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W pracy przedstawione zostaly wybrane metody biotechniczne i biotechnologiczne rozrodu
zwierzgt. Niektdre z nich s3 juz wprowadzane do praktyki, przed innymi otwieraja sie do-
piero takie mozliwoéci. Skoncentrowano si¢ na nowych metodach cceny nasienia (struktura
chromatyny plemnikowej, uszkodzenia oksydacyjne, poziom ATP, zmiany apoptotyezne),
regulacji pici (sortowanie plemnikow) oraz na klonowaniu i transgenezie. Metody te zostaly
oméwione w odniesieniu do dwoich gléwnych gatunkéw zwierzat hodowlanych, ti. bydla
i Swin.
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Ostatnie 50-lecie, a zwlaszeza ostatnie 20-25 lat, bylo czasem waznych osiagnie¢
nauk biologicznych, jakie pojawily si¢ gldwnie za sprawa biclogii molekularnej, inzy-
nierii genetycznej, a takze embriologii. Rownolegle do tych osiggnie¢ opracowywano
i doskonalono techniki oraz sprzgt na potrzeby laboratoryjne. W rezultacie pojawily sie
nowe mozliwoscit rozwoju biotechnologii rozrodu zwierzat, niosace ze sobg bardzo duzy
potencjal aplikacyjny. Jest on jednak w chwili obecnej wykorzystywany w stopniu
minimalnym. Dzieje si¢ tak za sprawg niespelniania przez wiele nowych technologii
wszystkich warunkow ich praktycznego zastosowania. Wéréd tych warunkdw, w odnie-
sieniu np. do klonowania i transgenezy zwierzat, czynnikiem, ktory decydowaé moze
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o przysziodci ich praktycznego wykorzystania, jest aspekt zwiazany z glebokoScig
i szybkodcig zmian, jakie mozna osiagngl dzigki ich zastosowaniu. Z tej racji, ale
réwniez ze wzgledu na fakt, ze duze biologiczne podobienstwo zwierzgt 1 czlowicka
powoduje, iZ mogg one funkcjonowad w odniesieniu do czlowicka — technologie te nie
sy technologiami neutralnymi. Podnoszone sg kwestie bezpieczenstwa oraz problemy
etyczne. Moze to prowadzi¢ do uchwalenia regulacji prawnych, ograniczajacych czy
opoOzniajgcych mozliwodci praktycznego stosowania tych metod.

W referacie przedstawione zostana wybrane metody biotechniczne 1 biotechnolo-
giczne; niektore z nich sg juz wprowadzane do praktyki, przed innymi dopiero otwieraja
sig takie mozliwo$ci. Skoncentrujemy sic na nowych metodach oceny nasienia, regula-
¢cji plei zwierzat oraz na klonowaniu 1 transgenezie. Omowimy te metody w odniesieniu
do dwoch glownych gatunkow zwierzat hodowlanych, tj. bydla 1 $win.

NOWE METODY OCENY NASIENIA

Powszechnie stosowanymi kryteriami, w laboratoryjnych testach oceny jakosci na-
sienia oraz uzytych do jego konserwacji rozciefczalnikéw, sy ruchliwode oraz przezy-
walno$é plemnikdw w przechowywanym nasieniu. Badaniem uzupelniajgcym bywa
ocena morfologiczna 1 testy biochemiczne. Ze wzgledu na ograniczenia wymienionych
wyze] testéw, podejmowane sg proby zastosowania nowych metod, ktére majg byl
bardziej precyzyjng podstawg przewidywania zdolnodei zaptadniajacej plemnikdw.

Nowymi metodami oceny nasienia, jakie probuje sig wprowadzal na przestrzeni
ostatnich lat, s m.in.: cytometryczna ocena stanu chromatyny plemnikowej, ocena
uszkodzen oksydacyjnych plemnikow, okre$lanie poziomu ATP, ocena zmian apopto-
tycznych w plemnikach.

Cytometryczna metoda oceny uszkodzen chromatyny plemnikowej

Jedny z metod badawczych, wprowadzanych do oceny nasienia ssakdéw w ciggu
ostatnich lat, jest cytometria przeptywowa, tzn. fluorescencyjna metoda badania wias-
ciwolci strukturalnych 1 funkcjonalnych indywidualnych komorek. Pozwala ona na
réwnoczesny ocene nawet kilku cech badanych komdrek z szybkodciy kitku tysiecy
w ciggu sekundy.

Jednym z bardzo istotnych elementdéw oceny komorki plemnikowej, w kontekécie
jej zdolnoSci zapladniajgcej, jest struktura chromatyny. Zlozone procesy kondensacji
chromatyny sa bardzo wrazliwe na czynniki zakidcajgce ich przebieg. Metodg pozwa-
lajacy na ocene tych procesoéw jest SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) [30, 31,
32, 33, 80]. Opiera si¢ ona na stwierdzeniu, ze DNA komdrkowe posiada zmienna
wrazliwo$¢ na denaturacje w podwyzszonej temperaturze lub niskim pH. Wrazliwo§c
ta zalezy od stadium wzrostu i réznicowania komorki, zakidcen tych procesdw, badZ
dziadania czynnikéw toksycznych.

Badania, przeprowadzone na duzej liczbie mrozonych ejakulatow buhajéw [5],
wykazaty wystepowanie wysokiej korelacji miedzy wrazliwo$cia chromatyny na dena-
turacje a plodnodcig, uzyskiwana po inseminacji tym nasieniem, przy czym poziom tej
wrazliwodel  odzwierciedla nawet niewielkie roznice plodnosci [10]. Podatno$é na
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denaturacj¢ maleje wraz z wiekiem zwierzecia. Analiza ejakulatéw dwédch grup buha-
jow, w wieku 14 miesiecy i 4 lat, wykazala w grupie starszej zwickszong odporno$¢
chromatyny na denaturacje i odpowiedni wzrost wskaznika niepowtarzalnogci po inse-
minacji tym nasieniem [54, 55]. Réwniez w badaniach przeprowadzonych u ludzi [2
40] stwierdzono $cista zalezno$é pomiedzy zwiekszong wrazliwoscia chromatyny na
denaturacje a nizsza plodnoécia. Wykorzystujac barwienie przy pomocy AQ obserwo-
wano takze zaburzenia proceséw dekondensacji chromatyny, zachodzacej po wniknie-
ciu plemnika do oocytu [88].

Z przedstawionego przegladu wynika, ze prawidlowo$é struktury chromatyny
plemnikowej jest cecha, na kidrg nalezy zwroci¢ szezegdlng uwage przy ocenie plod-
nosci samedw. Zbyt wysoki odsetek plemnikow o uszkodzonej chromatynie negatywnie
wplywa na plodno$¢, mimo ze pozostale oceniane parametry mieszcza sie w dopusz-
czalnych normach. Odsetek ten moze by¢ staly dla danego samca, Tub tez moze ulegaé
wahaniom w zaleznoSci od wicku i stanu zdrowia zwierzgcia. Diatego tez metoda SCSA
pozwala na wyeliminowanie z inseminacji poszczegdinych ejakulatéw.

Ocena uszkodzen: oksydacyjnych plemnikow
Obecnie wiele uwagi poswieca sig¢ zagadnieniom dotyczacym roli reaktywnych
form tlenu (RFT) w regulacji i zaburzeniach funkeji plemnikéw. Podwyzszenie stacjo-
narnych stezeft REFT w wyniku ich nadmiernej )mdukc_ fub niewydolnos$ci ukiadu
antyoksydacyjnego w nasieniu, nazywane stresem oksydacyjnym, rozpoczyna proces
uszkodzenia, degeneracji i $mierci komdrki. Wickszo§¢ czynnikow §rodowiskowych
i‘cc‘mo}ooicmycl h prowadzi bezpo$rednio fub podrednio do produkeii RFT, kidre moga
micjowa¢ m.in. procesy peroksydacji lipidow blonowych oraz w istotny sposéb zmie-
niad strukturg 1 metabolizm komorek plemnikowych. Peroksydacja lipidow jest jednym
z podstawowych procesdw biochemicznych przyspieszajacych starzenie sic plemni-
kow, zwlaszeza podezas konserwacji nasienia [19, 21, 66]. Poniewaz gromadzace sie
w komorkach produkty peroksydacji sa silnie toksyczne, plemniki tracy ruchliwoéé
¢ zdolno$¢ zapladniajgea. Ostatnie badania wskazuja, 7e czulg i stosunkowo prosty
nietody badania uszkodzet oksydacyjnych plemnikow jest pomiar indukowanej lumi-
nescencji [38, 39, 971

Okredlenie poziomu ATP w plemnikach

Do utrzymania ruchliwodei plemnikow potrzebne jest ATP, jako no$nik energii,
Korelacja, jaka stwierdzono pomiedzy zdolnodcig zap adm&m\,q nasienia ptakdw 1 ilo-
scig ATP w plemnikach, wskazuje na przydatno$é oceny poziomu wewngtrzkomorko-
wego ATP w okre§laniu jakodel nasienia [116]. Ocena wplywu stresu termicznego na
poziem ATP moze dostarczy¢ informacji o sprawnosci (wydolnodet) metabolicznych
mechanizmoOw, kontrolujacych produkcje i konsumpceje energii w komdrce. Poziom
ATP mozna zatem uznal za wskaznik zywotnodci komorki.

