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KLONOWANIE SOMATYCZNE SSAKOW

Streszczenie. Klonowanie somatyczne ssakow stafo sie mozliwe dzieki udoskonaleniu metody
transplantacji jader komorkowych, polegajqcym na uzyciu komorek-dawcow jader w fazie
GO lub na aktywacji rekonstruowanego oocytu w kilka godzin po wprowadzeniu jqdra (post-
aktywacja). Tak ulepszonq technikq udato si¢ sklonowac owce, kozy, Swinie, bydto oraz my-
szy, dwa ostatnie gatunki — obojga pici.

Klonowanie transgenicznych ssakow produkujqcych w mleku (lub moczu) ludzkie biatka te-
rapeutyczne moze by¢ wykorzystane do celow farmakologii i medycyny. Dokonano juz soma-
tycznego sklonowania transgenicznej kozy produkujqcej w mleku ludzkq antytrombine I1I.

Stowa kluczowe: klonowanie ssakoéw, klonowanie terapeutyczne, biotechnologia

SOMATIC CLONING IN MAMMALS

Abstract. Somatic cloning in mammals became possible due to refinement of the nuclear
transfer technique consisting of using nuclear donor cells in GO or activating reconstituted
oocytes few hours after nuclear transfer (post-activation). Sheep, goats, pigs, cattle and mice
have been cloned this way, the latter two species — of both sexes.

Cloning of transgenic mammals producing human therapeutic proteins in milk (or urine) can
find application in pharmacology and medicine. Somatic cloning of a goat producing human
antithrombine Il in its milk has already been achieved.

Key words: somatic cloning, therapeutic cloning, biotechnology

1. DOSKONALENIE METODY TRANSPLANTACIJI JADER KOMORKOWYCH

Wsrod wielu metod stosowanych w klonowaniu ssakow, metoda zapewniajaca uzy-
skanie klonow o najwigkszej liczebnosci, jest technika transplantacji jader komorkowych
(ang. nuclear transfer) do enukleowanych oocytéw, czyli do oocytow, z ktdrych usunigty
zostat ich wlasny material genetyczny (Ryc.1).

Do polowy lat 90-tych jako dawcow jader uzywano wylacznie komorek zarodkowych —do
oocytow wprowadzane byly jadra pochodzace z blastomeréw zarodkéw przedimplantacyjnych
bedacych w roznych stadiach rozwoju, od stadium kilkukomoérkowego do blastocysty'. Klo-

' Modlirski J.A.. Mikromanipulacje na gametach i zarodkach ssakéw. [W:] Biotechnologia Zwierzat. L.
Zwierzchowski, K. Jaszczak, J.A. Modlinski (red.) Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 1997
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Ryc. 1. Klonowanie somatyczne ssakéw metoda transplantacji jader komérkowych
wg Modlinskiego 1 wsp. 2001
Fig. 1. Somatic cloning of mammals after Modlinski at al., 2001
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nowaniu podlegaly wigc zarodki (a nie doroste osobniki) i dlatego ten typ klonowania okre-
$lany jest obecnie mianem klonowania zarodkowego. Pomimo do$¢ duzej efektywnosci klo-
nowania zarodkéw réznych gatunkdéw zwierzat (u bydta uzyskuje si¢ klony liczace od 5 do 11
cielat) znaczenie tej metody dla praktyki hodowlanej i przyspieszenia postgpu genetycznego,
a takze dla farmacji i medycyny (patrz nizej) jest problematyczne. Klonowany zarodek jest
bowiem terra incognita zardwno pod wzgledem pfci, jak i wartosci genetycznej, a wigc rOw-
niez pod wzgledem wynikajacej z niej wartosci uzytkowej uzyskanych zarodkowych klonow
zwierzat. Istnieja wprawdzie metody pozwalajace okresli¢ pte¢ 1 warto$¢ genetyczna zarodka,
sa one jednak catkowicie nieoptacalne z praktycznego punktu widzenia. Jedynym sposobem
pozwalajacym zar6wno na uzyskanie klonow o znanych cechach genetycznych, jak i na znaczne
zwigkszenie ich liczebnosci jest tylko klonowanie dorostych osobnikéw. W przeciwienstwie
do klonowania zarodkowego, w ktorym oprocz transplantacji jader stosuje si¢ jeszcze kilka
innych technik takich jak izolacja blastomerdéw, klonowanie chimerowe i bisekcja zarodkow,
klonowanie dorostych osobnikow ssakow przeprowadzone moze by¢ tylko metoda transplan-
tacji jader komérkowych.

Komoérki zroznicowane jako dawcey jader. Wigkszo$¢é komorek somatycznych dorostych
ssakow to komorki zréznicowane. Do niedawna uwazano, ze klonowanie ssakow metoda
transferu jader komorek somatycznych jest, z biologicznego punktu widzenia, catkowicie
niemozliwe. Wynikalo to z powszechnie przyjgtego zatozenia, ze w rozwoju zarodkowym i
ptodowym ssakow — w miarg postepujacego roznicowania komorek zachodza w nich nieod-
wracalne zmiany, ktére powoduja, ze ich jadra nie moga juz powroci¢ do stanu niezrdznico-
wanego jadra zygoty. Zmiany te dotycza zardwno struktury jader jak i genomu. Powrét do
stanu pierwotnego obcych jader komorkowych wprowadzonych do cytoplazmy oocytu obej-
mowac¢ wigc musi zarbwno przemodelowanie struktur jadrowych jak i przeprogramowanie
genomu. Oba te zjawiska sa conditio sine qua non umozliwiajacym pokierowanie przez wpro-
wadzone jadro, a nastepnie przez jadra potomne, embriogenezy i ontogenezy sklonowanego
zarodka lub osobnika dorostego. Obowiazujacy dogmat nieodwracalnych zmian zachodza-
cych w jadrach w czasie roznicowania wykluczat a priori mozliwos¢ ich wykorzystania do
klonowania osobnikow dorostych. Jednak prowadzone w ostatnich latach intensywne bada-
nia doprowadzily do stworzenia nowych modeli do§wiadczalnych, ktore skierowatly klono-
wanie ssakow na nowe tory. Wsrod wielu czynnikow, ktore sa odpowiedzialne za przeprogra-
mowanie wprowadzonych jader oraz prawidlowy rozwoj rekonstruowanych zarodkow, za
szczegolnie istotne uwaza si¢ odpowiedni dobor faz cyklu komoérkowego komorki biorcy
jadra i komoérki dawcy jadra oraz metode aktywacji rekonstruowanych oocytow.

