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Σύγχρονη έρευνα στη βιοτεχνολογία 
του κουνελιού 

Ε. Ξυλούρη 

Π Ε Ρ Ι Λ Η Ψ Η . Η ανάπτυξη της βιοτεχνολογίας έχει ανοίξει νέους 

ορίζοντες οτον χρόπο διαχείρισης και εκτροφής των αγροτικών ζώ

ων. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι μια αδρή παρουσίαση 

των νέων βιοτεχνολογικών επεμβάσεων που βρίσκουν εφαρμογή 

στο κουνέλι. Μετά την αξιολόγηση της σημασίας του κουνελιού 

στην επιστημονική έρευνα, περιγράφονται τα στάδια και οι μέθο

δοι μεταφοράς εμβρύων σε αυτό, καθώς και διάφορες πειραματι

κές μελέτες για τη σύγκριση των εκάστοτε χρησιμοποιουμένων 

μεθόδων. Ακολουθεί συνοπτική περιγραφή της in vitro γονιμο

ποίησης, τεχνικής που μπορεί να συνδυαστεί με τη μεταφορά εμ

βρύων. Η παραγωγή διαγονιδιακών ζώων περιλαμβάνει τη μετα

φορά εμβρύων ως ενδιάμεσο στάδιο. Έτσι, παρουσιάζονται όλα τα 

στάδια της τεχνικής, ενώ γίνεται αναφορά σε μελέτες παραγωγής 

διαγονιδιακών κουνελιών. 

Λέξεις ευρετηρίασης: κουνέλι, μεταφορά εμβρύων, διαγονιδιακά 

Ε Ι Σ Α Γ Ω Γ Η 

Η αξιοποίηση του κουνελιού (Oryctolagus cuniculus) 
παρουσιάζει διπλό ενδιαφέρον ως παραγωγικό και ως 
ζώο του εργαστηρίου χάρη στο μικρό του μέγεθος, την τα-
χυαυξητική του ικανότητα, το χαμηλό κόστος διατροφής 
του, την εύκολη διαχείριση, την προσαρμοστικότητα του 
στις τεχνητές συνθήκες εκτροφής, την πολυδυμια και το 
σύντομο αναπαραγωγικό του κΰκλο (McNitt et al., 1996). 

Ως παραγωγικό ζώο αξιοποιείται για την παραγωγή 
κρέατος, γούνας και μαλλιού. Στα πλαίσια των ζωοτεχνι
κών επεμβάσεων που τροποποιούν τις αποδόσεις στο κου
νέλι, όπως και σε άλλα είδη ζώων (χοίρος, μηρυκαστικά), 
εφαρμόζεται μεταφορά εμβρύων, in vitro γονιμοποίηση 
και μεταφορά γονίδιων (Milan et al., 2000). 

Ως πειραματόζωο και πρότυπο μελέτης νοσημάτων 
για τον άνθρωπο χρησιμοποιείται για την παραγωγή αντι
σωμάτων και θεραπευτικών ανασυνδυασμένων πρωτεϊ
νών (Fan et al., 1999, Bozse et al., 2003), μελέτη της αθη-
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ABSTRACT. The advance of biotechnology has created new 

methods in breeding farm animals. The purpose of the present 

study is the description and evaluation of the new technological 

techniques that are applied to rabbits. Following the contribution 

of rabbit to the scientific research, there is a detailed description of 

embryo transfer in rabbits. Several experimental studies are 

presented in order to compare the different methods that can be 

used. There is a brief description of in vitro fertilization in rabbits, 

a technique that can be combined with embryo transfer. The 

production of transgenic animals includes embryo transfer. This is 

the reason why each step of it it is described separately, while 

studies referring to transgenic rabbits are presented. 
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ρωμάτωσης, της υπερχοληστεριναιμίας (Mortensen et al., 

1994), της καρκινογένεσης σε συνδυασμό με τη μόλυνση 

με ιοΰς Παπιλλόμα κ.λπ. (Breitburd et al., 1997). 

Για τους παραπάνω λόγους η έρευνα που γίνεται για 
την ανάλυση του γονιδιώματος στο κουνέλι είναι πολΰ 
σημαντική και με αξιόλογα αποτελέσματα, όσον αφορά 
στην παραγωγή γενετικών χαρτών με μικροδορυφόρους 
(Queney et al., 2001) και τον προσδιορισμό της θέσης των 
τελευταίων στα αντίστοιχα χρωματοσώματα του ζώου 
(Fox et al., 1994, Korstanje et al., 1999, Rogel-Gaillard et 
al., 2001, Zijlstra et al., 2002, Hayes et al., 2002, Chantry-
Darmon et al., 2004). 

Τα στάδια της μεταφοράς εμβρύων 

Η επιτυχία της μεταφοράς εμβρύων προϋποθέτει τη 
διεξαγωγή της: 

1) Επιλογής των δοτών εμβρύων με κριτήρια τη γε
νετική υπεροχή, την κανονική, φυσιολογική και υγιεινή 
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κατάσταση, το φυσιολογικό στάδιο αναπαραγωγής, την 
ηλικία, τη φυλή, την οικονομική άξια των απογόνων. 

