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Chimerowe zarodki ssakow:
powstawanie i wykorzystanie
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The production and use of mammalian chimeric embryos
Summary

Chimera is a composite organism, consisting of cells derived from more
than one embryo. The first experimental chimera was produced in 1961 and un-
til today, chimeric animals have been widely used in mammalian experimental
embryology. Numerous aggregation and injection techniques have been used to
produce chimeras. Although most experimental chimeras were made of murine
embryos, chimeric animals have been also produced in such species as: rat,
hamster, deer mouse, rabbit, pig, sheep and in cattle. Some successful attempts
to produce interspecific chimeras have been also made. Pigmentation is still
widely used as a marker of chimerism, but new transgenic markers are now
available. New methods emplying chimeric technique, like blastocyst comple-
mentation assay and lethal phenotypes rescue, provide new insights into devel-
opmental genetics. Nowadays, chimeric embryos are also likely to play a major
role in the production of transgenic animals with the help of chimeric cloning
technique.
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1. Wstep

Chimera, wedtug definicji podanej przez McLaren (1), jest
wielokomérkowym organizmem ztozonym z populacji komorek
pochodzacych z przynajmniej dwdch réznych genetycznie zygot.
Nazwa ,,chimera” zostata po raz pierwszy uzyta przez Tarkow-
skiego (2). Mintz proponowata nazwe ,allofeniczne” (3) na
okreslenie zwierzat powstatych w wyniku agregacji zarodkow, ale
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nazwa ta byfa juz wczesniej uzywana w innym znaczeniu. Dawniej stosowano row-
niez termin ,,zwierzeta czterorodzicielskie”, ale poniewaz okre$lenie to nie odnosi
sie do wszystkich chimer, nie moze by¢ stosowane powszechnie.

Organizmy, w ktérych wspdtistniejg co najmniej dwie populacje réznych gene-
tycznie komdrek wywodzacych sie od jednej zygoty, dla odréznienia od chimer na-
zywane sg mozaikami (organizmami mozaikowymi).

2. Chimeryzm pierwotny i wtorny

Ze wzgledu na etap rozwoju osobniczego, w ktérym powstaty, chimery mozna
podzieli¢ na pierwotne i wtérne (4).

2.1. Chimeryzm pierwotny

Chimery pierwotne to organizmy, ktére powstaty w wyniku potgczenia kompo-
nentdéw juz w rozwoju zarodkowym. Ro6zne genetycznie populacje komorek wsp6t-
istniejg od bardzo wczesnego etapu embriogenezy, nawet juz od momentu zaptod-
nienia, zatem chimeryzm moze dotyczy¢ wszystkich tkanek.

Chimery pierwotne bardzo rzadko powstajg spontanicznie, a to ze wzgledu na
obecnos¢ ostonki przejrzystej. Chroni ona zarodki przed sklejaniem sie sobg, a takze
przywieraniem do $cianki jajowodu (5). Kilka znanych przypadkéw spontanicznych
chimer pierwotnych u ssakéw - myszy (6) i cztowieka (7,8) - powstato prawdopo-
dobnie w wyniku zaptodnienia dwoch haploidalnych produktow mejozy przez r6zne
plemniki (chimery dispermiczne). Teoretycznie mozliwy jest rozwoj zarodka chime-
rowego z zaptodnionych oocytu i ciatka kierunkowego, bardziej prawdopodobne
jednak jest, jak sie wydaje, zaptodnienie dwdéch podobnej wielkosci komorek. Moga
one powsta¢ w wyniku pierwszego lub - co mniej prawdopodobne - drugiego po-
dziatlu mejotycznego o nieprawidtowym przebiegu (tzw. podziat bezposredni).

2.2. Chimeryzm wtérny

Chimery wtérne pochodzg z wiecej niz jednego dorostego organizmu lub ptodu
po rozpoczeciu okresu organogenezy, zatem chimeryzm jest u nich ograniczony do
okreslonych tkanek lub narzgdéw. Moga one powsta¢ w wyniku przeszczepu w do-
rostych organizmach tub w okresie ptodowym dzieki migracji komorek miedzy pto-
dami w cigzy mnogiej.

