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W biezacym roku mija 10 lat od narodzin owcy Dolly i myszy
Cumuliny — pierwszych ssakéw powstatych w wyniku sklono-
wania dorostych zwierzat. Uzyskano je na drodze transplan-
tacji do wyjadrzonych (enukleowanych) niezaptodnionych ko-
morek jajowych (oocytdéw) jader pochodzacych z komorek so-
matycznych dorostych zwierzat. Ten typ klonowania — okre-
Slany mianem klonowania somatycznego — szybko wyodre-
bnit sig jako nowy kierunek badan i wkrotce stat sie jedng
z najbardziej dynamicznie rozwijajgcych sie dziedzin biotech-
nologii rozrodu.

W ciagu kilku lat, metoda klonowania somatycznego otrzy-
mano urodzone osobniki wielu gatunkéw zwierzat, zaréwno
gospodarskich (bydto, owce, kozy, Swinie, kroliki), laborato-
ryinych (myszy), domowych (kot, pies), jak rowniez gatunkow
dzikich (jelen wirginijski, kot nubijski, gaur, banteng oraz muf-
lon — te trzy ostatnie gatunki sg zagrozone wyginieciem).
Problematyka klonowania somatycznego wzbudza ogromne
i ciggle rosngce zainteresowanie. Przyczyny tego sg wielora-
kie, zarowno poznawcze jak i czysto praktyczne. Analiza in-
terakcji jadrowo-cytoplazmatycznych w komoérkach, uzyska-
nych w wyniku transplantacji jader komérek zréznicowanych
do ,niezréznicowanej” cytoplazmy oocytu, umozliwia lepsze
zrozumienie mechanizméw réznicowania komdrkowego, jak
rowniez przyczyni sie — by¢é moze — do petniejszego poznania
mechanizmow starzenia sie komoérek i organizmu. Dla ho-
dowli klonowanie somatyczne stwarza, przynajmniej teore-
tycznie, mozliwosci powielania zwierzat o szczegolnej war-
tosci genetycznej i uzytkowej. Dla farmacji stwarza ono real-
ne perspektywy znacznie efektywniejszego, a co za tym idzie
znacznie tanszego uzyskiwania zmodyfikowanych genetycz-
nie (transgenicznych) zwierzat, produkujacych w mleku lub
w moczu cenne |ludzkie biatka terapeutyczne. Dla medycyny
wreszcie, klonowanie somatyczne otwiera droge do uzyska-
nia zrodta narzgdow do ksenotransplantaciji, jak rowniez stwarza
perspektywy komérkowej terapii wielu ciezkich choréb. Ostatnio
zwraca sie rowniez coraz wigkszg uwage na mozliwos¢ wyko-
rzystania metod embriologii doswiadczalnej, w tym klonowania
somatycznego, w ratowaniu gingcych ras i gatunkow ssakéw,
a nawet w restytycji gatunkow juz wymartych.

