Kojarzy sie to nam ze zdarzeniem, jakie miato miejsce przy
okazji wizyty znanego genetyka z zagranicy w naszym Insty-
tucie. Na obiad podano kotlety schabowe, gos¢ zachwycat si¢
ich smakiem, nie spotykanym juz w Niemczech. Ze smutkiem
jednak przyznat, ze to jego osobista dziatalnos¢ hodowlana

spowodowata radykalna poprawe migsnosci u $win rodzi-
mych, w konsekwencji chudej wieprzowiny jest pod dostat-
kiem, ale pozbawiono ja przy tej okazji waloréw smakowych.

Promujmy zatem walory dobrej polskiej zywnosci otrzyma-
nej tradycyjnie i dajmy szanse jej producentom.

Somatyczne klonowanie
ssakow

Jacek A. Modlinski, Jolanta Karasiewicz

IGiHZ PAN w Jastrzebcu

Dwudziestego siodmego lutego 1997 roku, kiedy brytyjskie
czasopismo naukowe ,Nature” opublikowato artykut lana Wil-
muta i wsp. [12] o narodzinach jagnigcia uzyskanego w wy-
niku transplantacji do enukleowanego oocytu jgdra pochodza-
cego z komorki gruczotu mlekowego 6-letniej owcy, przeta-
many zostat obowigzujgcy dogmat, ze klonowanie ssakow
przy uzyciu jader pochodzacych z komérek zr6znicowanych
jest, z biologicznego punktu widzenia, catkowicie niemozliwe.
Do tej pory, klonowanie ssakéw ograniczato sie wytacznie do
klonowania ich zarodkoéw. Stosowane w tym celu metody, ta-
kie jak bisekcja blastocyst i transplantacje do enukleowanych
oocytow jader roznego typu komdrek zarodkowych, pozwala-
ty na uzyskanie grup identycznych genetycznie zarodkoéw,
ktére nastepnie — po ich przeszczepieniu do biorczyn — da-
waty, w wielu przypadkach, klony urodzonych zwierzat. Naj-
wiecej tego typu badan przeprowadzono, ze zrozumiatych
wzgledéw, na zarodkach bydlecych. Liczebno$¢ uzyskiwa-
nych klonéw bytfa r6zna: od dwoch (przy stosowaniu metody
bisekcji), az do 5-11 cielat (przy stosowaniu metody transferu
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Rys. 1. Klony bydta uzyskane z komérek ciata dorostego osobnika

komérki migénia
najdtuzszego grzbietu

jader komérkowych). Pomimo jednak znacznej efektywnosci
klonowania zarodkéw roznych gatunkéw ssakéw, w tym wielu
gatunkow zwierzat gospodarskich, znaczenie tej metody dla
praktyki hodowlanej i przyspieszenia postgpu genetycznego
byto dos¢ problematyczne. Klonowany zarodek jest terra in-
cognita zaréwno pod wzgledem ptci, jak i wartosci genetycz-
nej, co ma zasadnicze znaczenie w odniesieniu do zwierzat
gospodarskich. Istniejg wprawdzie techniki pozwalajace na
przyzyciowe okreslenie pfci zarodkéw, jednak, po pierwsze,
czesto nie dajg one jednoznacznych wynikéw, a po drugie,
stosowanie ich zwigzane jest zawsze z koniecznoscig pobra-
nia z zarodka pewnej liczby komoérek. Powoduje to z jednej
strony jego traumatyzacje, a ponadto zmniejsza liczbe komo-
rek, ktére mogg by¢ uzyte do klonowania. Okreslenie z kolei
wartosci genetycznej zarodka, a tym samym wynikajace;j
z niej wartosci uzytkowej uzyskanych klonoéw zwierzat wy-
magatoby zastosowania stosunkowo ztozonej procedury.
W pierwszym etapie nalezatoby cze$¢ komoérek — dawcow ja-
der — uzy¢ do klonowania, a pozostata czes¢ zarodka zamro-
zi¢. W drugim etapie, po urodzeniu sie zwierzat i osiggnieciu
przez nie odpowiedniego wieku, przeprowadzona by byta ich
ocena uzytkowa. Jezeli wypadtaby ona pomysinie, to w trze-
cim etapie nalezatoby rozmrozi¢ pozostata czgé¢ zarodka i u-
zy¢ jadra komoérek do uzyskania wigkszej liczby klonéw. Jak
fatwo sie domysli¢, procedura taka, cho¢ mozliwa, jest jednak
bardzo nieoptacalna z praktycznego punktu widzenia.

