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Artyku³ przegl¹dowy Review

Nowe techniki modyfikacji genetycznej komórek
zwierzêcych przyczyni³y siê do powstania w ci¹gu
kilku lat odrêbnej ga³êzi przemys³u, wykorzystuj¹cej
narz¹dy i tkanki zwierz¹t transgenicznych do produk-
cji ludzkich bia³ek terapeutycznych (17). Jest ona uza-
sadniona z uwagi na pog³êbiaj¹c¹ siê ró¿nicê pomiê-
dzy popytem na biofarmaceutyki a poda¿¹ ludzkich
tkanek do ich izolacji, jak równie¿ nie tylko poten-
cjalnym zagro¿eniem przenoszenia t¹ drog¹ gro�nych
chorób (AIDS, Creutzfelda-Jakoba, i in.). Natomiast
produkcja rekombinowanych bia³ek hodowanych in
vitro, w bioreaktorach przemys³owych, zmodyfikowa-
nych komórkach zwierzêcych lub bakteryjnych jest
nadal droga, zw³aszcza w porównaniu z ich produkcj¹
w tkankach zwierzêcych.

Szacuje siê (9), ¿e koszt produkcji jednego grama
bia³ka w hodowlach komórkowych in vitro wynosi od
oko³o 50 do 150 USD. Natomiast np. w gruczole mle-
kowym waha siê od 6 do 20 USD. Jeszcze bardziej
atrakcyjne jest wykorzystanie jajowodu kury, bowiem
koszt produkcji bia³ek farmaceutycznych w tym sys-
temie ocenia siê na 10-25 centów/gram (8).

Tak niska cena odzwierciedla wyj¹tkowe predyspo-
zycje ptaków do produkcji w jajowodzie egzogennych
bia³ek, które deponowane w jaju mog¹ siê staæ cen-
nym �ród³em biofarmaceutyków. Bia³ka jaja kurzego

s¹ produktami ekspresji jedynie 7 genów, a jeden
z nich � gen owoalbuminy � odpowiedzialny jest za
ekspresjê a¿ ponad 50% ich objêto�ci. Bardzo istotna
jest mo¿liwo�æ sterylnej produkcji biofarmaceutyków
w czê�ci bia³kotwórczej jajowodu, przez ptaki utrzy-
mywane w �rodowisku wolnym od drobnoustrojów
chorobotwórczych (pathogen-free). Wyprodukowane
w czê�ci bia³kotwórczej jajowodu (magnum) bia³ko
jest otoczone b³onami, w tym skorupow¹ i codzien-
nie, w sterylnej formie �wydalane� z organizmu nios-
ki. Genetyczne mo¿liwo�ci produkcji oko³o 330-350
jaj w ci¹gu roku, przemys³owe metody produkcji,
w tym inseminacji oraz opanowane metody izolacji
egzogennych bia³ek z bia³ka jaja kurzego s¹ dodatko-
wym atutem.

Mikroiniekcja DNA lub modyfikowanych komórek
do zarodków ptasich

Produkcja transgenicznych ptaków produkuj¹cych
egzogenne bia³ka nastrêcza wiele trudno�ci. Ze wzglê-
dów bezpieczeñstwa najczê�ciej stosuje siê metody
niewirusowe wprowadzania obcych genów do komó-
rek zwierzêcych. Popularna w odniesieniu do ssaków
iniekcja egzogennego DNA do oocytu jest u ptaków
utrudniona z uwagi na specyficzny cykl rozwojowy:
polispermiczne zap³odnienie w lejku jajowodu, oocyt
bogaty w materia³ zapasowy, utrudniaj¹cy manipula-
cjê, a przede wszystkim wizualizacjê przedj¹drza, za-
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awansowany zarodek w momencie zniesienia jaja, li-
cz¹cy oko³o 50 000-60 000 komórek.

