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Development of the studies on somatic cell cloning in goats
Summary

Domestic goat as a species with a relatively great biodiversity of dairy
breeds, which possess high genetic merit and yield of milk production, can be a
valuable tool for embryo gene engineering. This involves the generation of
transgenic specients, providing with xenogeneic (human) recombinant proteins
(i.e. biopharmaceuticals), not only by the standard zygote intrapronuclear
microinjection of gene constructs, but above all with the use of somatic cell
cloning technology.
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1. Wstep

Metoda klonowania somatycznego technikg transplantacji ja-
der komdrkowych, wykorzystywana jest w badaniach biotechno-
logicznych prowadzonych na wielu gatunkach ssakéw, w tym
takze na gatunkach zwierzat gospodarskich. Atrakcyjnosc tej
techniki w odniesieniu do zwierzat gospodarskich wynika z ry-
sujacych sie mozliwosci uzycia jej do multiplikacji osobnikow
0 wybitnych, wysokoodziedziczalnych cechach wartosci hodow-
lanej (genetycznej) i uzytkowej, co z kolei mogtoby przyczynié¢
sie do skrdcenia odstepu miedzypokoleniowego i przyspiesze-
nia tempa osiagania postepu hodowlanego, jednakze, realizacja
tego kierunku badar mozliwa jest obecnie tylko w bardzo ograni-
czonej skali, z powodu wysokich kosztow procedury klonowania.


mailto:mskrzysz@izoo.krakow.pl

Maria Skrzyszowska, Marcin Samiec

przy wciaz, relatywnie niskiej skutecznosci metody. Upowszechnienie tej technolo-
gii mozliwe bedzie dopiero po osiggnieciu wysokiej i stabilnej, tzn. gwarantujacej
powtarzalnos¢ wynikow, efektywnosci. Najwieksze jednak oczekiwania zwigzane
z praktyczng aplikacjg techniki klonowania somatycznego, dotycza mozliwosci wy-
korzystania jej do produkcji zwierzat transgenicznych, cennych ze wzgledu na pro-
dukt ekspresji zmodyfikowanych gendw, alternatywnie w stosunku do standardo-
wej techniki uzyskiwania transgenicznych zwierzat na drodze mikroiniekcji egzo-
gennych konstrukcji genetycznych do jednego z przedjadrzy zygot. Klonowanie so-
matyczne moze by¢ takze sposobem multiplikacji juz wyprodukowanych osobnikéw
transgenicznych (1-4).

2. Znaczenie gatunkowospecyflcznych cech kozy dla genetycznej
inzynierii embrionalnej

Koza {Capra hircus L.) jako gatunek o duzej bioréznorodnosci ras wykazujacych
stosunkowo wysoka wydajnos¢ mleczng moze by¢ dobrym obiektem dla transge-
nicznej produkcji rekombinowanych ludzkich biatek terapeutycznych. Znaczna efek-
tywnos$¢ produkcji oczyszczonych (podlegajacych procesowi puryfikacji) obcogatun-
kowych biopreparatow przez kozy ulatwitaby zatem ich stopniowe uzdatnianie
w przemysle farmaceutycznym. Innymi wymiernymi korzysSciami uzyskiwania zmo-
dyfikowanych genetycznie kdz klonalnych, cennych ze wzgledu na ksenogeniczny
produkt ukierunkowanej na gruczot mlekowy ekspresji egzogennego DNA sg: sto-
sunkowo krotki odstep miedzypokoleniowy dajacy mozliwosé przyspieszania tempa
osiggania postepu genetycznego w zakresie hodowli tzw. maciorek i koztow-zatozy-
cieli rodzicielskich linii transgenicznych (ang. founder animals), a takze niska podat-
nos¢ ras koz nalezacych do mlecznego typu uzytkowego na infekcje patologicznymi
prionami (Prp™) wywotujgcymi chorobe scrapie (trzesawke) u owiec (5). Transgenicz-
ne kozy moglyby by¢ optymalnymi bioreaktorami réwniez z innego, agroekono-
micznego powodu. W poréwnaniu z chowem krow transgenicznych, zwierzeta te
mozna fatwiej hodowac, szybciej kierowac ich naturalnym i wspomaganym metoda-
mi biotechnologicznymi rozrodem, a ich utrzymanie jest znacznie tansze niz duzych
przezuwaczy. Posiadajg one bowiem dos$¢ duze w stosunku do rozmiaréw ich ciata
wymiona o przewadze tkanki gruczotowej nad wioknistg tkankg migzszowg (paren-
chymalng), co juz genetycznie predestynuje ten gatunek matych przezuwaczy do
wysokiego potencjatu produkcyjnego siary i mleka. Konsekwencjg tych anatomicz-
no-fizjologicznych zalet k6z moze by¢ takze wysoka wydajnos¢ stada transgenicz-
nych maciorek w zakresie syntezy i sekrecji rekombinowanych biatek terapeutycz-
nych przez komorki pecherzykow mlekotworczych, wytwarzajgcych wydzieling
0 zmodyfikowanym genetycznie skfadzie jakosciowym i iloSciowym.

Pierwsze transgeniczne kozleta klonalne uzyskano po transplantacji zarodkdéw
zrekonstruowanych z jader komérek somatycznych, transfekowanych in vitro sto-
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sunkowo prostymi konstrukcjami genowymi nie zawierajacymi genomowych se-
kwencji regiondéw kodujgcych transgeny struktury, lecz ztozonymi jedynie z seg-
mentow eksonowych gendw kodujacych markerowe biatka selekcyjne, np. fosfo-
transferaze glicerolowa/kinaze fosfoglicerolowg neomycyny (PGKneo), warunkujaca
opornos¢ na genetycyne (G418) i/lub reporterowe biatko intensywnej zieleni fluore-
scencyjnej meduzy Aequorea victoria (Egip., ang. enhanced green fluorerescent protein).
W doswiadczeniach Zou i wsp. (6) przeprowadzonych nad klonowaniem somatycz-
nym kéz z wykorzystaniem hodowanych in vitro fibroblastéw ptodowych, transfeko-
wanych przy uzyciu konstruktu genetycznego zawierajacego jedynie gen opornosci
na pochodng neomycyny (neo™) wyprodukowano 5 zmodyfikowanych genetycznie
kozlat. Z kolei, Keefer i wsp. (3) oraz Baldassarre i wsp. (7,8) zastosowali do zabiegu
transfekcji (lipofekcji) in vitro fibroblastow ptodowych bardziej ztozong plazmidowg
konstrukcje genowg (CEeGFP) zawierajacg: 1) rozbudowang sekwencje genomowa
tzw. ludzkiego wariantu genu biatka eGFP pod kontrolg promotora ludzkiego czyn-
nika elongacji tancucha polinukleotydowego-la (ang. human elongation factor-]a)
oraz regulatorowej sekwencji regionu wzmacniajgcego inicjacje transkrypcji mRNA
cytomegalowirusa (ang. cytomegalovirus enhancer), a takze 2) markerowy gen selek-
cyjny neomycyny sprzezony z ekspresyjnym wektorem kierunkowym wyizolowanym
z genomu wirusa SV-40 (ang. simian virus-40). Po transplantacji zarodkéw zrekon-
struowanych z jader tak transformowanych genetycznie komérek somatycznych
uzyskano jedng maciorke klonalng z potwierdzong molekularnie i fenotypowo eks-
presja reporterowego transgenu eGFP.

