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Sperm cells as DNA vectors for production of transgenic animals
Summary

The transgenic animals are obtained mainly by microinjection of exogenous
DNA into male pronuclei of the zygote. The efficiency of this method is not sat-
isfactory, especially in domestic animals. Using the sperm cells as vectors for
transfering exogenous DNA sequences into the oocyte during the process of fer-
tilization seems to be an easy and simple method for production of transgenic
animals. It was discovered that sperm cells of all species show the spontaneous
ability to take up exogenous DNA. Exogenous DNA binding is not accidental, it
always occours in the postacrosomal segment of the sperm head. The interac-
tion is ionic, reversible, sequence — independent, and not restricted to DNA,
but can be reproduced using other negetively charged macromolecules. The in-
troduction of DNA into sperm cells is possible using different methods, how-
ever, any of these methods could be considered as a routine one. The mecha-
nisms of taking up and associationig DNA by sperm are being constantly re-
vealed and better understood.
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1. Wprowadzenie

Zwierzeta transgeniczne uzyskuje sie obecnie poprzez prze-
niesienie do drég rodnych hormonalnie przygotowanych bior-
czyn, zarodkéw uzyskanych przy uzyciu nastepujacych technik:

— bezposredniej mikroiniekcji genu lub fragmentu DNA do
meskiego przedjadrza zygoty;
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— modyfikacje genetyczng pierwotnych komoérek zarodkowych — ESC (ang. em-
bryonic stem cells) i wprowadzenie ich do zarodka w stadium blastocysty;

— infekcje wczesnego zarodka zrekombinowanym wektorem pochodzenia wiru-
sowego;

— klonowanie somatyczne z zastosowaniem transfekowanych linii komérkowych.

Sposrod tych metod najszerzej stosowana jest mikroiniekcja egzogennego DNA
do meskiego przedjadrza zygoty (zob. Jura i wsp. w tym samym numerze). Efektyw-
nos¢ metody, jak wiadomo, nie jest zadowalajaca, ponadto wymaga uzycia kosztow-
nej aparatury (mikromanipulatory, mikroskop odwrécony), oraz duzych umiejetnos-
ci operatorow. Z tego wzgledu rozwijane sg badania zmierzajace do opracowania
alternatywnej dla mikroiniekcji metody. Jedng z takich metod jest transfer genéw za
posrednictwem plemnikéw jako no$nikow (wektorow) egzogennego DNA. Metoda
ta moze by¢ korzystna szczegdlnie dla tych gatunkéw zwierzat, u ktorych efektyw-
no$¢ mikroiniekcji DNA jest szczegoélnie niska, a koszty uzyskania zygot wysokie,
jak np. u bydta. Najkorzystniejszym aspektem wykorzystania plemnikéw jako wek-
torow egzogennego DNA jest mozliwos$¢ uzyskiwania transgenezy na szeroka skale
produkcyjng. Odmiennie niz mikroiniekcja, ktérg nalezy przeprowadzac na kazdej
pojedynczej zygocie, uzycie plemnikéw jako wektoréw moze prowadzi¢ do uzyska-
nia duzej liczby zmodyfikowanych zarodkow.

2. Metody wprowadzania DNA do plemnikéw

Uzycie plemnikéw jako wektorow do przenoszenia sekwencji egzogennego DNA
do oocytu podczas procesu zaptodnienia jest, jak sie wydaje, prosta i fatwa metoda
uzyskiwania zwierzat transgenicznych. W metodzie tej wykorzystuje sie zdolnos¢
wiazania egzogennego DNA przez plemniki. Egzogenne DNA moze by¢ wprowadza-
ne do komérek plemnikéw przy wykorzystaniu kilku metod. Najbardziej rozpo-
wszechniona metoda polega na bezposredniej inkubacji pozbawionych osocza plem-
nikow, z egzogennym DNA. Inkubacja przeprowadzana jest przy odpowiednio do-
branych parametrach temperatury i czasu jej trwania. Uzyskane w rezultacie plemni-
ki, przenoszace obcg informacje genetyczng wykorzystywane sg do zaptodnienia in
vitro, inseminacji standardowej lub laparoskopowej. We wstepnych badaniach wyka-
zano jednak niska skuteczno$¢ tej metody (8). Aby zwiekszy¢ efektywnos$¢ pobrania
i wigczenia egzogennego DNA przez plemniki proponowano rézne metody trans-
fekcji plemnikéw, przy uzyciu elektroporacji, lipofekcji, enzymu restrykcyjnego, czy
przeciwciata monoklonalnego (mAb C). Ostatnio zaproponowano nowe rozwigza-
nie, w ktorym inkubowane z DNA plemniki wprowadzano droga mikroiniekcji do cy-
toplazmy oocytu (ICSI).

Inng alternatywng metoda w ktorej wykorzystuje sie plemniki jako wektory DNA pole-
ga na mikroiniekcji obcego DNA bezposrednio do kanalikow nasiennych lub sieci jadra.
Plemniki te wykorzystywane sg nastepnie do naturalnego krycia lub inseminagji (3,4).
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2.1. Inkubacja plemnikéw z DNA