Pomimo trudno�ci, próbowano w odniesieniu do
ptaków mikroiniekcji, polegaj¹cej na wstrzykniêciu
�nagiego� DNA do tarczki zarodkowej. Badania
z wykorzystaniem konstruktu genowego pRSVcat wy-
kaza³y (23), ¿e nastêpstwem procedury jest szybkie
wyciszanie ekspresji obcego genu. W badaniach tych
po siedmiu dniach hodowli transgen wykryto u 30%
transfekowanych embrionów. Lepsze wyniki otrzyma-
no po wstrzykniêciu do tarczki zarodkowej DNA ko-
duj¹cego gen niespecyficznej dla ptaków bakteryjnej
b-galaktozydazy. Obecno�æ nieswoistego bia³ka wy-
kryto w pierwotnych komórkach p³ciowych (PGCs)
wyizolowanych z krwi, co dowiod³o mo¿liwo�ci wy-
tworzenia t¹ drog¹ osobników przekazuj¹cych wpro-
wadzone cechy przysz³ym pokoleniom (12). Za naj-
wiêkszy sukces tej metody mo¿na uznaæ wynik
do�wiadczenia, w którym wykorzystano ruchome
elementy DNA � transpozony umo¿liwiaj¹ce lepsz¹
integracjê egzogennego DNA w chromosomach go-
spodarza (15), w rezultacie którego po 12 dniach od
iniekcji DNA do tarczki zarodkowej po³owa osobni-
ków wykazywa³a ekspresjê wprowadzonego genu.
Sze�æ osobników osi¹gnê³o dojrza³o�æ p³ciow¹, a u
jednego z samców obcy gen zosta³ wykryty w nasie-
niu i cecha zosta³a przekazana pokoleniu G1.

Alternatywn¹ metod¹ w stosunku do mikroiniekcji
mo¿e byæ strategia pozwalaj¹ca uzyskaæ ptaki trans-
geniczne za po�rednictwem chimer p³ciowych (cyt. 1).
Do produkcji chimer ptaków wykorzystuje siê totipo-
tentne komórki blastodermalne (BCs) lub pierwotne
komórki p³ciowe (PGCs), charakteryzuj¹ce siê w³a�-
ciwo�ciami komórek macierzystych. Udoskonalona
procedura produkcji ptasich chimer (2, 3, 7) wykorzys-
tuj¹ca iniekcjê BCs do zarodka biorcy wska-
zuje na BCs jako doskona³e narzêdzie
umo¿liwiaj¹ce otrzymanie transgenicznych
ptaków. Zaletami BCs s¹ nie tylko szeroka
dostêpno�æ i ³atwy sposób izolacji, ale tak-
¿e mo¿liwo�æ utrzymywania komórek
w hodowli in vitro przez wiele dni, co u³at-
wia ich transformacjê. Dodatkowo obec-
no�æ w populacji BCs oko³o 20-30 prekur-
sorów gamet � PGCs umo¿liwia uzyskanie
chimer p³ciowych (4), które mog¹ przeka-
zywaæ now¹ cechê na nastêpne generacje.

Plemniki i precypitacja
Komórkami idealnie przystosowanymi

do przenoszenia informacji genetycznej
z pokolenia na pokolenie s¹ plemniki, sta-
nowi¹ce doskona³e narzêdzie do wprowa-
dzania do oocytów egzogennego DNA.
Atutami przemawiaj¹cymi za ich wykorzys-
taniem s¹ nie tylko ³atwiejszy dostêp do
plemników w porównaniu z oocytami i ni¿-
szy koszt ich pozyskania, ale tak¿e znacz-

nie wiêksza liczebno�æ w porównaniu do populacji ¿eñ-
skich komórek rozrodczych. Metodê, która udowod-
ni³a, ¿e taka transfekcja jest mo¿liwa w przypadku pta-
ków, zaproponowa³ Sugihara i wsp. (25). W wyniku
wstrzykniêcia do j¹der koguta plazmidu koduj¹cego
gen acetylotransferazy chloramfenikolu uda³o siê
uzyskaæ ekspresjê genu w miejscu iniekcji trwaj¹c¹
do 28. dnia po zabiegu (25).

Jedn¹ z najstarszych niewirusowych metod trans-
fekcji komórek ptaków jest precypitacja. Obecnie ma
jednak znikome zastosowanie, z uwagi na znaczn¹
toksyczno�æ. W�ród pozosta³ych uniwersalne zasto-
sowanie (BCs, PGCs, plemniki) maj¹: elektroporacja,
nukleofekcja i lipofekcja.

