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KLONOWANIE SOMATYCZNE SSAKÓW

Streszczenie. Klonowanie somatyczne ssaków sta³o siê mo¿liwe dziêki udoskonaleniu metody
transplantacji j¹der komórkowych, polegaj¹cym na u¿yciu komórek-dawców j¹der w fazie
G0 lub na aktywacji rekonstruowanego oocytu w kilka godzin po wprowadzeniu j¹dra (post-
aktywacja). Tak ulepszon¹ technik¹ uda³o siê sklonowaæ owce, kozy, �winie, byd³o oraz my-
szy; dwa ostatnie gatunki � obojga p³ci.
 Klonowanie transgenicznych ssaków produkuj¹cych w mleku (lub moczu) ludzkie bia³ka te-
rapeutyczne mo¿e byæ wykorzystane do celów farmakologii i medycyny. Dokonano ju¿ soma-
tycznego sklonowania transgenicznej kozy produkuj¹cej w mleku ludzk¹ antytrombinê III.
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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 G0 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 III in its milk has already been achieved.
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1. DOSKONALENIE METODY TRANSPLANTACJI J¥DER KOMÓRKOWYCH

W�ród wielu metod stosowanych w klonowaniu ssaków, metod¹ zapewniaj¹c¹ uzy-
skanie klonów o najwiêkszej liczebno�ci, jest technika transplantacji j¹der komórkowych
(ang. nuclear transfer) do enukleowanych oocytów, czyli do oocytów, z których usuniêty
zosta³ ich w³asny materia³ genetyczny (Ryc.1).

Do po³owy lat 90-tych jako dawców j¹der u¿ywano wy³¹cznie komórek zarodkowych � do
oocytów wprowadzane by³y j¹dra pochodz¹ce z blastomerów zarodków przedimplantacyjnych
bêd¹cych w ró¿nych stadiach rozwoju, od stadium kilkukomórkowego do blastocysty1. Klo-
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Ryc. 1. Klonowanie somatyczne ssaków metod¹ transplantacji j¹der komórkowych
wg Modliñskiego i wsp. 2001

Fig. 1. Somatic cloning of mammals after Modliñski at al., 2001
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nowaniu podlega³y wiêc zarodki (a nie doros³e osobniki) i dlatego ten typ klonowania okre-
�lany jest obecnie mianem klonowania zarodkowego. Pomimo do�æ du¿ej efektywno�ci klo-
nowania zarodków ró¿nych gatunków zwierz¹t (u byd³a uzyskuje siê klony licz¹ce od 5 do 11
ciel¹t) znaczenie tej metody dla praktyki hodowlanej i przyspieszenia postêpu genetycznego,
a tak¿e dla farmacji i medycyny (patrz ni¿ej) jest problematyczne. Klonowany zarodek jest
bowiem terra incognita zarówno pod wzglêdem p³ci, jak i warto�ci genetycznej, a wiêc rów-
nie¿ pod wzglêdem wynikaj¹cej z niej warto�ci u¿ytkowej uzyskanych zarodkowych klonów
zwierz¹t. Istniej¹ wprawdzie metody pozwalaj¹ce okre�liæ p³eæ i warto�æ genetyczn¹ zarodka,
s¹ one jednak ca³kowicie nieop³acalne z praktycznego punktu widzenia. Jedynym sposobem
pozwalaj¹cym zarówno na uzyskanie klonów o znanych cechach genetycznych, jak i na znaczne
zwiêkszenie ich liczebno�ci jest tylko klonowanie doros³ych osobników. W przeciwieñstwie
do klonowania zarodkowego, w którym oprócz transplantacji j¹der stosuje siê jeszcze kilka
innych technik takich jak izolacja blastomerów, klonowanie chimerowe i bisekcja zarodków,
klonowanie doros³ych osobników ssaków przeprowadzone mo¿e byæ tylko metod¹ transplan-
tacji j¹der komórkowych.

Komórki zró¿nicowane jako dawcy j¹der. Wiêkszo�æ komórek somatycznych doros³ych
ssaków to komórki zró¿nicowane. Do niedawna uwa¿ano, ¿e klonowanie ssaków metod¹
transferu j¹der komórek somatycznych jest, z biologicznego punktu widzenia, ca³kowicie
niemo¿liwe. Wynika³o to z powszechnie przyjêtego za³o¿enia, ¿e w rozwoju zarodkowym i
p³odowym ssaków � w miarê postêpuj¹cego ró¿nicowania komórek zachodz¹ w nich nieod-
wracalne zmiany, które powoduj¹, ¿e ich j¹dra nie mog¹ ju¿ powróciæ do stanu niezró¿nico-
wanego j¹dra zygoty. Zmiany te dotycz¹ zarówno struktury j¹der jak i genomu. Powrót do
stanu pierwotnego obcych j¹der komórkowych wprowadzonych do cytoplazmy oocytu obej-
mowaæ wiêc musi zarówno przemodelowanie struktur j¹drowych jak i przeprogramowanie
genomu. Oba te zjawiska s¹ conditio sine qua non umo¿liwiaj¹cym pokierowanie przez wpro-
wadzone j¹dro, a nastêpnie przez j¹dra potomne, embriogenezy i ontogenezy sklonowanego
zarodka lub osobnika doros³ego. Obowi¹zuj¹cy dogmat nieodwracalnych zmian zachodz¹-
cych w j¹drach w czasie ró¿nicowania wyklucza³ a priori mo¿liwo�æ ich wykorzystania do
klonowania osobników doros³ych. Jednak prowadzone w ostatnich latach intensywne bada-
nia doprowadzi³y do stworzenia nowych modeli do�wiadczalnych, które skierowa³y klono-
wanie ssaków na nowe tory. W�ród wielu czynników, które s¹ odpowiedzialne za przeprogra-
mowanie wprowadzonych j¹der oraz prawid³owy rozwój rekonstruowanych zarodków, za
szczególnie istotne uwa¿a siê odpowiedni dobór faz cyklu komórkowego komórki biorcy
j¹dra i komórki dawcy j¹dra oraz metodê aktywacji rekonstruowanych oocytów.

