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Czlowiek hoduje wiele gatunkéw zwierzat, w tym liczne zwierzeta gospodarskie, doskonali
ich rasy, stara sie zwigkszac ich ptodnosé, odporno$¢ na choroby itp. Jednakze klasyczne
metody rozrodu i hodowli sg ograniczone. W celu uzyskania efektywniejszej mozliwosci stero-
wania rozrodem stala sie konieczna eksperymentalna ingerencja w ich procesy rozwojowe.
Wymaga to prowadzenia wszechstronnych badan, zwlaszcza nad mechanizmami gametoge-
nezy i embriogenezy ssakéw Badania te oprdécz wartosci czysto poznawczych przynies¢ moga,
w odniesieniu do zwierzat gospodarskich, okreslone korzysci ekonomiczne, zwigzane przede
wszystkim ze wzrostem produkcji zwierzecej oraz mozliwoscig uzyskiwania - na znacznie szer-
szg skale - zwierzat o szczegolnie cennych wtasciwosciach genetycznych. Okaza¢ sie mogag
rébwniez skuteczne w ochronie przed wyginieciem szeregu zagrozonych ras i gatunkéw.

W pracach tych bardzo pomocne okazato sie opracowanie i wprowadzenie nowych technik,
takich jak; hormonalne indukowanie owulacji, zaptodnienie i hodowla in vitro, mikrochirurgia,
czy wreszcie transformowanie genomu zarodka poprzez iniekcje DNA.

W artykule tym chciatbym oméwi¢ jedng z dziedzin biotechnologii jaka jest klonowanie za-
rodkéw ssakéw. Stwarza ono mozliwosé, omijajac droge rozrodu plciowego, uzyskania wielu
genetycznie identycznych osobnikow wywodzgcych sie z jednego zarodka. Okreslane sg one
czesto mianem wieloraczkdw monozygotycznych {monozygotic multiplets). Stanowig one cenny ma-
teriat eksperymentalny w réznego typu badaniach podstawowych, a takze w badaniach ich
fizjologii, zywienia czy tez wpltywu czynnikéw srodowiskowych. Jezeli okaze sie réwniez, ze mozliwe
jest ich uzyskiwanie na szerszg niz dotgd skale, to wOwczas stang sie one z pewnoscig przed-
miotem duzego zainteresowania hodowcéw. W klonowaniu zarodkéw ssakow stosuje sie takie tech-
niki jak: izolacja btastomeréw, reagregacja blastomeréw (klonowanie chimerowe), dzielenie zarod-
kéw oraz transplantacja jader zarodkéw do zaptodnionych i nie zaptodnionych komaérek jajowych.

I. Klonowanie zarodkéw metodg izolacji blastomerow

Bruzdkowanie jest specyficznym typem podziatéw, ktdérym nie towarzyszy wzrost komoérek
i ktére przeksztalcajg duza jednokomoérkowg zygote w strukture wielokomoérkowa. W miare ko-
lejnych podziatéw rozmiary komorek, jak réwniez stosunek objetosci cytoplazmy do objetosci
jadra, zblizajg sie do wartosci charakterystycznych dla komorek dorostego organizmu. Powsta-
jace komorki potomne (blastomery) sa poczatkowo identyczne i teoretycznie kazdy z nich po-
siada mozliwos¢ (potencje) utworzenia wszystkich typéw komorek, a zatem réwniez teoretycznie -
z kazdego z nich moze powsta¢ caly organizm. Pierwsze przejawy zréznicowania blastomeréw
zachodzg prawdopodobnie w okresie kiedy zarodek, nazywany w tym stadium morulg, ulega
procesowi tzw. kompakcji. Zewnetrznym objawem kompakcji jest Scisty kontakt pomiedzy Plasto-
merami za$ sam zarodek ulega wyraznemu zaokragleniu. W tym okresie zewnetrznie potozone
komorki zarodka podlegajg zmianom prowadzacym do utworzenia z nich trofoektodermy przysziej
blastocysty. Moment, w ktérym zmiany te stajg sie juz nieodwracalne wyznacza czas, od ktérego
totipotencja pewnych przynajmniej blastomeréw zostaje ograniczona.

Najlepszg metodg pozwalajaca na okreslenie potencji rozwojowych poszczegodlnych blasto-
meroéw lub ich grup jest ich wyizolowanie z zarodka i badanie do jakiego stopnia sg one zdolne
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do regulowania swojego rozwoju - przy braku pozostalych komoérek zarodka. Badanie potencji
rozwojowych izolowanych blastomeréw nie moze oczywiscie ograniczy¢ sie tylko do jednego
gatunku. Istniejace réznice w rozwoju wielu gatunkéw ssakoéw sktaniajg do przypuszczen, ze
rébwniez potencje rozwojowe blastomeréw ich zarodkéw moga by¢ rozne.

