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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 
było uzyskanie owcy z zarodka zrekonstruowanego z jądra ko­
mórki somatycznej wywołał powszechne zainteresowanie klono­
waniem somatycznym jako dziedziną biotechnologii. Okazało się 
bowiem, że możliwe jest przeprogramowanie jądra zróżnicowa­
nej komórki somatycznej i przywrócenie mu statusu jądra sprzed 
rozpoczęcia procesu różnicowania, a zatem jądra w pełni totipo- 
tentnego, zdolnego do pokierowania rozwojem zrekonstruowa­
nego zarodka. Świadczy to, że inaktywowane w procesie różni­
cowania komórkowego geny mogą być ponownie reaktywowane 
w środowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy. Tym samym 
obalony został dogmat o nieodwracalności procesów różnicowa­
nia komórkowego.

Technika klonowania somatycznego wykorzystywana jest 
obecnie na wielu gatunkach ssaków, w tym na gatunkach zwie-
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rząt gospodarskich. Wykorzystywanie tej techniki do klonowania zwierząt gospo­
darskich ma ścisły związek nie tylko z możliwością multiplikacji genetycznie iden­
tycznych osobników szczególnie tych o wartościowych dla hodowli genotypach, ale 
przede wszystkim z możliwością uzyskiwania zwierząt transgenicznych, czyli zwie­
rząt o zmodyfikowanych genomach, cennych ze względu na produkt ekspresji zmo­
dyfikowanych genów. Atrakcyjność poszczególnych gatunków zwierząt gospodar­
skich uzależniona jest w tym przypadku od możliwości aplikacyjnych produktu zmo­
dyfikowanego genu. Od tego bowiem przede wszystkim zależy skala i zasięg prowa­
dzonych badań. Mimo że pierwszym sklonowanym zwierzęciem była owca to znacz­
nie większy zasięg miały badania prowadzone na bydle (2-5), a w ostatnich dwóch 
latach badania koncentrują się głównie na świniach (6-8). Transgeniczne krowy (9), 
owce (10,11) i kozy (12) mogą i powoli stają się żywymi fabrykami produkującymi 
i dostarczającymi ludzkie białka terapeutyczne. Natomiast atrakcyjność klonowania 
świń wiąże się z możliwością wykorzystania organów transgenicznych świń jako al­
ternatywnego źródła organów w transplantologii u ludzi. Ksenotransplantacja z wy­
korzystaniem świńskich organów, najbardziej kompatybilnych z organami ludzkimi 
ze względu na wielkość i wydolność fizjologiczną, jest niezwykle obiecującą per­
spektywą transplantologii. Jednak główną barierą w uzyskaniu znaczącego postępu 
w transplantacji organów świńskich jest obecność a-l ,3-galaktozylowych epitopów 
na powierzchni świńskich komórek odpowiedzialnych za nadostre odrzucanie kse- 
noprzeszczepów. Próby unieczynnienia genu a-l ,3-galaktozylowej transferazy (GGTAl) 
prowadzono już na innych gatunkach zwierząt. Udało się na przykład uzyskać żywe 
myszy ze znokautowanym genem a-l,3-galaktozylotransferazy przy wykorzystaniu 
zmodyfikowanych komórek macierzystych (13). U owiec również możliwa była sku­
teczna delecja dwóch niezależnych loci tego genu w fibroblastach płodowych wyko­
rzystanych w procedurze klonowania jako dawców jąder komórkowych (14). Z wy­
mienionych powodów podstawę do optymizmu stwarzają ostatnie doniesienia Lai 
i wsp. (15), a także Dai i wsp.(16). Autorzy z obu zespołów uzyskali ogółem 9 sklo­
nowanych prosiąt, u których locus jednego allela genu GGTAl udało się znokauto­
wać w fibroblastach płodowych i wykorzystać tak zmodyfikowane komórki soma­
tyczne w procedurze klonowania. Implikacją nokautu określonych genów świńskich 
będzie zatem obniżenie bariery immunologicznej u biorcy ksenogenicznego orga­
nu, co w oczywisty sposób przyczynić się może do osłabienia reakcji odrzucania 
ksenoprzeszczepu.

