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Achievements in biotechnology of animal reproduction over the past
20 years - case studies

Summary

Animal reproduction biotechnology is an area of fast development with
possibilities of practical applications not only in breeding, but in pharmacy and
biomedicine as well. Its growth has been achieved thanks to the results of last
decades of the previous century in embryology, endocrinology, and molecular
biology. The paper contains very brief description of the achievements of NRIAP
Department of Animal Reproduction Biotechnology during the last 20 years in
mammalian sex regulation, cryobiology of gametes and embryos, in vitro pro-
duction of embryos, cloning and animal transgenesis.
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1. Wstep

Ostatnie dwudziestolecie to czas waznych osiggnie¢ nauk
biologicznych, jakie pojawity sie gléwnie za sprawa biologii mo-
lekularnej, embriologii, a takze inzynierii genetycznej. Doskona-
lono réwnoczesnie techniki oraz sprzet na potrzeby laboratoryj-
ne. W rezultacie otwarly sie nowe mozliwosci rozwoju biotech-
nologii rozrodu zwierzat niosace ze sobg bardzo duzy potencjat
aplikacyjny, jest on jednak w chwili obecnej wykorzystywany
w niewielkim stopniu, chociaz niektére z metod moga juz miec
praktyczne zastosowanie.
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Nalezy tutaj zaznaczyé, ze wspomniane mozliwosci aplikacyjne biotechnologii
rozrodu wykraczajg daleko poza zainteresowania samej hodowli i produkcji zwie-
rzecej, a dotyczg réwniez farmacji i biomedycyny.

W artykule przedstawiono - na przyktadzie rozwijanych w Instytucie Zootech-
niki PIB badan z zakresu biotechnologii zwierzat - gtéwne dokonania w tej dzie-
dzinie na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat.

2. Badania z zakresu embriologii eksperymentalnej i aplikacyjnej oraz
regulacji ptci ssakéw

Pod koniec lat siedemdziesigtych ubiegtego wieku nastagpit burzliwy rozwéj i do-
skonalenie metod dlugotrwatej konserwacji oocytow i zarodkéw ssakow, a takze
metod zaptodnienia pozaustrojowego, co wigzato sie z wykorzystaniem tych tech-
nologii w praktyce przenoszenia zarodkéw. Wspomniane metody wigzaly sie z co-
raz gtebszym poznawaniem embriologii, a takze metod synchronizacji i superowula-
cji samic zwierzat gospodarskich, zwtaszcza bydta.

Nad zagadnieniami tymi pracowato bardzo wiele osrodkéw na Swiecie, wsréd
nich takze 6wczesny Zaklad Fizjologii Rozrodu Zwierzat 1Z, ktéry juz w roku 1976
mogt sie poszczyci¢ pierwszymi w Polsce i jednymi z nielicznych na $wiecie jagnie-
tami (1), a w roku 1977 pierwszymi w Polsce cieletami urodzonymi po transplantacji
mrozonych zarodkéw (2). W roku 1988 opracowano efektywna metode kriokonser-
wacji zarodkéw kréliczych poprzez ich witryfikacje (3). Byly to pierwsze w Swiecie
zwierzeta urodzone po przeniesieniu zarodkéw kriokonserwowanych przy uzyciu
tej metody. Rok pOzniej urodzity sie pierwsze w Swiecie jagnieta po przeniesieniu
witryfikowanych zarodkéw (4). W 1994 r. uzyskaliSmy pierwsze w kraju ciele po
przeniesieniu witryfikowanych zarodkéw (5), a w roku 2003 udato sie uzyskaé pro-
sieta po transplantacji witryfikowanych zarodkéw (6), co zwazywszy na duze trud-
nosci kriokonserwacji zarodkéw Swini jest miarg postepu w badaniach, jaki nastgpit
na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat.

