Adres do korespondencji

Maria Skrzyszowska,

Dziat Biotechnologii
Rozrodu Zwierzat,
Instytut Zootechniki,
32-083 Balice k. Krakowa;
e-mail:
mskrzysz@izoo.krakow.pl

biotechnologia
L (72) 68-81 2006

PRACE PRZEGLADOWE

Wykorzystanie nowych kierunkéw
badan w klonowaniu somatycznym
swin

Maria Skrzyszowska, Marcin Samiec

Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzat, Instytut Zootechniki,
Balice k. Krakowa

The use of new strategies in the studies on somatic cell cloning
in pigs
Summary

Somatic cell nuclear transfer (SCNT) technique in pigs remains relatively
low (2% to 5% of produced piglets), that is why further efforts have to be made
to optimize both a multi-step cloning procedure and to improve a structu-
ro-functiona! quality of recipient oocytes and nuclear donor cells. Pre- and
postimplantation developmental potential of porcine SCNT-derived embryos
depends to a high degree on not only coordination of mitotic cycle stage with
phenotype of nuclear donor cell, but also proper combination of the methods of
maternal chromosome elimination (enucleation), oocyte reconstruction tech-
niques, the systems of artificial activation of generated nuclear-cytoplasmic hy-
brids (clonal cybrids) and in vitro culture of reconstructed embryos. Generally, it
can result in increasing the competences of both somatic nuclear and mitochon-
drial genome for epigenetic remodeling/reprogramming in developing cloned
embryos.
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1. Wstep

Na obecnym etapie badan, techniczne mozliwosci klonowa-
nia somatycznego $win i innych gatunkow ssakéw wyprzedzaja
znacznie zrozumienie biologicznych uwarunkowan, a w szcze-
gblnosci molekularnych aspektow tej technologii.
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Rozwdj badan nad klonowaniem somatycznym $win, inspirowany Jest mozliwos-
ciami praktycznego wykorzystania tej techniki do produkcji transgenicznych loch
i knuréw, a takze do multiplikacji istniejacych juz transgenicznych osobnikéw. Do-
niesienia o wykorzystaniu techniki transplantacji jader transfekowanych in vitro ko-
morek somatycznych do uzyskania transgenicznych $win, z potwierdzong moleku-
larnie oraz fenotypowo ekspresjg genu biatka intensywnej zieleni fluorescencyjnej
(1,2), ale przede wszystkim wyprodukowanie sklonowanych prosigt z hodowanych
in vitro fibroblastow skoéry zmodyfikowanych genetycznie ptodéw lub dojrzatych
osobnikow z ksenogenicznymi epitopami zablokowanymi pod wptywem ekspresji
genu H-transferazy (3,4), $wiadcza o mozliwosciach wykorzystania transformowa-
nych genetycznie organéw sklonowanych $win w ksenotransplantologii. Ze wzgledu
na poréwnywalng wielkos¢ i wydolnos¢ fizjologiczng narzadow Swini i cztowieka,
obiecujgco rysuje sie mozliwos¢ przeszczepiania ksenotransplantéw, pochodzacych
od zmodyfikowanych genetycznie $win, jako alternatywnego zrédta organéw w sto-
sunku do przeszczepdéw allogenicznych, ktérych dostepnosé, z powodu ograniczo-
nej liczby dawcdw, jest wcigz niewystarczajaca do potrzeb wystepujacych w tym za-
kresie (3).

Niska wydajno$¢ technologii klonowania somatycznego $win (2-5%) wymusza po-
trzebe podejmowania dziatann zmierzajacych nie tylko do poprawy skutecznosci
techniki transplantacji jader komdrkowych u tego gatunku, lecz takze do rozpozna-
nia mozliwych konsekwencji jej zastosowania. Zblizenie sie do tego celu mozliwe
bedzie zaréwno poprzez optymalizacje poszczego6lnych etapdw samej procedury
klonowania, jak i poprawe kondycji strukturalno-funkcjonalnej oocytéw-biorcow
oraz komorek somatycznych, dawcow jader (5,6), co z kolei moze mie¢ wplyw na
wzrost ich kompetencji do epigenetycznego przeprogramowania/przemodelowania
genomu jadrowego i mitochondrialnego w przedimplantacyjnych zarodkach klonal-
nych.

