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nych genółv do mikroorganizmów. Bakterie wy-

zupełnie no,we.
W przypadku zwierząt konstruowanie nowych

genów jest jeszcze w stadium początkowym.
Niemniej jednak urodziły się już ssaki, które
metodami laboratoryjnymi wzbogacono o nową
informację genetyczną. Rokuje to możliwość
uzyskiwania w stosunkowo krótkim czasie efek-
tów, które na drodze tradycyjnych metod krzy-
żowania i selekcji są niemożliwe. Zwierzęta ta-
kie nazwano transgenicznymi. Tego rodza ju za-
biegi przekraczają okreśIone przez naturę gra-
nice, oddzielające od siebie poszczegóIne gatun-
ki dlatego, że przeszcz:piony gen wystąpił rów-
nież w komórkach prapłciowych transgenicz-
nych zwierząt i przekazywany jest na potom-
stwo zgodnie z zasadami segregacji mendlow-'s<iej.

Ctrzymywanie zwietząt transgenicznych sta-
ło się nrożliwe dzięki połączeniu metod inżynie-
rii genetycznej, pozwalającej na izolowanie ge-
nów i ich klonowanie (powielanie), z metodami
embriologii eksperymentalnej, pozwalającej na
wprowadzenie izolowanych genów do komórki
jajowej lub wczesnego zarodka. Aparat . gene-
tyczny w wyniku takiej manipulacji uzyskuje
nową informację dziedziczmą. Historia tych ba-
dań jest krótka, a za przełom należy uznać po-
czątek lat osiemdziesiątych. W tych latach uda-
ło się wprowadzić obcy DNA, drogą mikroiniek-
cji, do przedjądrzy zapłodnionych jaj myszy (2,
3, 5, 9, 10, 14, 18, 19, 2a,28,29). W późniejszych
latach przeprowadzono eksperymenty uzyskując
transgeniczne potomstwo u królików, owcy, świń
i bydła (1, 11, 13, 17, 20). Inżynieria genetyczna

podstawowe zagadnienia
wierząt transgenicznych,
stkim u\Magę na aspekty

embriologiczne.
Jedynymi z donioślejszych doświadczeń w za,

kresie otrzymywania zwierząt transgenicznych
były i wsp. (1B, 19).
Eksp w 1982 r. (1B)
miał ieważ posłużono

Ryc. 1. Schemat uzyskiwania transgenicznych zwierząt
gospodarskich produkujących [armaceutyki

objaśnienia: a - sklonowany gen ludzki, b - sklonowany
8en owcy, c - wyclęty region stfukturalny luC|zkiego 8enu,
d - odcinek regulatorowy genu owcy, e - plazn]id bakteryJ-
ny. f - odcinek strukturalny genu ludZkiego polączony z
odcinkiem regulatorowym 8enu owcy Wprowadzony do plaz-
midu bakteryjnego, g - powielanie koml]inowanego genu w
kolonil bakteril, h - oczyszczanie plazmidów l izolacja kom-
blnowanego genu, i - mikrolniekcJa kombinowanego gellu do
zapło(lnionej komórki jajowel olvcy, J - przesżczepianle tran-
sforrnowanych zy8ot do zsyncbronizowanych blorczyń.
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się genem kombinowanym, to jest składającym
się z sekwencji nukleotydów kodujących hor-
mon wzlostu u szczura (GH), w którym wymie-
niono fragment promotorowy na odcinek pro-
motorowy pochodzący z genu kodującego meta-
lotioneinę (MT) u myszy. Taka kombinacja poz-
wala na dobre włączenie się obcego genu w ge-
nom biorcy (myszy) i czytelną ekspresję. Odpo-
wiedzialny za translację hormonu wzrostu szczu.
ra mRNA wyizolowano z przysadek osobników,
które pobudzono do intensywnego wydzielania
przez wstrzykiwanie glukokortykoidów. Z ko-
mórek wątroby myszy, karmionych dietą boga-
tą w kadm i cynk, wyizolowano mRNA odpo-
wiedzialny za translację białka metaboliczne-
go - metalotioneiny.

Zastosowanie w genie kombinowanym (N{T-
GH) promotora metalotioneiny miało na celu
spowodowanie, poprzez dodatek w diecie meta-
li kadmu i cynku, ekspresji genu hormonu wzro-
stu u transformowanych rnyszy.