Tak wiec, jesli chodzi o mozliwo$¢ zwigkszenia liczebnosci
wartosciowych genotypow, klonowanie zarodkéw ssakéw nie
spetnito swego zadania. Jedynym sposobem realizacji tego
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komérki jajowodu
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wiadczalnych, ktére skierowaty klonowanie
ssakoéw na zupetnie nowe tory. Stworzenie
tych modeli wigzato sie przede wszystkim
z petniejszym, niz do tej pory, zrozumieniem roli, jakg w roz-
woju rekonstruowanego oocytu odgrywa odpowiedni dobor
faz cyklu komérkowego komorki biorcy i komorki dawcy jadra.
W cytoplazmie owulowanego oocytu (komorki biorcy) stwier-
dza sie wysoki poziom tzw. czynnika dojrzewania oocytow
(MPF; ang. maturation promoting factor), ktory — miedzy in-
nymi — jest odpowiedzialny za wyréznicowanie sie chromaty-
ny (chromosomow) z jadra interfazowego i utrzymywanie jej
w stanie skondensowanym. Aktywacja oocytu, zardwno natu-
ralna, spowodowana wniknieciem plemnika, jak i sztuczna,
wywotana dziataniem réznych bodzcoéow fizyczno-chemicz-
nych, powoduje gwattowny spadek poziomu MPF, co umoz-
liwia dekondensacje chromatyny i utworzenie jadra interfazo-
wego. Analiza zachowan jgder komoérkowych, bedacych
w réznych fazach cyklu komérkowego, wprowadzonych do
oocytéw z réznym poziomem MPF doprowadzita do stworze-
nia modelu tzw. uniwersalnych biorcéw, ktorymi sg preakty-
wowane oocyty. Sg to oocyty, ktére poddane sa aktywaciji
kilka godzin przed wprowadzeniem do nich obcego jadra ko-
morkowego. W oocytach takich poziom MPF jest juz bardzo
niski, co powoduje, ze chromatyna wprowadzonych jgder nie
ulega kondensacji, a replikacja DNA przebiega zgodnie z fa-
z3 cyklu komoérkowego, w jakim znajduje sie jadro w momen-
cie jego wprowadzenia do cytoplazmy oocytu [1]. Prawidtowy
przebieg replikacji DNA w rekonstruowanych oocytach wa-
runkuje zachowanie prawidtowej ploidii (liczby chromoso-
mow) w rozwijajacych sie zarodkach. Zastosowanie modelu
Luniwersalnych biorcow” zwiekszyto istotnie efektywnos¢ klo-
nowania, mierzong odsetkiem prawidtowo rozwijajacych sig
zarodkow uzyskanych w wyniku transplantacji do enukleowa-
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nych oocytéw jader komoérek zarodkowych, jak rowniez licz-
bg urodzonych zwierzat.