Dobor faz cyklu komoérkowego biorcy i dawcy jadra. Badania nad wptywem doboru
faz cyklu komorkowego na rozwdj oocytow rekonstruowanych przez wprowadzenie do nich
jader komorek zarodkowych doprowadzity, miedzy innymi, do stworzenia modelu tzw. ,,uni-
wersalnych biorcow” (ang. universal recipients)?. W modelu tym, jadra komorek zarodko-

2 Campbell, K.H.S., Ritchie W.A., Wilmut I.: Nuclear-cytoplasmic interactions during the first cell cycle of
nuclear transfer reconstructed bovine embryos: implications for deoxyribonucleic acid replication and development.
Biol. Reprod., 1993, 49, 933-942
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wych wprowadzane sa do cytoplazmy oocytéw w kilka godzin po ich aktywacji. W oocytach
takich, okreslanych mianem oocytoéw pre-aktywowanych, poziom MPF (czynnika dojrzewa-
nia oocytow; ang. maturation/meiosis/mitosis promoting factor) jest bardzo niski. Aktywno$¢
MPF oraz aktywnos¢ stabilizujacego go czynnika cytostatycznego CSF (ang. cytostatic fac-
tor) sa gtéwnymi czynnikami kontrolujacymi wejscie komorek w fazg M cyklu komorkowe-
go. W nieaktywowanych oocytach, wysoka aktywno§¢ MPF utrzymuje zenska chromatyne
oocytu w postaci skondensowanych chromosomow metafazy II. Jezeli do takich oocytow,
okreslanych mianem oocytow MII, wprowadzi sig jakiekolwiek jadro interfazowe, to — pod
wplywem MPF — dochodzi bardzo szybko do zaniku jego otoczki jadrowej (NEBD; ang.
nuclear envelope breakdown) oraz do przedwczesnego wyrdznicowania si¢ (kondensacji)
chromosoméw (PCC; ang. premature chromosome condensation). Aktywacja oocytu, zarow-
no naturalna, wywotana wniknigciem plemnika, jak i sztuczna — spowodowana dziataniem
réznorakich bodzcow fizyko-chemicznych — powoduje gwaltowny spadek w jego cytopla-
zmie poziomu MPF. W jadrach wprowadzonych do cytoplazmy oocytéw pre-aktywowanych
nie dochodzi do NEBD i PCC i — jak wykazano — w jadrach takich, niezaleznie od fazy ich
cyklu komorkowego, jest kontynuowana, a nie podejmowana de novo, synteza DNA?. Za-
chowanie si¢ jader bedacych w roznych fazach cyklu komérkowego i wprowadzonych do
enukleowanych oocytow w roéznych fazach aktywnos$ci metabolicznej jest omowione szerzej
w artykutach przegladowych Modlinskiego i Karasiewicz® ,*.

Model ,,uniwersalnych biorcow” stosowany jest obecnie z powodzeniem w klonowa-
niu zarodkowym ssakdéw zapewniajac prawidtowy rozwdj znacznie wigkszego, niz uprzed-
nio, odsetka zrekonstruowanych zarodkow. Jednakze proby zastosowania tego modelu do-
$wiadczalnego do transplantacji jader komoérek innych niz komorki pochodzace z zarod-
kow przedimplantacyjnych nie przyniosty zadawalajacych wynikow. Po wprowadzeniu do
oocytow jader hodowanych in vitro komoérek pochodzenia zarodkowego wyprowadzonych
z tarczek zarodkowych (ED, ang. embryonic disc) blastocyst owczych tylko w kilku przy-
padkach uzyskano narodziny jagniat, i to tylko wtedy, gdy komorki dawcy-jader pochodzity
z trzech pierwszych pasazy?. Jadra pochodzace z pdzniejszych pasazy (4-11) podtrzymy-
waly rozwoj tylko do stadium blastocysty. W przeprowadzonej analizie hodowanych in
vitro owczych oraz bydlecych komdrek ED wykazano, ze — poczynajac od trzeciego pasazu
— zaczynaja one wchodzi¢ na droge réznicowania, czego dowodem jest zanik aktywnosci
fosfatazy zasadowej oraz pojawienie si¢ cytokeratyn (cytoplazmatycznych znacznikow ty-
powych dla komérek nablonkowych) oraz lamin jadrowych A/C, typowych znacznikow
komorek zroznicowanych. Komorki niezroznicowane, takie jak komorki wezla zarodko-
wego, komorki raka zarodkowego (ang. embryonal carcinoma cells) oraz mysie pierwotne
komorki zarodkowe (ang. embryonic stem cells) wykazuja pozytywna reakcj¢ na obecnosé
fosfatazy zasadowej, za$ negatywna reakcje na obecnos¢ cytokeratyn i lamin A/C. Uwaza-

3 Modlinski J.A., Karasiewicz J.: Klonowanie ssakow: mity czy rzeczywisto$¢. W: Klonowanie cztowieka:
fantazje — zagrozenia — nadzieje. B. Chyrowicz red., Towarzystwo Naukowe KUL, Lublin, str. 23-92, 1999

* Modlinski J.A., Karasiewicz J.: Wykorzystanie linii komérkowych i metod synchronizacji cyklu
komoérkowego w klonowaniu ssakéw. Biotechnologia, 1998, 2(41), 86-100

5 Campbell K. H. S., McWhir J., Ritchie W.A., Wilmut I.: Sheep cloned by nuclear transfer from a cultured
cell line. Nature, 1996, 380, 64-66
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no wiec, ze — obserwowane od 2-3 pasazu — postepujace réznicowanie komoérek wyprowa-
dzonych z tarczek owcey, w kierunku komorek nabtonkopodobnych i mezenchymatycznych®
jest gtéwna przyczyna nieprawidlowego przeprogramowania ich jader w cytoplazmie oocytu,
a co za tym idzie, nieprawidtowego rozwoju rekonstruowanych zarodkow. Potwierdzato to
tym samym panujacy wowczas poglad, ze pelne przeprogramowanie jader komorek zrozni-
cowanych nie jest mozliwe.

Dawcy jader w fazie GO. Istotnym przetomem w badaniach nad klonowaniem ssakow
okazaty si¢ badania Campbella i wsp., ktorzy jako dawcow jader uzyli komoérek wprowa-
dzonych w fazg (stan) GO°. Jest to stan spoczynkowy komorki oznaczajacy jej wyjscie z
cyklu komoérkowego i charakteryzujacy si¢ obnizeniem poziomu transkrypcji, degradacja
wigkszo$ci rodzajéw mRNA, zmianami w polirybosomach oraz kondensacja chromatyny.
Campbell i wsp. zatozyli, ze ten specyficzny stan komorek i chromatyny jadrowej w fazie
GO0, umozliwi prawidlowa reakcj¢ wszystkich ,,uspionych” genow (i by¢ moze rowniez
struktur jadrowych) wprowadzonego w tej fazie jadra na sygnaly plynace z cytoplazmy
oocytu, czyli — innymi stowy — umozliwi petne przemodelowanie i przeprogramowanie
jader nawet tych komorek, ktore weszly na droge roznicowania lub tez sg juz w pelni zréz-
nicowane. Wprowadzenie komoérek w spoczynkowy stan GO uzyskano poprzez ich hodow-
lg przez 5 dni w pozywce o drastycznie obnizonej (z 10 do 0,5%) zawartosci surowicy,
ktora jest dla komorek podstawowym czynnikiem odzywczym.

Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze nie ma, jak do tej pory, metody pozwalajacej
jednoznacznie okresli¢ czy wszystkie komorki ,,gtodzone;j” populacji (a przynajmniej wigk-
szo$¢ z nich) weszta w stan GO. W badaniach immunofluorescencyjnych przeprowadzo-
nych przy uzyciu przeciwciat antyPCNA i skoniugowanych z rodaming przeciwcial na cykli-
ny wykazano jedynie, ze hodowane komorki nie sa w fazie S7. PCNA (ang. proliferating-
cell nuclear antigen) jest wskaznikiem aktywnej replikacji DNA. Zastosowanie metody
»glodzenia” komorek umozliwito, w pierwszym etapie badan, uzyskanie jagniat po trans-
plantacji do enukleowanych oocytéow jader komorek owczych ED pochodzacych z 6-13
pasazu’, a nastgpnie jagniat po transferze jader fibroblastow ptodowych oraz Dolly, po
transferze jader komorek gruczotu mlekowego 6-letniej cigzarnej owcy®.