Chimery wtérne mozna.spotka¢ dos¢ czesto u zwierzat gospodarskich, a czasem
réwniez u ludzi. Moga one powstawac spontanicznie w okresie ptodowym w cigzy
blizniaczej. W niektdérych przypadkach w takiej cigzy powstajg anastomozy naczy-
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niowe pomiedzy tozyskami ptodoéw, przez ktére moze nastepowac wymiana komo-
rek krwiotworczych. Powoduje to powstanie chimeryzmu leuko- i erytrocytarnego
u dorostych zwierzat i ludzi, poniewaz ich szpik kostny w zyciu ptodowym zostaje
zasiedlony przez dwie populacje komérek krwiotworczych (9). Obserwowano row-
niez przypadki chimeryzmu spermatogoniéw (10) w r6znopiciowych ciagzach bliznia-
czych u bydta. Chociaz 30. dnia cigzy, kiedy tworzg sie anastomozy, migracja pier-
wotnych komorek piciowych do gonad jest juz w wiekszosci przypadkéw zakonczo-
na, to jednak moze sie zdarza¢, ze nastgpi wymiana tych komorek miedzy ptodami.
Wczesniej sadzono, ze obce genotypowo pierwotne komorki piciowe sg eliminowa-
ne, jednak w jadrach buhaja znaleziono réwniez spermatogonia o kariotypie XX
(okoto 10%) i genotypie r6znigcym sie od genotypu biorcy. Nie wiadomo, czy powo-
duje to obnizenie ptodnosci zwierzat: zbadano jedynie, ze spermatogonia o karioty-
pie XX rozwijaty sie in vitro. Wczesniejsze dane wskazuja, ze w potomstwie chime-
rowych buhajow XX/XY stosunek pici byt normalny (11)*.

3. Metody otrzymywania chimer

3.1. Otrzymywanie chimer pierwotnych

Wspotczesnie stosowane metody otrzym3~ania chimer mozna podzieti¢ na agre-
gacyjne i wykorzystujace mikroiniekcje komoérek. Metody mikroiniekcji pozwalajg
na rozwdj zarodka w naturalnych warunkach, w ostonce przejrzystej. Pozbawione
ostonki zarodki po agregacji wymagaja hodowli in vitro przynajmniej do stadium
p6znej moruli, gdyz przeszczepione wczesniej do jajowodu przyklejaja sie do jego
Scianek (5). jednoczesnie metody agregacyjne sg wydajniejsze i mniej pracochtonne,
poniewaz nie wymagajg przygotowania skomplikowanych narzedzi i opanowania
technik mikromanipulacji. Dlatego ostatnio zyskujg one na popularnosci.

3.1.2. Agregacyjne metody tworzenia chimer

Pierwsze doswiadczalne chimery zostaty uzyskane przez Tarkowskiego (2) me-
todg agregacji bruzdkujacych zarodkéw mysich. Technika ta, nieco uproszczona,
zostata zastosowana takze przez Mintz (12). Jest ona do tej pory z powodzeniem
stosowana do produkcji chimer u wielu gatunkéw zwierzat. Cztero- lub o$miobla-

* w réznoptciowych cigzach blizniaczych bydta obserwuje sie réwniez zjawisko frymartynizmu -
nieptodnosci samic, jest to spowodowane dziataniem meskich hormonéw na ptéd zenski, wskutek cze-
go zenskie narzady rozrodcze nie moga sie prawidtowo rozwingé. Anomalie takie nie wystepuja u fu-
dzi, gdyz w momencie powstawania anastomoz narzady rozrodcze cztowieka sg juz w dostatecznym
stopniu uksztattowane.
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stomerowe zarodki pozbawione ostonek przejrzystych (przy uzyciu kwasnego roz-
tworu Tyrode’a, pronazy, lub mechanicznie przez pipetowanie), umieszczane sg pa-
rami w mikrokroplach pozywki, tak aby pozostawaty w kontakcie, i hodowane do
osiggniecia stadium w ktorym moga by¢ przeszczepione do macicy matek zastep-
czych bedacych w cigzy rzekomej.

Oprocz agregacji bruzdkujacych zarodkow (2,12) opisano tez agregacje izolowanych
blastomeréw pochodzacych z bruzdkujacych zarodkéw (13) oraz agregacje bruzdku-
jacych zarodkdw z komérkami z hodowli in vitro (14,15). Agregacji z komoérkami mozna
dokonac ,,w dotkach” lub we wspdthodowli. Metoda ,,dotkéw” (dziurek) (ang. darning ne-
edle) wymaga zrobienia w dnie plastikowej szalki zaglebieri za pomoca igly. Nastepnie
w kazdym dotku umieszcza sie jedng pozbawiong ostonki przejrzystej morule i grudke
pierwotnych komdrek zarodkowych. Wpothodowla (ang. coculture) polega na tym, ze
pozbawione ostonki przejrzystej morule hodowane sg na ,,murawie” (,,darni”) (ang.
lawn), czyli warstwie pierwotnych komérek zarodkowych pokrywajacych dno szalki.

Pierwotne komorki zarodkowe (oraz komdrki raka zarodkowego) tatwo agreguja
z pozbawionymi ostonki przejrzystej morulami i prawie w 100% ulegajg internaliza-
cji. W obu podanych metodach inkubacja z komérkami trwa okoto 2-3 godzin, a na-
stepnie juz zagregowane z komdrkami zarodki przenoszone sg do hodowli.