Badania z zakresu pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw zostaly przez nas za-
poczatkowane w latach osiemdziesigtych i zaowocowaly urodzeniem sie pierwsze-
go w kraju cielecia po transplantacji zarodka wyprodukowanego w wyniku uzycia
kompleksowej metody, a zatem oocytu dojrzewajacego in vitro zaptodnionego row-
niez in vitro i hodowli uzyskanych zygot do stadium blastocysty (7). W latach 90.
ubiegtego wieku oraz w ostatnich latach prace dotyczace pozustrojowego uzyski-
wania zarodkow byly szeroko prowadzone gtdwnie u bydta i dotyczyty takich aspek-
tow technologii, jak warunki dojrzewania oocytéw, kapacytacji plemnikow uzywa-
nych do zaptodnienia in vitro, uwarunkowarn samego procesu zaptodnienia oraz ho-
dowli in vitro uzyskiwanych in vitro zygot. Na uwage zastuguje tez rozwéj metody
uzyskiwania oocytéw u bydta pod kontrolg USG, czego rezultatem byto m.in. uro-
dzenie sie¢ cielgt po zastosowaniu tej technologii (8). W ostatnich latach prace do-
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tyczace pozaustrojowego zaptodnienia poszerzono o kozy uzyskujac na tej drodze
pierwsze kozleta (9). Badania przeprowadzone w ostatnich latach dotyczgce szero-
ko rozumianej problematyki pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw poszerzono
o hodowle przedantralnych i wczesnoantralnych pecherzykéw jajnikowych u bydta
oraz badan ekspresji gendw we wczesnych zarodkach tego gatunku (10).

Dzieki rozwojowi techniki cytometrycznej obecnie stata sie mozliwa w Polsce re-
gulacja pici zwierzat. W wyniku szeroko zakrojonych badan w roku 2003 uzyskano
w Instytucie Zootechniki pierwsze ciele urodzone po inseminacji nasieniem sekso-
wanym, czyli nasieniem, w ktérym przy uzyciu cytometrii przeptywowej plemniki
nasienia rozdzielano na frakcje zawierajgca plemniki ,meskie" oraz frakcje zawie-
rajgca plemniki ,zenskie” (11).

Na uwage zastuguje tez rozwdj metod seksowania zarodkéw ssakéw (12). Meto-
da ta byla przez nas rozwijana i zweryfikowana praktycznie, w wyniku czego po-
twierdzono mozliwos¢ regulacji pici ssakéw jest ona jednak duzo mniej atrakcyjna
dla praktyki niz seksowanie nasienia.

3. Badania z zakresu inzynierii genetycznej

3.1. Klonowanie zarodkowe i somatyczne

Opanowanie w latach osiemdziesiatych ubiegtego wieku metod zaptodnienia in
vitro, a takze metod superowulacji i niechirurgicznego uzyskiwania zarodkéw dato
impuls do badan nad klonowaniem zarodkowym ssakéw w odniesieniu do zwierzat
gospodarskich stajgc sie metodg uzyskiwania identycznych osobnikoéw na drodze
biskecji. Ich rezultatem bylo uzyskanie pierwszych w Polsce ,sztucznych” bliznigt
u owiec (13) i bydta (14). W pdzniejszym okresie opracowaliSmy oryginalng metode
bisekcji zarodkéw ograniczajaca straty komorkowe podczas tego procesu (15).

Przetom, jaki nastapit w klonowaniu somatycznym za sprawa narodzin owcy Dol-
ly, wyzwolit oprécz dyskusji natury etycznej duze zainteresowanie metodg poszuki-
wania bardziej efektywnych technologii klonowania somatycznego. W tym zakresie
opracowaliSmy nowa oryginalna metode klonowania krélika (16). Opracowana
przez nas metoda klonowania jest bardziej efektywna od dotychczas stosowanych
- i jak sgdzimy z biotechnologicznego punktu widzenia - moze to by¢ metoda
bardziej bezpieczna.

W wyniku prowadzonych przez nas prac z zastosowaniem ,klasycznej’ metody
klonowania somatycznego uzyskaliSmy klonalne kozleta.

Technologicznym czynnikiem limitujgcym praktyczne zastosowanie klonowania
somatycznego ssakow jest niska efektywnos¢ metody mierzona zaréwno odsetkiem
rodzacych sie zwierzat klonalnych jak réwniez prawidiowym ich rozwojem. Zwiek-
szenie naszej wiedzy dotyczacej poszczegoélnych etapow technologii klonowania
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somatycznego powinno w perspektywie kilku czy kilkunastu lat te sytuacje zmienic.
Zespot nasz wiacza sie do tych badan przyczyniajac sie do rozwoju metody (17).