Efektywność klonowania somatycznego jest wciąż mało satysfakcjonująca, nie 
przekracza na obecnym etapie \-3% urodzonych zwierząt w stosunku do liczby zre­
konstruowanych zarodków. Występują jednak pewne różnice w podatności na sto­
sowane procedury klonowania między poszczególnymi gatunkami zwierząt gospo­
darskich. Do niedawna Świnia uważana była za gatunek szczególnie trudny do wszel­
kich pozaustrojowych manipulacji embriologicznych czy genetycznych. Mimo ogrom­
nego postępu osiągniętego w ostatnich dwóch latach, rezultaty osiągane w rekon­
strukcji zarodków świńskich w dalszym ciągu są znacznie gorsze niż u bydła, owcy
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i kozy, a jakość zarodków świńskich oceniana na podstawie liczby komórek w bla- 
stocyście ustępuje znacznie jakości zarodków u pozostałych gatunków zwierząt go­
spodarskich.

2. Inicjacja zarodkowej aktywności transkrypcyjnej

Przy rozważaniu efektywności klonowania początkowo zwracano uwagę na mo­
ment aktywacji genomu zarodkowego czyli moment wyjścia spod kontroli matczy­
nej i rozpoczęcia własnej aktywności transkrypcyjnej. Uważano, że przekroczenie 
tego progu powoduje poważne restrykcje ograniczające w istotny sposób możliwo­
ści przemodelowania egzogennych jąder komórkowych. U różnych gatunków zwie­
rząt gospodarskich moment rozpoczęcia transkrypcji zarodkowej ma miejsce na 
nieco innym etapie rozwoju zarodkowego. Najwcześniej uaktywnia się genom za­
rodka świńskiego, bo już na etapie 4-komórkowego stadium, natomiast u bydła, 
owcy czy kozy ma to miejsce po kolejnych, jednym lub dwóch, cyklach podzia­
łowych (stadium 8-16-komórkowe). Dość długo przyjmowano ten moment jako 
istotny czynnik limitujący efektywność klonowania, praktycznie wykluczający możli­
wość pełnego rozwoju rekonstruowanych zarodków. Aktywacji genomu zarodko­
wego towarzyszy pojawienie się bloku rozwojowego, który jakkolwiek ma charak­
ter odwracalny, bywa jednak dla rekonstruowanych zarodków trudny do pokonania. 
Do jego utrwalenia przyczynić się mogą suboptymalne warunki hodowli in vitro, któ­
re indukują wadliwy czy niekompletny wzorzec ekspresji genów w rekonstruowa­
nych zarodkach. Przykłady pełnego przemodelowania i przeprogramowania jąder 
komórek somatycznych potwierdzone u wszystkich gatunków zwierząt gospodar­
skich świadczą jednak, że moment rozpoczęcia aktywności transkrypcyjnej przez 
zarodek nie może być czynnikiem limitującym rozwój rekonstruowanych zarodków 
i raczej w sferze dotyczącej innych czynników należy szukać przyczyn niskiej efek­
tywności procedur klonowania somatycznego.

3. Typy komórek somatycznych dawców jąder komórkowych

Różnice gatunkowe w procedurze klonowania somatycznego zwierząt gospo­
darskich odnoszą się m.in. także do rodzaju komórek somatycznych wykorzystywa­
nych jako dawcy jąder komórkowych. Pod tym względem najwięcej rodzajów komó­
rek somatycznych przetestowanych było w klonowaniu somatycznym bydła. Były to 
komórki zarówno o zdefiniowanym fenotypie, np. komórki pęcherzykowe - w tym 
komórki wzgórka jajonośnego (4,17,18), komórki ziarniste pochodzące ze ściennej 
warstwy pęcherzyka jajnikowego (2), komórki nabłonkowe jajowodu i macicy (4,18) 
oraz komórki nabłonkowe gruczołu mlecznego wyizolowane z siary (19), a także 
leukocyty krwi obwodowej (20) - jak też komórki, których fenotyp i pochodzenie
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nie zawsze były dokładnie zdefiniowane. Na ogół były to komórki o morfologii fi- 
broblastów, wyprowadzane z różnych tkanek osobników dorosłych, głównie z frag­
mentów tkanki usznej czy skóry (18,19), mięśnia najdłuższego grzbietu (17,21) i na­
rządów (22), jak również z fragmentów tkanek płodowych (23).

