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Species differences in somatic cloning of farm animals
Summary

Similar schemes of nuclear transfer technique are applied for farm animal
cloning, however, there are some differences between particular species. These
differences concern not only procedural aspects, but also the “genetic age” of
cloned animals.
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1. Wprowadzenie

Spektakularny wynik eksperymentu Wilmuta i wsp. (1) jakim
byto uzyskanie owcy z zarodka zrekonstruowanego z jgdra ko-
morki somatycznej wywotat powszechne zainteresowanie klono-
waniem somatycznym jako dziedzing biotechnologii. Okazato sie
bowiem, ze mozliwe jest przeprogramowanie jadra zréznicowa-
nej komorki somatycznej i przywrocenie mu statusu jadra sprzed
rozpoczecia procesu réznicowania, a zatem jadra w petni totipo-
tentnego, zdolnego do pokierowania rozwojem zrekonstruowa-
nego zarodka. Swiadczy to, ze inaktywowane w procesie rdzni-
cowania komdérkowego geny moga by¢ ponownie reaktywowane
w $rodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy. Tym samym
obalony zostat dogmat o nieodwracalnosci proceséw roéznicowa-
nia komorkowego.

Technika klonowania somatycznego wykorzystywana jest
obecnie na wielu gatunkach ssakéw, w tym na gatunkach zwie-
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rzat gospodarskich. Wykorzystywanie tej techniki do klonowania zwierzat gospo-
darskich ma Scisty zwigzek nie tylko z mozliwoscig multiplikacji genetycznie iden-
tycznych osobnikdw szczego6lnie tych o wartosciowych dla hodowli genotypach, ale
przede wszystkim z mozliwoscig uzyskiwania zwierzat transgenicznych, czyli zwie-
rzat o zmodyfikowanych genomach, cennych ze wzgledu na produkt ekspresji zmo-
dyfikowanych genow. Atrakcyjnos¢ poszczeg6lnych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich uzalezniona jest w tym przypadku od mozliwosci aplikacyjnych produktu zmo-
dyfikowanego genu. Od tego bowiem przede wszystkim zalezy skala i zasieg prowa-
dzonych badai. Mimo ze pierwszym sklonowanym zwierzeciem byla owca to znacz-
nie wiekszy zasieg mialy badania prowadzone na bydle (2-5), a w ostatnich dwadch
latach badania koncentrujg sie gtdwnie na Swiniach (6-8). Transgeniczne krowy (9),
owce (10,11) i kozy (12) moga i powoli stajg sie zywymi fabrykami produkujacymi
i dostarczajgcymi ludzkie biatka terapeutyczne. Natomiast atrakcyjno$¢ klonowania
Swin wiaze sie z mozliwoscig wykorzystania organdw transgenicznych $win jako al-
ternatywnego Zrédta organdw w transplantologii u ludzi. Ksenotransplantacja z wy-
korzystaniem $winskich organéw, najbardziej kompatybilnych z organami ludzkimi
ze wzgledu na wielkos¢ i wydolno$¢ fizjologiczna, jest niezwykle obiecujacg per-
spektywa transplantologii. Jednak gtéwna bariera w uzyskaniu znaczacego postepu
w transplantacji organdw Swinskich jest obecnos¢ a-1 ,3-galaktozylowych epitopow
na powierzchni $winskich komorek odpowiedzialnych za nadostre odrzucanie kse-
noprzeszczepOw. Préby unieczynnienia genu a-l ,3-galaktozylowej transferazy (GGTAI)
prowadzono juz na innych gatunkach zwierzat. Udato sie na przyktad uzyska¢ zywe
myszy ze znokautowanym genem a-l,3-galaktozylotransferazy przy wykorzystaniu
zmodyfikowanych komdrek macierzystych (13). U owiec réwniez mozliwa byta sku-
teczna delecja dwdch niezaleznych loci tego genu w fibroblastach ptodowych wyko-
rzystanych w procedurze klonowania jako dawcéw jader komoérkowych (14). Z wy-
mienionych powoddw podstawe do optymizmu stwarzajg ostatnie doniesienia Lai
i wsp. (15), a takze Dai i wsp.(16). Autorzy z obu zespotdéw uzyskali ogétem 9 sklo-
nowanych prosiat, u ktoérych locus jednego allela genu GGTAI udato sie znokauto-
wa¢ w fibroblastach ptodowych i wykorzysta¢ tak zmodyfikowane komorki soma-
tyczne w procedurze klonowania. Implikacja nokautu okreslonych genéw $winskich
bedzie zatem obnizenie bariery immunologicznej u biorcy ksenogenicznego orga-
nu, co w oczywisty sposéb przyczyni¢ sie moze do ostabienia reakcji odrzucania
ksenoprzeszczepu.