Préby uzyskania osobnikéw z pojedynczych blastomeréw zarodkéw siegajg swoim poczat-
kiem pionierskich doswiadczen przeprowadzonych przez Nicholasa i Halla (1), Seidela (2,3) i
Tarkowskiego (4,5). Autorzy ci, niszczac cienkg iglg jeden z dwu blastometréw 2-komdérkowego
zarodka uzyskali u szczura, krolika i myszy rozwéj drugiego nie zniszczonego blastomeru. Ba-
dania te wykazaly wiec, ze na stadium 2-komdérkowym pojedyncze blastomery sg w pei toti-
potentne i kazdy z nich zawiera wszystkie elementy potrzebne dla podtrzymania rozwoju az do
momentu urodzenia. Jezeli pojedyncze blastomery zarodkéw 2-komérkowych zachowuja petng
potencje rozwojowg nasuwa sie pytanie czy potencja ta zachowana jest rowniez przez blastomery
pochodzace ze starszych zarodkéw? Jesli tak, to czy jest ona wtasciwa wszystkim blastomerom
pochodzacym z jednego zarodka czy tez dotyczy tylko niektérych z nich?

Modlinski (6) oraz Bronson i McLaren (7) wykazali, ze pojedyncze blastomery oraz wczesne
zarodki pozbawione ostonki przejrzystej nie sg w stanie rozwija¢ sie w jajowodzie samicy biorczyni.
Z tego wzgledu konieczne stato sie opracowanie takich metod, ktére umozliwityby rozwdj blasto-
meréw pozbawionych ostonek przejrzystych. Jedng z nich jest hodowla izolowanych blastomeréw
in vitro, do momentu osiggniecia przez nie stadium kompaktnej moruli lub blastocysty. W tym
stadium zarodki moga by¢ juz bez ostonki przejrzystej przeszczepiane do jajowodu lub macicy
biorczyni. Izolowane blastomery mozna tez przeszczepia¢ do zastepczych ,pustych” ostonek
przejrzystych. Ostonki, do ktérych przeszczepiane sag blastomery nie muszg pochodzi¢ z zarodkéw
tego samego gatunku, przynajmniej w przypadku blastomeréw owcy (Ozil, inf. ustna), bydta i konia
(8,9,10). Inng jeszcze metode ochrony izolowanych blastomeréw opracowat Willadsen (11). Po-
lega ona na zamykaniu przeszczepionych do ostonek blastomeréw w agarowych minibloczkach wpro-
wadzanych nastepnie do podwigzanych jajowodéw biorczyrn posrednich. Po kilku dniach, kiedy
przeszczepione blastomery rozwing sie do stadium blastocysty, uwalniane sg one z agarowej ostonki
i przeszczepiane do zsynchronizowanych biorczyn. Posrednie biorczynie do ktérych transplantuje sie
rozwijajgce sie blastomery lub zarodki nie muszg by¢ samicami tego samego gatunku. Bruzdkujgce
zarodki owcy i bydta przeszczepia¢ mozna do jajowodow krélika (12,13), zas zarodki bydta, Swini
i konia do jajowoddw owcy (14). Ostatnio prébuje sie uzywaé do tego celu, takze matych zwierzat
laboratoryjnych, gtéwnie niedojrzatych piciowo samic myszy. Stosujac te metode Papaioannou
i Ebert (15) uzyskali rozwéj zarodkéw krélika i swin za$ Modlirski (dane nie publikowane) zaptod-
nionych oocytéw bydlecych.

Doktadng analize mozliwosci rozwojowych izolowanych blastomeréw przeprowadzili na zarod-
kach myszy Tarkowski (4,5) oraz Tarkowski i Wréblewska (16). Wykazali oni, ze o ile stosunkowo
wysok;ij procent blastomeréw pochodzacych z zarodkéw 2- i 4-komérkowych rozwingé sie moze
do stadium blastocysty, to w przypadku pojedynczych blastomeréw pochodzacych z zarodkéw
8-komodrkowych tylko ok. 15% z nich zdolnych jest do utworzenia morfologicznie normalnych blasto-
cyst. Rozwo6j pozostatych blastomeréw zostaje badz zahamowany, badz tez tworzg one pecherze
trofoblastyczne pozbawione wezta zarodkowego. Dotyczy to réwniez czesci blastomeréw pocho-
dzacych z zarodkéw 4-komorkowych. Tarkowski i Wréblewska (16) wprowadzili réwniez, stosowa-
ne do dzisiaj, nazewnictwo blastomerow izolowanych z zarodkéw w réznym stadium rozwojowym.
Pojedyncze blastomery izolowane z zarodkow 2-komaorkowych okreslane sa mianem blastomeréw
1/2, blastomery z zarodkéw 4-komérkowych mianem blastomeréw 1/4 itp.

Blastomery myszy izolowane z zarodkéw 2-komorkowych tworza normalne zarodki rozwi-
jajace sie az do urodzenia (4,5). Oba blastomery posiadaja te same mozliwosci rozwojowe
o czym $wiadczy uzyskanie wielu par monozygotycznych bliznigt (17,18). Natomiast zarodki
rozwijajgce sie z pojedynczych blastomeréw 1/4 i 1/8 wywolywa¢ moga reakcje doczesnowa
w macicy. W sporadycznych tylko przypadkach blastomery 1/4 rozwijajg sie do stadium wczes-
nego cylindra zarodkowego (19).
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Tabelal

Potencje rozwojowe izolowanych blastomeréw réznych gatunkéw ssakéw

Typ blastomeréw

Gatunek

112 1/4 2/8 (2x1/8) 1/8

mysz e wezesny cylinder blastocysta blastocysta
zarodkowy

krélik -f 1 + +
bydio n + -
owca + + + +
Swinia h blastocysta blastocysta
kon + + - -
cziowiek +? - - -

+ - oznaczono mozliwo$¢ petnego rozwoju az do urodzenia.

