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oczatek lat osiemdziesiatych byt przelomowy w dziedzinie prac zwigzanych
Pze Swiadomym przenoszeniem informacji genetycznej pomiedzy réznymi

organizmami. W tym czasie opracowano szereg ztozonych metod dos$wiadczal

nych, ktére okazaty sie szczegdlnie przydatne w przypadku pozadanej zmiany
cech zwierzgt na poziomie materialu genetycznego. W pionierskich badaniach
z zakresu transgenezy wykorzystywano gtéwnie geny hormonu wzrostu. Po
raz pierwszy ekspresje szczurzego genu hormonu wzrostu u transgenicznych
myszy uzyskat w 1982 r. zesp6t Patmitera (1). Transgeniczne myszy byty
dwukrotnie wieksze i ciezsze od osobnikow kontrolnych. Zastosowana w eks-
perymencie Patmitera, a wczes$niej w pracach Gordona technika mikroiniekcji
DNA do przedjadrza zygoty, nalezy obecnie do podstawowych metod przy
otrzymywaniu transgenicznych ssakow (1). W dotychczasowych doswiadcze-
niach z zakresu transgenezy u ssakow wykazano, ze najlepsze rezultaty otrzy-
muje sie wilasnie na drodze mikroiniekcji egzogennego DNA do przedjadrza
zaptodnionej komorki jajowej (2,3,4). Postugujac sie technika mikroiniekcji
uzyskano transgeniczne kroliki, swinie, owce, kozy i bydto, u ktérych stwier-
dzono ekspresje réznych egzogennych genéw (5,6,7,8,9,10). Kierunek badan,
w ktérym wykorzystywane sg geny hormonu wzrostu cieszy sie nadal sporym
zainteresowaniem badaczy. Stwierdzono, ze hormon wzrostu u ssakow odpo-
wiada za procesy zwigzane ze sterowaniem rozwoju, jak réwniez zwigzane
z metabolizmem thtuszczéw, soli mineralnych, azotu i weglowodanéw. Prawdo-
podobnie, hormon wzrostu posiada zdolnos$é taczenia sie z wieloma recepto-
rami w organizmie, poniewaz posiada szereg znaczacych sekwencji amino-
kwaséw odpowiedzialnych za sterowanie waznymi procesami biologicznymi
(11). Mechanizm oddziatywania hormonu wzrostu na zwielokrotnienie istot-
nych procesow biologicznych organizmu, jak dotad, nie jest doktadnie pozna-
ny (11). Wiedza na temat funkcji hormonu wzrostu w organizmie zostata
w ostatnich latach znacznie poszerzona miedzy innymi dzieki badaniom z
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zakresu transgenezy. Pelne poznanie jego roli pozwoli na rozwigzanie szeregu
probleméw, ktére wystepujg, np. w medyeynie ludzkiej (kartowatos¢ dzieci
czy cukrzyca), jak réwniez umozliwi opracowanie wiasciwej strategii dotycza-
cej podniesienia produkcyjnosci zwierzat hodowlanych.

Efektywnos¢ uzyskiwania zwierzat transgenicznych na drodze mikroinie-
kcji egzogennego DNA jest nadal niska. Wigze sie z duzag pracochtonnoscig
i wysokimi nakiadami finansowymi. Sprawia to, ze wysitek badawczy wielu
zespotow zajmujacych sie transgeneza ukierunkowany jest na podniesienie
efektywnosci techniki wprowadzania egzogennego materiatu genetycznego. Po-
trzeby zwigzane z aplikacja osiagnieC inzynierii genetycznej sa wyzwaniem
dla embriologii eksperymentalnej, w ktorej proponuje sie zastosowanie sze-
regu metod majacych za zadanie podniesienie efektywnos$ci transgenezy. Jed-
nak w gtdwnej mierze od postepu w konstruowaniu wektoréw genetycznych
zalezeC bedzie efektywnos$¢ integracji i ekspresji. W literaturze dotyczacej prac
prowadzonych na myszach, uznanych za modelowe dla innych gatunkow,
stwierdzono, ze aby otr*mac jednego transgenicznego osobnika, nalezy pod-
da¢ mikroiniekcji 100 zygot. Wynika to z uzyskiwanej efektywnosci integracji,
ktora wynosi 5-10% w stosunku do transplantowanych zygot lub 20-40%
w stosunku do uzyskanego potomstwa (12,13). W przeprowadzonych do tej
pory doswiadczeniach nad uzyskiwaniem transgenicznych zwierzat hodowla-
nych jednoznacznie wykazano, ze poziom integracji nowo wprowadzonej in-
formacji genetycznej jest duzo nizszy. Waha sie on w zaleznosci od gatunku
od 4% (krélik) do ponizej 1% (bydio) w odniesieniu do liczby uzyskanych
osobnikéw. Natomiast w odniesieniu do liczby przenoszonych zarodkéw jest
on 10-1000 razy nizszy w poréwnaniu z ekspresjg uzyskiwang u myszy (7,13).