Transgeniczne zwierzeta ze zdiagnozowanym przyzyciowo wysokim profilem
aktywnosci transkrypcyjnej obcogatunkowego genu mogg by¢ nastepnie multipliko-
wane technikg klonowania somatycznego. Ma to szczegdlne uzasadnienie w przy-
padku gdy pozyskiwane z tych zwierzat biofarmaceutyki moga znalez¢ powszechne
zastosowanie w terapii u ludzi cierpigcych na szereg nieuleczalnych choréb jedno-
genowych. W momencie uzyskania przez transgeniczne biopreparaty odpowiednich
certyfikatow dopuszczajacych je do aplikacji u ludzi, somatyczne klonowanie zmo-
dyfikowanych genetycznie osobnikéw pozwoli, przynajmniej teoretycznie, na utrzy-
manie homogennos$ci takich lekéw ekstrahowanych z fizjologicznych wydzielin
i wydalin (mleko, mocz) kolejnych generacji sklonowanych zwierzat. Technologie
takg wykorzystano z powodzeniem w amerykanskiej firmie biotechnologicznej Gen-
zyme Transgenic Corporation, po wyprodukowaniu transgenicznych kéz z potwier-
dzong w mleku ekspresjg allelu ludzkiej antytrombiny 111, standardowg metodg mi-
kroiniekcji konstruktéw ¢cDNA wyposazonych w promotor kierunkowy koziej (3-ka-
zeiny (1,9). W przeprowadzonych eksperymentach, z ptodéw uzyskanych w wyniku
krycia nietransgenicznych maciorek zmodyfikowanym genetycznie koztem-zatozy-
cielem transgenicznego rodu zwierzat, z ukierunkowang na gruczot mlekowy ak-
tywnoscig transkrypcyjng genu ludzkiej antytrombiny 111, wyprowadzono linie trans-
formowanych genetycznie komoérek fibroblastycznych. Linie klonalne tych komérek
postuzyty jako zrédto dawcow jader w procedurze klonowania somatycznego, kto-

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 133-150 2006 135



Maria Skrzyszowska, Marcin Samiec

rej efektem byto wyprodukowanie tgcznie 8 transgenicznych maciorek (1,9). Kolej-
nym przykfadem wykorzystania techniki klonowania somatycznego do powielania
populacji osobnikéw transgenicznych sg wyniki doswiadczen przeprowadzonych
przez Cheng'a i wsp. (4). W tym przypadku do rekonstrukcji enukleowanych oocy-
téw uzyto hodowane in vitro komorki linii klonalnych, wyprowadzonych z transge-
nicznej kozy bedacej nosicielem ogolnoustrojowej ekspresji genu rekombinowanej
ludzkiej erytropoetyny (rhEPO). Po przeszczepieniu sklonowanych zarodkéw do
drog rodnych pseudociezarnych maciorek-biorczyn, urodzity sie 2 zmodyfikowane
genetycznie kozleta, z potwierdzonym molekularnie oraz fenotypowo wysokim pro-
filem aktywnosci transkrypcyjnej transgenu kodujacego ksenogeniczne biatko rhEPO.

Chociaz efektywnos¢ klonowania somatycznego kéz mierzona odsetkiem uro-
dzonych koZlat jest wcigz stosunkowo niska i z reguty nie przekracza $rednio 10%
w stosunku do liczby zarodkdw transplantowanych do drog rodnych maciorek-bior-
czyn oraz 5% w stosunku do liczby zrekonstruowanych oocytéw, to problematyka
zwigzana z tg technikg wspomaganego rozrodu zwierzat wzbudza ciggle rosnace
zainteresowanie jako metodg alternatywng do standardowej techniki mikroiniekcji
transgenow. Wydajnos¢ tej ostatniej bowiem wyraza sie bardzo niskim stopniem
prawidtowej integracji obcych genéw w genomie urodzonych maciorek-zatozycie-
lek linii transgenicznych (Srednio 1,7% w stosunku do liczby zygot przeszczepianych
do matek zastepczych; [10,1 Ij). Natomiast technologia transplantacji jader transfe-
kowanych in vitro komérek somatycznych zwigksza istotnie prawdopodobienstwo
uzyskiwania niemozaikowego potomstwa transgenicznego, posiadajacego wbudo-
wany egzogenny konstrukt genowy rowniez w linii pierwotnych komérek picio-
wych. Takie niechimerowe pod wzgledem transformacji genetycznej komérek ga-
metogenicznych i somatycznych osobniki zachowujg petng zdolnos¢ do przekazy-
wania fenotypowo i molekularnie zdiagnozowanej ekspresji transgenu na komorki
gruczotu mlekowego kolejnej generacji urodzonych koZlat. Doskonatym tego przy-
ktadem moga byé wyniki badan Baguisi'ego i wsp. (1). Detekcja wysokiego poziomu
ekspresji genu kodujacego rekombinowang ludzka antytrombine Il w komérkach
wymion trzech maciorek klonalnych uzyskanych z zarodkéw zrekonstruowanych
z jader fibroblastéw transgenicznych ptodéw wyrazata sie réwniez w postaci nie-
zwykle wysokiej fenotypowej wartosci tej zmodyfikowanej genetycznie cechy w po-
branych prébkach mleka. W okresie 33 dni zainicjowanej juz w wieku 2 miesiecy
laktacji wydajno$¢ mleczna tych maciorek osiggneta wartos¢ okoto 160 mL, a kon-
centracja ludzkiej antytrombiny Ill w pobranym mleku wyniosta az 5,8 g/L (20,5 U/mL
aktywnosci enzymatycznej oczyszczonego biopreparatu) w 5 dniu oraz 3,7 g/L
(14,6 U/mL aktywnosci) w 9 dniu laktacji. Przy tak duzym poziomie stezenia rekom-
binowanych biatek terapeutycznych w mleku, wielkostadne fermy transgenicznych
kéz moga dostarczy¢ nawet do 300 kg wyekstrahowanego (puryfikowanego) pro-
duktu biofarmaceutycznego w skali catego roku (12). Sprzezenie technologii klono-
wania somatycznego z hormonalng indukcja wczesnej laktacji u niedojrzatych picio-
wo maciorek transgenicznych umozliwi znaczne skrécenie czasu uzyskiwania pro-
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duktu ekspresji transgenu, nawet do 8-9 miesiecy od momentu transfekcji linii ko-
morkowych do momentu jego sekrecji w mleku (1,13). Objetos¢ pozyskiwanych
w ten spos6b probek mleka jest nie tylko wystarczajaca do prawidtowego oszaco-
wania wielkosci produkcji rekombinowanych biatek, ale nawet przy stosunkowo ni-
skim poziomie ekspresji transgenu, wyrazanym w mg/mL mleka pozwala na wielo-
krotne przeprowadzanie klinicznych testéw aktywnosci hormonalnej lub enzyma-
tycznej wytwarzanych biopreparatéw.