Dolly byta pierwszym ssakiem uzyskanym w wyniku sklonowania dorostego osob-
nika, a tym samym pierwszym, wzorcowym przyktadem somatycznego, a nie zarodkowe-
go, klonowania ssakow. Przez ponad rok byla ona jedynym zwierzgciem uzyskanym droga
klonowania somatycznego i sadzono nawet, ze uzyskano ja ,,pomytkowo”, przez wprowa-
dzenie do oocytu jadra jakiej$ nie w pelni zréznicowanej komorki. Bylo to o tyle uzasadnio-
ne, ze hodowle pierwotne komérek gruczolu mlekowego nie sa jednorodna populacja. Oprocz

¢ Karasiewicz J., Szablisty E., Guszkiewicz A., Kossakowski M., Stefariski G., Reed M., Modliriski J.A.:
Development of isolated sheep inner cell masses/embryonic discs in vitro. Roux’s Arch. Dev. Biol., 1996, 205,
437-442

" Kill I. R., Bridger J. M., Campbell K. H. S., Moldonado-Codina G., Hutchison Ch. J.: The timing of the
formation and usage of replicase clusters in S-phase nuclei of human diploid fibroblasts. J.Cell Sci., 1991, 100, 869-876

8 Wilmut I., Schnieke A. E., McWhir J., Kind A. J., Campbell K. H. S.: Viable offspring derived from fetal
and adult mammalian cells. Nature, 1997, 385, 810-813
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nabtonkowych komorek gruczotu mlekowego, fibroblastow i komoérek mioepitelialnych w
hodowli mogt znajdowac si¢ rowniez niewielki odsetek stosunkowo mato zréznicowanych
komorek wspomagajacych regeneracjg gruczotu mlekowego w okresie ciazy. Jednak wyni-
ki opublikowane przez Wakayame i wsp., ktorzy uzyskali myszy po transferze jader komo-
rek pecherzykowych, rozwialy te watpliwosci®. Komorki pecherzykowe sa komorkami
wzgorka jajono$nego otaczajacego owulowany oocyt. Poniewaz sa one w fazie G0/G1, nie
ma potrzeby ich ,,glodzenia”. W doswiadczeniach Wakayamy i wsp. zastosowano jednak
zupetie nowy schemat doboru faz cyklu komérkowego, zaproponowany nieco wezesniej
przez Cibelliego i wsp."®. Schemat ten polegat na wprowadzaniu jader fibroblastow ptodo-
wych (sa one rowniez komoérkami somatycznymi i ponad 50% z nich jest w fazie G1) do
nieaktywowanych oocytow MII, ktére dopiero w kilka godzin po wprowadzeniu do nich
jader poddawane byty aktywacji. Oocyty takie, okre$lane mianem oocytow post-aktywo-
wanych, stanowity wigc uktad do§wiadczalny catkowicie odmienny od stosowanego w klo-
nowaniu zarodkowym uktadu oocytow pre-aktywowanych. W jadrach wprowadzonych do
post-aktywowanych oocytow dochodzi oczywiscie do NEBD i PCC. Nie wiadomo doktad-
nie — jak na razie — dlaczego oba te zjawiska, ktorych niekorzystny wptyw na rozwdj rekon-
struowanych zarodkow stwierdzono w przypadku klonowania zarodkowego sprzyjaja prze-
programowaniu i przemodelowaniu jader komorek somatycznych '. Przypuszcza sig, ze
wystawienie ,,nagiej”, silnie skondensowanej chromatyny (po zajsciu NEBD i PCC) oraz
biatek jadrowych na dtugotrwale dziatanie czynnikdéw cytoplazmatycznych wpltywac moze
korzystnie na przeprogramowanie i przemodelowanie jader komoérek zréznicowanych.
Mozna réwniez przypuszczaé, ze przemodelowanie wprowadzonych jader nie jest zjawi-
skiem jednorazowym lecz ciggiem przemian zachodzacych podczas kolejnych mitoz. Z
tego wzgledu dodatkowa runda NEBD i PCC, jakim podlegaja jadra w cytoplazmie post-
aktywowanych oocytéw miataby korzystny wptyw na ich przemodelowanie.

Aktywacja rekonstruowanego oocytu. Drugim, jak juz wyzej wspomniano, istotnym
czynnikiem wptywajacym na rozwoj rekonstruowanych oocytéw jest metoda ich aktywa-
cji. Aktywacje metafazowych oocytdw ssakow przeprowadzi¢é mozna stosujac roznorakie
bodzce fizyko-chemiczne. Najczg$ciej stosowanym czynnikiem fizycznym sa impulsy pra-
du stalego, natomiast stosowanymi czynnikami chemicznym sa etanol, jony strontu, jono-
for wapniowy A23187 i jonomycyna. Prowadzone w ostatnim czasie badania nad udosko-
naleniem metod sztucznej aktywacji oocytéw MII ssakow polegaja gtéwnie na optymaliza-
cji (w zalezno$ci od gatunku) parametrow stosowanego pola elektrycznego (sita, czas trwa-
nia impulsu i liczba impulséw) lub tez, znacznie czgSciej, na taczeniu bodzca aktywujacego
(najczesciej jonomycyny) ze zwigzkami blokujacymi aktywnos$¢ kinazy MPF/MAP, takimi
jak 6-dwumetyloaminopuryna (6-DMAP) czy cykloheksemid. Jonomycyna i 6-DMAP sa
obecnie czynnikami najczesciej stosowanymi w somatycznym klonowaniu ssakéw metoda
post-aktywacji.

> Wakayama T., Perry A.C.F,, Zucotti M., Johnson K.R., Yanagimachi R.: Full-term development of mice
from enucleated oocytes injected with cumulus cell nuclei. Nature, 1998, 57, 369-374

10 Cibelli J.B., Stice S.L., Golueke P.J., Kane J.J., Jerry J., Blackwell C., Ponce de Leon F.A., Robl J.M.:
Cloned transgenic calves produced from nonquiescent fetal fibroblasts. Science, 1998, 280, 1256-1258
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Seryjna transplantacja jako udoskonalenie metody. Czynione sa proby zwigkszenia
efektywnosci klonowania somatycznego poprzez zastosowanie tzw. wielokrotnego klo-
nowania (ang. re-cloning) metoda seryjnej transplantacji jader komorkowych. Metoda ta,
zastosowana z powodzeniem w klonowaniu zarodkowym, polega na tym, ze kilku- lub
kilkunastokomoérkowy zarodek powstaty po transplantacji jadra do oocytu jest zrédtem
jader do nastgpnej rundy klonowania. Uzyskane ta droga zarodki II generacji sa dawcami
jader dla zarodkéw III generacji itd.!! Stosujac t¢ metodg uzyskano u bydta i krolika!!
urodzone zwierzeta wywodzace si¢ z III, a u kozy nawet z V generacji klonowanych
zarodkow. W przypadku klonowania somatycznego metoda seryjnej transplantacji jader
staje si¢ nieco bardziej ztozona. W pierwszym etapie jadra somatyczne wprowadzane sa
do post-aktywowanych oocytow. W etapie drugim natomiast, jadra pochodzace z rozwi-
jajacych si¢ zarodkow przeszczepiane sa, tak jak w klonowaniu zarodkowym, do oocy-
tow preaktywowanych.

