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o0 potowy lat dziewiecdziesigtych klonowanie ssakéw obejmowato wytgcz-
Dnie klonowanie ich zarodkéw. Stosowane w tym celu metody pozwalaty
jednak na uzyskanie klonéw o stosunkowo niewielkiej liczebnosci. Wynika to
zaréwno z ograniczonych zdolnosci regulacyjnych zarodkéw (klonowanie me-
toda izolacji blastomerdw oraz bisekcji morul i blastocyst), jak tez z ograni-
czonej liczby (od 8 do 64) blastomerdéw w zarodkach, ktére wykorzystirwane
by¢ moga per se lub tez jako dawcy jader (klonowanie chimerowe i klonowanie
metoda transplantacji jader komadérkowych). Bisekcja zarodkéw, jedyna — jak
na razie — metoda klonowania, ktdra jest stosowana na skale komercbrjng,
pozwala na uzyskanie wylacznie bliznigt monogenetycznych, a proéby jej dal-
szego udoskonalenia (1) moga i$¢ w kierunku zwiekszenia jej efektywnosci,
a nie otrzymania bardziej liczebnych klonéw. Jedyng metoda umozliwiajaca
uzyskanie klonéw o duzej liczebnosci jest metoda transplantaciji jgder komor-
kowych pod warunkiem jednak, ze obok petniejszego poznania czynnikdw wa-
runkujacych prawidiowe przeprogramowanie wprowadzonych do cytoplazmy
oocytu jader, istotnemu zwiekszeniu ulegnie liczba komadrek-dawcoéw jader.
Badania nad zwiekszeniem liczby komoérek-dawcow jagder, ktérych mozna
by uzy¢ do klonowania poszty w dwoéch kierunkach. Pierwszym z nich jest
wielokrotne klonowanie zarodkéw polegajace na seryjnych pasazach jader
i uzyskaniu od 2 do 6 generacji sklonowanych zarodkéw-dawcow jagder. Me-
toda ta jest szerzej omowiona w artykule Piotrowskiej i Modlinskiego zamie-
szczonym w tym numerze ,Biotechnologii”. Drugim kierunkiem, stwarzajg-

cym duzo wieksze perspektywy, jest mozliwos¢ wykorzystania — jako daw-
cow jader — rosnacych in vitro komdérek pochodzenia zarodkowego (niezréz-
nicowanych i zréznicowanych), a takze — jak to wykazano ostatnio — row-

niez komoérek ptodéw oraz komoérek pochodzacych z dorostych osobnikéw.

Po wprowadzeniu jadra (materialu genetycznego dawcy) do cytoplcizmy
enukleowanego oocytu, rozwoj rekonstruowanych zarodkéw zalezy od wielu
czynnikow takich jak:



— metoda aktywacji oocytow,

— moment rozpoczecia aktywnosci transkrypcyjnej genomu zarodkowego,

— stopien zréznicowania komoérek-dawcow jader,

— faza cyklu komérkowego komoérek-dawcow jader w momencie rekon-
strukcji oocytow.

Obecnie, jak sie wydaje, decydujaca role odgrywa ten ostatni czynnik,
a scislej moéwigc odpowiednia koordynacja fazy cyklu komérkowego komor-
ki-dawcy jgdra ze stanem cytoplazmy oocytu.

W czasie cyklu zyciowego komorki, w jej jadrze zachodzi cigg przemian,
ktéry podzieli¢ mozna na cztery fazy. W fazie G1 (presyntetycznej) jadro
zawiera noraialng, diploidalng (2C) ilos¢ DNA. Faza nastepng jest faza S,
w czasie ktorej odbywa sie synteza chromosomalnego DNA prowadzaca do
jego podwojenia. Faza S jest najdtuzszg fazg cyklu komérkowego. Faza trze-
cig jest faza G2 (postsyntetyczna), w ktorej jadra zawierajg tetraploidalng
(4C) ilos¢ DNA. Po niej nastepuje mitoza (faza M), w czasie ktorej dochodzi
do kondensacji chromosomow, a nastepnie do ich réwnej segregacji do dwoéch
siostrzanych komoérek potomnych. Wejscie komorki w mitoze jest kontrolo-
wane aktywnoscig MPF {maturation/mitosis/meiosis promoting factor). Czyn-
nik ten jest kompleksem kinazy biatkowej (p34cdc2j * cykliny B i wystepuje
w cytoplazmie wszystkich znanych komoérek eukariotycznych.

W oocytach ssakow, ktére sga owulowane w metafazie 1l podzialu mejoty-
cznego, poziom MPF jest bardzo wysoki. Jezeli do takich oocytéw zostang
wprowadzone jadra interfazowe dochodzi w nich, pod wpfywem MPF, do za-
niku otoczki jadrowej (NEBD — nuclear envelope break-down) i do przed-
wczesnej kondensacji chromosomoéw (PCC — premature chromosome conden-
sation). Po aktywacji oocytu, aktywnos¢ MPF gwaltownie spada, nastepuje
dekondensacja chromatyny i utworzenie nowej otoczki. Wplyw MPF na rozwdj
rekonstruowanych zarodkéw ma dwojaki charakter; powodowaé¢ moze powsta-
wanie anomalii chromosomowych oraz zmienia¢ prawidtowa ploidie komadrek.
Wplyw ten zalezny jest z jednej strony od poziomu aktywnosci MPF, z drugiej
zas$ od fazy cyklu, w jakim znajdujg sie jadra w momencie ich wprowadzenia
do cytoplazmy oocytu (rys. 1). Kiedy do oocytéw z wysokim poziomem aktyw-
nosci MPF wprowadzone zostang jadra w fazie S, czestotliwos¢ pojawiania
sie réznorakich uszkodzen chromosoméw jest bardzo duza. Uwaza sie, ze
powodem tego jest PCC ,rozpulchnionej’ {pulverized) w wysokim stopniu chro-
matyny jader w fazie S. Jesli natomiast PCC ulegng jadra w fazie G1 lub
G2, kondensacja chromatyny prowadzi do utworzenia pojedynczych lub po-
dwodjnych chromatyd i nie obserwuje sie wtedy uszkodzern chromosomow.