3. Techniczne i molekularne aspekty klonowania somatycznego koz

3.1. Fenotyp komdrek somatycznych-dawcow jader

Fenotyp oraz stadium cyklu komérkowego komdrek somatycznych sa czynnika-
mi, ktére w duzym stopniu, wptywaja na efektywnos¢ klonowania kdz. U kéz, sto-
sunkowo niewiele typéw komérek-dawcéw jader poddano testom, w Kierunku naj-
wiekszej przydatnosci pod katem uzyskiwania somatycznych klonéw. Do roku 2000
niewiele tez byto wiadomo o charakterze proceséw epigenetycznego przemodelo-
wania i przeprogramowania somatycznego genomu jagdrowego oraz mitochondrial-
nego w cytoplazmie zrekonstruowanych oocytdw, a nastepnie po aktywacji w blasto-
merach przedimplantacyjnych zarodkéw klonalnych kozy. W badaniach nad klono-
waniem somatycznym koz przetestowano w ciggu ostatnich kilku lat, jako dawcow
jader, komorki pochodzace z kilku rodzajéw tkanek pobranych zaréwno od ptodéw,
jak i od zwierzat dorostych obojga pici bedacych w réznym wieku. Do chwili obecnej
uzyskano tacznie 52 sklonowane koZleta po transplantacji jader hodowanych in vitro
(transgenicznych lub nietransgenicznych): ptodowych komorek fibroblastycznych
(1,3,6-9,13,14), fibroblastéw tkanki skdrnej dojrzatych osobnikéw (2,4), komdrek
Sciennej warstwy ziarnistej antralnych pecherzykdéw jajnikowych (4,7,13-15), oraz ko-
morek wzgdrka jajonosnego (7,14,16). Na szczegdlng uwage zastuguje fakt wykorzy-
stania komorek endokrynnych przedniego pfata (czesci gruczotowej) przysadki mo-
zgowej dojrzatych piciowo osobnikéw pici meskiej, czyli pituicytdw, jako Zrodia
dawcow jader, w procedurze klonowania somatycznego k6z (17). Ten szczegélny typ
komorek sekrecyjnych, syntetyzujgcych tzw. hormony tropowe, dotychczas nie byt
stosowany w technice transplantacji jader somatycznych u innych gatunkéw zwie-
rzat gospodarskich i laboratoryjnych. Postuluje sie jednak, ze sztuczna (egzogenna)
kontrola aktywnosci metabolicznej oraz sekrecyjnej systemu endokrynnego wszyst-
kich ptatow przysadki mozgowej u zwierzat gospodarskich mogtaby by¢ mozliwa do
uzyskania poprzez genetyczna modyfikacje (transfekcje) pituicytdw na poziomie ho-
dowli in vitro. Z kolei, wykorzystanie transformowanych genetycznie komérek gru-
czotowych przysadki mozgowej, wykazujacych indukowang ekspresje rekombinowa-
nych ludzkich biatek/polipeptydéw hormonalnych, do uzyskiwania ssakow technika
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klonowania somatycznego, otwiera zupetnie nowe mozliwosci aplikacyjne do pro-
dukcji transgenicznych bioreaktorow zwierzecych, dostarczajacych w ekstraktach
(homogenatach) cytozolowych komoérek pituicytarnych lub w osoczu krwi obcoga-
tunkowe hormony tropowe, niezbedne w terapii wielu choréb monogenowych czto-
wieka, wywotujgcych wrodzone wady rozwojowe o podtozu endokrynologicznym.
W rezultacie transplantacji zarodkdéw, rekonstytuowanych z jader komorkowych pi-
tuicytéw, do drég rodnych hormonalnie zsynchronizowanych matek zastepczych,
urodzit sie koziotek klonalny. Na podstawie wynikow tych eksperymentow potwier-
dza sie, ze w sklonowanych zarodkach przedimplantacyjnych kozy mozliwe jest
petne epigenetyczne przemodelowanie i przeprogramowanie genomu jgdrowego
oraz mitochonrialnego nawet tak bardzo zréznicowanych komoérek somatycznych
jak pituicyty. Szczegolnie duza aktywno$¢ metaboliczna komérek czesci gruczotowej
przysadki mézgowej jest zwigzana z intensywna syntezg i sekrecjg hormonow tropo-
wych przez pituicyty, co skorelowane jest z bardzo szerokim i wysoce tkankowospe-
cyficznym profilem ekspresji gendéw. Z kolei zwiekszenie natezenia aktywnosci tran-
skrypcyjnej genomu jadrowego komorek endokrynnych przedniego ptata przysadki
zalezy w duzym stopniu od obnizenia czestotliwosci epigenetycznych modyfikacji,
obejmujacych zaréwno demetylacje reszt cytozyny w obrebie paliandromowych se-
kwencji nukleotydowych DNA jak i hiperacetylacje histondw rdzenia nukleosomowe-
go chromatyny ja- drowej. Wydaje sig, ze spadek supresji transkrypcyjnej regionéw
eksonowych wielu komérkowospecyficznych genéw DNA genomowego pituicytow,
jak i zmniejszenie stopnia represji nukleosomowej chromatyny jadrowej powinny
utatwié proces epigenomowej rearanzacji wzorca metytacji wysepek/dinukleotydow
CpG (5'-cytydyno-3'-monofosforylo-5'-guanozyny-3') oraz acetylacji i metylacji reszt
lizyny biatek histonowych (H4 oraz H3) do epigenetycznego statusu DNA jadrowego
totipotentnych komérek zarodkowych pochodzenia klonatnego. jednakze, niewtasci-
wy schemat przeprogramowania epigenetycznego dziedziczenia oraz nieprawidtowe
usuniecie (tzw. wymazanie/wyzerowanie) somatycznego pietna genomowego (im-
printingu gametycznego), warunkujacego ekspresje uniparentalng genéw koduja-
cych podstawowe dla wczesnego rozwoju ontogenetycznego biatka, jakie miaty
miejsce w blastomerach przedimplantacyjnych zarodkéw kozich, doprowadzity do
wystgpienia zaawansowanych subletalnych defektow anatomiczno-histologicznych,
ktore ujawnity sie dopiero w okresie postnatalnym u koziotka klonatnego. Na skutek
tych wad rozwojowych osobnik ten padt w szesnastym dniu po urodzeniu (17).

Na obecnym etapie badan nie wiadomo jednak, czy réznice w kompetencjach
rozwojowych cybrydowych zygot klonalnych kozy rekonstytuowanych technika
transplantacji jader rdznych typéw komorek somatycznych do enukleowanych oocy-
tow wynikajg z rdéznej podatnosci ich genomu jadrowego oraz mitochondrialnego
na epigenetyczne przemodelowanie i przeprogramowanie w blastomerach przedim-
plantacyjnych zarodkow, czy tez odgrywaja tu role jakies$ inne czynniki, takie jak np.
techniczne niedoskonato$ci stosowanych obecnie metod enukleacji, rekonstrukciji,
a takze sztucznej aktywacji oocytow kozich.
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3.2. Synchronizacja faz cyklu mitotycznego komorek-dawcow jader

Z przeprowadzonych badan nad klonowaniem somatycznym kéz wynika, ze do
rekonstrukcji enukleowanych oocytéw wykorzystuje sie najczesciej jadra komorek-
-dawcdw, ktorych cykl mitotyczny zostat zsynchronizowany sztucznie (z udziatem
czynnikow egzogennych) lub fizjologicznie w fazach GI/GO, Gl, lub G2/M. jednym
z najczesciej stosowanych systemow koordynacji faz cyklu podziatowego hodowa-
nych in vitro komoérek somatycznych koz jest deprywacija troficzna, czyli gtodzenie
subkonfluentnych populacji fibroblastow ptodowych, fibroblastow tkanki skérnej
dorostych osobnikéw lub komdrek $ciennej warstwy ziarnistej pecherzykdw jajniko-
wych. Diugosé okresu hodowli linii klonalnych komorek-dawcow jader w restrykcyj-
nych warunkach troficznych (w pozywce o zredukowanym z 10 do 0,5% stezeniu su-
rowicy ptodéw bydlecych/FBS; ang. fetal bovine serum) wynosi od 3 do 8 dni (3,6-9,
14,18). W doswiadczeniach Zou i wsp. (16), do transplantacji egzogennych jader so-
matycznych wykorzystywano komorki wzgorka jajonosnego, pochodzace z aktyw-
nie dzielacych sie (subkonfluentnych) linii klonalnych, hodowanych in vitro w pozyw-
ce o petnym sktadzie jakoSciowym i ilosciowym polipeptydowych czynnikéw wzro-
stowych, mitogennych oraz troficznych (10% FBS). Z kolei, w drugiej grupie ekspery-
mentow przeprowadzonych przez Zou i wsp. (16), enukleowane oocyty rekonstru-
owano z jader nie poddawanych hodowli in vitro komorek wzgdrka jajonosnego,
ktére byly wyizolowane z ekspandujacych (zmucyfikowanych) komplekséw komo-
rek pecherzykowych, otaczajacych dojrzate oocyty w stadium metafazy Il podziatu
mejotycznego. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze ponad 90% subpopulacji ko-
morek pecherzykowych pochodzacych z dojrzatych in vivo lub in vitro komplekséw
cumulus oophorus-corona radiata-oocyt znajduje sie w fazie GO/GI cyklu mitotycznego
(19-21).

Innym Zrodtem komérek-dawcow jader w procedurze klonowania somatycznego
ko6z byty hodowane in vitro (transfekowane) fibroblasty ptodowe, w ktérych koordy-
nacja faz cyklu podziatowego w stadium G2/M byla indukowana chemicznie poprzez
ich dtugotrwatg (17-godzinng) inkubacje w pozywce z dodatkiem inhibitora polime-
ryzacji mikrotubuli wrzeciona kariokinetycznego - nokodazolu (6). Synchroniczna
indukcja fazy G2/M, inicjowana za posrednictwem odwracalnego blokera anafazo-
wej segregacji chromosomoéw skonfigurowanych w ptytke metafazowa wrzeciona
mitotycznego, spowodowata wzrost odsetka komorek somatycznych, ktdrych cykl
podziatowy zostat przejsciowo zahamowany na granicy tych dwdch stadiéw (ok.
40%) w poréwnaniu do udziatu komdrek w fazach G2/M w subkonfluentnych popula-
cjach komdrek o wysokiej aktywnosci proliferacyjnej (ok. 20%). Ponadto, w przepro-
wadzonej analizie cytometrycznej rozktadu faz cyklu mitotycznego w transgenicz-
nych liniach komdrek fibroblastycznych, poddawanych 3-dniowej deprywacji tro-
ficznej lub inhibicji kontaktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu w warunkach
petnej konfluencji nie wykazano réznic w odsetku subpopulacji komorek, ktérych
cykl podziatowy byt zsynchronizowany w fazach GO/GI (odpowiednio, 75% vs. 72%
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komorek; [6]). Z kolei, Behboodi i wsp. (2) zastosowali unikatowy system dwustop-
niowej (sekwencyjnej) koordynacji faz cyklu mitotycznego komdrek, najpierw na
granicy stadidw GI/GO, a nastepnie GO/GI. Pierwszy etap tej metody obejmowat
4-dniowe glodzenie fibroblastéw tkanki skornej dorostych osobnikéw transgenicz-
nych w pozywce o0 ograniczonej do 0,5% koncentracji FBS, w celu inicjacji synchro-
nicznej indukcji stadium GO. Natomiast, w drugim etapie, 3-10-godzinna stymulacja
troficzna komorek mitogenami pochodzacymi z surowicy ptodéw bydlecych o pod-
wyzszonym do 10% stezeniu, spowodowata odblokowanie/wznowienie ich cyklu mi-
totycznego, zahamowanego w tzw. fazie uspienia (represji metabolicznej i tran-
skrypcyjnej; ang. quiescence state) oraz skoordynowang progresje cyklu do stadium
Gl okresu interfazowego.

