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Genetic modification of avian embryonic cells

Summary

The demand for human pharmaceuticals is increasing rapidly from year to year. Most of them are
currently produced in expensive bacterial bioreactors. A potential way to produce large amounts of easily
available, cheap recombinant proteins is through depositing them in chicken eggs. However, manipulations on
oocytes are difficult to perform in chickens because of the specific nature of the avian reproductive system.
Therefore, safe non-viral methods of producing transgenic poultry have been developed. One of the safest
procedures is microinjection where necked DNA is injected directly into blastoderm. An alternative method
uses transfected blastodermal cells, cultured in vitro, which can be injected into recipient embryos. The most
common ways of introducing genes into blastodermal cells are electroporation and lipofection. Recently,
experiments with new techniques like microelectroporation, nucleofection and neutral lipids have also been
performed as well as tests using fluorescent and magnetic activated cell sorting to achieve higher efficiency.
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Nowe techniki modyfikacji genetycznej komorek
zwierzecych przyczynily si¢ do powstania w ciagu
kilku lat odrebnej galezi przemystu, wykorzystujacej
narzady i tkanki zwierzat transgenicznych do produk-
cji ludzkich bialek terapeutycznych (17). Jest ona uza-
sadniona z uwagi na pogtebiajaca si¢ roznicg pomig-
dzy popytem na biofarmaceutyki a podan ludzkich
tkanek do ich izolacji, jak rowniez nie tylko poten-
cjalnym zagrozeniem przenoszenia ta droga groznych
chorob (AIDS, Creutzfelda-Jakoba, i in.). Natomiast
produkcja rekombinowanych biatek hodowanych in
vitro, w bioreaktorach przemystowych, zmodyfikowa-
nych komoérkach zwierzecych lub bakteryjnych jest
nadal droga, zwlaszcza w porownaniu z ich produkcja
w tkankach zwierzqcych

Szacuje sig (9), ze koszt produkcji jednego grama
biatka w hodowlach komérkowych in vitro wynosi od
okoto 50 do 150 USD. Natomiast np. w gruczole mle-
kowym waha si¢ od 6 do 20 USD. Jeszcze bardziej
atrakcyjne jest wykorzystanie jajowodu kury, bowiem
koszt produkeji biatek farmaceutycznych w tym sys-
temie ocenia si¢ na 10-25 centéw/gram (8).

Tak niska cena odzwierciedla wyjatkowe predyspo-
zycje ptakow do produkceji w jajowodzie egzogennych
biatek, ktore deponowane w jaju moga si¢ sta¢ cen-
nym zrodlem biofarmaceutykow. Bialka jaja kurzego

*) Praca finansowana przez MNiIN grant nr 2 PO6D 029 26.

sa produktami ekspresji jedynie 7 genoéw, a jeden
z nich — gen owoalbuminy — odpowiedzialny jest za
ekspresje az ponad 50% ich objetosci. Bardzo istotna
jest mozliwos¢ sterylnej produkcji biofarmaceutykow
w czg$ci biatkotworczej jajowodu, przez ptaki utrzy-
mywane w $rodowisku wolnym od drobnoustrojow
chorobotw()rczych (pathogen-free). Wyprodukowane
w czg$ci biatkotworezej jajowodu (magnum) biatko
jest otoczone btonami, w tym skorupowa i codzien-
nie, w sterylnej formie ,,wydalane” z organizmu nios-
ki. Genetyczne mozliwosci produkcji okoto 330-350
jaj w ciagu roku, przemystowe metody produkcji,
w tym inseminacji oraz opanowane metody izolacji
egzogennych biatek z biatka jaja kurzego sa dodatko-
wym atutem.