Ocena zmian apoptotycznych w plemnikach

Prawidlowe funkcjonowanie calego organizmu zalezy od rownowagi pomiedzy

proliferacjg i $miercig komorek. Istotne znaczenie ma tutaj mechanizm, ktory eliminuje
komdérki zbedne lub zmienione patologicznie, czyli zjawisko apoptozy. Proces ten jest
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nasilony w tkankach produkujacych nowe komdrki. Szczegdlnie w gonadach meskich
komorki pochodzgce z pnia sa stale narazone na uszkodzenia genetyczne, gdyz sperma-
togeneza jest procesem kreujgcym de novo materiat genetyczny [27, 118]. Obecnie
coraz wiecej badaczy skiania sig¢ ku pogladowi, ze apoptoza komoérek plemnikotwér-
czych jest podstawowym mechanizmem prawidlowej spermatogenezy [83]. Apoptoza
w procesie spermatogenezy pojawia sig spontanicznie; w jadrach dorostych szczurdw
obserwowana jest w kazdym stadium cyklu spermatogenicznego [36]. Dotychczasowe
badania po$wigcone apoptozie w ejakulowanych plemnikach koncentrowaly sie giow-
nie na wykrywaniu apoptozy w nasieniu megzezyzn, u ktérych stwierdzono zaburzenia
plodnos$ci. Zmiany apoptotyczne w plemnikach tych mezczyzn byly pozytywnie sko-
relowane z réznymi formami zmian morfologicznych plemnikéw [91]. Prace na mate-
riale zwierzgcym koncentrowaly sie na wykrywaniu réznic w odsetku apoptotycznych
plemnikéw pomiedzy §wiezym i mrozonym nasieniem buhajow [1]. W §wiezym na-
sieniu zaobserwowano 17% apoptotycznych plemnikéw, natomiast po zamrozeniu
i rozmrozeniu nasienia odsetek ten wynosit od 31% do 40%. W przypadku nasienia
identyfikacja procesu apoptozy nie moze opiera¢ si¢ na zmianach morfologicznych,
charakterystycznych dla komdrek somatycznych, lecz powinna koncentrowad sic na
zmianach biochemicznych zachodzgcych w komorce.

Ocena zmian apoptotycznych w nasieniu wymieniong metoda moze stanowi¢ nowe
kryterium zdolnoéci zapladniajacej plemnikdéw. Z danych literaturowych wynika bo-
wiem, ze obecno$l apoptotycznych plemnikéw w nasieniu moze byé przyczyng obni-
zonej plodnodel [77].

REGULACJA PLCI PRZY POMOCY SORTOWANIA PLEMNIKOW

Zainteresowanie metodami rozdziatu plemnikéw zwierzat notuje si¢ juz od czasu
szerokiego wprowadzenia inseminacji do praktyki hodowlanej bydia. Ze wzgleddw
praktycznych bylaby to najwygodniejsza metoda regulacji plci — jednorodne frakcje
plemnikow przenoszacych chromosomy X fub Y moglyby by¢ zamrazane 1 wykorzy-
stywane do standardowej inseminacji. Poczgtkowo jednak zasadniczy barierg pozostawal
brak wiarygodnych i szybkich metod identyfikacji ,,ptci” plemnikdw, a takze mozliwo-
Sci skutecznego odseparowania ,,rozpoznanych” juz frakeji. Poczynajac od lat pigédzie-
sigtych XX w. przeprowadzano préby fizycznego rozdzialu nasienia buhajow na frakcje
meska” i ,,zensky”. Opieraly sig one na wykorzystaniu zakladanych réznic pomigdzy
plemnikami, niosgcymi chromosomy X 1Y, a dotyczacymi wielkodci 1 masy [89],
szybkosct poruszania si¢ [6], tadunku elektrycznego [9], wiadciwobet powierzchni
plemnikéw [ 18], jak réwniez roznic o charakterze immunologicznym [7, 78]. Wymie-
nione metody okazaty sie jednak niezadowalajgce z powodu niskiej doktadno$ci 1 wy-
dajnodct, jak réwniez z uwagi na mozliwos$¢ odseparowania tylko jednej frakcji nasie-
nia. Ponadto rozdzielone w ten sposodb nasienie posiadalo niewielka zdolnoé¢ zaptad-
niajaca. W rezultacie zadna ze wspomnianych metod nie znalazta praktycznego zasto-
sowania.
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Wiekszo§¢ metod rozpoznawania plemnikéw ,,meskich” 1 ,,zefiskich” opiera sie na
roznicy wielko$ci pomiedzy chromosomami X i Y. U wiekszoéci gatunkow ssakow
chromosom Y jest najmniejszym, badz jednym z najmniejszych elementéw w calym
komplecie [37]. Roznice t¢ wykorzystuje rowniez cytometria przeplywowa — obecnie
jedyna metoda dajaca praktyczna mozliwos¢ seksowania plemnikéw.

Idea wykorzystania cytometrii przeplywowej do rozdzialu nasienia wedlug ,.plci”
narodzila sie na poczatku lat 80., kiedy Pinkel i wsp. {79] stwierdzili mozliwoéé doko-
nania precyzyjnego pomiaru DNA oraz roznic jego zawarto$ci pomiedzy plemnikami
niosgcymi chromosom X lub Y. Barwili oni utrwalone plemniki kilku gatunkéw ssa-
kow bromkiem etydyny, mitramycyng fub DAPIL Podobne badania, z wykorzystaniem
fluorochromu Hoechst 33342, przeprowadzit Keeler i wsp. [59]. Barwnik ten, stosowa-
ny do dzisiaj w seksowaniu nasienia, fatwo przenika przez nieuszkodzone blony zy-
wych komorek, laczy sig stechiometrycznie z DNA w okolicach par zasad A-T, a wzbu-
dzany $wiattem ultrafioletowym fluoryzuje w padmic 450 nm. Na podstawie wymienio-
nych badan okre$lono dokladne roznice w ilosci DNA pomiedzy plemnikami X 1 Y.

Pierwszych prob sortowania nasienia tg metodg dokonano w drugie] polowie lat
osiemdziesigtych [45]. Nasienie buhaja, knura i tryka zostalo dla ulatwienia analizy
pozbawione witek. Reanaliza nasienia $wiezego, barwionego fluorochromem Hoechst
33342, wykazata, ze dokladno$¢ separacji wynosila 86% w przypadku plemnikdw ,,zef-
skich” oraz 81% — w przypadku ,,meskich”. Kolejne badania [70] wykazaly, ze barwio-
ne Hoechstem 33342 1 sortowane plemniki buhaja i krolika moga zachowad ruchliwo$é
i zdolno$§¢ zapladniajacy. Po inseminacji sortowanym nasieniem buhaja uzyskano istot-
ne przesunigcie proporceji plei potomstwa.

W pelni skutecznego rozdzialu plemnikow dokonano w koncu lat 80. na nasieniu
krolika [46]. Reanaliza nasienia §wiezego, barwionego fluorochromem Hoechst 33342,
wykazala, ze dokladno$¢ separacji wynosita 86% w przypadku plemnikéw L, zefiskich”
oraz 81% — w przypadku ,,me¢skich”. Rozdzielone plemniki wprowadzane byly doma-
cicznie. Uzyskano ok. 28% wykotéw; potomstwo urodzone po inseminacji frakcjg
X bylo w 94% plei zenskiej, natomiast po inseminacji frakcja Y — w 81% meskie. Nieco
gorsze rezultaty osiagnigto sortujac nasienie knura [51]. Odsetek prosiat plei zZenskiej
po inseminacji ,.zensky” frakcja wyniost 74%, a plei meskiej po inseminacji ,,meska”
frakcjg — 68%. Wymienione prace wykazaly, Ze istnieje realna mozliwos¢ seksowania
nasienia. Badania te wskazaly jednak réwnocze$nie na pewne istotne ograniczenia
metody, z ktorych najwazniejszym byla niewielka szybkos$¢ sortowania, osiagajaca
przecigtnie 100-200 komorek/sekunde. Na szybkoé¢ te, oprocz niskiej wydajnodci sa-
mych sorterow, wptywal w sposdb poéredni specyficzny plaski ksztalt glowek plemni-
kow, powodujacy zjawisko soczewkowania fluorescencji. Polega ono na uginaniu
fluorescencji, pochodzacej z wnetrza ku krawegdziom glowki plemnika. Fluorescencija
nie jest zatem dystrybuowana réwnomiernie wokot calej glowki, lecz soczewkowana
w kierunkach zblizonych do jej plaszczyzny. W przypadku DNA plemnikow, gdzie
réznice fluorescencii sa kilkuprocentowe, zjawisko to ma niekorzystny charakter.
W punkcie analizy plemniki ustawiajg si¢ w sposdb losowy w kierunku detektordw,
zatem roznice intensywnosci fluorescencji, wynikajace z jej soczewkowania, catkowi-
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cie zagluszajg roznice spowodowane rzeczywisty zawartodcia DNA w komorce. Wye-
liminowanie tego zjawiska wymagalo modyfikacji ksztaltu dyszy wylotowej cytometru
1 odczytywania fluorescencji DNA plemnikoéw réwnoczed$nie przez dwa detekiory u-
mieszczone pod katem 90° [49].