W prowadzonych przez nas od kilku lat doswiadczeniach nad transgeneza
zwierzat gospodarskich wykorzystano dwie konstrukcje genetyczne bydlecego
genu hormonu wzrostu, wyprodukowane w Edison Animal Biotechnology In-
stitute, Ohio University, USA. Bydlecy hormon wzrostu (bGH — bovine
Growth Hormone) jest pojedynczym tancuchem polipeptydowym zbudowanym
z 191 aminokwaséw, o masie czgsteczkowej ok. 22 000 daltonéw. Jest on
wydzielany przez zewnetrzne komorki przysadki mézgowej. Gen kodujacy hor-
mon wzrostu zbudowny jest z pieciu egzonéw i czterech intronow (1 1). Pier-
wsza z uzytych przez nas konstrukcji genetycznych to wektor bGH-10A6.
W swojej strukturze zawiera on nie zmodyfikowany laboratoryjnie gen hor-
monu wzrostu bydta (gen ,,dziki”) oraz intron A. Polgczony jest on z trans-
krypcyjng sekwencjg regulatorowg mysiej metalotioneiny (promotor Mt). Kon-
strukcja genetyczna bGH-10A6 spowodowata, zgodnie z oczekiwaniem, zwie-
kszenie masy ciala transgenicznych ni\szy. Druga konstrukcje genetyczna,
nazwana bGH10A6-M8, zaprojektowanoUak, aby ukiad kodonéw w procesie
translacji powodowat zamiane trzech aminokwasow w tancuchu biatkowym
hormonu (11). Wprowadzone zmiany w strukturze genu spowodowaty zamiane
glutaminy-117 na leucyne, glicyny-119 na argining, oraz alaniny-122 na
asparagine w taricuchu biatka hormonu wzrostu. Autorzy wektora, wprowa-
dzajgc opisane zmiany, mieli na celu zbadanie funkcji, jaka petni Ill a-helisa
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hormonu wzrostu w procesie biologicznego uaktywniania hormonu. Okazato
sie, ze wprowadzone modyfikaje nie zmieniajg zdolnosci zmodyfikowanego
hormonu do wiaczania sie w sterowane przez niego funkcje. Zdolnos¢ ta byta
identyczna do tej jakg uzyskali w przypadku ekspresji nie zmodyfikowanego
genu (bGH-10A6). Okazato sie jednak, ze transgeniczne myszy, wyposazone
w zmodyfikowany gen, uzewnetrznity znaczne zmiany fenotypowe, przejawia-
jace sie wyraznym zmniejszeniem wymiarOw i masy ciata. Wprowadzone w se-
kwencji genu bGH-M8 zmiany spowodowaly antagonistyczne dziatanie po-
wstatego na jego bazie hormonu wzrostu. Stopien kartowatosci byt skorelo-
wany z poziomem zmodyfikowanego hormonu wzrostu w surowicy krwi (11).

Opisane konstrukcje genetyczne wykorzystaliSmy w do$wiadczeniach prze-
prowadzonych na krélikach, swiniach i bydle.

1. Krolik

Egzogenny DNA w postaci wektora Mt-bGH-10A6 wprowadzono na drodze
mikroiniekcji do meskiego przedjadrza 210 zygot uzyskanych w wyniku su-
perowulacji po 18 godzinach od podania HCG i krycia. Mikroiniekcje wektora
Mt-bGH-M8 przeprowadzono do przedjadrzy 501 zygot. Zastosowany system
stymulacji hormonalnej dawczyn (100 j.m PMSG/szt) oraz sposéb uzyskiwa-
nia zygot okazat sie efektywny. Odsetek uszkodzonych w wyniku mikroiniekcji
zygot w obydwu doswiadczeniach byt identyczny i wyniést 10%. Do jajowodow
zsynchronizowanych biorczyn przeniesiono 201 nie uszkodzonych zygot pod-
danych iniekcji wektorem Mt- bGH-10A6 i 447 zygot, ktébrym do meskiego
przedjadrza wprowadzono wektor Mt-bGH-M8 (tab. 1). Wyizolowany z tkanek
urodzonych 64 potencjalnie transgenicznych osobnikéw DNA poddano reakcji
PGR stosujgc specyficzne dla danej konstrukcji genetycznej primeiy. Obecnosé