Mikroiniekcja DNA lub modyfikowanych komorek
do zarodkéw ptasich

Produkcja transgenicznych ptakow produkujacych
egzogenne biatka nastreeza wiele trudnosci. Ze wzgle-
dow bezpieczenstwa najczesciej stoque si¢ metody
niewirusowe wprowadzania obcych genow do komo-
rek zwierzgcych. Popularna w odniesieniu do ssakow
iniekcja egzogennego DNA do oocytu jest u ptakow
utrudniona z uwagi na specyficzny cykl rozwojowy:
polispermiczne zaptodnienie w lejku jajowodu, oocyt
bogaty w material zapasowy, utrudniajacy manipula-
cjg, a przede wszystkim wizualizacjg przedjadrza, za-
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awansowany zarodek w momencie zniesienia jaja, li-
czacy okoto 50 000-60 000 komorek.

Pomimo trudnosci, prébowano w odniesieniu do
ptakow mikroiniekcji, polegajacej na wstrzyknigciu
»nhagiego” DNA do tarczki zarodkowej. Badania
z wykorzystaniem konstruktu genowego pRSVcat wy-
kazaly (23), Ze nastepstwem procedury jest szybkie
wyciszanie ekspresji obcego genu. W badaniach tych
po siedmiu dniach hodowli transgen wykryto u 30%
transfekowanych embriondéw. Lepsze wyniki otrzyma-
no po wstrzyknigciu do tarczki zarodkowej DNA ko-
dujacego gen niespecyficznej dla ptakow bakteryjnej
p-galaktozydazy. Obecnos$¢ nieswoistego biatka wy-
kryto w pierwotnych komoérkach ptciowych (PGCs)
wyizolowanych z krwi, co dowiodto mozliwosci wy-
tworzenia ta droga osobnikow przekazujacych wpro-
wadzone cechy przysztym pokoleniom (12). Za naj-
wigkszy sukces tej metody mozna uzna¢ wynik
do$wiadczenia, w ktérym wykorzystano ruchome
elementy DNA — transpozony umozliwiajace lepsza
integracjg egzogennego DNA w chromosomach go-
spodarza (15), w rezultacie ktorego po 12 dniach od
iniekcji DNA do tarczki zarodkowej potowa osobni-
kow wykazywata ekspresje wprowadzonego genu.
Szes¢ osobnikow osiagneto dojrzatos¢ pilciowa, a u
jednego z samcow obcy gen zostal wykryty w nasie-
niu i cecha zostata przekazana pokoleniu G1.

Altematywnq metoda w stosunku do mikroiniekcji
moze by¢ strategia pozwalajaca uzyskaé ptaki trans-
geniczne za posrednictwem chimer plc10wych (cyt. 1).
Do produkcji chimer ptakéw wykorzystuje si¢ totipo-
tentne komorki blastodermalne (BCs) lub pierwotne
komorki ptciowe (PGCs), charakteryzujace si¢ wlas-
ciwos$ciami komoérek macierzystych. Udoskonalona
procedura produkcji ptasich chimer (2, 3, 7) wykorzys-
tujaca iniekcj¢ BCs do zarodka biorcy wska-
zuje na BCs jako doskonale narzedzie
umozliwiajace otrzymanie transgenicznych
ptakow. Zaletami BCs sa nie tylko szeroka
dostgpnos$¢ 1 tatwy sposdb izolacji, ale tak-
ze mozliwo$¢ utrzymywania komorek
w hodowli in vitro przez wiele dni, co ufat-
wia ich transformacjg¢. Dodatkowo obec-
no$¢ w populacji BCs okoto 20-30 prekur-
sorow gamet — PGCs umozliwia uzyskanie
chimer ptciowych (4), ktére moga przeka-
zywa¢ nowa ceche na nastepne generacje.

Plemniki i precypitacja

Komorkami idealnie przystosowanymi
do przenoszenia informacji genetycznej
z pokolenia na pokolenie sa plemniki, sta-
nowigce doskonate narzedzie do wprowa-
dzania do oocytow egzogennego DNA.
Atutami przemawiajacymi za ich wykorzys-
taniem sa nie tylko tatwiejszy dostep do
plemnikow w poréwnaniu z oocytami i niz-
szy koszt ich pozyskania, ale takze znacz-
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nie wigksza liczebno$¢ w poréwnaniu do populacji zen-
skich komorek rozrodczych. Metodg, ktora udowod-
nita, ze taka transfekcja jest mozliwa w przypadku pta-
koéw, zaproponowat Sugihara 1 wsp. (25). W wyniku
wstrzyknigcia do jader koguta plazmidu kodujacego
gen acetylotransferazy chloramfenikolu udato sig
uzyskac ekspresje genu w miejscu iniekcji trwajaca
do 28. dnia po zabiegu (25).