Dobór faz cyklu komórkowego biorcy i dawcy j¹dra. Badania nad wp³ywem doboru
faz cyklu komórkowego na rozwój oocytów rekonstruowanych przez wprowadzenie do nich
j¹der komórek zarodkowych doprowadzi³y, miêdzy innymi, do stworzenia modelu tzw. �uni-
wersalnych biorców� (ang. universal recipients) 2 . W modelu tym, j¹dra komórek zarodko-
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wych wprowadzane s¹ do cytoplazmy oocytów w kilka godzin po ich aktywacji. W oocytach
takich, okre�lanych mianem oocytów pre-aktywowanych, poziom MPF (czynnika dojrzewa-
nia oocytów; ang. maturation/meiosis/mitosis promoting factor) jest bardzo niski. Aktywno�æ
MPF oraz aktywno�æ stabilizuj¹cego go czynnika cytostatycznego CSF (ang. cytostatic fac-
tor) s¹ g³ównymi czynnikami kontroluj¹cymi wej�cie komórek w fazê M cyklu komórkowe-
go. W nieaktywowanych oocytach, wysoka aktywno�æ MPF utrzymuje ¿eñsk¹ chromatynê
oocytu w postaci skondensowanych chromosomów metafazy II. Je¿eli do takich oocytów,
okre�lanych mianem oocytów MII, wprowadzi siê jakiekolwiek j¹dro interfazowe, to � pod
wp³ywem MPF � dochodzi bardzo szybko do zaniku jego otoczki j¹drowej (NEBD; ang.
nuclear envelope breakdown) oraz do przedwczesnego wyró¿nicowania siê (kondensacji)
chromosomów (PCC; ang. premature chromosome condensation). Aktywacja oocytu, zarów-
no naturalna, wywo³ana wnikniêciem plemnika, jak i sztuczna � spowodowana dzia³aniem
ró¿norakich bod�ców fizyko-chemicznych � powoduje gwa³towny spadek w jego cytopla-
zmie poziomu MPF. W j¹drach wprowadzonych do cytoplazmy oocytów pre-aktywowanych
nie dochodzi do NEBD i PCC i � jak wykazano � w j¹drach takich, niezale¿nie od fazy ich
cyklu komórkowego, jest kontynuowana, a nie podejmowana de novo, synteza DNA2. Za-
chowanie siê j¹der bêd¹cych w ró¿nych fazach cyklu komórkowego i wprowadzonych do
enukleowanych oocytów w ró¿nych fazach aktywno�ci metabolicznej jest omówione szerzej
w artyku³ach przegl¹dowych Modliñskiego i Karasiewicz 3 ,4.

Model �uniwersalnych biorców� stosowany jest obecnie z powodzeniem w klonowa-
niu zarodkowym ssaków zapewniaj¹c prawid³owy rozwój znacznie wiêkszego, ni¿ uprzed-
nio, odsetka zrekonstruowanych zarodków. Jednak¿e próby zastosowania tego modelu do-
�wiadczalnego do transplantacji j¹der komórek innych ni¿ komórki pochodz¹ce z zarod-
ków przedimplantacyjnych nie przynios³y zadawalaj¹cych wyników. Po wprowadzeniu do
oocytów j¹der hodowanych in vitro komórek pochodzenia zarodkowego wyprowadzonych
z tarczek zarodkowych (ED, ang. embryonic disc) blastocyst owczych tylko w kilku przy-
padkach uzyskano narodziny jagni¹t, i to tylko wtedy, gdy komórki dawcy-j¹der pochodzi³y
z trzech pierwszych pasa¿y 5. J¹dra pochodz¹ce z pó�niejszych pasa¿y (4-11) podtrzymy-
wa³y rozwój tylko do stadium blastocysty. W przeprowadzonej analizie hodowanych in
vitro owczych oraz bydlêcych komórek ED wykazano, ¿e � poczynaj¹c od trzeciego pasa¿u
� zaczynaj¹ one wchodziæ na drogê ró¿nicowania, czego dowodem jest zanik aktywno�ci
fosfatazy zasadowej oraz pojawienie siê cytokeratyn (cytoplazmatycznych znaczników ty-
powych dla komórek nab³onkowych) oraz lamin j¹drowych A/C, typowych znaczników
komórek zró¿nicowanych. Komórki niezró¿nicowane, takie jak komórki wêz³a zarodko-
wego, komórki raka zarodkowego (ang. embryonal carcinoma cells) oraz mysie pierwotne
komórki zarodkowe (ang. embryonic stem cells) wykazuj¹ pozytywn¹ reakcjê na obecno�æ
fosfatazy zasadowej, za� negatywn¹ reakcjê na obecno�æ cytokeratyn i lamin A/C. Uwa¿a-
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no wiêc, ¿e � obserwowane od 2-3 pasa¿u � postêpuj¹ce ró¿nicowanie komórek wyprowa-
dzonych z tarczek owcy, w kierunku komórek nab³onkopodobnych i mezenchymatycznych6

jest g³ówn¹ przyczyn¹ nieprawid³owego przeprogramowania ich j¹der w cytoplazmie oocytu,
a co za tym idzie, nieprawid³owego rozwoju rekonstruowanych zarodków. Potwierdza³o to
tym samym panuj¹cy wówczas pogl¹d, ¿e pe³ne przeprogramowanie j¹der komórek zró¿ni-
cowanych nie jest mo¿liwe.

Dawcy j¹der w fazie G0. Istotnym prze³omem w badaniach nad klonowaniem ssaków
okaza³y siê badania Campbella i wsp., którzy jako dawców j¹der u¿yli komórek wprowa-
dzonych w fazê (stan) G0 5. Jest to stan spoczynkowy komórki oznaczaj¹cy jej wyj�cie z
cyklu komórkowego i charakteryzuj¹cy siê obni¿eniem poziomu transkrypcji, degradacj¹
wiêkszo�ci rodzajów mRNA, zmianami w polirybosomach oraz kondensacj¹ chromatyny.
Campbell i wsp. za³o¿yli, ¿e ten specyficzny stan komórek i chromatyny j¹drowej w fazie
G0, umo¿liwi prawid³ow¹ reakcjê wszystkich �u�pionych� genów (i byæ mo¿e równie¿
struktur j¹drowych) wprowadzonego w tej fazie j¹dra na sygna³y p³yn¹ce z cytoplazmy
oocytu, czyli � innymi s³owy � umo¿liwi pe³ne przemodelowanie i przeprogramowanie
j¹der nawet tych komórek, które wesz³y na drogê ró¿nicowania lub te¿ s¹ ju¿ w pe³ni zró¿-
nicowane. Wprowadzenie komórek w spoczynkowy stan G0 uzyskano poprzez ich hodow-
lê przez 5 dni w po¿ywce o drastycznie obni¿onej (z 10 do 0,5%) zawarto�ci surowicy,
która jest dla komórek podstawowym czynnikiem od¿ywczym.

Nale¿y jednak zwróciæ uwagê, ¿e nie ma, jak do tej pory, metody pozwalaj¹cej
jednoznacznie okre�liæ czy wszystkie komórki �g³odzonej� populacji (a przynajmniej wiêk-
szo�æ z nich) wesz³a w stan G0. W badaniach immunofluorescencyjnych przeprowadzo-
nych przy u¿yciu przeciwcia³ antyPCNA i skoniugowanych z rodamin¹ przeciwcia³ na cykli-
ny wykazano jedynie, ¿e hodowane komórki nie s¹ w fazie S 7 . PCNA (ang. proliferating-
cell nuclear antigen) jest wska�nikiem aktywnej replikacji DNA. Zastosowanie metody
�g³odzenia� komórek umo¿liwi³o, w pierwszym etapie badañ, uzyskanie jagni¹t po trans-
plantacji do enukleowanych oocytów j¹der komórek owczych ED pochodz¹cych z 6-13
pasa¿u 5, a nastêpnie jagni¹t po transferze j¹der fibroblastów p³odowych oraz Dolly, po
transferze j¹der komórek gruczo³u mlekowego 6-letniej ciê¿arnej owcy 8.