Dotychczas proby seryjnej transplantacji jader w klonowaniu somatycznym przepro-
wadzano jedynie u bydta. Sa one nieliczne i, cho¢ obiecujace, nie daty na razie odpowiedzi,
czy uda si¢ w ten sposob wyraznie zwigkszy¢ efektywnos¢ klonowania somatycznego. Nie
jest jednak wykluczone, ze u pewnych gatunkow, takich jak np. §winia, re-transplantacja
jader moze by¢ w ogoble jedynym sposobem uzyskania sklonowanego potomstwa 2. Wy-
korzystanie seryjnej transplantacji jader w klonowaniu somatycznym omoéwione jest do-
ktadniej w pracy Modlinskiego i wsp.'.

2. OSIAGNIECIA W KLONOWANIU SSAKOW

Udoskonalenie metody transplantacji jader komorkowych zaowocowato uzyskaniem
w ciagu ostatnich trzech lat wielu osobnikéw otrzymanych w wyniku somatycznego klono-
wania przede wszystkim bydta, ale takze owiec, koz, §win oraz myszy. Komorki-dawcy
jader pochodzily badz z tkanek ptodowych, badz tez z tkanek osobnikéw dorostych. Ze
zrozumiatych wzgledéw najwigksze zainteresowanie budzi somatyczne klonowanie bydta,
jako podstawowego gatunku gospodarskiego oraz myszy, jako podstawowego gatunku la-
boratoryjnego. U obu tych gatunkéw przeprowadzono najwigcej doswiadczen nad klono-
waniem somatycznym i uzyskano klony o najwigkszej liczebnosci. Nalezy jednak zwrécié
uwagg, ze w wielu przypadkach (podobnie zreszta jak w przypadku Dolly, a takze np. my-
szy uzyskanych po transferze komorek konca ogona) fenotyp komoérek somatycznych po-
chodzacych od osobnikow dorostych i uzytych jako dawcow jader, jest trudny do zdefinio-

" Piotrowska K., Modliriski J.M., Korwin-Kossakowski M., Karasiewicz J.: Effects of preactivation of ooplasts
or synchronization of blastomere nuclei in G1 on preimplantation development of rabbit serial nuclear transfer
embryos. Biol. Reprod., 2000, 63: 677-682

12 Polejaeva I.A., Chen S-H., Vaught T.D., Page R.L., Mullins J., Ball, S., Boone J., Walker S., Ayres D.L.,
Colman A., Campbell K.H.S.: Cloned pigs produced by nuclear transfer from adult somatic cells. Nature, 2000,
406: 505-508

3 Modlinski J.A., Grabarek J., Plusa B., Karasiewicz J.: The possible role of cell cycle in mammalian cloning.
J. Appl. Gen., 2001, 42, 153-176
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wania. Komorkami o $ci$le okreslonym fenotypie byly, jak dotychczas, jedynie komorki
pecherzykowe (pochodzace zarowno z resztek wzgdrka jajonosnego otaczajacych owulo-
wane oocyty myszy i bydta, jak ze §ciennej warstwy ziarnistej bydlgcych i §winskich pgche-
rzykow jajnikowych), komarki Sertolego i komorki nerwowe myszy, bydlece komorki na-
btonka jajowodu i macicy oraz (do pewnego stopnia) bydlece leukocyty. W pozostatych
natomiast przypadkach przypuszcza¢ mozna, ze dawcami jader byly wylacznie fibroblasty
— kiedy zrédlem komorek byly fragmenty tkanki pobranej z ucha lub skory, czy tez fibro-
blasty, fibrocyty lub satelitowe komorki migsniowe — kiedy fragmenty tkanki pochodzity z
migéni. Fibroblastyczny charakter miaty réwniez uzyte do klonowania komorki ptodowe,
niezaleznie od tego, czy pochodzily one ze skory, z migsni czy tez z innych tkanek. Komor-
ki Sertolego i neurony sa niedzielacymi si¢ komoérkami w stanie GO, za$ ponad 90% komo-
rek pgcherzykowych wzgorka jajonosnego jest w fazie GO/G1. Nie zachodzi wigc potrzeba
ich eksperymentalnego wprowadzania w stan spoczynkowy. W przypadku innych rodza-
jow komorek stosowane jest czasami wprowadzanie ich w stan spoczynkowy, tym niemniej
jednak badania poréwnawcze wykazaly, ze przy zastosowaniu metody post-aktywacji oocy-
tow nie zawsze jest to konieczne.

U bydta i myszy sklonowano juz osobniki obojga ptci. Najliczniejsze, jak do tej pory,
somatyczne klony bydlgce uzyskali Kato i wsp. w Japonii oraz Wells i wsp. w Nowej Zelan-
dii'4, !5, Badacze japonscy uzyskali 8 cielat po przeniesieniu do biorczyn 10 blastocyst po-
wstalych w wyniku wprowadzenia do enukleowanych oocytow jader komoérek pecherzyko-
wych (6 blastocyst) i jader komdrek nabtonka jajowodu (4 blastocysty). Urodzonych 8 cie-
lat (4 zmarly jednak wkrotce po urodzeniu) stanowito klon, poniewaz wszystkie komorki —
dawcy jader (chociaz o roznym fenotypie) pochodzity od jednego zwierzecia. Klon uzyska-
ny przez Wellsa i wsp. liczyt 10 cielat i powstal w wyniku transplantacji do enukleowanych
oocytow jader komorek pegcherzykowych $ciennej warstwy ziarnistej pgcherzyka jajniko-
wego . Oba wspomniane wyzej klony sa somatycznymi klonami zenskimi. Somatyczne
klony meskie uzyskano po transplantacji do oocytow jader komdrek pochodzacych m.in. z
hodowli in vitro fragmentow mig$nia najdtuzszego grzbietu (musculus longissimus dorsi)
buhaja.

Wyjatkowo interesujacym osiagnigciem, obrazujacym mozliwosci klonowania soma-
tycznego, byto uzyskanie przez Galliego i wsp. buhaja po wprowadzeniu do enukleowane-
go oocytu jadra leukocytu krwi obwodowej'e. Leukocyty stanowia wyjatkowo dogodny
rodzaj komorek, ktore uzyte by¢ moga do klonowania somatycznego. Sa one bardzo tatwe
do uzyskania od wszystkich zwierzat niezaleznie od gatunku oraz ptci i wieku, nie wyma-
gaja uprzedniej hodowli in vitro, co jest konieczne w przypadku wigkszosci komorek po-
branych z innych tkanek, a takze sa bardzo tatwe do kriokonserwacji. Spektakularnym osia-
gnigciem jest rowniez otrzymanie cielat po transferze jader komoérek nabtonkowych uzy-

4 Kato Y, Tani T, Sotomaru Y., Kurokawa K., Kato J., Doguchi H., Yasue H., Tsunoda Y.: Eight calves
cloned from somatic cells of a single adult. Science, 1998, 282, 2095-1098

1S Wells D. N., Misica P. M., Tervit H. R.: Production of cloned calves following nuclear transfer with cultured
adult mural granulosa cells. Biol Reprod., 1999, 60, 996-1005

1 Galli C., Duchi R., Moor R.M., Lazarri G.: Mammalian leukocytes contain all the genetic information
necessary for the development of a new individual. Cloning, 1999, 1(3), 161-170
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skanych z siary laktujacych krow!”. Doktadny wykaz uzyskanych do chwili obecnej soma-
tycznych klonow ssakéw podany jest w pracy Modlinskiego i wsp 3.