Jedna z najstarszych niewirusowych metod trans-
fekcji komorek ptakow jest precypitacja. Obecnie ma
jednak znikome zastosowanie, z uwagi na znaczna
toksyczno$¢. Wsrdd pozostatych uniwersalne zasto-
sowanie (BCs, PGCs, plemniki) maja: elektroporacja,
nukleofekcja i lipofekcja.

Metody wprowadzania DNA do zarodka
z wykorzystaniem pradu elektrycznego

Elektroporacja (ryc. 1) polega na wykorzystaniu zja-
wiska transportu makromolekut do wnetrza komorki,
dzigki pojawianiu si¢ przejSciowych poroéw w btonie
komorkowej, powstalych na skutek dziatania pradu
elektrycznego. Jednakze w wyniku nieumiejegtnego
zastosowania pradu moze doj$¢ do przekroczenia war-
tosci krytycznej tolerancji komorki, skutkiem czego
sa niecodwracalne zmiany w blonie komodrkowej, co
prowadzi do $mierci na drodze biernego procesu ne-
krozy lub/i czynnego procesu apoptozy. W zwiazku
ze specyficznymi wlasciwosci BCs 1 PGCs nie mozna
zastosowa¢ podczas transfekcji parametrow procesu
skutecznych dla innych linii komérkowych, np. ko-
mercyjnie dostgpnych procedur stosowanych dla bak-
terii czy komorek ssakow. Dlatego w dalszym ciagu
trwaja badania eksperymentalne nad opracowanlem
procedury elektroporacji zapewniajacej, z jedne;j stro-
ny, wysoka przezywalnosci komorek, z drugiej zas —

Ryc. 1. Elektroporacja komérek blastodermalnych: A — elektroporacja;
B — migracja DNA do komorki przez otwarte pod wplywem pradu pory
w blonie komérkowej; C — komorka, w ktérej parametry pradu zostaly
dobrane nieodpowiednio, komérka ulega nekrozie lub/i apoptozie; D — ko-
morka, ktéra ujawni wprowadzony gen, parametry pradu zostaly dobrze
dobrane



1032

wysoki odsetek transfekowanych komorek, ujawnia-
jacych ekspresje transgenu.

Jedna z procedur wykorzystujacych elektroporacje
polega na zastosowaniu pradu o napigciu 250 V i po-
jemnosci 950 puF w obecnos$ci plazmidu kodujacego
gen lacZ. W doswiadczeniu (12) transfekcji poddano
PGCs wyizolowane z gonad 6-dniowych embriondw.
Po 24-godzinnej hodowli komorki wstrzyknigto do
biorcow, bedacych w 17. stadium rozwoju. Gen lacZ
wykryto we wszystkich zarodkach w 6. dobie inkuba-
cji, u 67% w dobie 10. i u 41% osobnikdéw po wyklu-
ciu. Natomiast analiza PCR wskazata na mozliwosci
wykorzystania metody do transfekcji PGCs.

