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ianem zwierzt transgenicznych oké®-  wykorzystywanym do modyfikacji, mggych na
my zwierzta, u ktérych zmieniono gatun- celu uzyskanie transgenicznych osobnikéw, stu-
kowo specyficzny genom poprzez wprowadze-zacych jako modele ludzkich choréb lub jakgp
nie egzogennego DNA o dowolnym pochodze-we fabryki (bioreaktory) biatek o znaczeniu tera-
niu (tzw. transgenu)Modyfikacje genetyczne peutycznym.
wprowadzane u zwiegz gospodarskich magdo- Coraz czsciej kroliki odgrywap istotry
tyczy¢ uzyskania okrdonych cech hodowlanych, role w poznaniu przyczyn i przebiegu oraz
takich jak poprawa jakoi migsaswinskiego lub  w procesie poszukiwania sposobéw leczenia ta-
cech, ktére zostanwykorzystane na potrzeby kich chordb, jak: mizdzyca, cukrzyca, nowo-
przemystu farmaceutycznego czy biomedycyny. twory czy kardiomiopatia przerostowa (Bosze
Pierwsze doniesienia dotyce uzyska- iin., 2003; Fan i Watanabe, 2003). Transgenicz-
nia transgenicznych krolikow pojawityesiv po-  ne ssaki, w tym kroliki, g najlepszymi bioreak-
towie lat 80. ubiegtego wieku i stanowity prze- torami ze wzgldu na zdoln&¢ przeprowadzania
tom w rozwoju badé& nad wykorzystaniem tych potranslacyjnych modyfikacji, prowagtzych do
zwierzt jako bioreaktoréw oraz jako modeli uzyskania aktywnych biologicznie biatek (Wells,
ludzkich chordb. Do produkowania transgenicz-2010). W trakcie jednego roku samica krélika
nych krélikow stosuje si wspotczénie takie moze mi€ 8 laktacji, trwagcych srednio po 4-5
metody, jak: mikroiniekcja DNA i klonowanie tygodni. Od jednej samicy krolika w czasie jed-
somatyczne. Podejmowane séwniez préby  nej laktacji mana uzyské okoto 1 litr mleka.
wykorzystania transfekowanych plemnikéw ja- Jest to ilé¢ wystarczajca do uzyskania 1 kg
ko nasnikow egzogennego DNA w celu uzyska- biatka o dziataniu terapeutycznym w skali 1 roku
nia transgenicznych krolikbw. (Lipinski i in., 2008). Do tej pory uzyskano kré-
liki produkujace w mleku takie substancje, jak:
ludzki hormon wzrostu — GH (z ang. growth
Wykorzystanie krolikbw w badaniach biome-  hormone) (Liphski i in., 2003), ludzki czynnik
dycznych wzrostu nerwow — hNGH (z ang. human ne-
rve growth facto}) (Coulibaly i in., 1999) oraz
Kroliki sa zwierztami tatwymi do ho- ludzka erytropoetyr (Rodriguez i in., 1995).
dowli, ptodnymi i plennymi. Gjza trwa u nich
28-31 dni, a czas agjni¢cia dojrzatdci piciowej
jest stosunkowo krétki — okoto 5 miesy. Po-  Metody uzyskiwania transgenicznych krolikow
nadto, od krélikbw mgna uzyskiwé potomstwo
kilkakrotnie w cagu roku. Wspomniane cechy Najczsciej stosowan metody, produkcji
powodup, ze krolik jest gatunkiem coraz gziej  transgenicznych krolikow jest mikroiniekcja

Prace przegl gdowe 31



A. Skrobiszewska

DNA do przedjdrza zaptodnionej komérki ja-
jowej. Metoda ta jest skomplikowana, a jej wy-

dajna¢ nie przekracza 4% osobnikow transge-

stas¢ integracji konstruktu genowego przy zasto-
sowaniu tej techniki jest wksza. Ponadto,
transgeniczne samice, otrzymane w wyniku mi-

nicznych uzyskanych w odniesieniu do zygotkroiniekcji do obydwu przedgrzy produkug

poddanych mikroiniekcji (Jura i in., 2010).
W zwigzku z tym stosuje sirdznego rodzaju
modyfikacje w celu zwikszenia efektywngei

tej metody mikroiniekcji. Ponadto, rozwijang s

alternatywne metody transgenezy, takie jak: klo-

nowanie somatyczne, a takpodejmowane pro-
by wykorzystania plemnikéw jako #oikdw
egzogennego DNA.

