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roces uzyskiwania zwierzat trans-
genicznych jest bardzo ztozony. Na

catos¢ sktada sie wiele metod z zakre-

su inzynierii genetycznej, biologii mo-
lekularnej i embriologii. Ztozonos¢ pro-
cesu transgenezy powoduje, ze na efekt
koricowy, w postaci transgenicznego
osobnika o stwierdzonej ekspresji
wprowadzonego genu, wptywa bardzo
wiele czynnikéw (1). Trudno jednozna-
cznie orzec, ktore z nich sg mniej lub
bardziej istotne. Metody embriologicz-
ne umozliwiajg wprowadzenie nowej
informacji genetycznej, uzyskanej me-
todami inzynierii genetycznej, dopro-
wadzajagc do momentu, w ktorym za
pomoca metod biologii molekularnej
mozna stwierdzi¢, czy uzyskany osob-
nik jest transgeniczny. Pomimo ze me-
tody embriologiczne (zaptodnienie po-
zaustrojowe, dlugotrwata hodowla
pozaustrojowa oraz techniki przeno-
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szenia transformowanych zygot i zarodkéw) sa juz dobrze opanowane (np.
u bydta i krolika), efektywnos¢ transgenezy jest ciggle niezadowalajgca (2,3,4).
W literaturze dotyczacej procesu transgenezy jest bardzo niewiele infor-
macji, wyjasniajacych w jakim stopniu poszczegélne etapy wptywajg na efe-
ktywnos$¢ catego procesu. W prezentowanej pracy przedstawiamy wyniki do-
Swiadczen przeprowadzonych na materiale bydlecym i krdéliczym, ktérych ce-
lem byto okreslenie, jakie sg zdolnosci rozwojowe in vivo blastocyst bydlecych
uzyskanych technika in vitro, wyhodowanych z zygot poddanych mikroiniekcji
roznymi stezeniami DNA oraz okreslenie wptywu krétkotrwatej hodowli in vitro
zygot krdliczych po mikroiniekcji DNA na ich rozwéj in vivo. Ustalenie tych
wynikow pozwala bowiem okresli¢ liczbe mozliwych do uzyskania (potencjal-
nie) transgenicznych osobnikdéw, a poprzez to wydajnos$¢ catego procesu.

1. Materiat i metody
1.1. Bydto

1.1.1. Uzyskiwanie niedojrzatych oocytéw bydlecych

Niedojrzate oocyty bydlece uzyskiwano z wyizolowanych pecherzykow jaj-
nikowych pobieranych z jajnikow jatéwek i krow poddanych ubojowi. Jajniki
transportowano do laboratorium w temperaturze 28-30°C. Pecherzyki izolo-
wano w czasie 2-3 godzin od uboju. Przed izolacja pecherzykéw jajniki prze-
ptukiwano 3 krotnie w plynie PBS z dodatkiem kanamycyny (0,075 g/l)
(Sigma, USA). Oocyty uzyskiwano przez rozerwanie wyizolowanych pecherzy-
kéw jajnikowych o $rednicy 2-5 mm, w medium TCM 199 z dodatkiem 10%
FCS, zbuforowanego 25 mM HEPES (Sigma, USA). Uzyskane oocyty oceniano
morfologicznie, przeznaczajac do procesu dojrzewania (IVM) i zaptodnienia
pozaustrojowego (fVF) tylko oocyty z prawidtowg morfologicznie cytoplazmag
i zwartymi komorkami cumaliis (5).