Wprowadzanie jader do oocytdw z wysokim poziomem MPF ma réwniez
konsekwencje odnosnie do ploidii blastomeréw powstatych po pierwszym po-
dziale bruzdkowania. Po aktywacji oocytéw nastepuje spadek aktywnosci MPF,
odtworzenie otoczki jadrowej i wszystkie jadra, niezaleznie od fazy ich cyklu
komdérkowego, podejmuja na nowo synteze DNA (rys. 1, grupa A). W jadrach,
ktére w momencie ich wprowadzenia do cytoplazmy oocytu znajdowaty sie
w fazie S i G2 dojdzie, odpowiednio, do czesciowej lub calkowitej rereplikaciji
DNA. Efektem tego bedzie zatem zwiekszona zawartos¢ DNA w jadrach obu
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Rys. 1. Transplantacja jader w roznych fazach cyklu komérkowego do enukleowanych oocy-
téw z wysokim (grupa A) i niskim (grupa B) poziomem MPF; wplyw doboru faz cyklu komdrek

biorcow i dawcow jader na synteze DNA i ploidie rekonstruowanych zarodkéw (wg Campbella,
1997, zmodsrfikowana).

*) NEBD [nuclear envelope break-down) — zanik otoczki jadrowe;j:

**) PCC [premature chromatin condensation) — przedwczesna kondensacja chromatyny:
A — wprowadzenie jader do enukleowanych oocytéw metafazowych;
B — wprowadzenie jgder do enukleowanych preaktywowanych oocjrtow.

potomnych blastomeréw. Podwyzszona pod koniec | cyklu komdorkowego za-
wartos¢ DNA w jadrze zrekonstruowanego oocytu moze roéwniez wptywac¢ na

przebieg mitozy powodujac zaréwno zaburzenia w segregacji chromosomow
jak tez powstawanie anomalii chromosomowych (2).

Zupelnie inaczej natomiast zachowuja sie jadra wprowadzone do oocytow,
po zaniku w ich cytoplazmie aktywnosci MPF. W jadrach takich nie zachodzi
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NEBD i PCC, a tym samym, nie dochodzi do powstawania uszkodzen chro-
mosomoéw, Poza tym, synteza DNA jest w tych warunkach Scisle zalezna od
fazy cyklu komoérkowego, w jakim znajdujg sie jadra w momencie ich fuzji
z oocytem. W badaniach Campbella i wsp. (3) wykazano, ze przeprowadzone
na rekonstruowanych oocytach bydlecych, jadra wprowadzone w fazie G1 roz-
poczynajg synteze DNA, jadra w fazie S kontynuujg synteze, natomiast w ja-
drach w fazie G2 syntezy DNA nie stwierdzono (rys. 1, grupa B). Niezaleznie
zatem od fazy cyklu wprowadzonego jadra, zachowana zostaje, pod koniec |
cyklu komoérkowego, prawidiowa ilos¢ DNA wjadrach rekonstruowanych oocytow.

Na podstawie przeprowadzonych badan nad zachowaniem sie jader w cy-
toplazmie oocytéw o réoznej aktywnosci MPF opracowano nastepujgace syste-
my koordynaciji fciz cyklow komadrkowych komoérki dawcy-, i komoérki-biorcy
jadra, ktére zapewniajg prawidtowy rozwdéj znacznej czesci rekonstruowanych
zarodkoéw;

— do enukleowanych oocytéw metafazowych wprowadzane by¢ moga je-
dynie jadra w fazie Gl;

— jadra w dowolnej fazie cyklu komoérkowego wprowadzane by¢é moga
jedynie do enukleowanych, preaktywowanych oocytéw, w ktorych zanikneta
juz aktywnos¢ MPF. Ooplasty takie okreslane sg mianem ,Uniwersalnych
Biorcow” (3).

Oba te systemy pozwalajg unikng¢ szkodliwego wpfywu PCC na chroma-
tyne, jak réwniez zapewniaja zachowanie prawidlowej ptoidii w komadrkach
rekonstruowanych zarodkow.

Komodrkami pochodzenia zarodkowego, ktére wzbudzity (i nadal budzg)
duze nadzieje na ich wykorzystanie w klonowaniu ssakéw sa pierwotne ko-
morki zarodkowe (PKZ; ang. embryonic stem cells). Pluripotencje tych komoé-
rek wykazano u myszy (4,5,6) w otrzymanych przy ich uzyciu chimerach.
Wprowadzone do blastocyst uczestniczg w rozwoju wszystkich listkéw za-
rodkowych, a urodzone chimery przenoszg czesto linie piciowa dawcy. Co
wiecej, u myszy komorki te (a przynajmniej ich czes¢) sg komodrkami toti-
potentnymi, o czym $wiadcza wyniki uzyskane przez Nagy’ego i wsp. (7,8)
oraz Modlinskiego i wsp. (9,10), ktorzy stosujac dwie rézne metody klono-
wania chimerowego otrzymali urodzone myszy wywodzace sie catkowicie z pier-
wotnych komoérek zarodkowych (tab. 1). Otrzymywanie, wlasciwosci oraz po-
tencjalne wykorzystanie pierwotnych komoérek zarodkowych w klonowaniu
ssakdw omoéwione jest szczegétowo w pracach Modlinskiego i Karasiewicz
(11), Modlinskiego i wsp. (10) oraz Modlinskiego (12). Linie pierwotnych ko-
morek zarodkowych udato sig, jak na razie, uzyskac jedynie u myszy, cho-
mika oraz prawdopodobnie u norki amerykanskiej i makaka. Komorki te
spetniaja warunki jakie sg wymagane dla PKZ (tab. 2). Intensywne proby
zmierzajgce do wyprowadzenia linii PKZ z zarodkéw zwierzat gospodarskich
(bydto, Swinia, owca i koza) doprowadzity wprawdzie do uzyskania komérek
okresicinych poczatkowo jako PKZ, p6zniej jednak zaczeto je okresla¢ mianem
komdrek zblizonych do PKZ [embryonic stem cell-like cells), a ostatnio ostroz-
niej — jako hodowane komorki zarodkowe. Przyczyng tego jest ich morfo-
logia (odmienna od morfologii typowych PKZ myszy), ograniczenia proliferacji
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Tabela 1
Totipotencja komérek/jader komérkowych ustabilizowanych linii komérkowych