Stosunkowo niewiele rodzajów komórek somatycznych przetestowano u pozo­
stałych gatunków zwierząt gospodarskich. Zarówno u owiec, kóz i świń najczęściej 
wykorzystywane były fibroblasty płodowe (10,12, 24-26), w znacznie mniejszym za­
kresie wykorzystywano komórki pochodzące z tkanek osobników dorosłych, u owcy 
były to komórki wyprowadzone z gruczołu mlecznego (1), u świń wybór ograniczał 
się do komórek pęcherzykowych (27,28). W badaniach własnych (29) do rekonstruk­
cji oocytów kozich użyto komórek fibroblastycznych wyprowadzonych z tkanki usz­
nej dorosłego osobnika. Fibroblasty płodowe posiadają jednak tę zaletę, że ich ży­
wotność w hodowli in vitro jest znacznie dłuższa w porównaniu z komórkami wy­
prowadzonymi z dorosłych organizmów, ma to istotne znaczenie w przypadku pod­
dawania komórek modyfikacjom genetycznym (transfekcjom na poziomie hodowli 
in vitro) wymagających długotrwałych hodowli in vitro wynikających z konieczności 
selekcji populacji komórek o sprawdzonej ekspresji modyfikowanego genu i kolej­
nego ich namnażania w hodowli in vitro.

4. Synchronizacja cykli komórkowych dawców jąder komórkowych

Synchronizacja cyklu komórkowego w fazie GO/Gl populacji komórek somatycz­
nych dawców jąder komórkowych w procedurze klonowania somatycznego odgry­
wa istotną rolę w prawidłowym przeprogramowaniu egzogennego jądra w środowi­
sku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy (30). Wprowadzenie komórki somatycznej 
w fazę spoczynkową jaką jest faza GO, przy wykorzystaniu różnych metod synchro­
nizacji cyklu komórkowego, powoduje „wyciszenie” jej genów wskutek zahamowa­
nia ich aktywności transkrypcyjnej. Represja transkrypcyjna genów może być spro­
wokowana czynnikami zadanymi eksperymentalnie lub występować naturalnie po 
osiągnięciu przez komórkę stanu pełnego zróżnicowania. „Wyciszone” geny po 
wprowadzeniu do oocytu-biorcy prawidłowo reagują na sygnały płynące ze środo­
wiska cytoplazmatycznego, co umożliwia pełne przeprogramowanie egzogennego 
jądra (31). Obecnie opracowanych jest już kilka sposobów synchronizacji komórek 
w określonej fazie cyklu komórkowego, jednym z najczęściej stosowanych sposo­
bów synchronizacji cyklu komórkowego w fazie GO/Gl jest „głodzenie” komórek so­
matycznych w hodowli in vitro poprzez drastyczne obniżenie poziomu surowicy 
w medium hodowlanym. Ta metoda synchronizacji cyklu komórkowego wykorzysty­
wana była w procedurze klonowania wszystkich opisywanych w tym artykule gatun­
ków zwierząt gospodarskich (1,30,34). Jednakże u świń, profil metylacji DNA w gło­
dzonych komórkach somatycznych zmienia się tak zasadniczo, że przywrócenie pra­
widłowego wzorca metylacji po wprowadzeniu jądra komórkowego do cytoplazmy
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oocytu-biorcy staje się niemożliwe, a tym samym niemożliwe staje się pełne prze­
programowanie egzogennego jądra (cyt. za 32). Głodzone komórki wykorzystywane 
były jednak pomyślnie do klonowania zarówno owcy (1,10), kozy (12,24,33), jak 
i bydła (2,34). Być może to właśnie specyfika gatunkowa objawiająca się wyjątkową 
wrażliwością świńskich komórek sprawiła, że u tego gatunku metoda głodzenia po­
wodowała znaczne obniżenie żywotności komórek poprzez nieodwracalne bloko­
wanie ich jąder w interfazie. Onishi i wsp. (35) zaproponowali alternatywną do gło­
dzenia metodę synchronizacji świńskich komórek somatycznych w fazie GO/Gl pole­
gającą na ich hodowli in vitro do stanu pełnej konfluencji. Inhibicja kontaktowa poja­
wiająca się z chwilą całkowitego opanowania powierzchni hodowlanej naczyńka 
przez komórki somatyczne, uniemożliwiająca dalsze podziały komórkowe, dopro­
wadza do synchronizacji ich jąder w fazie GO/Gl. Inni autorzy wykorzystywali tę me­
todę z równie dobrym skutkiem (5,6). Do synchronizacji cyklu komórkowego popu­
lacji komórek somatycznych wykorzystywane są również metody cytometrii 
przepływowej umożliwiające odsortowanie populacji komórek GO/Gl od komórek 
pozostających w innych fazach cyklu komórkowego. Ta metoda wykorzystywana 
była zarówno na bydlęcych (36) jak i świńskich komórkach somatycznych (37). Ko­
lejną możliwość wykorzystania do klonowania somatycznego komórek w fazie 
GO/Gl stwarzają populacje komórek w naturze występujące w tej fazie cyklu komór­
kowego. Takimi komórkami są komórki wzgórka jajonośnego jak i leukocyty krwi 
obwodowej wykorzystane w klonowaniu bydła (4,17,18,20).