Tabela i
Efektywnos$é mikroiniekcji dna

Gatunek Gen mikl;(i)ciflti):kcj oslo_tl)crfi?(a()w TG7 Efe(l;: ywnosc
PCR+7Southern+

krélik Mt-bGH-10A6 210 2/0 07-
Mt-bGH-M8 501 4/2 270,4

Swinia Mt-bGH-10A6 427 ™1 170,2
Mt-bGH-M8 335 2/2 270,6

bydto Mt-bGH-10A6 212*765** 2/0 #
Mt-bGH-M8 208*758** 2/0 #

TG — osobniki transgeniczne; * — zygoty: * — zarodki 2-komérkowe; # — osobniki mo-

zaikowe; a — 6 osobnikéw martwo urodzonych na DNA ktérych nie przeprowadzano analizy
Southern. Efektywno$¢ liczona w stosunku do zygot poddanych mikroiniekcji.
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powielonego fragmentu wektora Mt-bGH-10A6 o diugosci 487 pz stwierdzono
w DNA dwodch krélikéw. W rozkiadzie elekroforetycznym prébek uzyskanych
po reakcji PCR przeprowadzonej na DNA, uzyskanym od krélikow urodzonych
z zygot, ktérym wprowadzono wektor Mt-bGH-M8, wykazano obecnos¢ po-
wielanego fragmentu genu u czterech osobnikéw. W przeprowadzonej za po-
mocg metody Southern biot hybrydyzacji potwierdzono obecno$¢ genu bGH-
M8 w genomie dwoéch z czterech krélikéw ocenionych pozytywnie z zastoso-
waniem metody PCR.

Oprécz wykonanych analiz za pomocg metod PCR i Southern biot na su-
rowicy krwi wszystkich uzyskanych osobnikéw przeprowadzono badania ma-
jace wykazaé ewentualne r6znice w poziomie IGF-1 [Insulinelike Growth Fac-
tor - 1) (14). Poziom IGF-1 w surowicy nietransgenicznych osobnikéw ksztal-
towat sie pomiedzy warosciami 0,82-1,52ng/ml. Opierajac sie na uzyskanych
wynikach za wyznacznik obnizonego poziomu IGF-1 przyjeto wartos¢ mniejsza
od 0,7ng/ml. Za podwyzszonag uznano wartos¢ wiekszg od 1,52ng/mti.

Analiza surowicy krwi dwéch krélikéw, u ktérych stwierdzono wbudowany
w genom gen bGH-106 nie przekroczyt wartosci 1,52ng/mt. Natomiast poziom
badanego faktora IGF-1 w surowicy czterech krétikéw, u ktorych stwierdzono
w DNA obecno$¢ genu bGH- M8 byt nieznacznie nizszy od przyjetej przez
nas dolnej wartosci i wyniést 0,6ng/ml.

W przeprowadzonym dos$wiadczeniu krélikom transgenicznym nie podawa-
liSmy w wodzie do picia jonbw cynku (ZnSo4 - 20 mmola), poniewaz chcie-
lisSmy sprawdzi¢ czy wystgpia wyrazne réznice fenotypowe bez egzogennej sty-
mulacji promotora genu. Okazato sie, ze kréliki wzbogacone o nowg informa-
cje w postaci konstrukcji genetycznej Mt-bGH-M8 nie réznity sie fenotypowo
od osobnikéw kontrolnych, tzn. nie zaobserwowatismy znaczacych réznic w
rozmiarach jak i w masie ciata. Osobniki, u ktdérych stwierdzono integracje
genu bGH-10A6 réwniez nie wykazatly znaczacych réznic fenotypowych w po-
réwnaniu z osobnikami grupy kontrolnej.

W rezultacie przeprowadzonych prac uzyskaliSmy integracje na poziomie
0,5% poroéwnujac liczbe uzyskanych osobnikéw (w wyniku zastosowania me-
tod PCR i Southern biot) po*ytywnych do liczby poddanych iniekcji zygot.
Efekt}nvnos¢ integracji w stosunku do uzyskanych potencjalnie transgenicz-
nych osobnikéw wyniosta 2,5%. Obie wartosci sg poréwnywalne z otrzyma-
nymi przez innych autoréw (13).