. Pochodzenie - Metoda
Gatunek Linia Fenotyp szczep (rasa) Klonowania Otrzymano
mysz _ klonowanie myszy
a PKz ICM - 129/SvJ chimerowe Nagy i wsp. 1990
" ICM - 129/SvJ klonowanie myszy
R1/R1-S3 PKZ X 129SvJ-CP chimerowe  Nagy i wsp. 1993
- myszy
D3 PKZ ICM - 129/svg  Klonowanie o jiacki i wsp.
chimerowe
1996
rozwdj do
transplantacja 16 dnia cigzy
D3 PKz ICM - 129/SvJ jader Modliriski i wsp.
1996
. myszy
E9 PKZ 1CM-C57B1/63  <lonowanie . qiiaski i wsp.
chimerowe
1996
owca . jagnieta
ED - Black transplantacja .
TNT4 nabtonkopodobne Welsh Mountain jader Campbell i wsp.
1996
ICM - Romney transplantacja jagnieta
REF 38b  nablonkopodobne X East Friesian jader Wells i wsp. 1997
" 26-dniowe ptody- . jagnieta
transplantacja . :
BLWFI flb:c?(;ocl)e\:\;s:y Black Welsh 'pder ) Wilmut i wsp.
P Mountain 1a 1997
t f transgeniczne
PDEE2 rans o:movyane 35-dniowe ptody - transplantacja jagnieta
gi_e;e glczn;e Poll Dorset jader Schnieke i wsp.
ibroblasty 1997
gru?:ZiO*zaT:Z?zny transplantacja jagnieta
OME nie znany czarnel P ) Wilmut i wsp.
6-letniej owcy - jader 1997

Finn Dorset

*R1-S3 podlinia wyprowadzona z linii RI;
ICM — wezetl zarodkowy blastocysty;
ED — tarczka zarodkowa.

in vitro oraz to, ze nie udalo sie wykaza¢ mozliwosci udzialu tych komoérek
w powstawaniu chimer piciowych tzn. osobnikéw chimerowych przenosza-
cych linie plciowa. Stwierdzony, jak dotychczas, brak kolonizacji listew ptcio-
wych i niezdolno$¢ do tworzenia linii piciowej przez hodowane in vitro ko-
morki zarodkowe zwierzat gospodarskich nie oznacza jednak, ze komorki te
nie sg komorkami pluripotentnymi. Gerfen i Wheeler (13) stwierdzili, ze uzy-
skane przez nich z zarodkéw swini dwie linie nablonkopodobnych komadrek
(D49-6E i M144-B) tworza spontanicznie (jesli hodowane sa bez kontaktu
z podiozem) zlozone kule zarodkowe [cystic embryoid bodies) zawierajagce ko-
morki ekto-, ento-, i mezodermalne, podobnie jak to ma miejsce w przypadku
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mysich PKZ. Dalsza hodowla (na warstwie odzbAvczej) takich kul zarodko-
wych doprowadzita, rowniez jak w przypadku mysich PKZ, do powstania
fibroblastow, komoérek nabtonkowych, nerwowych, miesniowych oraz komo-
rek tkanki tgcznej. Podobne réznicowanie hodowanyeh in vitro komadrek epib-
lastu uzyskano réwniez u bydia (14). Co wiecej, komorki te uczestniczyc¢
moga, po ich przeszczepieniu do jamy btastocysty, w tworzeniu tkanek so-
matycznych chimerowych ptodéw (15) i dorostych osobnikéw (16) u Swini
(15,16) i u owcy (rys. 2) (10). U bydta nie udato sie w ten sposéb — jak
na razie — uzyskac¢ chimer, a jedynym dowodem na prawdopodobng ptu-
ripotencje tych komodrek u tego gatunku jest otrzymanie 12-tygodniowego
chimerowego ptodu (17).

Tabela 2
Wymagane cechy charakterystyczne dla pierwotnych komérek zarodkowch

morfologia

krotki cykl komérkowy

prawidtowy kariotyp

pozytywna reakcja na obecno$¢ fosfatazy alkalicznej

pozytywna reakcja na obecnos$¢ znacznika powierzchniowego SSEAI

negatywna reakcja na obecnos¢ znacznikéw cjdoplazmatycznych (cytokeratyny 8 i 18)
negatywna reakcja na obecno$¢ znacznikéw jadrowych (laminy A/C)

pluri/totipotencja

Pluripoteneja (a nawet totipotencja, w przypadku mysieh PKZ) hodowa-
nyeh in vitro komdérek pochodzenia zarodkowego réznyeh gatunkéw ssakéw
nasuneta zatem logiczny wniosek, ze komorki te wykorzystane by¢ moga
rowniez, jako kompetentni dawcy jader, w klonowaniu ssakéw. Jedne z pier-
wszych tego typu badan przeprowadzono na pierwotnych komoérkach zarod-
kowych myszy (10). Na ich podstawie wykazano, ze jadra PKZ poehodzaeych
z linii D3 sa zdolne, po ich wprowadzeniu do wyjadrzonego zarodka 2-ko-
moérkowego, do pokierowania rozwojem przynajmniej do szesnastego dnia
eigzy. W doswiadczeniach tych jednak wprowadzane jgdra poehodzily z po-
pulacji niezsynchronizowanych komérek, co tlumaczy¢ moze ograniezony
i nieprawidlowy, w wielu przypadkach, rozwdj rekonstruowanych zarodkow.

U zwierzat gospodarskich, z powodu nieuzyskania u nich linii typowych
PKZ, jako dawcoéw jader zaezeto wykorzystywac réznego rodzaju dostepne,
hodowane in vitro komorki pochodzenia zarodkowego. Byly to, w pierwszym
rzedzie, komorki pochodzaee z krotkotrwalych hodowli weztéw (ICM) i tarczek
zarodkowych (ED). Totipotencje jader komérek ICM wykazano juz uprzednio,
uzyskujgac po ich transplantacji do wyjadrzonych oocytéw, urodzone jagnieta
(18), cieleta (19) i krdliki (20). Spodziewac¢ sie mozna bylo, ze totipotencja
komorek ICM i ED zachowana bedzie réwniez po ich hodowli in vitro. Uzy-
skanie czterech cielat (21) po transplantaeji jagder hodowanyeh komérek ICM
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Rys. 2. Schemat wykorzystania linii komérkowych w klonowaniu ssakéw.

i czterech jagnigt po transplantacji jader hodowanych komodrek ED (22) po-
twierdzito wprawdzie, ze zalozenie to bylo stuszne, ujawnito jednak wiele
istotnyeh ograniczen odnosnie do praktycznych mozliwosci wykorzystania
tych komoérek w klonowaniu zarodkéw ssakéw na szersza skale.