Efektywno$¢ klonowania somatycznego jest wciaz mato satysfakcjonujgca, nie
przekracza na obecnym etapie \-3% urodzonych zwierzat w stosunku do liczby zre-
konstruowanych zarodkéw. Wystepuja jednak pewne réznice w podatnosci na sto-
sowane procedury klonowania miedzy poszczegélnymi gatunkami zwierzat gospo-
darskich. Do niedawna Swinia uwazana byta za gatunek szczegdlnie trudny do wszel-
kich pozaustrojowych manipulacji embriologicznych czy genetycznych. Mimo ogrom-
nego postepu osiggnietego w ostatnich dwéch latach, rezultaty osiggane w rekon-
strukcji zarodkow Swinskich w dalszym ciggu sg znacznie gorsze niz u bydta, owcy
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i kozy, a jako$¢ zarodkow Swinskich oceniana na podstawie liczby komérek w bla-
stocyscie ustepuje znacznie jakosci zarodkdw u pozostatych gatunkdéw zwierzat go-
spodarskich.

2. Inicjacja zarodkowej aktywnosci transkrypcyjnej

Przy rozwazaniu efektywnos$ci klonowania poczatkowo zwracano uwage na mo-
ment aktywacji genomu zarodkowego czyli moment wyjscia spod kontroli matczy-
nej i rozpoczecia wiasnej aktywnosci transkrypcyjnej. Uwazano, ze przekroczenie
tego progu powoduje powazne restrykcje ograniczajace w istotny sposéb mozliwo-
sci przemodelowania egzogennych jader komoérkowych. U réznych gatunkéw zwie-
rzat gospodarskich moment rozpoczecia transkrypcji zarodkowej ma miejsce na
nieco innym etapie rozwoju zarodkowego. Najwcze$niej uaktywnia sie genom za-
rodka $winskiego, bo juz na etapie 4-komorkowego stadium, natomiast u bydta,
owcy czy kozy ma to miejsce po kolejnych, jednym lub dwéch, cyklach podzia-
towych (stadium 8-16-komorkowe). Do$¢ diugo przyjmowano ten moment jako
istotny czynnik limitujacy efektywnos$¢ klonowania, praktycznie wykluczajacy mozli-
wos¢ petnego rozwoju rekonstruowanych zarodkdéw. Aktywacji genomu zarodko-
wego towarzyszy pojawienie sie bloku rozwojowego, ktory jakkolwiek ma charak-
ter odwracalny, bywa jednak dla rekonstruowanych zarodkéw trudny do pokonania.
Do jego utrwalenia przyczyni¢ sie mogg suboptymalne warunki hodowli in vitro, kté-
re indukuja wadliwy czy niekompletny wzorzec ekspresji genéw w rekonstruowa-
nych zarodkach. Przykitady petnego przemodelowania i przeprogramowania jader
komorek somatycznych potwierdzone u wszystkich gatunkéw zwierzat gospodar-
skich $wiadczg jednak, ze moment rozpoczecia aktywnosci transkrypcyjnej przez
zarodek nie moze by¢ czynnikiem limitujgcym rozwdj rekonstruowanych zarodkow
i raczej w sferze dotyczacej innych czynnikow nalezy szukaé przyczyn niskiej efek-
tywnosci procedur klonowania somatycznego.