Nowatorska metoda, ktora moze by¢ rowniez wy-
korzystana do miejscowego wprowadzania lekow
lub immunizacji, jest mikroelektroporacja. W techni-
ce tej zawiesina DNA wstrzykiwana jest in ovo, a elek-
trody przyktadane sa w okolicach iniekcji DNA. Obie-
cujace rezultaty otrzymano przy zastosowaniu ze-
wnetrznych elektrod igtowych przyktadanych do
zarodka bedacego w X stadium rozwoju (10). W ba-
daniach tych po wprowadzeniu genu reporterowego —
GFP, zjawisko fluorescencji obserwowano w tkankach
zarodka w ciagu 48 godzin inkubacji. W doswiadcze-
niu wykonanym przez Momose i wsp. (18) okoto 90%
embrionow przezyto pierwsza dobg po elektroporacji.
Ekspresja byta zauwazalna juz w 2,5 godziny po za-
stosowaniu pradu i utrzymywata si¢ do 3 doby. Udo-
wodniono tez, ze elektroporacja stosowana in vivo
moze powodowac szybka ekspresje obcych biatek,
deponowanych w jaju kurzym (26). W magnum jajo-
wodu uzyskano ekspresj¢ ludzkiej fosfatazy alkalicz-
nej, ktoéra w biatku jaja byta identyfikowana w maksy-
malnej ilosci w 2 dni po transfekcji. Efekt okazat si¢
jednak krotkotrwatly, poniewaz po 4 dniach ekspresja

Ryec. 2. Lipofekcja: A — przyciaganie pomiedzy dodatnio naladowanym
lipidem i DNA o ladunku ujemnym; B — przyciaganie pomiedzy lipidem

o ladunku dodatnim i blona komérkowa o ladunku ujemnym
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prawie zanikta (26). Prawdopodobna przyczyna wyci-
szania ekspresji gendw jest obserwowany po elektro-
poracji stopniowy, cytoplazmatyczny rozktad egzogen-
nego DNA. Obronny mechanizm trawienia obcego
DNA przez komoérkowe endonukleazy moze by¢ wigc
przeszkoda uniemozliwiajaca dotarcie DNA do jadra
komorki i pozniejsza ekspresjg biatka. Interesujaca pro-
pozycja rozwigzania tego problemu jest najnowsza
technologia — nukleofekcja, umozliwiajaca wprowa-
dzenie DNA bezposrednio do jadra komorkowego (11).
Metoda zostata opatentowana przez firm¢ Amaxa,
ktora nie udostepnia informacji na temat parametrow
procesu. W badaniach wtasnych (28) wykazano, ze do-
bierajac odpowiednie parametry pradu elektrycznego
mozna uzyska¢ pordownywalna do technologii Amaxa
wydajnos¢ transfekcji.

Lipofekcja

Rownoczes$nie prowadzone sa badania nad mniej
wydajna w przypadku BCs 1 PGCs lipofekcja, wyko-
rzystujaca naturalne wlasciwosci bton (ryc. 2). Jej za-
leta jest mozliwos$¢ ochrony przed strawieniem przez
cytoplazmatyczne DNAzy wprowadzanego do komor-
ki DNA, dzigki optaszczajacym wlasciwosciom lipi-
dow. Metoda jest tania, tatwa i bezpieczna w uzyciu.
Cechuje ja niska immunogennos$¢ 1 mozliwos¢ wpro-
wadzenia do komorek takze duzych fragmentow DNA.
Wydajno$¢ lipofekeji jest tkankowo specyficzna, a o
efektywnosci transportu DNA do wngtrza komorki
decyduja wilasciwosci fizykochemiczne kompleksu
lipid-DNA (5).

Jedno z pierwszych do§wiadczen z wykorzystaniem
lipofekeji do transfekceji BCs zostato przeprowadzone
w 1991 1. (6). Wyizolowane BCs inkubowano w obec-
nos$ci konstruktu optaszczonego Lipofektyna™. Na-
stegpnie komorki zostaly wstrzykniete do
zarodkow biorcoéw (X stadium rozwoju). Po
65 godzinach inkubacji ujawnita si¢ aktyw-
nos$¢ f-galaktozydazy. W przeprowadzo-
nym réwnolegle doswiadczeniu, w ktorym
wstrzyknigto plazmid optaszczony lipidem
bezposrednio do embrionu in vivo zaobser-
wowano jedynie kilka komorek wykazuja-
cych ekspresje genu lacZ (6). Skutecznosé
metody transfekcji komorek BCs in vitro za
pomoca lipofektyny zostata takze potwier-
dzona w badaniach wiasnych (5).