Metoda zastosowana przez Firsta i wsp. (21) do hodowli bydlecych ICM
roznita sie znacznie od metod powszechnie stosowanych w badaniach nad
wyprowadzeniem linii PKZ u bydla, ktére opieraly sie, w duzej mierze, na
metodyce uzyskiwania i hodowli mysich PKZ. First i wsp. (21) dezagregowali
izolowane ICM na pojed)meze komorki, ktére hodowali w postaci luznej za-



wlesiny w pozywce CR laa (23) z dodatkiem selenu, insuliny, transferyny
i 5% FCS. Hodowla w postaci zawiesiny miata, w zatozeniu, ogranicza¢ bez-
posrednie kontaktowanie sie komorek ze sobg, co — jak sie uwaza — moze
by¢ jednym z czynnikdw powodujacych ich réznicowanie. Przezywalnos¢ tak
hodowanych komérek ICM zalezata wyraznie od poczatkowej liczby komorek
uzytej do zalozenia hodowli. Jezeli wyjSciowa zawiesina pochodzita z trzech
ICM, hodowle (a scislej moéwiac jedynie mniej niz 20% komoérek w populacji)
mozna bylo utrzymac przez okoto 3 miesigce. Jezeli natomiast wyjsciowa
zawiesina wywodzita sie z jednego ICM, tylko w sporadycznych przypadkach
komorki przezywaly wiecej niz jeden tydzienn. Hodowane komorki ICM pro-
liferowaly wolno, jednakze po 2-3 tygodniach ich liczba w niektérych ho-
dowlach siegala 2000 komodrek. Ze wzgledu na totipotencje ich jader wyra-
zajgcg sie zarowno wysokg przezywalnoscia rekonstruowanych zarodkow
(15% blastocyst) jak i znacznymi mozliwosciami ich dalszego rozwoju (1,6%
urodzonych cielat w stosunku do liczby przeprowadzonych transplantaciji
jader, a 12% w stosunku do liczby przeszczepionych blastocyst), nhamnozone
w ten sposob komorki ICM mogtyby by¢ uzyteczne w klonowaniu ssakow
gdyby nie to, ze wywodzac sie ze wspodthodowli trzech ICM, nie stanowily
one jednorodnej genetycznie populacji komoérek. Btedne jest zatem okreslanie
przez autorow takich populacji komdérek mianem linii komdérkowych. Naszym
zdaniem, jednorodne genetycznie populacje komdérek ICM mozna by uzyskac
tworzgc wyjsciowg zawiesine z wezidbw zarodkowych pochodzacych ze sklo-
nowanych blastocyst. Rozwigzanie takie jest jednak, przynajmniej w chwili
obecnej, mato optacalne gdyz wiekszos¢ (ponad 80%) komdrek ICM nie prze-
zywo., w zawiesinie, hodowli dluzszej niz 5 tygodni.

W przeciwienstwie do metody opracowanej przez Firsta i wsp. (21) metoda
zastosowana przez Campbella i wsp. (22) do hodowli komoérek owczych ED
nie réznita sie zasadniczo od metody hodowli mysich PKZ. Przez pierwsze
dwa pasaze hodowane komarki, otrzymane z 9-dniowych ED, mialy — przy-
najmniej pod wzgledem ich morfologii — wyglad komadrek niezré6znicowanych,
przypominajacy mysie PKZ. Przejscie do trzeciego pasazu wigzato sie z wy-
razng zmiang w wygladzie komoérek. Stawaly sie one bardziej ptaskie, przyj-
mujac charakter komérek nabtonkopobnych i zachowujac go, w nie zmienionej
postaci, przynajmniej przez nastepne 22 pasaze. ldentyczne zachowanie ko-
morek obserwowalismy réwniez w prowadzonych przez nas hodowlach ow-
czych ICM i ED (24). Uzyskane linie nabtonkopodobnych komdérek hodowane
bylty przez 7 pasazy, a nastepnie zostaly zamrozone. Po rozmrozeniu zdolne
byly one do dalszej proliferacji, nadal zachowujac charakter komérek nabton-
kopodobnych. Wykorzystanie linii komoérkowych wywodzacych sie z ICM/ED
przedstawione jest na rysunku 2. W transplantacji jader niesynchronizowa-
nych komérek owczych ED, pochodzacych z pierwszych pasazy do enukleo-
wanych oocytéw - ,uniwersalnych biorcow” wykazano, ze tylko jadra komoérek
z pierwszych trzech pasazy sa zdolne do pokierowania rozwojem rekonstruo-
wanych oocytbw do momentu urodzenia sie jagniat. Jadra komérek pocho-
dzacych z pézniejszych pasazy (4-11) podtrzymywaly rozwdj jedynie do sta-
dium blastocysty (22). W przeprowadzonej analizie komérek hodowanych ow-
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czych ED wykazano, ze — poczynajac od trzeciego pasazu — zaczynajg one
wchodzi¢ na droge réznicowania, czego dowodem jest pojawienie sie w nich
cytokeratyn (znacznikéw typowych dla komoérek nabtonkowych) oraz lamin
jadrowych A/C, typowych znacznikéw komoérek zréznicowanych (22). Komaorki
niezréznicowane, takie jak komorki wczesnych zarodkéw, macierzyste komor-
ki raka zarodkowego [embryonal carcinoma stem cells) oraz mysie PKZ wyka-
zuja negatywna reakcje na obecnos¢ cytokeratyn i lamin A/C. Postepujace
réznicowanie pierwotnych kolonii komoérek wywodzacych sie z owczych i byd-
lecych ICM, wyrazajace sie obecnoscig cytokeratyn i lamin A/C, wykazali
rowniez Galii i wsp. (25). Interesujace jest, ze w przeciwienstwie do mysich
ICM, izolowane owcze ICM nie sg w stanie wytworzy¢ po ich przeszczepieniu
pod torebke nerkowa myszy SCID [severe combined immunodejicient mice)
populacji niezréznicowanych, pluripotentnych komérek raka zarodkowego
(25). Wszystkie nowotwory powstajgce po transplantacji owczych ICM sg naj-
prawdopodobniej potwomiakami [teratoma), gdyz zawierajg jedynie pochodne
wszystkich trzech listkébw zarodkowych, natomiast brak w nich typowych dla
potwomiaka ztosliwego [teratocarcinoma) komorek niezréznicowanych.