Osobnym problemem pozostaje wplyw barwnika i $wiatla laserowego na zdolnosc
zapladniajaca seksowanych plemnikéw oraz péiniejszy rozw(j zarodka. Jak juz
wspomniano, fluorochromem stosowanym przy separacji nasienia jest Hoechst 33342,
wzbudzany Swiatlem UV o dlugodci 350 nm. Wysuwane poczgtkowo obawy dotyczace
szkodliwodci jego dziatania nie znalazly, jak dotad, potwierdzenia.

W przypadku barwionych tym zwiazkiem plemnikow buhaja obserwowano wpraw-
dzie nieznaczne obnizenie zdolnodci do zaplodnienia in vitro, jednak dotyczylo ono
tylko niektérych ejakulatéw. Podobnie nie potwierdzily sig zastrzeZenia dotyczace
uszkodzen chromosomow, czy tez wad potomstwa, jako rezultatu zapiodnienia barwio-
nymi plemnikami [99]. Takze badania wplywu wigzki Swiatla UV na plemniki nie
potwierdzily wezedniejszych obaw [44].

W obecnych cytometrach przeplywowych, specjalizowanych w seksowaniu nasie-
nia (fot. 1), wykorzystuje si¢ omowione wyzej 1 udoskonalone modyfikacje razem

z nowoczesna elektronikyg. Pozwala to na osiagnigeie dobrej wizualizacji i separacii
plemnikdéw X 1Y, przy przeplywie do ok. 40 000 komdrek/sek. 1 uzyskanie w ciagu

Fot. 1. Cytometr przeptywowy MoFloSX (Dako Cytomation, USA) przeznaczony do seksowania nasie-
nia ssakdw
Photo 1. Flow cytometer MoFloSX (Dako Cytomation, USA) for sexing of mammalian semen
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godziny ok. 15-20 min plemnikoéw o czystoéci frakeji ponad 90% [50]. W przypadku
seksowania nasienia buhajow zwykle mrozi si¢ je nastepnie w stomkach, w porcjach
zawierajacych 2-2,5 min plemnikéw. Po rozmrozZeniu nasienia 50-60% plemnikow
wykazuje ruch postepowy, a jego plodnosé jest tylke niewiele nizsza od nasienia ,,stan-
dardowego”. W szeroko zakrojonych do§wiadezeniach, obejmujacych inseminacje sek-
sowanym nasieniem 1000 jaléwek [90], osiagnigto 90% potomstwa zakladane] pici,
przy zachowaniu plodnoéci inseminowanych jalowek na poziomie 90% w stosunku do
grupy kontrolnej.

W ciggu ostatnich lat miat miejsce powolny, lecz konsekwentny rozwdj technologii
seksowania nasienia buhaja, ktéra w chwili obecnej osiggnela etap komercjalizacji.
Seksowane nasienie buhaja jest oferowane do sprzedazy rowniez w Polsce przez firme
Cogent. Prace dotyczace seksowania nasienia buhajéw prowadzone sg takZze w naszym
kraju, a uwieficzeniem pierwszego etapu tych badafi bylo urodzenie sig w 2003 roku
pierwszego cielgcia, po inseminacji nasieniem seksowanym, w Instytucie Zootechniki
[11].

W wyniku dalszych prac z zakresu seksowania, prowadzonych przez zespdl nau-
kowcodw w Instytucie Zootechniki {12], dokonano kilkuset inseminacji seksowanym
i mrozonym nasieniem, uzyskujac ok. 35% wycielen 1 dokladno$¢ seksowania wyno-
szacq 87% (Bochenek 1 wsp., dane niepublikowane).

We wspomnianych doswiadczeniach, obejmujacych inseminacie seksowanym na-
sieniem 1000 jalowek, stwierdzono duze zroznicowanie uzyskanych wynikéw, gidwnie
migdzy poszezegdlnymi stadami. Wskazuje to na koniecznoé¢ dopracowania warunkow
zwigzanych 7z samym unasienianiem seksowanym nasieniem, a wiec glebokiej doma-
cicznej inseminacjt oraz precyzyjnej kontroli czasu owulacji.

Jakkolwiek sortowanie plemnikéw poszezegdinych gatunkdw ssakow pod wzgle-
dem technicznym wyglada bardzo podobnie, to jednak stopien zaawansowania techno-
logii seksowania nasienia pozostaje rézny. W przypadku nasienia knurdw, jedng z pod-
stawowych trudno$ci pozostaje brak odpowiedniej metody mrozenia nasienia. Mimo,
ze pierwsze udane proby mrozenia podejmowano juz w 1975 roku [48], to obecnie nadal
stosuje sic powszechnie u tego gatunku metode konserwacji nasienia w stanie plyn-
nym. Fakt ten oraz duze dawki inseminacyjne (ok. 2-3x107 plemnikow/dawke) prak-
tycznie uniemozliwiaja wprowadzenie seksowania nasienia knura do praktyki insemi-
nacyjnej swin. Wymienione powody stoja u podstaw badaf, majacych na celu zaréwno
opracowanie skutecznych metod mroZenia nasienia knurdéw, jak i obnizenie dawek
inseminacyjnych przy zastosowaniu alternatywnych metod inseminacji loch. Pierwsze
prosieta, urodzone po chirurgicznej, dojajowodowe] inseminacji seksowanym nasie-
niem mrozonym, uzyskano dopiero w 1999 roku {47]. Ostatnie badania nad wplywem
spermadhezyn na przezywanie plemnikow knura w warunkach duzych rozcieficzen [20]
daja nadzieje na dalszy postep w technologii mrozenia. Kierunkiem rozwigzaf, otwie-
rajacym szersze perspektywy przed stosowaniem scksowanego nasienia Knura, jest
obnizanie dawki inseminacyjnej w polaczeniu ze zmiana miejsca deponowania nasie-
nia u loch. Stwierdzono, ze chirurgiczna inseminacja (gleboko do rogdw macicy), daw-
kami obnizonymi nawet do 10x10° plemnikow, pozwala uzyskaé plodnosé zblizong do



osiaganej przy standardowej inseminacji [62]. Skonstruowanie katetera do szybkiej,
niechirurgicznej inseminacji pozwolilo uzyskaé 82,76% plodnosci przy dawce 150x10°
plemnikdw [85], natomiast po dalszym obnizeniu dawki do 50x 100 plemnikéw - 54,5%
plodnosci dla nasienia nieseksowanego i 33,3% dla seksowanego [43].

KLONOWANIE ZWIERZAT GOSPODARSKICH

Klonowanie zarodkowe

Standardowa bisekcja (dzielenie) zarodkow

Bisekcja zarodkow jest sposobem duplikacji zarodkéw, a tym samym najprostsza
metody klonowania zarodkéw ssakéw, umozliwiajacy uzyskiwanie identycznych gene-
tycznie par osobnikéw. Metode bisekeji zarodkow zwierzat gospodarskich opracowali
Williams i wsp. [114] oraz Ozil [75]. Przy uzyciu mikroostrza przeprowadzili mikro-
chirurgiczny zabieg dzielenia morul i blastocyst bydlecych, a otrzymane »potowki”
zarodkdw wprowadzili do drég rodnych samic biorczyfh. W wyniku tych eksperymen-
tow uzyskano monogenetyczne bliznigta cielat. Wezeéniejsze proby dokonania bisekeji
zarodkdw owcezych [105] zaowocowaly wprawdzie uzyskaniem potomstwa z ..potd-
wek” zarodkdw, nie stanowito ono jednak monogenetycznej pary, gdyz uzyskane osob-
niki rozwingly si¢ z réznych zarodkdw. Do§wiadczenia wykonane kilka lat pdZniej
przez Meinecke-Tillmann [69] doprowadzily do uzyskania identycznych genetycznie
bliznigt takze u tego gatunku zwierzat. Stosujac metode bisekeji uzyskano monogene-
tyczne bliZnigta réwniez u innych gatunkéw ssakow, miedzy innymi: u myszy [73],
kozy [105], $wini [72] 1 konia [97]. Wickszo&é prac z tego zakresu przeprowadzono
jednak na zarodkach bydlecych [4, 60]. U tego gatunku metoda bisekcji znalazta prak-
tyczne wykorzystanie, wpisuje si¢ bowiem w kompleksowa technologie pozaustrojowe;
produkeji zarodkow bydlecych, obejmujacej niechirurgiczne metody pozyskiwania oraz
transferu zarodkéw w stadium kompaktnej moruli lub blastocysty. Wyjdciowa jako§é
zarodka poddawanego bisekeji wptywa istotnie na kompetencje rozwojowe powstatych
z niego  polowek. Dowiodly tego badania Voelkela [107], z ktorych wynika jedno-
znacznie, ze zadowalajace rezultaty mozna uzyska¢ jedynie po transferze .poldwek”
uzyskanych z zarodkow, ocenionych wedlug kryteriow morfologicznych, jako bardzo
dobrej jakosci (ponad 50%).