Pierwsze dowody na mozliwos¢ wiazania egzogennego DNA przez plemniki ssa-
kow przedstawili Bracket i wsp. w 1971 r. (5). W tym pionierskim doswiadczeniu wyka-
zano, ze plemniki krolika, pozbawione osocza, moga wigza¢ egzogenny DNA pocho-
dzacy od wirusa SV40 i przekazywaé go w trakcie zaptodnienia do oocytéw, powo-
dujgc ich transformacje. Obecnos$¢ wirusowego DNA w zarodkach zostata stwierdzona
dzieki cytotoksycznemu dziataniu powodowanemu przez zarodki w stadium 1- i 2-ko-
moérkowym na wspothodowane komoérki CV1. Wéwczas informacja ta zostata jednak
zignorowana. Dopiero w roku 1989 znaleziono potwierdzenie w dwéch innych do-
Swiadczeniach, gdzie stwierdzono wigzanie egzogennego DNA w komérkach plemni-
kéw jezowca (6) i myszy (7). Arezzo i wsp. (6) wykazali, ze zar6wno homologiczne jak
i heterologiczne DNA przytaczato sie do plemnikéw, a w zarodkach stwierdzono eks-
presje transgenu. Lavitrano i wsp. (7) doniesli, ze plemniki najgdrzowe myszy byty
spontanicznie zdolne do wigzania DNA plazmidu pSV2CAT. Nastepnie czgsteczki DNA
zostaly przekazane do oocytow podczas zaptodnienia, tworzac genetycznie zmodyfi-
kowane zarodki. Ekspresje genu reporterowego CAT stwierdzono w tkankach zwie-
rzat pozytywnych, a transgen byt przekazywany od zatozycieli do potomstwa pokole-
nia F1 w proporcjach zgodnych z rozkladem mendlowskim. P6zniej jednak pojawito
sie wiele kontrowersji, gdyz licznym badaczom nie udato sie powtoérzy¢ tych doswiad-
czen z pozytywnym skutkiem. Negatywne rezultaty zostaly zbiorczo opublikowane
przez Brinstera i wsp. (8), ktorym nie udato sie uzyskac osobnikéw transgenicznych za
posrednictwem plemnikéw jako nosnikéw egzogennego DNA. Sceptycyzm w odnie-
sieniu do tej metody nie zrazil innych eksperymentatoréw i nadal podejmowano pro-
by, skupiajac sie przede wszystkim na ocenie zdolnosci plemnikéw do przylgczania
egzogennego DNA. Stwierdzono, ze plemniki praktycznie wszystkich gatunkéw wyka-
zujg zdolnos$¢ wigzania egzogennego DNA. Wiazanie to nie jest przypadkowe, zacho-
dzi zawsze w postakrosomalnym odcinku gtéwki plemnika. Interakcja jest jonowa, od-
wracalna, niezalezna od sekwengji, i nie ogranicza sie do DNA, ale moze by¢ odtworzo-
na przy uzyciu innych, ujemnie natadowanych makroczasteczek (9).

Whioski te wysunieto na podstawie licznych doswiadczen, w ktérych przebada-
no wiele gatunkow zwierzat, od owadéw do ssakow.

Atkinson i wsp. (10) opisali wigzanie egzogennego DNA z plemnikami u muchy
Lucilia cuprina i pszczoty miodnej Apis mellifera. W tym przypadku liniowy plazmid
DNA zawierajacy fragment genu muszki Drosophila melanogaster vermillon poddano
inkubacji z plemnikami. Okazalo sie, ze czasteczki DNA sg wigzane na catej dlugosci
plemnikéw u obydwu owadéw. Proces wigzania egzogennego DNA z plemnikami
stwierdzono réwniez u zaby szponiastej Xenopus laevis. W tym przypadku wiazanie
czasteczek DNA nastepowalo po prostej inkubacji w temperaturze pokojowej, juz
w ciagu pierwszych 20 min (11). Podobna wtasciwo$¢ wykazywaly plemniki ryb:
wigzanie egzogennego DNA z plemnikami opisano u karpia (12), tososia odmiany
chinook (13) i danio pregowanego (14).
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Castro i wsp. (12) przeprowadzili eksperymenty na kilku gatunkach zwierzat go-
spodarskich stwierdzajac, ze zdolno$¢ przylaczania egzogennego DNA wykazuja
plemniki koguta, kozta, tryka, knura i buhaja. Po prostych inkubacjach plemnikow
wymienionych gatunkéw zwierzat z egzogennym DNA zauwazono znaczne réznice
w stopniu przylaczenia jego czasteczek. Stwierdzono, ze egzogenny DNA przylgcza
sie do 7-25% plemnikéw koguta, 1,5-3% buhaja, 6-10% tryka i kozla, a zaledwie do
0,3% knura. W przeciwienstwie do tych wynikéw Camaioni i wsp. (15) uzyskali
znacznie lepsze rezultaty. Po godzinnej inkubacji z pSV2CAT DNA obserwowano
przytaczenie DNA do 78% plemnikéw knura, 47% buhaja, a takze do 26% plemnikow
mezczyzny. Natomiast posrednie wartosci uzyskali Horan i wsp. (16), gdy po inkuba-
¢ji plemnikéw z plazmidem p(RSV bGh) DNA stwierdzili przytgczanie sie 30% plemni-
kéw knura. Zdolnos¢ dojrzatych plemnikéw do wigzania egzogennego DNA zostata
réwniez potwierdzona przez Francolini i wsp. (17), ktorzy dodatkowo zauwazyli, ze
pewna cze$¢ egzogennego DNA zwigzanego z plemnikami jest pdzniej internalizo-
wana do jadra i wbudowywana do chromatyny. Efektywnosc¢ tego procesu zalezata
od czasu trwania inkubacji. Wynikéw doswiadczen nie mozna jednak bezposrednio
porownywaé, ze wzgledu na szereg réznic w zastosowanych protokotach doty-
czacych postepowania z plemnikami, a takze ze wzgledu na réznice miedzyrasowe.
Lokalizacja rejonéw wigzania DNA w plemnikach wszystkich badanych gatunkéow
zwierzat byla wyrazna w postakrosomowym odcinku gléwki plemnika. W przypad-
ku plemnikéw meskich lokalizacja jest podobna jak u innych gatunkéw, przy czym
znakowany obszar zazwyczaj wychodzi poza maty odcinek postakrosomu, zakry-
wajac taczacy fragment (15). Natomiast w plemnikach buhaja zauwazono dodatko-
we wigzanie czasteczek DNA w 2 miejscach: w skrajnie tylnej czesci koncowki
gtowki oraz w obszarze zewnetrznej czapeczki akrosomalnej. Te 3 miejsca lokaliza-
¢ji mogg istnie¢ w obrebie jednego plemnika (10).