2) Πρόκλησης υπερωοθυλακιορρηξιας που είναι πε
ριοριστικός παράγοντας (Maurer et al., 1968a, Maurer et 
al., 1968b, Hagen, 1974, Smidt and Nieman, 1989, Carney 
et al., 1990, Kauffman et al., 1998, Saratsi A. et al., 2002). 

3) Χειρουργικής συλλογής εμβρύων με μεσοκοιλιακή 
τομή και εκπλυση του ωαγωγοΰ ή των κεράτων της μήτρας 
και πιο πρόσφατα με λαπαροσκόπηση (Besenfelder and 
Brem, 1993). 

4) Αξιολόγηση των εμβρύων με: α) Μορφολογική 
εκτίμηση ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης, το σχήμα, το 
χρώμα, το μέγεθος του περιλεκυθικοΰ χώρου και τη διά
φανη ζώνη, β) Με μεθόδους χρώσεως, γ) In vitro καλ
λιέργεια. Για την καλλιέργεια σημαντικό ρόλο παίζει το 
καλλιεργητικό θρεπτικό μέσο. Πολλές προσμίξεις στα 
θρεπτικά υλικά έχουν χρησιμοποιηθεί, μεταξύ των οποί
ων το: Epidermal growth factor (EGF, lOng/ml) insulin 
^g/ml) transferring ^g/ml) sodium selenite ^g/ml) = 
BSEITS medium, με σημαντική επιτυχία στην ανάπτυξη 
των ζυγωτών και των εμβρύων (Chreneck et al., 1998). δ) 
Εκτίμηση των εμβρύων μετά τη μεταφορά σε απολινωμέ
νους ωαγωγοΰς (Smidt and Niemann, 1989). 

5) Προαιρετική κρυοδιατήρηση εμβρύων άριστης ποι
ότητας και του σωστού σταδίου ανάπτυξης. Κατά την κα
τάψυξη-απόψυξη είναι πιθανή η αλλοίωση των εμβρύων, 
γι' αυτό χρησιμοποιείται κρυοπροστασια (Hafez, 1993). 

6) Επιλογή των δεκτών εμβρύων με βάση τη φυσιο
λογική, υγιεινή, αναπαραγωγική τους κατάσταση, το συγ
χρονισμό οίστρου μεταξύ δότη και δέκτη (Schimdt et al., 
1992) και τη συμβατότητα ως προς το μέγεθος του εμ
βρύου (Smidt and Niemann, 1989, Ypsilantis et al., 1996). 

7) Μεταφορά εμβρύων χειρουργικά, συνήθως με αναι-
σθητοποιηση και μεσοκοιλιακή λαπαροτομή ή πλευρικες-
οσφυϊκες προσεγγίσεις που αφήνουν το γεννητικό σύ
στημα εκτεθειμένο (Hafez, 1993). 

Μέθοδοι μεταφοράς εμβρύων στα κουνέλια 

Το 1880 πρώτος ο Schenk ανέφερε την προσπάθεια 
του να καλλιεργήσει έμβρυα θηλαστικών και ιδιαίτερα 
κουνελιών in vitro. Παρατήρησε την αυλάκωση (cleavage) 
μετά από τη γονιμοποίηση του ωάριου με το σπερματο
ζωάριο (Schenk, 1880). Το 1893 ο Onanoff ανέφερε την in 
vitro γονιμοποίηση ωοκυττάρων κουνελιών και ινδικών 
χοιριδίων (Onanoff, 1893). Ισχυρίστηκε, επίσης, ότι τα 
έμβρυα έφθασαν μέχρι το στάδιο των 8-κυττάρων in vitro 
και η περαιτέρω ανάπτυξη τους επιτεύχθηκε μετά από τη 
μεταφορά τους στην κοιλιακή κοιλότητα θηλέων και αρ
ρένων ατόμων. Οι αρχικές αυτές αναφορές των Schenk 
και Onanoff έγιναν ρουτίνα μόνο κατά τις τελευταίες δε
καετίες σε άλλα είδη θηλαστικών, κατά το τέλος του 20ου 
με αρχές του 21ου αιώνα. 

Στη συνέχεια, ο Brächet το 1912 περιέγραψε πρώτος 
τη συμπεριφορά κατά την καλλιέργεια των βλαστοκΰστε-

ων κουνελιών (Brächet το 1912). 

Μετά την πρώτη επιτυχή μεταφορά εμβρύων στα κου
νέλια από τον Walter Heape το 1891, ακολούθησαν αρ
κετές προσπάθειες για τη χειρουργική προσέγγιση των 
ωοθηκών, των ωαγωγών, της μήτρας και του κόλπου από 
τους κενεώνες. Όμως προκαλούσαν καταπόνηση, αιμορ
ραγία και μορφολογική αλλοίωση των αναπαραγωγικών 
οργάνων. 

Το 1969 ο Testart εφάρμοσε την κολπική μεταφορά 
εμβρύων. Μια ενδοσκοπική τεχνική εφαρμόστηκε από 
τον Fujimoto το 1974 (Besenfelder and Brem, 1993). To 
1977 και 1988 επιτεύχθηκε η κολπική συλλογή εμβρύων 
(Besenfelder et al., 1998). To 1987 μεταφέρθηκαν με λα
παροτομή έμβρυα 2 κυττάρων, 16-32 κυττάρων και μορι-
διου στους ωαγωγοΰς 5 δεκτών. Επίσης, παρατηρήθηκε 
ότι η λαπαροσκοπική τεχνική δεν είχε αρνητικές επιδρά
σεις στη βιωσιμότητα των εμβρύων (Besenfelder and 
Brem, 1993). 