Mikroiniekcja DNA

Mikroiniekcja DNA jest najstargzme-
todg transfekcji wykorzystywan do produko-
wania transgenicznych zwiaetz Polega na
wprowadzeniu konstrukcji genowej do przedj
drza zaptodnionej komorki jajowej. Wydagio
tej metody zalgy od wielu czynnikéw, takich
jak sezenie DNA, czysté¢ roztworu DNA
i forma wprowadzanego wektora: kolista lub li-
niowa z epymi lub lepkimi kaicami. Istotna jest
rowniez wielko$¢ wprowadzanego konstruktu
genowego. Im ditszy odcinek DNA jest wpro-
wadzany, tym mniejsze jest prawdopoddbie
stwo integracji (Brinster i in., 1985; Smgr
i Stomski, 2005). Pierwsze préby uzyskania
transgenicznych kroélikbw metgdmikroiniekciji
DNA zostaly przeprowadzone przez Brema i in.
oraz Hammera i in. w 1985 W doswiadcze-
niach tych do przedgrza zaptodnionej komorki
jajowej krélika wprowadzono gen kodujy
ludzki hormonu wzrostu — GH (z ang. growth
hormone) pod kontral promotora mysiej meta-
lotioneiny (Brem i in., 1985; Hammer i in.,
1985). Byly to pionierskie prace, ktore wykazaty
mozliwos¢ wykorzystania krélika jakaywego
bioreaktora.

Z powodu niskiej wydajriei klasycznej
metody mikroiniekcji DNA, wynosgzcej u kroli-
kow 4% osobnikow transgenicznych #iavych
do uzyskania w odniesieniu do liczby zygot
poddanych mikroiniekcji (Jura i in., 2010),
wprowadza s modyfikacje, majce na celu
zwiekszenie jej efektywnii. Jedm z nich jest

przedpdrzy zaptodnionej komorki jajowej
(Chrenek i in., 2005). Badania wykazatg, cz-

wiecej okrglonego biatka w mleku nisamice
otrzymane w wyniku mikroiniekcji do jednego
z przedydrzy (Chrenek i in., 2005).

Jura i in. (2010) porownali skuteczdo
metod: klasycznej mikroiniekcji oraz lipomi-
kroiniekcji. Lipomikroiniekcja jest modyfikagj
standardowej mikroiniekcji DNA, w ktorej do
transportu DNA do przesjirza wykorzystuje
sie liposomy. W transfekcji komérek somatycz-
nych dodatnio natadowane liposomy utiwia-
ja transport transgenu przez bjokomadrkowy
i jego integragj z jadrowym DNA. Zygoty oto-
czone g ostonk przejrzyss, ktéra uniemaliwia
przenikanie kompleksu liposomy — DNA, dlate-
go konieczne jest wprowadzenie mieszaniny li-
posoméw i DNA do przestrzeni okaiattkowej.
Pomimoze metoda lipomikroiniekcji jest prost-
sza w wykonaniu i w mniejszym stopniu uszka-
dza transfekowane zygoty, okazalg gednak
mniej efektywna od klasycznej mikroiniekciji.
Liczba blastocyst wykazggych ekspres;
transgenu jest dwukrotniezsza w poréwnaniu
do liczby transgenicznych blastocyst uzyska-
nych przy pomocy klasycznej metody mikro-
iniekcji. Badania te prowadzone byly na zarod-
kach uzyskanychin vitro, dlatego te trudno
jest jednoznacznie okdke¢, ktéra z metod
umazliwitaby efektywniejsz produkcg trans-
geniczych osobnikéw (Jura i in., 2010).

