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Zwierzeta transgeniczne: metody ofrzymywania, problemy i nadzieje
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Biologia kreatywna razem z informatyks, ro-
botyzacja i technologiami eksploracji kosmosu
niewatpliwie stanowi¢ bedzie podstawowy nurt
zainteresowan cywilizacji XXI wieku. Biologia
kreatywna, najogélniej ujmujgc, polega na for-
mowaniu jakoSciowo nowego organizmu poprzez
wyciecie z genomu danego gatunku okreslone-
go genu i wstawieniu go do genomu organizmu
biorcy z pomoca metod inzynierii genetycznej.

Opracowano juz wiele metod przenoszenia réz-
nych genéw do mikroorganizméw. Bakterie wy-
posazone w sztuczne genomy, skonstruowane z
pomoca inzynierii genetycznej, umozliwily pro-
dukeje na duza skale substancji, po ktére czlo-
wiek moégl dotychczas sigga¢ tylko w matych
ilosciach. Pozwolilo to tez uzyskac substancje
zupelnie nowe.

W przypadku zwierzgt konstruowanie nowych
gendéw jest jeszeze w stadium poczatkowym.
Niemniej jednak urodzily sie juz ssaki, ktére
metodami lahoratoryjnymi wzbogacono o nowg
informacje genetyczng. Rokuje to mozliwose
uzyskiwania w stosunkowo krotkim czasie efek-
tow, ktore na drodzz tradycyjnych metod krzy-
zowania i selekcji sg niemozliwe. Zwierzeta ta-
kie nazwano transgenicznymi. Tego rodzaju za-
biegi przekraczajg okreslone przez nature gra-
nice, oddzielajace od siebie poszczeg6lne gatun-
ki dlatego, ze przeszczapiony gen wystapit row-
niez w komérkach praplciowych transgenicz-
nych zwierzat i przekazywany jest na potom-
stwo zgodnie z zasadami segregacji mendlow-
skiej. .

Otrzymywanie zwierzat t{ransgenicznych sta-
o sie mozliwe dzigki polgczeniu metod inzynie-
rii genetycznej, pozwalajgcej na izolowanie ge-
néw i ich klonowanie (powielanie), z metodami
embriologii eksperymentalnej, pozwalajacej na
wprowadzenie izolowanych genéw do komorki
jajowej lub weczesnego zarodka. Aparat gene-
tyczny w wyniku takiej manipulacji uzyskuje
nowg informacje dziedziczng. Historia tych ba-
dan jest krotka, a za przelom nalezy uzna¢ po-
czatek lat osiemdziesigtych. W tych latach uda-
Yo sie wprowadzi¢ obcy DNA, drogg mikroiniek-
cji, do przedjadrzy zaplodnionych jaj myszy-(2,
3,5,9, 10, 14, 18, 19, 20, 28, 29). W pdzniejszych
latach przeprowadzono eksperymenty uzyskujgc
transgeniczne potomstwo u krélikéw, owcy, Swin
i bydia (1, 11, 13, 17, 20). Inzynieria genetyczna

zapowiada produkowanie z pomocg zwierzat
transgenicznych farmaceutykéw waznych w me-
dycynie, np. mleka zawierajgcego ludzkie pro-
teiny (rye. 1), jak réwniez czynnikéw krwi VIII
i IX zapobiegajacych krwawigczce (4), a takze
mleka z obnizong iloscig laktozy. W artykule
2ostang przedstawione podstawowe zagadnienia
zwigzane z produkcjg zwierzat transgenicznych,
zwracajac przede wszystkim uwage na aspekty
embriologiczne,

Jedynymi z donio$lejszych dos§wiadczen w za-
kresie otrzymywania zwierzat transgenicznych
byly eksperymenty Palmitera i wsp. (18, 19).
Eksperyment przeprowadzony w 1982 r. (18)
mial szczegélne znaczenie, poniewaz posluzone
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Ryc. 1. Schemat uzyskiwania transgenicznych zwierzgl
gospodarskich produkujgcych farmaceutyki