5. Wprowadzanie jądra komórkowego do cytoplazmy enukleowanego 
oocytu

Niezwykle istotnym elementem procedury klonowania somatycznego jest wpro­
wadzanie jądra komórki somatycznej do środowiska cytoplazmatycznego oocy­
tu-biorcy. Także i na tym etapie, u poszczególnych gatunków zwierząt gospodar­
skich można zaobserwować pewne preferencje odnośnie do techniki wprowadzania 
egzogennego jądra. Wybór techniki niesie za sobą określone konsekwencje, które 
niewykluczone, że mogą mieć wpływ na potencjał rozwojowy rekonstruowanych za­
rodków. Pierwszy sposób wprowadzania jądra oparty na fuzji błon plazmatycznych 
komórki somatycznej i cytoplastu, indukowanej impulsami elektrycznymi powoduje 
wchłonięcie całej komórki somatycznej w strukturę cytoplastu, co doprowadza do 
wymieszania cytoplazmy enukleowanego oocytu z cytoplazmą komórki somatycz­
nej wraz z całym „dobrodziejstwem” czynników w nich występujących. Metoda 
elektrofuzji powszechnie stosowana dotychczas u bydła (2-4,17), owiec (1,10) i kóz 
(12,24,29), u świń stosowana jest rzadziej (7,16,26). Częściej natomiast u tego ga­
tunku stosowany jest drugi sposób wprowadzania egzogennego jądra, a mianowicie 
bezpośrednia mikroiniekcja wyizolowanego karioplastu do cytoplazmy enukleowa­
nego oocytu (15,35). W tym przypadku liczba czynników cytoplazmatycznych po­
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chodzących z komórki somatycznej jest ograniczona z powodu śladowej ilości wpro­
wadzanej cytoplazmy. Onishi (35), autor pierwszej sklonowanej świni swój sukces 
upatruje właśnie w ograniczonym wpływie tych czynników na rozwój rekonstruowa­
nych oocytów. Zastosowanie mikroiniekcji jako sposobu do wprowadzenia jądra ko­
mórki somatycznej nie pozostaje bez wpływu na czasochłonność całej procedury 
klonowania. Skraca czas manipulacji, co może mieć również wpływ na kondycję re­
konstruowanych zarodków.

6. Sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytów

w procedurze klonowania somatycznego szczególnie istotne znaczenie odgry­
wa sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytów. Występują określone preferen­
cje dotyczące protokołów aktywacyjnych odnoszących się do poszczególnych ga­
tunków zwierząt gospodarskich. Protokoły aktywacyjne dotyczą nie tylko czynnika 
aktywującego (aktywatora), ale także właściwego momentu zastosowania wybrane­
go aktywatora. Właściwy moment do zainicjowania aktywacji oocytów może zale­
żeć zarówno od czasu wymaganego do ukończenia mejozy i uzyskania cytoplazma- 
tycznej dojrzałości, jak i czasu pojawienia się pierwszych sygnałów starzenia się 
oocytu. Cytopłazmatyczne dojrzewanie obejmuje prawdopodobnie zmiany właści­
wości, wiełkości i gęstości cytoplazmatycznych kanałów wapniowych koniecznych 
do wywołania oscylacyjnych fal wapniowych w odpowiedzi na zadziałanie bodźca 
indukującego aktywację. Aktywacja podobnie jak synchronizacja cykli komórkowych 
dawców i biorców egzogennych jąder komórkowych należy bowiem do czynników 
istotnie wpływających na kompetencje rozwojowe rekonstruowanych zarodków. 
Czynnik aktywujący powoduje uwalnianie jonów wapniowych z depozytów wew­
nątrzkomórkowych lub/i ze środowiska zewnętrznego, które aktywują receptory ki­
nazy tyrozynowej, a ta z kolei aktywuje fosfolipazy, przecinające fosfatydyloinozy- 
tolo-4,5-dwufosforan, związek znajdujący się w wewnętrznej błonie komórkowej 
w wyniku czego powstaje inozytolo-1,4,5-trójfosforan i 1,2-diacetyłoglicerol. Trój- 
fosforan inozytolu indukuje otwarcie kanałów wapniowych. Uwolniony wapń wiąże 
się aktywując kalmodulinę, która z kolei reguluje aktywność wielu enzymów m.in. 
fosfatazy, kinazy białkowej czy ATP-azy. Optymalnym wzorcem sztucznej aktywacji 
byłby wzorzec zbliżony do naturalnej aktywacji oocytu inicjowanej przez pene­
trujący plemnik podczas zapłodnienia, który powoduje uwałnianie jonów wapnia 
w postaci serii powtarzalnych wyrzutów. U różnych gatunków zwierząt gospodar­
skich stosowane są różne protokoły aktywacji. Różnice dotyczą przede wszystkim 
preferencji okreśłonych typów aktywatorów. Czy sztuczne metody dostarczają ade­
kwatnych sygnałów do aktywacji? Na pewno probłem ten nie jest jeszcze rozstrzy­
gnięty. U bydła dotychczas najczęściej stosowanym protokołem aktywacji była post- 
aktywacja (inicjowana po 2-6 godzinach od wprowadzenia jądra komórkowego do 
cytopłazmy enukleowanego oocytu) indukowana chemicznie z wykorzystaniem głów­
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nie jonomycyny (2) lub nieco rzadziej 1% etanolu (28) jako aktywatorów, po której 
następowała kilkugodzinna inkubacja w obecności inhibitorów kinaz cyklinozależ- 
nych (6-dimetyloaminopuryna; 6-DMAP) lub syntezy białek (cykloheksymid; CH). jo- 
nomycyna mobilizuje w oocytach bydlęcych, ale przede wszystkim w oocytach 
owczych (38) wyłącznie wewnętrzkomórkowe depozyty wapniowe gromadzone 
w siateczce śródplazmatycznej, inaczej w przypadku świńskich oocytów, tutaj bo­
wiem oprócz uruchamiania zapasów wewnątrzkomórkowych wykorzystywane są 
także jony wapniowe ze środowiska zewnątrzkomórkowego (35). Etanol indukuje 
wyrzut wapnia wykorzystując częściowo zapasy wewnątrzkomórkowe jak i jony ze 
środowiska zewnętrznego oocytu. W przeciwieństwie do bydła u owiec (1), a także 
u kóz (12,33) przeważa model elektroaktywacji, tzn. te same impulsy elektryczne, 
które inicjują fuzję komórki somatycznej z bezjądrzastym cytoplastem równocześ­
nie dają sygnał do aktywacji rekonstruowanych oocytów. Elektroaktywacja powodu­
je tymczasowe otwarcie porów w błonie płazmatycznej (39), umożliwiające napływ 
zewnątrzkomórkowego wapnia do komórki, ma to miejsce tylko wówczas gdy pozy­
tywny gradient wapnia występuje. Innymi słowy elektoaktywacja jest możliwa tylko 
w obecności jonów wapnia w środowisku zewnątrzkomórkowym. Zaskakujące jest 
to, że pojedynczy wyrzut wapnia indukowany elektroaktywacją w odróżnieniu od 
powtarzającej się serii fal wapniowych generowanych podczas zapłodnienia jak się 
okazało był wystarczający dla uzyskania pełnego programu rozwojowego zrekon­
struowanych zarodków, kończącego się uzyskaniem potomstwa (35). W znacznie 
mniejszym zakresie u owiec i kóz stosowana była postaktywacja indukowana czyn­
nikami chemicznymi z wykorzystaniem jonomycyny lub etanolu (24,39). Podobny 
zresztą model elektroaktywacji jest preferowany u świń, jednakże w odróżnieniu od 
owiec czy kóz w tym przypadku stosowany jest protokół postaktywacji. Z doświad­
czeń Zhu i wsp. (40) wynika, że wyższy potencjał rozwojowy zrekonstruowanych 
świńskich zarodków uzyskano po zastosowaniu wielokrotnych impulsów elektrycz­
nych z równoczesnym jednak obniżeniem parametrów natężenia pola elektryczne­
go. Impulsy elektryczne były ponadto zadawane w określonych przedziałach czaso­
wych (od kilku do 30 minutowych) dla naśladowania oscylacji wapniowych mających 
miejsce podczas zapłodnienia. Autorzy ci zaproponowali hipotezę w myśl której 
założyli, że kombinacja wielokrotnych impulsów i niskiej siły pola elektrycznego 
może być prawdopodobnie mniej uszkadzająca dla błony płazmatycznej oocytu 
w porównaniu z jednym impulsem przy dużym natężeniu pola elektrycznego i dlate­
go taki wariant elektroaktywacji byłby zatem bardziej pożądany.