W obu przypadkach izolację mRNA przepro-
wadzono metodą Seeburga (23) na żelu albo po-
przez wirowanie (8). DIa sprawdzenia czy wyi-
zolowano prawidłowe mRNA przeprowadzono
translację. in ultro w retikulocytach króliczych
(7). W kolejnym etapie, z pomocą odwrotnej
transkryptazv i polimerazy I-DNA, na wyizo-
lowanych i zidentyfikowanych mRNA jako ma-
trycach, uzyskano sekwencje c-DNA (od ang.
copv DNA) odpowiadające sekwencjom genów
kodujących mysią metalotioneinę i }rormon
wzrostu szczura, Dalsza obróbka polegała na
wyodrębnieniu promotorów i ich zamianie. Ten
etap wymaga posłużenia się odcinkami DNA
tworzącvmi tzw. bibliotekę genów (B, 1B, 79,27,
24, 25, 27). Oczyszczony i sklonowany komł:ino-
wany gen wprowadzono do męskich przedjądrzy
zapłodnionych komórek jajowych myszy, w wie-
iu kopiach.

Transformowane jaja ptzeszczepiono biorezv-
niom odpowiednio przygotowanym do podjęcia
ciąży, popTzez poCawanie hormonów. U części
uzyskanego potomstwa stwierdzono w tkankach
obecność genu hormonu wzrostu szczura, a we
krwi pojawił się sam horrnon, iak więc obcy gen
uległ ekspresji u transgenicznych myszy. Osob-
niki te rosły i przybierały na wadze szybciej
niż myszy kontrolne, niektóre były prawie dwa
tazy cięższe i większe. Należy podkreślić, ze
efekt ten był wywołany obecnością w komór-
kach myszy wielu kooii genu hormonu wzrostu,
a nie jedynie skutkiem wprorvadzenia do geno-
mu myszy, zwierzęcia mniejszego od szczura,
genu hormonu wzrostu szczura.

W kolejnych latach, po eksperyirrencie Pat-
mitera i wsp. do genomu myszy wprowadzano
inne obce geny: transferyny (białko wiążące że-
Iazo i obecne we krwi wszystkich kręgoił,córv),
jedną z immunoglobin, czy hormon wzrostu czło-
wieka (B, 14, 29). Wiele komórek jajow;zch o
zmodyfikowan},ch genomach ginie w trakcie
manipulacji, lub krótko po zabiegrr. Ostatnio
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więc technika konstrukcji zwierząt transgenicz-
nJclr sKuprd Slę ną opanowanrLl SrrU[€Cifiyclr Ine-
tr0l1 lIIlcnU]I olcJcrr 8cnoW oo Zaptoqnronych
kornoreK JaJoWyclt.

bzefeg plac, zwłaszcża wykonanych ostatnio
(1, J, v, 1l, ló, Il, zv) wsKazuJc, Ze uzysKrwanre
1,1ąIr§6ęIUCZlrc§O POuolr§tWa JCSI WYUaJnreJ§Ze
Jezęir opcc B,trlry Wptowaozono do lrręsnrego, a
nlc ZensKlc8,o plzedJąuiza. W§lępną, wdzną czyrl-
flooC.LĘ, Jc§U wręc ZLośallzowanrd w tlolrrorce Ja-
JoweJ lJrzcdJąlulzy I lclr I,ozroznrenle. W przy-
pact^u LyóoL InJsZy, lokalrzacJa ptzedJąuzy,
IJlZy po§lugrwilluu §lę ]TuKrosKopellr wypusdzo-
nyrrl W urząozenle l\ollrarsKle8o, nle przedsra-
wlą W1ęKSZJclr i;I,udno§cr. -PrzeuJąd-rza są laKze
cioprze Wruoczne W zaplod,nlonycn korrrorr<ach
JelJowycrl t<iot],Ka (l1). rrauorrrras! u takrcn zwle-
lZąl, ts,o§podafsKlcll, JaK owce czy KoZy loKalrza-
cJd pr,Zęu.,ąoIZy, Ze Wzgięd,u na specynczną ou-
clowę ooprelzllry, spIaWJ.ą peWne tructnoscr. W
przypadku owcy mozna zloKaltzowac przedjąd-
rzit iJosluliuJąc srę rnrKrosKopem z urząJzenlem
I\omar"srrrego lylKo u oKolo bU70 zapłoorrronych
JaJ. z,espol ll,a.(rlnera (Ir) popl,awu eIeKtywność
Wlzuallzącjr po§luguJąc Srę netodą fluorescen-
cJl. lvrctoąd }.,roreg;a Ird polraKrowanru xomÓrek
Jalowycn fluorocrrromem 332b2 r wymaga jed-
nocze§nego krolko[Iwalego naswiellenra zygot
pl,omlenldmi ulrrairoretowymi. Przy takicn za-
rJlegaclr .teptej uwrdacznraJą slę przcdJądrza, ale
naswretlanle wywołuJe elekt n$zczący, zygoty
ooulnreląJą w w!ęKSZym procencle anlzeu [e,
klorycrr nre naśwretla,no. lnną metodą, którą
zastosował Nancarrow j wsp. (16), jest wiro-
wanie zygot owczvcn przed mielrc;ą, ale popra-
wa wizuąrrzacjr w tej metodzre. jesl, plaKtycz-
nie brorąc, nrewielka. W przypadxu owcy prob-
lem ;esl więc nadal otwarty.