Pojedyncze blastomery innych gatunkéw ssakéw posiadajg znacznie wieksze mozliwosci
rozwojowe. Moore i wsp. (20) uzyskali petny rozwéj blastomeréw krélika izolowanych na sta-
dium 2-, 4- i 8-komérkowym. Roéwniez u owcy totipotencja pojedynczych blastomeréw zacho-
wana jest do stadium 8-komorkowego (21, 22, 23). Nie wiadomo doktadnie jak przedstawia
sie sytuacja u bydta, gdyz uzyskane do tej pory potomstwo pochodzito z par blastomeréw 1/8,
a nie z pojedynczych (10). Swiadczy to posrednio o totipotencji blastomeréw 1/4 u bydta, nie
dowodzi jednak totipotencji blastomeréw 1/8. Z drugiej jednak strony pewne zespoty blasto-
meréw pochodzace ze starszych zarodkéw bydlecych zachowujg nadal totipotencje, o czym
Swiadcza pomysine wyniki uzyskane przez Willadsena i wsp. (9) po transplantacji do biorczyni
LLwiartek” zarodkéw 32-64-komorkowych. U konia totipotencja blastomeréw utrzymana jest
przynajmniej do stadium 4-komérkowego (8), za$ u Swini pelny rozw¢j stwierdzono, jak na
razie, jedynie w przypadku blastomeréw 1/2 (Willadsen i Polge - dane nie publikowane).
U Swini rozwoj blastomeréw 1/4 i 1/8 testowano w hodowli in vitro (24,25) i stwierdzono, ze
rozwija¢ sie one moga do stadium blastocysty

Przeprowadzone do te| pory badania nie wykazaly totipotencji wszystkich blastomeréw
pochodzacych z jednego zarodka liczacego wiecej niz dwie komérki. U owcy udato sie otrzy-
mac¢, w najlepszym przypadku petny rozwdj trzech blastomeréw 1/4 pochodzacych z jednego
zarodka 4-kornérkowego oraz tylko jednego blastomeru 1/8 zarodka 8-komérkowego. Z drugiej
jednak strony uzyskanie przez Willadsena (22) czworaczkéw wywodzgcych sie z par blasto-
meréw 1/8 jednego zarodka 8-komorkowego, Swiadczy posrednio (jesli byty to blastomery
siostrzane) o totipotencji wszystkich blastomeréw 4-komérkowego zarodka owcy.

Tabela?2
Monozygotyczne cigze uzyskane z izolowanych blastomeréw

Liczba i stadium izolowanych blastomerow

Gatunek
2x1/2 2x2/4 4x1/4 4x2/8 8x1/8
mysz ke
bydio - kk Kk
kkk kkk
owca Kk Kk kkkkk
kkkk
Swinia ke
- bliznieta. trojaczki. - czworaczki, - piecioraczki.
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Takze we wspomnianych juz doswiadczeniach Willadsena i Polge'a (10), uzyskano u bydta
trojaczki po transplantacji czterech par blastomeréow 1/8 pochodzacych z jednego zarodka
blastomeréw 1/4 4-komérkowego zarodka u bydta. W wiekszos$ci jednak przypadkéw uzyskano
u tych gatunkéw rozwdj tylko jednego lub dwu blastomeréw i nie wydaje sie, aby w najblizszym
czasie mozna bylo zwiekszy¢ efektywnos$¢ tej metody. Przyczyny niepowodzen moga by¢
rozmaite. Wynika¢ moga z braku totipotencji pewnych blastomeréw, moga by¢ skutkiem stoso-
wanych metod usuwania ostonki przejrzystej, izolacji blastomeréw, uszkodzenia blastomeréw
w czasie mikromanipulacji czy wreszcie warunkéw hodowli. Tarkowski i Wréblewska (16) uwa-
zajg, ze mozliwosci rozwojowe pojedynczych blastomeréw malejg tym bardziej im poOzniej sg
one izolowane. Wigze sie to niewatpliwie zaréwno ze zmniejszaniem sie objetosci blastomeréw
stanowigcych wyjsciowa mase zarodka (zarodki w okresie bruzdkowania nie rosng) jak i z coraz
mniejszg liczbg komorek osiggang przez te zarodki w momencie powstawania blastocysty
Wedtug zaproponowanej przez Tarkowskiego i Wrdblewska (16) hipotezy inside-outside wezet
zarodkowy powstaje z wewnetrznych komérek zarodka, ktdre muszg by¢ catkowicie otoczone
komorkami zewnetrznymi stanowigcymi material na trofoektoderme. Poniewaz moment tworze-
nia sie blastocysty jest dos¢ Scisle okreslony, w wielu przypadkach dojs¢ moze do sytuacii,
w ktorej zarodek wywodzacy sie z blastomeru 1/4 lub 1/8 nie zawiera w momencie przeksztal-
cania sie w blastocyste wystarczajacej liczby komdérek wewnetrznych, niezbednych do utworze-
nia funkcjonalnego wezta zarodkowego. U myszy, aby rozwdj poimplantacyjny zachodzi¢ moégt
prawidiowo wyjsciowa liczba komoérek wezta zarodkowego nie moze by¢ prawdopodobnie
mniejsza niz trzy (26,27). Mozna jednak sadzi¢, ze u tych gatunkéw, u ktérych jama blastocysty
tworzy sie pozniej niz u myszy (krélik, owca) szansa powstania z pojedynczego blastomeru
morfologicznie normalnej blastocysty powinna by¢ znacznie wieksza. Uzyskane do tej pory
wyniki potwierdzajg te sugestie.