Metody wprowadzania DNA do zarodka
z wykorzystaniem pr¹du elektrycznego

Elektroporacja (ryc. 1) polega na wykorzystaniu zja-
wiska transportu makromoleku³ do wnêtrza komórki,
dziêki pojawianiu siê przej�ciowych porów w b³onie
komórkowej, powsta³ych na skutek dzia³ania pr¹du
elektrycznego. Jednak¿e w wyniku nieumiejêtnego
zastosowania pr¹du mo¿e doj�æ do przekroczenia war-
to�ci krytycznej tolerancji komórki, skutkiem czego
s¹ nieodwracalne zmiany w b³onie komórkowej, co
prowadzi do �mierci na drodze biernego procesu ne-
krozy lub/i czynnego procesu apoptozy. W zwi¹zku
ze specyficznymi w³a�ciwo�ci BCs i PGCs nie mo¿na
zastosowaæ podczas transfekcji parametrów procesu
skutecznych dla innych linii komórkowych, np. ko-
mercyjnie dostêpnych procedur stosowanych dla bak-
terii czy komórek ssaków. Dlatego w dalszym ci¹gu
trwaj¹ badania eksperymentalne nad opracowaniem
procedury elektroporacji zapewniaj¹cej, z jednej stro-
ny, wysok¹ prze¿ywalno�ci komórek, z drugiej za� �

Ryc. 1. Elektroporacja komórek blastodermalnych: A � elektroporacja;
B � migracja DNA do komórki przez otwarte pod wp³ywem pr¹du pory
w b³onie komórkowej; C � komórka, w której parametry pr¹du zosta³y
dobrane nieodpowiednio, komórka ulega nekrozie lub/i apoptozie; D � ko-
mórka, która ujawni wprowadzony gen, parametry pr¹du zosta³y dobrze
dobrane
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wysoki odsetek transfekowanych komórek, ujawnia-
j¹cych ekspresjê transgenu.

Jedna z procedur wykorzystuj¹cych elektroporacjê
polega na zastosowaniu pr¹du o napiêciu 250 V i po-
jemno�ci 950 µF w obecno�ci plazmidu koduj¹cego
gen lacZ. W do�wiadczeniu (12) transfekcji poddano
PGCs wyizolowane z gonad 6-dniowych embrionów.
Po 24-godzinnej hodowli komórki wstrzykniêto do
biorców, bêd¹cych w 17. stadium rozwoju. Gen lacZ
wykryto we wszystkich zarodkach w 6. dobie inkuba-
cji, u 67% w dobie 10. i u 41% osobników po wyklu-
ciu. Natomiast analiza PCR wskaza³a na mo¿liwo�ci
wykorzystania metody do transfekcji PGCs.

Nowatorsk¹ metod¹, która mo¿e byæ równie¿ wy-
korzystana do miejscowego wprowadzania leków
lub immunizacji, jest mikroelektroporacja. W techni-
ce tej zawiesina DNA wstrzykiwana jest in ovo, a elek-
trody przyk³adane s¹ w okolicach iniekcji DNA. Obie-
cuj¹ce rezultaty otrzymano przy zastosowaniu ze-
wnêtrznych elektrod ig³owych przyk³adanych do
zarodka bêd¹cego w X stadium rozwoju (10). W ba-
daniach tych po wprowadzeniu genu reporterowego �
GFP, zjawisko fluorescencji obserwowano w tkankach
zarodka w ci¹gu 48 godzin inkubacji. W do�wiadcze-
niu wykonanym przez Momose i wsp. (18) oko³o 90%
embrionów prze¿y³o pierwsz¹ dobê po elektroporacji.
Ekspresja by³a zauwa¿alna ju¿ w 2,5 godziny po za-
stosowaniu pr¹du i utrzymywa³a siê do 3 doby. Udo-
wodniono te¿, ¿e elektroporacja stosowana in vivo
mo¿e powodowaæ szybk¹ ekspresjê obcych bia³ek,
deponowanych w jaju kurzym (26). W magnum jajo-
wodu uzyskano ekspresjê ludzkiej fosfatazy alkalicz-
nej, która w bia³ku jaja by³a identyfikowana w maksy-
malnej ilo�ci w 2 dni po transfekcji. Efekt okaza³ siê
jednak krótkotrwa³y, poniewa¿ po 4 dniach ekspresja

prawie zanik³a (26). Prawdopodobn¹ przyczyn¹ wyci-
szania ekspresji genów jest obserwowany po elektro-
poracji stopniowy, cytoplazmatyczny rozk³ad egzogen-
nego DNA. Obronny mechanizm trawienia obcego
DNA przez komórkowe endonukleazy mo¿e byæ wiêc
przeszkod¹ uniemo¿liwiaj¹c¹ dotarcie DNA do j¹dra
komórki i pó�niejsz¹ ekspresjê bia³ka. Interesuj¹c¹ pro-
pozycj¹ rozwi¹zania tego problemu jest najnowsza
technologia � nukleofekcja, umo¿liwiaj¹ca wprowa-
dzenie DNA bezpo�rednio do j¹dra komórkowego (11).
Metoda zosta³a opatentowana przez firmê Amaxa,
która nie udostêpnia informacji na temat parametrów
procesu. W badaniach w³asnych (28) wykazano, ¿e do-
bieraj¹c odpowiednie parametry pr¹du elektrycznego
mo¿na uzyskaæ porównywaln¹ do technologii Amaxa
wydajno�æ transfekcji.