3. Typy komérek somatycznych dawcow jader komorkowych

Rdznice gatunkowe w procedurze klonowania somatycznego zwierzat gospo-
darskich odnosza sie m.in. takze do rodzaju komdrek somatycznych wykorzystywa-
nych jako dawcy jader komorkowych. Pod tym wzgledem najwiecej rodzajow komo-
rek somatycznych przetestowanych byto w klonowaniu somatycznym bydta. Byly to
komorki zaréwno o zdefiniowanym fenotypie, np. komorki pecherzykowe - w tym
komorki wzgorka jajonosnego (4,17,18), komorki ziarniste pochodzace ze $ciennej
warstwy pecherzyka jajnikowego (2), komorki nabtonkowe jajowodu i macicy (4,18)
oraz komorki nabtonkowe gruczotu mlecznego wyizolowane z siary (19), a takze
leukocyty krwi obwodowej (20) - jak tez komérki, ktorych fenotyp i pochodzenie
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nie zawsze byly dokfadnie zdefiniowane. Na ogdt byly to komérki o morfologii fi-
broblastow, wyprowadzane z réznych tkanek osobnikéw dorostych, gtownie z frag-
mentow tkanki usznej czy skory (18,19), miesnia najdtuzszego grzbietu (17,21) i na-
rzadow (22), jak réwniez z fragmentéw tkanek ptodowych (23).

Stosunkowo niewiele rodzajéw komorek somatycznych przetestowano u pozo-
statych gatunkéw zwierzat gospodarskich. Zaréwno u owiec, k6z i swin najczesciej
wykorzystywane byty fibroblasty ptodowe (10,12, 24-26), w znacznie mniejszym za-
kresie wykorzystywano komorki pochodzace z tkanek osobnikéw dorostych, u owcy
byly to komérki wyprowadzone z gruczotu mlecznego (1), u $win wybdr ograniczat
sie do komorek pecherzykowych (27,28). W badaniach wiasnych (29) do rekonstruk-
cji oocytdw kozich uzyto komérek fibroblastycznych wyprowadzonych z tkanki usz-
nej dorostego osobnika. Fibroblasty ptodowe posiadajg jednak te zalete, ze ich zy-
wotnos¢ w hodowli in vitro jest znacznie dtuzsza w poréwnaniu z komoérkami wy-
prowadzonymi z dorostych organizmoéw, ma to istotne znaczenie w przypadku pod-
dawania komorek modyfikacjom genetycznym (transfekcjom na poziomie hodowli
in vitro) wymagajacych dtugotrwatych hodowli in vitro wynikajacych z koniecznosci
selekcji populacji komérek o sprawdzonej ekspresji modyfikowanego genu i kolej-
nego ich namnazania w hodowli in vitro.

4. Synchronizacja cykli komorkowych dawcow jader komoérkowych

Synchronizacja cyklu komérkowego w fazie GO/GI populacji komérek somatycz-
nych dawcéw jader komorkowych w procedurze klonowania somatycznego odgry-
wa istotng role w prawidtowym przeprogramowaniu egzogennego jadra w $srodowi-
sku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy (30). Wprowadzenie komorki somatycznej
w faze spoczynkows jaka jest faza GO, przy wykorzystaniu réznych metod synchro-
nizacji cyklu komérkowego, powoduje ,,wyciszenie” jej genow wskutek zahamowa-
nia ich aktywnosci transkrypcyjnej. Represja transkrypcyjna gendéw moze by¢ spro-
wokowana czynnikami zadanymi eksperymentalnie lub wystepowaé naturalnie po
osiggnieciu przez komoérke stanu petnego zréznicowania. ,,Wyciszone” geny po
wprowadzeniu do oocytu-biorcy prawidtowo reagujg na sygnaty ptynace ze Srodo-
wiska cytoplazmatycznego, co umozliwia petne przeprogramowanie egzogennego
jadra (31). Obecnie opracowanych jest juz kilka sposobéw synchronizacji komorek
w okre$lonej fazie cyklu komoérkowego, jednym z najczesciej stosowanych sposo-
bow synchronizacji cyklu komoérkowego w fazie GO/GI jest ,,gtodzenie” komérek so-
matycznych w hodowli in vitro poprzez drastyczne obnizenie poziomu surowicy
w medium hodowlanym. Ta metoda synchronizacji cyklu komdrkowego wykorzysty-
wana byla w procedurze klonowania wszystkich opisywanych w tym artykule gatun-
kéw zwierzat gospodarskich (1,30,34). Jednakze u $win, profil metylacji DNA w gto-
dzonych komdrkach somatycznych zmienia sie tak zasadniczo, ze przywrdcenie pra-
widlowego wzorca metylacji po wprowadzeniu jadra komdrkowego do cytoplazmy
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oocytu-biorcy staje sie niemozliwe, a tym samym niemozliwe staje si¢ petne prze-
programowanie egzogennego jadra (cyt. za 32). Glodzone komdrki wykorzystywane
byly jednak pomysinie do klonowania zaréwno owcy (1,10), kozy (12,24,33), jak
i bydta (2,34). By¢ moze to wasnie specyfika gatunkowa objawiajgca sie wyjatkows
wrazliwoscia Swinskich komorek sprawifa, ze u tego gatunku metoda gtodzenia po-
wodowata znaczne obnizenie zywotnosci komoérek poprzez nieodwracalne bloko-
wanie ich jgder w interfazie. Onishi i wsp. (35) zaproponowali alternatywng do gto-
dzenia metode synchronizacji $winskich komdrek somatycznych w fazie GO/GI pole-
gajaca na ich hodowli in vitro do stanu petnej konfluencji. Inhibicja kontaktowa poja-
wiajgca sie z chwilg catkowitego opanowania powierzchni hodowlanej naczyrika
przez komorki somatyczne, uniemozliwiajgca dalsze podziaty komoérkowe, dopro-
wadza do synchronizacji ich jgder w fazie GO/GI. Inni autorzy wykorzystywali te me-
tode z rownie dobrym skutkiem (5,6). Do synchronizacji cyklu komdérkowego popu-
lacji komédrek somatycznych wykorzystywane sa réwniez metody cytometrii
przeptywowej umozliwiajace odsortowanie populacji komorek GO/GI od komorek
pozostajgcych w innych fazach cyklu komérkowego. Ta metoda wykorzystywana
byta zaréwno na bydlecych (36) jak i Swinskich komérkach somatycznych (37). Ko-
lejng mozliwos¢ wykorzystania do klonowania somatycznego komorek w fazie
GOIGI stwarzajg populacje komérek w naturze wystepujace w tej fazie cyklu komor-
kowego. Takimi komérkami sa komorki wzgdrka jajonosnego jak i leukocyty krwi
obwodowej wykorzystane w klonowaniu bydta (4,17,18,20).