Bisekcja jest jednak do$¢ inwazyina technika, w trakcie zabiegu dochodzi bowiem
do zniszczenia i wyeliminowania czesci komérek zarodkowych. Straty komorkowe,
ponoszone podezas bisekeji, szacowane sy nawet na kilkanascie procent [95]. Najwyz-
szy odsetek niszczonych komoérek zanotowano podezas bisekeji zarodkow w stadium
wezesnej blastocysty. W przypadku péznych blastocyst odsetek ten byt o kilka procent
nizszy. Straty komorkowe, ponoszone w obrebie wezla zarodkowego, w istotny sposob
moga wplywac na potencjal rozwojowy uzyskanych ,.poldéwek”. Prawidiowo przepro-
wadzona bisekcja blastocysty pozwala na zachowanie ekwiwalencji ,,potdwek”, nie
tylko pod wzgledem liczebnosci komorek, ale takze wladciwego stosunku procentowego
komérek wezla zarodkowego do komorek trofoektodermalnych, poréwnywalnego do
wystepujgcej w catlym zarodku.
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Zmodyfikowana bisekcja zarodkéw

Modyfikacja standardowej metody bisekcji, opracowana preez Skrzyszowska 1 wsp.
(93, 94], pozwala na radykalne obnizenie odsetka niszczonych komoérek podczas mikro-
chirurgicznego dzielenia zarodkdw. Istota zmodyfikowanej bisekcji jest prowokowanie
specyficznego sposobu wylegania sie blastocysty i przeprowadzanie zabiegu bisekeji
w trakcie tego procesu. Ten specyficzny sposéb wylegania sie blastocysty spowodowa-
ny jest perforacja (nakluciem lub nacieciem) oslonki przejrzystej, dokonang uprzednio
mikrochirurgicznie. W warunkach hodowli in vitro okolo 50% perforowanych blasto-
cyst ekspanduje, przez szczeling w oslonce przejrzystej, osiagajac stan (na pewnym
etapie procesu wylegania), w ktorym fragment blastocysty, znajdujacy sie juz poza
ostonka przejrzysta, jest zblizony wielkoscia do reszty zarodka pozostajacego wciaz
w obrebie oslonki przejrzystej. Wylegajacy sie wedlug tego schematu zarodek przypo-
mina ksztaltem postaé ,,0semki” (fot. 2 i 3).

Fot. 2. Zmodyfikowana bisckcja zarodkéw bydlecych; specyficzny sposéb wylegania perforowanej
blastocysty — formowanie figury w ksztalcie ,,0semki”

Photo 2. Blastocyst hatching in a specific manner forming a figure cight after perforation of the zona
pellucida (modified embryo bisection)

Fot. 3. Zmodyfikowana bisekcja zarodkéw bydlecych; ,,poléwki” blastocysty uzyskane w wyniku mikro-
chirurgicznego rozdzielenia wylggajacego sie zarodka

Photo 3. Two “halves” of the blastocyst hatched by forming a figure eight after microchirurgical sepa-
ration
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Na tym etapie wylggania, obie czeéci zarodka polgczone sg jedynie waskim most-
kiem komoOrkowym. Przecigcie mostka komérkowego szklang mikroigla fub metalo-
wym ostrzem, podobnie jak w przypadku bisekcji standardowej, jest zabiegiem o nie-
wielkim stopniu inwazyjnoSci. Podczas takiego zabiegu dochodzi do zniszczenia jedy-
nie kiltku komdrek.

Korzy$ci wynikajace z produkcji identycznych genetycznie bliznigt (fot. 4) sg wy-
mierne, zarOwno w aspekcie praktycznym jak i badawczym, zwlaszcza w badaniach
o charakterze embriologicznym czy fizjologicznym, przy szczegdlnym uwzglednieniu
prac o charakterze Zywieniowym. Podczas zabiegu bisekcji mozliwe jest takZe pobie-
ranie komorek do analizy molekularnej w celu okre$lenia plci zarodka, co takze moze
mie¢ walor aplikacyjny, np. w kreowaniu postepu hodowlanego zwierzat uzytkowych.

Fot. 4. Monogenetyczne bliZznieta cielat, urodzone po transplantacji ,poldwek” blastocysty do drbg
rodnych jaléwki biorczyni

Photo 4. Monogenetic twins obtained after transfer of bisected bovine blastocyst to reproductive tract of
the recipient-heifer

Transplantacja jader komdrek zarodkowych do enukleowanych oocytéw

Metodg uzyskiwania bardziej liczebnych klondw, w pordwnaniu do bisekeji zarod-
kow, iest transplantacja jader komdrkowych (NT — nuclear transter) do enukleowanych
oocytow (ooplastéw). Dawcey jader w procedurze klonowania sg komorki pochodzace
z zarodkow w przedimplantacyjnych stadiach rozwojowych, a takze pierwotne komor-
ki zarodkowe (PKZ). Pierwsze uznane doniesienie na temat transplantacji jader komor-
kowych u ssakéw dotyczylo eksperymentu McGrath'a 1 Solter’a [68]. Autorzy przepro-
wadzili z powodzeniem mikrochirurgiczny zabieg, polegajacy na wymianie przedjgdrzy

26



migdzy zygotami pochodzacymi od dwdéch roznych linii myszy. Mikrochirurgiczna
technika, stosowana przez wymienionych autoréw do usuwania przedjadrzy, jest obec-
nie wykorzystywana (z niewielkimi modyfikacjami) do enukleacji oocytéw — w stadium
metafazy I podzialu mejotycznego (Met 1I) — powszechnie wykorzystywanych, jako
zrodlo biorcdw egzogennych jader komdrkowych, w procedurze klonowania ssakéw
technika transplantacji jader komorek, zaréwno zarodkowych jak i somatycznych.

W dojrzalych in vitro lub in vivo oocytach ssakdw, w stadium Met 11, stwierdza si¢
wysokg aktywnodé czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF — M-phase Promoting
Factor lub Maturation/Meiosis/Mitosis Promoting Factor), nalezacego do rodziny kinaz
cyklino zaleznych (CDKs — Cyclin Dependent Kinases). MPF jest heterodimerem zfo-
zonym z podjednostki katalitycznej, serynowo-treoninowej kinazy biatkowej o masie
molekularnej 34 kDa, oraz z podjednostki regulacyjnej — cykliny B o masie 56 kDa.
Pod wplywem wysokiego stezenia MPF i stabilizujacego go czynnika cytostatycznego
(CS¥ — Cytostatic Factor), cykl mejotyczny oocytu zablokowany jest w stadium Met I1,
indukowany jest rozpad otoczki jadrowej, a chromatyna utrzymywana jest w postaci
silnie skondensowanych chromosoméw tworzacych plytke metafazowsg [16, 17]. Inter-
fazowe jadro komoérki zarodkowej, wprowadzone do $rodowiska cytoplazmatycznego
oocytu biorcy podcezas mikrochirurgicznego zabiegu klonowania, podlega ciagowi prze-
mian biochemicznych prowadzacych do zaniku otoczki jadrowej (NEBD — Nuclear
Envelope Break Down) i przedwezesnej kondensacji chromatyny (PCC — Premature
Chromatine Condensation). Egzogenna chromatyna zostaje wystawiona na dzialanie
biatkowych czynnikow regulatorowych (np. inhibitorow metylotransferaz DNA, acety-
laz histonéw H3/H4, czynnika inicjujacego anafaze, lamin jadrowych i in.), obecnych
w cytoplazmie oocytu biorcy. Po zastosowaniu procedury sztucznej aktywacji (che-
micznej lub fizycznej) nastepuje szybki spadek aktywnoéci MPT i wznowienie/dokon-
czenie cyklu mejotycznego. W telofazie dekondensuje chromatyna, odtwarza si¢ otocz-
ka jadrowa i formowane jest jadro interfazowe, przypominajace przedjadrze zygoty.
Wewnatrz jadra zachodzg zmiany biochemiczne, polegajace na rozpoczeciu replikacji
DNA, niezaleznie od tego, w jakiej fazie cyklu mitotycznego znajduje sie komdrka
zarodkowa — dawca jadra. W przypadku jadra komérki w prereplikacyjnej fazie Gl
wystepuje skoordynowana replikacja DNA, natomiast ponowna inicjacja syntezy DNA
w fazach S lub G2 prowadzi do zwigkszenia lub podwojenia liczby czasteczek DNA
(czesdciowe] lub calkowitej reduplikacjl) w zrekonstruowanej zygocie (nie skoordyno-
wana replikacja DNA lub tzw. re-replikacja DNA). Prowadzi to do zaburzen w ploidii
genomu jadrowego w sklonowanych zarodkach [16]. Jedynie jadro komodrki zarodkowej
w fazie Gl gwarantuje zatem prawidlowy przebieg tego procesu. Rozklad faz cyklu
mitotycznego, w wykorzystywanych do klonowania komérkach zarodkowych, jest taki,
ze ponad 40% z nich znajduje si¢ w fazie S cyklu podzialowego. Prawdopodobienstwo
uzycia takiej komorki zarodkowej w procedurze klonowania, a tym samym wystapienia
negatywnych skutkow w rozwoju poliploidalnych, miksoploidalnych lub aneuploidal-
nych zarodkéw, jest zatem stosunkowo duze. Dlatego tez w klonowaniu niektorych
gatunkéw ssakow technika transplantacji jader komorek zarodkowych proponuje sig
uzycie preaktywowanych oocytow, tzn. poddawanych sztucznej aktywacji jeszcze przed
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zabiegiem enukleacji i/lub rekonstrukcji, jako biorcéw egzogennych jader komor-
kowych. Campbell i wsp. [17] nazwat je ,uniwersalnymi biorcami”, poniewaz w cyto-
plazmie tych oocytéw aktywnosé MPF wyraznie spada, nie dochodzi do zaniku otoczki
jadrowej przeszczepionego jadra interfazowego i bez wzgledu na faze cyklu mitotycz-
nego, w jakiej znajduje si¢ jadro zarodkowe, synteza DNA przebiega w skoordynowany
sposOb lub, jak w przypadku jadra komorki w fazie G2, nie odbywa si¢ weale.