1.1.2. Produkcja zygot in vitro

Oocyty do produkcji zygot metodg in vitro uzyskiwano zgodnie z metodyka
podang w punkcie 1. Wyselekcjonowane oocyty poddawano procesowi dojrze-
wania (fVM) w 2 ml medium TCM 199, o pH 7,4 (Sigma, USA) z dodatkiem
20% surowicy rujowej (produkcja wiasna) i 2 mM NaHCO03 w obecnosci 3-5
X 10" komérek granulozy/mt. Komoérki granulozy uzyskiwano z wyizolowanych
pecherzykéw jajnikowych o Srednicy 3-5 mm. Kompleksy oocyty/komorki gra-
nulozy hodowano 23-24 godziny w temperaturze 39°C, w atmosferze 5% CO2
w powietrzu przy petnej wilgotnosci (5,6). Po 24 godzinach hodowli z granulozg
dojrzate oocyty poddawano procesowi zaptodnienia in vitro. Do inseminacji
stosowano nasienie mrozone wyselekcjonowanych buhajow o sprawdzonej
wczesniej powtarzalnej przydatnosci do zaptodnienia. Nasienie separowano me-



todg swim-up przez podwarstwianie pod 1 ml medium TALP bez jonéw wapnia
(Sigma, USA) i inkubowano przez jedng godzine w temperaturze 39°C (5,6).
Po okresie inkubacji nasienie przemywano stosujac wirowanie w medium do
kapacytacji (500 g x 10 minut). Przemyte nasienie inkubowano 15 minut
z heparyng (100 mg/ml, 39°C, 5% CO2) (Sigma, USA). Dojrzate oocyty prze-
mywano 3 krotnie w medium TALP i delikatnie usuwano komoérki cumulus
szklang pipeta. Nastepnie oocyty, w grupach po pie¢ sztuk, umieszczano w 50 ml
kroplach medium TALP do zaptodnienia (5), zawierajgcego mieszanine penicy-
laminy/h3rpotauryny/epinefiyny (Sigma, USA). Krople przykrywano olejem mi-
neralnym (Sigma, USA). Do kropli dodawano kapacytowane nasienie o kon-
centracji 1,5 X 10® plemnikéw/ml. Gamety inkubowano przez 20-22 godziny
w temperaturze 39°C (5% CO2, 100% wilgotnosci). Po okresie hodowli prze-
znaczone do mikroiniekcji zygoty oceniano morfologicznie i sprawdzano obe-
cno$c¢ ciatek kierunkowych. Podobnie postepowano z zygotami przeznaczon3mii
do hodowli kontrolnej, nie poddawanymi mikroiniekcji DNA.

1.1.3. Mikroiniekcja

Zygoty wyprodukowane na drodze zaptodnienia pozaustrojowego (in vitro)
przed zabiegiem mikroiniekcji poddawano wirowaniu (20 000 g X 5 min)
w celu uwidocznienia przedjadrzy (7,8). Zabieg mikroiniekcji przeprowadzano
w komorze manipulacyjnej, wypetnionej medium TCM 199, zbuforowanym
25 mM HEPES (Sigma, USA). Mikroiniekcje przeprowadzano pod mikrosko-
pem wyposazonym w system Nomarskiego, stosujac obiektyw 40 x (9). Kon-
strukt genetyczny WAP-bGH wprowadzano do jednego z przedjadrzy zygot.
Stezenia DNA wynosity 2 ng/ml, 4 ng/ml lub 6 ng/ml. Wprowadzany kon-
strukt genetyczny sktadat sie z czesci promotorowej zawierajacej fragment
kodujacy biatko kwasnej serwatki (Whey Acidic Protein — WAP) potaczony
z odcinkiem genu kodujgcym bydlecy hormon wzrostu [bovine Growth Hor-
mone — bGH), ktéry zostat wyprodukowany w Laboratoire de Biologie Cel-
lulaire et Moleculaire, INRA, Francja.