Stosowane dotychczas protokoły sztucznej aktywacji, mimo pewnej skutecznoś­
ci, odbiegają jednak jeszcze od optymalnego wzorca aktywacyjnego, występującego 
podczas zapłodnienia. Nie jest również wykłuczony szkodliwy efekt uboczny stoso­
wania chemicznej aktywacji. Ciekawą propozycją pozwalającą na częściowe przy­
najmniej ominięcie sztucznej aktywacji jest metoda wymiany przedjądrzy (procedu­
ra reklonowania) zaproponowana przez Polejaevę (27) do klonowania świń. Efektem 
zastosowania takiej procedury było uzyskanie pięciu zdrowych prosiąt. Zapewne
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jest kwestią czasu zweryfikowanie tej metody także na innych gatunkach zwierząt 
gospodarskich.

7. Hodowla in vitro rekonstruowanych zarodków

Kolejna istotna różnica występującą w procedurze klonowania somatycznego 
u poszczególnych gatunków zwierząt gospodarskich dotyczy hodowli in vitro zre­
konstruowanych zarodków. U bydła cała procedura począwszy od dojrzewania 
oocytów, hodowłi linii komórkowych wykorzystywanych jako dawcy jąder komórko­
wych, techniki klonowania i hodowli zrekonstruowanych zarodków przez 7-8 dni 
odbywa się w warunkach in vitro. Ta kompleksowa technologia in vitro, a zwłaszcza 
wielodniowa hodowla in vitro rekonstruowanych zarodków aż do stadium blastocy- 
sty, ma związek z niechirurgicznym sposobem przenoszenia zrekonstruowanych za­
rodków do macicy krów czy jałówek-biorczyń. U owiec i kóz procedura in vitro była 
znacznie skrócona w porównaniu do bydła. U tych gatunków, a także u świń w nie­
których eksperymentach ważnych ze względu na uzyskane potomstwo biorcą egzo­
gennych jąder komórkowych były poowulacyjne oocyty (1,6,21,30), w nielicznych 
tylko wykorzystano oocyty dojrzałe w warunkach in vitro (6,12). Ponadto, okres ho­
dowli in vitro rekonstruowanych zarodków kozich i świńskich skrócony był do 33-48 
godzin przed transferem zarodków do dróg rodnych samic-biorczyń. W przypadku 
owcy, hodowla in vitro została w wielu przypadkach całkowicie wyeliminowana na 
rzecz inkubacji zarodków zaraz po rekonstrukcji w podwiązanych jajowodach tzw. 
pośrednich owiec-biorczyń (1,39). U owiec bowiem i u bydła wcześniejsze badania 
wykazały występowanie istotnego problemu zwiększonej masy potomstwa po trans­
ferze zarodków hodowanych in vitro w obecności surowicy (41). Świadczy to o mo­
żliwym wpływie warunków hodowli in vitro na rozwój płodowy przynajmniej u tych 
gatunków. Wydaje się jednak, że dotyczy to także świń. jakość zrekonstruowanych 
zarodków świńskich hodowanych in vitro jest zdecydowanie gorsza od jakości za­
rodków rozwijających się in vivo. Skracanie czasu hodowli in vitro do niezbędnego 
minimum poprawia jakość rekonstruowanych zarodków, a tym samym zwiększa ich 
kompetencję do pełnego rozwoju.

8. Postimplantacyjny rozwój sklonowanych zarodków/pre-i postnatalne 
problemy

Koza jest gatunkiem zwierząt gospodarskich, u których dotychczas nie zaobser­
wowano żadnych prenatalnych strat (12,24). W pewnym sensie potwierdzeniem 
tego są wcześniejsze badania Baguishi’ego i wsp. (33). Autorzy nie stwierdzili utraty 