2. Dojrzatos¢ jadrowo-cytoplazmatyczna oocytow-biorcow jader
somatycznych

Wyniki badar przeprowadzonych nad klonowaniem somatycznym $win potwier-
dzaja, ze stosunkowo wysoki potencjat rozwojowy zarodkéw klonalnych jest mozli-
wy do osiggniecia miedzy innymi w wyniku wykorzystania w procedurze transplan-
tacji jader komorkowych oocytéw-biorcow, wykazujacych petng synchronizacje mie-
dzy dojrzatoscia jadrowa, epigenomowg a cytoplazmatyczng (5,6). Ten optymalny
wzorzec dojrzatosci jadrowo-cytoplazmatycznej jest obserwowany w oocytach po-
owulacyjnych, ktére osiagnety swoja kompetencje mejotyczng w pecherzykach jaj-
nikowych loch lub loszek-dawczyn. jednakze ze wzgledéw ekonomicznych, wyni-
kajacych z wysokich kosztéw zaréwno stymulacji hormonalnej zwierzat w celu in-
dukcji superowulacji, jak i utrzymania zwierzat, czesciej wykorzystywanym zrodiem
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komorek-biorcéw sg oocyty pozyskiwane do dojrzewania in vitro z jajnikéw loch
i loszek rzeznych. Jest to szczegodlnie atrakcyjne Zrédio oocytéw w kontekscie sze-
rokiej dostepnosci tego materiatu biologicznego na potrzeby embriologii ekspery-
mentalnej. Stosowane dotychczas powszechnie metody pozaustrojowej hodowli nie-
dojrzatych oocytéw $wini, oparte na zdefiniowanych chemicznie pozywkach, uzu-
petnionych liofilizowanymi dodatkami hormonalnymi (gonatotroping kosmowkowg
Zrebnych klaczy/eCG oraz ludzkg gonadotroping kosmowkowa/hCG lub ludzka gona-
dotroping menopauzalnag/nMG), aminokwasami egzogennymi (cysteina, cystyng lub
L-glutaming), $winskim ptynem pecherzykowym, oraz rekombinowanymi ludzkimi
czynnikami wzrostowymi (np. epidermalnym czynnikiem wzrostowym/EGF, czynni-
kiem przeciwbiataczkowym/LIF lub transformujgcym czynnikiem wzrostowym oyTGF-a)
nie pozwalajg jednak na uzyskiwanie satysfakcjonujacego odsetka komdrek-bior-
cow, wykazujacych petng (skoordynowang) dojrzatosé jadrowo-cytoplazmatyczna,
ktora z kolei warunkuje ich prawidtowg kondycje strukturalno-funkcjonalna. Zdecy-
dowang poprawe efektywnos$ci dojrzewania mejotycznego in vitro osiggnieto dopie-
ro po zastosowaniu sekwencyjnych (dwustopniowych) systeméw hodowli oocytow.
Pierwszy etap hodowli in vitro obejmuje inkubacje oocytéw w pozywce uzupetnio-
nej egzogennymi hormonami oraz odpowiednimi czynnikami odwracalnie bloku-
jacymi cykl mejotyczny: 1) inhibitorami procesu rozpadu otoczki jadrowej pecherzy-
ka zarodkowego (GVBD, ang. germinal vesicle break-down) np. cyklicznym dibutyryloa-
denozynomonofosforanem (dwumaslanem cAMP/db-cAMP) lub 2) specyficznymi in-
hibitorami kompetycyjnymi kinaz cyklino-zaleznych (m.in. serynowo-treoninowej
kinazy biatkowej p34""™) np. roskowityng lub butyrylolaktonem 1 Procedura ta po-
zwala na zwiekszenie stopnia synchronizacji cyklu mejotycznego oocytéw w sta-
dium diktiotenu profazy podziatu redukcyjnego, czyli w stadium pecherzyka zarod-
kowego (GV, ang. germinal vesicle). Z kolei, w drugim etapie inkubacji oocytow
z pozywki hodowlanej eliminowane sg dodatki hormonalne oraz blokery cyklu me-
jotycznego. Umozliwia to z jednej strony lepsza koordynacje w nabywaniu kompe-
tencji mejotycznej przez oocyty, czyli zdolnosci oocytéw do wznowienia i ukoncze-
nia mejozy, a z drugiej - zmniejszenie stopnia asynchronii miedzy dojrzatoscia
jadrowa, epigenomowa i cytoplazmatyczng oocytéw w stadium metafazy Il podziatu
mejotycznego (ekwacyjnego/wyréwnawczego).

3. Koordynacja stadium cyklu mitotycznego z fenotypem komorki-dawcy
jadra

Z przeprowadzonych dotychczas eksperymentéw nad klonowaniem $wiri wyni-
ka, ze zrodtem komérek somatycznych, najbardziej podatnych na epigenetyczne
przeprogramowanie genomu jadrowego i mitochondrialnego w zrekonstytuowa-
nych zarodkach, sg fibroblasty ptodowe, a takze fibroblasty tkanki skérnej doro-
stych osobnikéw, ktérych cykl mitotyczny zostat zsynchronizowany in vitro w sta-
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dium GI/GO w wyniku gtodzenia (deprywacji troficznej) lub hodowli do stanu petnej
konfluencji (inhibicji kontaktowej migracji i proliferacyjnego wzrostu komoérek;
[1,2,5-7]). jednakze, ostatnio w badaniach nad klonowaniem somatycznym $win po-
jawila sie tendencja do wykorzystywania innych Zrddet komorek-dawcow jader, ta-
kich jak np. komdrki tkanki migesniowej gtadkiej serca (kardiomiocyty; [8]) czy ko-
mérki nerek (9). Ponadto proponuje sie alternatywny system synchronizacji faz cy-
klu podziatowego hodowanych in vitro komérek somatycznych w stadium G2/M,
w wyniku kilkugodzinnej inkubacji komérek w pozywce z dodatkiem odpowiednie-
go inhibitora mikrotubuli wrzeciona kariokinetycznego (kolchicyny, kolcemidu lub
nokodazolu; [10,11]).

4. Optymalizacja procedury klonowania somatycznego

Pre- i postimplantacyjny potencjat rozwojowy zarodkéw $wini rekonstytuowa-
nych z jagder komorek somatycznych zalezy w duzym stopniu nie tylko od koordyna-
¢ji stadium cyklu mitotycznego z fenotypem komoérki-dawcy jadra, lecz takze od od-
powiedniego zestawienia metod eliminacji chromosoméw matecznych (enukleaciji),
technik rekonstrukcji oocytéw (transplantacji jader komdrkowych), systemow
sztucznej aktywacji uzyskanych hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych (cybryd klonal-
nych) oraz hodowli in vitro zarodkéw Klonalnych (8,12,13).