Dolly by³a pierwszym ssakiem uzyskanym w wyniku sklonowania doros³ego osob-
nika, a tym samym pierwszym, wzorcowym przyk³adem somatycznego, a nie zarodkowe-
go, klonowania ssaków. Przez ponad rok by³a ona jedynym zwierzêciem uzyskanym drog¹
klonowania somatycznego i s¹dzono nawet, ¿e uzyskano j¹ �pomy³kowo�, przez wprowa-
dzenie do oocytu j¹dra jakiej� nie w pe³ni zró¿nicowanej komórki. By³o to o tyle uzasadnio-
ne, ¿e hodowle pierwotne komórek gruczo³u mlekowego nie s¹ jednorodn¹ populacj¹. Oprócz
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nab³onkowych komórek gruczo³u mlekowego, fibroblastów i komórek mioepitelialnych w
hodowli móg³ znajdowaæ siê równie¿ niewielki odsetek stosunkowo ma³o zró¿nicowanych
komórek wspomagaj¹cych regeneracjê gruczo³u mlekowego w okresie ci¹¿y. Jednak wyni-
ki opublikowane przez Wakayamê i wsp., którzy uzyskali myszy po transferze j¹der komó-
rek pêcherzykowych, rozwia³y te w¹tpliwo�ci9. Komórki pêcherzykowe s¹ komórkami
wzgórka jajono�nego otaczaj¹cego owulowany oocyt. Poniewa¿ s¹ one w fazie G0/G1, nie
ma potrzeby ich �g³odzenia�. W do�wiadczeniach Wakayamy i wsp. zastosowano jednak
zupe³nie nowy schemat doboru faz cyklu komórkowego, zaproponowany nieco wcze�niej
przez Cibelliego i wsp.10. Schemat ten polega³ na wprowadzaniu j¹der fibroblastów p³odo-
wych (s¹ one równie¿ komórkami somatycznymi i ponad 50% z nich jest w fazie G1) do
nieaktywowanych oocytów MII, które dopiero w kilka godzin po wprowadzeniu do nich
j¹der poddawane by³y aktywacji. Oocyty takie, okre�lane mianem oocytów post-aktywo-
wanych, stanowi³y wiêc uk³ad do�wiadczalny ca³kowicie odmienny od stosowanego w klo-
nowaniu zarodkowym uk³adu oocytów pre-aktywowanych. W j¹drach wprowadzonych do
post-aktywowanych oocytów dochodzi oczywi�cie do NEBD i PCC. Nie wiadomo dok³ad-
nie � jak na razie � dlaczego oba te zjawiska, których niekorzystny wp³yw na rozwój rekon-
struowanych zarodków stwierdzono w przypadku klonowania zarodkowego sprzyjaj¹ prze-
programowaniu i przemodelowaniu j¹der komórek somatycznych 1. Przypuszcza siê, ¿e
wystawienie �nagiej�, silnie skondensowanej chromatyny (po zaj�ciu NEBD i PCC) oraz
bia³ek j¹drowych na d³ugotrwa³e dzia³anie czynników cytoplazmatycznych wp³ywaæ mo¿e
korzystnie na przeprogramowanie i przemodelowanie j¹der komórek zró¿nicowanych.
Mo¿na równie¿ przypuszczaæ, ¿e przemodelowanie wprowadzonych j¹der nie jest zjawi-
skiem jednorazowym lecz ci¹giem przemian zachodz¹cych podczas kolejnych mitoz. Z
tego wzglêdu dodatkowa runda NEBD i PCC, jakim podlegaj¹ j¹dra w cytoplazmie post-
aktywowanych oocytów mia³aby korzystny wp³yw na ich przemodelowanie.

Aktywacja rekonstruowanego oocytu. Drugim, jak ju¿ wy¿ej wspomniano, istotnym
czynnikiem wp³ywaj¹cym na rozwój rekonstruowanych oocytów jest metoda ich aktywa-
cji. Aktywacjê metafazowych oocytów ssaków przeprowadziæ mo¿na stosuj¹c ró¿norakie
bod�ce fizyko-chemiczne. Najczê�ciej stosowanym czynnikiem fizycznym s¹ impulsy pr¹-
du sta³ego, natomiast stosowanymi czynnikami chemicznym s¹ etanol, jony strontu, jono-
for wapniowy A23187 i jonomycyna. Prowadzone w ostatnim czasie badania nad udosko-
naleniem metod sztucznej aktywacji oocytów MII ssaków polegaj¹ g³ównie na optymaliza-
cji (w zale¿no�ci od gatunku) parametrów stosowanego pola elektrycznego (si³a, czas trwa-
nia impulsu i liczba impulsów) lub te¿, znacznie czê�ciej, na ³¹czeniu bod�ca aktywuj¹cego
(najczê�ciej jonomycyny) ze zwi¹zkami blokuj¹cymi aktywno�æ kinazy MPF/MAP, takimi
jak 6-dwumetyloaminopuryna (6-DMAP) czy cykloheksemid. Jonomycyna i 6-DMAP s¹
obecnie czynnikami najczê�ciej stosowanymi w somatycznym klonowaniu ssaków metod¹
post-aktywacji.



15Klonowanie somatyczne ssaków

11 Piotrowska K., Modliñski 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

13 Modliñski J.A., Grabarek J., P³usa B., Karasiewicz J.: The possible role of cell cycle in mammalian cloning.
J. Appl. Gen., 2001, 42, 153-176

Seryjna transplantacja jako udoskonalenie metody. Czynione s¹ próby zwiêkszenia
efektywno�ci klonowania somatycznego poprzez zastosowanie tzw. wielokrotnego klo-
nowania (ang. re-cloning) metod¹ seryjnej transplantacji j¹der komórkowych. Metoda ta,
zastosowana z powodzeniem w klonowaniu zarodkowym, polega na tym, ¿e kilku- lub
kilkunastokomórkowy zarodek powsta³y po transplantacji j¹dra do oocytu jest �ród³em
j¹der do nastêpnej rundy klonowania. Uzyskane t¹ drog¹ zarodki II generacji s¹ dawcami
j¹der dla zarodków III generacji itd. 11  Stosuj¹c tê metodê uzyskano u byd³a i królika11

urodzone zwierzêta wywodz¹ce siê z III, a u kozy nawet z V generacji klonowanych
zarodków. W przypadku klonowania somatycznego metoda seryjnej transplantacji j¹der
staje siê nieco bardziej z³o¿ona. W pierwszym etapie j¹dra somatyczne wprowadzane s¹
do post-aktywowanych oocytów. W etapie drugim natomiast, j¹dra pochodz¹ce z rozwi-
jaj¹cych siê zarodków przeszczepiane s¹, tak jak w klonowaniu zarodkowym, do oocy-
tów preaktywowanych.