W kolejnych badaniach zmierzano do okreslenia zjawiska interakcji egzogenne-
go DNA z komoérkami plemnikéw jako podstawowej reakcji tego procesu. Okazato
sie, ze zaskakujaco duzo czynnikéw moduluje interakcje plemnikéw z egzogennym
DNA. Lavitrano i wsp. (9) zidentyfikowali biatka o wielkosci 30-35 kDA wystepujace
na powierzchni plemnika, ktére w specyficzny sposo6b wigzg sie z DNA. Biatka te
mogag brac¢ aktywny udzial w przytaczeniu DNA, jesli tylko interakcja ta nie jest
wstrzymywana przez czynnik hamujacy (IF-1) wystepujgcy w osoczu. Czynnik ten
zostal rozpoznany zarowno w osoczu ssakoéw jak i na powierzchni plemnikéw u bar-
dziej prymitywnych gatunkéw, nie posiadajgcych osocza (np. u jezowca) (18). Wiaze
sie on selektywnie z postakrosomowym odcinkiem giéwki plemnikéw, tzn. z tym
samym odcinkiem komorki, w ktérym zachodzi wigzanie egzogennego DNA. Tak za-
tem IF-1 prawdopodobnie odgrywa istotng role dzialajgc jako naturalna bariera
i chroniac plemniki najadrzowe przed niepozadanym wtargnieciem obcych czaste-
czek, ktére moglyby naruszy¢ integralno$¢ plemnika i genetyczng tozsamos$¢ po-
tomstwa. W obszernej pracy Lavitrano i wsp. (19) rozpoznali dwie inne czgsteczki,
ktore by¢ moze uczestniczg w internalizacji czasteczek DNA: CD4 i gtéwny ukfad
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zgodnosci tkankowej (MHC) klasy Il. Okazatlo sie, ze zaréwno czgsteczki CD4 jak
i ukfadu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II) odgrywaja znaczace, ale odmienne
role w procesie interakcji plemnikéw z egzogennym DNA. Wysunieto hipoteze, ze
podczas spermatogenezy konieczna jest ekspresja MHC klasy Il w celu wytworzenia
dojrzatych komorek plemnikow, catkowicie kompetentnych i zdolnych do absorbo-
wania DNA. Natomiast czasteczki CD4 sg potrzebne do jego internalizacji w jadrze.
Zoragi i Spadafora (20) sugeruja, ze zwigzany egzogenny DNA przylgcza sie w plem-
nikach do rusztowania jadrowego, po czym zostaje przegrupowany i podlega re-
kombinacji z genomowym DNA plemnika. Miejsca integracji nie sa ze sobg po-
wigzane, ale sg otoczone przez identyczne sekwencje co sugeruje, ze integracja na-
stepuje w preferowanych miejscach. Réwnolegle do jednego konca miejsca integra-
¢ji znajduje sie sekwencja konsensusowa topoizomerazy Il, co wskazuje na mozliwg
role tego enzymu w procesie rekombinacji niehomologicznej. Natomiast interakcja
plemnikéw najadrzowych z egzogennym DNA uruchamia endogenna nukleaze, kto-
ra rozszczepia DNA zaréwno egzogenne jak i genomowe prowadzac ostatecznie do
procesu $mierci komorkowej przypominajacej proces apoptozy (21-23).

Uzyskane wyniki pozwolily na doktadniejsze i bardziej precyzyjne opracowanie
metody. W kolejnych badaniach, uwzgledniajacych uzyskane informacje otrzymano
genetycznie zmodyfikowane zarodki i osobniki transgeniczne z potwierdzong eks-
presja wprowadzanego egzogennego DNA (24-34).

W zakrojonym na duzg skale doswiadczeniu Maione i wsp. (24) powtoérzyli eks-
peryment przeprowadzony przez Lavitrano w 1989 r. (7), uzyskujac transgeniczne
myszy. Plemniki myszy inkubowano z plazmidowym DNA pSV2CAT podczas kapacy-
tacji, dodajac je potem do dojrzatych komérek jajowych. W tym eksperymencie cze-
stotliwo$¢ inkorporacji DNA do plemnika byta wzglednie jednolita — 90%, ale pro-
porcja uzyskanych transgenicznych ptodéw byta zmienna. Na 75 przeprowadzonych
prob tylko w 13 udato uzyskac sie transgeniczne osobniki. W zaleznosci od ekspery-
mentu potomstwo okazywato sie transgeniczne od 0 do 100%. Okolicznosci pro-
wadzace do tych zréznicowanych wynikéw pozostajg nie wyjasnione. U bydta w wy-
niku zaptodnienia in vitro nasieniem transfekowanym plazmidem pSV2CAT uzyskano
10% genetycznie zmodyfikowanych zarodkéw. Natomiast po inseminagcji takim na-
sieniem uzyskano 1 transgeniczne ciele wykazujgce stabe specyficzne dla transgenu
sygnaly o niespodziewanej dtugosci (25). Sperandio i wsp. (27) inkubowali plemniki
buhaja i knura z 3 r6znymi plazmidowymi DNA (pSV2CAT, pRSV, pAGLU). Stwierdzili
przytaczenie i przekazanie transgenu podczas zaptodnienia uzyskujac genetycznie
zmodyfikowane zarodki w przypadku obydwu badanych gatunkéw zwierzat. Efek-
tywno$¢ w tym przypadku zalezna byla od uzytego plazmidu. Najlepsze rezultaty
uzyskano przy wykorzystaniu plazmidu pSV2CAT: 22% transgenicznych bydlecych
blastocyst, i 5,7% swinskich. Po inseminacji 10 loch transfekowanymi plemnikami
uzyskano 5 transgenicznych prosiat. W innym doswiadczeniu przy wykorzystaniu
tego samego plazmidu i jego inkubacji z plemnikami knura réwniez udato sie otrzy-
mac transgeniczne osobniki. Transgen zlokalizowano w genomie 12 prosiat, ale nie
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wykazano produkgji biatka co sugeruje transmisje mozaicyzmu (28). Réwniez plem-
niki krolicze maja zdolnos$¢ przytaczania i przekazywania egzogennego DNA pod-
czas procesu zaplodnienia (26). Skuteczno$¢ metody u tego gatunku wzrastafa po-
przez dodatkowe dziatanie DMSO i szoku termicznego, ktéremu poddano plemniki
oraz uzycie mieszaniny liniowego i kolistego plazmidu DNA pRK31lacZ. Te modyfi-
kacje pozwolity uzyska¢ az 97% zarodkoéw zawierajacych bakteryjng beta-galaktozy-
daze, a liczba transgenicznych krélikéw wahata sie od 47 do 88,9%.