Poszukiwane sg nowe rozwigzania, ktére mogg przyczynic¢ sie do technicznych
usprawnien, powodujacych obnizenie czasochtonnosci zabiegu klonowania, a tym sa-
mym do zachowania odpowiednich reziméw czasowych miedzy poszczeg6lnymi eta-
pami procedury klonowania somatycznego. Ten kierunek optymalizacji badah moze
zatem prowadzi¢ do obnizenia stopnia inwazyjnosci stosowanych powszechnie proce-
dur enukleacji, rekonstrukcji oraz sztucznej aktywacji oocytow. jest to niezwykle
istotne, biorac pod uwage cytofizjologiczne i biofizyczne ograniczenia mozliwosci
adaptacyjnych cybrydowych zygot klonalnych, powstatych w wyniku hybrydyzacji (wy-
mieszania) mikrosrodowisk cytoplazmatycznych komérek pochodzacych z dwoch réz-
nych linii rozwojowych; gametogenicznej (germinalnej) oraz somatyczne;j.

4.1. Eliminacja chromosoméw matecznych (enukleacja oocytéw)

W badaniach nad klonowaniem $wih coraz czesciej proponuje sie wykorzystanie
enukleacji mikrochirurgicznej wspomaganej chemicznie (z wykorzystaniem kombi-
nacji demekolcyny lub nokodazolu oraz sacharozy) lub dwustopniowej enukleacji
chemicznej (z wykorzystaniem kombinacji jonomycyny i demekolcyny) jako alterna-
tywnych metod eliminacji chromosoméw matecznych (8,9,14,15), szczeg6lnie z po-
wodu niewielkiego stopnia inwazyjnosci w ultrastrukture cytoplazmy oocytu. Daje
to mozliwos¢ unikniecia niebezpieczenstwa wynikajgcego z usuniecia nadmiernej
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ilosci specyficznych czynnikdw ooplazmatycznych regulujgcych przebieg cyklu me-
jotycznego oraz przejscie z mejotycznej do mitotycznej kontroli cyklu komérkowe-
go w rekonstruowanych zarodkach. Niedobdr tych czynnikéw w cytoplazmie blasto-
meroéw moze bowiem wywola¢ powazne konsekwencje w postaci braku struktural-
nego przemodelowania chromatyny i epigenetycznego przeprogramowania geno-
mu jadrowego komorki somatycznej, a tym samym ograniczenia zdolnosci rozwojo-
wych przedimplantacyjnych zarodkéw klonalnych.

4.2. Rekonstrukcja enukleowanych oocytéw

Potaczenie $rodowisk cytoplazmatycznych dwdch komoérek znajdujacych sie
w réznych stadiach cyklu podziatowego powoduje zaktocenie mechanizméw kon-
trotujacych przebieg cyklu i mozliwos$¢ pojawienia sie nieprawidtowosci w dalszym
rozwoju cybrydowej zygoty Klonalnej. jednakze, wasciwy dob6r stanéw cytofizjoto-
gicznych karioplastéw i cytoplastéw w momencie rekonstrukcji zarodkéw poprzez
hybrydyzacje somatycznych komdrek-dawcow jader w fazie GO/GL (o0 uspionej ak-
tywnosci proliferacyjnej i spowolnionym metabolizmie aparatu jadrowego, przez re-
gulowane zewnatrzkomérkowo epigenetyczne modyfikacje DNA, prowadzace do
niemal catkowitej supresji transkrypcyjnej materiatu genetycznego) oraz oocytdw-
-biorcow jader, ktérych cykt mejotyczny zostat réwniez zablokowany na skutek
osiggniecia dojrzatosci cytoplazmatycznej i jadrowej, przyczynia sie z pewnoscig do
obnizenia niestabitnosci genomu, zredukowania stopnia asynchronii w interakcjach
jadrowo-cytoplazmatycznych i prawidtowej rearanzacji egzogennej chromatyny ja-
drowej.