Metody agregacyjne nie nastreczajg trudnosci w przypadku zarodkéw mysich
i szczurzych. Stawiajg jednak przed wieloma problemami badaczy zajmujacych sie in-
nymi ssakami, poniewaz wymagajg usuniecia ostonki przejrzystej. Brak ostonki przej-
rzystej nie upos$ledza rozwoju mysich zarodkdw in vitro (2,12), réwniez $winskie za-
rodki, pozbawione ostonki przejrzystej az do stadium wczesnej blastocysty rozwijajg
sie podobnie in vivo i in vitro (16). jednak w przypadku niektorych gatunkéw hodowla
in vitro nie jest mozliwa, np. 1-2-blastomerowe zarodki krdlika po usunieciu ostonki
przejrzystej dzielg sie, ale blastomery potomne ulegajg rozproszeniu (17). W przy-
padku zarodkéw owcy réwniez nastepuje rozdzielenie blastomeréw i zahamowanie
rozwoju (18). Zarodki chimerowe tych gatunkow powstate w wyniku agregacji trzeba
umieszcza¢ ponownie w ostonkach (uzyskanych z tego samego lub innego gatunku),
a nastepnie zatapia¢ w bloczkach agarowych, aby zapobiec wypadnieciu zarodka
z ostonki (ang. agar chip procedure) (19,20) lub w specjalnie przygotowanych agaro-
wych kapsutach. Zabiegi takie sg mozliwe i wykonywane z powodzeniem, sg jednak
czaso- i pracochtonne. Powoduje to, ze w przypadku wiekszosci zwierzat gospodar-
skich, metody agregacyjne nie sa konkurencyjne pod wzgledem wydajnosci dla mi-
kroiniekcji. Na ich korzy$¢ przemawia to, ze nie wymagajg uzywania drogiego sprzetu.

3.1.3. Metody mikroiniekcyjne
Najstarsza metoda mikroiniekcyjna jest mikroiniekcja komorek do jamy blasto-

cysty. Skutkuje ona inkorporacjg komorek do wezta zarodkowego (21,22). Inne ma-
nipulacje na blastocystach to wymiana catego wezla zarodkowego, zeby stworzy¢
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chimere typu ,,wezet-trofoblast” (ang. inner cell mass-trophohlast chimera lub blastocyst
reconstitution chimaera) (25-27) i wprowadzanie wezta zarodkowego do sztucznie
uzyskanego pecherza trofoblastycznego (28). Chimery mozna tez uzyskaé przez mi-
kroiniekcje komorek pod ostonke przejrzysta 8-komorkowych zarodkéw (23,24)
i selektywng wymiane niektérych komoérek na stadium moruli (29).

jednym z najczesciej stosowanych sposobdw uzyskiwania chimer sg manipulacje
na zarodkach w stadium blastocysty. Zaletg tej metody jest mozliwos¢ skrdcenia
czasu hodowli in vitro, gdyz zarodki mozna przeszczepia¢ do matek zastepczych
wkrotce po zakoriczeniu mikromanipulacji. Pierwszy technike mikroiniekcji do bla-
stocysty zastosowat Gardner (21). Technika ta wymagata uzywania przez operatora
jednoczesnie 5 narzedzi mikrochirurgicznych. Stopniowo zostata ona ulepszona,
i 4 z nich zostaly zastgpione przez ! pipete iniekcyjng o odpowiednio wyprofilowa-
nym zakonczeniu (30-32). Za pomocg mikropipety komorki z hodowli in vitro lub
izolowane blastomery sg umieszczane w jamie blastocysty, gdzie wbudowujg sie
w wezet zarodkowy, a nie w trofoblast. Dlatego struktury pozazarodkowe zawsze
pochodzg w catosci z blastocysty-biorcy, za$ cialo zarodka moze zawiera¢ w sobie
pochodne wezta zarodkowego blastocysty-biorcy i komérek wszczepionych. Mozli-
we jest réwniez uzyskiwanie zarodkdw w ktérych trofoblast pochodzi catkowicie od
jednego zarodka, podczas gdy wezet zarodkowy od zarodka drugiego (chimery
wezet-trofoblast). W tym celu z blastocysty usuwa sie wezet zarodkowy pozosta-
wiajac pusty pecherz trofoblastyczny, do ktérego nastepnie wszczepia sie obce ko-
morki. Aby uzyska¢ pecherz trofoblastyczny w ostonce przejrzystej otaczajgcej bla-
stocyste robi sie naciecie tuz nad weztem zarodkowym. Przez otwor ten wydostaje
sie fragment blastocysty: wezet zarodkowy wraz z trofoblastem biegunowym. Frag-
ment jest odcinany, a przez ten sam otwOr w ostonce przejrzystej wprowadzany jest
fragment wezta zarodkowego pochodzacego z innej blastocysty (33).