Objasnienia: a — sklonowany gen ludzki, b - sklonowany
gen owcy, ¢ — wyclety region strukturalny ludzkiego genu,
d — odcinek regulatorowy genu owcy, e — plazmid baktery]-
ny, f — odcinek strukturalny genu ludzkiego polgczony z
odcinkiem regulatorowym genu owcy wprowadzony do plaz-

midu bakteryjnego, g — powielanie kombinowanego genu w
kolonil bakteril, h — oczyszczanie plazmidow | izolacja kom-=
binowanego genu, i — mikroiniekcja kombinowanego genu do

zaplodnionej komoérki jajowe] owey, | — przeszezepianie tran-
sformowanych zygot do zsynchronizowanych bilorczyn.
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sie genem kombinowanym, to jest skiadajacym
sie z sekwencji nukleotydéw kodujacych hor-
mon wzrostu u szezura (GH), w ktérym wymie-
niono fragment promotorowy na odcinek pro-
motorowy pochodzacy z genu kodujgcego meta-
lotioneiné (MT) u myszy. Taka kombinacja poz-
wala na dobre wlgczenie sie obcego genu w ge-
nom biorcy (myszy) i czytelng ekspresje. Odpo-
wiedzialny za translacje hormonu wzrostu szczu-
ra mRNA wyizolowano z przysadek osobnikéw,
ktére pobudzono do intensywnego wydzielania
przez wsirzykiwanie glukokortykoidéw. 7 ko-
moérek watroby myszy, karmionych dietg boga-
tg w kadm i cynk, wyizolowano mRNA odpo-
wiedzialny za translacje¢ biatka metaboliczne-
go — metalotioneiny:

Zastosowanie w genie kombinowanym (MT—
GH) promotora metalotioneiny mialo na celu
spowodowanie, poprzez dodatek w diecie meta-
li kadmu i cynku, ekspresji genu hormonu wzro-
stu u transformowanych myszy.

W obu przypadkach izolacje mRNA przepro-
wadzono metodg Seeburga (23) na zelu alko po-
przez wirowanie (8). Dla sprawdzenia czy wyi-
zolowano prawidiowe mRNA przeprowadzono
translacje in wvitro w retikulocytach kroéliczych
(7). W kolejnym etapie, z pomocg odwrotnej
transkryptazy i polimerazy I-DNA, na wyizo-
lowanych i zidentyfikowanych mRNA jako ma-
trycach, uzyskano seskwencje ¢c-DNA (od ang.
copy DNA) odpowiadajgce sekwencjom genow
kodujacych mysia metalotioneine i hormon
wzrostu szczura. Dalsza obrdbka polegala na
wyodrebnieniu promotoréw i ich zamianie. Ten
etap wymaga postuzenia sie odcinkami DNA
tworzgeymi tzw. biblioteke gendéw (8, 18, 19, 21,
24, 25, 27). Oczyszczony i sklonowany kombino-
wany gen wprowadzono do meskich przedjadrzy
zaplodnionych komérek jajowych myszy, w wie-
Iu kopiach.

Transformowane jaja przeszczepiono biorczy-
niom odpowiednio przygotowanym do podjecia
cigzy, poprzez podawanie hormondéw. U czesci
uzyskanego potomstwa stwierdzono w tkankach
obecnos¢ genu hormonu wzrostu szczura, a we
krwi pojawil sie sam hormon, tak wiec obcy gen
ulegt ekspresji u transgenicznych myszy. Osoh-
niki te rosty i przybieraly na wadze szyhciej
niz myszy kontrolne, niektdére byly prawie dwa
razy ciezsze i wieksze. Nalezy podkreslie, ze
efekt ten byl wywolany obecnoscia w komér-
kach myszy wielu kovii genu hormonu wzrostu,
a nje jedynie skutkiem wprowadzenia do genc-
mu myszy, zwierzecia mniejszego od szczura,
genu hormonu wzrostu szczura.