Dotychczas próby seryjnej transplantacji j¹der w klonowaniu somatycznym przepro-
wadzano jedynie u byd³a. S¹ one nieliczne i, choæ obiecuj¹ce, nie da³y na razie odpowiedzi,
czy uda siê w ten sposób wyra�nie zwiêkszyæ efektywno�æ klonowania somatycznego. Nie
jest jednak wykluczone, ¿e u pewnych gatunków, takich jak np. �winia, re-transplantacja
j¹der mo¿e byæ w ogóle jedynym sposobem uzyskania sklonowanego potomstwa 12. Wy-
korzystanie seryjnej transplantacji j¹der w klonowaniu somatycznym omówione jest do-
k³adniej w pracy Modliñskiego i wsp.13.

2. OSI¥GNIÊCIA W KLONOWANIU SSAKÓW

Udoskonalenie metody transplantacji j¹der komórkowych zaowocowa³o uzyskaniem
w ci¹gu ostatnich trzech lat wielu osobników otrzymanych w wyniku somatycznego klono-
wania przede wszystkim byd³a, ale tak¿e owiec, kóz, �wiñ oraz myszy. Komórki-dawcy
j¹der pochodzi³y b¹d� z tkanek p³odowych, b¹d� te¿ z tkanek osobników doros³ych. Ze
zrozumia³ych wzglêdów najwiêksze zainteresowanie budzi somatyczne klonowanie byd³a,
jako podstawowego gatunku gospodarskiego oraz myszy, jako podstawowego gatunku la-
boratoryjnego. U obu tych gatunków przeprowadzono najwiêcej do�wiadczeñ nad klono-
waniem somatycznym i uzyskano klony o najwiêkszej liczebno�ci. Nale¿y jednak zwróciæ
uwagê, ¿e w wielu przypadkach (podobnie zreszt¹ jak w przypadku Dolly, a tak¿e np. my-
szy uzyskanych po transferze komórek koñca ogona) fenotyp komórek somatycznych po-
chodz¹cych od osobników doros³ych i u¿ytych jako dawców j¹der, jest trudny do zdefinio-
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wania. Komórkami o �ci�le okre�lonym fenotypie by³y, jak dotychczas, jedynie komórki
pêcherzykowe (pochodz¹ce zarówno z resztek wzgórka jajono�nego otaczaj¹cych owulo-
wane oocyty myszy i byd³a, jak ze �ciennej warstwy ziarnistej bydlêcych i �wiñskich pêche-
rzyków jajnikowych), komórki Sertolego i komórki nerwowe myszy, bydlêce komórki na-
b³onka jajowodu i macicy oraz (do pewnego stopnia) bydlêce leukocyty. W pozosta³ych
natomiast przypadkach przypuszczaæ mo¿na, ¿e dawcami j¹der by³y wy³¹cznie fibroblasty
� kiedy �ród³em komórek by³y fragmenty tkanki pobranej z ucha lub skóry, czy te¿ fibro-
blasty, fibrocyty lub satelitowe komórki miê�niowe � kiedy fragmenty tkanki pochodzi³y z
miê�ni. Fibroblastyczny charakter mia³y równie¿ u¿yte do klonowania komórki p³odowe,
niezale¿nie od tego, czy pochodzi³y one ze skóry, z miê�ni czy te¿ z innych tkanek. Komór-
ki Sertolego i neurony s¹ niedziel¹cymi siê komórkami w stanie G0, za� ponad 90% komó-
rek pêcherzykowych wzgórka jajono�nego jest w fazie G0/G1. Nie zachodzi wiêc potrzeba
ich eksperymentalnego wprowadzania w stan spoczynkowy. W przypadku innych rodza-
jów komórek stosowane jest czasami wprowadzanie ich w stan spoczynkowy, tym niemniej
jednak badania porównawcze wykaza³y, ¿e przy zastosowaniu metody post-aktywacji oocy-
tów nie zawsze jest to konieczne.

U byd³a i myszy sklonowano ju¿ osobniki obojga p³ci. Najliczniejsze, jak do tej pory,
somatyczne klony bydlêce uzyskali Kato i wsp. w Japonii oraz Wells i wsp. w Nowej Zelan-
dii 14, 15. Badacze japoñscy uzyskali 8 ciel¹t po przeniesieniu do biorczyñ 10 blastocyst po-
wsta³ych w wyniku wprowadzenia do enukleowanych oocytów j¹der komórek pêcherzyko-
wych (6 blastocyst) i j¹der komórek nab³onka jajowodu (4 blastocysty). Urodzonych 8 cie-
l¹t (4 zmar³y jednak wkrótce po urodzeniu) stanowi³o klon, poniewa¿ wszystkie komórki �
dawcy j¹der (chocia¿ o ró¿nym fenotypie) pochodzi³y od jednego zwierzêcia. Klon uzyska-
ny przez Wellsa i wsp. liczy³ 10 ciel¹t i powsta³ w wyniku transplantacji do enukleowanych
oocytów j¹der komórek pêcherzykowych �ciennej warstwy ziarnistej pêcherzyka jajniko-
wego 15. Oba wspomniane wy¿ej klony s¹ somatycznymi klonami ¿eñskimi. Somatyczne
klony mêskie uzyskano po transplantacji do oocytów j¹der komórek pochodz¹cych m.in. z
hodowli in vitro fragmentów miê�nia najd³u¿szego grzbietu (musculus longissimus dorsi)
buhaja.

Wyj¹tkowo interesuj¹cym osi¹gniêciem, obrazuj¹cym mo¿liwo�ci klonowania soma-
tycznego, by³o uzyskanie przez Galliego i wsp. buhaja po wprowadzeniu do enukleowane-
go oocytu j¹dra leukocytu krwi obwodowej16. Leukocyty stanowi¹ wyj¹tkowo dogodny
rodzaj komórek, które u¿yte byæ mog¹ do klonowania somatycznego. S¹ one bardzo ³atwe
do uzyskania od wszystkich zwierz¹t niezale¿nie od gatunku oraz p³ci i wieku, nie wyma-
gaj¹ uprzedniej hodowli in vitro, co jest konieczne w przypadku wiêkszo�ci komórek po-
branych z innych tkanek, a tak¿e s¹ bardzo ³atwe do kriokonserwacji. Spektakularnym osi¹-
gniêciem jest równie¿ otrzymanie ciel¹t po transferze j¹der komórek nab³onkowych uzy-
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skanych z siary laktuj¹cych krów17. Dok³adny wykaz uzyskanych do chwili obecnej soma-
tycznych klonów ssaków podany jest w pracy Modliñskiego i wsp13.

