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’n Vergelykende studie tussen tweesel-
embrio’s van CBA- en Fl-muise in ’n
menslike in vitro bevrugtingsprogram

T. F. KRUGER, F.S.H.STANDER

Summary

The two-cell mouse embryo can develop in a chem-
ically defined medium to the blastocyst stage but
conditions must be strictly controlied. Fresh T6 (Whit-
tingham'’s) medium is being used weekly for this
purpose in our laboratory and subjected to a 5% CO,-
in-air system 24 hours prior to use.

Experiments were designed to determine whether
two-cell embryos obtained from an F1 (CBA x C57/
B1/6) x F1 cross were superior to the easily obtainable
CBA x ICR cross. The aim was to get a 90% blastocyst
result for use as a quality control. : -

Eight experiments were performed over a 6-week
period. The CBA two-cell embryos were compared
‘with the F1 group under identical conditions. A total of
177 two-cell embryos were obtained from the CBA
group and 214 two-cell embryos from the F1 group. In
the CBA group 51 developed to the blastocyst stage
(28,8%) compared with 187 in the F1 group (87,4%)
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{P<0,0001). In conclusion, itis advisable to obtain F1
~mice to use weekly in the laboratory as a quality
- control measure. The CBA group yields poor cultures,

and this leads to unnecessary laboratory confusion.

S Afr Med J 1984; 65: 208-210.

Tweesel-muisembrio’s word vir kwaliteitskontrole van voedings-
media in ’n menslike 7 virro bevrugtingsprogram gebruik. In so
’n program word nuwe media weekliks berei en getoets. Indien
90% of meer van die tweeselembrio’s tot ’n blastosist-stadium in
’n betrokke medium groei, word die medium as geskik vir die
kweek van menselike embrio’s beskou.!

Die vraag het ontstaan of die maklik verkrygbare CBA-
muiswyfies gekruis met ICR-mannetjies nie net so geskik is as
spesiaal geteelde Fl-wyfies (CBA x C57/sw) gekruis met F1-
mannetjies (CBA x C57/sw) nie. Hierdie studie is derhalwe
onderneem met die doel om CBAx/ICR-muisembrio’s met
F1x/F1-embrio’s te vergelyk in ’n iz virro bevrugtingsprogram.

Metode

Vars T6-(Whittingham) medium is weekliks opgemaak en in ’n
vloeikas gefiltreer nadat die osmolaliteit reggestel is. Die osmola-
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liteit is tussen 282 en 288 mosm gereguleer. Glasware (Pyrex) is
weekliks voorberei soos beskryf deur Whittingham.! In alle
gevalle is twee maal gedistilleerde water wat gedeioniseerd is vir
die spoel van die artikels gebruik.? Sterilisasie van glasware en
spuite is met dro€ hitte by 160°C vir 180 minute uitgevoer. Die
T6-medium is in die glasware voorberei.

Fl-wyfies tussen 3 en 5 weke oud is met Fl-mannetjies
gekruis wat minstens 8 weke oud was. Terselfdertyd is die
CBA/sw-wyfies met ICR-mannetjies gekruis. Laasgenoemde
groep was telkens net so oud as die F1 groep muise. Superovulasie
1s bewerkstellig deur tien eenhede menslike menopousale gonado-
trofien (MMG) intraperitoneaal toe te dien. Vyf-en-veertig uur
later is menslike chorioniese gonadotrofien (MCGQG) ook intra-
peritoneaal toegedien en die wyfies by die mannetjies geplaas,
een wyfie by een mannetjie. Vier-en-veertig uur later is die muise
na servikale dislokasie in ’n lokaal direk langs die weefsel-
kultuurkamer geslag. Die ovaria, buise en 'n gedeelte van die
uterus is steriel verwyder en in Whittingham se T6-medium in
weefselkultuurbotteltjies geplaas. Hierdie medium is vooraf vir
24 uur in ’n broeikas geplaas by 5% CO, in lug. Die pH na 24 uur
het tussen 7,3 en 7,5 (pH meter M83 Autocal) gewissel. Die
CO,-inhoud van die broeikas, die PCO, en PO, van die medium,
asook die pH van die medium en die temperatuur in die broeikas
is daagliks genoteer. Net voor die herwinning van die embrio’s is
1,8 ml T6-medium en 0,2 ml menslike serum in ’n Falcon-
petribakkie geplaas. Hierdie is dan die finale kultuurmedium vir
die embrio’s. Ova word verkry deur die buis te knip op dié area
waar die embrio’s duidelik gesien word, of deur ’n Nr. 30 naald in
die fimbriale einde in te plaas en die embrio’s met 0,3 ml medium
uit die buis te blaas.