Lipofekcja
Równocze�nie prowadzone s¹ badania nad mniej

wydajn¹ w przypadku BCs i PGCs lipofekcj¹, wyko-
rzystuj¹c¹ naturalne w³a�ciwo�ci b³on (ryc. 2). Jej za-
let¹ jest mo¿liwo�æ ochrony przed strawieniem przez
cytoplazmatyczne DNAzy wprowadzanego do komór-
ki DNA, dziêki op³aszczaj¹cym w³a�ciwo�ciom lipi-
dów. Metoda jest tania, ³atwa i bezpieczna w u¿yciu.
Cechuje j¹ niska immunogenno�æ i mo¿liwo�æ wpro-
wadzenia do komórek tak¿e du¿ych fragmentów DNA.
Wydajno�æ lipofekcji jest tkankowo specyficzna, a o
efektywno�ci transportu DNA do wnêtrza komórki
decyduj¹ w³a�ciwo�ci fizykochemiczne kompleksu
lipid�DNA (5).

Jedno z pierwszych do�wiadczeñ z wykorzystaniem
lipofekcji do transfekcji BCs zosta³o przeprowadzone
w 1991 r. (6). Wyizolowane BCs inkubowano w obec-
no�ci konstruktu op³aszczonego Lipofektyn¹TM. Na-

stêpnie komórki zosta³y wstrzykniête do
zarodków biorców (X stadium rozwoju). Po
65 godzinach inkubacji ujawni³a siê aktyw-
no�æ b-galaktozydazy. W przeprowadzo-
nym równolegle do�wiadczeniu, w którym
wstrzykniêto plazmid op³aszczony lipidem
bezpo�rednio do embrionu in vivo zaobser-
wowano jedynie kilka komórek wykazuj¹-
cych ekspresjê genu lacZ (6). Skuteczno�æ
metody transfekcji komórek BCs in vitro za
pomoc¹ lipofektyny zosta³a tak¿e potwier-
dzona w badaniach w³asnych (5).

Prowadzone by³y równie¿ próby wpro-
wadzania genów za pomoc¹ lipofekcji do
PGCs wyizolowanych z krwi i ich iniekcji
do zarodków biorców. W 3. dobie inkuba-
cji 95% embrionów wykazywa³a ekspresjê
egzogennego bia³ka w gonadach, podczas
gdy w�ród wyklutych piskl¹t jedynie
w 11,1%. Cecha nie podlega³a dziedzicze-
niu (21). Prowadzone by³y tak¿e badania
nad lipofekcj¹ PGCs wyizolowanych z go-
nad. W do�wiadczeniu z zastosowaniem

Ryc. 2. Lipofekcja: A � przyci¹ganie pomiêdzy dodatnio na³adowanym
lipidem i DNA o ³adunku ujemnym; B � przyci¹ganie pomiêdzy lipidem
o ³adunku dodatnim i b³on¹ komórkow¹ o ³adunku ujemnym

A
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Lipofektaminy uzyskano jednak nisk¹ ekspresjê genu
lacZ, na poziomie 17% (12).

Innym wariantem techniki wykorzystuj¹cym lipo-
fekcjê jest bezpo�rednia iniekcja lipofektanta z DNA
do zarodka bez uprzedniej inkubacji z BCs. W do-
�wiadczeniu z jej wykorzystaniem po 48 godz. inku-
bacji odnotowano 52,7% prze¿ywalno�æ zarodków,
spo�ród których 41,4% ujawni³o obecno�æ egzogen-
nego genu lacZ (20). Jak du¿e znaczenie ma rodzaj
zastosowanego lipofektanta dowiedziono, stosuj¹c ten
sam plazmid, ale inny lipofektant-DDAB. W rezulta-
cie uzyskano wy¿sz¹ ekspresjê genu � na poziomie
80% w embrionach 3- i 4-dniowych przepiórek. Prze-
¿ywalno�æ embrionów by³a równie¿ wysoka. Wyklu-
³o siê 35% ptaków (22).