Z cytometrycznych analiz cyklu komérkowego fibroblastow pochodzenia skor-
nego poddawanych 4-dniowej hodowli in vitro w restrykcyjnych warunkach troficz-
nych, a nastepnie mitogennej oraz energetycznej stymulacji aktywnosci proliferacyj-
nej i metabolicznej wynika, ze 94% subpopulacji komoérek znajdowato sie w stadium
GO/GI, 15% komérek - w fazie S, a 4% - w stadiach G2/M cyklu mitotycznego (2).
Udziat frakcji komoérek w fazach GO/Gl oraz innych stadiach cyklu podziatowego
w catkowitej puli komorek analizowanych populacji nie ulegat istotnym zmianom
w zalezno$ci od zmiany funkcji czasu, a zatem wydtuzania okresu hiperaktywacji
troficznej (od 0 do 10 godzin). Ponadto, rozktad faz cyklu mitotycznego subkonflu-
entnych linii komorek fibroblastycznych k6z o wysokiej aktywnosci podziatowej nie
roznit sie istotnie w poréwnaniu do gtodzonych linii klonalnych komoérek (odpo-
wiednio, 89% komodrek w stadiach GO/GI, 4% - w fazie S, oraz 6,5% - w stadiach
G2/M). Poniewaz fluorescencyjna diagnostyka cyklu komérkowego przy wykorzysta-
niu cytometru przeptywowego nie pozwala na odréznienie subpopulacji komoérek w
stadium G1 od frakcji komdrek o zahamowanej aktywnosci kariokinetycznej i tran-
skrypcyjnej (w fazie GO), niezbedne byto zastosowanie analiz molekularnych (Nor-
thern blotting) do oszacowania wzglednej koncentracji czasteczek informacyjnego
RNA (mRNA) cykliny DI, ktérego ekspresja (aktywnos¢ translacyjna) jest charaktery-
styczna dla fazy Gl, a represja - dla stanu spoczynkowego (stadium GO). OkreS$le-
nie relatywnego poziomu stezenia transkryptéw cykliny DI za posrednictwem anali-
zy Northern blotting przy jednoczesnym (komplementarnym) zastosowaniu metod
cytometrii przeptywowej umozliwito dopiero diagnostyke réznicowg (segregacje)
subpopulacji komorek w fazie Gl oraz w fazie GO (2,22).

Cykliny typu D (D1.3) stanowig wazne ogniwo regulacji cyklu komérkowego w o-
kresie interfazowym. Stymulacja troficzna gtodzonych, subkonfluentnych linii klo-
nalnych komérek somatycznych indukuje wznowienie podziatdw mitotycznych po-
przez zahamowanie supresji transkrypcyjnej i wzrost tempa metabolizmu komorek
w fazie GO i ponowne rozpoczecie fazy Gl, ktdérej towarzyszy inicjacja biosyntezy
cyklin klasy D oraz cykliny E. Biatka te wigzg sie preferencyjnie z czasteczkami kinaz
cyktino-zaleznych, odpowiednio CDK 4, CDK 6 oraz CDK 2 (ang. cyclin-dependent kina-
ses 4, 6 and 2) w heterodimeryczne kompleksy holoenzymatyczne, ztozone z podjed-
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nostek regulatorowych oraz podjednostek katalitycznych (23-25). Ich aktywno$é
jest z kolei wymagana do formowania i funkcjonowania tzw. czynnikéw prereplika-
cyjnych, np. czynnika zezwalajacego na replikacje DNA (RLF, ang. replication licensing
factor), a takze czynnikdw inicjujacych faze S (SPF, ang. S-phase promoting factor).
Dlatego tez wykazano, ze poziom syntezy cyklin typu D jest waznym cytobioche-
micznym wskaznikiem limitujgcym wejscie aktywnie proliferujgcych komoérek w fa-
ze S, a tym samym krytycznym elementem czynnej regulacji interfazowych punktéw
kontrolnych/restrykcyjnych cyklu mitotycznego. Stad wynika bezposrednio fakt, ze
aktywnos$¢ kinaz zwigzanych kowalencyjnie z czasteczkami cykliny DI nie jest wy-
krywana w cytoplazmie komorek, ktérych cykl mitotyczny nie osiagnat jeszcze srod-
kowej fazy stadium Gl okresu miedzypodziatowego (23,25). Funkcja regulatorowa
cykliny DI w aktywnosci katalitycznej serynowo-treoninowych kinaz CDK4/6 jest
uruchamiana dopiero po przekroczeniu krytycznego centralnego punktu stadium
Gl, a nastepnie wzrasta stopniowo w miare progresji cyklu komoérkowego ze srod-
kowej do pdznej fazy GlI, osiagajgc maksimum w momencie przejscia okresu inter-
fazowego ze stadium Gl do stadium poétzachowawczej (semikonserwatywnej) auto-
replikacji DNA. Dlatego tez, indukcja ekspresji transkryptéw cykliny DI poprzedza
proces nabywania przez biatkowe produkty tego systemu translacji mRNA cech wy-
sokiego powinowactwa oraz zdolnosci tworzenia kompleksow enzymatycznych
z kinazami grupy GDK 4/6 w przedziale czasowym przypadajacym na okres od $rod-
kowej do po6znej fazy Gl. Natomiast detekcja aktywnosci katalitycznej heterodime-
row biatkowych ztozonych z cyklin D/E oraz kinaz cyklino-zaleznych 4/6/2 nie jest
cytofizjologicznym wyznacznikiem przejscia cyklu komoérkowego z fazy GO do Gl,
lecz funkcjonalnym indykatorem $rodkowego i p6Znego stadium fazy Gl oraz pro-
gresji okresu miedzypodziatowego do punktu granicznego stadiow GI/S (24,25).