Λαπαροσκοπική μεταφορά εμβρύων 

Σκοπός του εγχειρήματος ήταν η ανάπτυξη μιας νέας 
διαδικασίας μεταφοράς εμβρύων στους ωαγωγοΰς των 
κουνελιών με τη χρήση ενδοσκοπίου. Σε πρώτη φάση με
ταφέρθηκε μεγάλος αριθμός εμβρύων, ενώ σε δεύτερη 
φάση ο αριθμός μειώθηκε βελτιώνοντας το ποσοστό γο
νιμότητας. Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου ήταν: α) απου
σία οργανικής αλλοίωσης, β) πολλαπλή χρησιμοποίηση 
των δεκτών, γ) μείωση του χρόνου μεταφοράς, δ) μείωση 
των πιθανοτήτων τραυματισμών στο δέρμα (Besenfelder 
and Brem, 1993). 

Τεχνητή γονιμοποίηση και μεταφορά εμβρύων 

Εκτιμήθηκαν οι επιπτώσεις της ενδοσκοπικής μετα
φοράς εμβρύων στην εγκυμοσύνη και στο μέγεθος της 
τοκετοομάδας, συγκριτικά με στοιχεία από τεχνητώς γο
νιμοποιημένες κουνέλες. Αρχικά, μεταφέρθηκαν ενδο
σκοπικά αμφοτερόπλευρα 4-12 έμβρυα για να διαπιστω
θεί ποιος αριθμός οδηγεί σε εγκυμοσύνη και μεγάλη το-
κετοομάδα. Το ποσοστό εγκυμοσύνης ήταν 81%. Όταν η 
τεχνητή γονιμοποίηση και η μεταφορά εμβρύων έγιναν 
εναλλακτικά, διαπιστώθηκαν τα εξής: 1) Η μεταφορά εμ
βρύων πέτυχε τουλάχιστον τα ίδια ποσοστά εγκυμοσύνης 
με την τεχνητή γονιμοποίηση (Wettemann and Hafs, 
1970), 2) η μεταφορά επαναλήφθηκε χωρίς μείωση της γο
νιμότητας (Illera et al., 1990) ή προβλήματα εμβρυϊκής 
εμφύτευσης (Besenfelder et al., 1997). 

Ενδοσκοπική συλλογή και μεταφορά εμβρύων 

Εφαρμόστηκε ενδοσκοπική κολπική μεταφορά εμ
βρύων μετά τη λαπαροσκοπική συλλογή τους από τον 
κόλπο και παρατηρήθηκαν τα εξής: 1) Αντίθετα από τον 
Testart, που το 1969 ανέφερε ένα ποσοστό μόλυνσης 30%, 
δε σημειώθηκαν μητρικές ή κολπικές μολύνσεις, 2) Η μέ
θοδος αρμόζει για τη συλλογή εμβρύων που βρίσκονται 
στον ωαγωγό ή στη μήτρα (Besenfelder et al., 1998). 
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Προοπτικές για την εφαρμογή της μεταφοράς εμβρύων 

Η εφαρμογή της μεταφοράς εμβρύων στη Ζωική Πα
ραγωγή έχει αρκετά πλεονεκτήματα: 1) Καλύτερη αξιο
ποίηση του αναπαραγωγικού δυναμικού των θηλυκών, 
διότι επιτρέπει την απόκτηση απογόνων από πολύτιμους 
δότες. 2) Την εισαγωγή-εξαγωγή γενετικού υλικού. 3) 
Συντομότερο έλεγχο της παρουσίας υπολειπόμενων γο
νίδιων και μειωμένο διάστημα γενεών. 4) Ανάπτυξη τε
χνικών κρυοδιατήρησης γονιδιακοΰ υλικού. 5) Παραγω
γή δίδυμων. 6) Εισαγωγή νέων γονίδιων σε κλειστούς 
πληθυσμούς. 7) Μεταφορά γονίδιων. 8) Κλωνοποιηση 
από σωματικά κύτταρα (Chesne et al., 2002). Προς το 
παρόν έχει περιορισμένη εφαρμογή λόγω των προϋπο
θέσεων επιτυχίας της, όπως είναι η διαθεσιμότητα θηλυ
κών δοτών και δεκτών, η χρήση της τεχνητής σπερματέγ
χυσης, (Battaglini et al., 1982), η διατήρηση εμβρύων in 
vitro (Fischer, 1987), οι κατάλληλα σχεδιασμένες συζεύ
ξεις, ο έλεγχος των αποδόσεων και η διαθεσιμότητα επι-
στημονικής γνώσης και εργαστηριακού εξοπλισμού 
(Smidt and Niemann, 1989). 

