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Osszefoglalas

Az utébbi évtizedben az 11j reprodukcids technikak fejlesztésének és alkalmazéasanak hatasara
jelentésen megemelkedett a sertés dgazat termelékenysége. A preimplantacios genetikai diagndzis
(PGD) ¢és embridtranszfer segitségével meghatarozott ivaru utdédokbol allé almok allithatok eld.
Az embridkon végzett biopszia révén kinyert sejtek ivardnak meghatirozasa utdn a kivant nemi
embriok {iltethetok recipiens allatokba. Kisérleteinkben egy sertés PGD modszert kivantunk
kifejleszteni in vitro 1étrehozott embriokbol embridbiopsziaval kinyert sejteken.

Munkénk soran az ivarspecifikus PCR-hez pozitiv kontrollként a mindkét nemre jellemz6 sertés
mitokondrialis 12S rRNS génszekvenciat valasztottuk, mig az Y kromoszéma kimutatdsara a sertés
him-specifikus ismétlddé szekvenciat alkalmaztuk a duplex PCR soran. Vagohidrol szarmazo
petefészkekbdl kinyert petesejteket hasznaltunk a PCR beadllitasahoz, hogy elérjiik az embrio
ivaranak meghatdrozashoz sziikséges detektalasi érzékenységet (6pg/pl DNS). A keletkezett PCR
termékek 2%-os agardz gélen futtatva jol elkiilonithetdek: ndstény esetében egy, himek esetében
két sav detektalhatd. A sikeres beallitast kovetéen a PGD modszereként in vitro fertilizacioval
eldallitott 8-sejtes embriokat biopsziaztunk és egy-sejt PCR segitségével megallapitottuk a
nemtiket.

Kulcsszavak: PGD, ivarmeghatarozas, egy-sejt PCR

Pig sex determination using single-cell PCR for preimplatation genetic diagnosis
Abstract

In the last decades productivity of pig breeding has increased significantly, due to the development
and application of new reproductive technologies. Sex preselection of livestock progeny can be
created by using preimplatation genetic diagnosis (PGD) and embryo transfer. After determining
the sex of the blastomeres with a single-cell analysis obtained by embryo biopsy, the sexed embryos
could be transfer into recipient females. The aim of our experiments was to develop a pig PGD
from a single-cell obtained by embryo biopsy from in vitro produced embryos.

In our study a duplex PCR for amplification of both sexes was applied. Two different specific
primer sets were used, one as a positive control common to both sexes the pig mitochondrial 12S
rRNA multicopy gene sequence and the other was a pig male-specific repeat sequence to detect the
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reach the necessary sensitivity of determine embryo sex from a single cell (6pg/ul DNA). The PCR
products were easily distinguishable using agarose gel electrophoresis. At the samples originated
from females a single band and at the males samples double bands were detectable. After the
successful sets of the single-cell PCR as a method of PGD we biopsied 8-cell embryos, which were
produced by in vitro fertilization and the sex of the embryos were determined.

Keywords: PGD, sex determination, single-cell PCR

Irodalmi attekintés

Meghatarozott ivart utédok létrehozasa az éllattenyésztés szdmara egy hasznos modszer
lehet a termelékenység novelése érdekében. Jelenleg két megbizhatd modszer all rendelkezésre az
utddok ivardnak befolyasoldsara. Az egyik az dramldsos citometria segitségével torténd sperma
szexalas (Johnson és mtsai, 2005), a masik az embridbiopsziaval kinyert sejteken torténé embrio
szexalas egy-sejt PCR segitségével (Tavares és mtsai, 2016). Az aramlasos citometriaval torténd
spermaszelektalasnak, bar a gyakorlat szaméra konnyebben kivitelezheté és szarvasmarha
tenyésztésben mar elterjedt, manapsag tobb korlatja is ismert (Torner és mtsai, 2013; Pozzi és
mtsai, 2014). Tobbek kozott az eljaras idéigényes (oranként kevés sejt szelektalhato), a szelektalt
spermiumok alacsonyabb termékenységet mutatnak és a fejlodé embridk esetében korai
embridelhalast gyakrabban figyeltek meg. Ezzel szemben a preimplantacids genetikai diagnozis
modszere (hatékony egy-sejt PCR technikaval alkalmazva az embri6 ivarmeghatarozasara) egy
megbizhatdbb és egyéb preimplanticios diagnosztikaval egy idében végezhetd, de embridiiltetést
igénylo beavatkozas.