Na efektywnos$¢ metody oprocz réznych sekwencji DNA majg réwniez wplyw
jego ilosci uzyte do inkubacji z plemnikami. Sciamanna i wsp. (29) przeprowadzajac
badanie na najadrzowych plemnikach myszy i ejakulowanych plemnikach knura za-
stosowali do inkubagji 2 rézne plazmidy w r6znych stezeniach stwierdzajac, ze naj-
wyzsze wyniki, tj. 53% transgenicznych myszy, uzyskano przy bardzo niskim ste-
zeniu pVLCNhGH plazmidu DNA (1 ng), a 66% transgenicznych $§win przy jego wyz-
szym stezeniu (5-10 ng).

Niedawno Lavitrano i wsp. (30,31) doniesli o wytworzeniu transgenicznych $win
z genem hDAF (ang. human decay accelerating factor), ktéry pomaga pokona¢ nadostre
odrzucenie organu $winskiego przez organizm ludzki. Ten zesp6t badaczy opracowat
warunki inkubagji plemnikéw knura z egzogennym DNA, co pozwolilo uzyska¢ az 57%
transgenicznych $win. Transgen hDAF byt integrowany w genomie $wini, ulegal tran-
skrypgji i translacji wytwarzajgc funkcjonalne biatko u 64% transgenicznych swin.
W tym przypadku gen przekazywany byt nastepnemu pokoleniu. Z najnowszego do-
niesienia tego zespotu wynika, ze dla zwiekszenia efektywno$ci metody transfekgcji
plemnikéw zastosowano 3 geny kodujace biatko fluoryzujgce na zielono (EGFP), nie-
biesko (EBFP) i czerwono (DsRed2). Stwierdzono ekspresje wszystkich 3 biatek w przy-
padku 88% zarodkow (morula/blastocysta) ocenianych w 6 dniu po inseminacji. Po wy-
konaniu analizy genomowego DNA metoda PCR wykazano, ze wszystkie urodzone
prosieta byly transgeniczne, a 40% wykazywalo ekspresje 3 genéw. Réwnoczesne uzy-
skanie ekspresji 3 fluoryzujgcych biatek u potrojnie transgenicznych swin dowodzi, ze
mozliwe jest wyprodukowanie wielotransgenicznych osobnikéw za pomoca plemni-
kéw jako nosnikow egzogennego DNA (32). W innym doswiadczeniu po laparoskopo-
wej inseminacji plemnikami inkubowanymi z egzogennym DNA udato sie uzyskac 86%
blastocyst swinskich z ekspresja EGFP (33), a po iniekgji plemnikéw inkubowanych
z EGFP do cytoplazmy oocytow 22% blastocyst wykazujacych ekspresje tego genu (34).

2.2. Elektroporacja plemnikéw z DNA

Elektroporacja jest metoda, w ktorej komérki, w obecnosci egzogennego DNA
poddawane sa dzialaniu pola elektrycznego. W btonie komérkowej powstaja czaso-
wo mate pory, przez ktore egzogenny DNA moze przenika¢ do wnetrza komoérki.
Elektroporacja jest prosta, wygodng i fatwg metoda do transferu czasteczek egzo-
gennego DNA.
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Tsai i wsp. (35) poddali elektroporacji plemniki uchowca japonskiego (Haliotis
divorsicolor suportexta) w obecnosci egzogennego DNA (opAFP-2000CAT). Po prze-
prowadzonej analizie reakcji PCR wykazano, ze transgen byt obecny u 65% osobni-
kéw pierwszego pokolenia, a po analizie Southern Blot stwierdzono réwniez jego
integracje z genomowym DNA larw. Wykazano takze, ze elektroporacja nie wptywa
na zdolnos$¢ plemnikéw do zaptodnienia, czego dowodem byta prawie 100% efek-
tywnos$¢. Muller i wsp. (36) poddawat elektroporacji plemniki karpia, suma afrykan-
skiego i tilapii, stwierdzajac ekspresje transgenu u 3-4% uzyskanego narybku. Patil
i Khoo (37) przeprowadzajac elektroporacje u danio pregowanego zauwazyli, ze
plemniki poddane elektroporacji przytaczaty wiecej czasteczek egzogennego DNA,
niz plemniki ktérych nie poddawano dziataniu pola elektrycznego. Ponadto zauwa-
zono, ze technika ta negatywnie wptynela na ruchliwos$¢ plemnikéw, nie wywierajac
jednak negatywnego wplywu na skuteczno$¢ zaptodnienia. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw przypuszcza sie, ze elektroporacja plemnikéw rybich korzystnie wply-
wa na ich zdolnos¢ przytaczania egzogennego DNA do postakrosomalnego odcinka
gtowki plemnika.