Il. Klonowanie metoda agregaciji blastomerdow
(klonowanie chimerowe)

Metoda ta opiera sie na wspomnianej juz hipotezie Tarkowskiego i Wréblewskiej (16). Zak-
fada sie, ze jezeli pojedynczy blastomer 1/4 lub T/8 otoczy sie innymi, to zwieksza sie w ten
sposOb wyjsciowa mase zarodka, a jednoczesnie zwieksza sie szanse, ze wezet zarodkowy
utworzony zostanie z centralnie ulokowanych blastomeréw. Agregacje izolowanych blastome-
réw z blastomerami nosnikowymi przeprowadza sie na ogol wedtug metody opracowanej przez
Tarkowskiego (28) dla produkcji zarodkéw chimerowych.

Tego typu doswiadczenia przeprowadzone zostaty po raz pierwszy na izolowanych blasto-
merach myszy (29,30), a nastepnie z powodzeniem powtdrzone przez Willadsena i Fehilly (dane
nie publikowane, wg 31). Autorzy ci tgczyli pojedyncze blastomery 1/8 z blastomerami nos$ni-
kowymi 1/4 i uzyskali miedzy innymi monozygotyczne piecioraczki pochodzace z pieciu blasto-
meréw 1/8 jednego zarodka 8-komoérkowego. Piecioraczki te stanowig, jak na razie, najliczniej-
szy klon uzyskany u ssakéw (3'1).

Mimo potencjalnie duzych mozliwosci, metoda ta nie znalazta dotychczas praktycznego
zastosowania w klonowaniu zarodkéw ssakow.

Pewng odmiang chimerowego klonowania jest technika opracowywana obecnie w Zaktadzie
Embriologii Uniwersytetu Warszawskiego. Polega ona na mikrochirurgicznym wprowadzaniu
blastomeréw do blastocyst, z ktérych mikrochirurgicznie usuniety zostat uprzednio wezet zarod-
kowy. Zatlozeniem tej metody jest to, ze wprowadzone blastomery utworzg jedynie funkcjonalny
wezet zarodkowy, nie beda natomiast musiaty juz tworzy¢ trofoektodermy blastocysty. W pilo-
towych doswiadczeniach przeprowadzonych przez Modlifiskiego i Ozila (32) na zarodkach bydle-
cych stwierdzono, ze po transplantacji 1/4 moruli do blastocysty pozbawionej wtasnego wezta
zarodkowego rozwdj zachodzi¢ moze przynajmniej do 160 dnia ciazy, a uzyskane ptody byty
morfologicznie i anatomicznie catkowicie normalne.
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lll. Klonowanie metoda bisekcji zarodkéw

Jest to jedyna metoda klonowania zarodkéw ssakéw, ktéra znalazla szerokie zastosowanie
praktyczne i jest przeprowadzana rutynowo w wielu osrodkach na Swiecie.

Dzielenie zarodkéw na potowe dokonano po raz pierwszy na zarodkach myszy. Dotyczyto
to zarbwno wczesnych zarodkow (4,5,18) oraz morul i btastocyst (33,34), Mysz jest jedynym ga-
tunkiem ssakow, u ktérego stosunkowo doktadnie zbadano mozliwosci rozwojowe ,potdwkowych”
zarodkoéw uzyskanych niemal ze wszystkich kolejnych stadiéw rozwoju przedimplatancyjnego.

Bisekcja zarodkéw zwierzat gospodarskich ograniczona jest gtéwnie do morul i blastocyst,
co wigze sie niewatpliwie z mozliwoscig (u pewnych gatunkéw) ich niechirurgicznego uzyski-
wania, a takze przenoszenia do biorczyh. Istotne znaczenie ma réwniez to, ze zarodki opero-
wane w tym stadium nie wymagajg przeszczepienia do ostonek przejrzystych.

Doktadne oméwienie techniki bisekcji zarodkéw zwierzat gospodarskich zawarte jest w arty-
kule Smoraga i wsp. (zamieszczonym w tym numerze). Mankamentem tej metody klonowania
jest jednak to, ze przy jej uzyciu uzyska¢ mozna jedynie monozygotyczne bliznieta.

IV. Klonowanie metoda transplantacji jagder komérek zarodkowych

Badania nad transplantacja jader komérek zarodkowych do komoérek jajowych ssakoéw sa
obecnie bardzo intensywnie prowadzone w wielu osrodkach na Swiecie. Wigze sie to z tym,
ze jest to przynajmniej teoretycznie, jedyna metoda pozwalajgca na uzyskanie u ssakéw klonéw
liczacych wigkszg liczbe osobnikéw.