W celu uzyskania stosunkowo homogenicznej subpopulacji fibroblastow o zwigk-
szonym do maksimum udziale komorek w fazie Gl cyklu mitotycznego, niezbedne
byto wydtuzenie okresu stymulacji mitogenno-energetycznej komérek uprzednio
poddawanych gtodzeniu do okoto 10 godzin. Wysoki stopiert sekwencyjnej synchro-
nizacji faz cyklu komérkowego transgenicznych fibroblastéw pochodzenia skérne-
go w stadium GI zostat potwierdzony przez zdiagnozowanie technika Northern blot-
ting znacznej koncentracji czasteczek mRNA cykliny DI w komoérkach 10-godzinnie
inkubowanych w obecnosci 10% FBS w poréwnaniu do znikomego ($ladowego) ste-
zenia transkryptow cykliny DI w cytoplazmie fibroblastéw hodowanych 4 dni w re-
strykcyjnych warunkach troficznych przed zainicjowaniem hiperstymulacji odzyw-
czej przez zwiegkszenie poziomu surowicy. Przypuszcza sig, ze detekcja jedynie nie-
wielkiego profilu ekspresji czasteczek mRNA cykliny DI w komérkach gtodzonych
linii klonalnych moze wynika¢ z niskiego stopnia heterogenicznosci analizowanych
fibroblastéw, zwigzanego z obecnoscig matego odsetka komorek we wczesnej fazie
S (autoreplikacji DNA), w ktérych jeszcze nie doszto do catkowitej biodegradacji
(nukleolizy) transkryptow cykliny DI i/lub niewielkiego udziatu frakcji komorek
w fazie Gl cyklu mitotycznego (2,22).
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Z kolei, w przeciwienstwie do flbroblastow poddawanych deprywacji troficznej,
komorki subkonfluentnych (nie gtodzonych), aktywnie dzielgcych sie populacji, po-
siadaty podobnie jak komorki stymulowane kariokinetycznie po okresie kilkudnio-
wej hodowli in vitro w obecnosci 0,5% FBS, bardzo wysoki poziom ekspresji tran-
skryptéw cykliny DI w cytoplazmie. Na podstawie wynikéw uzyskanych z przepro-
wadzonej analizy Northern blotting wskazuje sie jednoznacznie, ze inicjacja aktyw-
nosci transkrypcyjnej gendéw kodujacych cykline DI ma miejsce przed osiggnieciem
Srodkowej fazy stadium G1 przez komérki poddawane mitogennie wspomaganej in-
hibicji represji migracji i proliferacyjnego wzrostu po okresie przejsciowego gtodze-
nia, ktére indukuje wyciszenie (ang. silencing) ekspresji genomu jadrowego. Spowo-
dowane wznowieniem, odwracalnie zablokowanego w stadium GO cyklu mitotycz-
nego, wejscie glodzonych komérek w faze G1 (presyntetyczng) nastepowato w ciggu
5 godzin od zapoczatkowania stymulacji hipertroficznej komorek, co potwierdzat
stopniowy (powolny) przyrost koncentracji mRNA cykliny DI, ktéry ulega translacji
po przejsciu okresu miedzypodziatowego z fazy uspienia (stanu spoczynkowego) do
fazy Gl. Poziom stezenia, a tym samym profil ekspresji (aktywnosci translacyjnej)
transkryptéw cykliny DI w cytozolu, znacznie wzrastat miedzy 5 a 10 godzing od
momentu indukcji mitogennie wspomaganej stymulacji tempa migracji oraz czesto-
tliwosci proliferacji komérek. Zgodnie z interpretacjg opisanych wynikéw analizy
Northern blotting gtodzonych, a nastepnie stymulowanych troficznie flbroblastéw
mozna stwierdzi¢, ze przewazajgca wiekszos$¢ zdiagnozowanej (odsortowanej) cyto-
metrycznie subpopulacji komorek w fazach GO/GI posiada cykl mitotyczny faktycz-
nie zsynchronizowany w poczatkowym stadium fazy Gl, czyli niemal zaraz po prze-
kroczeniu przez okres interfazowy punktu granicznego miedzy stanem represji me-
tabolicznej i transkrypcyjnej (GO) a stadium presyntetycznym (Gl; [2,22,24]).

Kolejnym efektywnym sposobem synchronizacji faz cyklu mitotycznego hodowa-
nych in vitro komoérek somatycznych, stosowanym na potrzeby klonowania kéz, jest
tzw. synergistyczne zahamowanie (czyli wspotinhibicja) proliferacyjnego wzrostu
subkonfluentnych populacji komoérek w stadium GO/Gl za posrednictwem ich se-
kwencyjnej (dwustopniowej) inkubacji w pozywce o drastycznie obnizonej koncen-
tracji surowicy ptodow bydlecych, a nastepnie w pozywce o petnym skiadzie mito-
gendw i czynnikéw troficznych, lecz uzupetnionej dodatkiem olomucyny (26). Olo-
mucyna jest biosyntetycznym analogiem puryny, ktéry posiada zdolnos¢ niespecy-
ficznego blokowania aktywnosci enzymatycznej kinaz cyklino-zaleznych (CDKs) po-
przez, wynikajace z wiasciwosci hamowania wspotzawodniczego (inhibicji kompe-
tycyjnej), silne powinowactwo do kinaz cyklin klasy/typu A, B oraz E. W badaniach
in vitro wykazano bowiem, ze skuteczno$¢ przejsciowego hamowania przez olomu-
cyne aktywnosci biokatalitycznej heterodimerycznych komplekséw biatkowych
CDKl/cyklina B, p33CDK2/cyklina A oraz p33CDK2/cyklina E utrzymuje sie na podob-
nym poziomie. Dlatego tez, cykl mitotyczny aktywnie dzielgcych sie komorek soma-
tycznych, inkubowanych w obecnosci olomucyny, moze byé odwracalnie zatrzyma-
ny albo na granicy faz GI/S, badZz G2/M, w zalezno$ci od stopnia progresji wzrostu
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proliferacyjnego, wynikajacego réwniez ze stosunku procentowego komérek znaj-
dujgcych sie w okresie interfazowym do komorek w okresie podziatowym cyklu ko-
maorkowego (27,28). W badaniach przeprowadzonych przez Yu i wsp. (26), kombina-
cja 2-dniowej deprywacji troficznej (glodzenia) fibrobtastow tkanki skdrnej ucha
i ich 9-godzinnej inkubacji w pozywce z dodatkiem 100 [IliM/L otomucyny doprowa-
dzita do koordynacji faz cyklu mitotycznego w stanie spoczynkowym (GO) oraz
w stadium presyntetycznym (GI) w 85,5% hodowanych in vitro komérek. Jednoczes-
nie zastosowana metoda synchronizacji cyklu podzialowego fibrobtastow pocho-
dzenia skoérnego nie powodowata istotnego wzrostu subpopulacji komérek apopto-
tycznych. Odsetek komdrek wykazujgcych morfologiczne i biochemiczne symptomy
$mierci apoptotycznej okazat sie¢ bowiem stosunkowo niski (okoto 4% analizowa-
nych fibrobtastow).

3.3. Zrodio komorek-biorcow egzogennych jader somatycznych

W procedurze klonowania somatycznego koz, biorcg egzogennych jader komor-
kowych sg zaréwno dojrzate in vivo (owulowane) oocyty pozyskiwane z jajowodow
stymulowanych hormonalnie samic-dawczyn (1,2), jak i oocyty osiagajace dojrzatosc
jadrowo-cytoplazmatyczng, a takze epigenomowa w warunkach hodowli in vitro
(3,9,14,17).

W badaniach Baguisi'ego i wsp. (1), ktérzy jako pierwsi uzyskali sklonowane koz-
leta, do doswiadczen uzyte byty oocyty dojrzate in vivo (postowulacyjne). Jednakze,
tylko w jednej z grup eksperymentalnych, do zabiegu klonowania wykorzystane
byly oocyty z catkowicie wyrzuconym do przestrzeni okotozottkowej ciatkiem Kie-
runkowym | rzedu, ktérych cykl mejotyczny zostat zablokowany w stadium Metafa-
zy Il (Met 11). Strukturalno-funkcjonalnym wyznacznikiem dojrzatosci jadrowej oocy-
téw w stadium Met Il jest stopier zaawansowania procesu wyrzucenia | ciatka kie-
runkowego do przestrzeni okotozéttkowej. Proces wyrzucenia potocytu | rzedu pod
ostonke przejrzysta jest efektem tzw. szczatkowej/poronnej lub biegunowej cytoki-
nezy oocytu, ktéra prowadzi do powstania obtonionej struktury komérkowej, za-
wierajgcej poronne wrzeciono Kariokinetyczne oraz perikarion, czyli cienkg war-
stwe Scisle przylegajacej do zespotu silnie skondensowanych chromosoméw tzw.
resztkowej cytoplazmy oocytu. W kolejnych doswiadczeniach, Baguisi i wsp. (1) wy-
korzystali oocyty dojrzate in vivo, poddane sztucznej aktywacji (protokét preaktywa-
cji) w warunkach 2-4-godzinnej inkubacji w niezdefiniowanej chemicznie pozywce
hodowlanej o wysokiej sile jonowej, ktéra byta generowana dodatkiem kationow
wapnia. W procedurze enukiteacji i transplantacji jader komorek somatycznych (pro-
tokdt jednoczesnej fuzji i aktywacji elektrycznej) uzyte byly zatem oocyty, ktére
wznowity proces mejozy i osiggnety stadium tetofazy Il, czego kryterium morfolo-
gicznym byla obecno$é czesciowo odcinajacego sie z podbtonowej strefy kortykal-
nej cytoplazmy potocytu Il rzedu. Natomiast, jesli proces wyrzucania Il ciatka kie-
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punkowego nie zostat zainicjowany kilkugodzinng hodowla in vitro oocytéw w po-
zywce wzbogaconej jonami Ca\*", preaktywacja oocytow Met Il byta indukowana
w wyniku ich 5-minutowej inkubacji w tej samej pozywce, lecz uzupetnionej dodat-
kowo 7% etanolem. Kolejnym etapem tej sekwencyjnej (Kilkustopniowej) egzogen-
nej prestymulacji komorek-biorcow jader byla 3-godzinna hodowla oocytéw w wol-
nym od alkoholu etylowego medium, w celu progresji podziatu wyréwnawczego
(ekwacyjnego) cyklu mejotycznego z punktu kontrolnego towarzyszacego anafazo-
wej segregacji chromatyd siostrzanych az do inicjacji tzw. biegunowej (szczatko-
wej/poronnej) cytokinezy. W nastepstwie tego ostatniego procesu, bedacego zara-
zem weryfikacjg efektywnosci sztucznej aktywacji oocytu widoczny byt w mikrosko-
pie odwréconym zarys czesciowo/potowicznie odcinajacego sie polocytu Il rzedu,
zawierajacego poronne wrzeciono kariokinetyczne. Efektem tych do$wiadczen byto
uzyskanie jednego sklonowanego kozlecia z zarodka zrekonstytuowango z uzyciem
cytoplastu pochodzacego z nieaktywowanego oocytu w stadium metafazy Il po-
dzialu mejotycznego oraz dwdch kozlat z oocytdw preaktywowanych w wyniku Kil-
kugodzinnej inkubacji w pozywce o wysokiej energii jonizacji spowodowanej obec-
noscig kationéw wapniowych ().