Rekonstrukcja oocytdw poprzez zastapienie ich wiasnego materiatu genetyczne-
go DNA jadrowym komdrki somatycznej jest, obok enukteacji, najbardziej istotnym
etapem techniki klonowania somatycznego $win. Mikrochirurgiczny transfer kario-
plastéw lub catych komorek somatycznych jest alternatywng metoda rekonstrukcji
klonalnych hybryd jadrowo-cytoplazmatycznych w stosunku do powszechnie stoso-
wanej fuzji komorek indukowanej w polu elektrycznym. Technika rekonstrukcji
oocytéw moze w duzym stopniu wptywac¢ na molekularne mechanizmy rearanzacji
chromatyny jadrowej, obejmujgce zaréwno strukturalne przemodelowanie jak i epi-
genetyczne przeprogramowanie somatycznego materialu genetycznego. Ponadto,
system doooplazmatycznej iniekcji karioplastow lub catych komdrek somatycznych
w fazach GO/GI tub G2/M cyklu podziatowego moze przyczyni¢ sie do wzrostu wy-
dajnosci techniki klonowania somatycznego $win, a takze innych gatunkow ssakéw
(7,15-17). Zupetnie innym podejsciem do tego zagadnienia jest mikroiniekcja sa-
mych tylko chromosoméw metafazowych komorki-dawcy, zamiast catej komorki so-
matycznej lub calego jadra komorki somatycznej (z nienaruszong integralnoscia
otoczki jadrowej) do cytoplazmy enukleowanego oocytu. Strategia ta, zastosowana
po raz pierwszy w klonowaniu somatycznym $win przez Lai i wsp. (10), powinna za-
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pobiec transferowi przewazajacej wiekszosci specyficznych czynnikdéw komdrki-
-dawcy (cytozolowych i nukleoplazmatycznych), co moze mieé wplyw na prawi-
dtowe przemodelowanie i przeprogramowanie jagdra w nowym $rodowisku komor-
ki-biorcy. W przeciwienstwie bowiem do mikroiniekcji kompletnych jader interfazo-
wych, w wyniku transferu samych ptytek metafazowych, powstate w aktywowanych
oocytach, w procesie przemodelowania, rzekome przedjadrza kumulowatyby w ma-
cierzy (matriks) jadrowej wytacznie endogenne biatka ooplazmatyczne w formie
zwigzanej z chromatyng. Przeprogramowanie genomu dawcy w wyniku petnej syn-
chronizacji faz cyklu komdrkowego karioplastow i cytoplastow mogtoby przebiegaé
wowczas bez zadnych zaburzen. Technika bezposredniej mikroiniekcji chromoso-
moéw metafazowych ostatecznie pozwala na catkowite wyeliminowanie negatyw-
nych skutkéw oddziatywania na wprowadzony materiat genetyczny nadmiaru czyn-
nikdw cytoplazmatycznych pochodzenia egzogennego, zakidcajacych wymiane
i wspotdziatanie miedzy czynnikami jadrowymi, a wewnetrznymi zwigzkami oopta-
zmatycznymi, gtdwnie z grupy biatek enzymatycznych nalezacych do rodziny kinaz
cyklino-zaleznych (CDKs, cyclin-dependent protein kinases) i fosfataz. Kolejng zaletg
metody mikroiniekcji jest zatem zapobieganie naruszeniu specyficznej dynamicznej
rownowagi catej kaskady proceséw katalizowanych przez r6zne enzymy regulujace
przebieg cyklu komorkowego, a takze umozliwienie prawidtowego funkcjonowania
rozmaitych biatek regulatorowych (z grupy stymulatoréw i/lub inhibitoréw) w re-
konstruowanych zygotach. Transplantacja jgder interfazowych lub ptytek metafazo-
wych ma jeszcze jedng zasadniczg przewage nad technika elektrofuzji komoérek. Po-
zwala bowiem unikng¢ szkodliwego wptywu nadmiaru czynnikéw, czesto o antago-
nistycznym dziataniu, i niedoboru substancji reagujacych synergistycznie, w nastep-
stwie polaczenia i wymieszania (hybrydyzacji) dwéch réznych Srodowisk cytopla-
zmatycznych komorki-dawcy i ooplastu i powstania cybrydowej zygoty klonalne;.

4.3. Odstep czasowy miedzy rekonstrukcjg a aktywacjg oocytow

Podczas gdy w klonowaniu somatycznym bydta i matych przezuwaczy (owca,
koza) preferowany jest zazwyczaj 3-6-godzinny (18-24) lub nawet dtuzszy 6-10-go-
dzinny (25,26) okres preinkubacji zygot klonalnych w pozywce pozbawionej jonéw
Ca"™*" i Mg2+, lub w pozywce o niskiej sile jonowej, w celu wiasciwego przygotowa-
nia chromatyny jadrowej do postaktywacyjnych przemian jakosciowych i iloscio-
wych w jej konformacji przestrzennej, u $wih zaleca sie wrecz skrdcenie tego czasu
do 3-4 godzin (7,16,27-29), a nawet 1-2 godzin (7,8,10,30,31). Takie przedziaty cza-
sowe miedzy momentem fuzji/mikroiniekcji a momentem aktywacji uwaza sie u te-
go gatunku za wystarczajgce dla whasciwych interakcji jagdrowo-cytoplazmatycznych
w rekonstruowanych oocytach. Wyniki doswiadczen przeprowadzonych przez Koo
i wsp. (32) jednoznacznie wskazujg na wyzsze kompetencje rozwojowe do stadium
blastocysty oraz wyzsza jakos¢ morfologiczng zarodkéw elektroaktywowanych
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2 godziny po fuzji, w poréwnaniu z zarodkami poddawanymi 4- i 6-godzinneJ inku-
bacji przed procedurg aktywacji. Ponadto, blastocysty uzyskane z oocytdéw aktywo-
wanych 2 godziny po zabiegu transplantacji jader fibroblastéw ptodowych posiadaty
prawie dwukrotnie wyzszg (ok. 30) Srednig liczbe komérek, niz blastocysty po-
chodzace z hodowli in vitro zarodkéw aktywowanych 6 godzin po ich rekonstrukcji
(ok. 16). Wydaje sieg, ze skrocenie czasu ekspozycji wprowadzonych jader komérko-
wych na czynniki cytoplazmatyczne oocytu, a tym samym przyspieszenie momentu
postaktywacji rekonstytuowanych oocytow Swiriskich zwigzane jest z wczesniej-
szym (w stadium 4-blastomerowym) niz np. u owiec, kéz i bydta (w stadium 8-16
blastomeréw) uruchomieniem aktywnosci transkrypcyjnej wtasnego genomu zarod-
kowego. Uwaza sie bowiem, ze opdznienie momentu postaktywacji zarodkdw $win-
skich wptywa negatywnie na cykl przemian towarzyszacych epigenetycznemu prze-
modelowaniu i przeprogramowaniu genomu jadrowego i mitochondrialnego ko-
morki somatycznej podczas pierwszych trzech podziatow bruzdkowania. OpdzZnie-
nie, badZ spowolnienie kilkustopniowego procesu dynamicznych zmian konfiguracji
przestrzennej i metabolizmu transferowanej chromatyny somatycznej powoduje, ze
ukonczenie wymaganych modyfikacji epigenetycznych (demetylacji reszt cytozyny
DNA oraz hiperacetylacji histonéw) genomu jadrowego, jak rowniez odpowiednich
interakcji miedzy genomem jadrowym a mitochondrialnym, przed momentem akty-
wacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego staje sie niemozliwe. W wyniku braku
petnej realizacji tych podstawowych dla wczesnej embriogenezy przemian soma-
tycznego DNA genomowego, zarodki $wini wchodza w trwaty i nieodwracalny blok
rozwojowy (cleavage-block), w warunkach hodowli in vitro.

