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1.Wstep

Swinia z wielu powoddw jest szczegodlnie atrakcyjnym obiektem transgeni-
cznych modyfikacji. Wynika to zaréwno z jej cech rozrodczych, jak i in-
nych cech fizjologicznych. W$réd duzych zwierzat gospodarskich okres cigzy
u $wini jest stosunkowo krotki, bo wynosi niespetna 4 miesigce, réwniez krot-
ka jest przerwa miedzypokoleniowa, bo wynoszaca ok. 12 miesiecy. Inng cen-
' ng cechg rozrodczg $win jest duza plenno$¢: przecietna wielkos¢ miotu wynosi
ok. 10 prosiat. Jednoczesnie takie cechy jak ilos¢ produkowanego mleka, czy
wielko$¢ organéw sprawiaja, ze transgeniczna Swinia moze byé uzyta do pro-
dukcji farmaceutykéw lub jako zwierze modelowe do badarn mechanizméw po-
"wstawania chordb cztowieka czy innych celow medycznych, np. jako dawca
jorganéw do ksenotransplantacji.

| W pracy przedstawione bedg metody uzyskiwania transgenicznych $win
\z uwzglednieniem wieloletnich doswiadczen autorow. Ponadto zaprezentowa-
[ ne zostang Kierunki i dotychczasowe efekty transgenicznych modyfikacji swin.
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2. Uzyskiwanie transgenicznych swin

u Swin praktycznie jedyng metodg uzyskiwania transgenicznych osobni-
kéw jest wprowadzanie egzogennego DNA do genomu zygot. Procedura ta
sktada sie z kilku etapéw, ktérych koncowym efektem jest urodzenie (po-
tencjalnie) transgenicznego prosiecia.

2.1. Superowulacja i uzyskiwanie zygot

Powszechnie przyjetg metodg pozyskiwania zygot $winhskich do mikroinie-
kcji egzogennego DNA jest stymulacja hormonalna loszek oraz poubojowe
wyptukiwanie zygot. Dawcami zygot sa na ogdét loszki w wieku 6-8 miesiecy
0 wadze ciata od 80 do 120 kg. Konieczno$¢ dysponowania zarodkami o $ci-
$le okreSlonym rozwoju pocigga za sobg potrzebe preeyzyjnej kontroli owu-
lacji. Wynika stad potrzeba zastosowania odpowiednich metod synehroniza-
cji. U loszek wykazujgcych juz cykle rujowe uzywa sie do tego celu proge-
stagenu (np. Altronogestu) podawanego przez 15-19 dni lub mozna tez sto-
sowa¢ inne warianty (1). Po zaprzestaniu podawania progestagenu samice
sg poddawane superowulacji przy uzyciu gonadotropin (PMSG-t-HCG). W ten
sam sposob superowulacja moze tez by¢ wywotywana u dojrzatych piciowo
loszek o znanym przebiegu eyklu rujowego. Woéwczas w 16 dniu cyklu
zwierzeta otrzymujg 1500 jm PMSG, a 3 dni pOzniej 500 jm HCG (2).
Superowulacje u niedojrzatyeh piciowo loszek uzyskuje sie podajgc w do-
wolnym terminie ok. 1500 jm PMSG, a po 3 dniach HCG. Po uptywie 24 h
od podania HCG loszki sg kryte lub inseminowane dwukrotnie w odstepach
12 godzin.