W kolejnych latach, po eksperymencie Pal-
mitera i wsp. do genomu myszy wprowadzano
inne obce geny: transferyny (biatko wigzgce ze-
lazo i obecne we krwi wszystkich kregowcow),
jedng z immunoglobin, czy hormon wzrostu czlo-
wieka (8, 14, 29). Wiele komoérek jajowych o
zmodyfikowanych genomach ginie w trakcie
manipulacji, lub kréotko po zabiegu. Ostatnio
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wiec technika konstrukeji zwierzgt transgenicz-
NycCa SKUpPLla S1€ Nd Opanowaniu SKUuieCally i me-
104 llleni]l OoCyCu genow a0 zapiounionych
Komorex Jajowyci,

ozereg prac, zwiaszcza wykonanych ostatnio
(1, 5, 9, 14, 15, L{, Zu) WSKazZuje, ze ULySKIwanle
Lialsgellitzilicg0 poLousiwa  JeSl Wyuajnlesze
Jeseil Oote geuy wpiowadzono do lugSsiego, a
nie ZensKicgo priedjgurza, Wswgpng, wazng czyn-
10oCig, Jebu wigC ziogalizowanie w Kouaosce ja-
Jowey praedjgulsy 1 ica rozroznlenie. W przy-
padsu zyy0¢ myszy, iokalizacja przedjgdizy,
Pizy POsiuglWallil Si€ IMIKTOSKOPENL WY puSazo=
nyul W UlzgdzZene INOmarskiego, nie przedsta-
Wwid WIigKSsycn irudnoscl. Yrzed)gdrza sg lakze
dowrze wiuoctzne w zapiodmionycn Kosnorkach
Jajowycn Kroiika (11). Natowiiast U takica zwie-
Iz4l gOSpodarsKiCi, JaK OWCe CZy Kozy lokaliza-
Cla praecuygurzy, ze wiglgdu na specyriczng ou-
dOwWeg 0O0puazuiy, Sprawia pewne trudnosclt. W
praypadku owcy mozna zlokalizowac przedjgd-
Iia pOSiUgU)3C 51§ IMIKIOSKOpem Z urzgdzenlem
Nomarssicgo 1ylk0o U 0k0i0 8UY% zapioanionych
ja). zespot Hammera (11) poprawii etekKlywnose
wizualizacjl posiugujgc sig metodg fluorescen-
CJi. NLELOUd pO.egd ld powraglowaniu komorek
jajowycn fluorocaromem 33292 i wymaga jed-
noczesnego Krotkolrwaiego naswietienia zygot
promieniami uliratioletowymi. Przy takicn za-
plegacn lepiej uwidacznia)g sie przedjadrza, ale
naswietlanie wywoiuje erekt niszczacy, zygoty
oournlerajg W Wwigkszyin procencie anlzeu te,
ktoryca nie naswietlano. lnng metodg, ktorg
zastosowal Nancarrow j wsp. (16), jest wiro-
wanle zygot owczycn przed iniekcjg, ale popra-
Wwa wizuauzacji w tej metodzie® jest, praktycz-
nie biorgc, niewielka. W przypadku owcy prob-
lem jest wiec nadal otwarty.

W zygotach $wini, ze wzgledu na komoérki
granulozy w ooplazmie liczne 1 nieprzejrzyste,
przedjadrza sg niewidoczne, W tym przypadku
wirowanle ckazalo sie pomocne, Stosuje sie wi-
rowanie przez 3 minuty z uzyciem sity 15 000 g.
T'aki zableg powoduje przesuniecie ciemnej war-
stwy granulozy na jeden z biegunow, umozli-
wiajgc zlokalizowanie przedjadrzy pod mikros-
kopem (1, 30). Podobny zapieg stosuje sie w
przypadku zygot bydia. Ponadto okazalo sig, ze
u tycn zwierzat zastosowanie fluorescencji z
uzyciem S$wiatla ultrafioletowego nie wywotuje
szkodliwego wptywu na zygoty. Jako odczynnik
mozna stosowa¢ 4’-6’-diamidino-2, fenoloindol
(15) albo fluorochrom Hosecht 33342 (6).

Inne problemy stwarza sama iniekcja DNA.
Mikropipeta z plynem zawierajgcym kopie DNA
musi przebi¢ blong komérkowg jaja, przenikngé
ooplazme i musi dotrze¢ do przedjgdrza. Musi
wiec byt odpowiednio wykonana. Mikropipety
wykonuje sie ze szkla o $cisle okreslonych pa-
rametrach. Wyciaga sie je wiec z kapilar, ktére
zawieraja wewnatrz na $cianie mikrofilament.
K3t nachylenia $cian mikropipety, powodujacy
zwiezanie sig jej swiatla w stosunku do diugiej
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osi, nie moze przekraczaé 5°. Takie zwezenie
ulatwia przebicie blony komoérkowej, przejscie
przez ooplazme i powoduje niewielkie uszkodze-
nia. Odpowiednig $rednice kapilar uzyskuje si¢
na wyciggarce.

