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Owieczka Dolly
— wielki sukces
czy wielki bluff?

od koniec lutego 1997 r. Swiat
Pobieg’ra sensacyjna wiadomos$¢ o na-

rodzinach owieczki Dolly. Grupa nau-

kowcow ze szkockiego Instytutu Roslin
pod Kkierownictwem lana Wilmuta
sklonowata owieczke rasy Finn Dorset
z komoérki somatycznej dorostej owcy.

Kazda komoérka, jak wiadomo, za-
wiera peten zestaw genéw potrzebnych
do rozwoju danego osobnika. Jednak
komorki zréznicowane (a do takich na-
lezg doroste komorki) wykorzystujg tyl-
ko niewielka czes¢ gendw, konieczna
do wykonywania ich specyficznej fun-
kcji, reszta natomiast jest wylgczona
i komorka jak gdyby o nich zapomina.

Z gruczotu miecznego 6-letniej ow-
cy rasy Finn Dorset pobrano komorki,
ktére nastepnie gtodzono. W wyniku
tego procesu uleglty one przeprogramo-
waniu i staty sie znowu totipotencjal-
ne (jakby przypomniaty sobie swoje
mozliwosci). Od drugiej owcy (tym ra-
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zem rasy Scotish Blackface) pobrano oocyty, z ktérych nastepnie usunieto
jadra komorkowe. Kolejnym etapem eksperymentu byta fuzja jader ,z odzy-
skana pamiecig” z oocytami pozbawionymi jader, jednakze zawierajacymi
~wihasne” inne organelle, przede wszystkim mitochondria. Pod wplywem od-
powiedniej pozywki te sztucznie skomponowane zygoty rozpoczelty swoj roz-
woj. Po 8 dniach hodowti zarodki implantowano do macic zastepczych matek
(réwniez rasy Scotish Blackface). Jeden z tych zarodkow dat poczatek Doty,
ktéra urodzita sie w lipcu 1996 r. Do tej pory uwazano, ze rOznicowanie
komorek jest procesem nieodwracalnym, w zwigzku z tym eksperyment ten
uznano niemalze za epokowe wydarzenie w dziedzinie biologii (10,11).

Ostatnio jednak sukces Wilmuta spotyka sie z coraz wigkszg Kkrytyka.
Prawdziwg burze woko6t Dolly wywotat tist do ,,Science” (9) napisany przez
dwéch naukowcow: Nortona Zindera z Rockefeller University i Vittorio Sga-
ramella z University of Calabria, ktérzy uznali Dolly za ,,anegdote” a nie
rezultat. Postawili oni Wilmutowi szereg zarzutéw. Oto niektdre z nich:

1. Osiggnieto tylko jeden sukces na 277 préb klonowania, mogta zatem
nastgpi¢ jakas pomytka, np. zamiana kultur komérkowych.

2. Charakterystyka komorek gruczotu mlecznego, ktére byly donorami
jadra, byta bardzo staba, niewykluczone zatem, ze Dolly nie powstata z do-
rostej komoérki, lecz z komérki embrionalnej, ktéra mogta sie przedosta¢ do
organizmu matki. W czasie pobierania komérek do eksperymentu owca, be-
daca dawca jader, byta bowiem w cigzy. Poza tym owce posiadaja pewna
specyficzng ceche — mianowicie w ich gruczotach mlecznych istnieja ko-
morki, ktére cho¢ doroste, sa niezréznicowane (czyli jak gdyby embrionalne).

3. Nie wyjawiono takze powodu, dla ktérego komérki majgce dostarczy¢
materiat genetyczny zostaty pobrane od ciezarnej owcy.

4. Nie dokonano analizy genotypoéw ptodu — przysziej Dolly i ,,matki”
(dawcy jadra). Badanie to mogtoby wykluczy¢ zarzut, ze Dolly powstata z ko-
morki embrionatnej, a nie ze zréznicowanej komoérki somatycznej.

5. Nie zostala takze przeprowadzona analiza DNA mitochondrialnego Do-
lly, ktéra mogtaby dostarczy¢ waznych wskazéwek na temat jej pochodzenia.