3.2. Tworzenie chimer wtdérnych

Postimplantacyjne metody tworzenia chimer nie sa szeroko stosowane, ze wzgle-
du na trudnosci zwiazane z manipulacjami na zaimplantowanych zarodkach. Mani-
pulacje takie muszg by¢ wykonywane in utero, gdyz nie jest mozliwa ponowna im-
plantacja zarodka raz usunietego z macicy. Chimeryzm w takim organizmie moze
dotyczy¢ tylko matego obszaru lub jednego organu, ze wzgledu na brak masowych
migracji komorek, poniewaz na tym etapie rozwoju zdolnosci regulacyjne zarodka
sg znacznie ograniczone. Nadal jednak dos$wiadczenia takie majg przewage nad
transplantacjami do w petni rozwinietego organizmu, gdyz pozwalajg $ledzi¢ dalsze
etapy rozwoju ptodowego. Przeszczep taki, w obrebie jednego gatunku, nie wy-
wotuje odpowiedzi immunologicznej i nie jest odrzucany.

Eksperymentalnie tworzy sie najczesciej wtérne chimery krwi. Zwierzeta sg na-
promieniowywane letalng lub subletalng dawka promieniowania X, a nastepnie prze-
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szczepiane sg im obce komorki, zwykle pochodzace ze szpiku kostnego. U ludzi me-
toda ta jest szeroko stosowana w terapii nowotwordw krwi. Doswiadczalnie stosuje
sie przeszczep do myszy SCID (ang. severe combined Immunodeficiency, ciezki ztozony
niedobdr odpornosci). Myszy tego szczepu pozbawione sa odpornosci, co zapobie-
ga odrzuceniu przeszczepu.

Metody tworzenia zarodkéw chimerowych zostaty opracowane przede wszyst-
kim u myszy. Réwniez znakomitg wiekszo$¢ doswiadczern wymienionych w tym roz-
dziale przeprowadzono na tym gatunku. Szeroki przeglad literatury dotyczacej po-
wstawania i wykorzystania mysich zarodkéw chimerowych znajdzie czytelnik w pra-
cy przegladowej J. D. Westa (34).

4. Zwierzeta doswiadczalne

Najczesciej wykorzystywanym zwierzeciem w badaniach nad chimeryzmem ssa-
kow jest mysz domowa (Mus musculus). jest to najlepszy model do badan podstawo-
wych, ze wzgledu na wielo$¢ wyprowadzonych szczepow, tatwosé hodowli zwierzat
i szybka wymiane pokolen, fatwos¢ hodowli zarodkéw i komorek in vitro, jednak in-
teresujaca jest réwniez mozliwos¢ prowadzenia takich badan na zwierzetach gospo-
darskich, co pozwala na ewentualne praktyczne wykorzystanie uzyskanych wyni-
kow. Do tej pory uzyskano urodzone, zywe chimerowe zwierzeta u takich gatunkow
laboratoryjnych jak mysz, chomik (35) i szczur (36,37), a takze u myszaka (Peromyscus
maniculatus bairdi-, (38) i krolika (39,40) oraz zwierzat gospodarskich: owcy (41),
bydta (42), Swini (43); (tab. 1).

Tabela 1
Chimery ssakow*

Gatunek Metoda Wynik Zrédto
| 2 3 4
chomik  agregacja 2 pozbawionych ostonki przejrzystej — urodzone zwierzeta: chimeryzm siersci (35)

zarodkéw 8-blastomerowycli
szczur agregacja 2 pozbawionych ostonki przejrzystej —doroste zwierzeta: chimeryzm siersci (pigmen-  (37)
zarodkéw 8-blastomerowych tacja i badanie histologiczne mieszkéw wioso-
wych)
myszak  agregacja 2 pozbawionych ostonki przejrzystej — doroste ptodne zwierzeta: chimeryzm siersci (38)
zarodkéw 4-8-blastomerowych
krélik iniekcja wezta zarodkowego do jamy biastocysty ~ ptody w potowie cigzy: chimerowa pigmentacja  (39)
lub do morul w ostonce przejrzystej oka, chimeryzm potwierdzony analizg izozymow
\DA
iniekcja komorek zarodkowych do jamy blasto-  urodzone zwierzeta: chimeryzm siersci, brak  (40)
cysty chimeryzmu w linii piciowej
Swinia iniekcja wezta zarodkowego do jamy biastocysty ~ urodzone zwierzeta: chimeiy'zm sierdci i biatek  (43)
krwi
owca agregacja par zarodkéw po 16-32 komorki urodzone martwe miode: prawdopodobnie chi-  (41)
mera
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3