5. Wprowadzanie jadra komorkowego do cytoplazmy enukleowanego
oocytu

Niezwykle istotnym elementem procedury klonowania somatycznego jest wpro-
wadzanie jagdra komorki somatycznej do Srodowiska cytoplazmatycznego oocy-
tu-biorcy. Takze i na tym etapie, u poszczegblnych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich mozna zaobserwowac pewne preferencje odnosnie do techniki wprowadzania
egzogennego jadra. Wyhor techniki niesie za sobg okre$lone konsekwencje, ktore
niewykluczone, ze moga mie¢ wptyw na potencjat rozwojowy rekonstruowanych za-
rodkow. Pierwszy sposob wprowadzania jadra oparty na fuzji bton plazmatycznych
komorki somatycznej i cytoplastu, indukowanej impulsami elektrycznymi powoduje
wchloniecie catej komorki somatycznej w strukture cytoplastu, co doprowadza do
wymieszania cytoplazmy enukleowanego oocytu z cytoplazmg komorki somatycz-
nej wraz z catym ,,dobrodziejstwem” czynnikéw w nich wystepujacych. Metoda
elektrofuzji powszechnie stosowana dotychczas u bydta (2-4,17), owiec (1,10) i kdz
(12,24,29), u Swin stosowana jest rzadziej (7,16,26). CzesSciej natomiast u tego ga-
tunku stosowany jest drugi sposéb wprowadzania egzogennego jadra, a mianowicie
bezposrednia mikroiniekcja wyizolowanego karioplastu do cytoplazmy enukleowa-
nego oocytu (15,35). W tym przypadku liczba czynnikdw cytoplazmatycznych po-
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chodzacych z komérki somatycznej jest ograniczona z powodu $ladowej ilosci wpro-
wadzanej cytoplazmy. Onishi (35), autor pierwszej sklonowanej $wini swdj sukces
upatruje wiasnie w ograniczonym wptywie tych czynnikdw na rozwoj rekonstruowa-
nych oocytéw. Zastosowanie mikroiniekcji jako sposobu do wprowadzenia jadra ko-
morki somatycznej nie pozostaje bez wptywu na czasochtonno$¢ catej procedury
klonowania. Skraca czas manipulacji, co moze mie¢ rowniez wptyw na kondycje re-
konstruowanych zarodkow.

6. Sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytéw

w procedurze klonowania somatycznego szczegdlnie istotne znaczenie odgry-
wa sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytéw. Wystepuja okreslone preferen-
cje dotyczace protokotéw aktywacyjnych odnoszacych sie do poszczeg6lnych ga-
tunkéw zwierzat gospodarskich. Protokoty aktywacyjne dotyczg nie tylko czynnika
aktywujacego (aktywatora), ale takze wiasciwego momentu zastosowania wybrane-
go aktywatora. Wiasciwy moment do zainicjowania aktywacji oocytdw moze zale-
ze¢ zaréwno od czasu wymaganego do ukoriczenia mejozy i uzyskania cytoplazma-
tycznej dojrzatosci, jak i czasu pojawienia sie pierwszych sygnatow starzenia sie
oocytu. Cytoptazmatyczne dojrzewanie obejmuje prawdopodobnie zmiany wiasci-
wosci, wietkosci i gestosci cytoplazmatycznych kanatéw wapniowych koniecznych
do wywotania oscylacyjnych fal wapniowych w odpowiedzi na zadziatanie bodzca
indukujagcego aktywacje. Aktywacja podobnie jak synchronizacja cykli komdrkowych
dawcéw i biorcéw egzogennych jader komdrkowych nalezy bowiem do czynnikéw
istotnie wptywajacych na kompetencje rozwojowe rekonstruowanych zarodkow.
Czynnik aktywujacy powoduje uwalnianie jonéw wapniowych z depozytéw wew-
natrzkomorkowych lub/i ze $rodowiska zewnetrznego, ktére aktywuja receptory ki-
nazy tyrozynowej, a ta z kolei aktywuje fosfolipazy, przecinajgce fosfatydyloinozy-
tolo-4,5-dwufosforan, zwigzek znajdujacy sie w wewnetrznej btonie komorkowej
w wyniku czego powstaje inozytolo-1,4,5-tréjfosforan i 1,2-diacetytoglicerol. Troj-
fosforan inozytolu indukuje otwarcie kanatéw wapniowych. Uwolniony waph wigze
sie aktywujac kalmoduline, ktdéra z kolei reguluje aktywno$¢ wielu enzyméw m.in.
fosfatazy, kinazy biatkowej czy ATP-azy. Optymalnym wzorcem sztucznej aktywacji
bytby wzorzec zblizony do naturalnej aktywacji oocytu inicjowanej przez pene-
trujgcy plemnik podczas zaptodnienia, ktdry powoduje uwatnianie jonéw wapnia
w postaci serii powtarzalnych wyrzutéw. U réznych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich stosowane sg rézne protokoty aktywacji. Roznice dotycza przede wszystkim
preferencji okrestonych typow aktywatordéw. Czy sztuczne metody dostarczajg ade-
kwatnych sygnatéw do aktywacji? Na pewno probtem ten nie jest jeszcze rozstrzy-
gniety. U bydta dotychczas najczesciej stosowanym protokotem aktywacji byta post-
aktywacja (inicjowana po 2-6 godzinach od wprowadzenia jadra komoérkowego do
cytoptazmy enukleowanego oocytu) indukowana chemicznie z wykorzystaniem gtow-
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nie jonomycyny (2) lub nieco rzadziej 1% etanolu (28) jako aktywatorow, po ktorej
nastepowata kilkugodzinna inkubacja w obecnosci inhibitoréw kinaz cyklinozalez-
nych (6-dimetyloaminopuryna; 6-DMAP) lub syntezy biatek (cykloheksymid; CH). jo-
nomycyna mobilizuje w oocytach bydlecych, ale przede wszystkim w oocytach
owczych (38) wylgcznie wewnetrzkomdrkowe depozyty wapniowe gromadzone
w siateczce $rodplazmatycznej, inaczej w przypadku Swinskich oocytow, tutaj bo-
wiem oprocz uruchamiania zapasow wewnatrzkomorkowych wykorzystywane sg
takze jony wapniowe ze $rodowiska zewnatrzkomorkowego (35). Etanol indukuje
wyrzut wapnia wykorzystujac czesciowo zapasy wewnatrzkomaérkowe jak i jony ze
srodowiska zewnetrznego oocytu. W przeciwienstwie do bydta u owiec (1), a takze
u kéz (12,33) przewaza model elektroaktywacji, tzn. te same impulsy elektryczne,
ktére inicjuja fuzje komorki somatycznej z bezjadrzastym cytoplastem réwnoczes-
nie dajg sygnat do aktywacji rekonstruowanych oocytéw. Elektroaktywacja powodu-
je tymczasowe otwarcie porow w btonie ptazmatycznej (39), umozliwiajgce naptyw
zewnatrzkomérkowego wapnia do komérki, ma to miejsce tylko wowczas gdy pozy-
tywny gradient wapnia wystepuje. Innymi stowy elektoaktywacja jest mozliwa tylko
w obecnosci jondw wapnia w srodowisku zewnatrzkomdrkowym. Zaskakujace jest
to, ze pojedynczy wyrzut wapnia indukowany elektroaktywacja w odrdznieniu od
powtarzajacej sie serii fal wapniowych generowanych podczas zaptodnienia jak sie
okazato byt wystarczajacy dla uzyskania petnego programu rozwojowego zrekon-
struowanych zarodkoéw, konczacego sie uzyskaniem potomstwa (35). W znacznie
mniejszym zakresie u owiec i koz stosowana byta postaktywacja indukowana czyn-
nikami chemicznymi z wykorzystaniem jonomycyny lub etanolu (24,39). Podobny
zresztg model elektroaktywacji jest preferowany u $win, jednakze w odréznieniu od
owiec czy koz w tym przypadku stosowany jest protokét postaktywaciji. Z doswiad-
czen Zhu i wsp. (40) wynika, ze wyzszy potencjat rozwojowy zrekonstruowanych
Swinskich zarodkéw uzyskano po zastosowaniu wielokrotnych impulséw elektrycz-
nych z rébwnoczesnym jednak obnizeniem parametrow natezenia pola elektryczne-
go. Impulsy elektryczne byly ponadto zadawane w okre$lonych przedziatach czaso-
wych (od kilku do 30 minutowych) dla nasladowania oscylacji wapniowych majacych
miejsce podczas zaptodnienia. Autorzy ci zaproponowali hipoteze w mysl ktorej
zatozyli, ze kombinacja wielokrotnych impulséw i niskiej sity pola elektrycznego
moze by¢ prawdopodobnie mniej uszkadzajaca dla btony ptazmatycznej oocytu
w poréwnaniu z jednym impulsem przy duzym natezeniu pola elektrycznego i dlate-
go taki wariant elektroaktywacji bytby zatem bardziej pozadany.