3. PERSPEKTYWY PRAKTYCZNEGO ZASTOSOWANIA KLONOWANIA
SSAKOW

Jak juz wspomniano, tylko klonowanie somatyczne moze umozliwi¢ rzeczywiste zwick-
szenie liczebno$ci osobnikéw o szczeg6lnie warto§ciowych cechach uzytkowych. Rodzi
si¢ wigc natychmiast pytanie: czy i w jaki sposob przedstawione wyzej spektakularne osia-
gnigcia w dziedzinie klonowania somatycznego ssakow moga by¢ wykorzystane?

Na badania nad somatycznym klonowaniem ssakow przeznacza si¢ na §wiecie olbrzy-
mie naktady. Sa dwa gtéwne tego powody: pierwszy natury czysto poznawczej, drugi czy-
sto praktycznej (nie bedziemy omawia¢ mozliwosci zastosowania klonowania somatyczne-
go w hodowli zwierzat, gdyz nie miesci si¢ to w ramach tego artykutu). Badania nad soma-
tycznym klonowaniem ssakéw, w ktorym jadra pochodzace z komorek roznych tkanek
wprowadzane sg do calkowicie odmiennego §rodowiska cytoplazmatycznego, dostarczyé
moga cennych informacji dotyczacych interakcji jadrowo-cytoplazmatycznych we wcze-
snej embriogenezie ssakow, mechanizmow roznicowania komorkowego oraz natury i roli
czynnikéw odpowiedzialnych za przemodelowanie jader komérkowych i przeprogramo-
wanie genomu komorek somatycznych.

Otrzymywanie i klonowanie zwierzat transgenicznych. Jezeli chodzi o aspekt prak-
tyczny, to somatyczne klonowanie owiec, kdz, bydla czy §win ma ogromne znaczenie dla
farmacji i medycyny, uzasadniajace nieograniczone niemal $rodki, jakie wielkie firmy far-
maceutyczne i biotechnologiczne przeznaczaja na ten cel. Badania te bowiem dotycza za-
réwno otrzymywania, jak i klonowania zwierzat transgenicznych, ktore produkowac by
mogty w mleku i by¢ moze rowniez w moczu'® cenne ludzkie biatka terapeutyczne takie
jak: czynniki krzepliwosci krwi (VIII i IX) podawane chorym na hemofilig, o.-1-antytryp-
syng, antytrombing III — przeciwzakrzepowe biatko — inhibitor krzepnigcia osoczowego,
B-laktoalbuming umozliwiajaca uzyskanie bardziej zblizonego do ludzkiego mleka kro-
wiego oraz wiele innych, wsrod nich o- i B-interferon, albuming krwi, hormon wzrostu,
tkankowy aktywator plazminogenu czy laktoferyng. Wielu lekow jest zbyt mato, a ich pro-
dukcji nie mozna zwigkszy¢ z powodu braku surowcow — glownie krwi ludzkiej. Dodatko-
wym zagrozeniem jest rozprzestrzenianie si¢ wirusow HIV i zapalenia watroby typu C.
Alternatywnym rozwiazaniem jest biosynteza tych biatek przez zmodyfikowane genetycz-
nie organizmy (przede wszystkim ssaki).

\7 Kishi M., Itagaki Y., Takakura R., Immamura M., Sudo T., Yoshinari M., Tanimoto M., Yasue H., Kashima
N.: Nuclear transfer in cattle using colostrum-derived mammary gland epithelial cells and ear-derived fibroblast
cells. Theriogenology, 2000, 54, 675-684

'8 Kerr D.E., Liang F.,, Bondioli K.R., Zhao H., Kreibich G., Wall R.J., Sun T.T.: The bladder as a bioreactor:
urothelium production and secretion of growth hormone into urine. Nature Biotechnol. 1998, 16, 75-79
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Obecnie, podstawowa metoda uzyskiwania transgenicznych zwierzet jest injekcja ob-
cego genu (transgenu) do jednego z przedjadrzy zygoty. W odniesieniu do zwierzat gospo-
darskich technika ta ma wiele wad ograniczajacych jej stosowanie na szeroka skalg. Jest
mato wydajna, w odniesieniu do liczby zwierzat wykazujacych integracj¢ (mniej niz 5%), a
tym bardziej ekspresje wprowadzonego genu (z reguty mniej niz 1%) przejawiajaca si¢
wytwarzaniem przez komorki gruczotu mlekowego pozadanych biatek w ilo§ciach optacal-
nych z ekonomicznego punktu widzenia. Migjsce integracji obcego genu do genomu zarod-
ka jest czysto przypadkowe, co rzutuje, z kolei, na poziom jego ekspresji. Powoduje to, ze
uzyskanie nawet dwoch zwierzat transgenicznych wykazujacych taki sam poziom ekspresji
transgenu rzadko konczy si¢ powodzeniem, a czgsto jest wrecz niemozliwe. Poza tym, jeze-
li nawet wprowadzony gen zostanie przekazany potomstwu, istnieje mozliwosé, ze jego
ekspresja w kolejnych pokoleniach ulegnie ostabieniu. W przeciwienstwie do iniekcji eg-
zogennego DNA do przedjadrzy zygoty, genetyczna transformacja hodowanych in vitro
komorek somatycznych jest zabiegiem stosunkowo prostym, szybkim i — co najwazniejsze
— dotyczy ogromnej liczby komorek. Poza tym, jezeli wraz z okre§lonym genem wprowa-
dzony zostanie markerowy gen odpornosci na neomycyng, selekcja komorek, ktore ulegly
transfekcji moze by¢ tatwo przeprowadzona w hodowli in vitro. Jadra wyselekcjonowa-
nych komorek sa nastgpnie wprowadzane do enukleowanych oocytow MII. Pierwsze udane
tego typu doswiadczenia przeprowadzita Schnieke i wsp. wykorzystujac do tego owcze fi-
broblasty ptodowe . Metoda transfekcji, przy uzyciu lipofektaminy, wprowadzony zostat
do nich konstrukt pMIX1 sktadajacy si¢ z ludzkiego genu (FIX) IX czynnika krzepliwosci
krwi oraz promotorowego genu owczej -laktoalbuminy, ktory — jak uprzednio stwierdzo-
no — zapewnia wysoki poziom ekspresji pMIX1 w mleku transgenicznych myszy. Wraz z
konstruktem pMIX1 wprowadzony zostat markerowy konstrukt PGKneo. U trzech z sze-
$ciu urodzonych jagniat stwierdzono obecnos$¢ obu genow.

Badania porownawcze wykazaly, ze w produkcji transgenicznych owiec wprowadza-
nie do oocytow jader transformowanych genetycznie fibroblastow ptodowych jest metoda
znacznie bardziej wydajna 1 znacznie bardziej optacalng z ekonomicznego punktu widze-
nia niz tradycyjna metoda injekcji DNA do przedjadrzy. W pierwszym przypadku jedna
transgeniczng owceg uzyskuje sig srednio z kazdych 20,8 wyprodukowanych zwierzat, pod-
czas gdy w drugiej metodzie uzyskanie jednej transgenicznej owcy wymaga wyprodukowa-
nia 51,4 owiec. Dodatkowa zaleta wykorzystywania do produkcji zwierzat transgenicznych
hodowanych in vitro komorek somatycznych jest to, ze bardzo fatwo okresli¢ pte¢ komo-
rek, ktore poddane beda transfekcji, co ma istotne znaczenie gdy produkt transgenu uzyski-
wany bedzie z mleka.