3. PERSPEKTYWY PRAKTYCZNEGO ZASTOSOWANIA KLONOWANIA
SSAKÓW

Jak ju¿ wspomniano, tylko klonowanie somatyczne mo¿e umo¿liwiæ rzeczywiste zwiêk-
szenie liczebno�ci osobników o szczególnie warto�ciowych cechach u¿ytkowych. Rodzi
siê wiêc natychmiast pytanie: czy i w jaki sposób przedstawione wy¿ej spektakularne osi¹-
gniêcia w dziedzinie klonowania somatycznego ssaków mog¹ byæ wykorzystane?

Na badania nad somatycznym klonowaniem ssaków przeznacza siê na �wiecie olbrzy-
mie nak³ady. S¹ dwa g³ówne tego powody: pierwszy natury czysto poznawczej, drugi czy-
sto praktycznej (nie bêdziemy omawiaæ mo¿liwo�ci zastosowania klonowania somatyczne-
go w hodowli zwierz¹t, gdy¿ nie mie�ci siê to w ramach tego artyku³u). Badania nad soma-
tycznym klonowaniem ssaków, w którym j¹dra pochodz¹ce z komórek ró¿nych tkanek
wprowadzane s¹ do ca³kowicie odmiennego �rodowiska cytoplazmatycznego, dostarczyæ
mog¹ cennych informacji dotycz¹cych interakcji j¹drowo-cytoplazmatycznych we wcze-
snej embriogenezie ssaków, mechanizmów ró¿nicowania komórkowego oraz natury i roli
czynników odpowiedzialnych za przemodelowanie j¹der komórkowych i przeprogramo-
wanie genomu komórek somatycznych.

Otrzymywanie i klonowanie zwierz¹t transgenicznych. Je¿eli chodzi o aspekt prak-
tyczny, to somatyczne klonowanie owiec, kóz, byd³a czy �wiñ ma ogromne znaczenie dla
farmacji i medycyny, uzasadniaj¹ce nieograniczone niemal �rodki, jakie wielkie firmy far-
maceutyczne i biotechnologiczne przeznaczaj¹ na ten cel. Badania te bowiem dotycz¹ za-
równo otrzymywania, jak i klonowania zwierz¹t transgenicznych, które produkowaæ by
mog³y w mleku i byæ mo¿e równie¿ w moczu18  cenne ludzkie bia³ka terapeutyczne takie
jak: czynniki krzepliwo�ci krwi (VIII i IX) podawane chorym na hemofiliê, a-1-antytryp-
synê, antytrombinê III � przeciwzakrzepowe bia³ko � inhibitor krzepniêcia osoczowego,
b-laktoalbuminê umo¿liwiaj¹c¹ uzyskanie bardziej zbli¿onego do ludzkiego mleka kro-
wiego oraz wiele innych, w�ród nich a- i b-interferon, albuminê krwi, hormon wzrostu,
tkankowy aktywator plazminogenu czy laktoferynê. Wielu leków jest zbyt ma³o, a ich pro-
dukcji nie mo¿na zwiêkszyæ z powodu braku surowców � g³ównie krwi ludzkiej. Dodatko-
wym zagro¿eniem jest rozprzestrzenianie siê wirusów HIV i zapalenia w¹troby typu C.
Alternatywnym rozwi¹zaniem jest biosynteza tych bia³ek przez zmodyfikowane genetycz-
nie organizmy (przede wszystkim ssaki).
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Obecnie, podstawow¹ metod¹ uzyskiwania transgenicznych zwierzêt jest injekcja ob-
cego genu (transgenu) do jednego z przedj¹drzy zygoty. W odniesieniu do zwierz¹t gospo-
darskich technika ta ma wiele wad ograniczaj¹cych jej stosowanie na szerok¹ skalê. Jest
ma³o wydajna, w odniesieniu do liczby zwierz¹t wykazuj¹cych integracjê (mniej ni¿ 5%), a
tym bardziej ekspresjê wprowadzonego genu (z regu³y mniej ni¿ 1%) przejawiaj¹c¹ siê
wytwarzaniem przez komórki gruczo³u mlekowego po¿¹danych bia³ek w ilo�ciach op³acal-
nych z ekonomicznego punktu widzenia. Miejsce integracji obcego genu do genomu zarod-
ka jest czysto przypadkowe, co rzutuje, z kolei, na poziom jego ekspresji. Powoduje to, ¿e
uzyskanie nawet dwóch zwierz¹t transgenicznych wykazuj¹cych taki sam poziom ekspresji
transgenu rzadko koñczy siê powodzeniem, a czêsto jest wrêcz niemo¿liwe. Poza tym, je¿e-
li nawet wprowadzony gen zostanie przekazany potomstwu, istnieje mo¿liwo�æ, ¿e jego
ekspresja w kolejnych pokoleniach ulegnie os³abieniu. W przeciwieñstwie do iniekcji eg-
zogennego DNA do przedj¹drzy zygoty, genetyczna transformacja hodowanych in vitro
komórek somatycznych jest zabiegiem stosunkowo prostym, szybkim i � co najwa¿niejsze
� dotyczy ogromnej liczby komórek. Poza tym, je¿eli wraz z okre�lonym genem wprowa-
dzony zostanie markerowy gen odporno�ci na neomycynê, selekcja komórek, które uleg³y
transfekcji mo¿e byæ ³atwo przeprowadzona w hodowli in vitro. J¹dra wyselekcjonowa-
nych komórek s¹ nastêpnie wprowadzane do enukleowanych oocytów MII. Pierwsze udane
tego typu do�wiadczenia przeprowadzi³a Schnieke i wsp. wykorzystuj¹c do tego owcze fi-
broblasty p³odowe19. Metod¹ transfekcji, przy u¿yciu lipofektaminy, wprowadzony zosta³
do nich konstrukt pMIX1 sk³adaj¹cy siê z ludzkiego genu (FIX) IX czynnika krzepliwo�ci
krwi oraz promotorowego genu owczej m-laktoalbuminy, który � jak uprzednio stwierdzo-
no � zapewnia wysoki poziom ekspresji pMIX1 w mleku transgenicznych myszy. Wraz z
konstruktem pMIX1 wprowadzony zosta³ markerowy konstrukt PGKneo. U trzech z sze-
�ciu urodzonych jagni¹t stwierdzono obecno�æ obu genów.