Stosowane dotychczas protokoty sztucznej aktywacji, mimo pewnej skutecznos-
ci, odbiegajg jednak jeszcze od optymalnego wzorca aktywacyjnego, wystepujacego
podczas zaptodnienia. Nie jest réwniez wyktuczony szkodliwy efekt uboczny stoso-
wania chemicznej aktywacji. Ciekawa propozycja pozwalajacg na czesciowe przy-
najmniej ominiecie sztucznej aktywacji jest metoda wymiany przedjadrzy (procedu-
ra reklonowania) zaproponowana przez Polejaeve (27) do klonowania $win. Efektem
zastosowania takiej procedury bylo uzyskanie pieciu zdrowych prosigt. Zapewne
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jest kwestig czasu zweryfikowanie tej metody takze na innych gatunkach zwierzat
gospodarskich.

7. Hodowla in vitro rekonstruowanych zarodkéw

Kolejna istotna réznica wystepujaca w procedurze klonowania somatycznego
u poszczegOlnych gatunkéw zwierzat gospodarskich dotyczy hodowli in vitro zre-
konstruowanych zarodkéw. U bydla cata procedura poczagwszy od dojrzewania
oocytow, hodowti linii komoérkowych wykorzystywanych jako dawcy jader komdrko-
wych, techniki klonowania i hodowli zrekonstruowanych zarodkéw przez 7-8 dni
odbywa sie w warunkach in vitro. Ta kompleksowa technologia in vitro, a zwlaszcza
wielodniowa hodowla in vitro rekonstruowanych zarodkéw az do stadium blastocy-
sty, ma zwigzek z niechirurgicznym sposobem przenoszenia zrekonstruowanych za-
rodkéw do macicy krow czy jatowek-biorczyn. U owiec i k6z procedura in vitro byta
znacznie skrocona w poréwnaniu do bydta. U tych gatunkdw, a takze u Swin w nie-
ktorych eksperymentach waznych ze wzgledu na uzyskane potomstwo biorcg egzo-
gennych jader komorkowych byly poowulacyjne oocyty (1,6,21,30), w nielicznych
tylko wykorzystano oocyty dojrzate w warunkach in vitro (6,12). Ponadto, okres ho-
dowli in vitro rekonstruowanych zarodkéw kozich i Swinskich skrocony byt do 33-48
godzin przed transferem zarodkéw do drég rodnych samic-biorczyd. W przypadku
owcy, hodowla in vitro zostata w wielu przypadkach catkowicie wyeliminowana na
rzecz inkubacji zarodkow zaraz po rekonstrukcji w podwigzanych jajowodach tzw.
posrednich owiec-biorczyn (1,39). U owiec bowiem i u bydta wcze$niejsze badania
wykazaty wystepowanie istotnego problemu zwiekszonej masy potomstwa po trans-
ferze zarodkéw hodowanych in vitro w obecnoéci surowicy (41). Swiadczy to o mo-
zliwym wplywie warunkéw hodowli in vitro na rozwdj ptodowy przynajmniej u tych
gatunkéw. Wydaje sie jednak, ze dotyczy to takze $win. jakos¢ zrekonstruowanych
zarodkow Swinskich hodowanych in vitro jest zdecydowanie gorsza od jakosci za-
rodkéw rozwijajacych sie in vivo. Skracanie czasu hodowli in vitro do niezbednego
minimum poprawia jako$¢ rekonstruowanych zarodkdéw, a tym samym zwieksza ich
kompetencje do petnego rozwoju.

8. Postimplantacyjny rozwo6j sklonowanych zarodkéw/pre-i postnatalne
problemy

Koza jest gatunkiem zwierzat gospodarskich, u ktérych dotychczas nie zaobser-
wowano zadnych prenatalnych strat (12,24). W pewnym sensie potwierdzeniem
tego sg wczesniejsze badania Baguishi'ego i wsp. (33). Autorzy nie stwierdzili utraty
