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Jastrzebiec

townym celem klonowania zarodkéw zwierzat gospodarskich jest uzyska-
Gnie jak najwiekszej liczby genetycznie identycznych osobnikéw. Wsréd

wielu metod, ktére stosowane sg do klonowania zarodkéw, najbardziej ob
cujaca jest metoda transplanatacji jader komoérkowych do enukleowanych oo-
cytow, gdyz tylko ona daje mozliwos¢ uzyskania klonéw o najwiekszej liczeb-
nosci. Efektywno$¢ transplantacji jader, mierzona liczbg urodzonych zwierzat,
byta poczatkowo bardzo niska, lecz w ostatnich latach uzyskano jej wyrazny
wzrost, gtéwnie dzieki udoskonaleniu metod mikromanipulacji jak i lepszemu
poznaniu wielu czynnikéw odpowiedzialnych za przeprogramowanie wprowa-
dzonych do cytoplazmy oocytu obcych jader komoérkowych. Jednakze, nadal
jednym z podstawowych ograniczen warunkujacych liczebnos$é osobnikéw klo-
nu jest liczba komorek, ktore sg dawcami jader. U bydta i u owiec, jako daw-
céw jader, uzywa sie najczesciej zarodkow 8-64-komoérkowych. Wprawdzie
w pojedynczych przypadkach uzyskano z nich klony liczace powyzej 7 osob-
nikéw, jednakze w wigkszosci przypadkdw liczba ta nie przekracza 5 zwierzat
(2,4). Nie wydaje sie réwniez prawdopodobne aby liczba ta mogta ulec, przy-
najmniej w najblizszej przysztosci, istotnemu zwiekszeniu. Z tego powodu,
niezaleznie od badan zmierzajgcych do zwiekszenia efektywnosci samej me-
tody transplantacji, prowadzone sg liczne prace, ktérych celem jest opraco-
wanie metod pozwalajgcych na uzyskanie znacznie wiekszej liczby komorek
o charakterze komérek zarodkowych, ktére uzyte by¢ mogg do klonowania
jako dawcy jader. Pierwsza z tych metod polega na wykorzystaniu komdérek
pochodzgcych z hodowanych in vitro weztéw zarodkowych (ICM) i tarczek za-
rodkowych (ED) blastocyst owcy i bydla. Metoda ta jest omoéwiona bardziej
szczegbtowo w artykule Modlinskiego i Karasiewicz zamieszczonym w tym nu-
merze ,,Biotechnologii”.

Druga metoda pozwalajgca na znaczne zwiekszenie liczby komorek, ktére
moga by¢ uzyte jako dawcy jader, jest metoda wielokrotnego klonowania
zarodkéw (rys. 1). Polega ona na transplantacji jader pochodzacych z bruzd-
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Rys. 1. Schemat wielokrotnego klonowania zarodkéw ssakow metoda seryjnej transplantacji
jader komdrkowych wg Modlinskiego (10).

kujacych zarodkéw do enukleowanych oocytéw, hodowli zrekonstruowanych
oocytow (in vitro lub in vivo) i uzyskania w ten sposob pewnej liczby sklo-
nowanych zarodkdéw ! generacji. Zarodki te stuza nastepnie, jako dawcy ja-
der, do uzyskania zarodkéw 11, a te z kolei do uzyskania zarodkéw 111 ge-
neracji itd. Wielokrotne klonowanie zarodkéw przeprowadzono do tej pory
jedynie u bydta (5-9) oraz na bardzo matg skale u owiec (9).

Wielokrotne klonowanie zarodkdw bydlecych prowadzano uzywajac bardzo
niejednorodnego materiatu do$wiadczalnego:

— oocytéw dojrzewajacych in vivo lub dojrzewajacych in vitro,

— zarodkéw (dawcow jader) rozwijajacych sie in vivo (po inseminacji
superowulowanych jatowek) lub zarodkéw rozwijajgcych sie catkowicie in vi-
tro (rvM/IVF/IVC),

— zarodkéw (dawcow jader) w roznych stadiach rozwojowych: od 8-16-
komorkowych do 32-64-komoérkowych (morule),

— oocytow i zarodkdéw o réznym pochodzeniu (zwierzeta rzezne i wysokiej
klasy zwierzeta hodowlane).

biotechnologia 2 (41) '98
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Rys. 2. Liczba sklonowanych balstocyst uzyskanych z pojedynczych zarodkéw macierzystych
(wyjsciowych) wg Takano i wsp. (7).