Jadra komorek zarodkowych, po przeszezepieniu do $rodowiska cytoplazmatycz-
nego preaktywowanych oocytow-biorcow, sg zdolne do pokierowania rozwojem zre-
konstruowanych zarodkow, zarbwno na etapie przed- jak i poimplantacyjnym (fot. 5)
[14,22,25,57, 58,71, 81, 87,94, 98, 102, 103, 113].

Fot. 5. Klonowanie zarodkowe krolika technikg transplantacji jader komdrkowych; blastocysty uzyskane
z oocytdw zrekonstruowanych z jader komorek zarodka w stadium moruli

Photo. 5. Rabbit embryo cloning by nuclear transfer technique; rabbit blastocyst produced following
nuclear transfer with morula-derived cells

Klonowanie somatyczne ssakéw metoda transplantacji jader komoérek soma-
tycznych do enukleowanych oocytéw

Biotechnologiczne, molekularne oraz epigenetyczne aspekty klonowania soma-

tycznego

Spektakularny wynik eksperymentu Wilmuta 1 wsp. [115], jakim bylo uzyskanie
owcy z zarodka zrekonstruowanego z jadra komorki somatycznej, wywolal powszechne
zainteresowanie klonowaniem somatycznym jako dziedzing biotechnologii. Okazalo sig
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mozliwe przeprogramowanie jadra zréznicowanej komorki somatycznej 1 przywrocenie
mu epigenetycznego statusu jadra zygoty sprzed rozpoczecia procesu roznicowania
komorki, a wiec jadra w pehn totipotentnego, zdolnego do pokierowania rozwojem
/1cl\onstruowanooo zarodka. waaduy to o tym, ze inaktywowane w procesie cytody-
ferencjacji geny moga by¢ ponownie reaktywowane w §rodowisku cytoplazmatycznym
oocytu, a tym samym obalony zostal dogmat o nieodwracalnoéci proceséw roznicowa-
nia komdrkowego.

Technologia klonowania somatycznego (rys. 1) reprezentuje jedng z metod gene-
tycznej inzynierii embrionalnej, ktora, w przeciwienstwie do transgenezy zwierzat, o-
bejmuje mikromanipulacje dotyczace juz nie pojedynczych gendw DNA jadrowego lecz
calego genomu jadrowego i/lub mitochondrialnego, zardwno interfazowych komorek
somatycznych — dawcow jader, jak i zenskich komorek plciowych (dojrzatych in vitro
lub in vivo oocytdow, ktorych cykl mejotyczny zostal zablokowany w stadium Metafazy

Rys. 1. Schemat klonowania somatycznego ssakéw metoda transplantacii jader komorkowych
Fig. 1. Schema of somatic cell cloning in mammals by the method of nuclear transfer
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ID), stanowigcych Zrodlo biorcow dla egzogennej informacji genetycznej. Sposrod
wszystkich technik klonowania ssakéw, klonowanie somatyczne umozliwia uzyskiwa-
nie najbardziej liczebnych klondw, czyli grup identycznych genetycznie osobnikow.
W klonowaniu somatycznym dostep do komorek — daweodw jader jest praktycznie nie-
ograniczony. Probki tkanek, pobierane drogg biopsji z osobnikéw dorostych lub plo-
dow, skladajg si¢ z setek tysigey komorek, ktore dodatkowo mozna namnazaé w wa-
runkach hodowli in vitro. Ponadto, w przypadku klonowania okre$ionych osobnikéw
dorostych, biopsje tkanek przeprowadzaé mozna wielokrotnie, uzyskujge za kazdym
razem identyczne klony.

Efektywne klonowanie somatyczne ssakdw, omijajac droge rozrodu piciowego,
stwarza mozliwo$¢ dostarczania monogenetycznego potomstwa, wywodzgcego sie nie
tylko z wyselekcjonowanych pod wzgledem wybitnych cech wartoéci hodowlanej (ge-
netycznej) i uzytkowej dorostych zwierzat, lecz przede wszystkim z transgenicznych
osobnikow. W ciggu ostatnich dziewigciu lat na drodze klonowania somatycznego u-
zyskano dosy¢ liczne transgeniczne i nietransgeniczne potomstwo (klony osobnikéw
plci meskiej 1 zefiskiej), nie tylko u rdznych gatunkéw lub miedzygatunkowych nie-
plodnych mieszaticow (bastardéw) zwierzat udomowionych, takich jak: bydlo {24, 34,
56, 112], kozy [3, 58], owce [68, 115], $winie [8, 15, 26, 120], koniowate (konie
domowe, muly} {35, 106, 117], koty domowe [119], psy [64], kroliki [23], myszy [108,
109, 110}, szczury [121], lecz takze u kilku gatunkéw ssakéw wolnoZyjacych, zagro-
zonych wyginieciem, takich jak: gaur [63], muflon [65], afrykanskie dzikie koty [41].

Klonowanie somatyczne zwierzal gospodarskich — badania wlasne

W Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach pro-
wadzone sg badania nad klonowaniem somatycznym zwierzat gospodarskich, w tym
réwniez nad klonowaniem koz. W procedurze klonowania tego gatunku, jako Zrodio
komorek — dawcow jader, wykorzystywane sa ptodowe komérki fibroblastyczne oraz
fibroblasty tkanki skornej transgenicznych i nietransgenicznych osobnikdw doroslych,
a takze komorki wzgorka jajonodnego. Natomiast biorcy egzogennych jader komdérko-
wych sg dojrzale in vitro oocyty kozie, enukleowane technikami mikrochirurgicznymi
- standardowy lub wspomagang chemicznie. Technika enukleacji wspomaganej che-
micznie (rys. 2) jest obecnie preferowana z powodu ograniczenia objetodcei, usuwane;j
mechanicznie wraz z chromosomami matecznymi, ooplazmy, a tym samym niewielkie-
g0 stopnia inwazyjnoécl w ultrastrukture cytoszkieletu oocytu {rys. 2). Umozliwia ona
bowiem precyzyjng eliminacje (aspiracjg), wraz z ciatkiem kierunkowym I rzgdu, jedy-
nie ,,stozka” ooplazmatycznego, uwypuklajacego sig na powierzchni plazmolemmy, po
I-godzinnej inkubacji oocytdw w pozywce z dodatkiem kolcemidu/demekolcyny (inhi-
bitor polimeryzacji mikrotubuli wrzeciona kariokinetycznego) oraz sacharozy (osmo-
tycznie czynny disacharyd indukujacy wzrost objetodci przestrzeni okolozdltkowej).
Dlatego tez, wyraznie widoczne w przestrzeni okolozéltkowej oocytu stozkowate uwy-
puklenie, powstale na skutek zmian napiecia powierzchniowego blony cytoplazmatycz-
nej, a takze wzrostu mechanicznych naprgzen oraz sity motorycznej mikrofilamentow
membranoszkieletu, zawiera silnie skondensowang masg chromosomoéw skonfigurowa-
nych w mala plytke metafazowa. Zmniejszenie wielkosci plytki metafazowej cocytdw
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Rys. 2. Schemat enukleacji oocytu Met I metodq mikrochirurgiczna wspomagana chemicznie; usuwanie
stozka ooplazmatycznego zawierajacego zespdl silnie skondensowanych chromosoméw metafazowych
przy uzyciu pipety enukleacyjnej

Fig. 2. Enucleation of metaphase 1l oocyte by chemically assisted removal of maternal chromosomes

indukowane jest w wyniku zaburzeft dynamicznej rownowagi migdzy polimeryzacjy
a depolimeryzacja wldkien cytoszkieletu mikrotubularnego. Skrécenie dlugosct wio-
kien kinetochorowych 1 biegunowych wrzeciona mejotycznego, na skutek nasilenia
depolimeryzacji mikrotubuli spowodowane] dziataniem kolcemidu, ulatwia z kolei
przemieszezenie (alokacje) calego zespolu chromosoméw do powstalego ,,wzgdrka”
cytoplazmatycznego.