1.1.4. Hodowla in vitro do stadium blastocysty

Hodowle pozaustrojowg od stadium zygoty do stadium Dblastocysty,
w przypadku wszyskich grup dos$wiadczalnych oraz grupy kontrolnej, prze-
prowadzano we wspothodowli z komdrkami nabtonka jajowodowego (3,10).
Komorki bydlecego nabtonka jajowodowego pobierano na 72-48 godzin przed
zabiegiem mikroiniekcji z wypreparowanych jajowoddw jatowek rzeznych, be-
dacych w fazie lutealnej cyklu rujowego. Komdrki pobierano przez kilkukrot-
ne, delikatne wprowadzenie do $wiatta jajowodu szklanej pipety. Zgromadzo-
ne komorki przeptukiwano dwukrotnie medium TCM 199. Nastepnie, usta-
lano koncentracje tak, aby wynosita 2-3 x 10® komérek/ml medium Menezo
B2 (bioMerieux, Francja) (5). Komorki nabtonka rozpipetowywano do naczy-
niek czterooczkowych (0,5 ml/oczko), w ktérych uprzednio przygotow™ano
warstwe kolagenu, majaca utatwi¢ komérkom nabtonka przytwierdzenie sie
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do podtoza (11,12). Hodowle wspomagajaca inkubowano do momentu wpro-
wadzenia zygot po mikroiniekcji (48-72 godz. od pobrania nabtonka). Na 6-8
godzin przed wprowadzeniem zygot catkowicie wymieniano medium, usuwa-
jac nie przytwierdzone do podioza komorki nabtonka. Zygoty uzyskane in
vitro po mikroiniekcji DNA hodowano przez 7-8 dni do stadium blastocysty.
W trakcie hodowli, co 48 godzin, podmieniano 0,2 mt medium B2 (9),

Po zakonczeniu hodowli procent uzyskanych blastocyst liczono w stosun-
ku do wyprodukowanych zygot.

1.1.5, Przenoszenie zarodkdow

Zarodki w stadium rozwojow}rm blastocysty przenoszono metoda niechi-
rurgiczng. Zarodki wprowadzano do rogu macicy jatdwek biorczyn przygoto-
wanych hormonalnie. W celu synchronizacji cyklu rujowego biorczyn, na 78
godzin przed planowanym uzyskiwaniem oocytéw, podawano im domiesnio-
wo 2 ml analogu prostaglandyny PGF 2a (Gabbrostim, Vetem, Wiochy). Na
biorczynie wybierano jatébwki o wyraznych objawach rujowych oraz te, u ktoé-
rych w 7 dniu cyklu stwierdzano obecnos$¢ wyraznego ciatka z6tego na jed-
nym z jajnikéw (badanie rektalne). Zarodki wprowadzano za pomocga katetera
typu Vorlein (Vorlein, Niemcy) do rogu macicy, po stronie ktérego na jajniku
stwierdzono wczesniej obecno$¢ ciatka z6ttego. Badanie rektalne na cigze
przeprowadzano okoto 54-60 dnia po transplantacji (tylko u jatdwek u kté-
rych nie stwierdzono wczesniej wyraznych objawoéw rujowych).

1.2. Krolik

1.2.1. Superowulacja dawczyn, synchronizacja biorczyn

Do doswiadczen uzywano samice rasy nowozelandzkiej biatej, bedace w wie-
ku 5-7 miesiecy i masie ciata 3-4 kg.

Superowulacje u samic wywoltywano przez domig$niowe podanie 100 jm
preparatu PMSG-Serogonadotropin (Biowet, Polska). Po 72 godzinach daw-
czynie inseminowano i podawano dozylnie 100 jm preparatu HCG-Biogonadyl
(Biomed, Polska). Biorczyniami zygot byly réwniez samice rasy nowozelandz-
kiej biatej, o wadze 3-4 kg. W celu synchronizacji biorczyn, w tym samym
czasie co dawczyniom podawano im dozylnie preparat HCG-Biogonadyl (Bio-
med, Polska) w ilosci 50 jm i stymulowano przy uzyciu szklanej bagietki.