Badania porównawcze wykaza³y, ¿e w produkcji transgenicznych owiec wprowadza-
nie do oocytów j¹der transformowanych genetycznie fibroblastów p³odowych jest metod¹
znacznie bardziej wydajn¹ i znacznie bardziej op³acaln¹ z ekonomicznego punktu widze-
nia ni¿ tradycyjna metoda injekcji DNA do przedj¹drzy. W pierwszym przypadku jedn¹
transgeniczn¹ owcê uzyskuje siê �rednio z ka¿dych 20,8 wyprodukowanych zwierz¹t, pod-
czas gdy w drugiej metodzie uzyskanie jednej transgenicznej owcy wymaga wyprodukowa-
nia 51,4 owiec. Dodatkow¹ zalet¹ wykorzystywania do produkcji zwierz¹t transgenicznych
hodowanych in vitro komórek somatycznych jest to, ¿e bardzo ³atwo okre�liæ p³eæ komó-
rek, które poddane bêd¹ transfekcji, co ma istotne znaczenie gdy produkt transgenu uzyski-
wany bêdzie z mleka.

Transgeniczne zwierzêta, wykazuj¹ce wysoki poziom ekspresji transgenu, mog¹ byæ
nastêpnie �replikowane� metod¹ klonowania somatycznego (Ryc.2). Ma to istotne znacze-
nie w przypadku, gdy uzyskiwane z tych zwierzêt bia³ka stosowane bêd¹ w terapii u ludzi.
Ka¿de bowiem bia³ko terapeutyczne musi przej�æ wiele skomplikowanych i kosztownych
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Ryc. 2. Klonowanie i farmacja
Fig 2. Cloning and pharmacology
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testów laboratoryjnych i klinicznych zanim zostanie zarejestrowane jako lek dopuszczony
do stosowania u ludzi. Ka¿dy produkt uzyskiwanego de novo zwierzêcia transgenicznego
powinien przej�æ tê procedurê, je¿eli zosta³o ono uzyskane jedn¹ ze wspomnianych wy¿ej
metod. Je¿eli jednak lek ju¿ zosta³ dopuszczony do stosowania, to somatyczne klonowanie
osobnika, który go produkuje, zapewni � przynajmniej teoretycznie � jednorodno�æ leku
uzyskiwanego od nastêpnych generacji sklonowanych zwierzêt. Procedurê tê zastosowa³a
amerykañska firma Genzyme Transgenic Corporation, która uzyska³a tradycyjn¹ metod¹
injekcji DNA do przedj¹drzy zygoty transgeniczne kozy produkuj¹ce w mleku ludzk¹ anty-
trombinê III. Produkt ten przeszed³ ju¿ wszystkie etapy badañ wymaganych przez Food
and Drug Administration. Firma przeprowadzi³a wiêc udane próby somatycznego sklono-
wania transgenicznych kóz produkuj¹cych to bia³ko20. Zapowiedzia³a ona równie¿ rozpo-
czêcie badañ nad uzyskaniem metod¹ transplantacji j¹der zmodyfikowanych genetycznie
komórek somatycznych, transgenicznych krów produkuj¹cych w mleku albuminê surowi-
cy krwi ludzkiej.

Osobnym zagadnieniem, budz¹cym wielkie zainteresowanie medycyny, jest uzyska-
nie transgenicznych �wiñ (przede wszystkim ze znokautowanym genem a-1-3 transferazy
galaktozylu; a-1-3 GT), które mog³yby byæ dawcami narz¹dów (ksenotransplantów) dla
ludzi oczekuj¹cych na przeszczep nerki, w¹troby czy serca. Równie¿ komórki wysepek
trzustkowych pochodz¹cych ze zmodyfikowanych genetycznie �wiñ stosowane by byæ mog³y
w terapii osób cierpi¹cych na cukrzycê. Narz¹dy i komórki �wiñ ze znokautowanym genem
a-1-3 GT odzacza³yby siê znacznie podwy¿szon¹ odporno�ci¹ na reakcjê odrzucenia prze-
szczepu przez biorcê. Uzyskano ju¿ linie komórek �wiñskich ze znokautowanym genem
a-1-3 GT 12. Uda³o siê równie¿ przeprowadziæ somatyczne klonowanie �wiñ12. Czy po³¹-
czenie obu tych technik zaawocuje zastosowaniem ksenotransplantów w praktyce medycz-
nej poka¿e zapewne najbli¿sza przysz³o�æ.

Pewne obawy budz¹ jednak wyniki badañ opublikowane ostatnio przez van der Laana
i wsp. wykazuj¹ce mo¿liwo�æ miêdzygatunkowej infekcji endogennymi retrowirusami �wiñ-
skimi (PERV; ang. porcine endogenous retroviruses)21. Wykazano, ¿e po przeszczepieniu
do myszy NOD/SCID (ang. non-obese diabetic/severe combined immunodeficiency mice)
komórek �wiñskich wysp trzustkowych (z tego typu zabiegiem wi¹zano du¿e nadzieje w
terapii cukrzycy m³odzieñczej) dochodzi do zaka¿enia przez PERV wiêkszo�ci mysich tka-
nek. Wykazano równie¿, ¿e PERV zaka¿aæ mog¹ tak¿e hodowane in vitro komórki ludzkie.
Obserwacje van der Laana i wsp. budz¹ obawy, ¿e transplantacje narz¹dów �wiñskich przy-
czyniæ siê mog¹ do rozprzestrzenienia w populacji ludzkiej obcogatunkowych patogenów.
Obawy te s¹ tym powa¿niejsze, ¿e PERV s¹ zbli¿one do retrowirusów typu C wi¹zanych z
powstawaniem z³o�liwych nowotworów komórek uk³adu krwiotwórczego.
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Klonowanie terapeutyczne. Sukcesy somatycznego klonowania ssaków wi¹¿¹ siê nie-
rozerwalnie z dyskusj¹ na temat mo¿liwo�ci klonowania cz³owieka. Pod uwagê brane s¹
dwa rodzaje klonowania: klonowanie reprodukcyjne i klonowanie terapeutyczne. Choæ
pierwszy typ klonowania budzi powszechny sprzeciw i jest w wiêkszo�ci krajów zakazany,
to rozwa¿ane s¹ mo¿liwo�ci jego stosowania w wyj¹tkowych przypadkach niep³odno�ci, w
których (z powodu ca³kowitego braku mêskich komórek rozrodczych) nie mo¿na zastoso-
waæ ani klasycznego zap³odnienia in vitro ani zap³odnienia mikrochirurgicznego metod¹
injekcji plemników (ICSI; ang. intracytoplasmic sperm injection), j¹der spermatyd (ELSI;
ang. elongated spermatid injection i ROSI; ang. round spermatid injection), a nawet sper-
matocytów II rzêdu. Przeprowadzenie takiego zabiegu polega³oby na wprowadzeniu j¹dra
komórki somatycznej (np. skóry) pochodz¹cej od mê¿czyzny do enukleowanego oocytu
pobranego od jego partnerki.