Na szczegllng uwage zasluguje takze fakt, ze metoda enukleacji mikrochirurgicz-
nej, wspomaganej chemicznie, ma jeszcze jedng przewage nad standardowa eliminaciy
chromosomow matecznych. Nie wymaga ona bowiem fluorescencyjnej weryfikacji na
skutek wzbudzania wigzka Swiatla ultrafioletowego (UV) biochemiluminescencii, ge~
nerowanej za podrednictwem barwnika, wigzacego si¢ z usuwanym genomem jadro-
wym 00cytow oraz peronnym wrzecionem podzialowym cialek kierunkowych (fluo-
rochrom Hoechst 33342). U wielu gatunkow ssakow (Swinia, krolik, mysz) udowodnio-
no bowiem szkodliwy wplyw zardwno tego barwnika, jak i promieniowania UV wzbu-
dzajacego emisj¢ fotonow z kowalencyjnych wigzan fluorochrom-DNA oocytdw, na
przedimplantacyjne kompetencje rozwojowe oraz jako$¢ morfologiczng zarodkdw klo-
nalnych, rekonstytuowanych z ooplastow uzyskiwanych na drodze enukleacji mikrochi-
rurgiczne] standardowej.

Rekonstrukcja wyjadrzonych oocytdw kozich dokonywana jest przede wszystkim
na drodze elektrofuzji komplekséw cytoplast—komorka somatyczna (gdy Zrédiem daw-
cow jader sg hodowane in vitro/konfluentne fibroblasty ptodowe lub fibroblasty tkanki
skérnej dorosiych osobnikdw), ale takZze metoda doooplazmatycznej iniekcji karioplas-
tOw wyizolowanych z komodrek somatycznych (gdy Zrodiem dawcdw jader sg komorki
wzgorka jajono$nego, pochodzace z dojrzatych in virro kompleksdw oocyt-corona ra-
diata—cumulus oophorus). Rekonstruowane cybrydy kionalne, po 2-godzinnej inkubacji
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w medium B2, poddawane sa dwustopniowe] aktywac]i chemicznej (protokdi post-ak-
tywacji) przy wykorzystaniu jonomycyny oraz 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP) lub
cykloheksymidu (CHXM). Po krétkotrwatej (18-72 godzin) hodowli in virro, zarodki
klonalne przenoszone sa do drég rodnych zsynchronizowanych hormonalnie (pseudo-
cigzarnych) kéz biorczyn.

Ultrasonograficzne badania maciorek biorczyn, w 40-45 dniu po transplantacji
zarodkow klonalnych, potwierdzity postimplantacyjny rozwdj zarodkéw klonalnych
u pigciu biorczyn. Jednak u czterech z nich stwierdzono obecno$¢ pecherzy ptodowych
z objawami wczesne]j resorbeji. W przypadku jednej z pigciu matek zastepczych zmo-
nitorowano pelny rozwdj zrekonstytuowanych zarodkéw do kofica cigzy; biorczyni ta
urodzifa jedno zdrowe kozle klonalne plci zenskiej.

Jednym z niezwykle istotnych czynnikéw, warunkujacych wydajno$é technologii
klonowania somatycznego, jest strukturalno-funkcjonalna jako$¢ komérek — dawcdw
jader. Stosowane powszechnie metody sztucznej synchronizacji cyklu mitotycznego
hodowanych in vitro komoérek somatycznych w stadium GO/GI, takie jak glodzenie
komorek czy inhibicja kontaktowa migracji i proliferacyjnego wzrostu komorek w wa-
runkach peinej konfluencji, moga indukowa¢ wewnatrzkomdrkowe zmiany apoptotycz-
ne, a tym samym ogranicza¢ kompetencje ich jader do pokierowania rozwojem rekon-
struowanych zarodkéw.

Kryteria morfologiczne, stosowane dotad powszechnie do oceny jako$ciowej ko-
morek somatycznych, moga by¢ jednak niewystarczajace na potrzeby klonowania.
Zmiany biochemiczne, bedace jednym z najweze$niejszych przejawdw transdukeji syg-
natow $mierci tizjologicznej (apoptozy), mogg bowiem nie znajdowaé odzwierciedlenia
w wygladzie morfologicznym komorki. W zwigzku z tym, w Dziale Biotechnologii
Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach, podjeto badania w kierunku de-
tekeji symptomow molekularnych towarzyszacych wezesnym fazom apoptozy w ko-
morkach somatycznych, wykorzystywanych jako Zrodlo dawedw jader w procedurze
klonowania [92]. Selekcja komorek somatycznych jest prowadzona na podstawie przy-
zyciowej (fluorescencyjnej) oceny w kierunku rozpoznania zmian wczesnoapoptotycz-
nych. W diagnostyce ultrastrukturalnych cech apoptozy stosowane sg metody z uzy-
ciem dwoch markerow testowych, ktore nie wymagaja utrwalania/lizy komérek. Jed-
nym z nich jest wysoce labilny fluorochrom DNA YO-PRO- 1, wykazujacy zdolnosé do
latwej dyfuzji, zardbwno przez mikrokanaly, powstajace w plazmolemmie, jak i tzw.
megakanaly w pélprzepuszezalnych blonach kompartmentéw wewngtrzkomérkowych.,
Drugim z kolei markerem jest sprzezona z reporterowym biatkiem intensywnej zieleni
fluorescencyjnej (eGFP — enhanced Green Fluorescent Protein) aneksyna V, wykazuja-
ca wysokie powinowactwo do reszt fosfatydyloseryny (PS) w blonie cytoplazmatycznej
komérek. Komorki somatyczne poddawane sy takze fluorescencyjnej diagnostyce cy-
tometrycznej w kierunku okre$lenia rozktadu faz cyklu mitotycznego i/lub wykrywania
subpopulacji komorek pdznoapoptotycznych z hypodiploidaing liczbg czasteczek DNA.
Taki kierunek badan umozliwi wykluczenie bledéw zwiazanych z nieprawidlowy se-
lekcjg komorek somatycznych wykorzystywanych jako zrédio dawcow jader w proce-
durze klonowania.
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Wezesnoapoptotyczne zmiany biochemiczne komoérek somatycznych majg charak-
ter odwracalny i moga zostaé cofnigte po wprowadzeniu jadra komérkowego do nowe-
go mikro$rodowiska cytoplazmatycznego oocytu-biorcy, charakteryzujacego sie wyso-
kg koncentracjg bialkowych inhibitoréw apoptozy. Jednakze, zastosowanie nieodpo-
wiednich procedur sztucznej aktywacji rekonstruowanych oocytdéw, kitérych mechanizm
oddzialywania znacznie odbiegatby od fizjologicznego wzorca przyrostu wewnatrzko-
moérkowej koncentracji jondéw Ca®*, moze spowodowac kontynuacjg apoptotycznych
przemian biochemicznych i morfologicznych w cytoplazmatycznych hybrydach klonal-
nych, a takZze niewlasciwy przebieg epigenetycznych modyfikacji genomu podczas
przemodelowania oraz przeprogramowania egzogennych jader somatycznych. Wykaza-
nie $cistych zalezno$ci pomigdzy parametrami fizykochemicznymi pulsacyjnych wy-
rzutdw kationow wapnia z depozytdw wewnatrzkomdrkowych a aktywacja okre$lo-
nych czynnikdw transkrypeyjnych (np. czynnikdw wiazacych si¢ z oktamerem nukleo-
tydéw rdzenia nukieosomowego (Oct-3/0ct-4/; ang. octamer DNA motif binding pro-
teins), stanowitoby niepodwazalny dowdd, ze oscylacje wapniowe moga, w zalezno$ci
od rodzaju impulsu stymuliujacego program rozwojowy cybrydy klonalnej, indukowaé
specyficzng odpowiedZ genomu zarodkowego na poziomie ckspresji gendw kodujg-
cych biatka proapoptotyczne i/lub antyapoptotyczne. Od rodzaju uaktywnianych czyn-
nikow transkrypeyjnych zalezy bowiem to, jaka pula gendw ulegnie demetylacji i eks-
presji na okre$lonym etapie przedimplantacyjnej fazy embriogenezy {13, 28, 92].