W klonowaniu somatycznym $win, obecnie najczesciej stosuje sie jeden z dwoch
nastepujacych uktadéw doswiadczalnych: 1) jadra komérek w fazie G1 lub GO cyklu
mitotycznego wprowadza sie do enukleowanych, nieaktywowanych oocytow w sta-
dium metafazy I (Mil) i réwnocze$nie aktywuje sie uzyskane cybrydy klonalne
(2,11,33) lub tez 2) jadra komorek w stadium GI, GI/GO albo G2/M wprowadza sie
do ooplastéw Mil, ktére aktywowane sg dopiero w 30 minut do kilku godzin (mak-
symalnie do 3-4 godzin) po zabiegu transplantacji jader (protokdt postaktywacii
[2-4,10,16,27,28,381).

Dhugos¢ okresu preinkubacji w doswiadczalnym modelu postaktywowanych
oocytow Swinskich jest takze, jak sie wydaje, zalezna od rodzaju zastosowanego
czynnika indukujacego wznowienie zablokowanego w stadium Metafazy Il cyklu
mejotycznego. Przed aktywacja elektryczna, cybrydy rekonstruowane z jgder komé-
rek somatycznych sg zazwyczaj inkubowane w pozywce o niskiej sile jonowej przez
1-2 godziny (8,10,30,31). Dwustopniowa aktywacja chemiczna z wykorzystaniem
kombinacji zwigzkow sulfhydrylowych/disulfidowych timerosalu/ditiotreitolu wyma-
gajeszcze krotszego czasu trwania preinkubacji rekonstytuowanych oocytow w me-
dium wolnym od kationéw Ca™ i Mg+, a mianowicie od 30 minut do | godziny,
maksymalnie do 2 godzin (34-36). W przypadku stosowania procedur opartych na
potaczeniu standardowej aktywacji chemicznej, z uzyciem jonomycyny, z odwra-
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calng inhibicjg cyklino-zaleznych kinaz biatkowych za pomocg analogu puromycyny
- 6-dimetyloaminopuryny (6-DMAP), okres ekspozycji transferowanego jgdra soma-
tycznego na dziatanie czynnikéw cytozolowych oocytu jest najczesciej nieznacznie
wydtuzony do 3-4 godzin (2,27,28). Tak opracowane protokoty eksperymentalne
odstepOw czasowych miedzy etapem rekonstrukcji zygot Swinskich a ich aktywacijg
utatwiajg petne przemodelowanie chromatyny jadrowej i przeprogramowanie DNA
genomowego komorek somatycznych, jednak nie sg to systemy uniwersalne i moga
podlega¢ pewnym modyfikacjom.

