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Uzyskiwanie zarodkow
bydlecych in vitro jako
model do badan
wdrozeniowych,
biotechnologicznych

| podstawowych

Anna M. Duszewska

IGiHZ PAN w Jastrzgbcu

W zespole prowadzonym przez Profesora Z. Reklewskiego,
w sktad ktorego wchodza: doc. dr hab. A.M. Duszewska, lek.
wet. J. Wojdan, lek. wet. W Gawron, mgr A. Rynkowska, mgr
inz. E. Muchalska-Wenta, mgr inz. B. Was i M. Cybulska pro-
wadzone sg badania nad uzyskaniem zarodkoéw in vitro oraz
wykorzystaniem tej biotechniki w hodowli bydta, biotechnolo-
gii oraz w badaniach podstawowych.

Uzyskiwanie zarodkow bydlecych in vitro jest podstawowg
biotechnika, poniewaz umozliwia ona stosowanie pozosta-
tych, takich jak klonowanie, tworzenie transgenicznych osob-
nikow i ich klonowanie, a takze tworzenie chimer. Uzyskiwa-
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nie zarodkow in vitro jest procedurg wieloetapowa (rys.).
W pierwszym etapie, zwanym dojrzewaniem oocytéw, od
dawczyn pobierane sg niedojrzate oocyty. Mogg one by¢ po-
bierane przyzyciowo lub poubojowo. Proces dojrzewania oo-
cyty przechodzg w warunkach in vitro. W kolejnym etapie,
zwanym zaptodnieniem in vitro, dojrzate oocyty inkubowane
sq z plemnikami. Trzecim etapem jest hodowla zarodkéw in
vitro. Powstate w wyniku zaptodnienia zygoty najczesciej ho-
dowane sg do stadium blastocysty. W tym stadium zarodki
moga by¢ przeniesione do biorczyn lub tez mogg byé zamro-
zone albo witryfikowane i wykorzystane w pozniejszym okre-
sie [7]. Po przeniesieniu do biorczyn zarodkéw otrzymanych
in vitro otrzymano potomstwo u wszystkich gatunkéw zwie-
rzgt gospodarskich: od owiec w 1987 roku [10], bydta w 1988
[18], swin w 1989 [19], kdz w 1993 [6], koni w 2002 [23].
Réwniez i nasz Zespot uzyskat cieleta po przeniesieniu do
biorczyn zarodkéw uzyskanych in vitro [7].

Istnieje wiele mozliwosci wykorzystania procedury uzyski-
wania zarodkow in vitro. Z pewnoécia procedura ta moze byé
stosowana komercyjnie, w celu zwiekszenia liczby potomst-
wa. W takich przypadkach méwimy o produkcji zarodkéw in
vitro [30]. Jednak, biorac pod uwage skuteczno$¢ inseminacii
oraz programu MOET, stosowanie tej biotechniki nie jest u-
zasadnione. Natomiast wiele nadziei wiaze sie z jej wyko-
rzystaniem w biotechnologii i badaniach podstawowych.

W biotechnologii, to przede wszystkim tworzenie transge-
nicznego bydta. Przyktadem moze by¢ uzyskanie transge-
nicznych kroéw, charakteryzujacych sie zwiekszonym pozio-
mem f-kazeiny oraz k-kazeiny w mleku [2] oraz krow odpor-
nych na mastistis, ktérych komérki nabtonkowe gruczotu mle-
kowego uwalniajg lizostafyne dzialajaca bakteriobdjczo na
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Staphylococcus aureus [33]. Jednak najwigksze znaczenie
ma wykorzystanie kréw jako bioreaktoréw do produkcji
w mieku waznych biatek, majgcych zastosowanie w medycy-
nie cztowieka. Otrzymano juz pierwsze krowy wytwarzajace
ludzkie biatka o dziataniu leczniczym, np. laktoferyng — w
2002 roku [31], albuming — w 2002 roku [8] i hormon wzrostu
— w 2005 roku [26].

Istnieje wiele metod tworzenia transgenicznego bydta [24,
34], z ktorych do najczesciej stosowanych nalezy zaliczyé:
wprowadzenie obcego DNA do przedjadrza zygot metodg
mikroiniekcji [16, 25], transfekcje bydlgcych komorek soma-
tycznych, a nastgpnie wykorzystanie ich do klonowania [5]
oraz wykorzystanie plemnikéw jako wektoréw do wprowadze-
nia obcego DNA [29]. Metodg mikroiniekeji uzyskano najpierw
transgeniczne myszy — w 1980 roku [12], a nastepnie owce,
Swinie i kroliki — w 1985 roku [13] oraz krowy — w 1991 roku
[16].