Chimerowe klonowanie somatyczne

W przeciwiefistwie do powszechnie stosowanego w klonowaniu somatycznym
zrodla komaorek biorcdw, jakim sa enukleowane oocyty (tzw. ooplasty), w procedurze
klonowania chimerowego, komorkg biorcg dla genomu jadrowego komorki somatycz-
nej sg wyjadrzone pojedyncze blastomery (tzw. blastoplasty) zarodka w stadium 2-ko-
morkowym. W zaproponowanej przez Skrzyszowska i wsp. [96] metodzie tworzenia
transgenicznych chimer kréliczych, Zrodlem komdrek biorcOw egzogennych jader ko-
morkowych byly nietransgeniczne zarodki w stadium 2- blastomerowym. Zarodki pod-
dawane byly polowicznej rekonstrukceji, tzn. w obrebie tylko jednego blastomeru doko-
nywany byl zabieg usunigcia interfazowego jadra komorkowego i wprowadzenia na to
miejsce DNA genomowego, z markerowym transgenem ludzkiego hormonu wzrostu Tg
(Wap-GH1), pochodzacego z komorki fibroblastycznej skory transgenicznego osobni-
ka. Drugi blastomer pozostawiany byl w stanie nienaruszonym (fot. 6 i 7). Chimerowe
zarodki krélicze, utworzone technika klonowania somatycznego, byly hodowane in
vitro, badz w krétkim czasie po rekonstrukeji transferowane do jajowodow samic bior-
czyn. Efektem tych eksperymentdw bylo uzyskanie nie tylko transgenicznych zarodkow
w stadium blastocysty/wyleglej blastocysty, lecz takze transgenicznego potomstwa
kionalnego. Wynika z tego, ze genom jadrowy komodrki somatycznej moze ulec prawi-
dlowemu i calkowitemu przemodelowaniu/przeprogramowaniu epigenetycznemu réw-
niez w mikrosrodowisku cytoplazmatycznym blastomeru 2-komérkowego zarodka kré-
liczego, a nie tylko w cytoplazmie oocytu Met II.
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Fot. 6. Chimerowe klonowanie somatyczne krélika; enukleacja blastomeru 2-komoérkowego zarodka
metodg mikrochirurgiczng
Photo 6. Chimeric somatic cell cloning in rabbit; the enucleation of single 2-cell-blastomere

Fot. 7. Chimerowe klonowanie somatyczne krolika; wyselekcjonowana komérka fibroblastyczna (wi-
doczna w mikropipecie inickeyjnej) do zabiegu rekonstrukeji blastoplastu zarodka 2-komodrkowego
Photo 7. Chimeric somatic cell cloning in rabit; selection of nuclear donor cell prior to intracytoplasmic
injection into a single enucleated blastomere (somatic cell is visible inside the end of micropipette)

TRANSGENEZA ZWIERZAT

Mozliwo$¢ uzyskiwania transgenicznych ssakow, czyli zwierzgt zmodyfikowanych
genetycznie w wyniku wprowadzenia do ich genomu egzogennego DNA, pojawila si¢
w latach osiemdziesigtych ubieglego wieku. Wtedy to zesp6t badaczy amerykanskich
pod kierunkiem Palmitera [42, 76] uzyskal pierwsze transgeniczne myszy. Ekspery-
ment Palmitera zapoczatkowal bardzo szybki rozwdj transgenezy ssakdw, w poczatko-
wym okresie badania dotyczyly gidwnie zwierzat laboratoryjnych, jednak od kofica lat
osiemdziesiagtych rozpoczeto prace, zakrojone na coraz szerszg skale, dotyczace duzych
ssakow. W kolejnych latach uzyskano transgeniczne kroliki, owce, kozy, §winie, bydlo [84].
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W okresie, ktory minat od uzyskania pierwszych transgenicznych ssakow, uksztal-
towaly si¢ gldwne kierunki i cele wykorzystania transgenezy zwierzat. W duzym skro-
cie mozna je okre§li¢ jako poszukiwanie informacji dotyczacych funkcji poszczegol-
nych genow w kontek$cie roznych chordb czlowieka, uzyskiwania produktow wyso-
kiej jakosci, np. zrekombinowanych bialek farmaceutycznych, organdw i tkanek dla
potrzeb ksenotransplantacji u czlowieka. W odniesieniu do zagadnien zwigzanych bez-
posrednio z hodowla zwierzat dotycza one kilku kierunk6w.

W dalszym ciagu tego artykulu zostang przedstawione zagadnienia zwigzane z wy-
korzystaniem transgenezy do szeroko rozumianej poprawy produkcji zwierzece;.
W tym zakresie glowne cele wykorzystania transgenezy zwierzat koncentrujg sie na
nastepujacych obszarach dzialania:

e zdrowie zierzat,

® wzrost zwierzat,

e skiad miesa i mleka,

e produkcja i skfad welny,

e trawienie, metabolizm, ochrona $rodowiska.

Transgeneza ~ zdrowie zwierzat

W odniesieniu do zagadnien zdrowotnych, zwigzanych z wykorzystaniem transge-
nezy rozwaza sie osiagniecie nastepujacych celow:

— zmniejszenie Srodkow leczniczych, gléwnie antybiotykdw,

~ poprawa dobrostanu zwierzat,

— ulatwienie opieki nad zwierzetami,

- redukeja strat i podniesienie wydajnoéci,

— ograniczenie zachorowan na choroby odzwierzece.

W pracach z zakresu transgenezy wykorzystywanej dla poprawy zdrowia zwierzat
obserwuje si¢ kilka trendow rozwojowych, ktore na obecnym etapie mozna podsumo-
waé nastepujgco:

¢ Prace majace na celu wyhodowanie zwierzat odpornych na pseudowscieklizne
zaowocowaly uzyskaniem transgenicznych myszy, wykazujgcych ekspresje rOZpusz-
czalnej formy wirusa pseudowscieklizny, co oznacza, ze takie zwierzeta sg odporne na
chorobe Aujeszky’ego [104]. W nieodleglej perspektywie czasowej spodziewane jest
wyhodowanie transgenicznych $win z tym samym transgenem.

¢ Podejmowane sg prace nad uzyskaniem transgenicznych kréw ze zinaktywowa-
nym, poprzez rekombinacje homologiczng, genomem bialka prionowego (PrP). Zwie-
rzgta takie powinny by¢ odporne na chorobe prionows [104].

¢ Podejmowane sa prace nad wyhodowaniem zwierzat produkujacych w mleku
biatka, takie jak laktoferyna czy lysostafina, o wlasciwosciach antybakteryinych. Na tej
drodze spodziewane jest uzyskanie mleka chronigcego przed infekcjami bakteryjnymi,
zarOwno konsumenta jak i gruczol miekowy zwierzecia [29].

¢ Zrealizowano badania, w wyniku ktorych uzyskano transgeniczne myszy produ-
kujace w mleku zrekombinowane przeciwciala przeciw koronowirusom (Coronevirae)
[61]. co moze uodporni¢ zwierzgta na infekcje wirusowe. Z kolei transgeniczne myszy,
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produkujace w mleku antygeny retrowirusa VP2 i VP6, mogg chroni¢ te zwierzeta
przeciw wirusom, a ekstrakty takiego mleka moga by¢ uzyte do szczepienia dzieci
i zwierzat [104].

Transgeneza — wzrost zwierzat

Pierwsze prace nad zmiang cech uzytkowych zwierzat na drodze transgenezy doty-
czyly modyfikacji poprzez wprowadzenie hormonu wzrostu [84]. W duzym skrdcie
podsumowujgc wyniki tych prac, stwierdzi¢ nalezy, ze zostaly one praktycznie zanie-
chane, ze wzglgdu na bardzo niskg ich efektywno$é, a takze niepozadane efekty dla
zwierzat (bardzo nieliczne byty efekty zgodne z oczekiwaniami). Niemniej jednak na
uwagg zastugujg badania Solomona i wsp. [101] na §winiach z ekspresja genu bydlece-
¢o hormonu wzrostu, gdzie obserwowano istotne zmiany zawarto$ci poszczegdlnych
skiadnikéw tluszezu (tab. 1). Nadal trwajg tez prace nad przyspieszeniem wzrostu ryb,
poprzez wprowadzenie genu hormonu wzrostu, i wszystko zdaje sie wskazywac na to,
ze transgeniczne karpie moga pojawic¢ sig na rynku za kilka lat.
Tabela 1~ Table 1
Skiad tluszezu tusz transgenicznych Swin z ekspresja genu bydlecego hormonu wzrostu { 101]; dane liczbowe
odzwierciedlajg redukcje zawartoscei poszezegbinych skiadnikow u $win transgenicznych (%)
Carcass fat composition in transgenic pigs with the bovine growth hormone gene expression [ 101]; numerical
data indicate the reduction in the level of particular componets in transgenic pigs (%)

Wyszczegdlnierie — Specification Masa ciata §win ~ Body weight of pigs:
14 kg 28 kg 48 kg 08 kg 92 kg

Rodzaj tluszezu — Type of fat:

catkowity - total 38 38 48 78 85
nasycone kwasy tluszczowe 44 42 55 78 85
saturated fautty acids

jednonienasycone kwasy ttuszczowe 48 40 59 79 91
monosaturated fatty acids

wieloniznasycone kwasy tluszczowe 38 24 22 53 66

polyunsaturated fatty acids

Z kolei w badaniach, przeprowadzonych w Instytucie Zootechniki na §winiach
transgenicznych dla dwu konstrukeji genowych: Mt-bGH-delta6 oraz Mt-bGH-MS, nie
stwierdzono réznic w wydajnosci tuczu transgenicznych i nietransgenicznych $win.
Obserwowane réznice dotyczyly jedynie powierzchni ,,oka” poledwicy oraz pH poled-
wicy i szvnki [86] — tabele 2 1 3.