Prowadzone byty rowniez proby wpro-
wadzania genéw za pomoca lipofekeji do
PGCs wyizolowanych z krwi i ich iniekcji
do zarodkow biorcow. W 3. dobie inkuba-
¢cji 95% embriondw wykazywata ekspresje
egzogennego biatka w gonadach, podczas
gdy wsrod wyklutych pisklat jedynie
w 11,1%. Cecha nie podlegata dziedzicze-
niu (21). Prowadzone byly takze badania
nad lipofekcja PGCs wyizolowanych z go-
nad. W doswiadczeniu z zastosowaniem



Medycyna Wet. 2007, 63 (9)

Lipofektaminy uzyskano jednak niska ekspresj¢ genu
lacZ, na poziomie 17% (12).

Innym wariantem techniki wykorzystujacym lipo-
fekcje jest bezposrednia iniekcja lipofektanta z DNA
do zarodka bez uprzedniej inkubacji z BCs. W do-
Swiadczeniu z jej wykorzystaniem po 48 godz. inku-
bacji odnotowano 52,7% przezywalnos$¢ zarodkow,
sposrod ktorych 41,4% ujawnito obecno$¢ egzogen-
nego genu lacZ (20). Jak duze znaczenie ma rodzaj
zastosowanego lipofektanta dowiedziono, stosujac ten
sam plazmid, ale inny lipofektant-DDAB. W rezulta-
cie uzyskano wyzsza ekspresj¢ genu — na poziomie
80% w embrionach 3- i 4-dniowych przepiorek. Prze-
zywalnos¢ embriondéw byta réwniez wysoka. Wyklu-
to si¢ 35% ptakow (22).

Nowatorski sposob transfekcji komorek zapropono-
wat Maruyama i wsp. (16), w ktoérym dzialanie pradu
potaczono z wezesniejsza inkubacja komorek z plaz-
midem w obecnosci lipofektanta. Po trzech dniach in-
kubacji 75% embrionéw wykazywata ekspresj¢ 5-ga-
laktozydazy.

Probowano rowniez wykorzystaé¢ metode balistycz-
na do transfekcji zarodkow. Jednak mimo wysokiej
skutecznos$ci (wydajnos¢ ekspresji 100%) jej efektem
byta wysoka zamieralno§¢ embrionéw wynoszaca 75%
(24).

Sortowanie komorek

Niedawno pojawita si¢ nowa koncepcja, zmierzaja-
ca do zwigkszenia puli transfekowanych komorek
wprowadzanych do zarodkow biorcow. Jej podstawa
jest mozliwo$¢ magnetycznego i/lub fluorescencyjne-
go sortowania komorek (14, 19, 27). Dzigki wykorzys-
taniu elektroporacji z plazmidami kodujacym gen LacZ
i przeciwciata mysie K* oraz zastosowaniu sortera
magnetycznego MACS uzyskano populacje BCs wy-
kazujaca okoto 1,4 razy wyzsza ekspresj¢ genu LacZ
w poréwnaniu z grupa kontrolna (27). Przeprowadzo-
no takze udane proby izolacji PGCs przy pomocy sor-
tera fluorescencyjnego FACS (19). Rezultaty te wska-
zuja nowy kierunek prowadzania doswiadczen w przy-
szto$ci.

Przedstawione badania wskazuja na mozliwo$¢
wykorzystania zarodkowych komorek ptakéw, jako
doskonalego obiektu umozliwiajacego tworzenie trans-
genicznych ptakow. Na wydajnos¢ ich transformacji
sktada si¢ wiele czynnikoéw: metoda transfekeji, miej-
sce transfekcp rodzaj uzytego plazmidu i jego tok-
sycznos¢, jak rowniez zastosowanie sortera. W zwiaz-
ku z dynamicznym rozwojem przedstawionych metod
istnieje wysokie prawdopodobienstwo, ze w niedale-
kiej przyszto$ci mozliwe bgdzie pozyskiwanie szero-
kiej gamy ludzkich biatek terapeutycznych w tkankach
bioreaktoréw ptasich.
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