4.4, Sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocytow

Kolejnym czynnikiem decydujgcym w duzym stopniu o kompetencjach rozwojo-
wych zarodkdw klonalnych $wini jest sztuczna aktywacja rekonstruowanych oocy-
téw. Molekularny mechanizm stosowanych dotychczas metod aktywacji wcigz od-
biega od fizjologicznego wzorca przyrostu wewnatrzkomdrkowej koncentracji ka-
tionéw wapnia [Ca™+j,, inicjowanego penetracjg oocytu przez plemnik w procesie
zaptodnienia. Z kolei, brak skutecznych systeméw aktywacji oocytéw w klonowaniu
somatycznym $wif moze znacznie ogranicza¢ potencjat rozwojowy rekonstytuowa-
nych zarodkéw, dlatego tez stat sie bodZzcem do poszukiwania nowych, alternatyw-
nych uktadéw doswiadczalnych, ktorych istotg jest wykorzystanie catkowicie od-
miennych zrédet czynnikow aktywujacych lub modyfikacja parametrow fizykoche-
micznych procedur stosowanych u innych gatunkéw zwierzat gospodarskich i labo-
ratoryjnych. Przyrost stezenia wolnych jonéw wapnia w ooplazmie jest podstawo-
wym elementem mechanizmu transdukcji sygnatu stymulujacego dojrzaty oocyt Swi-
ni do uruchomienia wkasnego programu rozwojowego i wyjscia z bloku metafazo-
wego !l podziatu mejotycznego. Mobilizacja wewnatrzkomdrkowych rezerwuaréw
wapniowych (w retikulum endoplazmatycznym gtadkim) oocytdéw $wini generuje se-
rie powtarzalnych wyrzutow Ca’+, ktére przyjmujg charakter szybkich, krétko-
trwatych oscylacji o niskiej czestotliwosci. Pulsacyjny sposob uwalniania jonéw wap-
nia z depozytdw wewnatrzkomérkowych jest konieczny, dlatego ze podwyzszony
poziom Ca+, utrzymujacy sie w cytoplazmie przez dtuzszy czas, jest dla oocytu
toksyczny. Ogromna nadwrazliwo$¢ zrekonstruowanych oocytéw Swini na gwaktow-
ne zmiany metaboliczne w gospodarce wapniowej jest przyczyng niskiej tolerancji
zygot klonalnych na wszelkie odchylenia od opisanego fizjologicznego schematu
oscylacji kationow Ca2+. Dlatego tez w klonowaniu somatycznym $win zaleca sie
stosowanie tylko takich procedur sztucznej aktywacji, ktére spetniatyby warunki
wymagane do prawidtowego uruchomienia programu rozwojowego rekonstytuowa-
nych zarodkdw. Celem takich systeméw stymulacji rekonstruowanych oocytéw do
dalszego rozwoju jest unikniecie wszelkich zaktocen dynamicznej homeostazy w cy-
tozolowej koncentracji jonéw Ca”+, wynikajacych zaréwno z aplikacji zbyt stabych
sygnatdéw aktywujacych jak i sygnatow o zbyt wysokim stopniu inwazyjnosci para-
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metréw fizykochemicznych, wielokrotnie przekraczajgcym mozliwosci adaptacyjne
zygot klonalnych. W wyniku licznych préb sztucznego generowania oscylacyjnych
wyrzutéw wapnia doprowadzajacych do przejsciowego wzrostu wewngtrzkomorko-
wej koncentracji wolnych jonéw Ca+ w rekonstytuowanych oocytach $wini, przete-
stowano wiele réznorakich bodzcéw fizykochemicznych, ktére byly zdolne w mniej-
szym lub wiekszym stopniu do aktywacji programu rozwojowego cybrydowych zy-
got klonalnych. W technologii klonowania somatycznego $wif najczesciej stosowa-
nymi bodzcami aktywujacymi sg czynniki fizyczne, takie jak impulsy pradu statego
(16,31,37), albo czynniki chemiczne, takie jak jonomycyna (2,8,12,28,38,39) lub ti-
merosal w kombinacji z ditiotreitolem (34-36). Prowadzone obecnie intensywne ba-
dania nad udoskonaleniem metod sztucznej aktywacji zygot klonalnych $wini pole-
gaja gtdwnie na optymalizacji parametréw technicznych pola elektrycznego (nate-
zenie, czas trwania impulsow, liczba impulséw i odstep czasowy miedzy nimi) lub
tez, coraz czesciej, na faczeniu bodzca aktywujgcego (najczesciej jonomycyny,jono-
foru wapnia A23187 lub impulséw pradu statego) ze zwigzkami odwracalnie blo-
kujacymi aktywno$¢ cyklino-zaleznych kinaz biatkowych (niespecyficznymi lub spe-
cyficznymi inhibitorami kompetycyjnymi CDKs), takimi jak 6-dimetyloaminopuryna
(6-DMAP [2,8,12,27,28,39]), butyrylolakton | (8), czy zwigzkami hamujgcymi transla-
cje, np. cykloheksymidem (8,38,40,41). Pomimo r6znic w molekularnym mechani-
zmie przyrostu wewngtrzkomorkowej koncentracji jonéw Ca*+ w zygotach klonal-
nych swini, niemal kazdy ze sztucznych aktywatoréw indukuje tylko pojedyncza fale
oscylacji kationbw wapnia, zamiast powtarzalnych serii pulsacyjnych wyrzutow
Ca2+ generowanych podczas zaptodnienia. Dlatego tez zaskakujacy moze wydawaé
sie fakt, ze krotkotrwaty (przejsciowy) wylew jondéw wapnia z endogennych rezer-
wuaréw cybryd klonalnych inicjowany przez stymulacje réznych $ciezek (czynni-
kéw) tego samego szlaku transdukcji sygnatow wewnatrzkomdérkowych (systemu
wtornego przekaznictwa wewnatrzkomorkowego) w przypadku stosowania przewa-
zajacej wiekszosci bodzcow aktywujacych okazuje sie wystarczajacy do uruchomie-
nia petnego programu rozwojowego rekonstruowanych zarodkéw, koriczacego sie
uzyskaniem potomstwa. Ponadto w przypadku ekspozycji cytoplazmatycznych hy-
bryd klonalnych na dziatanie egzogennych czynnikéw stymulujacych, ktére wywo-
tuja pojedynczy (przejSciowy) wyrzut wewnatrzoocytarnych jonéw Ca’+, zaobser-
wowano pewna tendencje wzrostowg w skutecznosci aktywacji wsrdd starzejacych
sie oocytdw w stosunku do $wiezo dojrzatych oocytow. W zwigzku z tym obecnie
prowadzone sg préby nad wydtuzaniem okresu, w ktérym zachodza oscylacje we-
wnatrzkomérkowego stezenia Ca™+ w zygotach klonalnych. Takie protokoty akty-
wacyjne mogtyby znalez¢ powszechne zastosowanie w klonowaniu somatycznym
$win z wykorzystaniem szybko dojrzewajacych in vitro oocytéw-biorcow jader.
Ostatnio, badania nad aktywacjg cybryd klonalnych $wini koncentruja sie raczej na
sprzezeniu procedur indukujacych wielokrotng mobilizacje wewnatrzkomérkowych
magazynow wapniowych z systemami dtugotrwatej (kilkugodzinnej) supresji aktyw-
nosci kinaz biatkowych z rodziny CDK (kinazy stanowiacej podjednostke
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katalityczng czynnika dojrzewania mejotycznego oraz kinazy biatkowej aktywowa-
nej mitogenami - MPF/MAPK, ang. maturation/meiosis promoting factor/mitogen-ac-
tivated protein kinase). Podstawowym warunkiem praktycznej aplikacji wielu metod
sztucznej aktywacji rekonstruowanych oocytéw swini musi byé otrzymywanie zado-
walajacej efektywnosci, co wymaga prowadzenia dalszych, szczegétowych badan
nad poznaniem molekularnych mechanizmow przekazywania sygnatdw jonowych
dostarczanych cybrydowym zygotom klonalnym wraz ze wzrostem stezenia wapnia
w ich cytozolu. W tym celu konieczne jest prowadzenie intensywnych badan nad
opracowaniem takich systemow sztucznej aktywacji zygot klonalnych, ktérych me-
chanizm oddziatywania nasladowatby niemal catkowicie lub przynajmniej w przewa-
zajacej czesci fizjologiczny wzorzec przyrostu wewnatrzkomérkowej koncentracji
kationéw wapnia [Ca™+l;, obserwowany podczas zaptodnienia monospermicznego
oocytow swini (8,14,28).