owca iniekcja 1-4 blastomeréw pochodzacych z 8-bla-  urodzone zwierzeta: chimeryzm krwi; jedno  (77)
stomerowego zarodka do zarodkow 8-blastome-  zwierze: we krwi tylko pochodne wprow'adzone-
rowych go blastomeru
iniekcja wezta zarodkowego do jamy blastocysty  liczne urodzone zwierzeta: chimeryzm siersci  (78)
i biatek krwi, kilka jagniat prawdopodobnie po-
chodzito tylko z komérek wszczepionych
krowa agregacja 4 potowek zarodkéw 8-blastomero-  urodzone zwierze: chimeryzm siersci (42)
wych w ostonce przejrzystej
iniekcja 8-10 transgenicznych komorek zarod-  chimerowe plody: w gonadach transgeniczne  (79)
kowych do zarodka 8-16-blastomerowego pierwotne komérki ptciowe
agregacja weztow zarodkowych z moriilami urodzone zwierzeta: chimeryzm siersci i chro-  (80)
mosoméw pici
agregacja komorek zarodkowych z 2 tetraplo-  urodzone zwierzeta: chimeryzm potwierdzony  (81)

idalnymi  zarodkami pozbawionymi  ostonki

przejrzystej

analiza mikrosatelitarng

"W tabeli nie umieszczono danych dotyczacych chimeryzmu u myszy.

Interesujagcym modelem doswiadczalnym sg zarodki chimerowe, stworzone

przez potaczenie komdrek dwdch réznych gatunkéw (tab. 2). Chimeryzm nie zabu-
rza w widoczny sposéb rozwoju jesli komponenty pochodza z blisko spokrewnio-
nych gatunkéw (ten sam rodzaj), a jednoczesnie takie miedzygatunkowe chimery
pozwalajg na identyfikowanie wielu markeréw, we wszystkich tkankach. W obrebie
tego samego rodzaju uzyskano chimery pomiedzy zarodkami Mus musculus i Mus
caroli (44), Mus musculus i Mus spretus (Modlinski i Szollosi, informacja ustna). Mus
caroli i Mus spretus (Modlinski i Szollosi, informacja ustna), konia i osta (45), Bos tau-
nts i Bos indicus (46).

Uzyskano rowniez zarodki i zwierzeta chimerowe pomiedzy datej spokrewniony-
mi gatunkami: myszg i nornicg rudg (47), myszg i szczurem (48), kozg i owcg (49,50)
oraz krowg i owca (Willadsen, Miller i Lenn, dane nie publikowane, cyt. w: 51).

Tabela 2
Chimery miedzygatunkowe ssakéw
Gatunki Metoda Wynik Zrodto
t 2 3 4
mysz agregacja 8-16-blastomerowych zarodkow:  zarodek w stadium 4 somitéw: chimeryzm  (47)
- nornica ruda 1 zarodek nornicy pomiedzy 2 zarodkami  potwierdzony przez analize chromosomowa
myszy
mysz - szczur  iniekcja szczurzych weziw zarodkowych do  zarodek w stadium 30 somitéw: chimeryzm  (25)
jamy mysiej blastocysty potwierdzony przez analize chromosomowa
agregacja pozbawionych ostonki przejrzystej  rozw¢j do stadium blastocysty: chimeryzm  (48)
zarodkdw na stadium 4-8 blastomeréw lub  nie byt potwierdzany
wczesnej moruli
Mus musculus iniekcja weztow zarodkowych M. caroli do  urodzone zywe zwierzgta: chimery-zm siers-  (44)

- Mus caroli
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blastocyst M. musculus, przeszczepianie do
matek zastepczych M. musculus

ci, chimeryzm potwierdzony analizg GPI
i innych markeréw
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3

koza - owca agregacja po 1 blastomerze 1/4 w pustej urodzone zywe zwierzeta: widoczny zew-  (49)
ostonce przejrzystej; agregacja 4 zarodkéw  netrzny chimeryzm, w jednym przypadku
8-biastomerowy'ch (3:1) bez ostonki przej- réwniez chimeryzm biatek krw'i
rzystej; iniekcja wezta zarodkowego do jamy
biastocysty
agregacja blastomeréw pochodzacych z za- urodzony zywy samiec: widoczny ze-  (50)
rodkéw 8-12-biastomerow'ychb (w sumie ~  wnetrzny chimeryzm, chimeryzm biatek
10, w stosunku 1:1), w bydlecych ostonkach  krwi
przejrzystych

ko - osiot agregacja pojedynczych blastomeréw lub  rozwéj opdznionego pecherzyka zarodkowe-  (45)
grup blastomeréw pochodzacych z zarod-  go do 60. dnia cigzy: chimeryzm nie byt po-
kéw  2-8-blastomerowych, w bydlecych  twierdzany
ostonkach przejrzystych

krowa - owca agregacja blastomeréw 1/8; agregacja bla- urodzone zywe zwierzeta: chimeryzm sier-  (51)

stomeréw 1/8 -1- 1/4
iniekcja blastomeréw' do jamy biastocysty

$ci i tkanek wewnetrznych

Bos taurns urodzone zwierze: chimeryzm biatek krw'i (46)

- Bos indicus

Uzyskano rowniez chimery miedzy normalnymi a hybrydowymi (owczo x kozimi)
zarodkami: urodzity sie zwierzeta chimerowe, z udziatem komdrek hybrydowych,
podczas kiedy same zarodki hybrydowe nie moga sie rozwija¢ az do urodzenia (52).
Stworzenie chimery owczo-koziej umoztiwito zniesienie bariery reprodukcyjnej
miedzy tymi gatunkami, poniewaz dzieki chimeryzmowi zarodek-tozysko mozliwe
jest urodzenie kozlagt z owczej matki (53) i jagnigt urodzonych przez koze (49).