A preimplantacios genetikai diagnozis (PGD) a prenatalis diagnosztika legkorabbi formaja,
melyre a termékenytiléstdl a blasztociszta allapotig van lehetdség. A PGD-t a human asszisztalt
reprodukcios eljarasok soran genetikai rendellenességek sziirésére alkalmazzak. Haszonallatoknal
az embrionalis sejt mintavétel az ivar meghatdrozas mellett alkalmazhat6 teljes genom alapt
szelekciora és embri6 transzfert megel6z6 prognosztizalt tenyészérték meghatarozasra (Habib és
mtsai, 2014). A moddszer lényege, hogy a beagyazodas eldtti embriobdl biopsziaval torténik
mintavétel, ezen elvégzik a genetikai vizsgalatot, majd az embridkat szelektaljak az eredmény
alapjan és in vitro tenyésztik visszaiiltetésig, vagy lefagyasztjak. A PGD harom embriofejlodési
allapotban hajthato végre. A legkorabbi a petesejt poldaris test biopszidja, melynek hatranya, hogy
csak az anyai genetikai allomanyro6l kapunk informaciokat. Blasztomer biopszianal egy 8-16-sejtes
embrié egy-két sejtjét, blasztomerjét tavolitjdk el, ez a blasztomer alkalmazhatéo a tovabbi
analizishez. A trofektoderma biopszianal a blasztociszta fejléddési stadiumt embriobdl torténik 4-
10 sejt mintavétele, igy elénye, hogy mar tobb sejt all a rendelkezésre a tovabbi vizsgalatokhoz
(Kahraman és mtsai, 2015). A kinyert minta tobbféleképpen is vizsgalhat6, kromoszoma festéssel,
FISH-sel vagy egy-sejt PCR-rel. A gyorsasag, kdltséghatékonysag, érzékenység €s specifitas miatt
a PCR alapu technikak rutinszer(i hasznalata terjedt el a gyakorlatban (Bredbacka, 2001). Az egy-
sejtbdl torténd analizisnél korlatozott mennyiségli (7-8 pg) templat DNS all rendelkezésre a
diagnosztikédhoz, igy altalaban egy megndvelt érzékenységii, nested, illetve az ivar kimutatasara
gyakran multiplex PCR eljarast alkalmaznak. El6bbinél két egymast kovetd PCR ciklusban az
érzékenység €s a specifikussag is novelhetd, igy felerdsitve a target szekvenciakat, utobbinal
egyszerre tobb, 16kusz-specifikus primer part hasznalva amplifikalhat6 a kivant szekvencia. (Fu és
mtsai, 2007).
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Vizsgalataink soran sertés embriok nemének meghatarozésara alkalmas PGD modszert
dolgoztunk ki. Kisérleteinkben embridbiopsziat végeztiink in vitro fertilizacioval eldallitott 8-
sejtes sertés embriokon, beallitottunk egy megfeleld érzékenységli egy-sejt multiplex PCR
modszert, és igazoltuk, hogy a mddszeriink megfeleld hatékonysagu a gyakorlati munka szamara.

Anyag és modszer

DNS kinyerés

Vizsgalatainkhoz fenol-kloroformos extrakcidval izolaltunk vagohidrdl szarmazo ndstény
petefészek és méh, valamint him mellékhere mintakbol genomi DNS-t. Ezt a DNS-t alkalmaztuk
higitasi sor készitéséhez a PCR beallitasakor és a késdbbiekben kontroll mintaként. Szintén
vagohidrol szarmazo petefészkekbdl nyertiink ki petesejteket hegyes végii szikepenge segitségével.
A petesejteket a zona pellucida eltavolitasat (savas vagy lézeres) kovetden arra hasznaltuk, hogy
az egy-sejtre jellemzé DNS mennyiség vizsgalatahoz in vivo modelliink legyen. A petesejteket
egyedileg szamozott 2 ul PCR vizet tartalmaz6 PCR csévekbe helyeztiik és a DNS-t két 1épésben
torténd fagyasztassal és 10 perces 98°C-on torténd inkubalassal tartuk fel. Ezt a DNS feltarasi
modot alkalmaztuk a nyolc-sejtes embriokbol tivegkapillarissal izolalt blasztomereknél, illetve a
biopsziaval kinyert sejteken is. A PCR reakciot is ugyanezekben a csdvekben kozvetleniil
végeztik.