1.2.2. Uzyskiwanie oraz ocena morfologiczna zygot przed zabiegiem
mikroiniekcji

Przydatne do zabiegu mikroiniekcji DNA zygoty uzyskiwano z wypreparo-
wanych jajowodoéw samic dawczynh w 18 godzin od podania HCG. Wypre-
parowane jajowody przeptukiwano uzupetnionym pBmem PBS w ilosci ok.
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10 ml/jajowod, o temperaturze 37°C. Zygoty wyszukiwano pod mikroskopem
streoskopowym. Zygoty z wyraznie uformowanymi ciatkami Kkierunkowymi
oraz widocznymi przedjgdrzami przenoszono do komory mikromanipulacyjnej
wypetnionej pfynem PBS uzupeinionym dodatkiem 10% FCS.

1.2.3. Mikroiniekcja

Mikroiniekcje przeprowadzano pod mikroskopem wyposazonym w system
Nomarskiego, stosujac obiektyw 40 x. Konstrukt genetyczny WAP-Fuc-Tiv
wprowadzano do meskiego przedjadrza zygoty. Stezenie DNA wynosito
2 ng/ml (stezenie standardowe). Wprowadzany konstrukt genetyczny zostat
wyprodukowany w Edison Biotechnology Center, Ohio University, USA.

1.2.4. Krétkotrwata hodowla in vitro

Po wykonaniu zabiegu mikroiniekcji DNA, cze$¢ zygot przenoszono z ko-
mory manipulacyjnej do naczynka do hodowli, wypetnionego medium Menezo
B2 (BioMerieux, Francja). Naczynko umieszczano w inkubatorze z laminar-
nym przeptywem 5% CQO2 i temperaturze 39°C, na okolo 16 godzin. Pozostate
zygoty przenoszono do jajowodoéw zsynchronizowanych biorczyn w przeciggu
2 godzin od mikroiniekciji.

1.2.5. Przenoszenie zygot poddanych mikroiniekcji
| zarodkéw 4-6 blastomerowych po hodowli in vitro

Zygoty tub zarodki 4-6 blastomerowe przenoszono metoda chirurgiczng
do jajowodéw zsynchronizowanych biorczyn. Przenoszenie zygot i zarodkéw
przeprowadzano w petnej narkozie operacyjnej. Zygoty i zarodki wprowadza-
no do jajowodu, od strony lejka, za pomocg cienkiej rurki poliuretanowej,
potaczonej ze strzykawka typu Hamilton 50 mt. Do jednego jajowodu wpro-
wadzano nie wiecej niz 12 zygot, ktére umieszczano w kateterze, w jak naj-
mniejszej objetosci ptynu PBS uzupetninego 20% FCS.

2. Wyniki

2.1. Bydio

Ze 168 oocytéw w pierwszej grupie doswiadczalnej (grupa |) poddanych
procesom dojrzewania (IVTVl) i zaptodnienia pozaustrojowego (fVE) uzyskano
118 (70,2%) przydatnych do mikroiniekcji zygot, do przedjadr ktdrych wpro-
wadzono wektor genetyczny o koncentracji 2 ng/ml. Po przeprowadzeniu mi-
kroiniekcji podzielito sie 85 (50,6%) zygot. W rezultacie wspothodowti in vitro
z bydlecym nabtonkiem jajowodowym w 7 dniu hodowli uzyskano 36 (30,7%)
blastocyst. Jedng z uzyskanych blastocyst przeszczepiono do macicy zsyn-
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chronizowanej biorczyni, ktéra sie nie zaciekta. Druga grupe doswiadczalng
stanowity zygoty uzyskano in vitro, do przedjadrzy ktdrych wprowadzano DNA
o koncentracji 4 ng/ml. Procesom dojrzewania (IVM) oraz zaptodnienia poza-
ustrojowego poddano 839 oocytéw bydlecych, z ktérych wyprodukowano 596
(71,0%) przydatnych do zabiegu mikroiniekcji DNA zygot. Po przeprowadzeniu
zabiegu mikroiniekcji rozwéj kontynuowato 260 (30,1%) zygot. Stadium bla-
stocysty osiagneto 100 (16,8%) zarodkdéw. Siedemdziesigt cztery uzyskane bla-
stocysty przeszczepiono 36 zsynchronizowanym biorcziniiom. Dwie biorczynie
zaciekty sie. Uzyskano dwa cieleta. Efektywnos$¢ transplantacji mierzona li-
czbg urodzonych cielat w stosunku do liczby poddanych zabiegowi transplan-
tacji biorczyn wyniosta w tej grupie doswiadczalnej 55%. Z 220 oocytow
(grupa Ill) wyprodukowano 151 (68,6%) zygot. Po zbiegu mikroiniekcji DNA
0 koncentracji 6 ng/pil, podzielito sie 58 (26,3%) zygot. Stadium blastocysty
osiagneto 21 (13,9%) zarodkdéw. Zsynchronizowanym 11 biorczyniom prze-
szczepiono 12 blastocyst. W rezultacie uzyskano jedno ciele. Efektywnos¢
transplantacji w tej grupie doswiadczalnej wyniosta 9,0%.