Klonowanie somatyczne, ktére przeprowadzi¢ mozna jedy-
nie metoda transplantacji jgder komorkowych (SCNT — soma-
tic cell nuclear transfer) polega na tym, ze do komérek-bior-
cow, z ktorych mikrochirurgicznie usunieto ich wtasny mate-
riat genetyczny wprowadzane jest — metoda mikrochirurgicz-
ng lub metodg fuzji komorek w polu elektrycznym — jadro ko-
mérki somatycznej, a wigc zréoznicowanej komorki pochodza-
cej z tkanek ptodowych lub z tkanek dorostego osobnika. Ko-
moérkami-biorcami mogg by¢ niezaptodnione komorki jajowe
(oocyty) bedace w réznych stadiach dojrzewania mejotyczne-
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go, najczesciej jednak uzywane sg dojrzate juz (in vivo lub in
vitro) oocyty bgdace w metafazie Il podziatu mejotycznego (w
tym stadium oocyty, ckreslane jako oocyty MIl, s owulowane
u przewazajacej wiekszosci gatunkéw ssakéw). Z oocytow
takich usuwane jest mikrochirurgicznie wrzeciono Il podziatu
mejotycznego, zawierajagce chromosomy metafazy II. W chro-
mosomach zawarty jest materiat genetyczny (zenski) oocytu.
Schemat klonowania somatycznego przedstawiono na rysun-
ku 1, na przyktadzie przeszczepiania do oocytow MIl jader
fibroblastéw ptodowych $wini. Po wprowadzeniu do enukleo-
wanego oocytu jadra somatycznego, oocyty takie okreSlane
sg mianem oocytdw rekonstruowanych. Aby mégt jednak
zajs¢ ich dalszy rozwdj, muszg by¢ one pobudzone (aktywo-
wane). W procesie zaptodnienia role czynnika aktywujacego
speinia plemnik, natomiast oocyty rekonstruowane muszg by¢
pobudzone przy uzyciu sztucznych czynnikéw aktywujacych.
Czynnikami tymi sg badz impulsy pradu statego (stosowane naj-
czesciej), badz tez rozne zwigzki chemiczne, z ktorych najczes-
ciej stosowanymi sg jonomycyna, etanol i jony strontu.
Efektywno$¢ klonowania, mierzona odsetkiem urodzonych
zwierzat w stosunku do liczby rekonstruowanych oocytow,
jest jednak wcigz bardzo niska. Przyczyny tego moga byc
roznorakie, a za najwazniejsze uwaza sig niepetne lub nie-
prawidtowe przemodelowanie i przeprogramowanie w cyto-
plazmie oocytu wprowadzonego jadra somatycznego oraz,
odmienne nieco od naturalnych, mechanizmy sztucznej akty-
wacji oocytow. Przemodelowanie i przeprogramowanie wpro-
wadzonych jgder jest warunkiem sine qua non prawidtowego
rozwoju rekonstruowanych zarodkéw. Aby jadro zréznicowa-
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Rys. 1. Schemat klonowania somatycznego na przykfadzie transfe-
ru jader fibroblastéw ptodowych $wini do enukleowanych oocytéw
MIl. NEBD i PCC - zanik otoczki jadrowej i przedwczesna konden-
sacja chromatyny (zjawiska obserwowane po transferze jader do
cytoplazmy oocytu Mil); post-aktywacja — sztuczna aktywacja oo-
cytu po transferze obcego jadra
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nej komérki somatycznej mogto pokierowac od poczatku ca-
tym rozwojem zarodkowym, musi ono ulec odrdéznicowaniu
zaréwno pod wzgledem strukturalnym, jak i funkcjonalnym,
i upodobni¢ sie do niezréznicowanych jader (przedjadrzy) zy-
goty, a nastepnie jader komérek wezesnych stadiéw rozwo-
jowych. Bardzo istotne jest, aby geny, ktore zostaly ,wytaczo-
ne” w czasie réznicowania komérkowego (wiele z nich funkcjo-
nuje tylko we wczesnym okresie rozwoju) staly sie znowu
aktywne, za$ inne, funkcjonujgce dopiero w pézniejszym o-
kresie, zostaty ,wyciszone”. Spoérod innych czynnikow, ktore
moglyby mie¢ wplyw na zwiekszenie efektywnosci klonowa-
nia, a ktérym poswigecano stosunkowo mato uwagi, istotny
moze byé — naszym zadaniem — inny niz dotychczas dobér
komorek-biorcow jader. Na przetomie lat 70. i 80., a wiec
w poczatkowym etapie badan nad klonowaniem ssakow, jako
biorcow jader prébowano wykorzystywaé zygoty, czyli za-
ptodnione komorki jajowe. Ich enukleacje, czyli usunigcie obu
przedjadrzy, przeprowadzano poczatkowo stosujac metode
opracowang przez jednego z autorow tego artykutu (J.A.
Modlinskiego), a nastepnie metode opracowang przez
McGratha i Soltera, ktéra — jako tatwiejsza — zostata szybko
przyjeta i jest do tej pory powszechnie stosowana. Ta ostat-
nia metoda polega na tym, ze z zygoty usuwane sg cate
przedjgdrza zawarte w ,minikomérce” otoczonej btong komoér-
kowa, bedacg fragmentem btony komoérkowej enukleowanej
komorki. Ta metodg przeprowadza sie réwniez enukleacje
oocytow MIl. Badania McGratha i Soltera wykazaly jednak,
ze z tak enukleowanych zygot uzyska¢ mozna petny rozwoj
jedynie po przeszczepieniu do nich jader pochodzacych z za-
rodkow 2-komérkowych. Jadra pochodzace ze starszych za-
rodkéw podtrzymujg rozwoj jedynie przez pierwszych kilka
podziatow zarodkowych. Badania te byly wielokrotnie powta-
rzane przy uzyciu jader réznych rodzajow komérek (w tym
rowniez komérek somatycznych), a ich jednoznacznie nega-
tywne wyniki spowodowaly, ze przed kilkoma laty definityw-
nie uznano zygoty za komorki nie nadajace sie jako biorcy
jader.