W pracach nad poprawieniem wydajno-
$Ci procesu transgenezy dunadzieje wjze sk
Zz wykorzystaniem wektoréw lentiwirusowych.
Ich zaley jest maliwos¢ wprowadzenia do
komorki somatycznej kilku gendéw jednocze-
snie. W przypadku zygot ostonka przejrzysta
stanowi barieg uniemaliwiajaca wniknigcie
lentiwirusdw do cytoplazmy. Dlategozeprzy
zastosowaniu tego typu wektoréw do transfek-
cji zygot konieczne jest wprowadzanie ich do
przestrzeni okotottkowej. Wektory lentiwiru-
sowe g przygotowywane w taki sposéb, aby
wyeliminowa zjadliwos¢ wirusa, a wykorzy-
sta¢ jego naturalg predyspozyg do wprowa-
dzania DNA lub RNA dogdra komorki (Park,

nali udanej préby transfekcji zygot krélika za
pomoa lentiwiruséw. Jako wektora zyto
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zmodyfikowanego matpiego wirusa nabytego 2006). Sklonowane kroéliki uzyskanaywajac
upcsledzenia odporniei SIV (z ang. simian jader pozyskanych z ,gtodzonychdojrzatych
immunodeficiency virus), niezdolnego do re- fibroblastow (Li i in.,, 2006, 2009 b), jak
plikacji z podhczonym genem kodagym biat- iz ,glodzonych” fibroblastéw ptodowych (Li
ko GFP (z ang. green fluorescence protein)iin., 2009 a). Chesne i in. (2002) sklonowali
W wyniku mikroiniekcji tego konstruktu do krolika wywajac jader pochodazcych z komé-
przestrzeni okotottkowej zygot przeniesieniu rek pecherzykowych wzgorka jajodnego.
zarodkéw do samic biorcay otrzymano 87 Komorki te naturalnie wchodzw faz GO0/G1
mtodych krolikow. Po analizie molekularnej i nie wymagad eksperymentalnego wprowadza-
metody PCR stwierdzono ekspregjenu GFP u  nia w stan spoczynku (Wakayama i in., 1998).

28 mtodych. U transgenicznych samcOw zaob- Wiek enukleowanych oocytow jest ko-
serwowano rownie transmis¢ transgenu do lejnym czynnikiem wpltywajcym na prawidio-
komorek linii ptciowej (Hiripi i in., 2010). we przeprogramowaniadra dawcy, a tym sa-

mym na wydajn& klonowania somatycznego

(Cervera i Garcia-Ximénez, 2002). Du i in.
Klonowanie somatyczne (2009) uyli jako biorcow pder enukleowane