Transgeniczne zwierzgta, wykazujace wysoki poziom ekspresji transgenu, moga by¢
nastepnie ,,replikowane” metoda klonowania somatycznego (Ryc.2). Ma to istotne znacze-
nie w przypadku, gdy uzyskiwane z tych zwierzgt biatka stosowane bgda w terapii u ludzi.
Kazde bowiem biatko terapeutyczne musi przej$¢ wiele skomplikowanych i kosztownych

19 Schnieke A., Kind A.J., Ritchie W.A., Mycock K., Scott A.R., Ritchie M., Wilmut I., Colman A., Campbell
K.H.S.: Human factor IX transgenic sheep produced by transfer of nuclei from transfected fetal fibroblasts. Science,
1997, 278, 2130-2133
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testow laboratoryjnych i klinicznych zanim zostanie zarejestrowane jako lek dopuszczony
do stosowania u ludzi. Kazdy produkt uzyskiwanego de novo zwierzgcia transgenicznego
powinien przejs¢ tg procedure, jezeli zostalo ono uzyskane jedna ze wspomnianych wyzej
metod. Jezeli jednak lek juz zostat dopuszczony do stosowania, to somatyczne klonowanie
osobnika, ktory go produkuje, zapewni — przynajmniej teoretycznie — jednorodno$¢ leku
uzyskiwanego od nastgpnych generacji sklonowanych zwierzet. Procedurg tg zastosowata
amerykanska firma Genzyme Transgenic Corporation, ktéra uzyskata tradycyjna metoda
injekcji DNA do przedjadrzy zygoty transgeniczne kozy produkujace w mleku ludzka anty-
trombing III. Produkt ten przeszed! juz wszystkie etapy badan wymaganych przez Food
and Drug Administration. Firma przeprowadzila wigc udane proby somatycznego sklono-
wania transgenicznych koz produkujacych to biatko?. Zapowiedziata ona rowniez rozpo-
czgeie badan nad uzyskaniem metoda transplantacji jader zmodyfikowanych genetycznie
komorek somatycznych, transgenicznych krow produkujacych w mleku albuming surowi-
cy krwi ludzkie;.

Osobnym zagadnieniem, budzacym wielkie zainteresowanie medycyny, jest uzyska-
nie transgenicznych swin (przede wszystkim ze znokautowanym genem o.-1-3 transferazy
galaktozylu; o-1-3 GT), ktore mogtyby by¢ dawcami narzadow (ksenotransplantow) dla
ludzi oczekujacych na przeszczep nerki, watroby czy serca. Rowniez komoérki wysepek
trzustkowych pochodzacych ze zmodyfikowanych genetycznie §win stosowane by by¢ mogty
w terapii 0s6b cierpiacych na cukrzycg. Narzady i komorki §win ze znokautowanym genem
o.-1-3 GT odzaczalyby sig znacznie podwyzszong odpornoscia na reakcj¢ odrzucenia prze-
szczepu przez biorcg. Uzyskano juz linie komorek §winskich ze znokautowanym genem
0-1-3 GT 2. Udalo si¢ rowniez przeprowadzi¢ somatyczne klonowanie $win'2. Czy pota-
czenie obu tych technik zaawocuje zastosowaniem ksenotransplantéw w praktyce medycz-
nej pokaze zapewne najblizsza przysztosc.

Pewne obawy budza jednak wyniki badan opublikowane ostatnio przez van der Laana
i wsp. wykazujace mozliwos¢ migdzygatunkowej infekcji endogennymi retrowirusami §win-
skimi (PERV; ang. porcine endogenous retroviruses)*'. Wykazano, ze po przeszczepieniu
do myszy NOD/SCID (ang. non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency mice)
komorek §winskich wysp trzustkowych (z tego typu zabiegiem wiazano duze nadzieje w
terapii cukrzycy mtodzienczej) dochodzi do zakazenia przez PERV wigkszo$ci mysich tka-
nek. Wykazano rowniez, ze PERV zakaza¢ moga takze hodowane in vitro komorki ludzkie.
Obserwacje van der Laana i wsp. budza obawy, ze transplantacje narzadow $winskich przy-
czyni¢ si¢ moga do rozprzestrzenienia w populacji ludzkiej obcogatunkowych patogenow.
Obawy te sa tym powazniejsze, ze PERV sa zblizone do retrowirusow typu C wiazanych z
powstawaniem ztosliwych nowotworéw komorek uktadu krwiotworczego.

2 Baguisi A., Behboodi E., Melican D.T., Pollock J.S., Destrempes M.M., Cammuso C., Williams J.L., Nims S.D.,
Porter C.A., Midura P, Palacios M.J., Ayres S.L., Denniston R.S., Hayes M.L., Ziomek C.A., Meade H.M., Godke
R.A., Gavin W.G., Overstrom E.W., Echelard Y.: Production of goats by somatic cell nuclear transfer. Nat. Biotechnol.,
1999, 17, 456-461

2! Van der Laan L.J.W., Lockey C., Griffith B.C., Frasler F.S., Wilson C.A., Onions D.E., Hering B.J., Long
Z., Otto E., Torbutt B.E., Salomon D.R.: Infection by porcine endogenous retrovirus after islet xenotransplantation
in SCID mice. Nature, 2000, 407, 90-94
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Klonowanie terapeutyczne. Sukcesy somatycznego klonowania ssakow wiaza si¢ nie-
rozerwalnie z dyskusja na temat mozliwosci klonowania cztowieka. Pod uwagge brane sa
dwa rodzaje klonowania: klonowanie reprodukcyjne i klonowanie terapeutyczne. Choc
pierwszy typ klonowania budzi powszechny sprzeciw i jest w wigkszos$ci krajow zakazany,
to rozwazane sa mozliwosci jego stosowania w wyjatkowych przypadkach nieptodnosci, w
ktérych (z powodu catkowitego braku meskich komoérek rozrodczych) nie mozna zastoso-
wac ani klasycznego zaptodnienia in vitro ani zaptodnienia mikrochirurgicznego metoda
injekcji plemnikow (ICSI; ang. intracytoplasmic sperm injection), jader spermatyd (ELSI;
ang. elongated spermatid injection i ROSI; ang. round spermatid injection), a nawet sper-
matocytow II rzedu. Przeprowadzenie takiego zabiegu polegatoby na wprowadzeniu jadra
komorki somatycznej (np. skory) pochodzacej od mezczyzny do enukleowanego oocytu
pobranego od jego partnerki.

Znacznie mnigjszy sprzeciw budzi klonowanie terapeutyczne, w ktorym blastocysty,
ktore rozwingly sig¢ z rekonstruowanych oocytow uzywane by byly do wyhodowania pier-
wotnych komorek zarodkowych??,% 24, Celem tego zabiegu byloby wytworzenie komor-
kowych autotransplantow dla indywidualnych pacjentéw wymagajacych terapii komoérko-
wej. Od chorego pacjenta pobierane bylyby komoérki somatyczne (np. fibroblasty), a na-
stgpnie ich jadra wprowadzane by byty do enukleowanych ludzkich oocytéw MII. Rozwoj
rekonstruowanych zarodkéw zachodzilby in vitro do stadium blastocysty. Z wezlow zarod-
kowych blastocyst wyprowadzane by byly linie pierwotnych komoérek zarodkowych, ktore
nastgpnie — metodami sterowanego réznicowania — zmuszane by byly do przeksztalcenia
si¢ w zadany typ komorek (Ryc. 3).