Zajmujac sie od wielu lat w Instytucie Genetyki i Hodowli
Zwierzat PAN w Jastrzebcu problematyka klonowania ssa-
kow, juz od dawna podejrzewalismy, ze poglad ten nie jest

Rys. 2. Selektywna enukleacja zygoty myszy (A, B, C) i swini (D, E)
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do konca prawdziwy. Po zaptodnieniu oocytu MII, ktory jest
powszechnie uzywany jako biorca jgder, i utworzeniu dwoch
jader zygoty (przedjadrze zenskie i meskie), rosng one gwat-
townie na skutek migracji do nich wielu zwigzkow z cytoplaz-
my. Zatozylismy, ze niektére z nich moga by¢ czynnikami
niezbednymi do przeprogramowania wprowadzonych obcych
jader. Przy enukleacji zygot metodg McGratha i Soltera (cal-
kowita enukleacja) czynniki te, zawarte w przedjgdrzach, sg
z zygoty usuwane. Opracowaliémy wigc nowag metode enu-
kleacji zygot, opartg na wspomnianej juz pierwszej metodzie
enukleacji. W metodzie tej — w przeciwienstwie do stosowa-
nej dotychczas metody catkowitej enukleacji, w ktorej z zygot
usuwane byty cate jgdra — z komorek usuwana jest jedynie
otoczka jadrowa z przytwierdzong do niej chromatyng zawie-
rajgcq jadrowy DNA, natomiast ptynna zawartos¢ jadra wraz
z jaderkami pozostawiana jest w cytoplazmie (rys. 2 i 3).

Po enukleacji zygot myszy ta metodg i po transferze do
nich jader blastomeréw 1/8, uzyskano wysoki odsetek
(70,5%) zarodkow rozwijajgcych sie do stadium moruli/blas-

Rys. 3. Usuwanie podczas selektywnej enukleacji chromatyny jad-
rowej przytwierdzonej do otoczki jadrowej (mysz). A, C, E, G—obraz
usuwanej otoczki przedjadrzy (krotkie czarne strzatki); B, D, F, H—
ta sama selektywnie enukleowana zygota w mikroskopie fluores-
cencyjnym. Zygota przed enukleacja wybarwiona zostata barwni-
kiem fluorescencyjnym Hoechst 33342 wiazacym sie z DNA; B —
wybarwione przedjadrza zygoty (krotkie biate strzatki); D, F, H —
usuwana chromatyna obu przedjadrzy oznaczona jest krotkimi
biatymi strzatkami. Po selektywnej enukleacji brak jest fluorescen-
cji wewnatrz zygoty, co Swiadczy o catkowitym usunigciu z niej
DNA jadrowego



tocysty, a takze urodzone zwierzeta (7,8%) — rysunek 4. Ich
pochodzenie potwierdzone zostalo umaszczeniem siersci oraz
elektroforetyczng analizg izozyméw glukofosfoizomerazy.
Byl to pierwszy na $wiecie przypadek uzyskania urodzo-
nych ssakéw po transferze do enukleowanych zygot jader
pochodzacych z zarodkéw starszych niz stadium 2-komorko-
we. Uzyskano réwniez rozwdj do stadium blastocysty zygot
SE po transferze do nich jader pierwotnych komorek zarod-
kowych (embryonic stem cells). Wyniki te opublikowane zo-