2. Swinia

Badania nad transgenezg z zastosowaniem omowionych konstrukcji gene-
tycznych przeprowadzono na zygotach i zarodkach 2-komoérkowych $wini.
Czas uzyskiwania zygot $wirniskich okreslono na 48-52 godziny od podania
HCG. Tylko niewielki odsetek uzyskanego materiatu stanowity zarodki 2-bla-
stomerowe. Liczba 14 komorek jajowych, $rednio uzyskanych od jednej su-
perowulowanej dawczyni, pozwolita na wysetekcjonowanie wystarczajacej ti-
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czby przydatnych do mikromaniputacji zygot. Zygoty swini, w poréwnaniu do
zygot krélika, charakteryzujg sie ciemna, nieprzezroczysta cytoplazma. Przy-
czyng tego sa znajdujace sie w eytoplazmie ciemne komodrki pigmentowe.
Woprowadzenie egzogennej informacji genetycznej bez zastosowania zabiegdw,
ktére uwidaezniajg przedjadrza jest niemozliwe. Skuteczng metoda uwidaez-
niania przedjadrzy jest wirowanie zygot przez 5 minut przy 15 000xg. Wiro-
wanie powoduje, ze warstwa komaorek pigmentowych zostaje przesunieta na
jeden z biegunéw komorki jajowej. Druga potowa komérki jajowej pozostaje
przezroczysta, w ktérej to uwidoezniajg sie przedjadrza. W odréznieniu od
przedjadrzy krdlika, gdzie przedjgdrze meskie jest znaeznie wigksze od zen-
skiego, przedjadrza zygoty $wini nie réznig sie wielkoscig, a otaczajgca je
btona cytoptazmatyczna jest stabo widoezna. Lokalizacje przedjadrzy Swini
utatwiajg jaderka, ktére sa duze, wystepuja pojedynczo i majg dyskoidalny
ksztatt. Objeto$¢ roztworu DNA, jakg wprowadza sie do przedjadrza zygoty
Swini, jest identyezna z ta, jaka wstrzykuje sie do przedjadrza krdlika i wynosi
ok. 2-5pt. Odsetek zygot, ktore ulegaja uszkodzeniu w wyniku mikroiniekcji
nie przekracza 10% komorek jajowych poddanych zabiegowi. Dodatkowym
czynnikiem, ktéry nieznacznie wpltywa na zmniejszenie liczby przydatnych do
przeniesienia zygot $wini jest ich wirowanie. Redukuje ono o dalsze 5% liczbe
jaj. Mikroiniekcje konstrukcji genetycznej Mt-bGH-10A6 przeprowadzono na
427 zygotaeh. Wektor Mt-bGH-M8 wprowadzono do jednego z przedjadrzy
335 zygot. W rezultaeie chirurgicznego przeniesienia zygot uzyskano 27,5%
odsetek prosnych loch. Amptifikacje specyficznych fragmentéw nowo wpro-
wadzonych informacji genetycznych stwierdzono u dziewieeiu z trzydziestu
osmiu urodzonych prosigt. W przeprowadzonej hybiydyzaeji za pomoca me-
tody Southern biot potwierdzono integracje genu bGH-10A6 u jednego osob-
nika. Obecnos$¢ genu bGH-M8 stwierdzono przeprowadzajgc amptifikacje i hy-
brydyzacje w genomie dwodch innych prosigt. Efektywnosci integracji wpro-
wadzonych genow uzyskano na poziomie 0,4%, obliczonej w stosunku do
zygot poddanych iniekcji (tab. 1). Wynik ten jest porownywalny z danymi
uzyskiwanymi przez innych autoréw (13,15,16,17). Dwie serie doswiadczen
przeprowadzono wprowadzajac do zygot wektory o podwyzszonym do 4ng/al
stezeniu (ok. 1000-1500 kopii wektora/mikroiniekcje). Podniesienie stezenia
wprowadzanego roztworu DNA nie spowodowato znaczgcego podniesienia efe-
ktywnosei integraeji.