Roztwor zawierajacy kopie odcinkéw DNA,
sporzadzony w oparciu o bufor lub wode desty-
lowang, poddaje sie wirowaniu przed wprowa-
dzeniem do mikropipety, celem osadzenia ko-
pii DNA. Pipete wypelnia si¢ zawiesing, o naj-
wickszym stezeniu kopii DNA, do okolo 3/4 jej
dlugosci, reszte $wiatla wypelnia sig¢ pilynem
Fluorinett TC 77, ktéry jest nietoksyczny i nie
miesza sie z wodg. Ma to na celu zapobiegnig-
cie parowaniu. Tak przygotowang mikropipete
z zZawiesing mozna przechowywac przez okolo 2
godziny w temperaturze 4°C. Zatopiony koniec
mikropipety, po stronie zawiesiny, oblamuje sig
przed samym zabiegiem.

Dla wykonania prawidtowe]j iniekeji niezbed-
ne sg dwa mikromanipulatory z dwoma nieza-
leznymi podjednostkami. Na jednej podjednost-
ce umocowywuje sie mikropipete z DNA, dru-
ga podtrzymuje zygote, zanurzong w specjalnym
$rodowisku plynnym. Do przedjadrza wprowa-
dza sie okolo 2 pl zawiesiny kopii odcinkéw
DNA. Przy prawidlowo wykonanej iniekeji ob-
jetosc przedjgdrza powinna sie zwiekszy¢ o oko-
to 50%, co jest dobrze widoczne pod mikrosko-
pem (ryc. 2). Zygoty, po zabiegu, pozostawia sie
przez okolo 1—2 godzin w plynie do hodowli,
sprawdzajgc prawidlowos¢ zabiegu i nastepnie
przenosi do jajowodéw zsynchronizowanych
biorczyn.

Ryc. 2. Schemat mikroiniekeji DNA do meskiego przed-
jadrza zaplodnionej komorki jajowej

Objadnienia: A — zygota przed mikrolniekejg, B — zygota w
tralgeie mikroinielejl, h — pipeta przytrzymujsca zygote, m —
mikropipeta iniekeyjna wypetniona buforem z DNA, o —
oslona preejrzysta, pl — preedjgdrze meskie w trakcie mi-
kroirilekejl, pm — przedjgdrze meskie, pz — przedjadrze
zenskie, strzalli — ‘wskazujg na zwigkszanie sie objgtodei
?rzcdjadrza w trakecie wprowadzania do niego DNA w bu-
orze,

Przeprowadzanie mikroiniekcji DNA do cyto-
plazmy komoérki jajowej, zamiast do przedjad-
Tid, )eSC ZQaczhle ialwie)sze, ale poziomn ince-
gratjl OuCyCil gelOW Z geioifnell U1OICy Jest w
Lyl pizypalau wal0zZ0 0iSK1l, hieklywnosC in-
leglac)l, W priypadiu wprowadzenia DINA do
Pracugguizy, wyuoslt od zo—3uyw (3). Bardzo
NISK1 JeSi POZ10iu 10LeglaC)l W przypadku iniek-
Cji Ouiegl LUNA Q0 KOmVLeK Zarodsa znajdujg-
Cegl Sig W Staliuul Uwu= LUU C4Ler0K0.i0r£o-
wywn (o1). :

1swounym zagadnieniem jest objetos¢ roztwo-
LU 1 Swgecllle w Nun KOPIL LINA, rIzy praekro-
CZcliU 0alesSionyCil WaluOsCl IOZLwor dziata na
Zygouy LokSyczule, Brinswer 1 wsp. (3) usialili,
< waliOsli Lo POWINLY WYNOSIC L ng/ul buioru.
Prawia.owy ssiad wuioru ala Zygot Liysici po-
winien zawierac: 1lu M iriserzl 1 0,20 m
LA pn o \ol). Najepszym okazai sie bu-
for, w sworym noacenuacja ri1A wynosi u,l
nivl, a Nie przckrdacza v,8 mwl DA (31).