Znacznie mniejszy sprzeciw budzi klonowanie terapeutyczne, w którym blastocysty,
które rozwinê³y siê z rekonstruowanych oocytów u¿ywane by by³y do wyhodowania pier-
wotnych komórek zarodkowych22, 23, 24 . Celem tego zabiegu by³oby wytworzenie komór-
kowych autotransplantów dla indywidualnych pacjentów wymagaj¹cych terapii komórko-
wej. Od chorego pacjenta pobierane by³yby komórki somatyczne (np. fibroblasty), a na-
stêpnie ich j¹dra wprowadzane by by³y do enukleowanych ludzkich oocytów MII. Rozwój
rekonstruowanych zarodków zachodzi³by in vitro do stadium blastocysty. Z wêz³ów zarod-
kowych blastocyst wyprowadzane by by³y linie pierwotnych komórek zarodkowych, które
nastêpnie � metodami sterowanego ró¿nicowania � zmuszane by by³y do przekszta³cenia
siê w ¿¹dany typ komórek (Ryc. 3).

Chocia¿ uzyskanie linii ludzkich pierwotnych komórek zarodkowych jest ju¿ mo¿li-
we25, 26, klonowanie terapeutyczne, je¿eli nawet zostanie zalegalizowane, nieprêdko bêdzie
mia³o szansê na powszechne stosowanie. Podstawowym problemem jest dostêpno�æ ludz-
kich oocytów. Z kalkulacji opartych na efektywno�ci klonowania innych gatunków ssaków,
czêstotliwo�ci wystêpowania aneuploidii w zarodkach ludzkich oraz odsetka ludzkich bla-
stocyst, z których udaje siê wyprowadziæ linie komórkowe wynika, ¿e do uzyskania jednej,
indywidualnej linii pierwotnych komórek zarodkowych wymagane jest u¿ycie przynajmniej
280 ludzkich oocytów. W chwili obecnej jest to oczywi�cie niemo¿liwe.

Nie mo¿na jednak wykluczyæ, ¿e udoskonalenie metod dojrzewania ludzkich oocytów
in vitro pozwoli na ich pobieranie z niedojrza³ych pêcherzyków jajnikowych. Wtedy, je¿eli
zostan¹ stworzone odpowiednie akty prawne, oocyty mog³yby byæ pobierane z jajników
uzyskiwanych post mortem. Alternatyw¹ jest u¿ycie biorców obcogatunkowych.
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Ryc. 3. Klonowanie terapeutyczne
Schemat ilustruje teoretyczn¹ mo¿liwo�æ somatycznego klonowania cz³owieka w celu uzyskania za-
rodka, z którego wyprowadzone pierwotne komórki zarodkowe pos³u¿¹ jako materia³ do otrzymania
zró¿nicowanych komórek do przeszczepu. Prawa strona rysunku przedstawia kolejne etapy klonowa-
nia, lewa � hodowle komórek.

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. wykaza³y, ¿e j¹dra komórek somatycznych kilku gatunków
ssaków po ich wprowadzeniu do enukleowanych oocytów bydlêcych mog¹ pokierowaæ
rozwojem rekonstruowanych zarodków do stadium blastocysty27. Lanza i wsp. wykazali
za�, ¿e mo¿liwy jest pe³ny rozwój zarodka uzyskanego w wyniku miêdzygatunkowego klo-
nowania somatycznego28. J¹dra komórek skóry gaura (Bos gaurus) wprowadzone by³y do
enukleowanych oocytów bydlêcych. Narodziny pierwszego osobnika, nazwanego Noe, na-
st¹pi³y na pocz¹tku tego roku 29. Stosowanie jednak miêdzygatunkowego klonowania w
odniesieniu do cz³owieka jest ryzykowne. Po pierwsze, na skutek niezgodno�ci j¹drowo-
cytoplazmatycznych wiele miêdzygatunkowych komórek cybrydowych nie rozwija siê pra-
wid³owo. W cybrydach takich stwierdzono, miêdzy innymi, zmienione wzorce ekspresji
wielu genów. Po drugie, obecno�æ obcogatunkowych bia³ek powierzchniowych w komór-
kach przeznaczonych do transplantacji spowodowaæ mo¿e powstanie reakcji immunolo-
gicznej, co oczywi�cie jest zaprzeczeniem podstawowego celu stosowania tej techniki.

W¹tpliwo�ci. Klonowanie somatyczne pozostaje nadal � z biologicznego punktu wi-
dzenia � wielk¹ niewiadom¹. Nic prawie nie wiadomo o mechanizmach warunkuj¹cych
przeprogramowanie w cytoplazmie oocytu wprowadzonych j¹der somatycznych, jak rów-
nie¿ bardzo s³abo poznane s¹ zmiany morfologiczne i funkcjonalne, jakie zwi¹zane s¹ z ich
przemodelowaniem. Oko³o po³owa ciel¹t urodzonych w Japonii w wyniku klonowania so-
matycznego, pad³a w czasie porodu lub wkrótce po urodzeniu. Jedn¹ z przyczyn by³a nie-
w¹tpliwie ich nadmierna (w przypadku rasy Holstein nawet dwukrotnie wiêksza) masa uro-
dzeniowa. Anomalia ta, wystêpuj¹ca równie¿ u sklonowanych owiec i okre�lana jako �lar-
ge calf-lamb syndrome� powoduje ciê¿kie porody. Nie jest to jednak jedyna przyczyna
zwiêkszonej �miertelno�ci ciel¹t, gdy¿ pada³y równie¿ cielêta o normalnej lub nawet nieco
ni¿szej masie cia³a. U sklonowanych zwierz¹t wystêpuj¹ czêsto zaburzenia w funkcjono-
waniu uk³adu oddechowego i uk³adu kr¹¿enia, a w rozwoju p³odowym zaobserwowano
nieprawid³owo�ci w budowie b³on p³odowych oraz ³o¿yska. Obserwuje siê równie¿ skróce-
nie ¿uchwy oraz, wprawdzie znacznie rzadziej, inne rodzaje deformacji trzewioczaszki.
Zagadnienia te omówione s¹ szerzej w publikacji Hilla i wsp.30.