Horan i wsp. (38) ocenili wptyw elektroporacji na plemniki knura. Po prostej in-
kubacji plemnikéw tego gatunku z plazmidowym DNA zawierajacym bydlecy gen
hormonu wzrostu, az 70% plemnikéw wigzato plazmidowe DNA do postakrosomal-
nego odcinka gtowki plemnika. Elektroporacja zwiekszyla je zaledwie o 5-10%. Elek-
troporacji poddawano takze plemniki buhaja w obecnosci plazmidu zawierajagcego
gen reporterowy CAT. Sekwencje genu byly obecne w przypadku 22% blastocyst
uzyskanych po zaptodnieniu in vitro plemnikami po elektroporacji. Stwierdzono, ze
u tego gatunku elektroporacja plemnikow zwieksza ich skuteczno$¢ przylaczania
egzogennego DNA, ale negatywnie wptywa na ich zdolno$¢ do zaptodnienia i by¢
moze z tego powodu nie uzyskano transgenicznego potomstwa (39). Co ciekawe
Rieth i wsp. (40) niedawno uzyskali transgeniczne zarodki otrzymane po zaplodnie-
niu in vitro plemnikami po elektroporacji z konstruktem DNA zawierajagcym gen re-
porterowy (ang. Alu-like repeat), o ktorym wiadomo, ze sprzyja otrzymywaniu zwie-
rzat transgenicznych poprzez rekombinacje homologiczng. W wyniku przeprowa-
dzonej reakcji PCR stwierdzono, ze 46,5% zarodkéw wykazywato zjawisko rekombi-
nacji homologicznej w poréwnaniu do zaledwie 3,5% w kontroli. Na podstawie tych
rezultatow potwierdzono, ze elektroporacja plemnikéw buhaja, w potaczeniu z re-
kombinacjg homologiczna, zwieksza skutecznos¢ integracji wprowadzanych czaste-
czek DNA.

2.3. Lipofekcja plemnikéw z DNA
Kolejna metodg umozliwiajaca wnikniecie egzogennego DNA do wnetrza komér-

ki jest lipofekcja. Metoda ta polega na jonowym oddzialywaniu wprowadzonego
DNA i liposomoéw. Powierzchnia liposoméw jest obdarzona tadunkiem dodatnim
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i elektrostatycznie oddzialuje z resztami fosforanowymi DNA oraz biona komoér-
kowa. DNA i liposomy tworzg dodatnio natadowane kompleksy bedace sferycznymi,
ciggltymi, dwuwarstwowymi, lipidowymi strukturami, optaszczajacymi skondenso-
wane DNA. Kompleksy DNA-lipidy sa zdolne wnikng¢ do komérek na drodze endo-
cytozy (41).

Bachiller i wsp. (42) jako pierwsi wykorzystali liposomy kationowe do wprowa-
dzenia egzogennego DNA do plemnikéw myszy. Zaobserwowano, ze w obecnosci li-
posomow ponad 80% plemnikéw wykazywato sygnat wewnatrz gtowki specyficzny
dla egzogennego DNA. Przy odpowiednich stezeniach DNA i liposoméw uzyskano
60% skutecznoSci zaplodnienia in vitro transfekowanymi plemnikami. Sugeruje to,
ze traktowanie plemnikow liposomami nie zmniejsza ich zdolnosci do zaptodnienia.
Jednak nie udalo sie otrzymac transgenicznego potomstwa, tylko w przypadku
1 osobnika po analizie Southern Blot obserwowano staby sygnat o niespodziewanej
dtugosci. Intensywno$¢ sygnatu jak i dlugo$¢ fragmentéw sugerowaly mniej niz
jedna kopie skroconego konstruktu w kazdej komoérce. Prawie rownocze$nie w 2 pra-
cach doniesiono o wprowadzeniu egzogennego DNA w drodze lipofekcji do plemni-
kéw koguta. Po zaptodnieniu kur tak przygotowanymi plemnikami otrzymano za-
rodki (blastodermy z jaj po zniesieniu oraz po 11-13 dniach inkubacji) i kurczeta wy-
kazujace obecnos$¢ czasteczek egzogennego DNA (43,44). Jednakze w obu przypad-
kach egzogenny DNA nie ulegal integracji z genomem, lecz znajdowat sie w formie
episomalnej.

Z kolei, na kongresie zastosowan genetyki w Guelph przedstawiono 2 doniesie-
nia o otrzymaniu transgenicznych krolikow (45) i kurczat (46) z zastosowaniem plem-
nikow transfekowanych za pomoca liposoméw. Autorzy twierdzili tez, ze wprowa-
dzone sekwencje egzogennego DNA byly przekazywane nastepnym pokoleniom. Jed-
nak te prace nie sg dobrze udokumentowane, a u kur nie stwierdzono ekspresji
wprowadzonego genu (46). Transgeniczne osobniki udato sie uzyska¢ Rottmanowi
i wsp. w 1996 r. poprzez wprowadzenie do plemnikow kroélika, buhaja i koguta,
w drodze lipofekgji, kilku plazmidow DNA zawierajacych dodatkowo mysi element
amplifikujgcy (nts). Tylko, wtedy gdy element ten byt czescia plazmidowego DNA,
uzyskano 4 transgeniczne cieleta, 2 transgeniczne ptody krélicze i 4 transgeniczne
kroliki. Analizy PCR i Southern Blot wyraznie wykazywatly ekspresje genu reportero-
wego. W przypadku zarodkéw kurzych po przeprowadzonej analizie PCR wykazano
takze obecnos$¢ plazmidowego DNA bez dodatkowego czynnika, gtownie w zarod-
kach we wczesnych stadiach rozwojowych, a z obecnos$cia mysiego czynnika amplifi-
kujacego zdecydowanie w zarodkach w p6zniejszych stadiach rozwojowych (47).