3. Bydio

Omowione rezultaty dotyczyly dwdéch gatunkédw zwierzat hodowlanych,
u ktérych efektywnos$¢ transgenezy jest znacznie wyzsza niz gatunku o naj-
wiekszym znaczeniu gospodarczym, tj. u bydia. Liczba publikacji dotyczacych
prac nad transgeneza u tego gatunku jest niewielka (18). Wigze sie to z sze-
regiem specyficznie odmiennych zagadnien, na jakie napotyka sie w pracy
na zygotach i zarodkach bydlecych. Uzyskanie transgenicznej krowy z trans-
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formowanego oocytu badz zygoty wymaga doprowadzenia ich do stadium roz-
wojowego, w ktérym zostanie on przeszczepiony biorczyni. Obecny stan wiedzy
z zakresu hodowli in vitro umozliwia dtugotrwalg hodowle pozaustrojowa
(19,20). Wczesniej stosowana inkubacja w jajowodach biorczyn posrednich
dawata niezadowalajgce rezultaty (21). Problemy spowodowane byty gtownie
stratami w odzysku wprowadzonego materiatu. Okazato sie rowniez, ze diu-
gotrwata inkubacja w jajowodach krolika czy owcy nie zabezpiecza w pekni
warunkéw koniecznych dla rozwoju zygot do stadium moruli/blastocysty
(21,22,23). Uniemozliwia ponadto kontrole tempa rozwoju zarodkow. Wszy-
stkie wspomniane niedogodnos$ci udato sie rozwigzaé przez zastosowanie ho-
dowli in vitro. W ostatnich latach pojawito sie wiele doniesien na temat za-
stosowania hodowli wspomagajacych lub tzw. kondycjonowanych pozywek do
diugotrwatej hodowli in vitro zarodkéw zwierzat gospodarskich, a zwlaszcza
bydta (24,25,26,27,28,29). Problemy zwigzane z diugotrwatg hodowla in vitro
zygot tego gatunku poddanych zabiegowi mikroiniekcji DNA majg szczegolne
znaczenie. Rutynowo stosowana technika niechirurgicznego przenoszenia za-
rodkéw u bydia wymaga doprowadzenia ich do stadium moruli/blastocysty,
tj. do 6-7 dnia rozwoju. W hodowli in vitro, z wspothodowla z bydlecym na-
btonkiem jajowodowym, mozna uzyska¢ srednio 32% blastocyst z zygot uzy-
skanych in vivo, poddanych mikroiniekcji (30). Podobnie przedstawia sie od-
setek blastocyst uzyskiwanych z zygot wyprodukownych in vitro, poddanych
nastepnie mikroiniekcji (31). Innym specyficznym problemem w odniesieniu
do bydia, ktére znaczaco wpltywa na efektywno$¢ metody, jest liczba przydat-
nych do mikroiniekcji zygot, jakie mozna uzyskac od jednej superowulowanej
dawczyni oraz niski stopien uzyskiwanej integracji. Kwestie te prébuje sie
pokonaé¢ w rézny spos6b. Coraz powszechniej stosowana jest technika pro-
dukcji zygot in vitro. Z zaptodnionych in vitro oocytéw uzyskuje sie jednorodny
materiat w postaci zygot. Sa one jednak znacznie ,,stabsze”, od zygot uzyski-
wanych in vivo. W zwigzku z tym, wiekszy odsetek zygot ulega uszkodzeniu
w trakcie przeprowadzania mikroiniekcji. Stabsze sg rowniez ich zdolnosci
rozwojowe. Wyrownanie strat, jakie powstajg w trakcie manipulacji ekspery-
mentalnych i hodowli, mozna stosunkowo tatwo osiagna¢é w wyniku odpo-
wiedniego zwiekszenia liczby produkowanych zygot.

W zwigzku z wystepujacymi ograniczeniami w opisanych metodach zapro-
ponowalismy alternatywna technologie. Polega ona na wykorzystywaniu do
zabiegu mikroiniekcji DNA niedojrzatych oocytow bydlecych. W proponowanej
metodzie egzogenny DNA wprowadza sie na drodze mikroiniekcji do peche-
rzyka zarodkowego niedojrzatych oocytow bydlecych, ktére poddaje sie pro-
cesom dojrzewania i zaptodnienia in vitro. Z przeprowadzonych prac nad za-
ptodnieniem in vitro u bydta wynika, ze niedojrzate oocyty bydlece wykazujag
wiekszg odpornos$¢ na manipulacje eksperymentalne niz produkowane in vitro
zygoty (32,33,34). Okazato sie rowniez, ze stosunkowo tatwo, bez stosowania
procedury wizualizacji, mozna przeprowadzi¢ zabieg mikroiniekcji do peche-
rzyka zarodkowego niedojrzatych oocytéw bydlecych (30). Jest on stosunkowo
dobrze widoczny pod mikroskopem wyposazonym w system Nomarskiego
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(DIC), a ponadto jest wiekszy o okoto 1/4 od przedjadrza. Poddane mikro-
iniekeji niedojrzate oocyty bydleee mozna nastepnie podda¢ proeesom dojrze-
wania oraz zaptodnienia in vitro i hodowa¢ do stadium moruli/btastocysty.
W zaproponowanym systemie mozna monitorowa¢ rozwoj transformowanego
materiatu.

