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Zwierzeta transgeniczne

Zaklad Patofizjologii

W wyniku zaplodnienia, rodzice prrzekazuja
nolowe svyowh QDGOW potemstwu. Geny te
steia sie i teg ) . nowego organizmu
i r*c‘pf‘wla ig 7 d mei‘"a(ﬂe iego cech. Nie-
zaleina segregacia ch mmnsomow w czasie me-
jozv 1 ich rek Qm‘mmvn W howﬁta]_am/m orga-
nizmie potemnvm, rzapewnia zrdznicowanie

genetyczne pomiedzy no"zczeﬂolnym1 osobnika-~
mi dan-~go gatunku. Rozmnazanie plciowe za-
pewnia wiee zarowno podobienistwa, jak i pew-
ne ré&znice. Dobér naturalny w obrebie tej
zmiennodci  jest podstawa ewolucji; selekcja
sztuczna umozliwia dobor cech zwierzgt ho-
dowlanvych uznanych za najbardziej wartoscio-
we nrzez hodowcow.

Szvbkosis odrowiedri na gelekeje danei ce-
chv zalezv hezpodrednio od zmiennodei gene-
tvernei w populacii. Dowodem tego iest wzmo-
zana ndpowied? na dobdr sziuczny w pepu-
Iacjach Drosophilyg melanogaster z czgstkami
transnorvevinymi w neréwnaniu 7z populacia-
Fez tych ezastelr (22). Inhibitorv cvtopla-
7matyerne ruchowi  elementaw
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q1nn1r~1m,ve fk lonow mnm\ usuwa 'm*mrmf‘ ge-
netverna pomiedzy poszezegbélnymi oaobn)ka—
mi. Moina w ten sposéh zapobhiesaé zmia-
nnm 1 ravewniaé replikacie istniejacych war-
toiciowych genotypow.

Technika
przeszerenia

rekombinacit DNA 1 technnlogia
ia rzarodkow  otworzyly
wonrowadrania specyficrnyeh gendow u e
rzat (9), ich ekspresii (3, 36, 37) i transrmsji
dn nastennych vpeokolenn (B, &), Zwierzeta no-
s7ace nawe geny nazvwane sa zwierzelami
tranegenicznvmi. Ostatnie ogiggniecia w po-
=nantuy struktnry 1 ekspresji gendw oraz moz-
liwode] ineerowania w ich strukture Umoﬂi-
in sterowanie zmiennndeias w pozgdanvym
ki Revrndukeia  transgeniczna  moze
1akm‘ iowo har-

skadé lub

wia

nezynié zwi m‘7eta Joecmwo i

stopien adaptacji.

Poprzez wykorzystanie superswulacii i prze-
szczeplania zarodkdow mozna wplywad zdecy-
dowanie na stopien odpowiedzi na dang ce-
che w sztucznej selekeji bydla copasowego. U
bydia mlecznego mozna uzyskaé¢ odpowiedz
w malym s’tadne nie rézniges sie od wyni-
ké&w uzyskan""h na podstawie szerokich pro-
graméw bazujgeych na ccenie potomstwa (19,
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8). U owiec i kéz technika ta dala zadowala-
are efekty (31), klonowanie natomiast miato
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ma’ry wpltyw (7).
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Technike transferu gendéw mozna podzieli¢
na trzv zasadnicze grupy: mikroiniekeji, in-
fekeil wektforami retrowirusowymi i transferu
komérek pnia.

Najbardziei rozpowszechniong metodg otrzy-
mywania ssakéw transgenicznych jest mikro-
inielcia DNA do przedjadrza zaplodnionej
komorki iajowej. Duze ilosci komorek jajo-
wych otrzymuje sie zwykle w jednym cyklu
rujowvm po sprowokowanej superowulaciji.
Sa one unieruchamiane przez przyssanie do
nipety o tepy koticu. Do jednego z przedja-
drzv  zaanurza sie delikatnie mikropipetke
iniekevina 1 wstrzykuie okolo 2 pl roztworu
rawierajacego kilkadziesigt do kilkuset czg-
sterzek DNA. Prrezyvwaiace komérki jajowe
) wszczepipﬂn matkom ?asfenc7v u ktérych
o dalazy  ich rozwd6ij. Pewna czest
7\’7%\#73‘5 pechodzacych z komérek jajowych
noddanych iniekeii, moze byé nosicielami no-
wveh gendw. Zwierzeta transgeniczne najeze$-
ciei posiadaia wprowadzone genv we wszyst-
leich komérkach, Zintegrowany DNA jest za-
wwyezai obeenv w wielu kbpiach jako powtd-
enie fandemowe whbudowane w pojedynczy
locus.