Uwuce geny wprowadza sie do zygot jako li-
niowe Outulni LuvA Z KouaCainl lepxlall luo te-
Pyl alu0 JUKO gelly Wiglzole U0 PIlazaldow
Cay WILIIUSOW (LZ). Wvallepie] lniegiugy S1€ Z ge-
nouiem Kopie 1luiowe Ouleg0 LNA Z iepgimi
KOuCaul 1 eleKlywnos¢ wynost tu z24—3iw, Li-
mowe kople LINA Z IgPYyuu koancaull, aluo UNA
zespiralizowane (Supeicolled) lniegruje sie co
Nagwyzc] W 8% |\9). LIUE05C KOPLL LivA, W gla-
Iucacu v, (—3V Ko, nle wa wpiywu na efeki in-
tegracll (3).

vinawiajge technike i éfektywnosé iniekeji
nalezy pouxresiic, ze nie dyspenuje sie jeszcze
ZaQng 1uew0dy pozwalu)gceg na konirole uczby
kopii oocego LINA pouiegajgcego integracji z
geuouenl walSlormowanc) 2yg0oLy. Liczva Ko-
pu uiegalaCa wigczenlu sig Jesi rozna u roznych
050.1un0W Tego sainego galunku i waha sig od
jeanc] (\nleziuiernle rzadso) do kilkuset.

WszysiKlie Kople sg najczescle] zblokowane w
jednym miejscu caromosouiu, co oczywiscie nie
Jest pbez znaczenia dia ekspresji wprowadzonego
genu. Nalezy przypomniec, ze w doswiadcze-
niacn Palmitera 1 wsp. (18) sztucznie skonstruo-
wany gen hormonu wzrostu szczura podlegal
ekspires)l U Inyszy transgenicznyci giownie w
wgLlro.le, gdzie normalnie hormon wzrostu nie
jest produkowany. Taka fizjologicznie nie kon-
trolowana synteza hormonu w nietypowej tkan-
ce powoduje intensywniejszy wzrost, ale wywo-
tuje réwmez negatywne skutki, ktoére dopiero
zaczynamy poznawat. Moze na przyklad spo-
wodowat obnizenie lub wywolanie calkowitej
bezplodnosci. Wprowadzenie obcych genéw wy-
wo.uje takze niekiedy mutacje wplywajgce na
prawidlowos¢ przebiegu proceséw rozwoju za-
rodkowego, az do letalnosei.

Jak na razie, doSwiadezenia z iniekecja genu
hormonu wzrostu powtérzone na krélikach, swi-
niach, owcach czy kozach wykazaly wprawdzie
ekspresje obcego genu u tych zwierzat, ale nie
stwierdzono zwigkszonego wzrostu. Biologicznie
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kontrolowane efekty bedzie mozna otrzymywag,
jezeli bedzie mozna kontrolowaé liczbe i miej-
sce wlaczania sie kopii obcego genu do genomu
zygoty biorcy. Uczyniono juz pewien posigp u
zwierzat nizszych, zwlaszeza u owadow, jak u
muszki owocowej (22, 25). Budzi to nadzieje, ze
w przyszloSci problemy te zostang rozwigzane
i u ssakow.

Wizja programowania produkcji zwierzece]
jest bardzo atrakcyjna i prace nad transgenicz-
nymi zwierzetami bedg podejmowane w coraz
to liczniejszych oSrodkach. Intensywny wzrost
nie jest oczywiscie jedyng wazna cechg uzytko-
wg u zwierzat gospodarskich i dalsze badania
péjda na pewno w wielu innych kierunkach.
Badania nad transgenicznymi zwierzetami ma-
ja takze szczegGlne znaczenie poznawcze, ponie-
waz daja mozliwosci analizowania regulacji fun-
keji genomu u ssakéw, ktéra ciggle jest tajem-
nicg.
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FROST A, J, O BOYLE D, SAMUEL J. L. Tzolowa-
nie drobnousirojow z rodzaju Salmonella od cielal opa-
sowych utrzymywanych w réznych warunkach przed
ubojem. (The isolation of Salmonella spp. from feedlot
cattle managed under different conditions before slaug-
hter). Aust. vet. J. 63, 224—225, 1988 (7