Grupe kontrolng stanowity 352 oocyty bydlece, ktére poddano procesom
dojrzewania i zaptodnienia in vitro. W rezultacie przeprowadzonych proceséw
uzyskano 250 (71,0%) podzielonych zygot (zarodki 2-komdrkowe), z ktorych
do stadium blastocysty rozwineto sie 81 (23,0%) zarodkéw. Piec¢dziesigt sze$é
wyprodukowanych blastocyst przeszczepiono 34 biorczyniom. Siedem bior-
czyn zaciekto sie. Uzyskano 8 cielat. Skuteczno$¢ zabiegu transplantacji w
grupie kontrolnej wyniosta 23,5%. Wyniki uzyskane dla poszczegélnych grup
doswiadczalnych oraz dla grupy kontrolnej zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Efektywnosé uzyskiwania blastocyst bydlecych z zygot in vitro
PO MIKROINIEKCJI WAP-bGH ORAZ EFEKTYWNOSC TRANSPLANTACII

Grupa | 1 u Kontrola
Koncentracja DNA 2 ng/ml 4 ng/ml 6 ng/ml
liczba oocytow 168 839 220 352
liczba zygot/% 118/70,2 596/71,0 151/68,6 —
liczba podzielonych/% 85/50,6 260/30,1 58/26,3 250/71,0
liczba blastocyst/% 36/30,7 100/16,8 21/13,9 81/23,0
liczba biorczyn 1 36 11 34
liczba TPT'blastocyst 1 74 12 56
liczba cigz/cielat (%) 0/0 (0) 2/2 (5,5) 1/1 (9,0) 7/8 (23,5)

przeniesionych; * zygoty nie poddane mikroiniekcji.

2.2. Krolik

Zabiegowi mikroiniekcji poddano 1090 zygot. Piecset siedemnascie (po-
tencjalnie) transgenicznych zygot przeniesiono w ciggu 2 godzin po mikro-
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iniekcji do jajowodow 25 zsynchronizowanych biorczyn. W rezultacie prze-
niesienia uzyskano 24 (4,7%) zywo i 8 (1,5%) martwo urodzonych krolikow.
Efektywnos$¢ przenoszenia wyniosta 6,2%. Druga grupe stanowito 479 za-
rodkéw 4-6 blastomerowych, ktére uzyskano po hodowli in vitro (ok. 16
godzin) z zygot po przeprowadzeniu zabiegu mikroiniekcji. Zarodki te prze-
niesiono do jajowodéw 21 zsynchronizowanych biorczyn. Uzyskano 57
(11,9%) zywo i 5 (1,0%) martwo urodzonych krolikow.

Efektywnd$¢ pzenoszenia wyniosta w tym przypadku 12,9%. Dane zesta-
wiono w tabeli 2.