Obecnos¢ genu we wszystkich komoérkach
jes’s nrawdopodobnie wynikiem integracji
rierwszvm npoadzialem. Praktyeznym
stwem tedn jest fakt, Ze transmisja do
jest bardzo sprawna. Poste-
zdecvdowanie skuteczne w
mvszy, u ktdryvch 20% kombrek
injowwvch prrezvwa iniekeie i transfer. Po-
ie woweras potomstwo, bedgce w 25% no-
sicislami nowyvch genow (4). Mikroiniekecje by-
tr ter stosowane do otrzvmania transgenicz-
ryvch krdlikow, éwin i owiec (13), jednak licz-
ba zarodkdw, ktére rozwinely sie w transge-
ricrzne mlode bvla nizsza. Zamieranie zarod-
kéw bvlo snowodowane uszkodzeniem fizvez-
nvm w czasie iniekeii, nieprawidlowosciami
w  prrzeszezepianiu, albo letalnym uszkodze-
niem genetveznym wskutek wprowadzenia ge-
nu w niendpowiednie miejsce.

'1eqf

nowanje to
nrrvnadiog

Mikroiniekeje stosuje sie czesto u zwierzat
gospodarskich, ktorych komérki jajowe sg nie-
przejrzyste, co utrudnia dostrzezenie jadra. U
owiec wymaga sie uwaznego mikroskopowania
z zastosowaniem kontrastowania interferencyj-
nego (13). Przedjadrza $wini mozna uwidocznié
metodag wirowania komorek jajowych (29).
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Transfer gendw na drodze mikroiniekeji komo-
rek jajowych wymaga duzej ich liczby i okre-
$lonego stopnia rozwoju. Metoda ta jest bardzo
praco- i czeeachlonna u dizveh zwierzat, totez
ie cie innvch drés, ktdre mostvby
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wutor nods inkernoracii cenu. Jedna z
nich mare b-¢ wiykorzystanie wektoréw retro-
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i lomarki iest loniowanv w
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i whndrwvwanie ga bardzo wv-
Welktary retrowiriisowe  konstruo-

doine (1),
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T nmin welrazitia e
Trinrimnly 4on mncbanndio va antsrmitanie (1 5‘ 25).
toi metady dect falet, Fe wv-
wenAtinfalznif 5 zalatnym wirtgsem
pomeeniczym. Wymaga ona tez komorek jajo-
bum podziaty, tvm samvm powsta-
a transcenicrme moga bvé mo-
=nikowe, linia potomna stzie sie chimeryezna
i trepsmisia gendéw mniej efektvwna. Jednak w
vrreciwienstwie do techniki mikroiniekevineij,
gerv transferowane przv uzveiu wektoréw re-
trowirusowvch g9 whudowywane w postaci po-
iedvnezyeh kopii.