Zastosowanie systemu ,uniwersalnych biorcéw” zaoowocowalo wyraznym
zwiekszeniem odsetka prawidtowo rozwijajacych sie rekonstruowanych zarod-
kéw (39% morul i blastocyst w stosunku do liczby rekonstruowanych oocytow;
57% urodzonych jagniat w stosunku do liczby przeszczepionych blastocyst
uzyskanych po transferze jader komérek ED z trzech pierwszych pasazy). Pod-
stawowym jednak ograniczeniem w praktycznym stosowaniu tej metody pozo-
stawata nadal, ze wzgledu na szybko postepujace procesy roéznicowania, liczba
dostepnych komoérek-dawcow jader oraz ograniczony czas ich wykorzystania.

Ten etap zamykal dotychczasowy rozdziat w badaniach nad klonowaniem
ssakéw, stanowigc w pewnym sensie ultima Thule mozliwosci jakie ta tech-
nika stwarzata. Rozdziat nastepny mogitby zosta¢ otworzony dopiero wtedy,
gdyby udalo sie badz opracowac¢ takie warunki hodowli, ktére pozwolityby
na utrzymanie komorek przez wiele pasazy w stanie niezré6znicowanym, badz
tez opracowac¢ uniwersalne metody warunkujgce przeprogramowanie jader
réznych typoéw komorek.

Badania prowadzone w Roslin Institute w Szkocji poszly w tym ostatnim
kierunku i doprowadzity do opracowania metody, ktéra pozwala na petne
przeprogramowanie w cytoptazmie oocytow jader (a przynajmniej ich czesci)
wielu typow komorek, wlaczajac w to réwniez jgdra pochodzgce z komorek
dorostych osobnikow.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw w wielu przeprowadzanych badaniach
nad procesami r6znicowania komoérkowego wskazuje sie, ze w czasie réznico-
wania komorki wychodzg z fazy G1 cyklu komérkowego i wchodzg w faze
spoczynkowg [quiescence], okreslang mianem fazy lub stanu GO. Nastepnie,
w zaleznosci od czynnikéw i sygnatdw zewnetrznych oraz od warunkéw po-
karmowych, indywidualne losy komoérek potoczy¢ sie moga w réznych kierun-
kach. Czes¢ z nich, wchodzac ponownie w cykl, ulegnie nekrozie lub apoptozie,
inne natomiast wejdg na droge réznicowania. Wiadomo, ze w hodowli komorki
mozna zmusi¢ do wejscia w stan GO poprzez obnizenie zawartosci substancji
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odzywczych (przede wszystkim surowicy) w pozywce hodowlanej. W komadrkach
takich, wyjscie z cyklu wzrostu komoérkowego zwigzane jest z pojawieniem sie
wielu zmian takich jak: wyrazne obnizenie poziomu transkrypcji, degradacja
wiekszosci rodzajow mRNA, zmiany w polirybosomach, kondensacja chroma-
tyny (26), a takze obecnos$¢ histonu HI-O (odmiany histonu HI), ktérego po-
jawienie sie wigzane jest z réznicowaniem komodrek i zachodzgacymi w tym
czasie zmianami w chromatynie (27), i ktory wykryto zarébwno w komadrkach
wczesnych zarodkéw jak i w komérkach w stanie spoczynku. Keith Campbell
zalozyt, ze ten specyficzny stan komoérek i ich chromatyny w stanie GO, umo-
zliwi prawidlowg reakcje wszystkich genéw wprowadzonego w tej fazie jadra
na sygnaty ptynace z cytoplazmy oocytu, czyli, innymi stowy, umozliwi peine
przeprogramowanie jader nawet tych komoérek, ktére weszly na droge rézni-
cowania lub tez sg juz zréznicowne. Wprowadzenie komdérek w stan spoczyn-
kowy uzyskiwano poprzez ich hodowle przez 5 dni w pozywce 0 znhacznie
obnizonej (z 10 do 0,5%) zawartosci surowicy (22,28). W badaniach immuno-
fluorescencyjnych przeprowadzonych przy uzyciu przeciwciat antyPCNA i sko-
niugowanych z rodaming przeciwciat na cykliny wykazano, ze hodowane ko-
morki nie sg w fazie S (28,29). PCNA {proliferating-cell nuclear antigen} jest
wskaznikiem aktywnej replikacji DNA. Zastosowanie metody ,gtodzenia” komo-
rek umozliwito, w pierwszym etapie badan, uzyskanie petnego rozwoju po trans-
plantacji jader komérek owczych ED pochodzacych z 6-13 pasazu (jak wspo-
mniano, stosowane dotychczas metody synchronizacji faz cyklu komérkowego
pozwalaty na uzyskanie jagnigt po trasplanataciji jgder komaérek jedynie z trzech
pierwszych pasazy). Interesujace jest, ze w przypadku wprowadzania do oo-
cytéw jader komorek w fazie GO, nie obserwuje sie istotnych réznic w rozwoju
rekonstruowanych oocytdow w zaleznosci od stanu ich cytoplazmy (poziomu
MPF) w momencie fuzji z komorkg dawcag-jadra. Oocyty preaktywowane, oocyty
aktywowane w momencie fuzji i oocyty aktywowane po fuzji z komoérka-dawcag
jadra rozwijaly sie w podobnym procencie (odpowiednio: 11,7, 16,3 i 12,8%)
do stadium moruli/blastocysty. Ze wszystkich tych kombinacji uzyskano réow-
niez urodzenie sie zywych jagniat (22,28). Poniewaz, ze wzgledéw technicznych,
najlatwiejszym i najbardziej wygodnym wariantem doswiadczalnym jest akty-
wacja oocytu i jego fuzja z komodrkg-dawca jadra za pomoca tych samych
impulséw pradu elektrycznego, wariant ten zostat zastosowany do wprowadza-
nia jader pochodzacych z owczych fibroblastow ptodowych i komérek gruczotu
mlecznego dorostej owcy (28). Komarki ptodowe [fibroblast-like cells) pochodzity
z 26-dniowych ptodéw. Komorki hodowane byly w pozywce BHK 1 wzbogaconej
w L-glutaming, pirogronian sodu i 0,5% FCS. Jako dawcow jader uzywano
komoérek pochodzacych z 4-6 pasazu. Ze 172 rekonstruowanych oocytéw, 47
(27%) osiggneto stadium moruti/blastocysty. Po przeszczepieniu 40 blastocyst
do 16 biorczyn uzyskano 5 ciaz (31,2%), z ktérych 3 (18,7%) donoszone zostaty
do kornica. Komorki gruczolu mlecznego uzyskane zostaly od 6-letniej owcy
bedacej w ostatnim trymestrze cigzy. Fenotyp komoérek-dawcow jgder nie jest
znany, autorzy nie podaja réwniez warunkéw ich hodowli. Hodowle pierwotne
sktadaly sie w 90% z nabtonkowych komodrek gnaczotu mlecznego, a takze
z niewielkiej liczby fibroblastéw i komérek mioepitelialnych (sg to kurczliwe
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komorki wystepujgce pomiedzy komodrkami nabtonkowymi gruczotéw wydziet-
niczych a blong podstawna, ktére przypominaja komorki miesni gtadkich).
Autorzy nie wykluczaja, ze wsrdéd hodowanych komorek znajdowac sie mogt
rowniez niewielki odsetek stosunkowo mato zréznicowanych komoérek wspo-
magajacych regeneracje gruczolu mlecznego w czasie cigzy. Sadzi¢ mozna tak-
ze, ze nabtonkowe (lub nabtonkopodobne) komérki gruczotlu miecznego nie sa
komorkami jeszcze w petni zréznicowanymi, gdyz w obecnosci materiatu poza-
komoérkowego pochodzacego z mysiego nowotworu Engelbertha — Holma-Swar-
ma (EHS) i w obecnosci hormondw laktogennych (insulina, hydrokortyzon i pro-
laktdma) ulegajga one ostatecznemu zréznicowaniu w komorki o charakterze
wydzielniczym (30). Natomiast przy braku EHS i w obecnosci EGF (czynnika
wzrostu naskoérka) zamiast prolaktyny zachowujg one charakter komérek nie
w petni zréznicowanych. Jako dawcéw jader uzyto komoérek pochodzacych z 3-6
pasazu. Z 277 rekonstruowanych oocytéw uzyskano 29 (11,7%) zarodkéw w sta-
dium moruli/blastocysty, z ktéiych, po ich przeszczepieniu do 13 biorczyn, uzy-
skano 1 donoszong do konca cigze, co stanowi 3,4% liczby morul/blastocyst
i 0,39% ogdlnej liczby zrekonstruowanych oocytéw. Urodzone jagnie, nazwane
na czes¢ Dolly Parton, imieniem Dolly jest pierwszym i — jak na razie — je-
dynym ssakiem uzyskanym przez sklonowanie dorostego osobnika.