Badania nad wptywem fazy cyklu komérkowego komorki
dawcy jadra na rozwdj rekonstruowanych oocytéw doprowa-
dzity do powstania koncepciji, ze fazg najbardziej sprzyjajaca
przemodelowaniu wprowadzonych jader komoérkowych jest
faza G1 (presyntetyczna), a jeszcze lepiej faza GO, okresla-
na mianem fazy spoczynkowej komorki. Faza G1 jest pierw-
sz fazg cyklu kazdej dzielacej sie¢ komorki. Trwa ona jednak
stosunkowo krétko, co utrudnia wykorzystanie komorek w tej
fazie cyklu, jako potencjalnych dawcéw jader. W fazie GO
znajduja sie z kolei tylko nieliczne rodzaje nie dzielacych sig
komorek, takie jak komorki nerwowe, komérki Sertoliego oraz
czes$¢ komorek pecherzykowych otaczajacych owulowane o-
ocyty ssakow. W faze GO mozna jednak wprowadzi¢ wiele
rodzajow komoérek, ktére moga rosna¢ w warunkach in vitro.
W tym celu stosuje sie ,gtodzenie” komorek, hodujac je w po-
zywce o drastycznie obnizonej zawartosci cielgcej surowicy
ptodowej, ktéra jest gtéwnym czynnikiem odzywczym hodo-
wanych in vitro komorek. Hodowane w tych warunkach ko-
morki przestaja sie dzieli¢ i wchodza w stan ,uspienia”, ktory
jest wtaénie spoczynkowg fazg GO.

Wprowadzanie komoérek w faze GO zastosowali po raz
pierwszy Campbell i wsp. z Roslin Institute w Szkocji [2]
w odniesieniu do nabtonkopodobnych linii owczych komérek
pochodzenia zarodkowego, uzyskujgc po transferze ich jader
urodzone jagnieta. Istotne w tym doswiadczeniu byto to, ze
jadra pochodzity z komérek stosunkowo wysokich pasazy
i cechowaty je juz zmiany charakterystyczne dla komorek
réznicujacych sie. Autorzy wysuneli przypuszczenie, ze ge-
nom komorki ,uépionej” w fazie GO jest najbardziej otwarty
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i podatny na wptyw czynnikéw cytoplazmatycznych oocytu,
warunkujacych przemodelowanie wprowadzonego jgdra. Za-
tozenie to okazato sie ze wszech miar stuszne, czego dowo-
dem byto uzyskanie, w rok pozniej przez ten sam zespdt, jag-
nigt urodzonych po transferze do enukleowanych oocytow ja-
der ,gtodzonych” owczych fibroblastéw ptodowych oraz styn-
nej Dolly, po transferze jadra komorki pochodzacej z ,gtodzo-
nych” hodowli komoérek gruczotu mlekowego dorostej owcy [12].

Wykazanie, ze klonowanie dorostych ssakéw jest mozliwe,
stato si¢ nieprawdopodobnym impulsem dla rozwoju badan
nad wykorzystaniem zréznicowanych komoérek ptodowych
i komorek dorostych osobnikéw w klonowaniu ssakéw. Ten
typ klonowania, wykorzystujacy jako dawcow jader komorki
zréznicowane, okreslony zostat mianem klonowania soma-
tycznego. W rok po ogtoszeniu narodzin Dolly, zesp6t Yana-
gimachiego z Uniwersytetu w Honolulu doniést o uzyskaniu
kilkudziesigciu myszy po transplantacji do oocytéw jader po-
chodzacych z komérek pecherzykowych [9]. W ciggu nastep-

6

nych dwoéch lat pojawito sie wiele prac do-
noszacych o pomysinym sklonowaniu do-
rostych osobnikéw myszy, bydta i $wini
przy wykorzystaniu jgder pochodzacych
z komoérek réznych rodzajow tkanek (tab.).
Intensywne badania nad klonowaniem so-
matycznym, prowadzone w wielu laborato-
riach na $wiecie, doprowadzity jednak do
opracowania innego modelu do$wiadczal-
nego niz wspomniany juz model zapropo-
nowany przez zespét Wilmuta i Campbel-
la. Okazato sie, ze w klonowaniu soma-
tycznym znacznie lepsze efekty przynosi
wprowadzanie jgder komérkowych do nie-
aktywowanych oocytéw, a wiec charakte-
ryzujacych sie wysokim poziomem MPF.
W oocytach takich dochodzi do zaniku o-
toczki jgdrowej wprowadzonych jader,
a nastepnie do kondensacji ich chromaty-
ny. Aktywacje oocytow przeprowadza sie
w kilka godzin po transferze jgdra (okresla
sig to mianem postaktywacji), w wyniku