Nigdaradnpinia
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wyveh woet

inra wwiso

Komorki onia pochodzace z zarodka sg ko-
morkami  multipotencielnvmi, izolowanymi =z
wewmetrznej warstwy komdrek blastocyst (6,
23). Mocg one rosnaé in vitro przez dlugi czas
i nasternie bvé worowadzare do blastocvsty.
Wrreowadzome komoérki wvdajnie kolonizuig
wewnetrzna mase komdrek blastoevsty 1 biorg
ud-ial w rovwaoiu zwierzecia, ktore staje sie mo-
zailowe pod wzsledem komérek pochodzacych
z blastocysty macierzyste] i wprowadzonych
komdarels pnia (2. Wprowadzone komérki pnia
rezactniczs zardwno w kaztaltowaniu komoérek
sematvernvaeh dalk i rozrodezveh. Korzyécia ply-
nara iect mozliwodé wnrowa-
dzania cendw do komobrek pnia in vitro. Komor-
Fi po maninulacii genetveznei mozna selekejo-
nowat i chavalktervzowaé bezpasirednio nastep-
nie worowadzaé do blastocysty tylko te, ktére
posiadaja zadowalajgeg charakterystyke. Tg
droga otrzymano mozaikowe zwierzeta transge-
niczne (21, 38). Wykazano tez ekspresje gendw
wrrowadzonych tg droga (21), jakkolwiek o
przekazywaniu tych cech w linii potomnej
brak {est blizszvch danych. Nadal brak jest
doniesien o liniach komoérek pnia pochodzgcych
z zarodkdéw izolowanych od innego gatunku niz

myszy.

7 teon ennsohn
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Mozliwoéei manipulacji fenotypami zwierzat
tkwiace w transferze genéw wykazano najdo-
bitniej na ,gigantycznych” myszach (28). Zwie-
rzeta te byly nosicielami genu metalotioneina
(hormon wzrestu szczura) i osiggnely w 74 dniu
zycia ciezar 1,9 razy wiekszy niz myszy kon-
trolne, nietransgeniczne. U myszy tych hormon
wzrostu szezura syntetvzowany byt ped kon-
trola promotora metalotioneiny w watrobie,
miejscu ektopowym syntezy hormonu wzrostu.
Ektopowa ekspresja genu nie jest wrazliwa na
mechanizmy sprzezenia zwrotnego, dzialajgce w
normalnych warunkach. W konsekwencii ste-
zenie hormenu wzrostu u tych myszv bylo 700
razy wigksze niz u zwierzgt kontrelnych. Po-
dobne wvniki uzvskano u mvszy wvkazuiacych
wysoki poziom ludzkiego (29) lub bydlecego
(11) hermonu wrrostu. Wtérnym efektem nie-
normalnie wvsckiego poziomu hormonu wzro-
stu jest czesta nieplodnosé u samic (10, 11). O-
trzymano tez myvszy wvkazujace ekspresje
czynnika uwalniaiacego hormon wzrostu czto-
wieka pod kontrola promotora metalotioneiny
(12). Podwyzszone stezenic tego czvnnika sty-
mulowalto syvnteze hormonu wzrostu w vrzv-
sadee, wlaseiwym mieiscu iego syntezy. Poste-
powanie takie nie wywolywalo nieptodnosci
samic.

Opréez  wyzei nrzvtoczonveh  przvkladow,
wskazuiaeveh ne morliwoéei ich zastosowania u
przezuwaczv. uzvskano caly szereg innveh da-
nych przy uzyciu myszy transgenicznych, do-
tvezacych regulacii ekspresjii gendéw, onkoge-
rezy i regulacii gendw 4kontrolujacych synteze
immunogichulin (27).

Dodatkowe genvy powinny potencialnie pro-
wadzi¢ do syntezy dedatkowveh bialtek. Kie-
runki wspélezesnyeh hadssd winnv wiec kon-
centrowacé sie na mozliwodsiach wprowadzania
genow dla nowvch biste's I:h na nrodukeii bia-
tek istniejacych w wiekszy

> ilosciach w roz-
nvch tkankach lub tez w réznvym czasie. Bial-
ka dzialaja jako sygnalv (hormenv), enzymy,
lub tworza okreflone elementv strukturalne,
iak welna, mieso lub mleko. Wzmezenie synte-
zy hormonu wzrostu w crasie Isktscii moze
spowedowat np. wzrost wydainosel mlecznei.
Wiele reakeii enzymatyeznych skiada sie z
licznych  etapow, z ktorveh kazdy zalezy od
wplvwu innego enzymu. Cvkl reakeii nie jest
wrazliwy na zmiany aktvwnodei poszezegdlnveh
enzvmoéw. Odwrotnie, selekeia tyeh zesvolow
enzymatveznveh w szlaku przemian bioche-
micznveh, moze wzmagaé ekspresje fenotvpow;
przvkladem moga tn byé enzvmy svyntezv
NADP, ktérveh wwvsolki poziom jest dodatnio
skzorelowanv z gruboeseia tiuszezu grzbietowego
u $Swini (25). Staje sie wiec konieczne zastoso-
wanie wspodlczesrveh technologii do zbudowa-
nia svstemu kodowania niektérych enzymow.