Wyniki uzyskane w Rostin Institute zostaly wkrétce potwierdzone w in-
nych osrodkach badawczych. Wells i wsp. (31) z Rakuara Research Center
w Nowej Zelandii uzyskali trzy jagnieta (jedno zmarto wkrétce po porodzie)
w wyniku transplanatacji jgder komoérkowych pochodzgcych ustabilizowanej
linii (REF38b) nabtonkopodobnych komoérek wyprowadzonej z ICM 8-dnio-
wych blastocyst. Komoérki hodowane byly w pozywce DMEM/F12 z dodat-
kiem 2-merkaptoetanolu, rekombinowanego ludzkiego LIF i wzbogaconej 15%
FCS. Po pierwszym pasazu, hodowane komorki ICM nabieralty charakteru
komorek nabtonkopodobnych i w tej postaci utrzymywane byly przez co naj-
mniej 30 pasazy. Przeszczepiane jadra pochodzity z komdérek 8-16 pasazu
z tym, ze urodzone jagnieta uzyskano jedynie po transplantacji komodrek
pochodzacych z pasazu 8 i 9. Jedyna modyfikacja metody synchronizacji
komoérek w fazie CO (w poréwnaniu do metody opracowanej przez Campbella
i wsp. (22) byto to, ze komoérki hodowane byly w pozywce o obnizonej za-
wartosci FCS przez znacznie dluzszy czas (9-12 dni). Réwniez Robi i Stice
(dane nie publikowane, konferencja International Embryo Transfer Society,
Boston, styczen 1998) podali, ze udato sie im uzyska¢ dwa buhaje po trans-
plantacji jader (prawdopodobnie fibroblastéw) pochodzgacych od dorostych
osobnikéw. Ze wzgledu jednak na brak, w chwili obecnej, doktadnych infor-
maciji, trudno okresli¢ jaka metoda zostala zastosowana. Wiadomo jedynie,
ze byla ona zblizona do metody opracowanej w Roslin Institute.*