oocyty pobrane 10, 12, 14 i 16 h po indukgcji

Kiedy w 1996 r. naukowcom udatoesi owulacji. Transfer zarodkéw klonalnych, ktére

sklonowa& owce Dolly, nasgpit dynamiczny rozwirety sie z enukleowanych oocytéw pobra-
rozwoj bada nad udoskonaleniem metody klo- nych 12 h po indukcji owulacji, do ktérych
nowania somatycznego — SCNT (z ang. somawprowadzono gdra komérek wzgorka jajono-
tic cell nuclear transfer). Technika ta polega nasnego, byt najbardziej efektywny i skutkowat
transplantacji gdra komorki somatycznej do uzyskaniem 2 osobnikdéw (jednego martwego
pozbawionego wilasnego materiatu genetycznet jednegozywego) (Du i in., 2009).
go, czyli wyjpdrzonego (enukleowanego) oocy- Perspektywa wykorzystania transfeko-
tu w stadium metafazy Il podzialu mejotyczne- wanych in vitro komérek (komoérek transge-
go (oocyt Met II). Technik klonowania soma- nicznych) jako dawcéwafler oraz perspektywa
tycznego udato gido tej pory uzyskawiele  klonowania genetycznie zmodyfikowanych zwie-
gatunkoéw ssakéw. Efektywléd tej metody jest  rzat powoduje,ze proponowanegsnowe podej-
jednak niska i nie przekracza 5% urodzonychscia badawcze, mage na celu podniesienie
zwierzt w stosunku do liczby rekonstruowa- efektywndgci SCNT, a tym samym wydajsci
nych oocytéw. U krélikbw maksymalnie 3% procesu transgenezy. Jednym z nich jest metoda
zarodkdéw, uzyskanych w procesie klonowaniaklonowania blastomerowego. W 2006 r. w In-
somatycznego i przeniesionych do biontzy stytucie Zootechniki PIB w Balicach po raz
rozwija st w zywe potomstwo (Meng i in., pierwszy uzyskanogtmetod, transgenicznego
2009). SzczegOlnie istotnym czynnikiem wply- krélika. W eksperymenciezyto jader fibrobla-
wajacym na efektywn& klonowania jest od- stow dorostej transgenicznej samicy krolika,
powiedni dobor faz cyklu komoérkowego ko- produkupcej w gruczole mlekowym ludzki
morki biorcy pdra i komérki dawcygdra (Mo-  hormon wzrostu. gtiro dojrzatego fibroblastu
dlinski i Karasiewicz, 2001)W klonowaniu uzyskanego z tkanki usznej transgenicznej sa-
somatycznym ssakow najgziej stosuje s micy wprowadzono do enukleowanego blasto-
jako dawcéw gder komorkiw fazie spoczynku meru 2-komdrkowego zarodkagdio drugiego
(faza G). Charakteryzuyy sic one obntonym  blastomeru pozostato nietkie. 217 sklonowa-
poziomem transkrypcji, degradacyvi¢ckszasci nych zarodkéw przeniesiono do 9 samic bior-
rodzajow mRNA, zmianami w polirybosomach czyn, uzyskujc 24 kroliki. Analiza molekularna
oraz kondensagj chromatyny. Aby uzyska wykazata u 2 osobnikéw (jeden martwy) obec-
komorki dawczynie gder w tej fazie, poddaje nos¢ genu ludzkiego hormonu wzrostu. Sklono-
sie je procesowi ,gtodzenia”, czyli hodujegge  wany § metod, transgeniczny krélik NT20 nie
w pozywce z bardzo niskzawartdcig surowi-  wykazywat nieprawidlowéci anatomicznych
cy (Modlinski i Karasiewicz, 2001; Li i in., ifizjologicznych (Skrzyszowska i in., 2006).
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Transfekowane plemniki jako nd@gniki egzo- in. (2006) mieszaninliniowego i kolistego pla-
gennego DNA zmidu wprowadzono do obydwwder samca
krolika. Nastpnie, samce te krzgwano z nie-
Historia bada nad transfekgj plemni-  transgenicznymi samicami. Uzyskano 89 trans-
kow siga 1971 r., kiedy to Bracket i in. wykaza- genicznych krolikbéw, w tym samice wykazag
li, ze plemniki krélika pozbawione osoczaawi  ekspresj transgenu w gruczole mlekowym.
obcy DNA, pochodzcy od wirusa SV40 Kolejna metody, ktéra opracowano
i przekazug go w czasie zaptodnienia do oocy- w ostatnich latach, jest zastosowanie techniki
tow (Bracket i in., 1971; Wang i in., 2003). Jed- ICSI (z ang. intracytoplasmic sperm injection)
nak, efektywné&¢ pobierania i integracji obcego do wprowadzania plemnikoéw transfekowanych