Chociaz uzyskanie linii ludzkich pierwotnych komorek zarodkowych jest juz mozli-
we?, % klonowanie terapeutyczne, jezeli nawet zostanie zalegalizowane, niepredko bedzie
miato szans¢ na powszechne stosowanie. Podstawowym problemem jest dostgpnos¢ ludz-
kich oocytow. Z kalkulacji opartych na efektywnos$ci klonowania innych gatunkow ssakow,
czgstotliwos$ci wystgpowania aneuploidii w zarodkach ludzkich oraz odsetka ludzkich bla-
stocyst, z ktorych udaje si¢ wyprowadzi¢ linie komérkowe wynika, ze do uzyskania jedne;j,
indywidualnej linii pierwotnych komérek zarodkowych wymagane jest uzycie przynajmniej
280 ludzkich oocytéw. W chwili obecnej jest to oczywiscie niemozliwe.

Nie mozna jednak wykluczy¢, ze udoskonalenie metod dojrzewania ludzkich oocytow
in vitro pozwoli na ich pobieranie z niedojrzatych pecherzykdéw jajnikowych. Wtedy, jezeli
zostang stworzone odpowiednie akty prawne, oocyty mogtyby by¢ pobierane z jajnikéw
uzyskiwanych post mortem. Alternatywa jest uzycie biorcow obcogatunkowych.

2 Kind A., Colman A.: Therapeutic cloning: needs and prospects. Seminars in Cell and Dev Biol. 1999, 10,
279-286

3 Colman A., Kind A.: Therapeutic cloning: concepts and practicalities. Trends in Biotechnol. 2000, 18, 192-196

2 Karasiewicz J., Modlinski J.A.: Komorki macierzyste ssakow: potencjalne zrodto zréznicowanych komorek
do transplantacji. Post. Biol. Kom., 2001, 28: 219-242

3 Thomson J.A., Itskovitz-Eldor J., Shapiro S.S., Waknitz M.A., Swiergiel J.J., Marshall V.S., Jones J.M.:
Embryonic stem cell lines derived from human blastocysts. Science, 1998, 282, 1145-1147

26 Shamblott M.J., Axelman J., Wang S., Bugg E., Littlefield J., Donovan P.J., Blumenthal P.D., Huggins R.G.,
Gearhart J.D.: Derivation of pluripotent stem cells from cultured human primordial germ cells.Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1998, 95, 13726-13731
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Ryec. 3. Klonowanie terapeutyczne
Schemat ilustruje teoretyczng mozliwos¢ somatycznego klonowania cztowieka w celu uzyskania za-
rodka, z ktérego wyprowadzone pierwotne komorki zarodkowe postuza jako materiat do otrzymania
zrdéznicowanych komorek do przeszczepu. Prawa strona rysunku przedstawia kolejne etapy klonowa-
nia, lewa — hodowle komorek.
Fig. 3. Therapeutic cloning

Schematic illustration of the theoretical possibility of human somatic cloning aimed at obtaining em-
bryonic stem cells for autotransplants. Right side of the figure represents subsequent steps of cloning.
Cell culture is illustrated on the left.
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Badania Mitalipovej i wsp. wykazaty, ze jadra komorek somatycznych kilku gatunkow
ssakoéw po ich wprowadzeniu do enukleowanych oocytéw bydlgcych moga pokierowac
rozwojem rekonstruowanych zarodkéw do stadium blastocysty?’. Lanza i wsp. wykazali
za$, ze mozliwy jest petny rozwdj zarodka uzyskanego w wyniku migdzygatunkowego klo-
nowania somatycznego?®. Jadra komorek skory gaura (Bos gaurus) wprowadzone byty do
enukleowanych oocytow bydlgcych. Narodziny pierwszego osobnika, nazwanego Noe, na-
stapity na poczatku tego roku?®. Stosowanie jednak miedzygatunkowego klonowania w
odniesieniu do czlowieka jest ryzykowne. Po pierwsze, na skutek niezgodnosci jadrowo-
cytoplazmatycznych wiele migdzygatunkowych komoérek cybrydowych nie rozwija sig pra-
widlowo. W cybrydach takich stwierdzono, migdzy innymi, zmienione wzorce ekspresji
wielu genow. Po drugie, obecnosé obcogatunkowych biatek powierzchniowych w komor-
kach przeznaczonych do transplantacji spowodowa¢ moze powstanie reakcji immunolo-
gicznej, co oczywiscie jest zaprzeczeniem podstawowego celu stosowania tej techniki.

Watpliwo$ci. Klonowanie somatyczne pozostaje nadal — z biologicznego punktu wi-
dzenia — wielka niewiadoma. Nic prawie nie wiadomo o mechanizmach warunkujacych
przeprogramowanie w cytoplazmie oocytu wprowadzonych jader somatycznych, jak row-
niez bardzo stabo poznane sa zmiany morfologiczne i funkcjonalne, jakie zwigzane sa z ich
przemodelowaniem. Okoto potowa cielat urodzonych w Japonii w wyniku klonowania so-
matycznego, padta w czasie porodu lub wkrotce po urodzeniu. Jedna z przyczyn byta nie-
watpliwie ich nadmierna (w przypadku rasy Holstein nawet dwukrotnie wigksza) masa uro-
dzeniowa. Anomalia ta, wystepujaca rowniez u sklonowanych owiec i okreslana jako ,,lar-
ge calf-lamb syndrome” powoduje cigzkie porody. Nie jest to jednak jedyna przyczyna
zwigkszonej $miertelnos$ci cielat, gdyz padaly rowniez cielgta o normalnej lub nawet nieco
nizszej masie ciala. U sklonowanych zwierzat wystgpuja czgsto zaburzenia w funkcjono-
waniu uktadu oddechowego i uktadu krazenia, a w rozwoju plodowym zaobserwowano
nieprawidtowosci w budowie bton ptodowych oraz tozyska. Obserwuje si¢ rowniez skroce-
nie zuchwy oraz, wprawdzie znacznie rzadziej, inne rodzaje deformacji trzewioczaszki.
Zagadnienia te omOwione sa szerzej w publikaciji Hilla i wsp.>°.