W naszych wieloletnich pracach nad uzyskiwaniem transgenicznych $win
przyjeliSmy nastepujace postepowanie. Dawczyniami zarodkéw byty loszKi
rasy Landrace, Duroc, Hempshire lub PBZ 991 w wieku 6-8 miesiecy i wadze
od 85 do 120 kg. Przez 5 dni poprzedzajgcych podanie gonadotropiny loszki
poddane byty obserwacji, ktérej celem bylo wychowanie sztuk wykazujacych
ruje. Superowulacje wywolywano poprzez domiesniowg iniekcje 1500 jm
PMSG (Biowet-Drwalew) oraz dozylne podanie po 72 h 1000 jm HCG (Bio-
med-Lublin). Po uptywie 24 i 36 godzin od podania HCG loszki byly kryte
lub inseminowane niezaleznie od objawéw rujowych. U znacznego odsetka
superowulowanych loszek, mimo ze zewnetrzne objawy mi nie wystepowaty,
doehodzito do owulacji i zaptodnienia komadrek jajowych. Jest to rezultatem
niskiego poziomu estrogenéw w pecherzykach jajnikowych poddanych sty-
mulacji gonadotropinami. Z tego powodu inseminacja superowulowanych lo-
szek jest lepszym rozwigzaniem niz ich krycie. Uzyskiwanie zygot nastepo-
wato poubojowo. Ivoszki byly ubijane po 48 do 52 godzin od podania HCG.
Zygoty wyptukiwano z wycietych jajowodoéw przy uzyciu ptynu PBS uzupet-
nionego albuming. Réwnoczesnie rejestrowano liczbe owulacji na jajnikach.
t acznie superowulacji poddano 323 loszki. Srednio liczba owulacji przypa-
dajaca na sztuke wynosita ok. 20, a $rednia liczba zygot 15. Oznacza to, ze
stopien odzysku wynosit ok. 75%. Stwierdzono, ze efektywno$¢ superowulacji
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mierzona liczbg uzyskanych zygot na 1 dawczynie byta zalezna od wagi ciata
loszki. Od loszek, ktérych waga ciala nie przekraczata 100 kg uzyskano
$rednio 14,0 zygot, od loszek o wadze ciata od 101-110 kg uzyskano $rednio
14,8 zygot, a od loszek o ciezarze powyzej 110 kg — 19,6.

Z uzyskanych wynikoéw superowulacji wynika, ze korzystniejsze jest uzy-
cie jako dawczyn loszek, ktérych waga ciata przekracza 110 kg, a zatem
toszek starszych. Uzycie do superowulacji takich loszek moze by¢ jednak
zwigzane z obnizeniem jakosci zygot. Znaczny odsetek takich loszek, to te,
u ktoérych wczesniej wystepowaty ruje. W momencie owulacji posiadaty na
jajnikach ciatka zotte w r6znym wieku. Wiadomo, ze rozwoéj zarodkéw w obe-
chosci wysokiego poziomu progesteronu moze negatywnie wpltywaé na ich
wartos¢ biotogiczna.

Analiza wynikéw superowulacji pod katem pory roku, w ktérym zabieg
byt wykonywany, nie wykazata réznic mied” okresem jesienno-zimowym a wio-
senno-letnim. Zaréwno liczba obserwowanych owulacji jak i srednia liczba
uzyskanych zygot byta na tym samym poziomie.

2.2. Ocena zygot i mikroiniekcja DNA

Bezposrednio po wyptukaniu uzyskane zygoty umieszczano w ptynie PBS
uzupetnionym 20% dodatkiem surowicy ptodéw cielecych (FCS) i wstepnie
oceniano ich wyglad morfologiczny. Morfologicznie normalne zygoty z jedno-
licie granulowang cytoplazmg i 2 ciatkami kierunkowymi tub zarodki 2-ko-
morkowe kwalifikowano do mikroiniekcji. W celu uzyskania wizualizacji przed-
jadrzy zygoty i 2-komo6rkowe zarodki wirowano stosujac przez 5 minut 15 000 g.
Po wirowaniu wyselekcjonowane zygoty lub zarodki umieszczano w komorze
mikromanipulacyjnej wypetnionej ptynem PBS uzupetnionym 20% FCS. Za-
biegi mikroiniekcji przeprowadzano pod mikroskopem odwréconym (Diaphot-
Nikon, Japonia) wyposazonym w optyke Nomarskiego przy uzyciu pneuma-
tycznych maniputatoréw (de Fonbrune-Bediun, Francja). Iniekcji DNA doko-
nywano do jednego z widocznych przedjadrzy zygoty lub do obydwu jader
2-komorkowego zarodka. Objetos¢ wprowadzonego do przedjgdrzy DNA wy-
nosita od 2 do 5 pl, przy koncentracji 2, 4 lub 6 ng/al. W przeprowadzonych
dotychczas pracach z zakresu transgenezy u $win dokonywalismy mikroinie-
kcji DNA gtéwnie do zygot oraz niewielkiej liczby zarodkéw 2-komorkowych.
W wyniku wirowania i mikroiniekcji DNA ok. 15% zygot ulegato zniszczeniu.