Η in vitro γονιμοποίηση 

Για την in vitro γονιμοποίηση ωάριων κουνελιού πραγ
ματοποιούνται τα ακόλουθα στάδια: 1) Λήψη και αποθή
κευση ωοθηκικού υγροΰ, 2) λήψη και αποθήκευση υγροΰ 
με σπερματοζωάρια από τη μητρική κοιλότητα (Bedford 
1970, Boussit, 1989, Theau-Clement and Roustan, 1991), 
3) συλλογή ωάριων μετά από εκπλυση των ωοθηκών με το 
ωοθηκικό υγρό, 4) ανάμειξη των ωάριων με σπερματο
ζωάρια (Suzuki, 1974). Ο συνδυασμός της in vitro γονι
μοποίησης και της μεταφοράς εμβρύων έχει καταλήξει 
στη γέννηση ζωντανών απογόνων για διάφορα ζωικά εί
δη και επιτρέπει την επαναλαμβανόμενη χρήση αξιόλο
γων δοτών για την παραγωγή πολλών ωοκυττάρων. Τα 
πλεονεκτήματα της είναι: 1) Η ανάκτηση ωάριων από 
ζώα που μόλις έχουν πεθάνει ή σφαγει και η μείωση του 
διαστήματος γενεών, με τη συλλογή ωάριων από θηλυκά 
σε προηβική ηλικία. 2) Ένα πρόγραμμα γενετικής επι
λογής σε συνδυασμό με την in vitro γονιμοποίηση και με
ταφορά εμβρύων μπορεί να μειώσει την υπογονιμότητα 
λόγω θερμικής καταπόνησης. 4) Έμβρυα με άθικτη τη 
διάφανη ζώνη δε μετέδωσαν βακτηριολογικής ή ιογενοΰς 
αιτιολογίας νοσήματα, κάνοντας πιθανή τη χρήση εμ
βρύων "μολυσμένων ζώων" και τον έλεγχο των παθογό
νων μέσω της μεταφοράς εμβρύων. 5) Μείωση του κό
στους της μεταφοράς εμβρύων (Smidt and Niemann, 
1989). Ωστόσο, πρόκειται για τεχνική με αυξημένο κό
στος, με χαμηλά ποσοστά επιτυχίας, ενώ υπάρχουν ανη
συχίες για πιθανές ανωμαλίες στους απογόνους 
(Bourdon, 1997). 

Μέθοδοι μεταφοράς γονιδίων στα αγροτικά ζωα 

Η ενσωμάτωση ξένων γονίδιων στο γονιδιωμα ενός 
ζώου μετατρέπει το εν λόγω ζώο σε διαγονιδιακό. Οι μέ
θοδοι παραγωγής διαγονιδιακών ζώων είναι οι ακόλου
θες: 1) Μικροενεση DNA σε έμβρυα, ώστε τα παραγό

μενα κύτταρα και τα γαμετικά να φέρουν τα ξένα γονίδια 
(Chrenek et al., 2004). 2) Χρήση ρετροϊικών υποδοχέων. 
Το RNA του ρετροϊοΰ, αφοΰ εισαχθεί σε ένα κύτταρο, 
υφίσταται αντίστροφη μεταγραφή σε DNA. Το δίκλωνο 
DNA ενσωματώνεται ως ένα αντίγραφο στο γονιδιωμα 
του κυττάρου και βάσει αυτοΰ συντίθεται το ιϊκό DNA και 
πρωτεΐνες από τα ένζυμα του κυττάρου. Η μέθοδος αυτή 
πλεονεκτεί στα εξής σημεία: α) Μέχρι και το 100% των 
κυττάρων μπορεί να εκφράσει τα ξένα γονίδια, β) είναι 
δυνατή η ταυτόχρονη "μόλυνση" πολλών κυττάρων, γ) το 
DNA μπορεί να ενσωματωθεί ως ένα αντίγραφο σε μια 
τυχαία θέση του κυτταρικού γονιδιώματος, δ) παρ' όλο 
που η ενσωμάτωση είναι τυχαία ως προς το κυτταρικό 
γονιδιωμα, είναι ακριβής ως προς το ιϊκό, ε) συνήθως δε 
βλάπτει τα κύτταρα. Όμως η μεταφορά ξένου DNA είναι 
περιορισμένη, ενώ οι ρετροϊικές αλληλουχίες μπορεί να 
υπερκαλύπτουν τη διαγονιδιακή έκφραση. 3) Χρήση αρ
χέγονων εμβρυϊκών κυττάρων που διατηρούνται αδιαφο
ροποίητα σε καλλιέργεια. Αν επαναεισαχθοΰν σε έμβρυο 
στο στάδιο της βλαστοκΰστης ενσωματώνονται σε αυτό 
και συμβάλλουν στη δημιουργία όλων των κυτταρικών τύ
πων κατά την ανάπτυξη. Μπορούν να επιλεχθούν και να 
ελεγχθούν ως προς τον αριθμό των παραγόμενων αντι
γράφων και την πιθανή έκφραση των ξένων γονίδιων, 
ενώ απενεργοποιούν ενδογενή γονίδια αποκαλύπτοντας 
το λειτουργικό τους ρόλο. Όμως, η διάθεση των ανασυν-
δυασμένων απογόνων απαιτεί την πάροδο μιας γενιάς 
(Smidt and Niemann, 1989). 