Zastosowanie technelogii fransgenicznej do
wzmozenia szyhkosei konwersji substratu w
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produkt zalezy od rozwoju konstrukeji multige-
nowych.

W obrebie trzeciej klasy produktéw genow
znajdujg sie okreélone biatka, np. mieéni, welny
i mleka. Spoéréd tej grupy produktow, tylko
biatka mleka i welny sa $cisle okreslone, po-
niewaz bialka mieéni podlegaja stale cyklicz-
nej wymianie. Badano dokladnie geny keraty-
ny, wykazano jednak, ze mRNA tego bialka
jest nieobecny w pecherzykach welny i tym
samym stopien produkcji welny jest ograniczo-
ny bardziej dostepnoscia niezbednych amino-
kwaséw, mniz mozliwoécia przenoszenia przez
mRNA (40). Natura jakosciows i proporcje bia-
lek mleka i welnv moga jednakse bvé zmienio-
ne przez wprowadzenie gendw ulegaiacvch eks-
presji odpowiednio w gruczole mlekowym i pe-
cherzvkach welny., W 1982 r. Palmiter i wso.
(28) zasugerowali, Ze transgeniczne myszy mo-
ga bvé uzvteczne w produkeii pozadanveh bia-
tek. Inni avtorry vwazaia, Zze oruczol mlekowy
owiec moze bvé vkiadem z wyboru dla zastoso-
wan praktycznych (20).

Mleko sklads sie w wiekszodei 7 wody, thisz-
czu, laktezy i bialka. Najwasnieiszymi hia¥ra-
mi w mleku nrzerrweezy eq kaweina, hetglalto-
globulina i alfa-lakfalhumina. Biatka te svnte-
tyzuje gruczol mlekowy, inne — jak np. alhumi-
na, przechodzy do maleka z krwi. Jak juz
wspomniana. produlkeia transsenicznyeh nrrze-
zuwaczy jest ezasochlonna. knsztowna i iak do-
tvehezas  nie stesowana rutvnown. Cras do-
$wiadezen prowadzonvch na przezuwaczach jest
hardzo dtugi: u owier more ~n wvnosié 23
lata od czasy wetrzvkniccia DNA do komarki
iatowei do chwili norvskania mleka od trans-
ceniczned samicv. Ovracowann zatem dwa mo-
dele: hodnwle tkankewe arvazoht mlelrgureon,
na ktarveh maina hadaé efelrbrunaéa Inh glter-
natvwne konstrizkeic ne trangfelrnil orer mv-
ezv transcenicrne. Pomiewns nie iest
merliwe otrzvmanie catkawiecie »»&7nicowanveh
kultur thankowveh grurzaht mlel-avrean, avray
fakt 7e mvszv transrenicrne =a hardziei ade-
Lwatnvm modelem. ten ostatni vie navostawia
wvhoriu: dla tranroeniernyeh myvary adeten rvac
st miedzv iniekcis do kemdrki jajowej a lakta-
cia wynosi okoto 3 miesiecy.

iednalr

Wviznlowano od owev dgen kodyiacv heta-
laktoglobuline i worowadzono go do genomnu
myszv, ktAry normalnie nie kodnie teco hialtka,
W elektroforezie biatek mleka mverv stwierdzo-
no frakeie wspAlmioruiaca z frakein beta-lak-
toslobulinv owev. Sterenie tego bialka wvno-
sito okolo 20 mg/ml. Wskazuie to, 7ze gen bial-
ka mleka owev zestal worowadzonv do genomu
myszv w gposth zezwalaiacv na eksnresie w
homolosicznei tkance. Radania hedowlane wvy-
kazaly takze. Ze gen i jeco eksnresia sg wro-
dzore. Nie wiadomo jednak. czv ekspresia osra-
nicza sie tvlko do pruczolu mlekowego i czv
rseny binlka mlcka moea bvé vivte jako noéniki

genéw strukturalnych dla innych specyficznych
biatek.