płodów po upływie czterdziestu dni ciąży (po potwierdzeniu bicia serca), jakkol­
wiek przed trzydziestym dniem ciąży obserwowali w dość dużym odsetku formowa­
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nie się pęcherzyków, które ulegały resorbcji. Być może u tego gatunku dochodzi do 
selekcji na znacznie wcześniejszym etapie, a być może brak prenatalnych strat jest 
związany z gatunkowym fenomenem, ze szczególną zdolnością cytoplazmy oocy- 
tów kozich do przeprogramowania egzogennych jąder komórkowych. Ostatnio jed­
nakże, Behboodi i wsp. (42) sugerowali, że co prawda u kóz nie występuje syndrom 
nadmiernie dużych płodów czy problem anomalii łożyskowych, natomiast podobnie 
jak u innych gatunków występuje niski odsetek ciąż i przypadki okołoporodowych, 
śmiertelnych powikłań, które mogą świadczyć o występowaniu nie rozpoznanych 
jeszcze czynników obniżających efektywność klonowania. U świń, potomstwo uzy­
skiwane z zarodków rekonstruowanych z jąder komórek nie poddawanych gene­
tycznym modyfikacjom było zdrowe (27,35). W tych przypadkach, należy jeszcze 
wspomnieć, że biorcą egzogennych jąder komórkowych były oocyty dojrzałe in vivo. 
Użycie natomiast transfekowanych komórek somatycznych jako dawców jąder spo­
wodowało pojawienie się śmiertelnych powikłań także u świń (6,15). Modyfikacje 
genetyczne przeprowadzane na poziomie in vitro, jak również system hodowli in vi­
tro w znacznym stopniu, jak się wydaje, decydują o kondycji zdrowotnej sklonowa­
nych zwierząt. W przeciwieństwie do tych gatunków, u bydła (43) w pierwszym try­
mestrze ciąży obserwuje się przeszło 50^ straty, większość tych poronień spowodo­
wana jest nieprawidłowym łożyskiem i łożyszczem (placentoma). Do tego dochodzą 
komplikacje postnatalne (pneumonia, krążeniowe anomalie). W badaniach prowa­
dzonych przez Kato i wsp. (22) potwierdzono występowanie spontanicznych poro­
nień i licznych anomalii rozwojowych u płodów bydlęcych jak i nowo narodzonych 
zwierząt, częstotliwość których była pozytywnie skorelowana z wiekiem dawcy 
jąder komórkowych. Aczkolwiek jakość sklonowanych zarodków bydlęcych ocenia­
nych na poziomie hodowli in vitro, w oparciu na kryteriach morfologicznych, jak się 
wydaje, jest prawidłowa (fot. 1 i fot. 2; badania własne), to ich postimplantacyjny 
rozwój niesie jednak szereg nieprawidłowości. Na podstawie przeprowadzonej ana­
lizy wzorca metylacji DNA w bydlęcych komórkach somatycznych, Kang i wsp. (44) 
sugerują, że występujące u bydła anomalia rozwojowe mogą być właśnie spowodo­
wane niekompletnym epigenetycznym przeprogramowaniem genomu. Różnice wy­
stępujące w przeżywaniu płodów i nowo narodzonego potomstwa między bydłem, 
owcą, kozą czy świnią mogą być wynikiem odrębności gatunkowej przejawiającej 
się specyficzną podatnością określonych gatunków zwierząt na stosowane procedu­
ry klonowania.
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Fot. 1/Fot. 2. Blastocysty bydlęce uzyskane techniką klonowania somatycznego (fot. M. Skrzyszowska).
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9. Problem długości telomerów