3.1. Mlkroiniekcja DNA do zygot i zarodkéw 2-komérkowych

Metoda uzyskiwania in vivo zaptodnionyeh komorek jajowyeh u bydta jest
najczeseiej stosowanym rozwigzaniem. Pozwata ono dzieki synehronizaeji
i superowulacji na stosunkowo efektywng produkeje zygot. Uzyskanie w do-
Swiadczeniach $rednio 6 zygot od jednej superowutowanej dawczyni jest wy-
nikiem zadowalajacym. Czas uzyskiwania zygot okreslono na 40-44 godziny
od podania HCG. Przy zastosowaniu tej metody sporg czes¢ materiatu sta-
nowity jednak zarodki 2-komérkowe.

Do jednego z przedjadrzy zygoty lub do obydwu jader komérkowych za-
rodka 2-komérkowego, ktére uprzednio poddano wirowaniu w celu uwidocz-
nienia przedjadrzy tub jader komdérkowych, wprowadzano konstrukcje gene-
tyczne Mt-bGH-10A6 i Mt-bGH-M8. Wirowanie przed mikroiniekcjg oraz sam
zabieg mikroiniekcji spowodowaty podobny jak w przypadku zygot krélika czy
Swini procent uszkodzonych zygot, tj. 10%.

183 zygoty i 38 zarodkéw 2-komoérkowych poddano mikroiniekcji genem
bGH-M8 i inkubowano przez 6 dni w podwigzanych jajowodach krélika lub
owcy. W poréwnaniu z danymi dotyczacymi inkubacji nie manipulowanych
zarodkow, okazata sie ona nieefektywna. Liczba odzyskanych zarodkéw oraz
odsetek zarodkéw w stadium moruli/btastocysty byt znacznie nizszy od pre-
zentowanych w literaturze (21). Po szesciu dniach inkubacji w podwigzanych
jajowodach krolika z 53 zygot po mikroiniekcji stadium blastocysty osiagnat
jeden zarodek (1,9%). Odsetek blastocyst, jaki uzyskaliSmy po inkubacji 130
zygot i 38 zarodkéw 2-komorkowych, nie przekroczyt 10%. Podobny odsetek
zarodkéw w stadium blastocysty uzyskaliSmy inkubujgc 83 zygoty i 19 za-
rodkéw 2-komérkowych w nie podwigzanych jajowodach owcy (6,0% dla zygot
i 5,2% dla zarodkéw 2-komoérkowych po mikroiniekcji). Za powdd strat w od-
zysku przydatnych do przenoszenia zarodkéw mozna przyjaé zarbwno zabieg
przeprowadzonej mikroiniekcji, jak i czas trwania inkubacji. Dlatego tez
w dalszym etapie doswiadczenia do hodowli zygot i zarodkéw 2-komadrkowych
po iniekcji zastosowalismy hodowle in vitro. System hodowli in vitro we wspoét-
hodowli z komérkami nabtonka jajowodowego bydta spowodowat kilkudziesie-
cioprocentowy wzrost liczby zarodkow, ktore osiggnety stadium moruli/bla-
stocysty. W rezultacie hodowli in vitro 208 zygot uzyskano 32% zarodkow
w stadium moruli/blastocysty. Szczegblnie widoczna poprawa nastgpita
w przypadku hodowli zarodkéw 2-komérkowych, gdzie z 58 hodowanych za-
rodkow do blastocysty roawineto sie 43,4 %. Zastosowanie wspéthodowli umo-
zliwito obserwacje tempa rozwoju zarodkéw w trakcie hodowli.
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Poprawa efektywnosci hodowli, jaka odnotowano stosujgc system wspot-
hodowli in vitro spowodowata, ze w doswiadczeniu z genem bGH-10A6 zasto-
sowano tylko ten wariant hodowli. Konstrukcje genetyczng bGH-10A6 wpro-
wadzono do jednego z przedjadrzy 212 zygot i jader komérkowych 65 zarod-
kéw 2-komoérkowych. Po szesciu dniach hodowli do stadium blastocysty roz-
wineto sie 33,5% zygot i 67,0% zarodkoéw 2-komdrkowych. Uzyskany w ho-
dowli kontrolnej procent zarodkéw w stadium moruli/blastocysty byt wyzszy
w poréwnaniu z grupg eksperymentalng tylko o 4%. Tempo rozwoju zagrodkdw
hodowanych po mikroiniekcji bGH-M8 i bGH-10A6 byto poréwnywaine. Od-
setek zarodkéw, ktére osiggnety stadium moruti/btastocysty, byt wyzszy dia
zarodkéw 2-blastomerowych. Zwiazane jest to z tym, ze cze$¢ zygot hodowa-
nych in vitro nie kontynuuje rozwoju, a spowodowane jest to blokiem rozwo-
jowym, wystepujagcym podczas pierwszego podziatlu komorki jajowej
(19,20,35,36,37). StwierdziliSmy réwniez, ze iniekcja DNA, o koncentracji
2ng/)nt, nie powoduje degeneracji zygot i zarodkow 2-komorkowych bydta.