2.3. Synchronizacja biorczyn i przenoszenie zygot

Biorczyniami poddanych mikroiniekcji DNA zygot byty loszki tych samych
ras co dawczynie zarodkéw w wieku od 6 do 7,5 miesiecy i masie ciata od
80 do 100 kg. Synchronizacje cyklu rujowego loszek-biorczyn przeprowadzo-
no podajac im domiesniowo 750 jm PMSG, a 72 h pdézniej 500 jm HCG.
Jednej biorczyni przenoszono od 15 do 42 zygot i zarodkéw 2-komoérkowych.
Przenoszenie przeprowadzono metodg chirurgiczng w ciggu od 1 do 2 h po
mikroiniekcji DNA.
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tacznie przeprowadziliSmy transplantacje ponad 4000 zygot i zarodkéw 2-
komorkowych wykorzystujac do tego celu 160 zsynchronizowanych biorczyn.
Przyjeta metoda synchronizacji rui biorczyn byta bardzo skuteczna i u ponad
95% loszek stwierdzono obecnos¢ owulacji. Odsetek prosnych biorczyn wynosit
25-30%, natomiast srednia liczba urodzonych prosiat w miocie wynosita 3,9.

Efekt}wnosé transplantacji mierzona liczbg urodzonych prosigt w stosun-
ku do liczby transplantowanych zygot wyniosta ok. 4% Jest to rezultat nizszy
od wynikoéw uzyskiwanych przez innych autoréw (2,3), ktérzy osiggali ok.
10% efektywnos$é. Gtdwnym powodem obnizonych wynikéw transplantacji
zygot Swinskich poddanych mikroiniekcji DNA sa, jak sie wydaje, ich ogra-
niczone mozliwosci rozwojowe spowodowane mikroiniekcja DNA we wczes-
nym okresie rozwoju embrionalnego (4). Odsetek zdegenerowanych zarodkéw
na skutek mikroiniekcji moze siega¢ 60% (1).

Czynnikiem majacym dos$¢ istotny wplyw na efekty transplantacji byta
liczba transplantowanych zygot. Najwyzszg efektywnos¢ uzyskano w grupie
biorczyn, ktérym transplantowano od 15 do 25 zygot. W grupach biorczynh
otrzymujacych od 26 do 35 i powyzej 36 zygot obserwowano spadek efe-
ktywnos$ci transplantacji.

Przeciwnie Lancaster i wsp. (2) najlepsze rezultaty transplantacji podda-
nych mikroiniekcji DNA zygot swinskich uzyskali transplantujac jednej bior-
czyni ponad 30 zygot. Jest to liczba znacznie wyzsza niz w przypadku trans-
plantacji zarodkéw nie poddawanych manipulacjom, z uwagi na zamieranie
znacznego odsetka poddanych mikroiniekcji zygot.

Poza liczbg transplantowanych zygot znaczny wplyw na efektywnosc
transplantacji miata koncentracja wprowadzonego DNA. Zwigkszenie koncen-
tracji DNA z 2 do 4 czy 6 ng/al powodowato znaczny spadek efekt}wnosci
metody. W przypadku koncentracji DNA wynoszacej 2 ng/pl uzyskiwalismy
$rednio ok. 5% prosigt w stosunku do transplantowanych zygot. Odsetek
ten dla koncentracji DNA 4 ng/al wyniést 2,4 i utrzymywat sie na tym
samym poziomie w przypadku uzycia DNA o koncentracji 6 ng/al, co swiad-
czytoby, ze zwiekszenie koncentracji DNA mogto powodowac efekt toksyczny
u wiekszego odsetka zygot niz to ma miejsce w przypadku koncentracji
2 ng/al, tj. standardowej. Podwyzszenie koncentracji wprowadzonego DNA
byto uzasadnione mozliwoscig (jak w przypadku zygot kréliczych i bydlecych
(5)), uzyskania zwiekszonego odsetka transgenicznych zwierzat.