DNA przez plemniki utrzymuje sina niskim po- egzogennym DNA. Jest ona z powodzeniem sto-
ziomie. Dlatego tg ciggle poszukuje gimetod, sowana u myszy (Moreira i in., 2004, 2007). Li
ktére pozwolityby na podniesienie efektywod iin. (2010) badali efektywrid tej metody na
transfekcji plemnikéw, a tym samym transgenezy.zarodkach kréliczych. Analiza molekularna wy-
Jedn ze stosowanych metod transfekcji plemni-kazata ekspresjgenu markerowego GFP w za-
kow jest lipofekcja. Wykorzystuje ona elektrosta- rodkach od stadium 2-komérkowego do stadium
tyczne oddziatywanie miilzy liposomami obda- blastocysty. Ponadto, poréwnano wplywz+o
rzonymi dodatnim tadunkiem a DNA obdarzo- nych paywek (TCM199, DM, DPBS, CZB,
nym tadunkiem ujemnym, co urdawia stworze- i CZB) oraz ich pH, a tale wplyw stzenia
nie kompleksu DNA — liposom, zdolnego do ionformacji plazmidu na wkzanie egzogenne-
whnikniecia do wrtrza komérki na drodze endo- go DNA przez plemniki. Odsetek plemnikéw,
cytozy. Wang i in. (2003) wykazalze wycie  ktére zintegrowaty obcy DNA, wynosit dla ko-
odpowiedniej proporcji liposoméw i plazmido- lejnych paywek: TCM199, DM, DPBS, CZB
wego DNA znacznie zwksza efektywné& trans- i HCZB — 90,0, 92,7, 91,0, 91,7 i 92,3%. Warto-
fekcji plemnikéw. Natomiast, obecrsé w po-  $ci pH paywek, wahajce sé miedzy 5,4 i 9,4
zywce biatek surowicy bydtej skutecznibamu-  oraz s¢zenie plazmidu (midzy 5, 10 i 20 ngi)
je ten proces. Stosig plazmidowy DNA i lipo- nie obnialy efektywndci integracji egzogenne-
fektamire w proporcjach 1 : 2 i1 : 3 uzyskano go DNA w plemnikach (Lii in., 2010).
66% plemnikow wykazugcych integrag egzo-
gennego DNA. Po przeprowadzeniu procesu za-
ptodnienia pozaustrojowego z wykorzystaniemPodsumowanie
tak uzyskanych plemnikow otrzymano najli
szy odsetek dzigtych s¢ zarodkéw, blastocyst i Do produkowania transgenicznych kré-
osobnikéw transgenicznych. W badaniach tychlikbw stosuje si takie metody, jak: mikroiniek-
wykazano, ze zastosowanieb-krotnie wekszej cja DNA i klonowanie somatyczne. Podejmo-
objetosci lipofektaminy w stosunku do plazmi- wane g réwniez proby wykorzystania plemni-
dowego DNA w sposéb znagzy hamuje ruchli-  kéw jako nénikow egzogennego DNA.
wos¢ plemnikéw (Wang i in., 2003). Pomimo intensywnych bada prowa-
Inng alternatywn technilky wykorzystu-  dzonych nad udoskonalaniem metod transgenezy
jaca plemniki jako neéniki egzogennej informa- podstawowym problemem, wymageym roz-
cji genetycznej jest iniekcja DNA do kanalikow wigzania, wciz pozostaje niska efektywgo
nasiennychgder samcow. Wprowadzone w ten procesu. Dlatego #e konieczne jest kontynuo-
sposéb DNA jest sprawnie pobierane przez kowanie bada, ukierunkowanych na poprawienie
morki nabtonkowe nafrzy oraz plemniki nat  wydajndci procesu transgenezy w celu szersze-
drzowe (Sato i in., 2002; Jurkiewicz, 2006). go jej zastosowania w przeihy farmaceutycz-
W badaniach przeprowadzonych przez Shenaym i biomedycynie.
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TRANSGENIC RABBITS - PRODUCTION AND METHODS OF USE
Summary

Because of the similarity of many physiological i@weristics to those of humans and ease of brgedin
rabbits are increasingly used as model animals.yMasperiments conducted on transgenic rabbits gdeavia
new insight into etiology and course of various lanndiseases. Furthermore, these animals can besdiethg
bioreactors producing therapeutic proteins. Culyemtansgenic rabbits are produced using methags sis
pronuclear microinjection of DNA into a fertilizeegg or somatic cell nuclear transfer. In additiatiempts
have been made to use sperm cells as the carfiexegenous DNA.

Kroliki rasy: holicki niebieski i belgijski olbrzymotty —Blue Holicki and Sandy Flemish Giant rabbits
(fot. D. Kowalska)
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