5. Markery chimeryzmu

Aby stwierdzi¢ czy zarodek lub dorosty organizm podejrzewany o chimeryzm
jest rzeczywiscie chimerg, konieczna jest identyfikacja markeréw specyficznych dla
jego komponentéw. Pozwalajg one ponadto oceni¢, jakie sa proporcje réznych
sktadnikdéw organizmu chimerowego oraz jaki jest ich rozktad przestrzenny.

Juz w latach siedemdziesigtych Anne McLaren postulowata czym powinien sie od-
znacza¢ idealny marker. Powinien on by¢ niespecyficzny tkankowo (wystepowac we
wszystkich komorkach ciata zwierzecia), autonomiczny komorkowo (nie ulegaé se-
krecji na zewnatrz), tatwy do wykrycia (zaréwno in vitro jak in vivo), wystepujacy
w wielu wariantach, pozwalajac na rozroznienie np. zwierzat réznych szczepOw oraz
nie wptywac na rozwoj (w przypadku markerow sztucznie wprowadzanych do komo-
rek). McLaren zauwazyta, ze taki marker nie istnieje. Dlatego w zaleznosci od gatun-
ku i poszukiwanej informacji stosuje sie tak réznorodne metody jak analiza mikrosa-
telitarna DNA genomowego, badanie réznic w ekspresji antygenéw zgodnosci tkan-
kowej (rozpoznawanie przez wyznakowane przeciwciato lub sprawdzanie przez
przyjecie lub odrzucenie przeszczepu skory), identyfikacja markeréw chromosomo-
wych i wiele innych.
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Pierwszym zastosowanym i zarazem wcigz bardzo dobrym markerem jest pig-
mentacja, poniewaz omaszczenie i kolor oczu sg fatwe do zaobserwowania wkrotce
po urodzeniu. Kolor siersci potomstwa zwierzat podejrzewanych o chimeryzm wska-
zuje czy chimeryzm dotyczy linii plciowej. Waznym markerem, szczegOlnie w przy-
padku chimer miedzygatunkowych, sg réznice morfologiczne - wyglad zewnetrz-
ny dorostych organizmoéw, a takze komoérek we wczesnych zarodkach.

Ze stosowanych wspoétczesnie markerow warto wymieni¢ elektroforetyczne wa-
rianty enzymoéw - przede wszystkim izozymy GPI (ang. glucose phosphate isomerase,
izomeraza glukozofosforanowa), enzymu szlaku glikolizy (54). Duzg popularno$é zy-
skujg obecnie markery transgeniczne. Nie wystepujg one zwykle w wielu warian-
tach, ale s3 wprowadzane metodami transgenezy do konkretnych zarodkéw badz li-
nii komérek, ktére w ten sposéb sa tatwe do odréznienia od linii dzikich. Wymienic¢
tu nalezy przede wszystkim komorki z wprowadzonym bakteryjnym genem lacZ
(ROSA (3 - geo 26, ang. reverse orientation splice acceptor P-gal), ktérego ekspresja
jest tatwa do wykrywania metodami histochemicznymi na preparatach histologicz-
nych. Gen ten ulega ekspresji we wszystkich tkankach myszy szczepu ROSA26 (55).
Na szczeg6lng uwage zastuguje gen biatka GFP (ang. green fluorescent protein, biatko
zielono fluoryzujace) poniewaz jego ekspresja moze by¢ wykrywana na podstawie
fluorescencji zaréwno in Wfro jak in vivo, a jednoczes$nie nie wptywa on na rozwdj za-
rodkdw ssakow (56-58). Jest on zatem bardzo bliski definicji idealnego markera.
Ekspresja wielu innych transgenow, jak np. TgN(Hbb-bl)83Glo (59) moze by¢ wykry-
wana in situ metoda hybrydyzacji DNA-DNA. Warto réwniez wspomnie¢ o barwniku
PKH26, czasteczce alifatycznej, wbudowujacej sie w blony komoérkowe, tatwo wy-
krywanej przez kilka dni zaréwno in vitro jak in vivo (60). Znacznik ten jest z powo-
dzeniem stosowany jako krétkotrwaty marker chimeryzmu w zarodkach bydlecych
(61), a takze w prowadzonych w naszym laboratorium badaniach nad mozliwoscig
uzyskania u myszy chimer przy udziale komérek somatycznych.

