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TEHNIKE PRIJENOSA GENA I TRANSGENE ZIVOTINJE

Martina Bradié

Sazetak

U selekeiji i razli¢itim krizanjima, vrlo je vazno poznavanje podrijetla
svakog pojedinog grla. Problemi s kojima je suoceno krizanje su, prvo,
tocna procjena genotipa na kojemu se temelji fenotip; drugo, ¢&injenica da
premda je odreden &itav genom, samo pola genoma Zivotinje na kojoj je
provedena selekcija prelazi na potomka. Ti problemi postoje i u modernim
tehnologijama uzgoja Zivotinja, ukljudujuéi umjetno  osjemenjivanje,
prijenos embrija, oplodnju in vitro i mikrokirurgiju embrija. Metode
koristene u tim tehnologijama takoder su primijenjene na genome u
haploidnoj ili diploidnoj formi kao da su proizvedeni prirodnim putem
segregacije ili nasumi¢nog parenja. Postignuta je moguénost stvaranja
specifi¢nih gena ili skupina gena, ovisno o naginu krizanju, pa su iskljuceni
mnogi drugi geni od manje vaZnosti, ¥to Je vrlo znagajno u krizanju
Zivotinja.

Kljucne rijeci; genotip, fenotip, krizanje, transgenicnost, gen

Uvod

Geni, zanimljivi za kriZanja u stodarstvu, mogu se izolirati molekularno-
bioloSkim metodama, dodatno sekvencirati, rekombinirati s regulatornim
elementima i na kraju testirati in vivo na funkcionalne osobine. Nakon prvog
uspjeSnog prijenosa gena provedenog na misu, koriStenjem metode
mikroinjektiranja DNK (Gordon i sur., 1980) ta se metoda prijenosa
jednog izoliranog gena ustalila. Primjena osnovnih istrazivanja u programu
krizanja domacih Zivotinja je tek pocela i oCekuje se da ¢e se u buducnosti
dogoditi drasti¢ne promjene. Cilj ovog Clanka je opisati poznate tehnike
prijenosa gena te istaknuti moguénosti prijenosa gena u nekih vrsta domaéih
Zivotinja.

Martina Bradi¢, dipl. inZ biologije, Agronomski fakultet SveutiliSta u Zagrebu, Sveto-
Simunska 25, Zagreb
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Tehnike prijenosa gena

Pod prijenosom gena podrazumijeva se prijenos in vitro rekombiniranih
genskih konstrukata u genom Zzivotinje. Genski konstrukt integriran u genom
Zivotinje naziva se transgen. Kodirani protein kojeg je proizveo transgen na-
ziva se transgeniéni produkt. Zivotinje s transgenima nazivaju se transgenicne,
a ako transgen prelazi na potomke, nastaju transgenicne linije ili populacije.
Krajnji cilj ove tehnologije je utjecaj na transgeni¢ni produkt.

Slika 1.- SHEMA TEHNIKE PRIJENOSA GENA U SVINJA

JJ )
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Za prijenos gena u sisavaca moguce je koristiti tri razliCite tehnike:

- Izravno mikroinjektiranje DNK u pronukleus zigote,

- Prenosenje DNK koristenjem retroviralnih vektora,

- Proizvodnja transgeniénih himera injektiranjem geneti¢ki transformi-
ranih totipotentnih stem (osnovnih) stanica u embrio.

Prijenos gena izravnim mikroinjektiranjem DNK

Za sada je mikroinjektiranje DNK u pronukleus zigote jedina metoda za
prijenos gena u domacih Zivotinja. Ta se procedura sastoji od sljede¢ih faza:

- Kloniranje i rekombinacija prikladnog genskog produkta,

- Pripremanje donora,

- PronalaZenje zigote (oplodene oocite),

- Vizualizacija pronukleusa (neophodna u nekih vrsta domacih Zivotinja),

- Pripremanje DNK otopine koja ¢e se injektirati,

- Mikroinjektiranje DNK otopine u pronukleus zigote,

- PrenoSenje injektirane zigote u jajovod sinkronog recipijenta,

- Ispitivanje potomaka da bi se utvrdilo primanje novih genskih
konstrukata (tehnike Dot-Southern-Blot).