Die verdeling van die tweeselembrio’s van CBA-muise is met
dié van Fl-muise d.m.v. 'n omgekeerde mikroskoop vergelyk.
Hierdie embrio’s is tergelykertyd onder dieselfde omstandighede
geévalueer. Groei en verdeling word =+ 21 uur na oorplasing in
die voorbereide medium geévalueer en daarna daagliks. Na 72
uur is die aantal embrio’s op die blastosist-vlak getel en dit is as
die eindresultaat beskou. n Eksperiment duur van die begin van
ovulasie-induksie tot die blastosist-stadium iz virro bereik is. Die
embrio’s is deur dieselfde persoon getel sonder dat hy bewus was
van watter groep hy hanteer. Die resultate van hierdie eksperi-
mente is met mekaar vergelyk.

Resultate

Na 72 uur is die aantal blastosiste in elke groep genoteer. In
eksperiment 1 het slegs twee blastosiste uit 21 tweeselembrio’s
(CBA-muise) ontwikkel terwyl 22 blastosiste uit 25 tweesel-
embrio’s in die Fl-groep ontwikkel het. Hierdie bevindings
word ook in Tabel I as ’n persentasie uitgedruk. Agt eksperimente
is onder dieselfde omstandighede gedoen en vergelyk. Die totale
aantal embrio’s wat tot die blastosist-stadium gedeel het, is ook
met mekaar vergelyk in die twee groepe. Die x2-toets is gebruik
om die resultate te evalueer. F1- embrio’s het sonder twyfel die
beste resultate gelewer (P < 0,0001).

Bespreking

Die metodes van ovulasie-induksie wat in hierdie studie gebruik
is, is deur Gates beskryf.?> Die muise is aan donkersiklusse van
10 - 12 uur onderwerp en om 16h00 intraperitoneaal met MMG
ingespuit terwyl MCG 45 uur later om 13h00 toegedien is. Die
interval tussen die MCG-inspuiting en endogene luteiniserende
hormoon (LH)-afskeiding is belangrik. Om die ovulasie effektief
met die eksogene hormone te beheer, moet die MCG 3 uur voor

TABEL |. AANTAL BLASTOSISTE NA 72 UUR
Ekspt CBA-muise Verdeling F1-muise %
(%)

1 2/21 9,5 22/25 88

2 2/23 8,69 20/22 90,9

3 12/32 37,5 44/50 88

4 2/9 22,2 16/20 80

5 13/15 86,6 8/8 100

6 6/24 25 24/28 85,7

7 14/23 60 12/15 80

8 0/36 0 41/46 89,1
Totaal 51/177 28,81* 187/214 87,38*

*P < 0,0001.

die verwagte LH-piek toegedien word. Die fisiologiese LH-piek
vind tussen 15h00 en 20h00 plaas, ongeveer 48 uur na die MMG-
toediening. Hierdie siklus vind in muise plaas wat aan ’'n
daaglikse donkerperiode van *+ 10 uur onderwerp is. Dit word
voorgestel dat die daaglikse donkerperiode vanaf 19h00 tot
05h00 sal duur.? Die mees geskikte ouderdom vir ovulasie is
tussen 19 en 22 dae. Alhoewel slegs 75% van muise op 3,5 weke en
90% op 4 weke paar, vergoed die hoé persentasie ova wat by die
jonger muise vrygestel word.

Wat die laboratorium-aspek van 'n iz virro bevrugtingsprogram
betref, is daar twee kritieke aspekte: die korrekte groeimedium en
goed beheerde omstandighede waaronder gewerk moet word.
Die muisembrio’s dien as kwaliteitskontrole om bogenoemde
twee aspekte te toets. Die tipe muis blyk ook van belang te wees.
’n Verkeerde keuse van muise kan onnodige swak resultate gee
wat kan lei tot verwarring in die laboratorium. Dit kan die in vizro
bevrugtingsprogram met weke vertraag. Die resultate van
hierdie studie bewys dat die spesiaal geteelde F1-muise beter
resultate as die maklik bekombare CBA-muise gee. Hierdie
resultate stem met dié van Whittingham ooreen.! Fl-wyfies
ovuleer meer konstant en hierdie embrio’s verdeel meer
geredelik."*

Dieselfde ondervinding is deur Whitten en Biggers® gerap-
porteer wat betref eenselembrio’s wat tot die blastosist-stadium
ontwikkel het. Hulle het die F1-muis verkry van C57 sw/10] x
SJL/J-wyfies gepaar met Balb/CDG of F1 Balb/CDG x 129/]-
mannetjies.> Dit kan onomwonde gestel word dat die F1-muis
sonder twyfel die muis van keuse is in laboratoriumomstandig-
hede soos deur ons beskryf. Die CBA-muis blyk nie geskik te
wees as kwaliteitskontrole in ons laboratorium nie.

Die outeurs wil graag mev. E. Conradie en mej. K. Kopper bedank
vir hulle ondersteuning in die projek asook mev. A. Hugo vir die
voorbereiding van die manuskrip.
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