Klonowanie zarodkéw ssakéw w oparciu o te metode polega na usunieciu obu przedjadrzy
zygoty lub chromosoméw metafazowych Il podziatu mejotycznego z nie zaptodnionych oocy-
téw (okresla sie to mianem enukleacji), a nastepnie wprowadzeniu na ich miejsce jadra z blasto-
meréw pochodzacych z 2-, 4-, 8- i wiecej komérkowych zarodkow.

Mikrochirurgiczne usuniecie przedjadrzy z zaptodnionej komoérki jajowej ssakéw przepro-
wadzono po raz pierwszy w Zakladzie Embriologii Uniwersytetu Warszawskiego (35). Zabieg
ten wykonano na zygotach myszy. Nastepnie metoda enukleacji zostata udoskonalona (36,37)
i obecnie polega na usuwaniu przedjadrzy w postaci tzw. karioplastéw czyli minikomoérek. Za-
wierajg one oprocz przedjadrzy niewielkg ilos¢ cytoplazmy i sg otoczone btong komoérkowa.
W ten sam spos6éb usuwaé¢ mozna wrzeciona Il podzialu mejotycznego z nie zaptodnionych
oocytéw (Waksmundzka, dane nie publikowane oraz 38,39).

Wprowadzanie obcych jader przeprowadzi¢ mozna r6znymi sposobami. Jednym z nich jest
mikrochirurgiczna transplantacja jadra do cytoplazmy komorki jajowej. Technikg tag dokonano
w Oxfordzie i w Warszawie (Zaktad Embriologii UW) pierwszych na $wiecie udanych transplan-
tacji jader komorkowych do zaptodnionych jaj ssakéw (40,41,42). Wydajnos¢ jej jest jednak
niewielka i w najlepszym przypadku zabieg ten przezywa tylko 25% operowanych komorek
jajowych.

Znacznie skuteczniejsza jest metoda fuzji komérkowych. Stosuje sie w tym celu rézne czyn-
niki fuzogenne takie jak glikol polietylenowy, inaktywowany wirus Sendai, a ostatnio réwniez
pole elektryczne. Najlepsze wyniki, w zakresie przezywalnosci i pézniejszego rozwoju potaczo-
nych komoérek, dajg fuzje przy uzyciu wirusa Sendai oraz pola elektrycznego. Fuzja za pomocag
wirusa Sendai wymaga jednak dysponowania dobrg partig inaktywowanego wirusa. Niestety,
pomimo stosowania standardowych metod inaktywacii, tylko jedna na kilka partii wirusa wykazuje
wlasciwe dziatanie tzn. wysokg czestotliwos¢ fuzji przy stosunkowo malej liczbie komorek degene-
rujgcych. Metoda elektrofuzji komorek ma natomiast te zalete, ze stosowane w niej parametry, takie
jak sita pola elektrycznego, liczba i czas trwania impulséw sg dokladnie okreslone i kontrolowane.
Elektrofuzje zarodkowych komérek ssakoéw przeprowadzili po raz pierwszy Kubiak i Tarkowski (43)
oraz Ozil i Modlinski (44), ustalajac optymalne jej parametry. Zasady wprowadzania obcych jader
do komorek jajowych przedstawione sg na rys. 1 i 2.
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pipeta
przytrzymujgca

wrzeciono

mostek cytoplazmatyczny

Rys.l. Eta p | (1-3) - Enukleacja oocytu. Przed enukleacjg oocyty sg inkubowane 30 min w po-
zywce zawierajgcej cytochalazyne B (10/jg/ml) lub D (1/<g/ml). Umozliwia to dokonanie zabiegu enukleacji
bez uszkodzenia btony komérkowe;.

1. Przebicie mikropipeta ostonki przejrzystej do przestrzeni okotozoéttkowej.

2. Wessanie do mikropipety btony komérkowej wraz z niewielka iloscig cytoplazmy i wrzecionem |I
podzialu mejotycznego (w przypadku enukleacji oocytéw zaptodnionych do mikropipety wsysane sg oba
przedjadrza).

3. Wycofanie mikropipety z komorki jajowej. W momencie wycofania nastepuje przewezenie mostka
cytoplazmatycznego tgczacego znajdujacy sie w pipecie karioplast z komorkg jajowa. W wyniku fuzji we-
wnetrznych powierzchni btony komérkowej w obrebie mostka cytoplazmatycznego nie dochodzi do przer-
wania ciggtosci btony. Jest to bardzo wazny moment w czasie enukleacji. Niezamknigcie sie mostka
cytoplazmatycznego lub pekniecie btony komoérkowej w czasie zasysania karioplastu prowadzi do znisz-
czenia komarki.

Rys.2. E t a p Il. Wprowadzanie obcego jadra do enukleowanego oocytu.

Dawcami jgder sa pojedyncze blastomery izolowane w réznych stadiach rozwojowych, a nastepnie
wprowadzane pod ostonke przejrzystg enukleowanego oocytu. Blastomery przed wprowadzeniem sg réw-
niez inkubowane w pozywce zawierajacej cytochalazyne B lub D. Ulatwia to wciggniecie blastomeru do
stosunkowo waskiej mikropipety.