Genski konstrukti koji sluze za prijenos gena rekombinirani su u
kozmidima ili plazmidima, a zatim klonirani. Nakon cijepanja rekombinantnog
vektora s restrikcijskim endonukleazama potrebno je genski konstrukt
ekstrahirati, precipitirati, isprati i smjestiti u injekcijski pufer. Da bi se izbjegli
problemi injektiranja, sve otopine koristene u pripremi injekcijske tekucine
moraju se sterilno filtrirati kako bi genska otopina bila bez kontaminiranih
estica. DNK otopina se razrjeduje tako da jedan pikolitar sadrzi oko tisucu
kopija genskog konstrukta.

Pribor potreban za mikroinjektiranje ukljucuje invertni mikroskop, dva
mikromanipulatora i injekcijski pribor. Potreban dopunski pribor Cine
injekcijska Supljina i posebna injekcijska pipeta za drzanje zigote.

Injekcijska pipeta, s vanjskim promjerom od 1-2 um, ispunjena je DNK
otopinom. Za vrijeme injektiranja, zigota se drzi pomocu posebne pipete.
Injekcijska pipeta se uvodi u pronukleus, prolaskom kroz zonu pelucidu,
stani¢nu membranu i jezgrinu membranu. Oko jedan do dva pikolitra DNK
otopine su injektirana u pronukleus i tako se poveéao njegov volumen.

Zigota, u koju je injektiran genski konstrukt nakon in vitro kulture, prenosi
se u jajovod sinkrone Zivotinje recipijenta. Recipijentne Zivotinje su sinkroni-
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zirane sa zivotinjom donorom hormonskim tretiranjem. Nakon nastanka po-
tomka, kao produkta unoSenja gena, visokomolekularna DNK se izolira iz
njegova tkiva (krv i stanice mogu se prakti¢no uzeti iz zadnjice) da se ustanovi
uspje$nost ugradnje novog gena. Integracija injektirane DNK i broja
integriranih kopija moZe se detektirati Southern Blot ili Dot Blot hibridi-
zacijom. Mjesta integracije u kromosomima mogu se dokazati hibridizacijom s
metafaznim kromosomima, tako da se taj uneseni gen koristi za probu.

Transgeniéne Zivotinje mogu se pariti. Njihovi potomci su testirani kako bi
se ustanovilo da li je transgen pre$ao na potomke. Kod sparene hemizigotne-
transgeniéne F1 generacije napravljeni su pokuSaji da se proizvedu
homozigotne transgeni¢ne zZivotinje.

Prijenos gena pomocu retroviralnih vektora

Retrovirusi imaju RNK genom, koji se u zarazenim stanicama transkribira
putem vlastite virusne reverzne transkriptaze u DNK, a nakon toga se integrira
u genom stanice. Integracija se dogada slu¢ajno. Medutim, samo se jedna
kopija moze pronaci u provirusu. Taj ciklicki retroviralni vektor moze se u
prijenosu gena koristiti kao posrednik. Godine 1974. prvi je puta dokazano, da
je nakon injektiranja SV40 DNK u blastocel misje blastociste kasnije moguce
pronaé¢i DNK u stanicama odraslog miSa(Jaenisch, 1974;Jaenisch i
M intz 1974). Proviralna DNK, koriStena u tim eksperimentima, integrira se
u potomke gradeéi stabilne linije J aenisch, 1976; S t u hlman,
JihneriJaenisch, 1981).

Uspje$na uporaba retroviralnih vektora u domacih Zivotinja joS nije
napravljena. Salter isur. (1986) su napravili pokus na peradi injektiranjem
divljeg lanca DNK. Isto su napravili i s rekombinantnim pile¢im virusom
leukoze u jajetu prije valjenja. Kao rezultat pronadene su neke Zivotinje koje
su zaista pokazivale integraciju.