Tworzenie chimer miedzygatunkowych pozwala na identyfikacje wielu marke-
row, we wszystkich tkankach, a jesli gatunki te sg blisko spokrewnione, to ,,rézno-
gatunkowos$¢” nie upos$ledza rozwoju zwierzecia.

6. Wykorzystanie zwierzat chimerowych

Pierwsze doswiadczenia wykorzystujgce zarodki chimerowe byly jednym z do-
woddw na dziatanie regulacyjnego modelu rozwoju zarodka ssakow (na przyktadzie
myszy). Dalsze prace wniosty nowe informacje na temat liczby komorek koniecz-
nych do powstania zarodka, czynnikéw réznicowania komoérek wezta zarodkowego
i trofoblastu (hipoteza inside - outside; [62]), regulacji wielkosci zarodka oraz de-
terminacji pici.

Obecnie chimery sg wykorzystywane nie tylko w badaniach podstawowych, ale
réwniez w naukach stosowanych - medycynie i hodowli zwierzat. Wcigz sg bardzo
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uzytecznym narzedziem w badaniach nad rozwojem ssakow, szczegdlnie mozliwo-
$ci rozwojowych i loséw komdrek w zarodku, ale oddajg rdwniez ustugi w genetyce,
pozwalajac na identyfikacje dziatania genow (63).

Eksperymentalne tworzenie wtdrnego chimeryzmu szpiku kostnego u zwierzat
laboratoryjnych przyczynito sie do poznania mozliwosci adaptacyjnych i rozwojo-
wych komorek macierzystych szpiku. Dzigki temu mozliwe jest dzisiaj powszechne
stosowanie przeszczepdw szpiku kostnego (a tym samym tworzenie chimeryzmu
szpikowego) w medycynie ludzkiej.

Najwazniejszym zastosowaniem dla chimerowych zarodkéw ssakéw jest obec-
nie, jak sie wydaje, otrzymywanie zwierzat transgenicznych. Komorki (pierwotne
komérki zarodkowe, komorki macierzyste) w hodowli in vitro mozna stosunkowo
fatwo poddawac transfekcji (metoda ta jest bardziej wydajna niz mikroiniekcja trans-
genu do przedjadrzy zygot), a nastepnie tworzy¢ chimery z ich udziatem (64). jesli
wprowadzone komorki dadzag poczatek linii komdrek piciowych, to w potomstwie
otrzymanych zwierzat chimerowych znajda sie osobniki w petni transgeniczne.

Dzieki zastosowaniu technik klonowania chimerowego mozna uzyska¢ zwierze-
ta transgeniczne bezposrednio z komérek z hodowli in vitro, bez potrzeby oczeki-
wania na potomstwo chimer. Pierwsze tego typu doswiadczenia (13) polegaty na
agregacji blastomeréw 1/4 lub 1/8 z blastomerami pochodzgcymi z innych zarodkow
w tym samym stadium, jednak w ten sposob, ze blastomery ,,klonowane” znajdo-
waly sie w $rodku agregatu, i to one z wiekszg czestoscig tworzyly tkanki zarodka.
Obecnie do tego celu uzywa sie chimer ztozonych z komponentu normalnego oraz
tetraploidalnego lub partenogenetycznego. Zarodki partenogenetyczne (65,66) i te-
traploidalne (67-69) moga sie rozwija¢ do stadium poimplantacyjnego, ale nigdy az
do momentu urodzenia. Dlatego sg one dobrym nosnikiem dla pierwotnych komo-
rek zarodkowych, zapewniajgc im odpowiednie srodowisko dla rozwoju na wczes-
nym etapie. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze przydatniejsze sg do
tego celu zarodki tetraploidalne (np. otrzymywane przez fuzje obu blastomerow 1/2
lub blokowanie cytokinezy jednego z podziatow bruzdkowania). W chimerach di-
ploidalno-tetraploidalnych komdrki tetraploidalne sa stopniowo eliminowane z tka-
nek pochodzacych z wezta zarodkowego (70). W dojrzatym plodzie pozostajg one
jedynie w strukturach pozazarodkowych pochodzacych z trofoblastu, podczas gdy
nawet w dorostym organizmie chimer partenogenetyczno normalnych pozostaje
cze$¢ komorek partenogenetycznych (71). Inng metoda klonowania chimerowego
moze by¢ tworzenie chimer ,wezet-trofoblast” przez wprowadzanie fragmentow
morul, weztéw zarodkowych lub komérek z hodowli in vitro do pecherzy trofobla-
stycznych (28,72,73).