Τα στάδια μικροενεση ς DNA για την παραγωγή διαγο
νιδιακών κουνελιών 

Η ευκολία παραγωγής διαγονιδιακών ζώων εξαρτάται 
από τις ιδιαιτερότητες κάθε είδους με καθοριστικό πα
ράγοντα το διάστημα γενεών. Για την αγελάδα απαιτείται 
πάροδος 7 ετών μέχρι τη χρησιμοποίηση των διαγονιδια
κών ατόμων στην παραγωγή. Γι' αυτό προτιμώνται ζώα με 
μικρό διάστημα γενεών, όπως το κουνέλι (Hammer et al., 
1985, Chrenek et al., 2004). Η μικροενεση συνιστά την πιο 
εύχρηστη διαδικασία μεταφοράς γονίδιων με τα παρα
κάτω στάδια: 

1) Επιλογή του προς μεταφορά γονιδίου για τη βελ
τίωση της άξιας των ζώων. Οι σημαντικότερες ιδιότητες 
των ζώων ελέγχονται από πλήθος γονίδιων με προσθετι
κή επίδραση, γι' αυτό δεν υποβάλλονται άμεσα σε χειρι
σμό. Υπάρχουν ιδιότητες που ελέγχονται από ένα μόνο 
γονίδιο, π.χ. το γονίδιο της αλλοθάνης των χοίρων. Γι' 
αυτό η μεταφορά περιορίζεται σε γονίδια με θετική δρά
ση στα ζώα, όπως: α) Γονίδια που κωδικοποιούν ενδο
κρινείς ή αυτοκρινεις λειτουργίες, π.χ. το γονίδιο της αυ
ξητικής ορμόνης. Όμως, ο έλεγχος μιας ιδιότητας, όπως 
η ανάπτυξη, ίσως επιδρά δυσμενώς σε κάποια άλλη, όπως 
η αναπαραγωγή, β) Γονίδια που κωδικοποιούν ένζυμα 
για την αύξηση του ρυθμού μετατροπής του υποστρώμα
τος σε προϊόν με την εισαγωγή νέων βιοχημικών οδών. γ) 
Γονίδια που αυξάνουν την αντοχή σε ασθένειες, δ) Γονί
δια που ελέγχουν ζωοκομικά προϊόντα. Στο γάλα θα ήταν 
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επιθυμητή η εισαγωγή αλληλουχιών για την κωδικοποίη
ση βελτιωμένων πρωτεϊνών με στόχο, π.χ. το γενετικό πε
ριορισμό των όξινων πρωτεϊνών α-λακταλβουμίνης και 
β-λακτογλοβουλίνης (Smidt and Niemann, 1989) 

2) Απομόνωση του γονιδίου arto to DNA κατάλληλου 
ιστοΰ και επώαση με το κατάλληλο ένζυμο περιορισμού. 

3) Κλωνοποίηση του γονιδίου: Ένα γονίδιο παρέχει 
όλα τα στοιχεία που ελέγχουν την έκφραση μιας συγκε
κριμένης πρωτεΐνης. Ένα τυπικό ευκαρυωτικό γονίδιο 
αποτελείται από τρεις περιοχές: α) Περιοχή υποκινητή, 
που προσδιορίζει τον ιστό, το χρόνο και την ποσότητα 
της επικείμενης αντιγραφής, β) Δομική περιοχή γονίδιου, 
γ) Περιοχή ακολουθιών που ρυθμίζουν τη μεταγραφή και 
τη μετάφραση στο 3'-άκρο του γονίδιου. Για ένα άριστο 
σχέδιο μεταφοράς γονίδιων επιδιώκεται ο όσο το δυνατόν 
ευρύτερος συνδυασμός των κωδικοποιημένων αλληλου
χιών με τα άκρα 5' και 3', ενώ η γραμμική μορφή του 
DNA επιτρέπει την καλύτερη αντιγραφή. Ακόμα είναι 
απαραίτητη η απομάκρυνση προκαρυωτικών, λόγω κλω-
νοποιησης αλληλουχιών που έχουν παρεμποδιστική δρά
ση. Επίσης, τα γονίδια θα πρέπει να χρησιμοποιούνται με 
την αυθεντική δομή τους παρά με τη μορφή του cDNA 
τους. Φαίνεται ότι η δομή των εξονίων-ιντρονίων αυξάνει 
την αποτελεσματικότητα αντιγραφής των μεταφερθέντων 
γονίδιων. 

4) Δημιουργία του κατάλληλου γονιδιακοΰ συνδυα
σμού από την ανάμειξη τεμαχίων περιορισμού που έχουν 
παραχθεί με τη δράση του ίδιου ένζυμου. Τα τεμάχια συ
ναρμόζονται σε ένα μόριο ανασυνδυασμένου DNA μέσω 
υδρογονικών δεσμών και της DNA συνθετάσης. 

5) Προετοιμασία του διαλύματος "DNA": Τα γονίδια 
αναπαράγονται ως πλασμιδια ή κοσμιδια και τα υπερη-
λικιωμένα μόρια απομονώνονται από βακτηριακές καλ
λιέργειες. Με τη δράση ενδονουκλεασών λαμβάνονται 
γραμμικά μόρια DNA και προστίθενται στο διάλυμα έγ
χυσης. 