1. Blastomer wciggany jest do tej samej pipety, ktérg dokonano zabiegu enukleacji.

2. Przez otw6r w ostonce przejrzystej (powstaly w czasie enukleacji) blastomer zostaje wprowadzany
do przestrzeni okotozéltkowej. Po wprowadzeniu blastomeru oocyty umieszczane sa w 37°C. Powoduje
to Scislejszy kontakt pomiedzy oocytem a wprowadzonym blastomerem. Po ok. 30 min oocyty przeptu-
kiwane sg w 0,3 M roztworze glukozy lub mannitolu (stosowa¢ mozna réwniez PBS) i umieszczane w ko-
morze do fuzji pomiedzy dwiema elektrodami (11,3). Elektrody podiagczone sg do generatora impulsow.
W zaleznos$ci od rodzaju komoérek stosuje sie impulsy o sile od 1,5 do 3 kVem~' i dtugosci 50-200 //sec.
Komérki muszg by¢ umieszczone tak, aby ptaszczyzna ich styku byta prostopadta do linii sit pola. Po
wyzwoleniu impulsu, komorki przenosi sie¢ natychmiast do pozywki i umieszcza w temperaturze 37°C.

3. Po ok. 15-30 min dochodzi do potaczenia sie obu komérek i jadro blastomeru przechodzi do
cytoplazmy oocytu.
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Pierwsze proby zastgpienia obu przedjadrzy zaptodnionej komoérki jajowej myszy jadrem
pochodzacym z moruli i ektodermy wczesnego cylindra zarodkowego przeprowadzili llimensee
i Hoppe (45.46), uzyskujac w kilku przypadkach petny rozwéj az do urodzenia sie miodych.
Doswiadczen tych nie udato sie jednak nikomu powtérzy¢. Z kolei McGrath i Sorter (37) wykazali,
ze u myszy jadra pochodzgce z zarodkéw starszych niz 2-komérkowe nie sg w stanie podtrzymac
rozwoju (poza pierwsze podzialy bruzdkowania) jesli wprowadzi sie je do enukleowanych zygot.
Potwierdzili natomiast wczesniejsze doswiadczenia (41,42), ze jadra komérek embrionalnych moga
wspotdziata¢ w kierowaniu rozwojem jesli wprowadzi si¢ je do zygot nie enukleowanych. W tym
przypadku obecnos¢ przedjadrzy, jak sie wydaje, jest warunkiem sine qua non dalszego rozwoju
zarodkowego. Nalezy jednak pamieta¢, ze po wprowadzeniu obcego jadra do nie enukleowanych
zygot uzyskuje sie zarodki tetraploidalne, ktérych rozwoj tylko w nielicznych przypadkach konczy
sie porodem (47,48) z reguly jednak zostaje zahamowany w drugiej potowie cigzy (49).

Jesli jednak jgdra pochodzgce z blastomeréw 1/8 wprowadzi sie nie do enukleowanych
zygot, lecz do enukleowanych 2-komoérkowych zarodkéw myszy, a wiec w czasie Il cyklu
komérkowego, to sg one w stanie przejg¢ funkcje usunietych jader i pokierowa¢ rozwojem azZ
do momentu urodzenia (50). By¢ moze jednym z powodéw braku rozwoju zarodkéw myszy
uzyskanych po transplantacji do enukleowanych zygot jader pochodzacych z zarodkéw 4-,
i 8-komodrkowych jest bardzo wczesne u tego gatunku uruchamianie aktywnosci transkryp-
cyjnej genomu zarodkowego. W przeciwienstwie do wielu innych gatunkéw ssakéw uaktyw-
nianie sie niektérych genéw zachodzi u myszy juz na poczatku Il cyklu komérkowego (51).
Jadra, ktére przed wprowadzeniem do enukleowanej zygoty myszy podjely juz dziatalnos¢ trans-
krypcyjng, prawdopodobnie nie sg w stanie odréznicowac sie w tym srodowisku cytoplazmatycznym
i podja¢ na nowo wszystkie funkcje konieczne do zapewnienia prawidtowego rozwoju zarodkowego.
Inne warunki stwarza dla transplantowanych jgder srodowisko cytoplazmatyczne zarodkéw 2-komor-
kowych i tym, w duzej mierze, ttumaczy¢ mozna pomysine wyniki transplantacji do nich jgder blasto-
meréw 1/8.

U zwierzat gospodarskich transplantacja jagder komdérek embrionalnych rokuje wieksze na-
dzieje. W 1985 r. Willadsen (52) donidst o urodzeniu sie jagniat uzyskanych po wprowadzeniu
jader blastomeréw 1/8 do bezjadrowych potéwek nie zaptodnionych oocytéw owcy. Fuzje bez-
jadrowych fragmentéw oocytéw z blastomerami 1/8 przeprowadzono zaréwno za pomocg in-
aktywowanego wirusa Sendai jak i w polu elektrycznym. Dwa lata pézniej doniesiono (38) o urodze-
niu sie cielat po transplantacji jader pochodzacych z 16-komérkowych zarodkéw do enukleowanych,
nie zaptodnionych oocytéw bydlecych.

