 2,5 napos
korig tovabb tenyésztettik KSOM médiumban. A szuperovulaciét 7 IU PMSG
(pregnant mare serum gonadotrophin) intraperitoneadlis injektalasat kévet6 48. é6ra
mulva 7 IU HCG (human chorionic gonadotrophin) adasaval indukaltuk.

A kimérak elBallitasakor egy nyolc-sejtes embrié egyetlen sejtjét aggregaltattuk
egy nyolc-sejtes embrid hét sejtiével. A nyolc-sejtes (2,5 napos) embridkat koriiive-
v6 zona pellucidat acid Tyrode's (pH: 2,5) oldattal tavolitottuk el (Nagy és mtsai,
2003). A zona mentes 8 sejtes embridkat Ca- és Mg-mentes 0,1% BSA-val kiege-
szitett PBS oldatba helyeztilk 10 percre. Az embriét alkoté blasztomereket egy ve-
kony kapillarissal torténé pipettazassal valasztottuk el egymastdl. Minden embridbél
egyetlen blasztomert PCR csébe helyeztink, a tébbi blasztomert egyenként, kis
KSOM médium cseppben, asvanyi olaj alatt tartva inkubaltuk tovabb.

Az PCR csébe helyezett blasztomereket X- és Y- specifikus PCR reakcitt al-
kalmazva genotipizaltuk (Carstea és mtsai, 2005). A PCR reakcié eredményét né-
hany 6ran belul megkaptuk, és a szexalds eredményeként meg tudtuk mondani a
kilénb6zé embridk genotipusat (XX vagy XY). Az eredmény ismeretében XX-
genotipusu 7 sejtet tartalmaz6, CD1 embriokat aggregaltattuk egy CD1/EGFP him
(XY) genotipusu blasztomerrel. A kiméra embriékat masnap recipiens allatokba
Gltettuk.

A két-sejtes embridk blasztomerjeinek fuzidjahoz a BLS Ltd., Hungary cég, CF-
150B tipusu elektrofizids készilékét alkalmaztuk. A két-sejtes embriokat két platina
elektrod kdzé helyeztitkk, és egy elektromos impulzust kaptak. Az embrié két
blasztomerje ennek hatasara fuziondlt és tetraploid embridk jottek létre (Nagy és
mtsai, 1990). ' )
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EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A kiserlet elsd felében, egy EGFP-t expresszald nyolc-sejtes, XY-genotipust
embrid egyetlen sejtiét aggregaltattuk egy EGFP-t nem expresszallo, XX-
genotipus embrié hét sejtjével (a nyolc-sejtes embrid egy sejtjét a genotipus meg-
allapitasahoz hasznaltuk fel). Az igy létrej6tt kimérak koziil 84-et Ultettink vissza,
ebbdl 12 kiméra utod sziletett. A megszuletett utddok kdzt csak egy ndstényt talal-
tunk (1. tablazat). A néstény szoveti sejtjeinek 10%-a expresszalta az EGFPt t, PCR
teszt alapjan XX/XY genotipusu, fertilis szex kiméra volt, de az utddai kézt nem
talaltunk EGFP-t expresszallot.

Kisérletunk folytatasaként olyan kimérakat allitottunk eld, ahol egy tetraploid
embriot (4n) aggregaltattunk egyetlen diploid (2n) blasztomerrel. Olyan 2n/4n kimé-
rat Oltettunk be, ahol XY-blasztomerrel aggregaltattuk a tetraploid embriét. 5 é16

utddot kaptunk (7. tablazat).
1. tablazat

A beiiltetett kiméra embriok beagyazédast kovets fejlodése

Belltetett embri()lf szama(2) 84 36 4

" Falsgivoassbelietett %)3) 39 (46.4) 11(306) 125)
UJ(s(zjfslgg%':t:;a:zy:ma/beuneten %)(4) 22(26.2) 11(306) . 3(75)
EI?ETgeer::r:i/abne]zneten embriok %)(5) 14(16.7) 5(13.9) 3(75)
Kimérak szama(6) 12 (85.7) 5 (100) 3(100)
£16 kimérak szama(7) 12 AL 32,5A2, B1) 1 ,c?z,ca)
S HimKimers @) 101.7) 5 (100) 0
e = : e