6. Natomiast stwierdzenie, ze mozna ,,na oko” odrézni¢ rase Finn Dorset
od Scotish Blackface nie jest wystarczajacym dowodem na to, ze Dolly jest
klonem powstatym z komorki somatycznej.

Z zarzutami tymi zgadzajg sie takze inni naukowcy: m.in. Richard Gard-
ner z University of Oxford i laureat Nagrody Nobla — Walter Gilbert z Har-
vard University (1).

Najwazniejszym jednak zarzutem jest to, ze jak dotgd nikomu nie udato
sie powtdrzy¢ eksperymentu Wilmuta. Co prawda, Angelika Schnieke z PPL
Therapeutics i jej koledzy sktonowali sze$¢ jagniat stosujgc metode transferu
jadra — technike zastosowang do wygenerowania Dolly. Jednej z tych mio-
dych owiec — imieniem Polly — dodatkowo stransformowano materiat ge-
netyczny. Wszczepiono jej gen ludzkiego faktora IX — produkujgcego biatko
krzepliwosci krwi, ktérego brak u ludzi chorych na hemofilie B. Znéw wielkie
osiggniecie inzynierii genetycznej. Jednak do ,,produkcji” Polly i jej siostr
Schnieke uzyia fibroblastéw ptodu jako dawcéw jader, a nie zréznicowanych.
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dorostych komoérek. W zwiazku z tym Polly to nie Dolly (4,5,8). Ron James
z PPL Therapeuties natomiast doniost o narodzinach pierwszego cielaka na-
zwanego Mr. Jefferson, ktéry byt ,wyprodukowany” ta samag technikag co
Dolly i Polly, Jakkolwiek Mr. Jefferson nie jest zwierzeciem transgenicznym
(jadro nie bylo genetycznie zmieniane przed wprowadzeniem go do oocytu)
jest jednak pierwowzorem kréw majgcych produkowaé¢ w swoim mleku lu-
dzka albumine surowicy krwi (3). W potowie stycznia natomiast w Texas
Transgenic Nuclear Transfer Calves urodzity sie dwa zdrowe cieleta — Char-
les i George. Aby je wykreowa¢, James Robi i Steven Stice hodowali bydlece
fibroblasty ptodu, ktére nastepnie transformowali markerowym genem opor-
nosci na antybiotyki. Do fuzji uzyli tylko jgder tych komorek, ktére prze-
trwaly ekspozycje na szkodliwy antybiotyk. 40% ,,skonstruowanych” embrio-
néw kontynuowato rozwo6j wewnatrz matek zastepczych. Dwa z nich ,,prze-
ksztalcity sie” w Charlesa i Georga, Sg to pierwsze sklonowane cielaki niosgce
obcy gen i to jest wspaniate! Nie sg one jednak wynikiem eksperymentu
bedacego replika ,,stworzenia” Dolly (6,7). Czyzby rzeczywiscie eksperyment
ten byt niepowtarzalny? Dopiero w marcu br. Jean-Paul Renard z National
Agricultural Research Agency Center koto Paryza ogtosit, ze udato mu sie
w petni powtérzy¢ sukces lana Wilmuta, W jego laboratorium przyszta na
Swiat Marguerite — ciele sklonowane z komérki migsniowej 60-dniowego pto-
du. W drodze sag cztery nastepne (zaawansowane cigze), w tym jedno ,,po-
wstate” z komorek skory dwutygodniowego cielaka (ktory jak podkresla Re-
nard, z pewnoscia nie byt w cigzy w czasie pobierania komoérek do ekspe-
rymentu). Francuscy naukowcy bardzo doktadnie scharakteryzowali komorki
bedace donorami jgder. Uzyli oni jako markera przeciwciata:

e przeciw vimentynie wystepujacej tylko w fibroblastach,

e przeciw cytokeratynie 3/18 wystepujacej tylko w komérkach epitelial-

nych,

e przeciw blaszce typu A/C obecnej tylko w jadrach zréznicowanych ko-

morek (nie ma jej natomiast w komorkach embrionalnych).