6) Συλλογή, in vitro διατήρηση των ζυγωτών: Μετά 
την ορμονική πρόκληση ωοθυλακιορρηξιας ακολουθεί 
φυσική ή τεχνητή γονιμοποίηση των θηλυκών. Τα ζυγωτά 
πρέπει να αφαιρεθούν από τους ωαγωγοΰς περίπου 12-24 
ώρες μετά τη γονιμοποίηση και να διατηρηθούν σε κα
τάλληλο θρεπτικό υλικό κυτταροκαλλιέργειας, όπως 
έχουν μελετήσει διάφοροι ερευνητές (Chrenek et al., 
1998). 

7) Μικροένεση του γονιδιακοΰ συνδυασμού στον αρ
σενικό προπυρήνα του ζυγωτοΰ: Η μικρό - πιπέττα με το 
διάλυμα "DNA" εισάγεται με μικροένεση στη διάφανη 
ζώνη, κάτω από παρατήρηση σε ειδικό μικροσκόπιο. Το 
υλικό προσροφάται ελαφρώς και οδηγείται στον αρσενι
κό προπυρήνα, ο οποίος στο τέλος μπορεί να έχει διο
γκωθεί κατά 50%. Τα ζυγωτά, στα οποία έγινε μικροένε
ση, μεταφέρονται στα ειδικά δοχεία κυτταροκαλλιέργει-
ας (Yang et al., 1992). 

8) Μεταφορά των εμβρύων που προέκυψαν arto μι
κροένεση: Τα ζυγωτά που έχουν επιβιώσει μεταφέρονται 

στους ωαγωγοΰς σε κουνέλες - δέκτες που έχουν υποστεί 
συγχρονισμό. 

9) Ανίχνευση των διαγονιδιακών ζώων: Για την ανί
χνευση των διαγονιδιακών ζώων εφαρμόζονται αναλύσεις 
του DNA. 

10) Καθιέρωση διαγονιδιακών σειρών: Πρέπει τα γα-
μετικά κύτταρα του πρωταρχικού διαγονιδιακοΰ ζώου, 
του ιδρυτή, να φέρουν αντίγραφα των γονίδιων που ει
σήχθησαν μέσω μικροένεσης. 

11) Έλεγχος της έκφρασης των ξένων γονιδίων: Η 
έκφραση των ξένων γονίδιων εμφανίζεται σε επίπεδο 
RNA και πρωτεΐνης με καθιερωμένες τεχνικές, όπως εί
ναι η ανάλυση τΰπου Northern, καθώς και η ανοσολογι
κή ανίχνευση των ανασυνδυασμένων πρωτεϊνών (Smidt 
and Niemann, 1989). 

ΧΡΗΣΗ ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΚΟΥΝΕΛΙΩΝ 

Α) Παραγωγή ξένων πρωτεϊνών στο μαστικό αδένα δια
γονιδιακών κουνελιών 

Υπάρχει μια ποικιλία πρωτεϊνών απαραίτητων για 
διαγνωστικούς και θεραπευτικούς σκοπούς, που συνή
θως δε διατίθεται σε ικανοποιητική ποιότητα και ποσό
τητα. Η απομόνωση τους από το αίμα, σωματικά υγρά 
δοτών ή όργανα πτωμάτων παρέχει μικρή ποσότητα, ενέ
χει τον κίνδυνο μετάδοσης μολυσματικών παραγόντων 
και τη δυσκολία της εύρεσης των πηγών προέλευσης τους. 

Έχουν παρασκευαστεί χημικά, πεπτίδια με βραχείες 
αλυσίδες αμινοξέων, η χρήση των οποίων έχει ανεπαρκή 
αποτελέσματα. Η υπερπαραγωγή ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών σε βακτήρια ή ζΰμες με μικρό κόστος μειώνει 
τη βιολογική δράση των πρωτεϊνών ή οδηγεί σε αδιάλυτο 
προϊόν που συσσωρεύεται στο κυτταρόπλασμα. Γι' αυτό 
καθιερώθηκαν ανώτερα ευκαρυωτικά συστήματα παρα
γωγής πρωτεϊνών σε γενετικώς διαφοροποιημένα αν
θρώπινα και ζωικά κύτταρα. Ακόμα και τότε είναι απα
ραίτητη η ρύθμιση και ο προσδιορισμός της αποδοτικό
τητας της μεταγραφής-μετάφρασης, καθώς και η πρωτεϊ
νική σταθερότητα. Μειονέκτημα συνιστά το υψηλό κό
στος, η πιθανή μόλυνση από ιοΰς και η ανεπαρκής διεξα
γωγή τροποποιήσεων που ακολουθούν τη μετάφραση. 