Z somatycznym klonowaniem ssakow wiaza si¢ takze watpliwosci dotyczace rzeczy-
wistego wieku sklonowanych zwierzat w momencie ich narodzin. Wiadomym jest, ze u
wielu gatunkow zwierzat wraz z liczba przebytych przez komorki cykli komérkowych, a
wigc wraz z liczba replikacji DNA dochodzi do skracania sig telomeréw (koncowych frag-
mentow chromosomow stabilizujacych ich strukture w czasie replikacji), co uwazane jest
za jeden z przejawoOw starzenia si¢ zarowno komorki, jak i catego organizmu. Jezeli zjawi-

¥ Mitalipova M., Dominko T., Haley B., Beyhan Z., Memili E., First N.: Bovine oocyte cytoplasm reprograms
somatic cell nuclei from various mammalian species. Theriogenology, 1998, 49, 389

23 Lanza P, Cibelli J.B., Diaz F.,, Moraes C.T., Farin PW., Farin C.E., Hammer C.J., West M.D., Damiani P.:
Cloning of endangered species (Bos gaurus) by interspecies nuclear transfer. Cloning, 2000, 2, 79-90

¥ Togel G.: Cloned gaur a short-lived success. Science, 2001, 291:409

3 Hill JR., Roussel A.J., Cibelli J.B., Edwards J.F., Hooper N.L., Miller M.W., Thompson J.A., Looney
C.R., Westhusin M.E., Robl J.M., Stice S.L.: Clinical and pathologic features of cloned transgenic calves and
fetuses (13 case studies). Theriogenology, 1999, 51, 1451- 65
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sko to byloby nicodwracalne, to pochodzace od dorostych osobnikow komorki dawcy jader
bylyby juz wyjsciowo komoérkami starymi, co mogtoby wywiera¢ niekorzystny wplyw za-
réwno na rozwoj sklonowanych osobnikow, jak rowniez ogranicza¢ dtugo$¢ ich zycia. Ba-
dania Shielsa i wsp. przeprowadzone na chromosomach Dolly w wieku trzech lat wykazaty,
ze dlugos¢ telomerdw jej chromosomow byta znacznie mniejsza niz u zwierzat kontrolnych
bedacych w tym samym wieku?!. Kiedy Dolly miata okoto jednego roku, dtugosc¢ jej telo-
merow zblizona byta do dlugosci telomeréw jej ,,matki” (klonowanego osobnika), ktora
miata szes¢ lat, gdy pobrano od niej komorki gruczotu mlekowego, uzyte pozniej jako daw-
cy jader. Tak wigc, kiedy Dolly miala trzy lata, jej wiek ,,telomerowy” odpowiadat wiekowi
9-letniej owcy. Obecnie Dolly ma okoto czterech lat i urodzita czworo jagniat, a wigc jej
zdolnosci rozrodcze nie sa, jak na razie, uposledzone. Nie wiadomo oczywiscie jak dlugo
bedzie zyta. Skroceniu, i to w szybkim tempie, ulegaja réwniez telomery chromosomow
owczych fibroblastow hodowanych in vitro. Juz po czterech pasazach, a wigc po kilku tygo-
dniach hodowli, dlugo$¢ telomeroéw ich chromosomoéw odpowiada dtugosci telomeréw chro-
mosoméw owcy w wieku jednego roku. Z kolei, w kwietniu 2000 r. opublikowana zostata
w ,,Science” praca Lanzy i wsp., ktora problem zwiazku dlugosci telomerow z wiekiem
komorek stawia w zupetnie nowym $wietle32. Badacze ci wykazali, Zze u bydta, po wprowa-
dzeniu do enukleowanych oocytow jader fibroblastow, w ktorych chromosomach — w wy-
niku dlugotrwalej hodowli in vitro — doszto do niemal catkowitego zaniku telomerow, do-
chodzi w czasie rozwoju rekonstruowanych (sklonowanych) zarodkéw do odtworzenia nor-
malnej (a nawet czasami ponadnormalnej) dlugosci telomerow. Na marginesie warto do-
da¢, ze u myszy nie dochodzi w czasie ontogenezy do skracania si¢ telomerow. Nokaut
genu telomerazy, enzymu zapobiegajacego skracaniu si¢ telomeréw (gen ten jest rowniez
aktywny w komoérkach nowotworowych), nie wptywa negatywnie na rozwdj myszy azdo 5
pokolenia. Trudno w tej chwili jednoznacznie okresli¢, czy w gre wchodza tu tylko roznice
miedzygatunkowe, co przeczyloby ogodlnie przyjetej roli telomerow, czy tez wplywaja na to
jakies$ inne czynniki i mechanizmy.

Wyniki ostatnich badan poréwnawczych przeprowadzonych na cielgtach urodzonych
w wyniku transplantacji do enukleowanych oocytéw jader wielu rodzajéw komoérek soma-
tycznych pochodzacych z tkanek ptodéw, nowonarodzonych cielat oraz osobnikéw doro-
stych sa do$¢ zaskakujace**. Okazalo sig, migdzy innymi, ze u cielat uzyskanych po trans-
plantacji jader komoérek ucha pochodzacych z 10-letniego buhaja, dlugos$¢ telomerowych
odcinkow DNA w komorkach ucha jest taka sama jak w komorkach ucha dawcy jader. Z
drugiej jednak strony, dtugos¢ telomeréw w biatych ciatkach krwi byta znacznie mniejsza,
odpowiadata jednak dhugosci telomerow w biatych cialkach krwi u cielat kontrolnych be-
dacych w tym samym wieku. Wskazuje to na to, ze skracanie si¢ telomeréw (przynajmniej

3! Shiels P.G., Kind A.J., Campbell K.H.S., Waddington D., Wilmut L., Colman A., Schnieke A.: Analysis of
telomere lengths in cloned sheep. Nature, 1999, 399, 316-317
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M., Chaves E. A., Sawyer N., Landstrop P. M., West M. D.: Extension of cell life-span and telomere length in
animals cloned from senescent somatic cells. Science, 2000, 288, 665-669

3 Kato Y., Tani T., Tsunoda Y.: Cloning of calves from various somatic cell types of male and femal adult,
newborn and fetal cows. J. Reprod. Fert., 2000, 120, 231-237
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u bydta) przebiega réznie w réoznych tkankach. Poréwnujac aktywno$¢ telomerazy w ko-
morkach pgcherzykowych i we wprowadzonych w stan GO komdrkach nabtonka jajowodu
nie stwierdzono aktywnosci telomerazy w komorkach pecherzykowych. Tym niemniej jed-
nak, uzyskano podobny odsetek cielat urodzonych po transplantacji jader obu typow komo-
rek. Analiza potencji rozwojowych zwierzat uzyskanych po transplantacji jader komoérek w
réznym wieku wykazala, ze znacznie wigcej przypadkéw spontanicznych poronien oraz
znacznie wigksza liczbg roznego typu anomalii rozwojowych obserwowano u plodow i
urodzonych cielat rozwijajacych sig po transplantacji jader komorek dorostych osobnikow
niz po transferze jader komoérek plodowych i z nowonarodzonych cielat. Jest jednak sprawa
catkowicie niejasna, czy ma to jakikolwiek zwiazek ze skracaniem sig¢ telomerowych od-
cinkdw DNA. Intrygujace jest jednak to, ze wiele cielat urodzonych po transferze jader
komoérek pochodzacych od 10-letniego buhaja miato, juz w momencie narodzin, wiele cech
fenotypowych charakterystycznych dla dorostych osobnikow, takich jak masywna budowe
kos$ci, pomarszczenie skory oraz sztywne i szorstkie wlosy. Znowu oczywiscie nie wiado-
mo, czy ma to zwiazek ze skracaniem si¢ telomeréw czy tez jest wynikiem mutacji kumulu-
jacych si¢ wraz z wiekiem, w komorkach dawcach jader.

Whioskiem jaki si¢ nasuwa, jest to, ze zanim klonowanie somatyczne wprowadzo-
ne bgdzie do programéw hodowlanych, a tym bardziej do terapii komdrkowej, niezbgdne
jest przeprowadzenie jeszcze wielu badan, ktére umozliwityby wyjasnienie i zrozumienie
mechanizméw przeprogramowania jader somatycznych w cytoplazmie oocytow.
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