* Wedlug nie potwierdzonych jeszcze w czasopismach naukowych informacji modyfikacja
metody zastosowana przez Robig i Sitce’a polegata na tym, ze odstep pomiedzy wprowadzeniem
jadra do enukleowanego oocjdu a jego akt}wacja wynosit az 6 godzin. Zdaniem autoréw, chro-
matyna jadra podlega w tym czasie dziataniu czynnikéw obecnych w cytoptazmie niezaptodnio-
nego oocytu, co umozliwia lepsze przeprogramowanie wprowadzonego jadra.
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Ze wzgledu na koszty oraz na stosunkowo niska wydajnosé¢, klonowanie
ssakow metodg transplantacji jader komoérek pochodzacych z r6znego rodza-
ju linii komérkowych oraz z osobnikow dorostych jest, i prawdopodobnie
bedzie przez dlugi czas, technika nieoptacalng z punktu widzenia praktyki
hodowlanej zwierzat gospodarskich. Uzyskanie Dolly kosztowato prawie 800
tys. dolaréw. W sierpniu ubieglego roku amerykanska firma infigen doniosta
0 uzyskeiniu klonu kilku buhajoéw po transplantacji jader komoérek ptodowych
(typ uzytych komorek nie zostat ujawniony). Koszt tej ,operacji” wyniost ok.
15 milionéw dolaréw. Technologia ta moze by¢ natomiast optacalna przy
otrzymywaniu i klonowaniu zwierzat transgenicznych. Uzyskiwanie transge-
nicznych zwierzat gospodarskich metoda iniekcji DNA do jednego z przedja-
drzy zygoty jest zabiegiem kosztownym i mato wydajnym, w odniesieniu do
liczby zwierzat wykazujgcych integracje (mniej niz 5%; 32), a tym bardziej
ekspresje wprowadzonego genu. Poza tym, jesli nawet wprowadzony gen zo-
stcinie przekazany potomstwu, istnieje mozliwos¢, ze jego ekspresja w kolej-
nych pokoleniach ulegnie ostabieniu. Uzyskanie z kolei nowego osobnika
transgenicznego wykazujacego ten sam, lub zblizony, poziom ekspresji genu
nie musi zakonczy¢ sie powodzeniem. W przeciwienstwie do iniekcji DNA,
transformacja genetyczna hodowanych in vitro komoérek jest zabiegiem sto-
sunkowo prostym, szybkim i — co najwazniejsze — dotyczy ogromnej li-
czby komorek. Pierwsze udane proby polegajagce na wprowadzeniu do enu-
kleowanych oocytéw owcy synchronizowanych w fazie GO jader pochodza-
cych z komdérek hodowanych i transformowanych genetycznie in vitro prze-
prowadzone zostalty wspolnie przez Roslin Institute i komercyjng firme PPL
Pharmaceuticals (29). Jadra pochodzity z fibroblastow (uzyskanych z 35-
dniowych owczych ptodéw), do ktdrych wprowadzono, wraz z markerowym
genem odpornosci na neomycyne, ludzki gen IX czynnika krzepliwosci krwi.
Jako promotora uzyto owczego genu beta-laktoalbuminy, ktdiy, jak wyka-
zano, zapewnia wysoki poziom ekspresji transgenu w mleku myszy. U trzech,
z 6 urodzonych jagniat, stwierdzono obecnos¢ obu genéw. U pozostatych
trzech jagniat wykryto jed3mie obecno$¢ genu markerowego. Nie ujawniono,
jak dotychczas, czy stwierdzona zostala ekspresja tego genu w mleku.

W badaniach prowadzonych przez PPL Pharmaceuticals od 1989 r. wy-
kazano, ze w produkciji transgenicznych owiec wykorzystanie jader transfor-
mowanych genetycznie komoérek somatycznych jest znacznie bardziej opta-
calne niz stosowanie tradycyjnej metody iniekcji genu do przedjadrza. W pier-
wszym przypadku transgeniczng owce uzyskuje sie srednio z kazdych 20,8
wyprodukowanych zwierzat, podczas gdy w dmgiej metodzie uzyskanie jed-
nej transgenicznej owcy wymaga wyprodukowania 51,4 zwierzat (29).

Badania nad wykorzystaniem jader transformowanych genetycznie komoé-
rek ptodowych do uzyskania klondw transgenicznych zwierzat prowadzone
sa roéwniez w innych firmach biotechnologicznych. W Advanced Cell Tech-
nology w Amherst (USA) uzyto zmodyfikowanych genetycznie komdérek pto-
dowych swini i krowy do wyprodukowania transgenicznych ptodow, z ktérych
pobierane sg komorki nerwowe w celu ich ewentualnego wykorzystania w le-
czeniu choroby Parkinsona.
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Firma nie ujawnita, jakie komorki byly uzyte jako dawey jader i jaki gen
zostal do nich wprowadzony. Genzyme Transgenic Corporation (USA) uzy-
skala tradycyjng metoda iniekcji DNA do przedjadrzy transgeniczne kozy,
produkujace w mleku ludzka antytrombine Ill, przeciwzakrzepowe biatko,
ktore moze mie¢ duze zastosowanie w operacjach serca. Sadzi¢ mozna, ze
jezeli testy kliniczne, rozpoczete niedawno nad uzyskiwang z koziego mleka
antytrombing Il wypadnag pomysinie, to podjete zostana préby sklonowania
transgenicznych koéz produkujgcych to biatko. Pod koniec ubieglego roku
Genzyme Transgenic Corporation zapowiedziala rozpoczecie badan nad uzy-
skaniem, metoda transplantacji jader modyfikowanych genetycznie komaérek
somatycznych, transgenicznych kréw produkujgcych w mileku albumine su-
rowicy krwi ludzkiej. Wedlug zapowiedzi przedstawicieli firmy pierwszych zwie-
rzat nalezy sie spodziewa¢ w 2001 lub 2002 r.

Potaczenie techniki transfekcji rosnacych in vitro komérek z opracowana
przez Campbella i wsp. (22) metodg transplantacji jader komoérkowych, be-
dzie mialo — z calg pewnoscia — ogromny wptyw na produkcje zwierzat
transgenicznych. Uzyskiwanie transgenicznych zwierzat metoda iniekcji DNA
do przedjadrzy ma wiele wad ograniczajgcych, zwtaszcza w odniesieniu do
zwierzat gospodarskich, stosowanie tej techniki na szeroka skale. Podstawo-
wym problemem jest to, ze wiele produkowanych zwierzat nie jest osobni-
kami transgenicznymi, co stwierdzi¢ mozna dopiero po ich urodzeniu, a utrzy-
mywanie ciezarnych biorczyn noszacych nietransgeniczne ptody znacznie pod-
nosi ogoélne koszty produkcji. Podejmowane sg wprawdzie proby selekcji trans-
genicznych zarodkoéw przed ich przeszczepieniem do biorczyn badz metodg
biopsji zarodkéw i wykrywania w blastomerach obecnosci transgenu metodag
PGR, badz tez poprzez stwierdzanie w zarodkach wspodtekspresji genéw mar-
kerowych, sa to jednak techniki czesto zawodne, w duzej mierze ze wzgledu
na obecnos¢ w zarodkach niezintegrowanego DNA, w okresie kiedy sa one
hodowane i analizowane. Natomiast transfekowane in vitro komo6rki moga
by¢ poddane starannej analizie zanim zostanga wykorzystane jako dawcy ja-
der. Opd6zniona integracja DNA wprowadzonego do przedjadrzy moze réwniez
by¢ pr*czyna powstawania mozaikowych osobnikéw Fo. Mozaicyzm linii picio-
wej zmniejsza szanse przekazania transgenu do potomstwa ograniczajac, tub
nawet uniemozliwiajgc, utworzenie linii zwierzat transgenicznych. Tego typu
sytuacja nie wystepuje, jezeli do oocytdw wprowadzane sg jgdra pochodzace
z transfekowanych komoérek, gdyz uzyskane w ten sposéb zwierzeta sa cal-
kowicie transgeniczne. Mozliwos¢ okreslenia pici linii komoérkowych, z kto-
rych pochodzi¢ beda przeszczepiane jadra jest rowniez ogromna zaletg, zwia-
szcza gdy produkt transgenu uzyskiwany bedzie z mleka.