W zygotach świni, ze względu na komórki
granulozy w ooplazmie liczne i nieprzejrzyste,
przedjądrza są nrewidoczne. W tym przypadku
wrlowanle okazało się pomocne. Stosuje srę wi-
rowanie ptzez 3 rninuty z użyciem siły 15 000 g.
Taki zaoieg powoduje przesunięcie ciemnej war-
stwy granuIozy na jeden z biegunów, umożli-
wia;ąc ziokalizowanie przedjądrzy pod mikros-
kopem (1, 30). Podobny zao].eg stosuje się w
przypadku zygo"j bydła. Ponadto okazało się, że
u lycn zwterząt zastosowanie fluorescencji z
użyciem światła ultrafio]etowego nie wywołuje
szkodliwego wpływu na zygoty. Jako odczynnik
m,ożna stosovlac 4'-6'-diamidino-Z, fenoloindol
(15) albo fluorochrom Hosecht 33342 (6).

Inne problemy stwarza sama iniekcja DNA.
Mikropipeia z plynem zawierającym kopie DNA
musi przebić błonę konrórkową jaja, przeniknąć
ooplazmę i musi dotrzeó do przedjądrza. Musi
więc być odpowiednio wykonana. Mikropipety
wykonuje się ze szkła o ściśIe określonych pa-
rametrach. Wyciąga się je więc z kapilar, które
zawierają wewnątrz na ścianie. mikrofilament.
Kąt nachylenia ścian mikropipety, powodujący
zwiężanie się jej światła w stosunku do długiej



osi, nie może przekraezać 5". Takie zwężenie
ułatwia przebicie błony komórkowej, przejście
przez ooplazrnę i powoduje niewielkie uszkodze-
nla. Odpowrednią średnicę kapilar uzyskuje się
na wyctągaIce.

Roztwór zawierający kopie odcinków DNA,
sporządzony w oparciu o bufor lub wodę desty-
lowaną, poddaje się wirowaniu przed wplowa-
dzeniem do mikropipety, celem osadzenia ko-
pii DNA. Pipetę wypełnia się zawiesiną, o naj-
większym stężeniu kopii DNA, do około 3/a jej
długości, resztę światłą wypełnia się płynem
Fluorinett TC 77, który jest nietoksyczny i nie
miesza się z wodą. Ma to na celu zapoblegnię-
cie parowaniu. Tak przygotowaną mikropipetę
z zawiesiną można przechowywać ptzez około 2
godziny w temperaturze 40C. Zatopiony koniec
mrkropipety, po stronie zawiesiny, obłamuje się
przed samym zabiegiem.