Rys. 4. a — mysz (szara) urodzona po transferze jadra blastomeru
zarodka 8-komoérkowego do enukleowanej zygoty; b —elektroforog-
ram izozymoéw glukofosfoizomerazy (C, D, E — izozymy obecne
w tkankach sklonowanych osobnikow potwierdzajace ich pocho-
dzenie)

staty w amerykanskim czasopismie naukowym ,Biology of
Reproduction” (2005) oraz w brytyjskim czasopismie ,Repro-
duction” (2006). Wykazano rowniez, ze metoda selektywnej
enukleacji moze by¢ stosowana u innych gatunkow ssakow.
Po selektywnej enukleacji zygot swini (rys. 2), a nastgpnie
transferze do takich zygot jader fibroblastéw ptodowych oraz
jader komérek pochodzacych z wyprowadzonych przez nas
linii $winskich komérek pochodzenia zarodkowego, uzyskano
rozwéj rekonstruowanych zarodkéw do stadium blastocysty.
Niedawno podjete zostaty w Zaktadzie Embriologii
Doswiadczalnej IGIHZ PAN w Jastrzebcu badania nad mig-
dzygatunkowym klonowaniem somatycznym przy wykorzy-
staniu metody selektywnej enukleacji. Do enukleowanych se-
lektywnie zygot bydlecych wprowadzane sg jgdra komorek
pochodzacych z fibroblastéw skoéry zubra.

Innym rodzajem komorek-biorcow, testowanym w naszym
Zaktadzie, sg niedojrzate oocyty myszy w stadium pecherzy-
ka zarodkowego (oocyty GV; GV — germinal vesicle)). Mate-
riat genetyczny usuwany jest z oocytow GV rowniez przy za-
stosowaniu metody selektywnej enukleacji. Usuwana jest o-
toczka jadrowa tzw. pecherzyka zarodkowego, czyli jadra o-
ocytu GV (rys. 5). Wykazano po raz pierwszy, ze oocyty GV
enukleowane metoda SE i rekonstruowane przy uzyciu jader
blastomeréw 1/2 moga, po ich aktywacji i hodowli w obecno-
5ci komorek pecherzykowych, rozwija¢ sie do stadium blasto-
cysty (rys. 6). Praca wystana zostata do brytyjskiego czaso-
pisma ,Reproduction”. Uzyskane wyniki §wiadczg, ze czynni-
ki zawarte w pecherzyku zarodkowym oocytu oraz w przed-
jadrzach zygoty, uwalniane do cytoplazmy po selektywnej e-
nukleacji, maja istotny wplyw na przeprogramowanie wpro-
wadzonych obcych jader komérkowych. Ponadto, zastosowa-
nie zygot jako biorcow jgder eliminuje potrzebe sztucznej ak-
tywacji oocytow MIl, bowiem zygoty sg w naturalny sposaéb

aktywowane wniknigciem plemnika. Uprosci¢ to moze proce-
dury klonowania ssakéw.

W artykule opublikowanym w lipcu w ,Nature”, jednym
z najbardziej prestizowych czasopism naukowych na $wie-
cie, Davor Solter, ktory jest jednym z najwybitniejszych spec-
jalistow w dziedzinie biologii rozwoju, omawiajac naszg prace
opublikowang w ,Reproduction” stwierdzit, ze opracowana

Rys. 5. Selektywna enukleacja oocytu w stadium pecherzyka za-
rodkowego

przez nas metoda enukleacji, pozwalajgca na uzycie zygot
jako biorcow jader, otwiera nowe mozliwosci w dziedzinie klo-
nowania ssakow.

Innym rodzajem komérek-biorcow, ktére mozna wykorzys-
taé w somatycznym klonowaniu ssakow sg blastomery zarod-
kow 2-komérkowych. Wprawdzie uzywane byly one spora-
dycznie jako biorcy jader komorek zarodkowych, jednak
w klonowaniu somatycznym zastosowano je po raz pierwszy,