Nowatorski sposób transfekcji komórek zapropono-
wa³ Maruyama i wsp. (16), w którym dzia³anie pr¹du
po³¹czono z wcze�niejsz¹ inkubacj¹ komórek z plaz-
midem w obecno�ci lipofektanta. Po trzech dniach in-
kubacji 75% embrionów wykazywa³a ekspresjê b-ga-
laktozydazy.

Próbowano równie¿ wykorzystaæ metodê balistycz-
n¹ do transfekcji zarodków. Jednak mimo wysokiej
skuteczno�ci (wydajno�æ ekspresji 100%) jej efektem
by³a wysoka zamieralno�æ embrionów wynosz¹ca 75%
(24).

Sortowanie komórek
Niedawno pojawi³a siê nowa koncepcja, zmierzaj¹-

ca do zwiêkszenia puli transfekowanych komórek
wprowadzanych do zarodków biorców. Jej podstaw¹
jest mo¿liwo�æ magnetycznego i/lub fluorescencyjne-
go sortowania komórek (14, 19, 27). Dziêki wykorzys-
taniu elektroporacji z plazmidami koduj¹cym gen LacZ
i przeciwcia³a mysie Kk oraz zastosowaniu sortera
magnetycznego MACS uzyskano populacjê BCs wy-
kazuj¹c¹ oko³o 1,4 razy wy¿sz¹ ekspresjê genu LacZ
w porównaniu z grup¹ kontroln¹ (27). Przeprowadzo-
no tak¿e udane próby izolacji PGCs przy pomocy sor-
tera fluorescencyjnego FACS (19). Rezultaty te wska-
zuj¹ nowy kierunek prowadzania do�wiadczeñ w przy-
sz³o�ci.

Przedstawione badania wskazuj¹ na mo¿liwo�æ
wykorzystania zarodkowych komórek ptaków, jako
doskona³ego obiektu umo¿liwiaj¹cego tworzenie trans-
genicznych ptaków. Na wydajno�æ ich transformacji
sk³ada siê wiele czynników: metoda transfekcji, miej-
sce transfekcji, rodzaj u¿ytego plazmidu i jego tok-
syczno�æ, jak równie¿ zastosowanie sortera. W zwi¹z-
ku z dynamicznym rozwojem przedstawionych metod
istnieje wysokie prawdopodobieñstwo, ¿e w niedale-
kiej przysz³o�ci mo¿liwe bêdzie pozyskiwanie szero-
kiej gamy ludzkich bia³ek terapeutycznych w tkankach
bioreaktorów ptasich.

Pi�miennictwo
1.Bednarczyk M.: Manipulacje komórkami embrionalnymi ptaków. Biotech-

nologia 2003, 60, 37-47.

2.Bednarczyk M., £akota P., Grajewski B.: Ocena prze¿ywalno�ci zarodków
kaczych i gêsich po iniekcji do jamy podzarodkowej komórek blastodermal-
nych dawców. Medycyna Wet. 2003, 59, 521-524.

3.Bednarczyk M., £akota P., Siwek M.: Improvement of hatchability of chic-
ken egg injected by blastoderm cells. Poult. Sci. 2000, 78, 1283-1288.

4.Bednarczyk M., £akota P., S³omski R., Paw³owski A., Lipniski D., Siemie-
niako D., Lisowski M., Czekalski P., Grajewski B., D³u¿niewska P.: Recon-
stitution of a chicken breed by inter se mating of germline chimeric birds.
Poult. Sci. 2002, 81, 1347-1353.

5.Bednarczyk M., P³ucienniczak G., P³ucienniczak A., £akota P., Sochanik A.,
D³u¿niewski P., Grajewski B.: Expression of exogenous genes in blasto-
dermal cells of chicken in vitro. Folia Biol. 2003, 51, 189-194.

6.Brazalot C. L. Pettite J. N., Etches R. J., Verrinder Gibbins A. M.: Efficient
transfection of chicken cells by lipofection, and introduction of transfected
blastodermal cells into the embryo. Mol. Reprod. and Dev. 1991, 30, 304-
-312.

7.Czekalski P., Bednarczyk M.: Wp³yw chimeryzmu na wybrane cechy repro-
dukcjne kogutów. Medycyna Wet. 2006, 62, 85-88.

8.Das R. C.: Production of therapeutic proteins from transgenic animals. Bio-
Business 2001, 2, 60-64.

9.Dyck M. K., Lacroix D., Pothier F., Sirard M. A.: Making recombinant pro-
teins in animals-different systems, different applications. Trends Biotechnol.
2003, 21, 394-399.