Niejednorodnos¢ ta dotyczyta réwniez oocytdéw, do ktérych wprowadzane
byly jadra komérkowe. W jednych doswiadczeniach (6) jadra wprowadzane
byly do oocytéw bezposrednio po ich enukleacji, a stosowane impulsy pola
elektrycznego byty jednoczesnie czynnikiem fuzjogennym, powodujacym po-
taczenie sie oocytu z komorka-dawcg jadra, jak i czynnikiem aktywujacym
oocyt. W tym przypadku jadra wprowadzane byly do oocytow o wysokim
poziomie aktywnosci LVIPF w cytoplazmie. W innych z kolei doswiadczeniach
(7), jadra wprowadzano do preaktywowanych oocytéw. Odstep pomiedzy akty-
wacjg oocytu a jego fuzjg z komoérka-dawca jadra wynosit ok. 9 godz., jadra
zatem wprowadzane byly do oocytéw o bardzo niskiej aktywnosci MPF w cy-
toplazmie.

Niejednakowe byly réwniez wamnki, jakie stosowano do hodowli rekon-
struowanych oocytéw w okresie rozwoju przedimplantacyjnego. W czesci do-
Swiadczen (6) oocyty zatapiane byly w bloczkach agarowych wprowadzanych
nastepnie do podwigzanych jajowodow owcy (biorczynie posrednie). W innych
przypadkach rozw6j rekonstruowanych oocytow zachodzit catkowicie w wa-
runkach in vitro (5).

Nie ma dotgd, opracowanej i uniwersalnej metody wielokrotnego klono-
wania zarodkow bydlecych, gwarantujacej wysoka efektywno$¢ tego zabiegu.
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jak i jego powtarzalno$¢. Jednakze, analiza uzyskanych do tej pory wynikéw
pozwala na wyciggniecie pewnych wnioskéw odnos$nie do prawidtowosci ob-
serwowanych podczas zabiegdéw wielokrotnego klonowania zarodkow, jak i stra-
tegii, ktorg nalezy obra¢ w dalszym doskonaleniu tej metody. Nie ulega prze-
de wszystkim watpliwosci, ze w poréwnaniu do ,klasycznej" metody jedno-
krotnego klonowania, wielokrotne klonowanie pozwala na uzyskanie znacznie
wiekszej liczby genetycznie identycznych zarodkow (rys. 2). Stice i Keefer (6)
uzyskali w najlepszej serii 54 sklonowane zarodki (11 — 1! generacji, 16 —
Il generacji, 20 — |Ill generacji i 7 — IV generacji). Podobne wyniki otrzy-
mali Takano i wsp. (7) uzyskujgc w dwoch seriach 33 i 43 sklonowane
blastocysty wywodzace sie z pojedynczych zarodkéw, w tym 27 i 22 blasto-
cysty — Il generacji. Najbardziej jednak spektakularny wynik uzyskat Bon-
dioli (1) produkujac z jednego zarodka, po 6-krotnej retransplantacji jader,
ok. 200 blastocyst. Uwaza sie, ze Srednia liczba sklonowanych zarodkéw
uzyskiwanych w kolejnych generacjach jest iloczynem liczby zarodkéw | ge-
neracji i liczby cyklow retransplanatcji jader (7),

Nie zaobserwowano statystycznie istotnej réznicy jesli chodzi o $rednig
liczbe komorek w blastocystach trzech pierwszych generacji. Byla ona po-
dobna u ré6znych autoréw (5,7) jednak zawsze prawie dwukrotnie nizsza niz
w blastocystach kontrolnych rozwijajgcych sie z oocytow po fVF,

Wiekszo$¢ autorow nie stwierdza rowniez istotnych roznic w efektywnosci
fuzji pomiedzy oocytami a blastomerami w kolejnych cyklach retransplantacji
jader.

Trudno natomiast w tej chwili okreslic jednoznacznie czy lepsze wyniki
uzyska¢ mozna po transplantacji jader pochodzacych z zarodkéw rozwijaja-
cych sie in vivo czy tez z zarodkéw po rVM/WF/rvC. Jednak ze wzgledow
czysto komercyjnych produkcja in vitro zarodkéw-dawcow jader jest znacznie
bardziej optacalna. Otwartg sprawa jest rowniez ile komorek powinny liczy¢
zarodki-dawcy jader. Przeprowadzone kalkulacje (6) bedace préba okreslenia
efektywnosci klonowania w zalezno$ci od stadium rozwojowego zarodkow-
dawcow jader, od odsetka rozwijajacych sie sklonowanych zarodkéw oraz od
liczby wchodzacych w ich sktad komorek, sugerujg koniecznos¢ uzycia jako
dawcow jader zarodkéw liczacych powyzej 16 komoérek. Sa to jednak wyli-
czenia czysto teoretyczne, nie pokrywajgce sie zupetnie z uzyskiwanymi do
tej pory wynikami.