Pora roku, ktéra ma pewien wptyw na wyniki rozrodu $win, w naszym
przypadku, jak sie okazato, byta rowniez istotnym czynnikiem. Odsetek pro-
s$nych biorczyn w okresie jesienno-zimowym wynosit 21, a w okresie wio-
senno-letnim 28%. Jeszcze bardziej roznita sie efektywno$¢ transplantaciji
mierzona stosunkiem uzyskanych prosigt do transplantowanych zygot.
W okresie jesienno-zimowym efektyAvnos¢ ta wynosita 3,2, a w okresie wio-
senno-letnim 6,1%.

Liczba prosigt martwo urodzonych w miotach pochodzacych od loszek-
biorczyn zarodkéw poddanych mikroiniekcji byta poréwnywalna z wystepu-
jaca na tej fermie w miotach loszek lub loch krytych albo inseminowanych.
Mozna zatem zaktada¢, ze mikroiniekcjg DNA do zygot poza redukcja ich
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zywotnosci w poczatkowym okresie rozwoju nie wywotuje negatywnych skut-
kéw w odniesieniu do rozwijajacych sie ptodow.

Stopien integracji wprowadzonego do zygot $win egzogennego DNA mie-
rzony odsetkiem transgenicznych zwierzagt w stosunku do urodzonego (po-
tencjalnie) transgenicznego potomstwa wynosi od 1 do 4% (6). Chociaz moze
by¢ w niektérych przypadkach wyzszy. W naszych badaniach odsetek ten
wynosit ok. 2%.

Nie wszystkie zwierzeta oceniane jako transgeniczne wykazujg ekspresje
transgenu. Odsetek $win, u ktorych stwierdzono obecnos$¢ egzogennego DNA,
lecz nie stwierdzono jego ekspresji moze wynosi¢ nawet ok. 40%. Istotnym
dla oceny wartosci technologii transgenicznej jest dziedziczenie cech zwierzat
transgenicznych. Stwierdzono, ze podobnie jak u innych zwierzat rowniez
u $win nie odbywa sie ono wedtug zasad mendlowskich. Okoto 20% trans-
genicznych $win w ogéle nie przekazuje transgenu (7). Odsetek transgeni-
cznego potomstwa, jaki mozna uzyska¢ w wyniku krzyzowania transgenicznej
Swini ze $winig nietransgeniczng, waha sie od 0 do 50%. W naszych bada-
niach obserwowalismy, ze potomstwo transgenicznych knuréw oraz nietrans-
genicznych loszek tylko w 20 do 30% jest transgeniczne.

3. Kierunki transgenicznych modyfikacji Swin

Zainteresowanie transgenicznymi modyfikacjami u $win dotyczy zaréwno
aspektow hodowlanych, jak i pozahodowlanych gtdéwnie o charakterze bio-
medycznym. Obecne trendy rozwojowe transgenezy u $wih $wiadcza, ze ten
drugi aspekt bedzie odgrywac¢ w przysztosci dominujaca role.

W przypadku hodowli celem technologii transgenicznej jest poprawa lub
uzyskanie nowych cech produkcyjnych, waznych z ekonomicznego punktu
widzenia. Cechy te sa na ogdt uwarunkowane réznymi genami, z ktérych do
tej pory zaledwie kilka zostato zidentyfikowanych. Fakt ten jest jednym z gtéw-
nych czynnikédw ograniczajgcych modyfikacje transgeniczne $win dla potrzeb
produkcji hodowlane;j.