Inny zespét badaczy (48) przy udziale liposoméw uzyskatl transgeniczne kroliki
wykazujace ekspresje genu $winskiego hormonu wzrostu (PGH) i biatka zielonoflu-
oryzujgcego (GFP). Po zaptodnieniu in vitro oocytow kréliczych plemnikami trakto-
wanymi kompleksem liposomo6w i plazmidowego DNA uzyskano 32% zarodkow, kté-
re wykazywaly ekspresje GFP. W pokoleniu FO uzyskano 39% (29/74) transgenicz-
nych krélikéw. Gen swinskiego hormonu wzrostu integrowat sie z genomem wiek-
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szos$ci osobnikéw wykazujacych ekspresje GFP. Transmisje transgenu zaobserwowa-
no w pokoleniu F1, gdzie 1 osobnik sposréd 6 wykazywat ekspresje GFP. Na podsta-
wie tych wynikéw przypuszcza sie, ze lipofekcja moze by¢ skuteczng metoda, jednak-
ze na jej efektywnos$¢ majg wptyw m.in. takie czynniki jak: proporcje w jakich stoso-
wane s3 liposomy i plazmidowe DNA oraz obecno$¢ w pozywce biatek surowicy by-
dlecej. Wykazano, ze wysoka koncentracja liposoméw ma niekorzystny wptyw na
ruchliwo$¢ plemnikéw, a obecno$¢ w pozywce biatka surowicy bydlecej, ze wzgledu
na swoéj ujemny tadunek, moze blokowac interakcje kompleksu liposomy-DNA
z plemnikami. Najwyzszy odsetek dzielgcych sie zarodkéw, blastocyst i osobnikéw
transgenicznych uzyskano stosujgc liposomy w objetosciach 2- i 3-krotnie wiek-
szych w stosunku do plazmidowego DNA, uzywajac przy tym pozywki nie zawie-
rajgcej albuminy surowicy bydlecej (49).

2.4. Wprowadzenie DNA do plemnikéw za poSrednictwem enzymu restrykcyjnego

Wywotanie integracji egzogennego DNA z plemnikami jest mozliwe poprzez za-
stosowanie enzymu restrykcyjnego (REMI, ang. restriction enzyme mediated integra-
tion). Metoda ta wykorzystuje liniowe DNA, ktore jest otrzymywane z plazmidu DNA
poprzez jego ciecie enzymem restrykcyjnym w celu otrzymania jednoniciowego
DNA z lepkimi koncami. Liniowe, lepkie konnce DNA, wraz z enzymem restrykcyj-
nym, sg wprowadzane do komorki docelowej poprzez takie metody transfekcji jak
lipofekcja lub elektroporacja. Odpowiedni enzym restrykcyjny jest wykorzystany do
ciecia genomowego DNA w miejscach, w ktérych mozliwe jest spowodowanie inte-
gracji egzogennego DNA poprzez jego komplementarne lepkie konce.

Po raz pierwszy te metode zastosowano u drozdzy, udowadniajac, ze moze
zwiekszac stopien integracji prawie 20-krotnie (50). Od tego czasu wykazano, ze
metoda skutecznie zwieksza integracje transgenu u grzybéw (51), pierwotniakow
(52) i zab (53).

W 1996 r. Kroll i Amaya (54) wykorzystujgc enzym restrykcyjny wprowadzili li-
niowy plazmid DNA do jader plemnikéw zaby szponiastej w celu dekondensacji ge-
nomowego DNA. Jadra te po wlaczeniu egzogennego DNA byly transferowane do
dojrzatych komorek jajowych metoda mikroiniekcji. W tym doswiadczeniu 36% osob-
nikéw byto transgenicznych w poréwnaniu do 19% w kontroli.

Jesuthsan i wsp. (55) uzyskat transgeniczne osobniki poprzez iniekcje jader plem-
nikéw do komérek jajowych danio pregowanego. Plemniki poddano wczesniej okres-
lonym procedurom, w ktérych zmieniano czas trwania ich inkubacji z egzogennym
DNA oraz jego stezenia. Przy skrajnych parametrach zaobserwowano transmisje
mozaikowa.

Technike te zastosowano z powodzeniem u bydta, ale w tym przypadku w celu
zwiekszenia integracji liniowego plazmidu pGFP z genomowym DNA plemnikow
polaczono ja z lipofekcja. Integracja Notl-pGFP z bydlecym genomowym DNA plem-
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nikéw byta wyrazna. Plemniki te wykorzystano potem do zapfodnienia in vitro, uzy-
skujac 30% morul z ekspresjg GFP. Natomiast po inseminacji uzyskano 2 osobniki,
ktore po analizie PCR i RT-PCR dawaly pozytywny sygnat, jednakze po analizie So-
uthern Blot pozytywny sygnat stwierdzono tylko u jednego osobnika. Dodatkowo
stosujac te samg metode, ale inne konstrukcje genetyczne, uzyskano 2 transgenicz-
ne cieleta. Reasumujac, wszystkie uzyskane cieleta (4) wykazywaly pozytywny sy-
gnal. Gdy te samg metode zastosowano u kur, uzyskano w pokoleniu F1 90% (17/19)
osobnikow z ekspresja GFP, a 83% (25/30) w pokoleniu F2 (56).