W rezultacie przeprowadzonych doswiadczen uzyskano 17 cielgt. W reakcji
PGR przeprowadzonej na DNA wyizolowanym z tkanek uzyskanych cielgt wy-
kazano obecno$¢ genu bGH-10A6 w genomie dwéch buhajkéw. DNA dwoéch
buhajkow, ktére uzyskano w wyniku doswiadczenia przeprowadzonego z kon-
strukcja genetyczng bGH-M8 zawierato ten gen. Hybrydyzacja produktow am-
ptifikacji DNA czterech wymienionych osobnikéw przeprowadzona za pomocg
metody Southern biot data wynik ujemny. Jedng z przyczyn braku hybrydy-
zacji mozna upatrywaé¢ w tym, ze trzy z wymienionych osobnikéw urodzity
sie po przeniesieniu blastocyst wyhodowanych z zarodkéw 2-blastomerowych
poddanych mikroiniekcji i hodowanych in vitro. Prawdopodobienstwo uzyska-
nia osobnikéw mozaikowych z zarodkow 2-komodrkowych jest *wielokrotnione
faktem wprowadzania egzogennego DNA do dwdch jader komérkowych. Wpro-
wadzony DNA moze w jednej z komoérek pozosta¢ w formie nie zintegrowanej
tub moze zosta¢ strawiony. Komoérka, w jadrze ktorej nastgpi petna integracja
egzogennego DNA, da poczatek potowie populacji komdrek zarodka. Od tego
w jakim stopniu ,transgeniczne” komérki beda uczestniczyly w formowaniu
tkanek przysziego osobnika zaleze¢ bedzie stopien integracji i ewentualnej
ekspresji wprowadzonego genu. Na tej podstawie mozna wysuna¢ przypusz-
czenie, ze buhajki te sg mozaikami.

Inng przyczyng braku ekspresji wprowadzonych genéw moze by¢ to, ze
osobnikom tym nie podawano egzogennego czynnika stymulujgcego promotor
metalotioneinowy, jakim sg jony cynku. Wymienione kwestie nasuwajg pyta-
nie czy bardziej optacalne jest uzycie do transgenezy zygot, ktérych hodowla
jest mniej efektywna, lecz odsetek mozaik jest niewielki, czy tez transformo-
wacé zarodki 2-blastomerowe, uzyskujgc lepsze wyniki w hodowli i wiekszy
odsetek mozaik? CzeSciowa odpowiedZ na to pytanie moze da¢ analiza mo-
lekularna morut i blastocyst przed ich przeniesieniem do biorczyn posrednich.
OdpowiedZ ta bedzie jedynie cze$ciowa poniewaz przeprowadzenie reakcji PGR
po:Twoti jedynie na stwierdzenie czy nowo wprowadzona informacja genetyczna
zintegrowata sie z DNA komorek badanego zarodka. Niewiadomg pozostanie
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nadal liczba komérek, w ktérych integracja nastgpita, a takze stopiern ewen-
tualnej ekspresiji.