Najbardziej istotha w metodzie wielokrotnego klonowania zarodkéw jest
oczywiscie liczba urodzonych zwierzat. Cieleta uzyskano po transferze bla-
stocyst kazdej z trzech pierwszych generacji. Poniewaz jednak we wszystkich
doswiadczeniach liczba transferowanych blastocyst byta bardzo niewielka,
trudno na tej podstawie wyciggnag¢ wnioski dotyczace skutecznosci wielo-
krotnego klonowania zarodkéw jako metody stuzacej do uzyskania klonéw
0 duzej liczebnosci. W wiekszosci przypadkéw uzyskano urodzenie tylko po-
jedynczych cielat, a jedynie Ectors i wsp,, (5) donosza o urodzeniu sie blizniat
ptci meskiej oraz trojaczkow pici zenskiej po transferze sklonowanych bla-
stocyst Il generacji. Zastanawia natomiast to, ze ciezar okotourodzeniowy
cielgt uzyskanych po transferze klonowanych zarodkéw byt czesto znacznie
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wiekszy niz cielgt otrzymanych po transferze zaréwno S$wiezych zarodkéw
jak i zarodkéw po IVM/IVF/rvVC. W przypadku cielat rasy ,,Japoriskiej Czar-
nej” byto to 36,4 kg vs 29,8 kg (Shimizu i wsp., dane nie publikowane), zas
w przypadku cielat rasy ,,Holstein” réznica ta byla jeszcze wieksza — 64,4
kg vs 33,4 kg (6). Proby uzyskania cielgt z zarodkéw powyzej Ill generacji
sg, jak do tej pory, negatywne. Jedynie Takano i wsp. (dane nie publikowane
cyt. w (7)) uzyskali dwie cicize zdiagnozowane w 35 i 40 dniu za pomoca
USG. W obu jednak przypadkach doszto do spontanicznych poronien. Trud-
no w tej chwili jednoznacznie powiedzie¢, co jest powodem braku rozwoju
postimplantac}*nego zarodkéw fV-VI generacji. Naszym zdaniem, moze to
by¢ zaréwno skutkiem wzrostu czestosci pojawiania sie anomalii chromoso-
mowych w kolejnych generacjach zarodkéw jak i znacznym wydtuzeniem
czasu hodowli in vitro. Wiadomo, ze diuga hodowla zarodkéw w suboptymal-
nych warunkach, jakimi sg zawsze warunki hodowli in vitro, obniza potencje
rozwojowe zarodkéw, a w przypadku zarodkéw V i VI generacji czas ten
siega 20-30 dni.

Doskonalenie metody wielokrotnego klonowania zarodkéw zwierzat gospo-
darskich powinno zmierzaé w nastepujacych kierunkach:

1. Ze wzgledéw komercyjnych zaréwno dojrzate oocyty jak i bruzdkujace
zarodki powinny by¢ produkowane in vitro. Wigze sie to jednak z koniecz-
noscig udoskonalenia techniki pobierania oocytéw metodg USG-OPU, a takze
metod dojrzewania i zaptodnienia oocytow oraz hodowli zarodkéw.

2. W przypadku transplantacji do $wiezo enukleowanych oocytéw jadra
powinny pochodzi¢ z komérek zsynchronizowanych w fazie G1 cyklu komér-
kowego. W przypadku transplantacji jader pochodzacych z populacji komo-
rek nie zsynchronizowanych, a zatem bedacych w dowolnej fazie cyklu ko-
morkowego, jadra winny by¢ wprowadzane do enukleowanych i preaktywo-
wanych 0oC540W. Oocyty takie okre$lane sg mianem ,,uniewersalnych bior-
cow” (3). Stosowanie tego typu koordynacji cyklow jagdrowo-cytoplazmatycz-
nych obu fuzjowanych komérek pozwala unikng¢ negatywnych efektéw przed-
wczesnej kondensacji chromatyny (PCC) i rereplikacji chromosomalnego DNA.

3. Wyboru do produkcji kolejnych generacji zarodkéw pochodzacych
z najliczebniejszych klonéw | generacji. W przeprowadzonej analizie liczeb-
nosci klonéw uzyskiwanych z poszczeg6inych zarodkéw w kolejnych gene-
racjach sugeruje sie istnienie, prawdopodobnie uwarunkowanego genetycz-
nie, tzw. clonal family effect Powoduje on, ze wérod zarodkéw stanowiacych
wyjsciowy materiat do klonowania, istniejg zarodki, ktére w kazdej generacji
dajg klony o wysokiej liczebnosci oraz takie, z ktérych w kolejnych genera-
cjach uzyskuje sie zawsze niewielkg liczbe sklonowanych zarodkow.