Transgeneza — sklad mleka i miegsa

Dotychczasowe badania, majgce na celu uzyskanie pozadanych zmian w skiadzie
mleka i migsa transgenicznych zwierzat, sg wielokierunkowe i w podsumowaniu dajg
si¢ sprowadzi¢ do nastgpujacych obszardw:

% Poprawa technologicznych wlasciwosci mleka, gléwnie chodzitoby tutaj o uzys-
kanie transgenicznych kréw ze zmodyfikowang zawarto$cig kazeiny w mleku [122].

¢ Eliminacja niepozadanych, z odzywczego punktu widzenia, skladnikow mleka.
Uzyskano myszy z ckspresja genu laktozy, co skutkowalo zmniejszong zawarto$cig
laktozy w mleku [52].
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Tabela 2 ~ Table 2
Konstrukeje genowe: MT-bGH-10A61 MT-bGH-M8; wydajnos$¢ tuczu trangenicznych i nietransgenicznych
$wiit pokolenia F; [86]

Mt-bGH-1046 and MT-bGH-MS$ gene constructs; fattening performance of transgenic and non-transgenic
F pigs [86]

Cecha Konstrukgje Potomstwo Potomstwo Potomstwo Potomstwo
Traits genowe transgeniczne  nietransgeniczne meskie zenskie
Gene Transgenic Non-transgenic Male Female

constructs progeny progeny progeny progeny

Dzienny przyrost, g Mt-bGH-10A6 777 (13) 747 (12) 745 (12) 773 (16)

Daily gain, g Mt-bGH-MS§ 806 (12) 783 (12) 792 (8) 796 (16)

Zuzycie paszy.

kg/kg masy ciala Mt-bGH-10A6 3,55 3,51 3,63 3.43

Feed conversion,

kgskg body weight Mt-bGH-M8 3,55 343 3,48 3,50

Tabela 3 - Table 3

Konstrukeje genowe: Mt-bGH-10A6 i Mt-bGH-M8; §rednia tuczu i cech rzeznych §wift transgenicznych
pokolenia Fa [86]

Mt-bGH-10A6 and Mt-bGH-MS8 gene constructs; mean of fattening performance and slaughter trait in
transgenic F pigs [86]

Konstrukcje genowe

Cecha ~ Trait Gene constructs
MT-bGH-10A6 Mt-bGH-M8
Liczba zwierzat 22 23
Number of animals
Przyrost dzienny - Daily gain, g 655 677
Zuzycie paszy, kg/kg przyrostu 4,00 3,88
Feed conversion, kg/kg gain
Wydajnosé¢ rzezna, % 80,20" 81,34
Dressing percentage, %
Masa poledwicy, kg 9,40 9,56
Weight of loin, kg
Masa poledwicy bez tuszezu, kg 5,84 5,81
Weight of loin without fat, kg
Muasa szynki tylnej, kg 11,20 10,80
Weight of rear ham, kg
Masa szynki wiladciwel, kg 10.07 9,65
Weight of proper ham, kg
Powierzchnia oka poledwicy, em? 419" 38,3%
Loin eye area, cm”
pHI poledwicy ~ pHI of loin 549" 5,74°
ph24 poledwicy ~ pH24 of loin 5.26 5,31
pHI szynki — pHI of ham 5.69" 5,90"
pH24 szynki — pH24 of ham 5.35 5,41
A~ P<0,01
a - P<0,05

¢ Projektowane jest wyprodukowanie transgenicznych §win wydalajagcych do mle-
ka bydlecg alfa-laktoalbuming lub IGFI - mleko wzbogacone o takie skiadniki posia-
daloby lepsze wlasciwosdci odzywceze dla prosiat.

¢ Wzbogacenie tuszek wieprzowych o wielonienasycone kwasy tluszczowe oraz
modyfikacje profilu kwasow ttuszczowych [74].



¢ Uzyskiwanie §win z ekspresja genu desaturazy deltal2 kwasu tluszczowego,
w wyniku czegoe moze nastapi¢ zwigkszeniz zawartodel pozadanego dla zwierzat kwasu
linolowego w ich migéniach [74].

W badaniach wlasnych uzyskano transgeniczne kréliki, kozy i $winie przy uzyciu
konstrukcji Wap-Fuc {53]. Celem tych badan byla modyfikacja mleka obejmujaca
wystepujace w nim oligosacharydy, ktére vezestniczg w wielu waznych procesach bio-
logicznych i chorobotwdrezych. Wezednigjsze badania Prieto i wsp. [82] przeprowa-
dzone na myszach wykazaly, Ze mozna istotnie zmodyfikowac strukturg oligosachary-
dow i glikoprotein, wprowadzajac do genomdw zwierzgt gen heterologicznej glikozy-
lotransferazy pod kontrolg promotora specyficznego dla laktacji. Wiadomo, Ze wolne
oligosacharydy obnizaja adhezje patogennych bakterii do tkanek czlowieka, co moie
sugerowac ich przeciwzakazne dzialanie u niemowlat. W naszych badaniach, przepro-
wadzonych na transgenicznych dla Wap-Fuc §winiach, podjeto prébe okreslenia wia-
Sciwosci bakteriostatycznych mleka pochcdzacego od transgenicznych loch. W bada-
niach zastosowano zmodyfikowang metode krazkowa oznaczania wrazliwo$ci bakterii
na antybiotyki na podiozu MH [100]. W badanich tych stwierdzono wladciwosci bakte-
riostatyczne mleka w Kierunku Escherichia coli 307 w probkach pochodzgcych od
ponad 40% transgenicznych loch (tab. 4). Zaobserwowano réwniez znaczgce rdznice
Tabela 4 —-Table 4
Konstrukcja genowa Wap-Fue; wyniki badania w.asciwoscl bakteriostatycznych mleka w kierunku £, coli
307, pobranego o transgeniczaych loch — dane ogoéine [100]

Wap-Fuc gene construct; results of tests for bactericstatic properties of milk towards £. coli 307 collected
from transgenic sows — general data {100]

Grupu Liczba Liczba Wynik pozytywny Wynik negatywny
Group loch badanych 2ositive result Negative result
Number  prob mieka liczba liczbu liczbu ticzba
of sows  Number loch B probek % loch %o probek %
of milk number number number number
samples of sows of of sows of
tested samples samples
Transgeniczne 26 144 13 5G,0 61 42.4 i3 50,0 83 37.6
Transgenic
Konuolne 12 27 - - - - 27 100,0 - -
Control

w odsetku préosek negatywnych (brak wiaiciwo$ci bakteriostatycznych) od loch poko-
lenia Fy, F2 1 F3, pochodzacych od trzeca roznych zalozycielek linii (tab. 3).
Transgeneza — produkceja i sklad weiny
Dosé¢ wezesnie podjeto proby uzyskania transgenicznych owiec odznaczajacych sie
zwigkszong produkcja 1 lepszg jakodcig wetny. Probowano to osiagnaé poprzez mody-
tikacje szlakdéw metabolicznych cysteiny. Proby te okazaly sie jednak nieskuteczne
[111].
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Tabela 5 - Table 5

Konstrukeja genowa Wap-Fuc; wyniki badania wlasciwosci bakteriostatycznych mieka w kierunku E. coli
307, pobranego od loch pokolenia Fi, F2 i Fa pochodzacych od trzech roznych samic [100]

Wap-Fuc gene construct; the results of milk bacteriostatic propertics against E. coli 307 from Fy, Fy and Fs
sows derived from three different females [100]

Lochi Liczba badanych Probki pozytywne Prébki negatywne
fransgeniczna probek mieka Positive saumples Negative samples

Transgenic Number of mitk liczbu G liczba Do

el samples analysed number number

242 45 22 48.8 23 512
244 58 28 48,3 30 51,7
247 41 11 2068 30 73,2
Razem — Total 144 61 42,4 83 57.6

Transgeneza —~ trawienie, metabolizm, ochrona $rodowiska

Zakladanym celem badai w tym zakresie jest uzyskanie zwierzat wykorzystujacych
lepiej paszg, w tym rowniez lepszy adaptacje do dostepnej paszy oraz zwierzat wyka-
zujacych istotne zmiany metabolizmu. Interesujgcym osiggnieciem jest uzyskanie $win
z ekspresja genu fitozyny Eschericha coli, ktére wydalaja o 75% mniej fosforandw, co
jestistotne z punktu widzenia ochrony érodowiska hodowlanego zwierzat (www.uogu-
elph.ca/enviropig/).

Przedstawione wyzej mozliwodcei transgenezy zwierzat gospodarskich pozostajg
w wigkszoéci nie wykorzystanym jeszcze potencjalem technologii transgenicznej. Ko-
lejne wyniki badan beda weryfikowaé kierunki rozwoju i praktycznego wykorzystania
jej efektow.
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Biotechnological methods in animal reproduction — the present
and the future

Summary

In the paper selected biotechnical and biotechnological methods are presented. Some of them
are currently introducted into the practice and some other are under examination. The focus was
pointed on the methods used for semen evaluation (sperm chromatine structure, oxidative damages,
ATP level, apoptosis), sex regulation, cloning and transgenesis. The mentioned methods were
discussed with reference to two farm animal species - cattle and pig.
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