[XY(2n)(1-cell))/XX(2n)(7-cells)}: egy XY-genotipust, EGFP-t expresszalld, 8-sejtes embriébdl szarmazo
egyetlen blasztomer és XX-genotipusu 7-sejtes embrié aggregaltatasaval létrehozott kiméra embriék(10)
[XY(2n)(1-sejt))/[(4n)(4-sejt)): egy XY-genotipusu, EGFP-t expresszalld, 8-sejtes embriébdl szarmazo
egyetlen blasztomer és egy 4-sejtes tetraploid embrié aggregaltatasaval létrehozott kiméra embriok. A1-
B2, A2-B1 him ajszuléttek egy-egy nyolc sejtes embridbdl szarmazé iker Gjszulottek(11)
[XX(2n)(1-sejt))/[(4n)(4-sejt)). egy XX-genotipusu, EGFP-t expresszallo, 8-sejtes embriébdl szarmazd
egyetlen blasztomer és egy 4 sejtes embri6 tetraploid embrié aggregaltatasaval létrehozott kiméra embri-
6k. C1,C2,C3 ndstény ujszildttek egyetlen nyolc sejtes embriobdl szarmazé identikus harmas ikrek(12)

Table -1.: Postimplantation development of sexed diploid/diplod and diploidftetraploid chimeric blasto-
cysts -~ -
t;;e 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 born alive (alive mice
ftransferred %)(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-cel))/ [(4n)(4-
cel))(11): 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-cel))(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 embriob6l szarmazoé, XX-blasztomerek, és egy-egy tetraploid embrié
felhasznalasaval létrehozott 4 kiméra embriobol harom néstény utdd, identikus
harmasikrek sziilettek.

Eredményeink azt mutatjak, hogy egyetlen, az ICM-be beépiilé XY-blasztomer
jelenléte is elégséges lehet a kiméra embriok nemének atforditasahoz, azonban
nem minden esetben kapunk him fenotipusi szex-kimérakat. lgazoltuk, hogy
tetraploid gazda embridéval aggregaltatott egyetlen blasztomerbdl is tud életképes
utdéd sziiletni. Az altalunk kidolgozott médszert alkalmazva elére meghatarozott
nemd, identikus ikreket lehet Iétrehozni. ’

IRODALOM

Carstea, V.B. - liie, D. — Ghisa, G. — Lemos, A.P.C. — Bodd, Sz. — Kovécs, A. — Gocza, E.(2005):
Masculinisation phenomenon in chimeric organisms. Lucr. Stint. Zooteh. Bioteh., XXXVIIi., ISSN
1221-5287., 757-762. ’

Hadjantonakis, A.K. — Gertsenstein, M. — lkawa, M. — Okabe, M. — Nagy, A.(1998): Generating
green fluorescent mice by germline transmission of green fluorescent ES cells. Mech Dev. 76. 1-
2.79-90.

Nagy, A. — Gertsenstein, M. — Vintersten, K. — Behringer, R.(2003): Manipulating the mouse
embryo: a laboratory manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring Harbor Press

Nagy, A. — Gocza, E. - Diaz, E.M. - Prideaux, V.R. — Ivanyi, E. — Markkula, M. — Rossant, J.(1990):
Embryonic stem cells alone are able to support fetal development in the mouse. Development
110. 815-821.

Tam, P.P.L. - Rossant, J.(2003). Mouse embryonic chimeras: tools for studying .mammalian
development. Development, 130. 6155-6163.

Tarkowski, A.K.(1998): Mouse chimaeras revisited: recollections and reflections. Int. J. Dev. Biol.,
42.903-908.

Erkezett: 2006. februar
Szerzék cime: Carstea, V.B. - Lemos, A.P.C. — Bod6, Sz. — Bésze, Zs. — Gocza, E.:
Authors’ address: Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokézpont, Allatbiolégia Intézet
Agricultural Biotechnology Center (ABC), Department of Animal Biology
H-2100 Go6dolis, Szent-Gyorgyi Albert u. 4.
llie, D.: Faculty of Animal Science and Biotechnology
Calea Aradului 119, Timisoara, 300645, Romania
Kovécs, A.: Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatéintézet
Research Institute for Animal Breeding and Nutrition
H-2053 Herceghalom, Gesztenyés ut 1.