 Z somatycznym klonowaniem ssaków wi¹¿¹ siê tak¿e w¹tpliwo�ci dotycz¹ce rzeczy-
wistego wieku sklonowanych zwierz¹t w momencie ich narodzin. Wiadomym jest, ¿e u
wielu gatunków zwierz¹t wraz z liczb¹ przebytych przez komórki cykli komórkowych, a
wiêc wraz z liczb¹ replikacji DNA dochodzi do skracania siê telomerów (koñcowych frag-
mentów chromosomów stabilizuj¹cych ich strukturê w czasie replikacji), co uwa¿ane jest
za jeden z przejawów starzenia siê zarówno komórki, jak i ca³ego organizmu. Je¿eli zjawi-
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sko to by³oby nieodwracalne, to pochodz¹ce od doros³ych osobników komórki dawcy j¹der
by³yby ju¿ wyj�ciowo komórkami starymi, co mog³oby wywieraæ niekorzystny wp³yw za-
równo na rozwój sklonowanych osobników, jak równie¿ ograniczaæ d³ugo�æ ich ¿ycia. Ba-
dania Shielsa i wsp. przeprowadzone na chromosomach Dolly w wieku trzech lat wykaza³y,
¿e d³ugo�æ telomerów jej chromosomów by³a znacznie mniejsza ni¿ u zwierz¹t kontrolnych
bêd¹cych w tym samym wieku 31. Kiedy Dolly mia³a oko³o jednego roku, d³ugo�æ jej telo-
merów zbli¿ona by³a do d³ugo�ci telomerów jej �matki� (klonowanego osobnika), która
mia³a sze�æ lat, gdy pobrano od niej komórki gruczo³u mlekowego, u¿yte pó�niej jako daw-
cy j¹der. Tak wiêc, kiedy Dolly mia³a trzy lata, jej wiek �telomerowy� odpowiada³ wiekowi
9-letniej owcy. Obecnie Dolly ma oko³o czterech lat i urodzi³a czworo jagni¹t, a wiêc jej
zdolno�ci rozrodcze nie s¹, jak na razie, upo�ledzone. Nie wiadomo oczywi�cie jak d³ugo
bêdzie ¿y³a. Skróceniu, i to w szybkim tempie, ulegaj¹ równie¿ telomery chromosomów
owczych fibroblastów hodowanych in vitro. Ju¿ po czterech pasa¿ach, a wiêc po kilku tygo-
dniach hodowli, d³ugo�æ telomerów ich chromosomów odpowiada d³ugo�ci telomerów chro-
mosomów owcy w wieku jednego roku. Z kolei, w kwietniu 2000 r. opublikowana zosta³a
w �Science� praca Lanzy i wsp., która problem zwi¹zku d³ugo�ci telomerów z wiekiem
komórek stawia w zupe³nie nowym �wietle 32. Badacze ci wykazali, ¿e u byd³a, po wprowa-
dzeniu do enukleowanych oocytów j¹der fibroblastów, w których chromosomach � w wy-
niku d³ugotrwalej hodowli in vitro � dosz³o do niemal ca³kowitego zaniku telomerów, do-
chodzi w czasie rozwoju rekonstruowanych (sklonowanych) zarodków do odtworzenia nor-
malnej (a nawet czasami ponadnormalnej) d³ugo�ci telomerów. Na marginesie warto do-
daæ, ¿e u myszy nie dochodzi w czasie ontogenezy do skracania siê telomerów. Nokaut
genu telomerazy, enzymu zapobiegaj¹cego skracaniu siê telomerów (gen ten jest równie¿
aktywny w komórkach nowotworowych), nie wp³ywa negatywnie na rozwój myszy a¿ do 5
pokolenia. Trudno w tej chwili jednoznacznie okre�liæ, czy w grê wchodz¹ tu tylko ró¿nice
miêdzygatunkowe, co przeczy³oby ogólnie przyjêtej roli telomerów, czy te¿ wp³ywaj¹ na to
jakie� inne czynniki i mechanizmy.

 Wyniki ostatnich badañ porównawczych przeprowadzonych na cielêtach urodzonych
w wyniku transplantacji do enukleowanych oocytów j¹der wielu rodzajów komórek soma-
tycznych pochodz¹cych z tkanek p³odów, nowonarodzonych ciel¹t oraz osobników doro-
s³ych s¹ do�æ zaskakuj¹ce 33. Okaza³o siê, miêdzy innymi, ¿e u ciel¹t uzyskanych po trans-
plantacji j¹der komórek ucha pochodz¹cych z 10-letniego buhaja, d³ugo�æ telomerowych
odcinków DNA w komórkach ucha jest taka sama jak w komórkach ucha dawcy j¹der. Z
drugiej jednak strony, d³ugo�æ telomerów w bia³ych cia³kach krwi by³a znacznie mniejsza,
odpowiada³a jednak d³ugo�ci telomerów w bia³ych cia³kach krwi u ciel¹t kontrolnych bê-
d¹cych w tym samym wieku. Wskazuje to na to, ¿e skracanie siê telomerów (przynajmniej

31 Shiels P.G., Kind A.J., Campbell K.H.S., Waddington D., Wilmut I., Colman A., Schnieke A.: Analysis of
telomere lengths in cloned sheep. Nature, 1999, 399, 316-317

32 Lanza P., Cibelli J. B., Blackwell C., Cristofalo V. J., Francis M. K., Baerlocher G. M., Mak J., Schertzer
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

33 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 byd³a) przebiega ró¿nie w ró¿nych tkankach. Porównuj¹c aktywno�æ telomerazy w ko-
mórkach pêcherzykowych i we wprowadzonych w stan G0 komórkach nab³onka jajowodu
nie stwierdzono aktywno�ci telomerazy w komórkach pêcherzykowych. Tym niemniej jed-
nak, uzyskano podobny odsetek ciel¹t urodzonych po transplantacji j¹der obu typów komó-
rek. Analiza potencji rozwojowych zwierz¹t uzyskanych po transplantacji j¹der komórek w
ró¿nym wieku wykaza³a, ¿e znacznie wiêcej przypadków spontanicznych poronieñ oraz
znacznie wiêksz¹ liczbê ró¿nego typu anomalii rozwojowych obserwowano u p³odów i
urodzonych ciel¹t rozwijaj¹cych siê po transplantacji j¹der komórek doros³ych osobników
ni¿ po transferze j¹der komórek p³odowych i z nowonarodzonych ciel¹t. Jest jednak spraw¹
ca³kowicie niejasn¹, czy ma to jakikolwiek zwi¹zek ze skracaniem siê telomerowych od-
cinków DNA. Intryguj¹ce jest jednak to, ¿e wiele ciel¹t urodzonych po transferze j¹der
komórek pochodz¹cych od 10-letniego buhaja mia³o, ju¿ w momencie narodzin, wiele cech
fenotypowych charakterystycznych dla doros³ych osobników, takich jak masywn¹ budowê
ko�ci, pomarszczenie skóry oraz sztywne i szorstkie w³osy. Znowu oczywi�cie nie wiado-
mo, czy ma to zwi¹zek ze skracaniem siê telomerów czy te¿ jest wynikiem mutacji kumulu-
j¹cych siê wraz z wiekiem, w komórkach dawcach j¹der.

Wnioskiem jaki siê nasuwa, jest to, ¿e zanim klonowanie somatyczne wprowadzo-
ne bêdzie do programów hodowlanych, a tym bardziej do terapii komórkowej, niezbêdne
jest przeprowadzenie jeszcze wielu badañ, które umo¿liwi³yby wyja�nienie i zrozumienie
mechanizmów przeprogramowania j¹der somatycznych w cytoplazmie oocytów.
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