Nie wyjaśnionym dotychczas problemem pozostaje „genetyczny wiek” sklono­
wanych zwierząt, który skorelowany jest, jak się wydaje, z długością terminalnych 
odcinków DNA, określanych mianem telomerów. Skracanie się telomerów przyjmo­
wano za jeden z przejawów starzenia się komórki. Problem wyniknął po ujawnieniu 
wyników badań Shielsa i wsp. nad chromosomami Dolly (45). Okazało się bowiem 
z jednej strony, że telomery wjej chromosomach były znacznie krótsze od długości 
telomerów w chromosomach osobników uzyskanych w grupie kontrolnej, a z dru­
giej, iż długość jej telomerów była zbliżona do długości telomerów w chromoso­
mach komórek owcy wykorzystanej jako dawczyni komórek somatycznych w proce­
durze klonowania. Świadczyłoby to, że zwierzę sklonowane z komórki somatycznej, 
uzyskanej od dorosłego osobnika, obciążone jest genetycznie wiekiem dawcy jądra 
komórkowego, czyli w chwili narodzin genetycznie jest już znacznie starsze, jednak­
że te informacje dotyczące owiec nie znalazły potwierdzenia w badaniach nad chro­
mosomami bydlęcymi. Z badań Lanzy i wsp. (46) przeprowadzonych na chromoso­
mach sklonowanych cieląt uzyskanych z rekonstrukcji jąder wywodzących się 
z długotrwałych hodowli komórkowych, wynikało, że ich telomery mają długość 
przekraczającą nawet długość telomerów w chromosomach zwierząt kontrolnych, 
mimo iż chromosomy komórek dawców jąder niemal całkowicie pozbawione były 
telomerów. W chromosomach uzyskanych cieląt były jednak zresyntetyzowane przy 
udziale aktywnych telomeraz. Podobnie Tian i wsp. (47) zauważyli, że długość telo­
merów w chromosomach czterech żyjących z dziesięciu uzyskanych cieląt z zarod­
ków zrekonstruowanych z jąder fibroblastów skórnych i komórek pęcherzykowych, 
nie różniła się od długości telomerów występującej w chromosomach zwierząt kon­
trolnych. Z badań Kato i wsp. (22) wynika jednak, że u bydła do skracania długości 
telomerów dochodzi tylko w tych tkankach z którch wyprowadzono linie komórko­
we stanowiące źródło dawców jąder komórkowych.

Podsumowując można zauważyć, że technika klonowania somatycznego wyko­
rzystywana jest w analogicznym schemacie u różnych gatunków zwierząt gospodar­
skich, ale efekty jej stosowania są zróżnicowane. Szczególnie istotne są różnice do­
strzegane między poszczególnymi gatunkami zwierząt gospodarskich, które od­
noszą się do kondycji zdrowotnej sklonowanych zwierząt, jak również ich „gene­
tycznego wieku”.
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