2.5. Wprowadzenie DNA do plemnikéw za poSrednictwem przeciwciata mo-
noklonalnego (mAb C)

Chang i wsp. (57) zaproponowali niezwykle interesujgca metode otrzymywania
zwierzat transgenicznych, ktéra polega na inkubacji plemnikéw z egzogennym DNA
w obecnosci przeciwciala monoklonalnego (mAb C). Przeciwciato to jest podstawo-
wym biatkiem, ktore wigze sie z DNA poprzez jonowe interakcje, pozwalajgc egzo-
gennemu DNA na powiazanie z powierzchnig plemnika. Stwierdzono, ze obecno$¢
przeciwciala jako Igcznika w wigzaniu DNA i komoérek plemnikéw nie przeszkadza
w zaplodnieniu. Wadg metody byt niski odsetek zaplodnien in vitro, lepsze rezultaty
uzyskiwano poprzez inseminacje. Na podstawie przeprowadzonych badan wykaza-
no, ze mAb C wigzalo sie z plemnikami wiekszo$ci badanych gatunkoéw zwierzat. Po
zaptodnieniu transfekowanymi plemnikami za posrednictwem mAb C, egzogenne
DNA wbudowywato sie do genomu $wini i myszy z wysoka efektywnoscig. Ekspresje
transgenu wykazywato 61% (35/57) transgenicznych swin pokolenia FO, a w pokole-
niu F1 u 37,5% swin i 33% myszy. Wyrazna byta tez transmisja transgenu w pokole-
niu F2. Na podstawie uzyskanych wynikéw przypuszcza sie, ze uzycie przeciwciata
w celu przyfaczenia egzogennego DNA do plemnikéw jest skutecznym sposobem na
integracje transgenu, jego ekspresje i transmisje do kolejnych pokolen.

2.6. Iniekcja plemnikéw do cytoplazmy oocytu po inkubacji plemnikéw
z DNA

Innym wariantem metody wykorzystujacej plemniki jako no$niki egzogennego
DNA jest jej potaczenie z metoda iniekcji plemnikéw do cytoplazmy oocytu (ICSI,
ang. intracytoplasmic sperm injection). W tym przypadku plemniki po inkubacji z egzo-
gennym DNA, sg wprowadzane do cytoplazmy oocytéw na drodze iniekgji (ICSI).
Niedawno opracowano kilka nowych procedur, majgcych utatwic¢ plemnikom przy-
laczanie egzogennego DNA. Procedury te polegaly na wystawieniu plemnikow my-
sich na dziatanie Tritonu X-100, powtérzonych cykléw zamrazania — rozmrazania
lub liofilizacji, przed inkubacjg z egzogennym DNA i iniekcjg plemnikéw do cytopla-
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zmy oocytu (58). Od 64 do 94% uzyskanych blastocyst wykazywato obecnos¢ genu
reporterowego LacZ lub GFP, natomiast tylko 26% blastocyst byto pozytywnych wzgle-
dem GFP, gdy wykorzystano plemniki nie poddane takim procedurom. W wyniku
krzyzowania transgnicznych samcoéw myszy z nietransgenicznymi samicami uzyska-
no potwierdzong ekspresje i integracje wprowadzanego genu Srednio u 40% potom-
stwa. W wyniku zastosowania tej metody uzyskano takze potwierdzona ekspresje
wprowadzanej informacji genetycznej w zarodkach matpy rhesus (59,60) i $wini
(61,34). Sukcesy odniesione w wyniku zastosowania tej metody sa dowodem, ze
plemniki moga by¢ wykorzystywane do przytaczania i przekazywania egzogennego
DNA w potaczeniu z zaptodnieniem technika ICSI.

3. Mikroiniekcja DNA i meskich komérek rozrodczych z obcym DNA
do kanalikow nasiennych lub jadra

3.1. Mikroiniekcja DNA

Niedawno opracowano technike polegajaca na mikroiniekcji egzogennego DNA
bezposrednio do kanalikéw nasiennych lub wnetrza jadra (59-66). Egzogenne DNA
wprowadzone bezposrednio do jadra jest sprawnie transportowane do przewodow
najadrza i wowczas wigczane przez komorki nabtonkowe najadrzy i plemniki na-
jadrzowe (62). Metoda ta taczy mozliwos¢ tworzenia ,transgenicznych plemnikow”
oraz mozliwos¢ zbadania funkcji genéw uczestniczacych w spermatogenezie po
transfekcji in vivo meskich ptciowych komérek macierzystych. W doswiadczeniu
przeprowadzonym przez Huguet i wsp. (63) stwierdzono, ze 60-80% plemnikéw wy-
kazywato obecnos¢ plazmidowego DNA po iniekcji do mysich powr6zkow, a 8% uzy-
skanego potomstwa wykazywato ekspresje genu reporterowego. Kim i wsp. (64) do-
konali iniekcji kompleksu liposoméw z genem lacZ do kanalikow nasiennych myszy,
ktore wczesniej poddano dziataniu busulfanu, w celu zmniejszenia spermatogene-
zy. Stwierdzono, ze ekspresja transgenu wystapita w 8 do 14,8% kanalikoéw, a reak-
cja PCR wykazata obecno$¢ transgenu u 7-13% plemnikéw najadrza. U swin, egzo-
genne DNA zostato rowniez wprowadzone do meskich komoérek rozrodczych, a od
15 do 25% kanalikéw nasiennych zawierajacych komoérki rozrodcze, wykazywato
ekspresje genu lacZ. Celebi i wsp. (65) przeprowadzili tego samego rodzaju do-
Swiadczenia, wykazujac, ze transgen byt przekazywany potomstwu, ale pozostawat
episomalny. W miare wzrostu zwierzat plazmid znikat w trakcie kolejnych podzia-
tow komorkowych. Do podobnych wnioskéw doszli takze inni badacze, ktorzy przy
wykorzystaniu tych samych metod uzyskali transgeniczne potomstwo, jednak ba-
dajac transmisje genu w kolejnych pokoleniach stwierdzono, ze jego ekspresja byta
bardzo staba, albo nie wystepowata w ogole. Zwielokrotnienie liczby iniekgcji jader
w krotkich odstepach czasu nie poprawity efektywnosci metody (66,67). Inny zespo6l
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(68) wykonat iniekcje egzogennego DNA do kanalikéw nasiennych myszy w potacze-
niu z elektroporacja, w celu transfekcji spermatogenicznych komérek macierzystych
umiejscowionych w kanalikach nasiennych. Uzyskano diugotrwalg ekspresje trans-
genu w transfekowanych komérkach. Wyniki te wskazuja, ze spermatogeniczne ko-
mérki macierzyste albo spermatogonia moga wiaczaé egzogenny DNA i transgen
moze by¢ przekazywany do protoplastycznych komorek, uzyskanych po transfekgji
proliferujacych komorek ptciowych.