Drugim zrédiem komorek-biorcow egzogennych jader somatycznych w klono-
waniu kéz, powszechnie stosowanym takze u innych gatunkéw ssakéw, sg oocyty
dojrzate in vitro. Do dojrzewania mejotycznego oocyty pozyskiwane sg z jajnikow
stymulowanych lub niestymulowanych hormonalnie samic-dawczyn, przy wykorzy-
staniu metod poubojowych, lub niechirurgicznej techniki przyzyciowej LOPU (wspo-
maganej laparoskopowo metody aspiracji ptynu pecherzykowego z antralnych pe-
cherzykoéw jajnikowych, dokonywanej przez powtoki brzuszne; ang, laparoscopic
ovum pick-up [7-9,14,18]), umozliwiajacej wielokrotne pozyskiwanie oocytéw od jed-
nej kozy-dawczyni. Szeroka zatem dostepno$¢ tego materiatu biologicznego, a tak-
ze wysoka skuteczno$¢ technologii pozaustrojowego dojrzewania mejotycznego
(whasciwy sktad ilosciowy i jakoSciowy stosowanych pozywek oraz zoptymalizowa-
ne warunki hodowli in vitro) decydujg o tym, ze jest to szczegdlnie atrakcyjne zrédto
oocytow-biorcéw wykorzystywanych na potrzeby klonowania somatycznego.

3.4. Typy rekonstrukcji enukleowanych oocytéw

Rekonstrukcja oocytéw polega na zastgpieniu ich wlasnego genomu jadrowego
(chromosoméw metafazowych), genomowym DNA komorki somatycznej. U koz, po-
dobnie jak u innych gatunkoéw ssakéw, rekonstrukcja przeprowadzana jest najcze-
Sciej na drodze fuzji cytoplastu (wyjadrzonego oocytu) z komorka somatyczng
(1,7-9,14), a czynnikiem indukujagcym fuzje sg impulsy elektryczne (elektrofuzja). Al-
ternatywna metoda rekonstrukcji, oparta na doooplazmatycznej mikroiniekcji ka-
rioplastu komorki somatycznej (piezoelektrycznej lub manualnej) stosowana byta
dotychczas jedynie przez Zou i wsp. (16), a takze Skrzyszowska i wsp. (dane nie
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opublikowane). W obu przypadkach dawcg jader byty komorki pecherzykowe po-
chodzace z ekspandujacych (zmucyfikowanych) warstw komorek wzgoérka jajonos-
nego, otaczajgcych dojrzate oocyty kozy. Technika rekonstrukcji enukleowanych
oocytéw moze w duzym stopniu wptywa¢ na molekularne mechanizmy rearanzacji
chromatyny jadrowej, obejmujace zaréwno epigenetyczne przemodelowanie i prze-
programowanie genomu jagdrowego oraz mitochondrialnego, jak i funkcjonalne in-
terakcje miedzy jadrowym a cytoplazmatycznym (pozajgdrowym) systemem ekspre-
sji gendw oraz syntezy biatek.

3-5. Rodzaje czynnikéw indukujacych sztuczng aktywacje rekonstruowanych
oocytow

W klonowaniu somatycznym koz stosowane sa trzy nastepujace uktady doswiad-
czalne dotyczace odstepow czasowych miedzy rekonstrukcjg enukleowanych oocy-
téw a sztuczng aktywacja rekonstytuowanych hybryd jadrowo-ooplazmatycznych:
1) jadra komorek w fazach GI/GO wprowadza sie do enukleowanych, preaktywowa-
nych oocytow w stadium telofazy Il podziatlu mejotycznego i réwnoczesnie aktywu-
je sie uzyskane cybrydy klonalne (protokét jednoczesnej fuzji/aktywacji elektrycz-
nej; [1]); 2) jadra komoérek somatycznych w fazach GI/GO cyklu mitotycznego trans-
plantuje sie do enukleowanych, nieaktywowanych oocytow w stadium metafazy
Il podzialu mejotycznego (Met 1) i jednoczesnie aktywuje sie rekonstruowane hy-
brydy cytoplazmatyczne (protokdt jednoczesnej fuzji/aktywacji elektrycznej; [1,4]
lub protokdt jednoczesnej elektrofuzji i aktywacji fizykochemicznej; [2,29, Skrzy-
szowska i wsp., dane nie opublikowane]); lub tez 3) wprowadza sie jadra komorek
zsynchronizowanych w stadiach Gl, GI/GO albo G2/M do ooplastéw Met Il, kt6re ak-
tywowane sg od | do 2-3 godzin po transplantacji jader somatycznych (protokot
dwustopniowej postaktywacji chemicznej; [3,7-9,14,18,29]).

Procedura sztucznej aktywacji zrekonstruowanych oocytéw, jak sie wydaje, jest
jednym z czynnikéw, ktére w duzym stopniu decydujg o pre- i postimplantacyjnych
kompetencjach rozwojowych kozich zarodkéw klonalnych. W technologii klonowa-
nia somatycznego koz najczesciej stosowanymi bodzcami aktywujacymi sg czynniki
fizyczne, takie jak impulsy pradu statego (1,2), albo czynniki chemiczne, takie jak 1%
alkohol etylowy (1,18,29) lub antybiotyki jonoforowe, np. jonomycyna wapnia
(3,7-9,14,18,30). Prowadzone obecnie intensywne badania nad udoskonaleniem me-
tod sztucznej aktywacji kozich cybryd klonalnych polegaja gtéwnie na optymalizacji
parametrow technicznych pola elektrycznego (natezenie pola elektrostatycznego,
czas trwania impulséw elektrycznych, liczba impulséw i odstep czasowy miedzy
nimi; [1,2]) lub tez, coraz czeSciej, na taczeniu bodzca aktywujgcego (najczesciej jo-
nomycyny; [3,9,14], rzadziej impulséw elektrycznych lub etanolu; [1,2,18]) ze
zwigzkami odwracalnie blokujagcymi aktywnos¢ cyklino-zaleznych kinaz biatkowych
(niespecyficznymi inhibitorami kompetycyjnymi CDKSs; ang. cyclin-dependent protein
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kinoses), takimi jak 6-dimetyloaminopuryna (6-DMAP; [2,3, 9,14,18,30]), czy zwigzka-
mi bezposrednio hamujacymi anafazowa resynteze cykliny B, bedacej podjednostka
regulatorowg czynnika dojrzewania mejotycznego (MPF, ang. maturation/meio-
sisfM-phase promotingfactor), np. cykloheksymidem (CHXM, [7,8,29]) i/lub inhibitora-
mi polimeryzacji mikrofllamentéw aktynowych cytoszkieletu, np. cytochalazyng B
(CB, [1,7,8,14,18,30]).