Badania przeprowadzono na cielgtach w trzech gru-
pach, kazda liczaca od 70 do 100 zwierzat. W grupie
1 uboju dokonano po 2 dniach po zakupie, w grupie
9 cieleta opasano przez 18 a w grupie § przez 80 dni.
Badaniom bakteriologicznym w kierunku checnosel
drobnoustrojéw z rodzaju Salmonella poddano tresc
swacza 1 krezkowe wezly chlonne. W grupie 1 wy-
osobniono trzy szczepy salmonelli ze 2wacza 1 6 2 krez-
kowych wezlow chionnych, w grupie 2 wyizolowano
8 szczepéw salmonelli ze Zwacza i 15 z krezkowych
weztdw chlonnych. Natomiast w grupie 3 nie izolowano
ze Zwacza i krezkowych weziéw chionnych drobno-
ustrojow z rodzaju Salmonella. Wyosobnlone szczepy
zidentyfikewano jako S. anatum, S. bredney, S. bovis-
morbificans, S. eimsbuttel, S. litchfield, 5. newport, S.
anderstepoort, S. oranienburg i 8. typhimurium, Ste-
zenie salmonelli w krezkowych weziach chionnych wy-
nosilo ponad 1)X10%/g. G

KLEIN W, R, FIRTH E. C.: Czestotliwo§é zakazen w
czystych metodach chirurgicznych przy stosowaniu
oslony antybiotykowej I bez oslony antybiotykowej.
(Infection rales in elean surgical procedures with and
without prophylactic antibiotics). Vet. Rec. 123, 542—
543, 1988 (21)

Badaniami objeto 100 cielat z nieskomplikowana
przepukling pgpkowa. Czestotliwo$é wystapienia za-
kazeA pooperacyinych i nawrotéw przepukliny porow-
nano u cielat u ktorych nie stosowano ostony antybio-
tykowej oraz u cielat u ktérych zastosowano na 30

180

min. przed przecigciem powlok ciala dozylng iniekcje
ampicyliny sodowej (10 mg/kg) oraz bezposrednio po
zablegu | po 12 godz. domiesniowa iniekeje siarczanu
dihydrosteptomycyny (25 mg/kg) | penityliny prokaino-
wej G (15000 E/kg), Wsréd 60 cielgt operowanych bez
ostony aniybiotykow i 30 opercwanych pod osiona an-
tybiotykowa tylko jeden raz, zakazenia pocperacyine
nie wystepowaly i tylko w jednym przypadku wystg-
pil nawrét przepukliny, Natomiast wsréd 10 cielat ope-
rowanych dwukrotnie (7 bez osiony antybiotykow a 3
pod osiong) w grupie cielat operowanych bez oslony
antyvbiotykowe] w 2 przypadkach wysiapily poopera-
cyjne powiklania bakteryjne i w jednym przypadku
nawrét przepukliny. =

VANPARIJS 0., HERMANS L., MARSBOOM R.: Sku-
tecznodé tlubendazele w stosunku do nicieni Zoladko-
wo jelilowych i pluenych prosial. (Efficacy of fluben-
dazole against gasirointestinal and lung nematodes in
pigs). Vet. Rec. 123, 337——339, 1988 (13)

Przeprowadzono trzy serie obserwacji na $winiach
w roznym wieku zarazonych na drodze naturalnej lub
sztveznie nicieniami zoladkowe-jelitowymi lub plue-
nymi, u ktérych zastosowano flubendazole (Fluvermal).
Zwierzgla zakazono Metastrongylus apri, Ascaris
suum. Cesophagostomum dentaium Iub Hyostrongylus-
rubidus. W chowie wielkostadnym uzyskano 100% sku-
tecznosel w stosunku do czlerech badanych gatunkow
nicieni stosujac flubendazole jako dodatek do paszy W
dawee 30 ppm przez okres 10 dni, W malych hodowlach
siosujac flubendazole jako dodatek do paszy w daw-
ce 20 ppm przez okres 10 dni. W malych hedowlach
uzyskano 100% skutecznosci po jednorazowym zasto-
sowaniu flubendazole w dawece 5 mg/kg masy ciala
z miewielks iloscia karmy. W zadnym przypadku nie
obserwowano dzialania ubocznego preparatu. 8