5.0Ocena jakosci strukturalno-funkcjonalne) komorek-dawcow jader oraz
zarodkdéw klonalnych na bazie metod detekcji symptomow wczesnej
apoptozy

Wydajnos¢ technologii klonowania somatycznego uwarunkowana jest wieloma
czynnikami, jednym z niezwykle istotnych czynnikdw jest strukturalno-funkcjonalna
jako$¢ komdrek-dawcow jader. Stosowane powszechnie metody sztucznej synchro-
nizacji cyklu mitotycznego hodowanych in vitro komdrek somatycznych w stadium
G1/G0, takie jak deprywacja troficzna/gtodzenie komorek, czy inhibicja kontaktowa
migracji i proliferacyjnego wzrostu komorek w warunkach petnej konfluencji, moga
by¢ czynnikami indukujacymi wewnatrzkomorkowe zmiany apoptotyczne, a tym sa-
mym limitujgcymi kompetencje ich jader do pokierowania rozwojem rekonstruowa-
nych zarodkdw. Kryteria morfologiczne stosowane dotad powszechnie do oceny ja-
kosciowej komorek somatycznych, moga by¢ jednak niewystarczajace na potrzeby
klonowania. Zmiany biochemiczne bedace jednym z najwczesniejszych przejawdw
transdukcji sygnatow Smierci fizjologicznej (apoptozy) moga bowiem nie znajdowaé
odzwierciedlenia w wygladzie morfologicznym komdrki. W zwigzku z tym w Dziale
Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki w Balicach podjeto badania
w kierunku detekcji symptomoéw molekularnych, towarzyszacych wczesnym fazom
apoptozy w komorkach somatycznych, a wykorzystywanych jako zrodto dawcéw
jader w procedurze klonowania. Selekcja komdrek somatycznych jest prowadzona
na bazie przyzyciowej (fluorescencyjnej) oceny, w kierunku rozpoznania zmian
wczesnoapoptotycznych. W diagnostyce ultrastrukturalnych cech apoptozy stoso-
wane sg metody, nie wymagajace utrwalania/lizy komorek, z uzyciem dwéch marke-
row testowych, jednym z nich jest wysoce labilny fluorochrom DNA YO-PRO-1, wy-
kazujacy zdolno$¢ do tatwej dyfuzji zarébwno przez mikrokanaty powstajagce w pla-
zmolemmie jak i tzw. megakanaty w p6tprzepuszczalnych btonach kompartmentow
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wewnatrzkomdérkowych. Drugim z kolei markerem jest sprzezona z reporterowym
biatkiem intensywnej zieleni fluorescencyjnej (eGFP) aneksyna V, wykazujgca wyso-
kie powinowactwo do reszt fosfatydyloseryny (PS) w blonie cytoplazmatycznej ko-
morek. Komorki somatyczne poddawane sa takze fluorescencyjnej diagnostyce cy-
tometrycznej w kierunku okreslenia rozktadu faz cyklu mitotycznego (przy wyko-
rzystaniu roztworu do permeabilizacji bton cytoplazmatycznych komdrek, jodku
propidyny i RNAzy) oraz w celu analizy cyklu mitotycznego tacznie z wykrywaniem
subpopulacji komorek pdznoapoptotycznych z hipodiptoidalng liczbg czasteczek
DNA, tworzacej tzw. zatamek sub-Gl/pre-Gl na histogramie DNA (ekstrakcja ni-
skoczasteczkowego DNA jadrowego z komorek apoptotycznych przy wykorzystaniu
buforu fosforanowo-cytrynianowego o wysokiej molarnosci oraz inkubacja komdrek
z jodkiem propidyny i RNAzg). Taki kierunek badarh umozliwi wykluczenie btedow
zwigzanych z nieprawidtowg selekcjg komoérek somatycznych wykorzystywanych
jako zZrédto dawcow jader w procedurze klonowania.