10.Furuta H., Fujihara N.: Introduction of exogenous genes into chicken
embryos by electroporation using a needle type electrode J. Poult. Sci. 2000,
37, 334-340.

11.Hamm A., Krott N., Breibach I., Blindt M. D., Bosserhoff A.: Efficient trans-
fection method for primary cells. Tissue Eng. 2002, 8, 235-245.

12.Hong Y. H., Moon Y. K., Jeong D. K., Han J. Y.: Improved transfection
efficiency of chicken gonadal primordial germ cells for the production of
transgenic poultry. Transgenic Res. 1998, 7, 247-252.

13. Inada S., Hattori M. A., Fujihara N., Morohashi K.: In vivo gene transfer
into the blastoderm of early developmental stage of chicken. Reprod. Nutr.
Dev. 1997, 37, 13-20.

14.Levoir M. van de, Diamond J. H., Leighton P. A., Mather-Love C., Heyer B. S.,
Bradshaw R., Kerchner A., Hooi L. T., Gessaro T., Swanbeg S. E., Delany M. E.,
Etches R. J.: Germline transmission of genetically modified primordial germ
cells. Nature 2006, 441, 766-769.

15.Love J., Gribbin C., Mather C., Sang H.: Transgenic birds by DNA micro-
injection. Biotechnology (N Y) 1994, 12, 60-63.

16.Maruyama K., Kagami H., Matsubara Y., Harumi T., Tagami T., Naito M.:
Transfection of blastodermal cell with reporter genes and expression in early
chick embryos. Jap. Poult. Sci. 2000, 37, 142-153.

17.Max A.: Practical use of animal reproductive biotechnology. Medycyna Wet.
2001, 57, 697-776.

18.Momose T., Tonegawa A., Takeuchi J., Ogawa H., Umesono K., Yasuda K.:
Efficient targeting of gene expression in chick embryos by microelectropora-
tion. Develop. Growth Differ. 1999, 41, 335-344.

19.Mozdziak P. E., Angerman Stewart J., Rushton B., Pardue S. L., Petitte J. N.:
Isolation of chicken primordial germ cells using fluorescence-activated cell
sorting. Poult. Sci. 2005, 84, 594-600.

20.Muramatsu T., Mizutani Y., Ohmori Y., Okumura J.: Comparison of three
nonviral transfection methods for gene expression in early chicken embryos
in ovo. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1997, 230, 376-380.

21.Naito M., Sano A., Harumi T., Matsubara Y., Kuwana T.: Migration of
primordial germ cells isolated from embryonic blood into the gonads after
transfer to stage X blastoderms and detection of germline chimaerism by
PCR. Br. Poult. Sci. 2004, 45, 762-768.

22.Oguchi S., Kamihira M., Tachibana J. Y., Ilijima S.: Exogenous gene trans-
fection into quail embryo using cationic lipid vesicles. J. Ferm. Bioeng. 1998,
86, 118-120.

23.Oshop G. L., Elankumaran S., Vakharia V. N., Hecket R.: In ovo delivery of
DNA to the avian embryo. Vaccine 2003, 21, 1275-1281.

24.Ribeiro L. A., Mariani P. D. S. C., Azevedo J. L., Rech E. L., Schmidt G. S.,
Coutinho L. L.: A biolistic process for in vitro gene transfer into chicken
embryos. Braz. J. Med. Biol. Res. 2001, 34, 1115-1124.

25.Sugihara K., Park H.-M., Muramatsu T.: In vivo gene electroporation
confers strong transient expression of foreign genes in the chicken testis.
Poult. Sci. 2000, 79, 1116-1119.

26.Takami H., Watanabe H., Ohmori Y., Park H.-M, Muramatsu T.: Human
alkaline phosphatase expression and secretion into chicken eggs after in vivo
gene electroporation in the oviduct of laying hens. Bioch. Biophys. Res.
Comm. 2002, 292, 88-93.

27.Tsunekwa N., Naito M., Sakai Y., Nishida T., Noce T.: Isolation of chicken
vasa homolog gene and tracing the origin of primordial germ cells. Develop-
ment 2000, 127, 2741-2750.

28.Wawrzyñska M., Bednarczyk M., Lakota P., Lubiszewska M.: Influence of
electroporation on chicken blastoderm cells� viability in vitro. Vet. Med.
Praha 2006 (w druku).

Adres autora: mgr in¿. Magdalena Wawrzyñska, ul. Mazowiecka 28,
85-084 Bydgoszcz; e-mail: magda-waw@wp.pl