Tabela 2
Wyniki przenoszenia zarodkéow kroéliczych

w ZALEZNOSCI OD POSTEPOWANIA Z ZYGOTAMI PO MIKROINIEKCJI DNA

Liczba Liczba
P_oste_pqwar)_ie przeniesionych zygot  Liczba urodzonych tacznie (%)
po mikroiniekcji DNA poddanych biorczyn  krélikéw z)wych
mikroiniekcji DNA (%)/martwych (%)
przenoszenie w ciggu 2
godz. po mikroiniekcji 517 25 24 (4,7)/ 8 (1,5) 32 (6,2)
przenoszenie po ok. 16
godz. hodowli in vitro 479 21 57 (11,9)/ 5 (1,00 62 (12,9)

3. Omowienie wynikdéw

Aby uzyska¢ jednag transgeniczng krowe zabiegowi mikroiniekcji nalezy
poddaé¢ okoto 1000 zygot bydlecych. Zygoty, po wprowadzeniu do ich przed-
jadrzy DNA, nalezy nastepnie doprowadzi¢ do stadium rozwojowego blasto-
cysty, tzn. stadium rozwojowego, ktdre przy zastosowaniu niechirurgicznej
metody transplantacji mozna przeszczepi¢ zsynchronizowanym biorczyniom.
W przypadku krolika efektywno$¢ procesu transgenezy jest duzo wyzsza,
chociaz ciggle niezadowalajaca.

Do tej pory, odnotowano tylko dwa przypadki uzyskania pojedynczych osob-
nikéw bydfa, u ktérych stwierdzono integracje wprowadzonego genu (13,14).
Brak natomiast informacji potwierdzajacych uzyskanie ekspresji wprowadzo-
nych genow.

W pracach z zakresu transgenezy u bydta, podstawowg metodg uzyskiwania
zygot przydatnych do zabiegu mikroiniekcji DNA jest metoda ich pozaustro-
jowej produkcji (13). Z przeprowadzonych do tej pory eksperymentéw, wiado-
mo, ze zygoty bydlece uzyskiwane na drodze pozaustrojowej (in vitro) majg
obnizone zdolnosci rozwojowe, w poréwnaniu do zygot uzyskiwanych in vivo
(9). Mikromanipulacje, zwigzane z procesem wprowadzania wektora genetycz-
nego do przedjadrzy zygot bydlecych, powodujg dalsze ostabienie tych zdolno-
§ci. Podniesienie koncentracji wprowadzanego do przedjadrzy zygot DNA
(standardowa koncentracja wynosi 2 ng/ml), a co za tym idzie, zwiekszenie
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liczby kopii wprowadzanego wektora, majgce na celu zwiekszenie prawdopo-
dobienstawa integracji wprowadzanego genu dziata niekorzystnie. Okazato sie
bowiem, ze podniesienie koncentracji wektora powoduje znaczne obnizenie li-
czby mozliwych do uzyskania zarodkow w stadium blastocysty (15). Najle-
pszym testem zdolnosci rozwojowych zarodkéw jest ich rozw6j w warunkach
in vivo, a w jego rezultacie urodzenie sie normalnego osobnika. Na podstawie
uzyskanych wynikow wykazano, ze zdolnoSci implantacyjne blastocyst bydle-
cych, uzyskanych z zygot in vitro po mikroiniekcji DNA, sa dla wszystkich
badanych grup doswiadczalnych kilkukrotnie nizsze od tych, jakie majg bla-
stocysty wyhodowane in vitro, z zygot nie poddanych mikromanipulacjom (tab.
1). Liczba uzyskanych blastocyst, po wprowadzeniu standardowej koncentracji
DNA (2 ng/ml) jest poréwnywalna do tej jakg uzyskano w grupie kontrolnej.
Podniesienie koncentracji (4 lub 6 ng/ml) spowodowato spadek, prawie o po-
towe, liczby uzyskanych blastocyst. Po przeniesieniu blastocyst wyhodowanych
z zygot po mikroiniekcji uzyskano duzo nizszy procent zacielen w poréwnaniu
do tego jaki otrzymano dla grupy kontrolnej. Wykazano takze, ze zdolnosci
rozwojowe tych blastocyst in vivo, sg réwniez duzo stabsze. Na tej podstawie
mozna wysunaé prz)rpuszczenie, ze niekorzystne dziatanie wprowadzonego
DNA rozcigga sie réwniez na okres rozwoju zarodka w macicy, obnizajac jego
zdotno$¢ do implantacji. Czesciowe potwierdzenie tego datoby przeprowadzenie
wstepnej analizy molekularnej metoda PCR, na pobranych w trakcie hodowli
in vitro blastomerach, pochodzacych od zarodkéw rozwijajgcych sie z zygot po
mikroiniekcji DNA. Pozwolitoby to, z jednej strony, na selekcje tylko tych za-
rodkéw u ktoérych stwierdzono by obecno$é wprowadzonego DNA, z drugiej,
na lepsze wykorzystanie biorcziri. Ograniczeniem stosowania tej metody jest
jednak to, ze zarodki bylyby poddane dodatkowym manipulacjom niekorzystnie
wptywajacym na ich rozwoj. Ponadto metoda PCR nie pozwala na stwierdzenie
czy wprowadzony gen, w komdrkach rozwijajgcego sie zarodka wystepuje
w formie zintegrowanej z jego genomem. Z przedstawionych przez nas rezul-
tatow wynika, ze uzyskana niska efektywndsci przenoszenia, (potencjalnie)
transgenicznych blastocyst bydlecych, w poréwnaniu do tej jaka uzyskano dla
blastocyst wyhodowanych z zygot nie poddanych mikroiniekcji DNA, jest wy-
nikiem ich obnizonej zdolnosci do implantacji.