ptodoéw po uplywie czterdziestu dni cigzy (po potwierdzeniu bicia serca), jakkol-
wiek przed trzydziestym dniem cigzy obserwowali w do$¢ duzym odsetku formowa-
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nie sie pecherzykéw, ktore ulegaty resorbcji. By¢ moze u tego gatunku dochodzi do
selekcji na znacznie wczesniejszym etapie, a by¢ moze brak prenatalnych strat jest
zwigzany z gatunkowym fenomenem, ze szczegllng zdolnoscig cytoplazmy oocy-
téw kozich do przeprogramowania egzogennych jader komérkowych. Ostatnio jed-
nakze, Behboodi i wsp. (42) sugerowali, ze co prawda u kdz nie wystepuje syndrom
nadmiernie duzych ptodéw czy problem anomalii tozyskowych, natomiast podobnie
jak u innych gatunkdw wystepuje niski odsetek cigz i przypadki okotoporodowych,
Smiertelnych powiktan, ktére moga Swiadczy¢ o wystepowaniu nie rozpoznanych
jeszcze czynnikéw obnizajacych efektywnos$¢ klonowania. U $wif, potomstwo uzy-
skiwane z zarodkéw rekonstruowanych z jader komorek nie poddawanych gene-
tycznym modyfikacjom bylo zdrowe (27,35). W tych przypadkach, nalezy jeszcze
wspomniec¢, ze biorcg egzogennych jader komdérkowych byly oocyty dojrzate in vivo.
Uzycie natomiast transfekowanych komorek somatycznych jako dawcow jader spo-
wodowato pojawienie sie Smiertelnych powikian takze u $win (6,15). Modyfikacje
genetyczne przeprowadzane na poziomie in vitro, jak rowniez system hodowli in vi-
tro w znacznym stopniu, jak sie wydaje, decydujg o kondycji zdrowotnej sklonowa-
nych zwierzat. W przeciwienstwie do tych gatunkéw, u bydta (43) w pierwszym try-
mestrze cigzy obserwuje sie przeszto 50" straty, wiekszo$¢ tych poronieri spowodo-
wana jest nieprawidtowym tozyskiem i tozyszczem (placentoma). Do tego dochodzg
komplikacje postnatalne (pneumonia, krazeniowe anomalie). W badaniach prowa-
dzonych przez Kato i wsp. (22) potwierdzono wystepowanie spontanicznych poro-
nien i licznych anomalii rozwojowych u ptodéw bydlecych jak i nowo narodzonych
zwierzat, czestotliwos¢ ktorych byla pozytywnie skorelowana z wiekiem dawcy
jader komdrkowych. Aczkolwiek jako$¢ sklonowanych zarodkdw bydlecych ocenia-
nych na poziomie hodowli in vitro, w oparciu na kryteriach morfologicznych, jak sie
wydaje, jest prawidtowa (fot. | i fot. 2; badania wiasne), to ich postimplantacyjny
rozwdj niesie jednak szereg nieprawidtowosci. Na podstawie przeprowadzonej ana-
lizy wzorca metylacji DNA w bydlecych komorkach somatycznych, Kang i wsp. (44)
sugeruja, ze wystepujace u bydta anomalia rozwojowe moga by¢ wiasnie spowodo-
wane niekompletnym epigenetycznym przeprogramowaniem genomu. Réznice wy-
stepujace w przezywaniu ptodéw i nowo narodzonego potomstwa miedzy bydtem,
owca, koza czy $winig moga by¢ wynikiem odrebnosci gatunkowej przejawiajacej
sie specyficzng podatnoscig okreslonych gatunkéw zwierzat na stosowane procedu-
ry klonowania.
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Fot. 1/Fot. 2. Blastocysty bydlece uzyskane technikg klonowania somatycznego (fot. M. Skrzyszowska).
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9. Problem dtugosci telomeréw