Dotychczas na Swiniach przetestowano kilkadziesigt konstruktow geno-
wych (3). Wiekszos¢ doswiadczeh dotyczacych genetycznych manipulacji na
genomie $wini przeprowadzona byla w celu otrzymania zwierzat z podwyz-
szonym poziomem hormonu wzrostu dla uzyskania wiekszych przyrostow
masy ciala, lepszego wykorzystania paszy czy redukcji ttuszczu (6,8-12). W tym
celu uzyto zrekombinowany DNA, zawierajacy rézne promotoiy potaczone
z genem hormonu wzrostu. Uzyskiwane transgeniczne $winie, posiadajgce
zintegrowane ze swymi genomami wprowadzone konstrukty genowe tylko
w nielicznych przypadkach wykazywaly ekspresje transgenu (6,9,10,12-14).
Uzyskane efekty w bardzo wielu przypadkach nie byly jednoznacznie pozy-
tywne z produkcyjnego punktu widzenia. Powodem byt niekorzystny wplyw
ekspresji na zdrowie zwierzat. Objawiato sie to utratg apetytu, wadami kon-
czyn czy zaburzeniami procesOw rozrodczych. W przeprowadzonych przez

| nas obserwacjach na pierwszym pokoleniu transgenicznych $win posiadaja-
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cych zintegrowany gen hormonu wzrostu Mt-bGH lub MT-bGH-GI 19R (11)
nie wykazaliSmy istotnyeh zmian dotyczgcyeh przyrostéw, ezy umiesnienia
badanyeh zwierzat. Jednocze$nie transgeniczne Swinie pokolenia F2 réznity
sie miedzy soba miesnosciag tusz (15). Najbardziej, jak sie wydaje, pozytyw-
nym przyktadem modyfikacji transgenicznej Swin z uzyciem genu hormonu
wzrostu sg wyniki prac Solomona i wsp. (14). Autorzy ci badali zawartosé
ttuszczu, kwaséw ttuszczowych i cholesterolu w tuszkach 26 transgenicznych
Swin z wbudowanym genem bGH i porownywali je z tuszkami Swin nietrans-
genicznych. Swinie byly ubijane po osiagnieciu 5 réznych wag: 14, 28, 48,
68 i 92 kg. We wszystkich przypadkach stwierdzono bardzo wyrazny, bo
wynoszacy od ok. 40 do ok. 90% redukcji ttuszczu oraz nasyconych i nie-
nasyconych kwasow tluszczowych. Jednocze$nie nie stwierdzono réznicy
w zawartosci cholesterolu w miesie transgenicznych i nietransgenicznych
zwierzat. Wyniki tych prac sg wiec bardzo obiecujace, gdyz redukcja zawar-
tosci thuszczu oraz wieksza zawarto$¢ miesa w tuszkach swin sg podstawo-
wym celem prac nad doskonaleniem genetycznym $win.

Inng proba uzyskania wiekszego umiesnienia u $win byto wykorzystanie
genu, ktory w zatozeniu miat stymulowaé rozwdéj miesniowy (MSV-CSKJ) (6).
Transgeniczne $winie wykazywaty hipertrofie miesniowg ok. 3 miesigca zycia
oraz wydtuzong szynke, ale u wielu zwierzat obserwowano niekorzystne efe-
kty uboczne w postaci atonii miesniowej oraz stabych konczyn.

Spore zainteresowanie budzi kierunek modyfikacji transgenicznej swin,
ktorego celem jest uzyskanie zwierzat odpornych na choroby (3). Testowano
7 roznych transgenéw. Zadne z tych badan nie zakonczyto sie jednak otrzy-
maniem zwierzat wykazujacych korzystne dziatanie transgenu.