Z wymienionych prac wynika, ze najlepsze rezultaty uzyskiwano, gdy egzogenne
DNA w kompleksach z liposomami wprowadzano do kanalikéw nasiennych badz
jader. Jednakze, wysoki poziom mozaicyzmu, jak rowniez zmniejszajacy sie odsetek
zwierzat niosgcych egzogenny DNA wraz z ich rozwojem, moze w duzej mierze za-
leze¢ od rodzaju zastosowanych liposoméw (69).

Wstepne rezultaty tej metody sa zachecajace, ale zanim bedzie mogta by¢ wyko-
rzystana do transgenezy zwierzat gospodarskich musi by¢ udoskonalona. Metode te
mozna tez wykorzystaé w badaniach nad regulacja spermatogenezy na poziomie
molekularnym.

3.2. Mikroiniekcja genetycznie zmodyfikowanych meskich komérek rozrod-
czych

Brinster i wsp. (70) opracowali technike, ktéra polega na pobraniu komoérek
z jadra zawierajacych transgen od ptodnych samcoéw i mikroiniekcji tych komérek
do kanalikow nasiennych nieptodnych samcéw. W metodzie tej wykorzystuje sie
proces spermatogoenezy i interakcje, ktére istniejg pomiedzy komoérkami kanali-
kéw nasiennych. Pierwotne komorki somatyczne, ktére wspomagaja i odzywiaja ko-
morki ptciowe, tworzg Sciane kanalikéw i okreslaja nisze dla komérek macierzys-
tych. Proces spermatogenezy jest ztozony, $cisle regulowany i ogromnie produk-
tywny. U szczuréw réznicowanie i proces mejozy, ktéry rozpoczyna sie od podziatu
pojedynczej komérki macierzystej, teoretycznie moze wyprodukowac ponad 4 tys.
plemnikéw, chociaz w wyniku apoptozy wydajnos¢ procesu spada o 20-50%. Tylko
spermatogonialne komoérki macierzyste moga wyprodukowac kolonie wszystkich ko-
morek uczestniczacych w spermatogenezie w jadrze biorcy. W wyniku krzyzowania
biorcy z nietransgeniczng samica powstaje potomstwo, ktore niesie geny dawcy.
Metoda ta pozwala oming¢ trudnosci i niepewnosci zwiazane z bezposrednig trans-
fekcja plemnikéw (71,72). Brinster i wsp. dokonali iniekcji §wiezo izolowanych ko-
moérek rozrodczych od myszy dawczyn do kanalikow nasiennych myszy biorcéw, po-
zbawionych komérek ptciowych. Stwierdzili, ze normalna spermatogeneza zostata
przywrécona u 18-36% biorcow, a z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze mo-
zliwy jest transfer §wiezo pobranych lub wyhodowanych komoérek rozrodczych do
kanalikow nasiennych myszy biorcy. Udato im sie takze wytworzy¢ spermatogeneze
w kanalikach nasiennych biorcow po transplantacji komorek ptciowych, ktére
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uprzednio zamrozono w temp. -196°C (73). Ten sam zesp6l prébowat opracowac
metode diugotrwatej hodowli komoérek macierzystych (74), w celu ostatecznej ich
transfekcji in vitro przed reimplantacja do kanalikéw nasiennych jader biorcéw. Z po-
wodzeniem wykorzystano retrowirusy do transfekcji meskich komérek macierzys-
tych in vitro przed ich mikroiniekcjg do kanalikow nasiennych (75). Ekspresja trans-
genu reporterowego lacZ trwata u myszy biorcow ponad 6 miesiecy, co wskazuje, ze
transgen zostal wigczony do transfekowanych komoérek macierzystych. Potwierdze-
nie tej hipotezy nastapifo rok pézniej, gdy wykazano integracje i transmisje transge-
nu u 4,5% potomstwa, bez jakichkolwiek strat pokoleniowych (76). Zesp6t Brinstera
wykazat takze mozliwo$¢ produkgcji plemnikéw szczurzych i chomiczych po trans-
plantacji komorek zarodkowych do myszy o obnizonej odpornosci (77,78). Wreszcie
Huang i wsp. (79) dokonali transfekcji komorek zarodkowych samcéw myszy in vivo
z genem kodujacym zéite biatko fluorescencyjne (YFP, ang. yellow fluorescent protein),
otrzymujgc fluoryzujace plemniki, ktére ostatecznie wykorzystano do metody ICSI.
Transgen zostal nastepnie przekazany i wigczony do genomu potomstwa.

4. Podsumowanie

Interakcja egzogennego DNA z plemnikami jest procesem, w ktoérym uczestniczy
szereg czynnikow. Zdolnos¢ plemnikéw wielu gatunkéw zwierzat do wigzania egzo-
gennego DNA jest udokumentowana i potwierdzona. Wciaz spotyka sie jednak scep-
tycyzm i kontrowersje wokoét tej metody, zwiazane z jej funkcjonowaniem i trudno-
$ciami z uzyskiwaniem powtarzalnych wynikéw. Zainteresowanie metoda jest coraz
wieksze i, jak sie wydaje, bedzie ona zyskiwa¢ na znaczeniu. Problemem do roz-
wigzania pozostaje bardziej dogtebne poznanie mechanizmu przytaczania i przeka-
zywania obcej informacji genetycznej z uzyciem plemnikéw jako wektoréw egzo-
gennego DNA. Pozwolitoby to na bardziej precyzyjne okreslenie uwarunkowan sto-
sowania tych metod i wykorzystania ich w biotechnologii zwierzat jako uzyteczne-
go narzedzia w produkgcji transgenicznych osobnikow.
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