PCR amplifikacio

Az ivarmeghatarozashoz pozitiv kontrollként a mindkét nemre jellemzd sertés
mitokondrialis 12S génszekvenciat (SUS12S) valasztottuk, mig az Y kromoszéma kimutatdsara
sertés him-specifikus ismétlédé szekvenciat (SUSYb) alkalmaztunk a duplex PCR soran (1.
tablazat).

1. tdblazat. Az ivarmeghatarozas soran felhasznalt primerek

NEV SZEKVENCIA HOSSZ
SUSYB F. 5’-GTGGCAATGGGATGGTTATC-3 235 bp.
SUZYBR. 5°’- AATCCTCCTCAGCCAAGGTT-3
SUS12S F. 5°’- CCTCCTCAAGCATGTAGT-3 75 bp.
SUSI12S R. 5’- GTTACGACTTGTCTCTTCGTGCA-3’

Table 1. Primers used for sex PCR

A PCR programnal a templat kezdeti denaturalasa 94°C-on 15 percig tart, ezt 38 ciklus
koveti, a templat denaturacidé 94°C-on 15 masodpercig, primer annealing 58°C-on 25 masodpercig,
elongacid 72°C-on 20 masodpercig és a végsd lanchosszabbitas 72°C-on 10 percig tart. A PCR
terméket 2%-o0s agardz gélen futtattuk.

In vitro embrio eldallitas

A vag6hidrol szarmazd petefészkekbdl M199 oldatban nyertiik és valogattuk ki a
petesejteket. A megfeleld minéségii petesejteket Nunc 4 lyuku tenyészté edénybe, PMSG és hCG
hormonkiegészitést tartalmazé6 NCSU37-IVM1 maturacios médiumba helyeztiik 22 orara 38,5°C
homérsékletli termosztatba, 5%-0S CO2 ¢és 5%-0s O tartalom mellett. Az elso 22 ora leteltével
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NCSU37-IVM2 oldatba helyeztiikk at a petesejteket. A P-FM termékenyitd oldatban végzett
fertilizaciohoz ~ mélyhiitott, mellékhere eredetli spermiumokat hasznaltunk  1*10%/ml
koncentracioban. A fertilizacio utan a kumulusz sejteket pipettazassal tavolitottuk el, majd 2 napig
NCSU37-PYR-LAC- IVC1 médiumban tenyésztettiik in vitro az embridkat, 38,5°C-on, 5% CO
és 5% O2 mellett. Masodik napon a két illetve 4 -sejtes allapotot eléré embriokat NCSU37-GLU-
IVC2 médiumba helyeztiik és tovabb tenyésztettiik 8-sejtes allapotig, amikor elvégeztiik az embrio
blasztomerekre torénd szétosztasat illetve az embrid biopsziat.

Blasztomer izoldcio

Az in vitro tenyésztett nyolc-sejtes embriokat a zona pellucida eltavolitasa elétt Ca?* és
Mg?* mentes PBS oldatban inkubaltuk annak érdekében, hogy fellazitsuk a kapcsolatot a
blasztomerek kozott. Az inkubalast kovetden a zona pellucidat pronazos emésztéssel vagy 1ézerrel
tavolitottuk el az embridk koriil. Petesejtek esetében nem sziikséges Ca®* és Mg?* mentes PBS
oldatban inkubdlni, de az eredményes DNS feltaras érdekében a zona pellucidat a petesejtek kortil
is eltavolitottuk pronazos emésztéssel vagy lézerrel. Az embridkat kis atmérdju iivegkapllarissal
torténd fel-le mozgatassal szedtiik blasztomerekre, és egy-vagy két blasztomert helyeztiink a PCR
csOvekbe.

Embriobiopszia

A 8-sejtes embriokat a sejt-sejt kozotti kapcsolatok fellazitasa érdekében Ca®* és Mg?*
mentes PBS oldatban inkubdltuk a beavatkoztast megeléz6en 20 percen keresztil. A
mikromanipulacié sordn a zona pellucidan egy XY Clone 1ézerberendezés segitségével 1étrehozott
nyilason keresztiil, egy 30 pm atméréju tivegkapillarissal tavolitottuk el a blasztomereket egy
holder kapillarissal rogzitett embriobol Ca?* és Mg?* mentes PBS oldatban, Olympus IMT-2 inverz
mikroszkopra szerelt Narishige illetve Eppendorf mikromanipuléatorok segitségével.