Uzyskiwanie zwierzat transgenicznych metodg klonowania ma takze pod-
stawowe znaczenie dla medycyny, w przypadku gdy otrzymywane z tych
zwierzat biatka stosowane beda w terapii u ludzi. Metoda ta bowiem, jako
jedyna, zapewni¢ moze jednorodnos¢ uzyskiwanego i podawanego chorym
leku.



Wykorzystanie linii komérkowych i metod synchronizacji cyklu komérkowgo 99

Literatura

1.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.

25.
26.

27.
28.

29.
30.

31.
32.

Skrzyszowska M., Smorag Z., (1997), Materiaty konferencji naukowej Biotechnologia
rozrodu zwierzat gospodarskich — stan badan oraz mozliwosci praktycznego zastoso-
wania, Balice, 13-15.

. Campbell K. H. S., (1997), Proceedings of International Conference on Animal Biotech-

nology, Wien, 61-68.

. Campbell K. H. S., Ritchie W. A., Wilmut I., (1993), Biol. Reprod., 49, 933-942.

Gossler A., Doetschman T. C., Kom R., Serfling G., Kemler R., (1986), Proc. Nat. Acad.
Sci. USA, 83, 9065-9069.

. Robertson E., Bradley A., Kuehn M., Evans M., (1986), Nature, 323, 445-448.
. Brenin D., Look J., Bader M., Hubner M., Levan G., lannaconne P., (1997), Transplant.

Proc., 29, 1761-1765.

. Nagy A., Gocza E., Diaz E. M., Prideaux V. R., Ivanyi E., Markula M., Rossant J.,

(1990), Development, 110, 815-821.

. Nagy A., Rossant J., Nagy R., Abramoéw-Newerly W., Roder J. C., (1993), Proc. Nat.

Acad. Sci. USA, 90, 8424-8428.

. Modlinski J., (1995), Prace i Materiaty Zootechniczne. Zeszyt specjalny, 4, 1-98.
10.

Modlinski J. A., Reed M. A., Wagner T. E., Karasiewicz J., (1996), Anim. Reprod. Sci.,
42, 437-446.

Karasiewicz J., Modlinski J. A., (1995), Biotechnologia 3(30), 84-90.

Modlinski J. A., (1997), Biotechnologia Zwierzat, red. Zwierzchowski L., Jaszczak K.,
Modlinski J. A., PWN, Warszawa, 353-430.

Gerfen R. W., Wheeler M. B., (1995), Anim. Biot., 6, 1-14.

Talbot N. C.. Powell A. M., Rexroad C. E., (1995), Mol. Reprod. Dev., 42, 35-52.
Notarianni E., Laurie S., Ng A., Sathasivan K., (1997), Int. J. Dev. Biol., 41, 537-540.
Wheeler M. B., (1994), Reprod. Fertil. Dev., 6, 563-568.

Strelchenko N., (1997), Transgenic Animals. Generation and Use, Ed. Houdebine L. M.,
Harwood Academic Publisher, Amsterdam, 173-178.

Smith L. C., Wilmut L, (1989), Biol. Reprod., 40, 1027-1035.

Keefer C. L., Stice S. L., Matthews D. L., (1994), Biol. Reprod., 50, 935-939.

Collas P., Robl J., (1991), Biol. Reprod., 43, 877-884.

First N. L., Sims M. M., Park S. P., Kent-First M. J., (1994), Reprod. Fert. Dev., 6,
553-562.

Campbell K. H. S., McWhir J., Ritchie W. A., Wilmut L, (1996), Nature, 380, 64-66.
Rosenkrans C. F., First N. L., (1994), J. Anim. Sci., 72, 434-437.

Karasiewicz J., Szablisty E., Guszkiewicz A., Kossakowski M., Stefanski G., Reed M.,
Modlinski J. A., (1996), Roux’s Arch. Dev. Biol., 205, 347-442.

Galii C., Lazarri G., Flechon J., Moor R. M., (1994), Zygote, 2, 385-389.

Whitfield J. F., Boynton A. L., Rixon R. H., Youdale T., (1985), Control of Animal Cell
Proliferation, 1, Eds. Boynton A. L., Leffert H. L., Academic Press, London, 331-365.
Rousseau D., (1996), Biochem. Molec. Biol. Int. 38, 5, 1023-1032.

Wilmut L, Schnieke A. E., McWhir J., Kind A. J., Campbell K. H. S., (1997), Nature,
285, 810-813.

Schnieke A. E.. Kind A. J., Ritchie W. A., Mycock K., Scott A. R., Ritchie M., Wilmut
., Colman A., Campbell K. H. S., (1997), Science, 78, 2130-2133.

Finch L. M. B., (1996), Biochem. Soc. Trans., 24, 369.

Wells D. N., Misica P. M., Day A. M., Tervit H. R., (1997), Biol. Reprod., 57, 385-393.
Eystone W. H., (1994), Reprod. Fert. Dev., 6, 647-652.

biotechnologia 2 (41) '98



100 Jacek A. Modlinski, Jolanta Karasiewlcz

The use of cell lines and the methods of cell cycle synchronization in mam-
malian cloning

Summary

Studies aimed at improving the effectiveness of cloning by nuclear transfer have shown that
proper development of the majority of reconstituted embryos is secured by G1 phase of the
donor nucleus or by using “universal recipients” i.e. enucleated pre-activated oocytes. Donor
nuclei for cloning may be derived from cell lines of embryonic stem cells (mouse), embryonic
cells after short in vitro culture (sheep, pig, cattle) or even from fetal cells or adult cells after
in vitro culture and inducing quiescence in their nuclei (sheep).

The use of fetal cells for transgenesis in vitro and the production of transgenic sheep after
nuclear transfer from these cells opens the way to profitable technology of cloning transgenic
farm animals.
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