W przypadku prac przeprowadzanych nad uzyskiwaniem transgenicznych
krolikow, powszechnie stosowanym sposobem, stosowanym rowniez przez
nas, bylo bezposrednie, tzn. dokonywane w przeciggu okoto 2 godzin od
zabiegu mikroiniekcji DNA przenoszenie transformowanych zygot do jajowo-
déw zsynchronizowanych biorczyn. Postepowanie takie byto jednak niezado-
walajgce. Uzyskiwalismy bowiem okoto 6-7% zywo urodzonych krdliczat
w stosunku do liczby przeniesionych zygot. Dodatkowo okoto 3% uzyskiwa-
nych kroliczat byto martwo urodzonych. Celem podjetych badan byto otrzy-
manie zwiekszonego stopnia implantacji przenoszonego materiatu, a poprzez
to zwiekszenie efekt3rwnosci uzyskiwania (potencjalnie) transgenicznych kré-
likbw. Wprowadzenie krétkotrwatej hodowli in vitro (ok. 16 godzin) zygot po
mikroiniekcji DNA do stadium zarodkowego 4-6 blastomeréw spowodowato
prawie dwukrotny wzrost liczby urodzonych kroélikéw. Efektywno$¢ przeno-



szenia zarodkéw byta o 100% wyzsza w poréwnaniu do rezultatow otrzyma-
nych po przeniesieniu zygot nie hodowanych. Za stosowaniem opisanej me-
tody przemawia rowniez to, ze ponad 90% poddanych mikroiniekcji zygot
kroliczych rozwija sie w warunkach in vitro (tab. 2).
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Factors affecting production of transgenic farm animals: cattie and rabbits
Summary

There are many factors affecting transgenic farm animals production. One of them is the
effectiveness of the transfer of zygotes and embryos obtained after DNA microinjection. Lxrw
effectiveness of the transfer of potentially transgenic blastocysts in cattle is due to their decreased
developmental potential in comparison to the blastocysts developed from not microinjected zy-
gotes. A simple short term in vitro culture used for rabbit zygotes after microinjection increased
twice the number of produced potentially transgenic rabbits.
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