Prijenos gena proizvodnjom zametnih (germ) linija himera

Nacin koji se koristi u prijenosu rekombinantnih genskih konstrukata u
zametne linije putem totipotentnih transformiranih stem stanica danas zadobiva
sve veéu pozornost, osobito u miseva. Totipotentne stem stanice izolirane su iz
in vitro kultiviranih blastocista. Himere se mogu proizvesti agregacijom stem
stanica s ranim embrionskim diobenim stadijem ili injektiranem tih stanica u
blastocistu. Do 30% tako proizvedenih himera su zametne linije himera koje
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sadrze genotip stani¢ne linije. M i n t z (1977) istie moguénost uporabe
osnovnih stanica kao prijenosnika za uvodenje novih gena.

Prednost takvog prijenosa gena putem transformiranih osnovnih stanica je
da se integracija i eventualna ekspresija transgena mogu testirati ve¢ u sta-
ni¢noj liniji. Mozda je jo§ vaznija Cinjenica da se prijenos, vjerojatno, moze
uiniti manipulacijom morule i blastociste. Kad je embrio na tom stadiju
razvitka, osobito u goveda, to je moguce uciniti i bez kirurSkog zahvata, Sto
znaci da ée program prijenosa gena biti uvelike olak3an.

Druga metoda, takoder mogucéa potencijalna tehnika prijenosa gena po-
mo¢u manipulacije blastocista, je mikroinjektiranje DNK upakirane u lipo-
some. Takvi liposomi injektiraju se u blastocistu goveda, no pozitivni rezultati
tih pokusa nisu jo$ utvrdeni.

Godine 1989. bila je objavljena uporaba tehnike spermijski posredovanog
prijenosa gena na generaciju transgeni¢nih miSeva i svinja(Lavitrano i
sur., 1989; Gando lfi isur., 1989). Ta metoda je prilicno jednostavna, i
kako je autor prikazao, vrlo u¢inkovita. Drugi znanstvenici nisu uspjeli do¢i do
rezultata koji bi to potvrdili (Brinster isur., 1989).

KriZanje s transgenicnim domacim Zivotinjama

Primjenom prijenosa gena u programu uzgoja stoke, od klju¢ne je vaznosti
prenoSenje gena na potomke. To znali da sve ili neki od zametnih stanica
primarnih transgeniénih Zivotinja moraju sadrzavati transgene. NazZalost,
postoji malo spoznaja o molekularno-bioloskim procesima koji se dogadaju
kad je injektirana DNK integrirana u genomu.

Kad su transgeni¢ne Zivotinje bile provjerene nakon rodenja, dokazano je
da se mora dogoditi mozai¢nost. Mozai¢ne Zzivotinje imaju razliCite linije
staniénih genotipova, koji su, medutim, nastali iz jedne zigote. Transgenicne
mozaine Zivotinje sadrZe transgenine i netransgenicne stanice, Sto ponekad
moze biti problem. O¢ito je da potomak ne moze sadrzavati transgen od svojih
transgeni¢nih roditelja ako transgen nije nazofan u gonadama. Iz prijaSnjih
iskustava, oko 30% primarnih transgeni¢nih Zivotinja proizvedenih mikro-
injektiranjem je mozaitno i zato prijelaz transgena ide samo na manje od
polovice ili na nijednog njihovog potomka.