DIa wykonania prawidłowej iniekcji niezbęd-
ne są dwa mikromanipulatory z dwoma nieza-
Ieżnymi podjednostkami. Na jednej podjednost-
ce umocowywuje się mikropipetę z DNA, dru-
ga podtrzymuje zygotę, zanuTzoną w specjalnym
środowisku płynnym. Do przedjądrza wprowa-
dza się około 2 pl zawiesiny kopii odcinków
DNA. Przy prawidłowo wykonanej iniekcji ob-
jętośó przedjądrza powinna się zwiększyć o oko-
ło 500/o, co jest dobrze widoczne pod mikrosko-
pem (ryc. 2). Zygoty, po zabiegu, pozostawia się
przez około 1-2 godzin w płynie do hodowli,
sprawdzając prawidłowość zabiegu i następnie
przenosi do jajowodów zsynchronizowanych
biorczyń.

Ryc. 2. Schemat mikroiniekcji DNA do męskiego przed-
jądrza zap}odnionej komórki jajowej

objaśnienia: A - zygota przed mikrolniekcją, B - zyęgota w

oŃa,--o -trakcie mi-
przedjądrze

slę objętości
DNA w bu-
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Przeprowadzanie mikroiniekcji DNA do cyto-
piazmy komórki jajowej, zamiast do przed3ąd-
rzd, Jęs[ Zod,cZrLLc 1a[WIeJSZe, ale poz}ojn rnle-
8,J.ącJr oiJcJcll BcIroW Z B,trrloinelrl Uloicy Jest w
lyrll, plZyPądrrU r;łll,ClZo IllSKI. -UteKiywnoŚĆ in-
LeB,.lauJr, w pl,ZypądKu wpjowactzenla tJr\A do
przcu.lĘrrrz}, Wjlrosl od, Z.J-3iJ?0 (3J. Bardzo
fllSKl JcSr lJozrorll rnre5,IaC]r w przypacixu rnrek-
cJr olucE,o JJJ'I/l oo Kolrro!eK Zal,ouća znaluuJą-
ccBo §rę w §!ąu.turrl dWu- luu czteloKo^llÓrKo-
wJrn |ór).

J,§t,oulr/lfl zagadnieniem jest objętoŚc roztwo-
fU I Sr,Ęacllle w nJ,IIl, Kopr], !t\A, rlzy przekl"o-
CZęI}IU o^re§j,onycu wąłro§cl IoZtWol. o,ziała na
zygoLy LoKsJczurc. -Br,rnsue.r r wSP. 13,1 uslalrli,
Zę v!ątto§cl l,c poVvrnuy wynosrc 1 n8/ur bułoru.
Prawlo^owJ §nrdd, L/uroru qra Zy8o[ rrry§rcir po-
wlnlen ząwlerac: lU M 'lfl,So.F],Ul r U,2Ó In
.ErJrć\ p.tr '1,o (ót). NaJrcpsZylLL o{azał srę bu-
tor, w l§.tol,yln LoncentracJd !,UrA wynosr U,l
nuvl, a nlc pizekrdęza v,ó rruVl Ł.UrA 1ól).

Ui,ce 8eny wprowadza slę do zygo| Jako Ii-
nlo-Wc o.tcallĄl ))trĄ Z KolIcaIIII lepKrilll luo [ę-
pJlllr a1!o JaKo 8,ęny wląezone uo prdzrructow
UZJ| wlr'usow. \Lz). rr.rJleprc3 Inte$fu.lŁ} srę z ts,e-
nolrleln kopre ll,luoWc ołecs,o .Ul\ć\ Z rcpKlrnl
Ko.rcdrll], J, ęIcKtywnosc wylros1 tu 24-Jryo. Lr-
nrołvć Kopre !r\.ćr Z [ępyurJ, Koncalr}i, al.o tJi',lA
Z€Sprr&ltzoWiints (SUpcrLorreci,) mlegr,uje slę co
ndJwJZgJ W óY0 \ó/. ]_/tu8,o§g Kopri !.L\Ji, w gra-
nrcdcrr Ur/-oU KIJ, nlc lrra wplywu na eteKu rn-
[eBl,acJr (J).

wurdwrdJąc technikę i 6fektywność iniekcji
nalezy pou,Kresllc, ze nle dysponuJe srę jeszcze
z<iolLą rrrelodą pozwaraJącą rra kontrolę rrczby
koprr oocego DNA poure8,alącego rntegracji z
8crroloeru trąI}§Io1,.(llOwoficJ z}5ot}. Li,czoa r<o-
pu ureć],aJąca wlączenru srę Jest |jzna u róznych
oSo-Ilrrr0W te8o sarrrcso 8alunKu i waira srę od
jeonc3 (nleztrrrernle l,zactlro) do kilkuset.