Dotad przeprowadzono niewiele badan nad wielokrotnym klonowaniem za-
rodkéw zwierzat gospodarskich, a uzyskane wyniki sg, jak juz wspomniano,
nader fragmentaryczne i niejednorodne. Ze wzgledu na koszty jak i stosun-
kowo mata dostepnos¢ (w poréwnaniu do zwierzat laboratoryjnych) materiatu
zarodkowego, prowadzenie na szerokg skale wstepnych badan, czesto o cha-
rakterze podstawowym, jest — w odniesieniu do zarodkéw zwierzat gospo-
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darskich — sprawg trudng. Badania te powinny byé zatem prowadzone na
zarodkach zwierzat laboratoryjnych takich jak mysz, szczur czy krélik. Jednak
w badaniach nad klonowaniem zarodkéw, mysz jest wyjatkowo niedogodnym
modelem doswiadczalnym, ze wzgledu na bardzo wczesne (w stadium 2-ko-
mdrkowym) pojawienie sie transkrypcyjnej aktywnosci genomu zarodkowego.
Powoduje to, ze uzyskanie petnego rozwoju po transplantacji jader pochodza-
cych z zarodkéw liczacych wiecej niz dwa blastomery jest praktycznie niemo-
zliwe. Idealnym natomiast modelem doswiadczalnym w badaniach nad klo-
nowaniem zarodkéw bydlecych jest krolik. Skitada sie na to wiete powodoéw:

1. Owulacja u krdlikdw jest indukowana. Regulujac podanie hormonéw
i moment krycia ustali¢ mozna doktadnie czas owutacji.

2. tatwo jest uzyskaé duza liczbe oocytow i zarodkow.

3. Krdlik jest zwierzeciem stosunkowo niedrogim, o krétkim okresie cigzy
(9 razy krotszym niz u bydta), a koszt uzyskania zarodka krotika jest 30-50
razy nizszy niz koszt uzyskania in vivo jednego zarodka bydlecego.

4. Zarodki krolika mozna fatwo hodowac in vitro, a efekt)rwnos¢ rozwoju
jest podobna jak in vivo.

5. U krolika, w przeciwienstwie do myszy, aktywno$¢ transkrypcyjna ge-
nomu zarodkowego rozpoczyna sie w podobnym jak u zwierzat gospodarskich
stadium rozwojowym.

6. Catkowite przeprogramowanie jader komorkowych w cytoplazmie enu-
kteowanych oocytdéw (zapewniajace rozwdj az do momentu urodzenia) uzy-
ska¢ mozna u krotika (podobnie jak u bydta i owiec) przynajmniej do stadium
32-64-komorkowego (stadium dawcy jader).

Z powodow tych rozpoczeliSmy badania nad optymalizacjg warunkow wie-
lokrotnego klonowania zarodkéw bydlecych uzywajac do tego celu oocytow
i zarodkoéw krolika. Badania te obejmujg transplantacje jader pochodzacych
z 8-komérkowych zarodkéw do enukleowanych, preaktywowsmych oocytéw
(preaktywacja dotyczy oocytéw uzywanych do produkcji zarodkow kazdej ge-
neracji), a takze transplantacje do enukleowanych, metafazowych oocytéw
jader synchronizowanych nokodazolem w fazie G1 cyklu komérkowego. Do-
tad udato sie uzyskac lll generacje sklonowanych blastocyst.

Poniewaz u zwierzat gospodarskich efektywnos$¢ transplantacji jader po-
chodzacych zaréwno z hodowanych in vitro epitelioidalnych komérek pocho-
dzenia zarodkowego jak i ptodowych fibroblastow oraz komoérek dorostych
zwierzat jest, jak na razie, skrajnie niska i nie przekracza 1%, wielokrotne
klonowanie zarodkoéw jest atrakcyjng alternatywag uzyskania u bydfa i owiec
ktonéw o stosunkowo duzej ticzebnosci.
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Multiple generational cloning of livestock embryos
Summary

The main purpose of nuclear transfer in domestic species is to produce a large number of
identical animals. There are two main ways to produce clones by nuclear transfer. One is to
use the ICM and ED cells cultured under special conditions, as donor nuclei. The other way is
to use the nuclear transfer embiyo itself as the donor for the next generation of cloning (multiple
generational cloning). The in vitro and in vivo developmental ability of nuclear transferred embryos
is the same in the case of the first three generations. A limited number of multiple-generation
clones were transferred into recipient heifers, resulting in offspring from 1, 11 and 1ll generation
clones. The strategy to increase the efficiency of multiple generational bovine embryo cloning is
discussed as well as the possible use of rabbit embryos as an experimental model.
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