Woczesnoapoptotyczne zmiany biochemiczne komérek somatycznych maja cha-
rakter odwracalny i moga zosta¢ cofniete po wprowadzeniu karioplastu do nowego
mikrosrodowiska cytoplazmatycznego oocytu-biorcy, charakteryzujacego sie wysoka
koncentracjg biatkowych inhibitoréw apoptozy. jednakze, zastosowanie nieodpo-
wiednich procedur sztucznej aktywacji rekonstruowanych oocytow, ktérych mecha-
nizm oddziatywania znacznie odbiegatby od fizjologicznego wzorca przyrostu we-
wnatrzkomdrkowej koncentracji jonéw Ca™ moze spowodowaé kontynuacje apop-
totycznych przemian biochemicznych i morfologicznych w cytoplazmatycznych hy-
brydach klonalnych, a takze niewlaSciwy przebieg epigenetycznych modyfikacji ge-
nomu podczas przemodelowania oraz przeprogramowania egzogennych jader soma-
tycznych. Wykazanie Scistych zalezno$ci pomiedzy parametrami fizykochemicznymi
pulsacyjnych wyrzutéw kationdw wapnia z depozytéw wewnatrzkomoérkowych a ak-
tywacjg okreslonych czynnikéw transkrypcyjnych (np. czynnikéw wigzacych sie z ok-
tamerem nukleotyddw rdzenia nukleosomowego [Oct-3/Oct-4]; ang. octamer DNA mo-
tifbinding proteins), stanowitoby niepodwazalny dowod, ze oscylacje wapniowe mo-
ga, w zaleznosci od rodzaju impulsu stymulujacego program rozwojowy cybrydy Kklo-
nalnej, indukowac specyficzng odpowiedZz genomu zarodkowego na poziomie eks-
presji gendw. Od rodzaju uaktywnianych czynnikéw transkrypcyjnych zalezy bo-
wiem, jaka pula genéw ulegnie demetylacji i ekspresji na okreSlonym etapie prze-
dimplantacyjnej fazy embriogenezy.

6. Doskonalenie warunkéw fizykochemicznych hodowli in vitro
zarodkdéw klonalnych

Niezwykle istotne sg rowniez badania prowadzone nad optymalizacjg warunkéw
hodowli in vitro zarodkow $wini, w tym takze, zarodkéw uzyskanych w wyniku klo-
nowania somatycznego czy zaptodnienia pozaustrojowego. By¢ moze modyfikacja
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sktadu jakosciowego i ilosciowego stosowanych dotychczas pozywek hodowlanych
takich jak; 1) NCSU-23 (ang. North Carolina State University-23; [7,17,42,43)), 2)
NCSU-37 (8,9,42,44), 3) zmodyfikowana pozywka Whitten'a/mWM (ang. modified
Whitten medium; [16,45]), 4) CR2 (Charles Rosenkrans 2 medium; [27]), 5) KSOM (ang.
potassium simplex optimized medium; [46]), 6) zmodyfikowana pozywka CZB (ang. mo-
dified Chalot, Ziomek, Bavister medium; [47]), 7) BECM-3 (ang. Beltsville embryo cultu-
re medium-3; [16,43,48]), lub opracowanie zupetnie nowych pozywek hodowlanych
takich jak: PZM-3 i PZM-4 (ang. Porcine Zygote Medium-314; [15,49]) przyczyni sie do
wzrostu zaréwno potencjatu rozwojowego, jak i jakosci morfologicznej hodowa-
nych in vitro zarodkéw zrekonstruowanych z jader komorek somatycznych. Niewy-
kluczone réwniez, ze systemy sekwencyjnej hodowli in vitro w chemicznie zdefinio-
wanych pozywkach lub wspéthodowli z tworzacymi warstwe odzywcza komoérkami
somatycznymi (np. komoérkami pecherzykowymi, komérkami nabtonka jajowodowe-
go, komorkami watroby szczura bawolego [BRL, ang. Buffalo Rat Liver cells], komor-
kami nerki makaka zielonego JVERO, ang. Verro cells] lub ich mieszanymi populacja-
mi) okazg sie dopiero optymalnym rozwigzaniem, istotnie zwiekszajgcym pre-
i postimplantacyjne potencje rozwojowe rekonstytuowanych zarodkow (27,39,43,
44.50).

7. Podsumowanie

Efektem realizacji wyszczeg6lnionych zagadnieri badawczych powinno by¢ opra-
cowanie kompleksowej metody (technologii) klonowania somatycznego $win, ktéra
pozwoli na wykorzystanie jej do realizacji ograniczonych celow praktycznych, jed-
nym z nich bedzie mozliwo$¢ zastosowania techniki klonowania somatycznego do
multiplikacji identycznych genetycznie zwierzat, szczeg6lnie tych o wybitnych ce-
chach wartosci hodowlanej i uzytkowej, co przyczyni¢ sie moze do przyspieszenia
tempa osiggania postepu hodowlanego. Najwieksze jednak oczekiwania zwigzane
z technika klonowania $win wigze sie z mozliwoscig uzyskiwania zwierzat transge-
nicznych z jader komérek somatycznych modyfikowanych genetycznie na poziomie
hodowli in vitro. Klonowanie somatyczne moze by¢ takze efektywnym sposobem
multiplikacji osobnikéw transgenicznych, wyprodukowanych standardowa metoda
mikroiniekcji konstruktéw genowych do przedjadrzy zygot. Uzyskiwanie transfor-
mowanych genetycznie loch i knuréw technikg klonowania somatycznego jest, jak
sie wydaje, szczegdlnie atrakcyjng opcja, ze wzgledu na wazne implikacje dla medy-
cyny i immunologii transplantacyjnej, a takze farmacji i hodowli zwierzat (2-4,7,38,
50-52).

Praca wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego nr PBZ-KBN-048/P05/2001/08.
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