Stosujgc w transgenezie gen gatunkowo homologiezny (np. gen bydleey
wprowadzany do genomu zygot i zarodkoéw bydta), napotyka sie powazne trud-
nosei w przeprowadzeniu analiz molekularnyeh. Powstaje wtedy konieeznos¢
zaprojektowania i uzycia bardzo specyficznych primeréw, ktore z duzym pra-
wdopodobienstwem umozliwig stwierdzenie integracji. Aby stwierdzi¢ czy dany
osobnik jest transgeniczny nalezy uzupetni¢ analize podstawowsg (PCR) ana-
lizami pomocniczymi. Najbardziej wiarygodnym testem na transgenicznos$c
jest stwierdzenie obecnosei we krwi badZz tkankach zwierzecia biatka, ktére
koduje nowo wprowadzony gen. Prowadzae praee, w ktdiyeh stosowalismy
konstrukcje genetyczne kodujaee gen hormonu wzrostu bydta, a zatem pro-
bujac uzyska¢ podwyzszong lub obnizong ekspresje gatunkowo homologiez-
nego biatka, powazng trudnoscia na jaka napotkaliSmy byto okres$lenie pod-
wyzszonego ezy tez obnizonego poziomu hormonu wzrostu we krwi bydia
i czynnikow z nim skorelowanych. Gtéwna przyczyna jest brak dostatecznej
liezby informaeji poréwnawczej na ten temat.

3.2. Mikroiniekcja DNA do pecherzyka zarodkowego
niedojrzatych oocytow bydlecych

W pierwszej ezeSei doSwiadezenn z wykorzystaniem niedojrzalyeh oocytow
bydlecych do pecherzyka zarodkowego wprowadzano bufor 45% oocytéw pod-
danych mikroiniekcji osiggneto mejoze. Faze metafazy 1l podziatu mejotycz-
nego, ktéra jest miarg uzyskania petnej dojrzatosci i zdolnosci do zaptodnie-
nia, ukonczyto 32% oocytéw. Opierajac sie na uzyskanej informacji, z ktérej
wynika, ze ponad 1/3 manipulowanych oocytéw jest zdolna do zaptodnienia,
w dalszej fazie doswiadczen do GV wprowadzano egzogenng informacje ge-
netyczna. Po wprowadzeniu DNA i doprowadzeniu ooeytéw do dojrzatosci pod-
dawano je zaptodnieniu oraz dtugotrwatej hodowli. Mikroiniekeji poddano 252
niedojrzate oocyty bydlece. Dwadziescia cztery procent uzyskanych komoérek
jajowych podzielito sie, z ktéryeh 20% osiagneto stadium moruli oraz 13%
rozwineto sie do blastocysty. W efekeie przeniesienia wyprodukowanych na
tej drodze zarodkéw uzyskano jednag eigze. Mozna zatem stwierdzi¢, ze za-
proponowane postepowanie pozwala na uzyskanie 20% zarodkéw, ktére sa
zdolne do kontynuacji rozwoju in vivo w potencjalnie transgeniezne osobniki
(32). Przewaga proponowanej metody nad teehnika wykorzystujaca produko-
wane in vitro zygoty jest to, Ze nie wymaga ona stosowania wirowania przed
iniekejg DNA, poniewaz u 80% morfologicznie normalnych oocytéw GV jest
widoezny. Duza liezba ooeytdow, jaka mozna uzyskiwac¢ z jajnikow jatowek
i kréw poddawanyeh ubojowi, eiggte dokonywany postep w teehnikaeh za-
ptodnienia i hodowli in vitro w potaczeniu z proponowang metoda, mogg by¢
skutecznie wykorzystane do produkcji transgenicznego bydta.
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Fot. 1. Transgeniczne kroéliki — gen Mt-bGH-MS8.

Fot. 2. Transgeniczna locha i knur — gen Mt-bGH-10A6.
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Fot. 3. Transgeniczne knury — gen Mt-bGH-MS8.

Fot. 4. Buhaj ze zintegrowanym w genomie genem Mt-bGH-10A6.
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Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze efektywnos$¢ mikroiniekcji u zwierzat
gospodarskich jest zadowalajgca. Rowniez zadowalajgce sg wyniki uzyskane
w hodowli in vitro zygot i zarodkéw. Efektywnosé uzyskiwania zwierzat trans-
genicznych, a co za tym idzie efektywnos$¢ integracji, a w jej efekcie prawdo-
podobnej ekspresji nowo wprowadzonej informacji genetycznej, zalezy od
czynnikdw natury molekularnej i embriologicznej. Jednak decydujacy wphrw
na caly proces transgenezy ma konstrukt genetyczny. Od jego budowy,
a zwlaszcza od rodzaju zastosowanego promotora, zalezy efektsnvnosé inte-
gracji, a w konsekwencji ekspresja nowo wprowadzonej informacji genetycznej.
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Transgenic farm animals — effectiveness of transgenesis
via microinjection
Summary

The gene construct and the kind of its promotor have the major influence on the effectiveness

of transgenesis via microinjection. A new succesful transgenesis technique is described.
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