Wszysune kople są nalczęscleJ zblor<owane w
jednyln mrejscu cnroIllo§oruu, co oczyWrŚcre nie
Jest DeZ znaczenia dla ekspresjr wprowadzonego
genu. Narezy plzypomnlec, że vu doświadcze-
nracn Palmrtera 1 wsp, (18) sztucznie skon§rruo-
wany gen hormonu wzrostu szczvfia podlegał
eKSpl,eSJr u Inysly [ranS5lcnrCznycn giÓWnie w
wątl,ople, gdzre normalnre noln],on wzroslu nie
jesr, produtowany. 1aka frzjoiotrcznre nre kon-
trolowana synteza horm,.lnu w nletyp'owej tkan-
ce powoduje rntensywniejszy wzros|, ale wywo-
łuje rownleż negarywne skutki, które dopiero

179



7

MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XLVNr3
8.

9.
10.

11.

R. L.j e9lr 34, 335, 1983.
M. itgźńer'-b., futnn|as B., Capehart J.: Biol. Reprod. 31, 221,

19!s,
s.Ń;ina" B, s., capehart J, s., Bowen M. J., \ĄIornach l, E,,

McGi-ld.v l, ó., ląirms P. G.,'wggner T. E,, Kraefnet D, c,:

16. D., HLzelton
ogy

L7. ć. Marshall
zelto N. W.,
: Irt Reprod.

InS, Dublin 4, 467, 19BB.
ffi. ńafu-,':-itei ń. Ó., erinster R. L., Hamner F. E., Trumbauer*'ui. 

x., aosent'em M. G., Bźrńberg N. V,, Euans R. M.:
Nature 300, 611, 1982.

n, iaińiier ń. p., cnen H. Y., Brinstef R,, L,: ceu 34, 37,

1983.
zo. iił'set v. G., Milter K. F., Plfukert c. A., Pa_lmlter R. Dl,

Brinster R. L.: l1th Int. congr. Anim. Ę,eprod. Ins, Dublln

zt. ń J.., Nuc. Acids Res. 1r, 135, 1983.

'r. 
Ś B., Morgan B. A., Hźrsh J,,, cell q4, 3?, 1983.

'r: 
Ś H.,'shine-J., Morfial J, A., Bałter J. D., God-
mon H.. M. j Nature 270, 486, 1977.

24. smLtk G. E,, summerŚ u, p.: Anal, Blochem. 109, 123,

Plśmtennlctwo 
25.1980.

l. Brem G., Brenlg B., :rrllutstlc.n H., MllUer.M,, Sprln9mdrln 19' '.'rXŻ'.'rrr,_rnrr. _* "x|.i'w|"ńrókź;h:L.! iitń-i"i. ćó'ngc. enim. Róprod. Ins, ;ó', b.-,--śńóit-ó.'_a,,

z. H. Y., A, W" Acad, scl, UsA

Ę. D.:
3. rr. Y., M, K" 29, T, A" Mlntż B,: p

.. b;Ń,ńll.l lrj l1%1 30. G_. HaTnrner R. E., ;

', 
92, 1981, 31, j Inst, Anlmal ph,

9, 
";], Tiiit rv, L,! Btol, dane niepubl,

7. Polmlter R, D,: Proc, 
^li:"r,, 

ł#1l?;ur"§" 
,"o, Jacek Jura, ul, N, Krupsklej u

nawrÓt przepuk]iny,
Lł.

pigs). vet. Rec. 123, 337-339, 1988 (13)

nosiło ponaci 1\toł/g.
G,

C,: Częstotliw,aś0 zakażeń w
urgicznych przy stosowanitr
bez osłony antybiotykorvej.

surgical procedures with ancl
ibiotics). Vet. Rec. l23, 542_

543, 1988 (21)

0 cieląt z nieskomplikowaną
Częstottiwość wystąpienia za-
nawrotów przepukliny porów-
nib stosowano osłony antybio-
u któIych zastosowano na 30
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