Produkcja wysokowartosciowych bialek, np.
0 znaczeniu terapeutycznym, lub enzymow
przemystowych, jest prostym przykladem za-
stosowania technologii transgenicznej u przezu-
waczy takich jak bydto, kozy czy owce. Zywa
ekspresja beta-laktoglobuliny owcy u myszy
takze wskazuje, ze catkiem mozliwe jest uzy-
skanie wzrostu zawartofei bialka w mleku
przezuwaczy przez wprowadzenie dodatkowych
genow strukturalnych. Manipulacje takie mo-
glyby mieé na celu przede wszystkim wzrost
wartosci odzywezej mleka lub zmiane jego cech
jakoéciowych dla zwiekszenia przydatnosci do
przerobu przemysiowege. Innym celem moze
byvé chrizenie zawartodei laktozy w mleku. Jest
ona nie tvlko najmniej wartoéciowym skladni-
kiem mleka, lecz takze znakomita wiekszodé
ludzi nie posiada zdolnosci do jej trawienia w
okresie niemowlecym. Dzieci te nie moga spo-
zywaé mlelza i jego przetwordéw bez powaznvch
nastepstw zdrowotnych. Z tveh powodéw pro-
dukcja mleka bezlaktozowego jest interesujaca
i waina. Jednym ze sposobdéw osiggniecia tego
celu moze bvé uzvskanie zwierzat wydzielaja-
cych do mleka laktaze, enzvm hyvdrolizujacy
laktoze. W ten sposdb cukier ten moéglhy byé
rozkladany do glukozy i galaktozy in situ. Dru-
gim sposchem mogloby bvé zapobieganie syn-
tezie tego skladnika w gruezole mlekowym,
ktadra wvmara alfa-laktalbuminy jako czvnnika
bioracego udzial w polaczeniu glukozy i galak-
tozy. Wymaealebv to wygaszenia eksoresji ge-
nu slfa-laktalbuminy.

Mozliwedé uzveia zwierzecveh linii transece-
ricznveh vociada jednak dwie wady (32). Po
pierwsze — w obecnej chwili brak jest mozliwos-
ci kontroli nad miejscem whudowywania genu.
Jeshi efekt hornodredni czedeiowei fuzii genéw
mote hvé podobny o kardorazowvym  eco
wprowadzenin, wvniki pofrednie sa trudne do
nrzewidzenia z powodu wplvwu inkorporowa-
nego genu na czynnosé genow sasiednich, Kaz-
da introdukeia transgeniczna winna bvé zatem
oceniana oddzielnie. Po drugie — zwierzat
transgenicznvch nie mozna oceniné na podsta-
win noiedynezyeh gztulz, MoZe wiec okazaéd sie
konjecznym stworzenie populacii hemi- i ho-
mazveet rod wreledem movrego genu dla oce-
nv zamierzonego efektu,

Integracia nowego genu powoduie rozerwanie
gendw genomu mosiciela, nmazvwame  mutacia
wstaweza” (27). Jedna 7z konsekwennii rozerwa-
nia gendw endogennveh w mieisen inkornoracii
moze bvé to, ze niekorzvstne skutki uboezne
transgenezv moga bvé w mehi recesvwne. 7
tero powodu konieczne iest testowanie nomu-
lacil zardwno homozvootvernveh, jak i hemi-
zvgotveznveh, Wiele mutacii wstawezveh iest

76 hvé hardzn ezesta
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Celem wracy bvlo okredlenie wolywu do-
mi e;s’ JOVVQJ iniekeji furosemidu na wielkosé

zenil wodnych

oepzanizmu cizlat.

Material i metody

Doswiadezenie przeprowadzono mna 15 cieletach-
-byczkach rasy cb. w wieku 65—70 dni, o $redniej
masiz ciala 90 +5 kg Na kazdym zweirzeciu doko-
nano pomiaru objetosci wody calkowitej (TBW), ply-
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