Renard wyklucza zatem jakgkolwiek mozliwo$¢ uzycia komérek embrio-
nalnych do sklonowania cielaka majgcego wkrotce przyjs¢ na Swiat. W jego
mniemaniu eksperyment ten w peini potwierdzit zdolnos¢ klonowania zwierzat
z dorostych, somatycznych komoérek. Wedtug Renarda mozliwos¢ przepro-
gramowania juz zréznicowanych komérek somatycznych, aby staty sie znow
totipotencjalne, jest fenomenem niezaleznym od gatunku organizmu (2),

Moze jednak nie nalezy chwali¢ dnia przed zachodem stonca? Skad pew-
nos¢, ze ciele pochodzace z komoérek skéry w ogoble przyjdzie na Swiat?

lan Wilmut prébuje odpiera¢ postawione mu zarzuty. Utrzymuje, ze po-
mytka w kulturach komdérkowych jest mato prawdopodobna, gdyz w czasie
prowadzenia eksperymentu w laboratorium byta tylko jedna owca rasy Finn
Dorset, a tej rasy jest takze Dolly. Poza tym uwaza za wysoce nieprawdopo-
dobne, ze Dolly mogta powstaé z komorki ptodowej, wzigwszy pod uwage,
ze tozysko zawiera wiele tkanek odseparowujacych ptdd od krwi matki. De-
klaruje jednak, ze zamierza powtorzy¢ eksperyment. Z kolei James Ron,
ktéry sponsorowat prace Wilmuta, przyznaje, ze nalezato lepiej scharakteiy-
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zowa¢ materiat uzyty do eksperymentu. Dodaje jednocze$nie, ze nie zrobiono
tego, poniewaz nie spodziewano sig, ze eksperyment ten zakonczy sie takim
sukcesem (1,9). Natomiast David Wells z Ruakara Agriculture Research Cen-
tre w Nowej Zelandii, ktéry prébowat powtarza¢ doswiadczenie Wilmuta, uwaza,
ze zarzuty Zindera i Sgaramella sg przedwczesne. Stwierdza: ,To nie fair
oczekiwaé szybkiego powtdrzenia i potwierdzenia rezultatéw Wilmuta biorgc
pod uwage czas i pieniadze potrzebne na takie eksperymenty oraz dtugi
okres cigzy zwierzat hodowlanych i sezonowos$¢ ich rozrodu”. Jest przeko-
nany, ze predzej czy poOzniej komus$ sie powiedzie i jest to tylko kwestia
czasu (1).

Jednak jedyna wiarygodng odpowiedzig na wiekszos¢ watpliwosci bytaby
bezposrednia analiza poréwnawcza DNA Dolly i owcy, ktéra byta dawca ja-
dra. Niestety, owca ta zakonczyla swoj zywot trzy lata przed narodzeniem
Dolly (komérki przechowywano w ciektym azocie). Analiza jest zatem niemo-
zliwa. Co prawda Wilmut twierdzi, ze dysponuje zamrozonymi komodrkami
pochodzacymi od ,,matki” Dolly i zamierza zleci¢ takg analize.

Czy Dolly rzeczywiscie jest klonem powstatym ze zréznicowanej (dorostej)
komorki somatycznej, czy tez kompletnym niewypatem? Na to pytanie z pew-
noscia znajdziemy odpowiedZz w najblizszej przysztosci. Jak na razie pod
koniec kwietnia br. pojawita sie kolejna ,,sensacyjna” wiadomos¢. Nasza bo-
haterka doczekata sie potomstwa (tym razem juz nie klonu). Wiadomos$¢ ta
jednak nie wstrzasneta tak Swiatem, jak narodziny stawnej mamy.

Joanna Smoél
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Notatka aktualizujgca, dodana w trakcie druku tego numeru:

Na podstawie analizy satelitarnych DNA (informacje opublikowane w czerwcu i lipcu br.)
i stwierdzono, ze Dolly jest faktycznie klonem. (Por. Solter D., (1998), Nature, 394, 315-316 oraz
| Ashwort A., et al., (1998), Nature, 394, 329).

biotechnologia 3 (42) 98