Nasljedivanje osobina u potomaka Zivotinja koje su integrirale injicirane
genske konstrukte na stabilan nalin odvija se prema  Mendelovim
zakonitostima. Opcenito, integracija zauzima jedan lokus na kromosomu. Te se
Zivotinje zovu hemizigotni transgenici. Termin heterozigotni nije primjenjiv
dok nedostaje alel koji odgovara transgenu u homolognim netransgeni¢nim
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kromosomima. Ako su gonade mozaici izmedu transgeniénih i netransgeni¢nih
stanica, postotak transgeni¢nih potomaka ovisi o sudjelovanju tih dviju
stani¢nih linija u proizvodnji gameta a moze iznositi izmedu 0 i 50%.
Mozai¢ne Zivotinje normalno se javljaju u Fo generaciji. Potomci transgeni¢ne
F1 generacije i kasnijih generacija sadrze, ako su pozitivni, genske konstrukte
u svim somatskim stanicama i stanicama gonada. Opazeno je, medutim, da
transgen Cesto nije bio prenesen kroz nekoliko generacija. Razlog zasto
transgen ne ostaje stabilno integriran, a moze biti i izgubljen iz genoma
katkada nema zadovoljavajuce objasnjenje. Moglo bi se re¢i da je velika
nestabilnost u ekspresiji gena Cak ucestalija pojava od nestabilne integracije. U
sljede¢im generacijama se javljaju sve razliditiji oblici promjena; od porasta do
smanjenja ekspresije ili ak do njezine potpune odsutnosti.

Prije uvodenja transgeni¢nih Zivotinja u populaciju, neophodno je utvrditi
da kod tih zZivotinja nema insercijskih mutacija da se sprije¢i porast ucestalosti
letalnih gena. Te insercijske mutacije mogu biti posebno zanimljive za osnovna
istrazivanja. W o y ¢ h i k i sur. (1985) utvrdili su da insercijska mutacija
dovodi do poznatog defekta ekstremne malformacije. To znaciti da se inser-
cijska mutacija moZze iskoristiti za izolaciju i karakterizaciju endogenih gena.

Smith isur. (1987) su ustalili plan krizanja za testiranje transgeni¢nih
zivotinja i za osnivanje homozigotnih linija.

Sto se ti¢e krizanja i selekcije, posljedica tih problema mozai¢nih i
insercijskih mutanata je da je jedna transgeniéna Zivotinja dovoljna za
uvodenje dobro definiranog genskog konstrukta u populaciju. Da ne bi doslo
do povecanog broja problema s krizanjem, moraju se ispuniti sljede¢i uvjeti:

- Stabilno prenoSenje transgena na potomka,

- Bez insercijskih mutacija i moguc¢nosti proizvodnje homozigotnih trans-
genicnih zivotinja,

- Stabilna ekspresija transgena s pozitivnim bioloskim utjecajem na ciljane
osobine.

S obzirom na te nesigurnosti na kraju je potrebno pet do deset primarnih
transgeni¢nih Zivotinja za proizvodnju uspjesnih linija.

Abnormalni razvitak ploda

Mnogi protokoli koji su se koristili za kulturu i manipulaciju embrija
prezivaca rezultirali su neobi¢no velikim embrijima, koji su takoder imali
visok postotak nagle, neobjasnjene, perinatalne smrti (W alk e r i sur., 1996).
Manipulacije koje rezultiraju proizvodnjom velikih potomaka ukljuduju
nuklearni transfer (W il s o n i sur., 1994), embrio kao kulturu (Formin i
F arin, 1995), kulturu u jednostavnom mediju sa serumom dodanim za 5 dana
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(Thompson isur, 1995, Walkerisur, 1996) izlaganje embrija u
maternicu u neprikladno vrijeme estrusnog ciklusa asinkronim prijenosom
embrija(Wilmut i Sales, 1981) ili nakon modifikacije maj¢ine normalne
okoline (K leeman isur., 1994).

Medutim, tretmani nisu toliko razli¢iti koliko se moglo oc¢ekivati. U istra-
zivanju, kad su se iz embrija proizvedenog nuklearnim prijenosom razvila
odrasla goveda, embriji su bili kultivirani u podvezanim jajovodima Zivotinje,
s time da se prethodno nije razmotrila sinkronizacija estrusa (Bondio l i,
1993). Zato nije moguce znati do koje se faze razvitka dogadaju poremecaji
kao rezultat prijenosa jezgre ili kulture.