Rys. 6. Blastocysty uzyskane po transferze jadra blastomeru zarod-
ka 2-komodrkowego do selektywnie enukleowanego oocytu GV. Po
lewej — przyzyciowy obraz blastocysty w mikroskopie swietlnym;
po prawej — obraz blastocysty w mikroskopie fluorescencyjnym.
Blastocysta wybarwiona byta barwnikiem Hoechst 33342

z powodzeniem, w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat
I1Z-PIB w Balicach. Po usunieciu jadra z jednego z dwoch
blastomeréw 2-komorkowego zarodka krolika wprowadzono
na jego miejsce jadro transformowanej genetycznie komaorki
somatycznej (fibroblastu) i po transferze tak zrekonstruowa-
nego zarodka uzyskano urodzonego transgenicznego krolika.
Ten typ klonowania okresli¢ mozna mianem klonowania chi-
merowego, gdyz uzyskane zarodki sg zarodkami chimerowy-
mi — czes¢ komorek wywodzi sie ze zrekonstruowanego blas-
tomeru, czes¢ zas z blastomeru ,normalnego” nie rekonstru-
owanego. Te ostatnie pelnig role komdérek wspomagajacych
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rozwoj i, jak sie¢ wydaje, moga by¢ stopniowo eliminowane
z tkanek w czasie rozwoju. W ten sposéb urodzony osobnik
wywodzi sig catkowicie ze zrekonstruowanego blastomeru.
Praca opublikowana zostata w 2006 r. w amerykanskim cza-
sopismie ,Biology of Reproduction”.

Pomimo dotychczasowych ograniczen klonowania soma-
tycznego, mozliwosci jakie stwarzataby ta technika w hodowli
i produkcji zwierzecej sg potencjalnie bardzo duze. Wpraw-
dzie przyspieszenie postepu hodowlanego poprzez uzyska-
nie w krotkim czasie duzej liczby identycznych zwierzat o naj-
bardziej wartosciowych i §cisle okre§lonych genotypach jest,
jak na razie, ze wzgledu na koszty (zwlaszcza dla przeciet-
nych hodowcéw) nieoptacalne i mato realne, tym niemniej
jednak w niektorych krajach, zwtaszcza w USA, przeprowa-
dzane jest u bydta klonowanie osobnikow o szczegolnie war-
tosciowych cechach genetycznych. W 2000 roku dokonano
w Kanadzie udanej proby sklonownia jednego z najlepszych
(w swoim czasie) buhajéw, buhaja Hanoverhill Starbuck. Ha-
noverhill Starbuck Il narodzit sie w dwa lata po $mierci jego
wojca”. Oprocz potencjalnych mozliwosci powielania u zwie-
rzat gospodarskich szczegdlnie cennych okazéw ras mlecz-
nych i migsnych, duze znaczenie dla hodowli miatoby uzys-
kanie klonow zwierzat cechujgcych sie duzg odpornoécig na
choroby, w tym réwniez na choroby pasozytnicze. W USA
podjeto préby klonowania osobnikéw, u ktérych stwierdzono
naturalng, genetycznie uwarunkowang odpornosé na bruce-
lozg. Zainteresowaniem cieszg sie takze rasy bydta i owiec
pochodzace z geograficznie izolowanych wysp, gtéwnie no-
wozelandzkich, a takze rzadka juz dzis rasa owiec gulf coast

native, u ktérych wytworzyta sie duza, niespotykana u innych
ras, odpornoéé na choroby pasozytnicze.

Dla hodowli i produkcji miesa bardzo istotna jest obecnie
mozliwo$¢ uzyskania, drogg tzw. sterowanej mutagenezy o-
raz klonowania somatycznego, zwierzat ze znokautownym
(zinaktywowanym) genem biatka prionowego odpowiedzial-
nego za powstawanie pasazowalnych encefalopatii ggbczas-
tych (TSEs — transmissible spongiform encelophathies),
zwtaszcza scrapie u owiec i BSE (bovine spongiform ence-
lophathy) u bydta. Ma to o tyle istotne znaczenie, oproécz po-
wodow czysto ekonomicznych, ze istniejg uzasadnione po-
dejrzenia o zoonotyczne powigzania pomiedzy BSE a nowg
odmiang choroby Creutzfeldta-Jakoba (nvCJD — new variant
Creutzfeldt-Jakob Disease) u ludzi. Pierwsze tak zmodyfiko-
wane genetycznie osobniki u bydta uzyskali niedawno bada-
cze japonscy i amerykanscy.