Η δημιουργία διαγονιδιακών ζώων είναι εναλλακτική 
μέθοδος για την παραγωγή φαρμακευτικών πρωτεϊνών σε 
ζωικά όργανα ή σωματικά υγρά, με βασικό πλεονέκτημα 
τη μεγαλύτερη ακρίβεια και αποτελεσματικότητα, ενώ το 
κόστος της είναι μικρότερο. Το κριτήριο επιλογής των 
καταλληλότερων ειδών για την παραγωγή ανασυνδυα
σμένων πρωτεϊνών αφορά στην απαιτουμένη ποσότητα 
τους ανά έτος. Τα βοοειδή μπορούν να παράγουν πρω
τεΐνες σε τόνους ανά έτος, τα αιγοπρόβατα σε εκατοντά
δες κιλά ανά έτος και τα κουνέλια σε κιλά ανά έτος. Το 
πιο ενδιαφέρον όργανο παραγωγής ανασυνδυασμένων 
πρωτεϊνών είναι ο μαστικός αδένας, γιατί παρουσιάζει 
καθημερινή έκκριση πρωτεϊνών, ενώ το γάλα αποτελεί 
εύκολα συλλεγόμενο προϊόν υπό άριστες συνθήκες υγι
εινής. Η έκφραση ξένων πρωτεϊνών στο μαστικό αδένα 
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κουνελιών έχει επιτευχθεί για τις ακόλουθες περιπτώ
σεις : α) Παραγωγή ξένων πρωτεϊνών με τις όξινες πρω
τεΐνες του τυρογάλακτος (Whey Acidic Protein, WAP). 
Έχουν παραχθεί υγιή και γόνιμα διαγονιδιακά κουνέλια 
με τον υποκινητή των WAP συνδεδεμένο με το γονίδιο της 
αυξητικής ορμόνης hGH του ανθρώπου (Brem et al., 
1993). Παρόμοιος συνδυασμός των WAP-hGH χρησιμο
ποιήθηκε σε πείραμα όπου προέκυψαν 5 διαγονιδιακά 
κουνέλια. Τα αυξημένα επίπεδα στον ορό του αίματος και 
η έκτοπη έκφραση δεν είχαν δυσμενείς επιδράσεις, β) 
Παραγωγή ξένων πρωτεϊνών με τις καζεΐνες. Το 1990 
παρήχθη ένας γονιδιακός συνδυασμός με τον υποκινητή 
της β-καζεΐνης των κουνελιών και το ανθρώπινο γονίδιο 
της Ιντερλευκινης II (Besenfelder et al., 1996). Δημιουρ
γήθηκαν τρεις γονιδιακοί συνδυασμοί από το γονίδιο της 
προχυμοζίνης των βοοειδών και τμήματα του γονιδίου 
της asl-καζεΐνης. Το γάλα διαγονιδιακοΰ κουνελιού που 
συλλέχθηκε σε 42 ήμερες γαλακτοπαραγωγής ήταν αρ
κετό για την πήξη 10.000 κιλών αγελαδινού γάλακτος 
(Brem et al., 1995). To 1994 δημιουργήθηκαν δυο γονι
διακοί συνδυασμοί της asl-καζεΐνης των βοοειδών. Ο 
ένας περιελάμβανε μία συνθετική αλληλουχία DNA για 
την κωδικοποίηση του ανθρώπινου παράγοντα IGF-1 και 
ο άλλος μία αλληλουχία που κωδικοποιούσε ένα ανάλο
γο του IGF-Ι,το (Gln58)IGF-l. Η διαγονιδιακή έκφραση 
περιορίστηκε στο μαστικό αδένα χωρίς προβλήματα υγεί
ας (Brem et al., 1994). 

Σχετικά πρόσφατα δημιουργήθηκαν διαγονιδιακά 
κουνέλια που εξέφραζαν την ανθρώπινη πρωτεΐνη C 
(human protein C, hPC) στο μαστικό τους αδένα. Η συ
γκέντρωση της ανασυνδυασμένης ανθρώπινης πρωτεΐνης 
C (rhPC) σε διαγονιδιακά κουνέλια κατά τη γαλακτοπα
ραγωγή μετά από προσδιορισμό με ELISA ήταν μεταξύ 
0.24 και 0,56 μg/ml (Chrenek et al., 2002). 

Β) Έκφραση ξένων πρωτεϊνών στο κυκλοφορικό σύ
στημα διαγονιδιακων κουνελιών 

Η παραγωγή φαρμακευτικών πρωτεϊνών, όπως τα 
αντισώματα , αναμένεται να διεξάγεται ιδεωδώς στο αί
μα των διαγονιδιακων ζώων, αφοΰ το αίμα είναι ο φυ
σιολογικός τόπος παραγωγής τους. Σε μια πειραματική 
έρευνα, τα γονιδιακά αντίγραφα που κωδικοποιούν τις 
αλυσίδες μονοκλωνικών αντισωμάτων ποντικών εισή
χθησαν στα γαμετικά κύτταρα ποντικών, κουνελιών και 
χοίρων. Σε δυο διαγονιδιακά κουνέλια ανιχνεύθηκαν 
αντισώματα στον ορό, στο γάλα και στον ορό των απο
γόνων τους. 

Για να δημιουργηθεί ένα διαγονιδιακά ζώο, που στην 
παρουσία αντιγόνου θα παράγει μια ανθρώπινη ανοσο-
σφαιρινη, πρέπει να απενεργοποιηθούν οι ενδογενείς 
ανοσοσφαιρινες και να εισαχθούν σε αυτό τα γονίδια 
που κωδικοποιούν τις ανθρώπινες ανοσοσφαιρινες. Κα
θώς όμως τα ανθρώπινα αυτά γονιδιακά τμήματα είναι 
πολΰ μεγάλα, θα πρέπει να δημιουργηθούν μικρότερα 
τμήματα ή τα μεγάλα αυτά τμήματα να κλωνοποιηθοΰν σε 
«τεχνητά» χρωματοσώματα ζυμών (Yeast Artificial 

Chromosomes, YAC) (Besenfelder et al., 1996, Brem et 
al,1996). 