Promjene odgovorne za izlaganje neprikladnoj okolini mogu biti potaknute
biologki aktivnim ¢imbenicima, kao $to su ¢imbenici rasta, bilo da su nazo¢ni u
neprikladno vrijeme ili se nalaze u neodgovarajucoj koncentraciji. Na taj
nacin, vremenski asinkroni transfer ili povecana razina progesterona majke
moze prouzroliti izlaganje embrija neobi¢nim sekretima maternice.

Abnormalni uéinak kulture povezan je s nazoc¢no$¢u seruma. Npr. kad
zivotinja dobije potomke koji su prethodno bili u embrio-kulturi u mediju u
kojem nema seruma, potomci su normalne porodne mase. (Thomson isur,
1995). Isti &imbenik (s) mozZe biti odgovoran za narusavanje u kulturi sa
serumom i pri umetanju u reproduktivni sustav u neodgovarajucoj fazi spolnog
ciklusa. Cimbenici u serumu uzrokuju promjene koje treba definirati.  Naj-
jednostavnija hipoteza je da naruSavaju razvitak embrija istim meha-nizmom,
ali to ne smije biti slu¢aj. Postoji jasna potreba da se razumije mehanizam i da
se definiraju €imbenici u reproduktivhom sustavu koji utjeu na razvoj
embrija. To ¢e takoder pomoci u optimizaciji razvoja embrija u kulturi, dok se
ne eliminira narusavanje razvoja. Nazalost, to je jedan tvrdokoran problem
zbog teskoce odredivanja djelovanja odredenih Cimbenika na razvoj embrija u
kulturi bez prijenosa pojedinog embrija i odredivanja prezivljavanja embrija i
fetalne mase.

Zakljucci

Molekularne tehnike su vezane uz nova dostignuéa u molekularnoj i
staniénoj biologiji i osnova im je: (1) otkri¢e restrikcijskih enzima koji
omogucuju izrezivanje DNK sekvence; (2) razvoj tehnika koje omogucuju
detekciju i odvajanje DNK fragmenata razli¢itih duljina; (3) tehnike za brzo
umnozavanje DNK sekvenci; (4) razvoj tehnika za odredivanje baznih
sekvenci na kratkim lancima DNK; (5) istrazivanje DNK proba i tehnika
obiljezavanja pojedinih segmenata.
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Rezultati istrazivanja ovih osnovnih molekularnih tehnika izvrstan su

temelj za rad na genomu domacih Zivotinja te za izolaciju i karakterizaciju
zanimljivih géna u svrhu krizanja.

Za uobicajenu upotrebu u svrhu krizanja najvaznije je da se proizvedu

genski konstrukti koji ¢e dopustiti prijenos gena koji ¢e potom biti izravan u
pravom (ciljnom) tkivu u pravo vrijeme, a takoder i u pravoj koli€ini.
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GENE TRANSFER METHODS AND TRANSGENIC ANIMALS
Summary

In selection and different animal crossbreeding, it is very important to recognieze every
individual animal. The problems faced in secondly conventional crossbreeding programmes are,
first by, an accurate evaluation of genotype on which the phenotype is based and, second, the fact
that although the entire genome of an animal is always assessed, only half of the genome of the
selected animal is passed on to its offspring. These problems also apply to the modem
technologies in animal breeding, including artificial insemination, embryo transfer, in vitro
maturation and fertilization, and embryo microsurgery since the methods used in these
technologies are also applied to the genome in haploid or diploid form as produced by natural
processes of segregation and random mating. There is a possibility of making a specific gene or
group of genes, depending on breeding work, thus excluding many other genes of less importane,
wich is an option of great interest in animal crossbreeding.