Tworzenie zarodkdéw chimerowych umozliwia analizowanie przebiegu réznico-
wania komdrek w normalnym rozwoju, jak rowniez ich ewentualnego odréznicowa-
nia i transdyferencjacji. W wyniku agregacji pierwotnych komérek zarodkowych
z blastomerami tetraploidalnymi (74), a takze wprowadzania komorek pierwotnych
do pecherzy trofoblastycznych, uzyskano myszy wywodzace sie catkowicie z tych
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komorek, co dowodzi ich totipotencji. W ostatnich latach przeprowadzono badania
z wykorzystaniem metodyki klonowania chimerowego, ktére rzucajg nowe $Swiatto
na mozliwosci rozwojowe komdrek macierzystych, pochodzacych z dorostych tka-
nek. Macierzyste komorki nerwowe pochodzace z mozgu dorostych myszy po wpro-
wadzeniu do jamy owodni zarodka kury i jamy btastocysty zarodka mysiego uczest-
niczyty w tworzeniu ptodéw, a potomstwo tych komérek znajdowano w tkankach
pochodzacych ze wszystkich listkdw zarodkowych (75). Ostatnio dowiedziono, po-
przez wstrzykiwanie komoérek MAP (ang. multipotent addult progenitor cells) do my-
sich blastocyst, ze komdrki te moga uczestniczyé w tworzeniu tkanek wywodzacych
sie ze wszystkich listkow zarodkowych (76).

Genetycy dysponuja juz wieloma szczepami mutantow, ale konieczne jest znale-
zienie sposobu na analize fenotypu. Obserwowanie mutantéw typu ,,knock-out” nie
zawsze daje petny obraz dziatania genu, mozliwe jest jednak tworzenie chimer po-
miedzy zarodkami o fenotypie zmutowanym a dzikim. Analiza chimerowa moze
ujawni¢ pierwotne miejsca dziatania genu, bez koniecznosci przyjmowania zatozen
a priori w oparciu na wzorcu ekspresji danego genu. Wyparcie zmutowanych komo-
rek z jednej tkanki w organizmie chimerowym oznacza prawdopodobnie, ze w tej
tkance zachodzi ekspresja tego genu w normalnym rozwoju. Jesli defekt genetyczny
powoduje $mieré zarodka lub nienormalny rozwdj catego organu, to analiza fenoty-
pu samego mutanta nie jest wystarczajgca, gdyz fenotyp takiego organizmu od-
zwierciedla juz pierwsze zaburzenia w funkcjonowaniu genu w rozwoju. W przy-
padku mutacji letalnych, szczegdlnie tych, ktore powodujg zatrzymanie rozwoju na
wczesnym etapie, potgczenie komponentu zmutowanego z dzikim pozwala na roz-
wdj takiego zarodka, a tym samym na badanie dalszego losu komorek zmutowa-
nych. Procedura taka nazywa sie ,,ratowaniem letalnych fenotypow”. Umozliwia ona
réwniez sprawdzenie czy wczesna letalno$¢ zarodkéw zwigzana jest z tkankami za-
rodka czy ze strukturami pozazarodkowymi (dzieki tworzeniu chimer wezet-trofo-
blast), w jakiej tkance lub organie dziata badany gen, a takze czyjego dziatanie jest
autonomiczne komorkowo. Jest to wazna informacja, ktorej nie mozna uzyskac
przez obserwacje fenotypu zmutowanych zwierzat, gdyz czesto efekt dziatania
genu obserwuje sie w innej tkance lub narzadzie niz w tej, w ktérej nastepuje jego
ekspresja.

Doktadniejsza, ale bardziej skomplikowang modyfikacja tego systemu jest meto-
da komplementacji blastocyst (ang. blastocyst complementation assay). Komorki wpro-
wadzane sg do zarodkow, ktére sg niezdolne do tworzenia pewnych linii komorek.
Te wihasnie linie pochodzg w dorostym zwierzeciu tylko z wprowadzonych komdrek,
podczas gdy inne moga mie¢ pochodzenie mieszane.

Chociaz pierwsze chimerowe zarodki ssakow uzyskano eksperymentalnie ponad
40 lat temu, badania nad chimeryzmem wcigz zajmujg wazne miejsce w biologii.
Niektore z pierwszych, doskonatych w swej prostocie technik, sa wcigz stosowane,
inne zostaty z biegiem czasu udoskonalone. Przez wiele lat doSwiadczenia przepro-
wadzane na organizmach chimerowych dostarczaty przede wszystkim informacji na
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temat rozwoju zarodkowego i réznicowania. Dysponujac metodami wspétczesnej
biotechnologii mozemy obecnie prowadzi¢ nowe badania nad chimeryzmem, po-
szerzajac wiedze z innych dziedzin biologii eksperymentalnej i pracujac nad jej
wdrozeniem w naukach stosowanych.

Podziekowania
Bardzo dziekuje Pani doktor Karasiewicz i Panu profesorowi Modlifskiemu za krytyczne uwagi do-
tyczace tego artykutu.
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