Γ) Απόσπαση του αλβινικοΰ φαινοτύπου με τη χρήση 
τεχνητών χρωματοσωμάτων ζυμών 

Η δομή των τεχνητών χρωματοσωμάτων ζυμών (Yeast 
Artificial Chromosomes, YAC) ευνοεί το χειρισμό μεγά
λων τμημάτων DNA. Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμο
ποιήθηκε ένας γονιδιακός συνδυασμός, ο οποίος περιεί
χε το γονίδιο της τυροσινάσης του ποντικού "άγριου τύ
που". Ητυροσινάση είναι το ένζυμο "κλειδί" στο χρωμα
τισμό. Το DNA του YAC, το οποίο έφερε το γονίδιο της 
τυροσινάσης, ενέθηκε σε γονιμοποιημένα ωοκύτταρα αλ-
βινικών κουνελιών. Τα διαγονιδιακά κουνέλια αναγνω
ρίστηκαν από την παρουσία χρώματος στο δέρμα και 
στους οφθαλμούς (Brem et al., 1996). 

Δ) Διαγονιδιακά κουνέλια ως πρότυπα ασθενειών 

Το μέγεθος των κουνελιών καθιστά εύκολη τη διεξα
γωγή αναλύσεων. Τα στοιχεία για τη φυσιολογία τους εί
ναι πλέον γνωστά, ενώ η πληθώρα των ειδικών για τα 
κουνέλια αντιδραστηρίων και απαραίτητων για τη μελέτη 
ασθενειών είναι διαθέσιμη. Αυτά και η ποικιλία γενετικού 
ιστορικού θεωρούνται ευνοϊκά κατά τη μελέτη συνθέτων 
ασθενειών, γιατί αναπαρίσταται με μεγαλύτερη ακρίβεια 
η κατάσταση στους ανθρώπους. Τα κουνέλια χρησιμεύουν 
για τη μελέτη της ανισορροπίας στο μεταβολισμό του λί
πους, της αρτηριοσκλήρωσης, καρκινογένεσης, μόλυνσης 
από τον ιό HIV-1, γονιδιοθεραπειας και αυξημένης αντο
χής στις ασθένειες (Besenfelder et al., 1996). 

Ε) Εκτροφή διαγονιδιακων κουνελιών 

Η διαγονιδιακή δράση στην ανάπτυξη των κουνελιών 
αποδείχθηκε με γονίδια που κωδικοποιούν την αυξητική 
ορμόνη (GH) είτε την απελευθερωτική (εκλυτική) ορμό
νη της αυξητικής (GHRH). Αναφέρθηκαν αυξημένα επί
πεδα ανάπτυξης, όμως σημειώθηκαν παθολογικές παρε
νέργειες, λόγω της πολυπλοκότητας της αλληλεπίδρασης 
εξωτερικών και ενδογενών παραγόντων στην ανάπτυξη. 
Επιπλέον, δεν πρέπει να λησμονηθεί η αντίδραση του κα
ταναλωτικού κοινού στην παραγωγή διαγονιδιακων γι
γαντιαίων ζώων. Στο μέλλον ίσως η γονιδιακή μεταφορά 
να στραφεί στη βελτίωση της ποιότητας της γούνας 
(Besenfelder et al., 1996). 

Μεταφορά γονιδίων στα κουνέλια: προοπτικές για την 
εμπορική της διάδοση 

Τα κριτήρια που καθορίζουν την εφαρμογή ή όχι δια
γονιδιακων πειραμάτων είναι τα παρακάτω: 1) Επιλογή 
ιδιοτήτων που μπορούν να βελτιωθούν. 2) Ολοκλήρωση 
της υπάρχουσας επιστημονικής γνώσης για τις ιδιότητες 
αυτές και καθιέρωση ενός πρωτοκόλλου λειτουργικής με
τατροπής του γονότυπου σε φαινότυπο. 3) Δυνατότητα 
επιλογής των γονίδιων και των αλληλουχιών που ενδεχο
μένως να επηρεάζουν τις συγκεκριμένες ιδιότητες. 4) Δο-
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κιμές σε πρότυπα συστήματα, π.χ. κυτταροκαλλιέργειες 
θηλαστικών, πειραματόζωα. 5) Δυνατότητα εισαγωγής 
των γονίδιων και των αλληλουχιών στη γαμετική σειρά 
των κουνελιών. 

Ο πιο συνήθης σκοπός της μεταφοράς γονίδιων είναι 
η παραγωγή οικονομικά σημαντικών πρωτεϊνών με μι
κρότερο κόστος και η εισαγωγή ενός αλληλομόρφου ή 
ανθεκτικών γονίδιων σ' έναν πληθυσμό. Τέλος, η μετα
φορά γονίδιων παρέχει την δυνατότητα απάλειψης ή επι
διόρθωσης ανεπιθύμητων γονίδιων από έναν πληθυσμό 
και αποτελεί τη μόνη οδό για την ανταλλαγή γονίδιων 
μεταξύ διαφορετικών ειδών (Smidt and Niemann, 1989). 

Ωστόσο, πρόκειται για βραδεία διαδικασία με υψηλό 
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