Mozliwosci aplikacyjne klonowania somatycznego ssakow bedg uwarunkowa-
ne nie tylko rozwojem samej technologii, ale takze przyzwoleniem spolecznym
i wynikajgcymi z tego regulacjami prawnymi. Podobnie jak w odniesieniu do trans-
genezy zwierzat uzytkowych réwniez w odniesieniu do klonowania somatycznego
ssakow opinia spoteczna jest o wiele bardziej przychylna, gdy mamy do czynienia
z jej zastosowaniem do realizacji celéw zwigzanych z farmacjg i medycyng niz jej
wykorzystaniem do produkcji zywnosci. Z tych tez m.in. powodéw nasze obecne
ukierunkowanie badan na cele zwigzane z farmacjg i medycyna, takie jak stosowa-
nie klonowania somatycznego do uzyskiwania transgenicznych $wih na potrzeby
ksenotransplantacji. Zaowocowaly one jak dotychczas uzyskaniem 10 ciezarnych
swin (18).

3.2. Transgeneza zwierzat

Pierwsze prace nad transgenezg zwierzat rozpoczeto w Instytucie Zootechniki
w roku 1988, a w roku 1994 uzyskano pierwsze w Polsce transgeniczne kroliki (19)
oraz Swinie (20,21). Celem tych badan byta poprawa cech uzytkowych. Wraz z roz-
wojem transgenezy coraz wyrazniej zaczely sie krystalizowac kierunki i mozliwosci
jej wykorzystania. Oprécz wspomnianego juz celu, jakim byla poprawa cech uzytko-
wych zwierzat, a zatem zmiana skltadu miesa czy mleka, powstawaty nowe kierunki
transgenezy zwierzat majgce na celu ich wykorzystanie jako modelu w badaniach
dotyczacych funkcji i regulacji genéw u cztowieka oraz wykorzystania transgenicz-
nych zwierzat jako Zrédta biofarmaceutykéw, m.in. w postaci rekombinowanych
biatlek czy organéw do ksenotransplantacji. Ten ostatni kierunek byt przez nas roz-
wijany jako gtéwny w ciagu ostatniego dziesieciolecia.

W ramach jednego z tych programéw w roku 2001 uzyskaliSmy we wspotpracy
z grupg prof. R. Stomskiego z Instytutu Genetyki Cziowieka PAN i Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu transgeniczne kroliki posiadajgce wbudowany gen ludz-
kiego hormonu wzrostu. Badania ekspresji transgenu wykazaly obecnos¢ ludzkiego
hormonu wzrostu w mleku krélic (22-24).

W innych naszych badaniach prowadzonych we wspétpracy z prof. R. Stomskim
wykorzystujemy transgeneze do uzyskania $wini z wbudowanymi do jej genomu ge-
nami odpowiedzialnymi za modyfikacje bariery immunologicznej cztowiek-Swinia.
Badania te prowadziliSsmy w ramach interdyscyplinarnego projektu zamawianego,
ktorego rezultatem w pierwszym etapie bylo urodzenie sie w 2003 r. transgenicz-
nych $win posiadajacych zintegrowany gen odpowiedzialny za modyfikacje bariery
immunologicznej cztowiek-sSwinia. Drugi etap obecnie realizowanego projektu ma
na celu wyhodowanie $win z tzw. ,wielopietrowa” transgeneza wolnych od retrowi-
ruséw, ktérych organy beda mogty by¢ wykorzystane w badaniach przedklinicznych
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z udzialem naczelnych. Z kolei badania prof. J. Jury i wsp. (25) dotyczyly uzyskiwania
transgenicznych krolikbw.

Przedstawione w duzym uproszczeniu dokonania biotechnologii rozrodu na
przestrzeni ostatnich dwudziestu lat uswiadamiajg nam, ze jest to dziedzina, ktorej
mozliwosci wykorzystania nie tylko w hodowli, lecz takze w medycynie i farmacji sg
rozlegte i do konca nie rozpoznane. Badania z tego zakresu wymagajgce niezwyktej
zupetnie specjalizacji z jednej strony, by zaowocowa¢ konkretnym produktem,
z drugiej strony zaczynajg wymuszac interdyscyplinarng wspotprace miedzy rézny-
mi instytucjami naukowymi (np. w projekcie ksenotransplantacyjnym bierze udziat
11 zespotéw badawczych z kilku osrodkéw naukowych naszego kraju.

Problemy natury prawnej, etycznej, religijnej, jakie zaczynajg sie pojawiac
w zwigzku z tymi badaniami wymagac¢ beda wywazonych i dalekowzrocznych decy-
Zji w postaci odpowiednich regulacji prawnych.
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