Eredmények és értékelés

Az ivar meghatarozasara az Y kromoszoma-specifikus ismétlédd szekvenciat (235
bazispar) €és az esetleges DNS mennyiségi és feltardsai hibdk kikiiszobolésére a mindkét
kromoszéman megtalalhatdé mitokondridlis génszekvenciat (75 bazispar) valasztottuk. Elsé
1épésként gradiens PCR-rel optimalizaltuk a primer tapadasi hdémérsékletet (1. dbra), ez alapjan az
58°C-os hdmérsékletet valasztottuk ki a tovabbi munka szdmara. Ezt kovetden ndstény és him DNS
higitasi soron (10 ng/ul, 5 ng/ul, 1 ng/ul, 0,5 ng/ ul) csokkentettiik a detektaldsi érzékenységet
(2.abra). A legkisebb, 0,5 ng/ul higitason is sikeriilt jelet detektalnunk néstény és him minta
esetében is.
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1. abra: Gradiens PCR néstény (N) és him (H) mintakkal

Optimalis tartomany

Figure 1: Gradient PCR with female (N) and male (H) samples

2. abra: PCR higitasi soron

10ng/pl Sng/pl Ing/pd 0.5ng/nl 10ng/pl Sng/pl 1 ng/pl 0.5ng/nl
235bp —_— — - —
TADp — SNS— — e GEED  CES—

Figure 2: PCR with dilution line

Az egy-sejtre jellemz6 DNS mennyiség (7-8 pg) vizsgalatahoz az elé6zéleg 2 pl PCR vizben
a felhasznalasig -20°C-on tarolt zona pellucida mentes petesejteket hasznaltunk a PCR reakcid
soran (3. abra). A PCR soran minden petesejtnél sikeriilt egyetlen, az X kromoszomara jellemzd
75 bazisparos jelet kapnunk.

3. dbra: PCR petesejtekkel

ISR O R

Figure 3: PCR with oocytes

A petesejtekkel tortén6 egy-sejt PCR beallitasat kovetden az in vitro fertilizacioval eléallitott
embriokbdl szdrmazd blasztomerekkel teszteltiik az egy-sejt PCR pontossagat (4.dbra). Hat
embriot osztottunk blasztomerekre, egy embriobol egy-vagy két blasztomert helyeztiink egyszerre
egy PCR csdbe . Az egy embridobdl szarmazo blasztomereknél ugyanazt a nemet kaptuk és minden
blasztomer esetében sikeriilt jelet detektalnunk.
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4. dabra: PCR 8-sejtes embriokboél szarmazé blasztomerekkel

4. Figure PCR with blastomeres from 8-cell stage embryos

Ezt kdvetden embridbopsziaval nyertiink ki egy-két blasztomert 23 darab 8-sejtes allapotig in
vitro tenyésztett embriobol (5. dabra). A PCR eredménye alapjan 5 ndstény és 17 him embriot
diagnosztizaltunk. Egy embriobol szarmaz6 mintdnal nem sikeriilt meghataroznunk a nemét.

5. abra: PCR embriobol biopsziaval izolalt blasztomerekkel

5. Figure: PCR with blastomeres isolated from embryos by embryo biopsy

Kovetkeztetések és javaslatok

Munkank soran bedllitottuk egy-sejt szintjén az ivarmeghatarozast sertés embriokon. Az
embrid biopszia révén izolalt sejtekbdl 95%-os hatékonysaggal sikeriilt ivart meghataroznunk. A
PCR termék konnyen megkiilonboztethetd agardz gélelektroforézis segitségével, ndstény
mintaknal egyetlen 75 bp-os termék detektalhatd, mig him mintaknal egy 75 bp €s 235 bp méretii
terméket kapunk.

Az embrid ivaranak meghatarozasa mellett, az eljaras alkalmazhato egyéb, a tenyészto altal
meghatarozott génszekvencidk és allélok kimutatdsara az altunk is alkalmazott preimplantacios
genetikai diagndzis modszerét kovetve. A modszer hasznos eszkoéz lehet olyan kutatds soran,
amikor csak azonos nemii utdédokbol allé almokat kivanunk 1étrehozni.
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