Nie wyjasnionym dotychczas problemem pozostaje ,,genetyczny wiek” sklono-
wanych zwierzat, ktory skorelowany jest, jak sie wydaje, z dtugoscig terminalnych
odcinkdw DNA, okre$lanych mianem telomerdw. Skracanie sie telomeréw przyjmo-
wano za jeden z przejawdw starzenia sie komarki. Problem wyniknat po ujawnieniu
wynikéw badan Shielsa i wsp. nad chromosomami Dolly (45). Okazato sie bowiem
Z jednej strony, ze telomery wjej chromosomach byly znacznie krotsze od diugosci
telomeréw w chromosomach osobnikéw uzyskanych w grupie kontrolnej, a z dru-
giej, iz dtugosc jej telomeréw byta zblizona do dtugosci telomeréw w chromoso-
mach komorek owcy wykorzystanej jako dawczyni komorek somatycznych w proce-
durze klonowania. Swiadczytoby to, ze zwierze sklonowane z komérki somatycznej,
uzyskanej od dorostego osobnika, obcigzone jest genetycznie wiekiem dawcy jadra
komorkowego, czyli w chwili narodzin genetycznie jest juz znacznie starsze, jednak-
ze te informacje dotyczace owiec nie znalazly potwierdzenia w badaniach nad chro-
mosomami bydlecymi. Z badan Lanzy i wsp. (46) przeprowadzonych na chromoso-
mach sklonowanych cielgt uzyskanych z rekonstrukcji jgder wywodzacych sie
z dtugotrwatych hodowli komorkowych, wynikato, ze ich telomery majg dtugos¢
przekraczajacg nawet dtugos$¢ telomeréw w chromosomach zwierzat kontrolnych,
mimo iz chromosomy komorek dawcow jader niemal catkowicie pozbawione byly
telomeréw. W chromosomach uzyskanych cielat byty jednak zresyntetyzowane przy
udziale aktywnych telomeraz. Podobnie Tian i wsp. (47) zauwazyli, ze dtugos¢ telo-
merow w chromosomach czterech zyjacych z dziesieciu uzyskanych cielat z zarod-
kéw zrekonstruowanych z jader fibroblastéw skornych i komorek pecherzykowych,
nie réznita sie od dtugosci telomeréw wystepujacej w chromosomach zwierzat kon-
trolnych. Z badan Kato i wsp. (22) wynika jednak, ze u bydta do skracania dtugosci
telomeréw dochodzi tylko w tych tkankach z ktérch wyprowadzono linie komérko-
we stanowiace zrédlo dawcow jader komoérkowych.

Podsumowujac mozna zauwazy¢, ze technika klonowania somatycznego wyko-
rzystywana jest w analogicznym schemacie u roznych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich, ale efekty jej stosowania sg zr6znicowane. Szczegdlnie istotne sg rdznice do-
strzegane miedzy poszczegdlnymi gatunkami zwierzat gospodarskich, ktére od-
nosza sie do kondycji zdrowotnej sklonowanych zwierzat, jak réwniez ich ,,gene-
tycznego wieku”,
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