{%’g‘;’;ﬁ%’éﬁgfggg})wc JA C€Zego ,naga” chromatyna (czyli DNA i biat-
LUDZKIEGO BIALKA W MLEKU ka jadrowe) wystawiona jest przez kilka
LUB MOCZU) godzin na dziatanie czynnikéw cytoplaz-

matycznych operujacych w nieaktywowa-
nym oocycie. Istotne jest rowniez to, ze ten
schemat do$wiadczenia nie wymaga u-
przedniego ,gtodzenia” komorek, co znacz-
nie skraca i upraszcza catg procedure. Na-
lezy takze zwroci¢ uwage, ze w przeci-
wienstwie do powszechnie stosowane;j
w klonowaniu zarodkowym ssakow meto-
dy preaktywacji oocytow (uniwersalni bior-
cy), w klonowaniu somatycznym znacznie
lepsze efekty przynosi zastosowanie wspo-
mnianej metody postaktywacji oocytow.
Postaktywacja oocytéow w odniesieniu do
jader komorek zarodkowych przynosi zde-
cydowanie negatywne efekty. Nie wiemy
jednak, do tej pory, co jest powodem tak
odmiennej reakcji jader komorek zarodkowych i komorek so-
matycznych na czynniki Srodowiska cytoplazmatycznego oo-
cytu.

Ze zrozumiatych wzgledow praktycznych najwiecej badan
nad klonowaniem somatycznym przeprowadzanych jest u by-
dta. Obecne mozliwoéci klonowania osobnikéw dorostych
u tego gatunku przedstawione sg w tabeli, a takze poglado-
wo na rysunku 1. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze w wielu
przypadkach (podobnie zresztg jak w przypadku Dolly, czy
myszy uzyskanych po transferze jader komorek konca ogona)
fenotyp bydlecych komoérek somatycznych uzytych jako daw-
cow jader, jest trudny do zdefiniowania. Komorkami o okre-
slonym fenotypie byty jedynie komorki pecherzykowe, komér-
ki nabtonka jajowodu oraz leukocyty. W pozostatych nato-
miast przypadkach przypuszcza¢ mozna, ze dawcami jader
byty fibroblasty — kiedy zrédtem komorek byty fragmenty tkan-
ki pobranej z ucha lub skory, czy tez fibroblasty, fibrocyty lub
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satelitowe komorki miesniowe — kiedy fragmenty tkanki po-
chodzity z migsni.

U bydta i u myszy uzyskano juz somatyczne klony obojga
ptci. Liczebnoéé tych klonow jest rézna. U myszy sigga ona
nawet kilkudziesieciu osobnikéw, natomiast u bydta jest
znacznie mniejsza i nie przekracza na ogot kilku cielat. Naj-
liczniejsze, jak do tej pory, somatyczne klony bydlece uzyskali
w 1998 r. Kato i wsp. w Japonii [4] oraz w 1999 r. Wells i wsp.
w Nowej Zelandii [11]. Kato uzyskata 8 cielat po przeniesieniu
do 5 biorczyn 10 blastocyst powstatych w wyniku wprowadze-
nia do enukleowanych oocytéw jader komérek pecherzyko-
wych (6 blastocyst) i jader komérek nabtonka jajowodu (4
blastocysty). Urodzone cieleta stanowity klon, poniewaz
wszystkie komorki — dawcy jader (chociaz o ré6znym fenoty-
pie) pochodzity od jednego zwierzecia (samicy). Klon uzyska-
ny przez Wellsa i wsp. liczyt 10 cielat i powstat w wyniku trans-
plantacji jader komorek pecherzykowych warstwy ziarnistej
pecherzyka jajnikowego. Klon ten jest, jak dotad, najliczniej-
szym klonem somatycznym uzyskanym u bydta. Wyjatkowo
interesujacym osiggnieciem, obrazujagcym mozliwosci klo-
nownia somatycznego, byto otrzymnie przez Galliego i wsp.
[3] buhaja po wprowadzeniu do enukleowanego oocytu jadra
leukocytu krwi obwodowe;j.