QOd kilku lat badania w tym kierunku prowadzone sa przez
nasz Zespot, we wspolpracy z dr. D. Lipinskim z Katedry Bio-
chemii i Biotechnologii Akademii Rolniczej w Poznaniu.
W poczatkowej fazie dotyczyly one uzyskania cielat z inte-
gracjg genu ludzkiego czynnika martwicy nowotworowej alfa.
Obcy DNA w postaci transgenu (pbLGTNF-EGFP) wprowa-
dzano metoda mikroiniekcji do przedjadrza zygot (fot. 1).
Transgen zawierat ludzki gen martwicy nowotworowej typu
beta, natomiast jako promotora uzyto genu bydlecej beta-lak-
toglobuliny, odpowiedzialnego za ekspresje genu w komor-
kach wydzielniczych gruczotu mlekowego krowy. Transgen
zawierat rowniez gen reporterowy — gfp, ktérego produktem
ekspresiji jest biatko $wiecace w komorce na zielono w $wiet-
le ultrafioletowym. GFP teoretycznie umozliwia wybor tylko
tych zarodkow, w ktérych doszto do integracji transgenu z ge-
nomem gospodarza.
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W wyniku wieloletnich doSwiadczen, w jednym przypadku
uzyskalismy zarodek w 100% GFP pozytywny, czyli catkowi-
cie Swiecacy na zielono. Po jego transferze do biorczyni ot-
rzymalismy buhajka (fot. 2). Jednak szczegétowa analiza mo-
lekularna (PCR) nie potwierdzita obecnosci transgenu w ko-
morkach jego krwi i wybranych tkankach.

Obecne badania dotycza uzyskania cielat z integracjg ge-
nu ludzkiego interferonu i realizowane sg we wspobipracy
z doktorem D. Lipinskim z Katedry Biochemii i Biotechnologii
AR w Poznaniu w ramach grantu KBN 2P0O6D05228. Interfe-
ron stosowany jest w leczeniu wielu chorob, szczegdinie no-
wotworowych, stad tez ogromne zainteresowanie nowymi
zrédtami jego pozyskiwania. W dotychczasowych badaniach,

Fot. 1. Wprowadzenie transgenu do jednego z przedjadrzy bydlecej
zygoty

13



L DIEBIOLYEI

| blastocysta GFP pozytywna

Fot. 2. Bydleca blastocysta uzyskana po wprowadzeniu transgenu
pbLGTNF-EGFP; po lewej — blastocysta pod mikroskopem swietl-
nym, po prawej — blastocysta w 100% GFP pozytywna pod mikros-
kopem fluorescencyjnym; pod spodem buhajek urodzony po
przeniesieniu jej do biorczyni

przy zastosowaniu mikroiniekcji, nie udato sig uzyskac cielat
z integracja ludzkiego genu interferonu.

W zwigzku z tym planowane jest uzyskanie transgeniczne-
go bydta droga klonowania somatycznego. Klonowanie soma-
tyczne, a doktadnie przeszczepianie jader komoérek soma-
tycznych, jest metodg powszechnie stosowang [3]. Do tej po-
ry sklonowano zaréwno zwierzeta gospodarskie: owce w
1997 r. [35], bydto w 1998 r. [5], kozy w 1999 r. [1], Swinie w
2000 r. [22], konie w 2003 r. [9], jak rowniez koty — w 2002 r.
[28]i psy —w 2005 r. [17] oraz zwierzeta laboratoryjne: myszy
w 1998 r. [32], kroliki w 2002 r. [4], szczury w 2003 r. [36],
a takze wiele innych gatunkéw.

Wykorzystanie klonowania somatycznego jest o wiele bar-
dziej skuteczng metoda niz mikroiniekcja, czy tez uzycie
plemnikow jako wektora do wprowadzenia transgenu [24]. Do
tej pory ta droga uzyskano transgeniczne owce — w 1997 r.
[27], krowy —w 1998 r. [5], kozy — w 2001 r. [15] i §winie —w
2002 r. [21].

Badania nad uzyskaniem transgenicznych krow z wykorzy-
staniem klonowania rozpoczeliSmy od wyprowadzenia linii fibro-
blastéw od kréw rasy polskiej czerwonej. 1zolowane z ucha ja-
towek fibroblasty poddano transfekcji jedng z metod, zwana li-
pofekcjg. Szczegdtowa analiza otrzymanych linii fibroblastow
(fot. 3) metodg PCR i FISH (fot. 4) potwierdzita integracje trans-
genu (pbLGINF-GFPBsd) z genomem fibroblastow.

W najblizszym czasie planowane sg doswiadczenia z wy-
korzystaniem linii transgenicznych komérek jako dawcéw jg-
der do klonowania i uzyskanie ta drogg transgenicznych
krow, z ekspresja genu ludzkiego interferonu w komorkach
nabtonkowych gruczotu mlekowego krowy. Dalsza czesc¢ ba-
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Fot. 3. Linia bydlgcych transgenicznych fibroblastow uzyskana po
wprowadzeniu transgenu pbLGINF-GFPBsd; po lewej — pod mikro-
skopem swietinym, po prawej — pod mikroskopem fluorescencyj-
nym — komérki GFP pozytywne

dan jest uzalezniona od dofinansowania przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