Wspomniano, ze Swinia jest zwierzeciem wykorzystywanym czesto dla re-
alizacji transgenicznych projektéw biomedycznych. Ksztattujg sie 4 kierunki
tych badan, ktérych celem jest:

1. Produkcja waznych z punktu widzenia leczniczego biatek (3,16-22).

2. U"skiwanie zmodyfikowanej genetycznie hemogtobiny jako substytutu
krwi (3,21,23,24).

3. Uzyskiwanie transgenicznych swin-dawcéw narzgdow do ksenotran-
splantacji (2,3,23,24).

4. Produkcja swin-modeli badawczych genetycznych choréb cztowieka (3).

Swinia, mimo ze nie jest utozsamiana ze zwierzeciem produkujacym mie-
ko, jak sie okazato, jest bardzo przydatna do uzyskiwania zmodyfikowanych
genetycznie biatek z mleka. Shamay i wsp. (16) jako pierwsi wykazali mo-
zliwo$é produkcji obcego biatka w mleku transgenicznych $win. Problema-
tyka wykorzystania transgenezy do modyfikacji mleka ssakOw jest przedsta-
wiona w tym numerze ,,Biotechnologii” przez Zwlerzchowskiego.

Realna staje sie produkcja ludzkiej hemoglobiny w $winskich erytrocytach.
Jest to bardzo istotne w zwigzku ze zmniejszajgca sie w skali Swiatowej liczbg
dawcéw krwi, a takze z problemem przenoszenia infekcji wirusowych. Wazne
jest réwniez to, ze mozliwo$¢ przekazywania patogendéw miedzy cziowiekiem
i Swinig jest niewielka (21). Mimo istniejgcych problemoéw zwigzanych z uzy-
skiwaniem petnego podobienstwa hemogtobiny $winskiej do hemoglobiny lu-
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dzkiej, wyprodukowanej za pomoca technologii transgenicznej, jak rowniez
pewnych problemow z jej oczyszczeniem, prace nad wykorzystaniem swinskiej
hemoglobiny jako substytutu krwi ludzkiej sg juz na etapie préb klinicznych.

Z duzym zainteresowaniem w ostatnich latach spotyka sie wykorzystanie
transgenicznych $win jako dawcow organéw do ksenotransplantacji. Jest to
bardzo wazny spotecznie problem w sytuacji duzego niedoboru organéw do
przeszczepow. Obecna strategia zaktada wykorzystanie organéw Swini do trans-
plantacji przejsciowych, zanim odpowiedni organ ludzki bedzie dostepny (3).
Celem gtownym tych badan jest oczywiscie stworzenie warunkéw do wyko-
rzystania takich organéw jako ostatecznych. Obiecujacy jest kierunek badan
zmierzajacych do wykorzystania swin jako modelu choréb genetycznych (csd.
za 3). Do tej pory uzywano do tego celu gtdwnie myszy. Jednak najlepiej
spetnia te warunki Swinia. Autorzy tego artykulu uczestnicza w realizacji
projektu, ktérego celem jest uzyskanie transgenicznych $win z ekspresja
genu Osa odpowiedzialnym za regulacje kragzenia. Badania te prowadzimy
we wspOtpracy z Allegheny University of the Health Sciences w Pittsburgu
oraz z Edison Biotechnology Institute Athens, Ohio. Obecnie transgeniczne
Swinie poddawane sg skomplikowanej metodzie oceny ekspresji.

Przedstawione przez nas w duzym skrdcie mozliwosci wykorzystania te-
chnologii transgenicznej u $win, jak réwniez osiagniete juz w tym zakresie
wyniki $wiadcza, ze technologia ta w najblizszych latach moze by¢ zastoso-
wana dla osiggniecia waznych, a dotychczas niemozliwych do uzyskania ce-
I6w praktycznych, zaréwno hodowlanych jak i biomedycznych. Pewna bariera
dla szerszego wykorzystania transgenezy u $win bedzie zaréwno jej ograni-
czona dostepnosé, jak i wcigz niska wydajnos¢, a co sie z tym #aczy, znaczne
jej koszty. Dlatego tez w podejmowanych badaniach nalezy dalej koncentro-
wac sie na poprawie efektywnosci poszczeg6lnych ogniw metody.
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Transgenic pigs: production and genetic modification
Summary

This paper presents the methods of transgenic pigs production and the results based on

the long experience of the authors in this area. Moreover, the trends and current issues of
transgenic modification in pigs are discussed.
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