U zwierzat gospodarskich takich jak bydto, owca i $wini enukleacja zaréwno zygot jak i nie
zaptodnionych oocytéw nastrecza powazne trudnosci. Ze wzgledu na duzg zawartos¢ w ko-
morce jajowej réznego typu ziarnistosci, zarbwno przedjadrza jak i wrzeciona sg u tych gatun-
kéw prawie catkowicie lub w ogoéle niewidoczne. Zobaczy¢ je mozna dopiero po wirowaniu,
kiedy wiekszos¢ ziarnistosci zgrupowana zostaje na jednym z biegunéw komorki, odstaniajgc
duze rejony bardziej przejrzystej cytoplazmy (53) Centralnie ulokowane przedjgdrza stajg sie
wtedy na ogot dobrze widoczne. Natomiast widocznos¢ peryferyjnie ulokowanych wrzecion
tylko w pewnym stopniu ulega poprawie. Z tego powodu efektywnos$¢ enukleacji nie zaptod-
nionych oocytéw bydlecych i owczych jest stosunkowo niewielka w poréwnaniu z efektywnos-
cig enukleacji oocytbw myszy, gdzie siega ona prawie 100% (Waksmundzka, inf. ustna). W
duzej liczbie przypadkéw okazuje sie, ze ,enukleowany" oocyt owcy zawiera nadal wrzeciono
I podzialu mejotycznego, a usunieto z niego jedynie pewng ilos¢ cytoplazmy. Niewatpliwie
pewniejszag metoda jest eiuikleacja oocytéw zaptodnionych (usunieciu obu przedjadrzy) nie
wiadomo jednak, czy u bydta i owcy mozliwy jest pelny rozwdj po transplantacji jader blasto-
meréw do enukleowanych zygot. U myszy, jak wiadomo, nie jest to mozliwe.

Okazato sig, ze réwniez u krélika mozliwe jest uzyskanie petnego rozwoju po transplantaciji
jader blastomeréw 1/8 do oocytéw z usunietym wrzecionem Il podzialu mejotycznego (39).
Z okoto 200 operowanych oocytéw uzyskano 6 mitodych o fenotypie charakterystycznym dla
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dawcoéw jader (Dutch Belted Strain). Oocyty pochodzity od samic linii Biata Nowozelandzka.
W pracy tej autorzy opisuja metode enukleacji oocytéw krélika, stosujac jako wyznacznik po-
tozenia wrzeciona Il podzialu mejotycznego potozenie | ciatka kierunkowego. Zdaniem autoréw
usuwajgc rejon cytoplazmy potozony bezposrednio pod | ciatkiem kierunkowym, w ok. 90%
przypadkéw usuwa sie rowniez wrzeciono podziatowe. Jezeli okazatoby sie to prawda, réwniez
w odniesieniu do oocytow bydlecych i owczych, to przyczynitoby sie to niewatpliwie do istot-
nego udoskonalenia metodyki transplantacji jader u tych gatunkéw zwierzat. Prowadzone jednak
przeze mnie badania nad transplantacja jader komérkowych do oocytéw owcy, wskazuja, ze
u tego gatunku | ciatko kierunkowe (przynajmniej u czesci oocytéw) nie utrzymuje sie tak diugo
jak u krolika. Natomiast, w tych oocytach, w ktérych jest ono zachowane, wrzeciono It podziatu
mejotycznego ulokowane jest z reguly w jego poblizu.

Niewiele wiadomo o zachowaniu sie jader wprowadzonych do bezjgdrowych fragmentéw
oocytow tub do oocytdw enukieowanych zwierzat gospodarskich. Sadzi¢ mozna jedynie, ze
ich zachowanie podobne jest do zachowania sie jader wprowadzonych do oocytow myszy.
Interfazowe jgdra btastomeréw wprowadzone do cytoplazmy nie zaptodnionych i nie pobudzo-
nych oocytow traca otoczke jgdrowg i nastepuje wyréznicowanie sie chromosomow. Zjawisko
to okresla sie mianem przedwczesnej kondensacji chromosomoéw. Aby doszio do ponownego
odtworzenia sie jadra interfazowego oocyt musi zosta¢ pobudzony czyli aktywowany. W pro-
cesie zaptodnienia funkcje te spetnia plemnik. Jest wiele znanych metod sztucznej aktywacji
oocytow ssakow (54). Przy wprowadzeniu jader bltastomeréw do oocytdw metodg elektrofuzji
czynnikiem aktywujacym jest stosowane pole elektryczne (39,55).

W zadnym z przeprowadzonych i opublikowanych do tej pory doswiadczen nad transplan-
tacjg jader komérek embrionalnych do enukieowanych oocytéw ssakéw nie udato sie uzyskaé
klonu, tzn. przynajmniej dwéch osobnikéw wywodzacych sie z tego samego zarodka. Mozna
jednak przypuszczaé, ze klony takie uzyskane zostang w niezbyt odleglej przysztosci. Wymaga
to jednak przeprowadzenia szeregu dalszych doswiadczen. Zbyt mato wiemy jeszcze o tym,
jakie warunki nalezy stworzy¢, aby wprowadzone jadro zostato przeprogramowane w cytoplaz-
mie komorki jajowej w stopniu umozliwiajacym petny rozwdj zarodkowy. Prowadzone w ostat-
nich latach badania wskazujg, ze istotnym czynnikiem moze by¢ tu, miedzy innymi odstep
czasu pomiedzy momentem fuzji i aktywacji (56), a takze odpowiedni dobdr faz cyklu komor-
kowego komorki biorcy i wprowadzonego jadra (57,58).