Niska efektywnos¢ klonowania somatycznego (najliczeb-
niejsze klony somatyczne liczg u bydta najwyzej 10-13 osob-
nikow) z jednej strony, z drugiej zas§ mozliwosci, jakie ta tech-
nika stwarza, powodujg, ze poznanie mechanizmow, ktore
odpowiedzialne sg za prawidtowy rozwéj rekonstruowanych
zarodkow jest sprawg absolutnie konieczng. Badania w tym
zakresie prowadzone w IGiHZ PAN w Jastrzebcu oraz IZ-PIB
w Balicach moga wnies¢ istotny wktad w podwyzszenie efek-
tywnosci klonowania oraz poprawe jakoéci zarodkow uzyski-
wanych w wyniku klonowania somatycznego.

Badania przeprowadzone w IGiHZ PAN finansowane byty
z tematu statutowego S.1I1.1.3, projektu grantowego 2P06D
02626 oraz Sieci Naukowej Biotechnologia Rozrodu.

Funkcjonalna genomika
bydfa - polimorfizm

| ekspresja genow
kandydujacych na markery
genetyczne produkcji
mlecznej i migsnej

Lech Zwierzchowski

IGIHZ PAN w Jastrzebcu

Najwazniejszym celem funkcjonalnej genomiki zwierzat gos-
podarskich jest poszukiwanie genetycznych markeréow cech
produkcyjnych. Poszukuje sie takze markeréw dla innych
cech waznych z punktu widzenia hodowli zwierzat — ptodno-
&ci i plennoéci, odpornoéci na choroby, diugoéci uzytkowania
produkcyjnego, diugowiecznosci.

W jednej z metod identyfikacji markeréw cech ilosciowych
ocenia sig wplyw polimorfizmu tzw. gendéw kandydujgcych
(candidate genes) na fenotypowa warto$¢ okreslonych cech
ilosciowych. Badania takie dotycza gendw o znanej sekwencji
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nukleotydowej i zdefiniowanym udziale w regulacji procesow
biochemiczno-fizjologicznych, ksztattujacych okreslong ce-
che. Wystepowanie zmiennoéci allelicznej w czgsciach struk-
turalnych oraz regulatorowych genéw kandydujgcych moze
wptywac na zréznicowanie cech fenotypowych zwierzat.

Zidentyfikowano kilkanascie mutacji o bardzo duzym efek-
cie fenotypowym, zwigzanym z cechami produkcyjnosci
mlecznej lub miesnej bydta, np. mutacje genow kazeiny k
[11], DGAT1 [7] i GHR [3]. Jednym z najbardziej efektownych
osiagnie¢ genomiki funkcjonalnej bydta byto wykrycie ,funk-
cjonalnych” mutacji w genie miostatyny (GD 8 — growth, dif-
ferentiation factor 8, biatko z rodziny czynnikéw TGFf}), ktéra
jest inhibitorem wzrostu i réznicowania miesni [8]. W genie
miostatyny bydta wykryto kilkanascie mutacji. Niektore z nich,
zlokalizowane w ekscnach Il i Ill, powodujg powstanie przed-
wczesnych kodonow ,stop” lub przesunigcie ramki odczytu,
zatrzymanie translacji i powstanie skréconych, nieaktywnych
biatek. U niektorych ras bydta prowadzi to do powstania prze-
rostu migéni — tzw. fenotypu podwdéjnego umigénienia (double
muscled cattle). Takie bydto charakteryzuje sie bardzo duzg
produkcjg miesa o dobrej jakosci. Mutacje o bardzo duzym
efekcie fenotypowym wykryto w genach kozich kazein aS1,
«S2 i . Polimorfizm kazeiny oS1 wptywa na przebieg skita-
dania transkryptu (alternative splicing), translacije mRNA i na
zawartosé kazeiny oo w mleku. Wykryto kilkanascie wariantow
genu kazeiny aS1 kozy. Warianty ,silne” — A, B, C — warun-
kujg duzg zawartos¢ kazeiny o w mleku, warianty ,stabe” —
matg zawarto$é, a wariant ,0" — catkowity brak tej kazeiny
w mleku kéz [17].

Postep genomiki funkcjonalnej zalezy w duzej mierze od
poznania genomow zwierzat gospodarskich i innych zwierzat
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