Procedura uzyskiwania zarodkéw bydlecych in vitro jest
stosowana przez nasz Zespot nie tylko w hodowli oraz bio-

Fot. 4. Jadra interfazowe transgenicznych fibroblastow. Technika
FISH z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej zaobserwowano
(strzatka) sygnat integracji transgenu pbLGINF-GFPBsd

technologii, ale rowniez w badaniach podstawowych. Weczes-
ny rozwdj zarodkow bydlecych jest zblizony do wezesnego
rozwoju zarodkow ludzkich, stad bydto stanowi model do ba-
dan medycznych [20]. Sposrod wielu kierunkéw badan pro-
wadzonych przez nasz Zespol, na szczegélng uwage zastu-
guja doswiadczenia nad wplywem wysokich temperatur na
ptodnos¢ kréw. Globalne ocieplenie powoduje u nich szok
cieplny [11], co prowadzi do niekorzystnych zmian w funkcjo-
nowaniu narzadoéw rozrodczych, przebiegu cyklu piciowego
oraz ma negatywny wplyw na dojrzewanie oocytow, zapto-
dnienie, a takze prenatalny i postnatalny rozwdj bydta [14].

Badania prowadzone przez nasz Zespot dotycza ekspresji
gendw biatek szoku cieplnego (HSP 70) we wczesnym roz-
woju zarodkéw bydlecych in vitro, w zaleznoéci od tempera-
tury. Przypuszczalnie prowadzone beda doswiadczenia nad
interakcjg miedzy uktadem rozrodczym a wczesnym rozwo-
jem zarodkéw bydta. Badania realizowane bedg we wspétpra-
cy z profesorem P. Sysa z Zakladu Histologii i Embriologii
SGGW w Warszawie.
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Wptyw polimorfizmu
wybranych genow na
wystepowanie mastitis
u krow

Grazyna Sender,
Karima Galal Abdel Hameed

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Prowadzona przez wiele lat w hodowli zwierzgt selekcja kon-
centrowata sie przede wszystkim na doskonaleniu cech pro-
dukcyjnych, natomiast ignorowata zdrowie zwierzat. Dopro-
wadzito to do znacznego wzrostu produkcyjnoéci, jednak za-
pomniano, ze najwazniejszymi cechami, preferowanymi
w selekcji naturalnej, jest sukces rozrodczy i zdrowie zwie-
rzgt, a takze, ze wzrost osiagniety przez selekcje jednej ce-
chy powoduje czesto spadek w innych cechach. Konsekwen-
cja wzrostu produkeyjnosci zwierzat, osiagnietej poprzez se-
lekcje, byto pogorszenie ich zdrowia. Jednak wysoka produk-
cja nie jest mozliwa bez dobrego zdrowia zwierzat, wigc aby
je zapewni¢ uzalezniono sie od interwencji weterynaryjnych
i stosowania antybiotykow. Konsekwencjg tych dziatan byto
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pojawienie sie probleméw zdrowotnych u ludzi wynikajgcych
z chordb odzwierzecych, jak zakazenia bakteriami z grupy E.
coli czy Salmonella poprzez kontakt z chorymi zwierzetami
lub produktami pochodzacymi od chorych zwierzat.

Wraz ze wzrostem niebezpieczenstwa wystgpienia choréb
odzwierzecych, wzrasta takze presja publiczna na po$wieca-
nie wigkszej uwagi zdrowiu zwierzat. Dodatkowo wzrastajg
réwniez wymagania konsumentow, ktorzy poszukujg produk-
tow pochodzenia zwierzgcego wyprodukowanych w sposob
naturalny. Nie bez znaczenia jest rdbwniez coraz mniejsza e-
fektywnoé¢ antybiotykow, bedaca rezultatem wystepowania
u zwierzat chorob wywotanych bakteriami opornymi na dzia-
tanie antybiotykdéw. Wszystko to razem stanowi wazny powod
do skoncentrowania wysitkow prowadzacych do wyhodowa-
nia zwierzat charakteryzujacych sie lepszg naturalng odpor-
noscig na choroby.

W Zaktadzie Doskonalenia Zwierzagt IGiIHZ PAN w Ja-
strzebeu od lat trwajg prace nad wykorzystaniem metod ge-
netycznych stuzgcych wyhodowaniu zwierzgt odpornych na
zapalenie wymienia. Dotychczasowe metody stosowane
w celu ograniczenia wystepowania mastitis, a polegajace
gtéwnie na poprawie warunkdéw Srodowiskowych utrzymania
krow mlecznych oraz stosowania antybiotykow w leczeniu
chorych zwierzat, nie przyniosty oczekiwanych wynikow. Naj-
nowsze metody statystyczne, na przyktad wykorzystanie ,mo-
delu zwierzgcia” do szacowania wartosci hodowlanej (gene-
tycznej) liczby komérek somatycznych (wskaznik mastitis),
pozwolity na potwierdzenie genetycznych roznic w podatno-
Sci (opornosci) krow na zapalenie wymienia w populacji bydta
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