Trudno réwniez powiedzie¢, czy jadra komoérek zarodkowych wprowadzane beda nadal
jedynie do enukleowanych oocytéw, czy tez wprowadzac je bedzie mozna réwniez do enukleo-
wanych zygot. Prowadzone obecnie prace nad transplantacjg jader zarodkowych u krélika (Mod-
linski, Smorag - w opracowaniu) Swiadczg o tym, ze w pewnej liczbie przypadkéw mozliwy
jest petny rozwdj przedimplatacyjny po wprowadzeniu jader 1/8 do enukteowanych zygot krélika.

Nie wiadomo réwniez, do ktérego momentu transplantowane jadra zarodkéw ssakéw zacho-
wujg petna zdolnos¢ do kierowania rozwojem po ich transplantacji do cytoplazmy komérki
jajowej. Przypuszcza sie, ze tym krytycznym momentem jest uaktywnianie sie genomu zarod-
kowego. U krowy, owcy i krolika zachodzi to prawdopodobnie w stadium 8-16-komoérkowym
(59,60,61) i istotnie do tego momentu przynajmniej czes$¢ jader jest u tych gatunkéw zdolna
do pokierowania rozwojem po ich transplantacji do enukleowanych oocytéw Jadra pochodzace
z zarodkéw starszych nie byly do tej pory testowane.

Przedstawiony przeglad réznorodnych badan nad mozliwoscig klonowania zarodkéw ssa-
kéw Swiadczy o zainteresowaniu towarzyszgcemu tej gatezi biotechnologii. Intensywne badania
prowadzone sg zaréwno w osrodkach naukowych jak i w komercyjnych centrach hodowlanych.
Czas natomiast pokaze, czy klonowanie zarodkéw ssakéw stanie sie powszechnie stosowang
metodg sterowania ich rozwojem.

Na zakonczenie chciatbym zwréci¢é uwage na to, ze ewentualne klony nie muszg wcale
sktada¢ sie z osobnikéw catkowicie identycznych. Pomiedzy osobnikami, w obrebie klonu, moga
pojawi¢ sie pewne roznice bedace wynikiem oddziatywania réznych czynnikéw cytoplazma-
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tycznych, jak réwniez wpltywu rozmaitych zjawisk epigenetycznych, np. odmiennych wzorcow
migracji komérek. Nie bez znaczenia moze sie okaza¢ réwniez wptyw $rodowiska macicznego
jak i warunkéw zywienia i hodowli bezposrednio po urodzeniu. Beda to jednak réznice fenoty-
powe, natomiast pod wzgledem genetycznym Geéli nie liczy¢ mutacji) osobniki te beda prak-
tycznie identyczne.
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NOWOSCI !

Wartos¢ doktoratu

Badania statystyczne dotyczgce zarobkow pracownikéw dziatow ,badania i rozwoj” {research
& development) zatrudnionych w najbardziej zaawansowanych technologicznie gateziach gospodar-
ki (np. biologia, biotechnologia, aeronautyka, ceramika, informatyka etc.) wskazujg na uzaleznienie
wysokosci ptacy od szeregu czynnikéw, takich jak: staz pracy, ple¢, dyscyplina nauki i techniki,
wyksztalcenie itp. W przypadku najbardziej zaawansowanych technologicznie dziedzin (aeronautyka,
informatyka czy biotechnologia), najistotniejszym wspotczynnikiem determinujgcym ptace jest wy-
ksztatcenie. Pracownik ze stopniem naukowym doktora, np. w zakresie biologii, pracujgcy w firmie
biotechnologicznej, moze oczekiwac z tytutu doktoratu w ciggu swej pracy zawodowej ,zysku netto"
rzedu USD ! 825 000. Autorzy opracowania pod okresleniem ,zysku netto" rozumiejg dodatkowag
ptace otrzymywang przez doktora w poréwnaniu z pracownikiem bez tytutu naukowego, po odjeciu
kosztow wyksztatcenia, z uwzglednieniem 35 lat pracy doktora (po uzyskaniu stopnia naukowego)
przy 40-letnim stazu pracy absolwenta wyzszej uczelni. Zwraca sie réwniez uwage, ze kwota po-
wyzsza winna by¢ zasadniczo powiekszona o ewentualne odsetki bankowe, rzedu 8% w skali
rocznej, a wowczas ,zysk netto" z tytutu posiadanego w\'ksztalcenia wzrasta do ok. 3 min USD.

Dodatkowa zachete dla podwyzszania kwalifikacji moze stanowi¢ fakt, ze w grupie najwyz-
szych uposazen, tj. powyzej USD 85 000 rocznie az 70% stanowig pracownicy z tytulem nau-
kowym doktora. Dane powyzsze dotyczag rynku pracy w USA.

TJ.
Opracowano na podstawie: (1989), May, Research & Development, 80-84.
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