3.6. Hodowla in vitro oraz transplantacja zarodkéw klonalnych do pseudo-
cieiarnych maciorek-biorczyn

Z dotychczasowych badan wynika, ze zarodki kozie uzyskiwane technika klonowa-
nia somatycznego poddawane sg réznym systemom hodowli in vitro. Najczesciej stoso-
wang metodg pozaustrojowej hodowli cybrydowych zygot klonalnych jest krétko-
trwata (od 12 do 48 godzin) inkubacja zarodkow w 25-, 35- lub 50-plitrowych kroplach
pozywek o réznym sktadzie jakoSciowym i ilosciowym takich jak; 1) TC-199 (ang. Tis-
sue Culture Medium-199) z dodatkiem 10" surowicy ptodéw bydlecych (FBS; [1,2]);
2) G1.2 uzupetniona 8 mg/mL albuminy surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albu-
min; [3,7-9,14]); 3) syntetyczny ptyn jajowodowy (SOFaa, ang. synthetic oviductal fluid)
o zmodyfikowanym sktadzie ilosciowym/sile jonowej (o niskiej zawartosci aniondw or-
tofosforanowych P04~ /HP042"; 13[), czesto uzupetniany 10% FBS (30); oraz 4) pozywka
B2 (ang. Upgraded B2 INRA Medium; [18,29-31]). Obok metod krétkotrwatej inkubacji
stosowana jest takze dtugotrwata (9-dniowa) hodowla kozich zarodkéw klonalnych do
stadium blastocysty, w chemicznie zdefiniowanych pozywkach (17). Powszechnie wy-
korzystywanym systemem hodowli in vitro jest réwniez kilkudniowa (od 2 do 9 dni)
wspotinkubacja sklonowanych zarodkdw kozy z komérkami nabtonka jajowodowego
(1,2,29) lub z komédrkami nerki pawiana zielonego (VERO, ang. Verro cells; [18,30]),
tworzacymi warstwe odzywczg w pozywce z dodatkiem od 2,5 do 5% FBS. Alternatyw-
nym systemem hodowli rekonstruowanych hybryd cytoplazmatycznych kozy jest ich
5-6-dniowa inkubacja w podwigzanych jajowodach hormonalnie zsynchronizowanych
maciorek-biorczyn posrednich do stadium moruli/blastocysty (2,4).

Hodowane in vitro lub in vivo kozie zarodki klonalne (w stadium 1-8 blastomeréw
lub moruli/blastocysty) transferowane sg chirurgicznie (z zastosowaniem laparoto-
mii) lub niechirurgicznie (laparoskopowo) do jajowoddw lub rogdéw macicy pseudo-
ciezarnych maciorek-biorczyn ostatecznych. Do drog rodnych jednej matki zastep-
czej przeszczepianych jest od 4 do 15 zarodkéw w stadium 1-16 komérek lub od
2 do 5 zarodkéw w stadium kompaktnej moruli/blastocysty.
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4. Badania nad klonowaniem somatycznym kéz prowadzone w Instytucie
Zootechniki

w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach pro-
wadzone sg badania nad klonowaniem somatycznym zwierzat gospodarskich,
w tym réwniez nad klonowaniem kéz. W procedurze klonowania tego gatunku, jako
zrédto komdrek-dawcow jader, wykorzystywane sg ptodowe komdrki fibroblastycz-
ne jak i fibroblasty tkanki skérnej transgenicznych i nietransgenicznych osobnikow
dorostych, a takze komorki wzgorka jajonosnego (29,31). Natomiast, biorca egzo-
gennych jader komorkowych sg dojrzate in vitro oocyty kozie, enukteowane techni-
kami mikrochirurgicznymi, standardowa lub wspomagang chemicznie. Technika enu-
kleacji wspomaganej chemicznie jest obecnie preferowana z powodu ograniczenia
objetosci usuwanej mechanicznie wraz z chromosomami matecznymi ooplazmy,
a tym samym niewielkiego stopnia inwazyjnosci w ultrastrukture cytoszkieletu
oocytu. Umozliwia ona bowiem precyzyjng eliminacje (aspiracje) wraz z ciatkiem
kierunkowym | rzedu, jedynie ,,stozka” ooplazmatycznego, uwypuklajacego sie na
powierzchni plazmolemmy, po 1-godzinnej inkubacji oocytéw w pozywce z dodat-
kiem kolcemidu/demekolcyny (inhibitor polimeryzacji mikrotubuli wrzeciona kario-
kinetycznego) oraz sacharozy (osmotycznie czynny disacharyd indukujgcy wzrost
objetosci przestrzeni okotozottkowej). Dlatego tez, wyraznie widoczne w prze-
strzeni okotozottkowej oocytu stozkowate uwypuklenie, powstate na skutek zmian
napiecia powierzchniowego btony cytoplazmatycznej, a takze wzrostu mechanicz-
nych naprezen oraz sity motorycznej mikrofilamentéw membranoszkieletu, zawiera
sitnie skondensowang mase chromosoméw skonfigurowanych w matg ptytke meta-
fazowa. Zmniejszenie wielkosci ptytki metafazowej oocytéw indukowane jest w wy-
niku zaburzen dynamicznej réwnowagi miedzy polimeryzacjg a depolimeryzacjg
wiokien cytoszkieletu mikrotubularnego. Skrécenie dtugosci widkien kinetochoro-
wych i biegunowych wrzeciona mejotycznego na skutek nasilenia depolimeryzacji
mikrotubuli, spowodowanej dziataniem kolcemidu, utatwia z kolei przemieszczenie
(alokacje) catego zespotu chromosomoéw do powstatego ,,wzgdrka” cytoptazmatycz-
nego. Na szczegblng uwage zastuguje takze fakt, ze metoda enukleacji mikrochirur-
gicznej wspomaganej chemicznie ma jeszcze jedng przewage nad standardows eli-
minacja chromosomdéw matecznych. Nie wymaga ona bowiem fluorescencyjnej we-
ryfikacji na skutek wzbudzania wigzka $wiatta ultrafioletowego (UV) biochemilumi-
nescencji generowanej za posrednictwem barwnika wigzacego sie z usuwanym ge-
nomem jadrowym oocytéw oraz poronnym wrzecionem podziatowym ciatek kierun-
kowych (fluorochrom Hoechst 33342). U wielu gatunkéw ssakow (Swinia, krélik,
mysz) udowodniono bowiem szkodliwy wptyw zaréwno tego barwnika, jak i pro-
mieniowania UV wzbudzajgcego emisje fotonéw z kowalencyjnych wigzan fluoro-
chrom-DNA oocytdw na przedimplantacyjne kompetencje rozwojowe oraz jakos¢
morfologiczng zarodkéw klonalnych rekonstytuowanych z ooplastow uzyskiwanych
na drodze enukleacji mikrochirurgicznej standardowej. Rekonstrukcja wyjadrzo-
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nych oocytdéw kozich dokonywana jest przede wszystkim na drodze elektrofuzji
komplekséw cytoplast-komdrka somatyczna (gdy zrodtem dawcéw jader sa hodo-
wane in v/tro/konfluentne fibroblasty ptodowe lub fibroblasty tkanki skérnej do-
rostych osobnikdw), ale takze metoda doooplazmatycznej iniekcji karioplastow wy-
izolowanych z komérek somatycznych (gdy zrédiem dawcow jader sg komorki
wzgorka jajonosnego, pochodzace z dojrzatych in vitro komplekséw oocyt-corona
radiata-cumulus oophorus). Rekonstruowane cybrydy klonalne po 2-godzinnej inkuba-
cji w medium B2 poddawane sg dwustopniowej aktywacji chemicznej (protokét po-
staktywacji) przy wykorzystaniu jonomycyny oraz 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP)
lub cykloheksymidu (CHXM). Po krétkotrwatej (18-72 godzin) hodowli in vitro, za-
rodki klonalne przenoszone sg do drog rodnych zsynchronizowanych kéz-biorczyn.
W badaniach ultrasonograficznych maciorek-biorczyin w 40-45. dniu po trans-
plantacji zarodkéw klonalnych potwierdzono postimplantacyjny rozwo6j zarodkéw
klonalnych u 5 biorczyn. jednakze, u czterech z nich stwierdzono obecnos¢ peche-
rzy ptodowych z objawami wczesnej resorbcji. Eksperymenty z zakresu klonowania
somatycznego koz, ktére majg na celu zwiekszenie postimplantacyjnego potencjatu
rozwojowego zarodkéw i ptodéw klonalnych, sg nadal intensywnie prowadzone.