Keywords: genotype, phenotype, breeding, transgenesis, gene

Objasnjenje pojmova

HAPLOID - jezgra koja sadrzi polovi¢an broj kromosoma (simbol: n)

DIPLOID - diploidna jezgra sadrzi dva seta homolognih kromosoma

SEGREGACIJA - nasumiéno sparivanje jezgri

SEKVENCIRANJE - metoda kojom se mogu izdvojiti sekvence(sljedovi parova baza)
gena koji nam je interesantan za daljnju manipulaciju.

REGULATORNI ELEMENTT - proteini koji se vezu na specifi¢ni niz molekule DNK i
mijenjaju ekspresiju gena.

REKOMBINANTNI GENSKI KONSTRUKTI - bilo koja molekula DNK koja je
nastala udruzivanjem s DNK molekulom nekog drugog podrijetla. Takva DNK
najcesce se upotrebljava u kloniranju i geneti¢koj modifikaciji organizama.

RETROVIRALNI VEKTOR - virusni prenositelj odredenog gena koji Zelimo ugraditi
u nekog domacina.

TOTIPOTENTNE (STEM) STANICE - nakupina stanica koje jo$ nisu zapocele proces
diferencijacije.

KOZMIDI - strana DNK upakirana u glavu faga (bakterijski virus) kako bi taj konstrukt
posluzio za unoSenje strane DNK u novog domacina. Kozmid je poznat po tome
da moze ugraditi velike koli¢ine strane DNK.

STOCARSTVO 56:2002 (4) 311-320 319



Martina Bradi¢: Tehnike prijenosa gena i transgene Zivotinje

PLAZMIDI - ekstrakromosomalne strukture DNK koje kao replikoni imaju sposobnost
samostalne replikacije i koji se samostalno nasljeduju u stanicama domacina.
RESTRIKCIJSKE ENDONUKLEAZE - velika porodica enzima koja moZe cijepati
DNK na bilo kojem mjestu gdje postoji specifi¢na kratka sekvenca nukleotida.

Ekstenzivno se koristi u rekombinantnim DNK tehnologijama.

PIKOLITAR - milijarditi dio mililitra.

KOPIJA GENSKOG KONSTRUKTA - umnoZeni genski konstrukt (konstrukt na-
pravljen od razli¢itih segmenata DNK).

SOUTHERN BLOTTING - otkrivanje Zeljenog niza baza komplementarnim nizom
baza pomocu hibridizacije. Npr. pomocu odredene mRNK, koja moZe sluZiti kao
sonda, mogucée je otkriti fragment DNK koji kodira tu mRNK.

HIBRIDIZACIJA METAFAZNIM KROMOSOMIMA - detektiranje integracije Zelje-
nog stranog gena pomocu sparivanja sa metafaznim kromosomima tako da se taj
uneseni gen koristi kao proba.

HEMIZIGOTNA TRANSGENICNA F1 GENERACIJA - prva generacija potomaka
nastalih iz transgeni¢ne Zivotinje koja ima pola genoma normalnog i pola s novim
genom.

RETROVIRUS - virus koji sadrzi RNK koja se umnoZava u stanici tako da najprije
napravi DNK intermedijere.

TRANSKRIPCIJA - prepisivanje geneticke informacije s DNK na mRNK.

REVERZNA TRANSKRIPTAZA - enzim prisutan u retrovirusima koji radi dvolan-
¢anu formu iz jednolan¢anog RNK kalupa.

CIKLICKI RETROVIRALNI VEKTOR - isto §to i retroviralni vektor samo ne u
linearnoj ve¢ u ciklickoj formi.

MOZAICNOST - organizam sastavljen od stanica s razli¢itim genotipovima

INSERCIJSKA MUTACIJA - mutacija koja nastaje umetanjem baza u izmedu baza u
normalnom slijedu u molekuli DNK &ime se mijenja okvir Citanja tripleta baza a
samim time i kranji signal za protein.

ENDOGENI GENI - novi geni koji su se uspjeli ugraditi u DNK i koji se prenose dalje
na potomstvo.
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