5. Podsumowanie

BodZcem do rozwoju badarn nad klonowaniem somatycznym ko6z, szczegdlnie
w ostatnich latach, jest przede wszystkim mozliwos¢ praktycznego zastosowania tej
techniki do produkcji transgenicznych koZlat przy wykorzystaniu transfekowanych
in vitro komdrek-dawcdw jader oraz do multiplikacji uzyskanych juz transformowa-
nych genetycznie maciorek i koztéw, ze wzgledu na wazne implikacje w biomedycy-
nie, a takze farmacji (1,4,7,8,14).

Praca wykonana w ramach tematu statutowego nr 3306.1.

Literatura

Baguisi A., Behboodi E., Melican D. T., Pollockj. S., Destrempes M. M., Cammuso C., Williams J. L.,
Nims S. D., Porter C. A., Midura P., Palacios M. J., Ayres S. L., Denniston R. S., Hayes M. L., Ziomek
C. A, Meade H. M., Godke R. A., Gavin W. G., Overstrom E. W., Echelard Y., (1999), Nat. Biotech-
nol., 17, 456-461.
Behboodi E., Memili E., Melican D. T., Destrempes M. M., Overton S. A., WilliamsJ. L., Flanagan P. A.,
Butler R. E., Liem H., Chen L. H., Meade H. M., Gavin W. G., Echelard Y., (2004), Transgenic Res., 13,
215-224.

3. Keefer C. L., Baldassarre H., Keyston R., Wang B., Bhatia B., Bilodeau A. S., Zhou J. F., Leduc M,
Downey B. R, Lazaris A., Karatzas C. N., (2001), Biol. Reprod., 64, 849-856.

148 PRACE PRZEGLADOWE



10
11

12

13.

14.

15.

16.

17

18.

19.
20.

21

22

23.
24.
25.
26.
217.

28.

29.

Rozwd6j badan nad klonowaniem somatycznym kéz

Cheng Y., Wang Y. G, LuoJ. P, Shen Y., Yang Y. F.,Ju H. M., Zou X. G, Xu S., Lao W. D., Du M,
(2002), Sheng Wu Gong Cheng Xue Bao, 18(1), 79-83.

Meade H. M., Echelard Y., Ziomek C. A, Young M. W., Harvey M., Cole E. S., Groet S., Smith T. E,,
Curling J. M., (1998), Expression of recombinant proteins in the milk of transgenic animals, in: Gene
Expression Systems: Using Nature for the Art of Expression, Eds.J. M. Fernandez,]. P. Hoefher, San Die-
go: Academic Press, 399-427.

Zou X., Wang Y., Cheng Y., Yang Y., Ju H., Tang H., Shen Y., Mu Z., Xu S., Du M., (2002), Mol. Re-
prod. Dev., 61(2), 164-172.

Baldassarre H., Wang B., Kafidi N., Keefer C., Lazaris A., Karatzas C. N., (2002), Theriogenology, 57,
275-284.

Baldassarre H., Keefer C., Wang B., Lazaris A., Karatzas C. N., (2003a), Cloning Stem Cells, 5(4),
279-285.

Reggio B. C., James A. N., Green H. L, Gavin W. G., Behboodi E., Echelard Y., Godke R. A., (2001),
Biol. Reprod., 65, 1528-1533.

Ebert K. M., Schindler]. E. S., (1993), Theriogenology, 39, 121-135.

Baldassarre H., Wang B., Kafidi N., Gauthier M., Neveu N., Lapointe]., Sneek L., Leduc M., Duguay F.,
Zhou]. F., Lazaris A., Karatzas C. N., (2003b), Theriogenology, 59, 831-839.

Clark A. 1., (1998), ]. Mammary Gland Biol. Neoplasia, 3, 337-350.

Baldassarre H., Wang B., Pierson]., Neveu N., Sneek L., Lapointe]., Cote F., Kafidi N., Keefer C. L.,
Lazaris A., Karatzas C. N., (2004), Cloning Stem Cells, 6(1), 25-29.

Keefer C. L., Keyston R., Lazaris A., Bhatia B., Begin 1, Bilodeau A. S., Zhou F.J., Kafidi N., Wang B,
Baldassarre H., Karatzas C. N., (2002), Biol. Reprod., 66, 199-203.

Keefer C. L., Keyston R., Bhatia B., Lazaris A., Begin 1, Kafidi N., Bilodeau A., Wang B., Tao T., Laurin
D., Zhou]. F.,, Downey B. R., Baldassarre H., Karatzas C. N., (2000), Proceedings of the 33" Annual
Meeting of the Society for the Study of Reproduction - University of Wisconsin, Madison, Wiscon-
sin, July 15-18, Biol. Reprod., 62 (Suppl. 1), 192 (Abstr. 218).

Zou X., Cheng Y., Wang Y., Luo]., Zhang Q., Zhang X,, Yang Y.,Ju H., Shen Y., Lao W., Xu S., Du M.,
(2001), Cloning, 3(1), 31-37.

Ohkoshi K., Takahashi S., Koyama S., Akagi S., Adachi N., Furusawa T., Fujimoto]., Takeda K., Kubo M.,
lzaike Y., Takunaga T., (2003), Cloning Stem Cells, 5(2), 109-115.

Apimeteetumrong M., Thuangsanthia A., Leingcharoen N., Yiengvisavakul V., Harintharanon A., Ku-
navongkrit A., Sumretprasong ]., Vignon X., Techakumphu M., (2004),]. Vet. Med. Sci., 66(12),
1529-1534.

Schuetz, AW., Whittingham, D.G., Snowden, R., (1996), Reprod. Fertil. Dev., 8, 935 -943.
Wakayama T., Perry A. C. F., Zuccotti M., Johnson K. R. Yanagimachi R., (1998), Nature, 394,
369-374.

OgLira A., Inoue K., Ogonuki N., Noguchi A., Takano K., Nagano R., Suzuki O., Lee]., Ishino F., Mat-
suda]., (2000), Biol. Reprod., 62, 1579-1584.

Memili E., Behboodi E., Overton S. A., Kenney A. M., O’Coin M., Zahedi A., Rowitch D. H., Echelard
Y., (2004), Cloning Stem Cells, 6(2), 58-66.

Matsushime H., Roussel M. F., Ashmun R. A, Sherr C. ]., (1991), Cell, 65, 701-713.

Meyerson M., Harlow E., (1994), Mol. Cell Biol., 14, 2077-2086.

Sherr C. ]., Roberts]. M., (1995), Genes Dev., 9, 1149-1163.

YuY. S, Sun X. S.,Jiang H. N,, Han Y., Zhao C. B., Tan]. H., (2003), Theriogenology, 59, 1277-1289.
Abracham R. T., Acquarone M., Andersen A., Asensi A., Belle R., Berger F., Bergounioux C., Brunn
G., Buquet-Fagot C., Fagot D., Glab N., Goudcau H., Goudcau M., Guerrier P., Houghton P., Hendriks
H., Kjoareg B., Lippai M., Marie D., Maro B., Meijer L., Mester L., Mulner-Lorillon 0., Poulel S. A,
Schierenberg E., Schutte B., Vaulot D., Verlhac M. H., (1995), Biol. Cell, 83, 105-120.

Schutte B., Nieland L., van Engeland M., Henfling M. E. R., Meijer L., Ramaekers F. C. S., (1997), Exp.
Cell Res., 236, 4-15.

Skrzyszowska M., Smorag Z., Katska L., Rynska B., Kania G., Gajda B., Kareta W., Jurkiewicz ].,
(2001), Materiaty Konferencyjne Il Zjazdu Towarzystwa Biologii Rozrodu (TBR), s. 55-56.

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 133-150 2006 149



Maria Skrzyszowska, Marcin Samiec

30.

31

150

Chesne P.. Perreau C., Lavergne Y., Poulin N., Barii G., Capo D., Bouttier A., Rougheol C., Cognie VY.,
Vignon X., Mermillod P., Heyman Y., (2003), Proceedings of the 19" Scientific Meeting of the Euro-
pean Embryo Transfer Association (A.E.T.E.) - Rostock, (September 12-13), 144.

Skrzyszowska M., Katska-Ksigzkiewicz L., Rynska B., Gajda B., Smorag Z., Kareta W., (2003), Mate-
riaty Konferencyjne Il Kongresu Biotechnologii (Ld6dz), 148.

PRACE PRZEGLADOWE