Jak juz wczesniej wspomniano, tylko klonowanie soma-
tyczne moze umozliwi¢ — przynajmniej teoretycznie — rzeczy-
wiste zwiekszenie liczebnosci wartosciowych genotypow. Ro-
dzi sie wiec pytanie: czy i w jaki sposob spektakularne osiag-
niecia w dziedzinie somatycznego klonowania ssakéw moga
by¢ wykorzystane w praktyce hodowlanej zwierzat gospodar-
skich. W chwili obecnej, naszym zdaniem, odpowiedz jest
prosta: zastosowanie somatycznego klonowania w hodowli
zwierzat gospodarskich przez dtugi czas pozostanie w sferze
fantazji, gtownie ze wzgledéw ekonomicznych, a takze biolo-
gicznych. Sktada si¢ na to kilka przyczyn. Przede wszystkim
jest to procedura niezmiernie droga; uzyskanie owcy Dolly
kosztowato ponad 750 tysiecy dolaréw. Wprawdzie koszty te
ulegly obecnie pewnemu obnizeniu, tym niemniej sg one na-
dal bardzo wysokie, zwtaszcza w odniesieniu do bydta. Wy-
nikajg one z koniecznosci stosowania bardzo skomplikowa-
nej i kosztownej aparatury, koniecznosci przeprowadzania
zabiegéw przez wysoko kwalifikowanych specjalistow oraz,
co najwazniejsze, z bardzo niskiej wydajnosci klonowania so-
matycznego. Obecnie nie przekracza ona 2%, co wigze sie
z koniecznoscig uzycia i utrzymania stosunkowo duzej liczby
zwierzat. Poza tym klonowanie somatyczne jest nadal — z bio-
logicznego punktu widzenia — wielkg niewiadomag. Okoto po-
towa cielat urodzonych w Japonii padta w czasie porodu lub
wkrétce po urodzeniu. Jedng z przyczyn byta niewatpliwie ich
nadmierna (czasami nawet dwukrotnie wieksza niz normalna)
masa urodzeniowa. Anomalia ta, okreslana jako large calf
syndrome, powoduje ciezkie porody. Nie moze to by¢ jednak
jedyna przyczyna zwiekszonej $miertelnosci cielat, gdyz pa-
daty réwniez cieleta o normalnej lub nawet nieco nizszej ma-
sie ciata. Rozwdj sklonowanych zwierzat zwigzany jest czesto
z nadmiernym rozwojem tozyska, a u urodzonych zwierzat
wystepujg, w wielu przypadkach, zaburzenia w funkcjonowa-
niu uktadu oddechowego i uktadu krgzenia. Zagadnienia te
omoéwione sg szerzej w innych pracach opublikowanych os-
tatnio przez autorow tego artykutu [6, 7].
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Z somatycznym klonowaniem ssakow wigzg sig¢ watpliwo-
$ci dotyczace rzeczywistego wieku sklonowanego zwierzecia
w momencie narodzin. Wiadomo bowiem, ze wraz z liczbg
przebytych przez komorki cykli komérkowych dochodzi do
skracania sie telomeréw (koncowych fragmentéw chromoso-
mow stabilizujgcych ich strukture w czasie replikacji DNA), co
uwazane jest za jeden z przejawdw starzenia sig zarowno
komorki, jak i catego organizmu. Jezeli zjawisko to byloby
nieodwracalne, to pochodzace od dorostych osobnikéw ko-
mérki dawcy jader bytyby juz wyjsciowo komérkami starymi,
co mogtoby wywierac niekorzystny wptyw na rozwoj sklono-
wanego osobnika i by¢ moze ogranicza¢ rowniez dtugosc je-
go zycia. Czy tak jest w istocie, trudno w tej chwili odpowie-
dzieé. Analiza dtugosci telomerow owcy Dolly wykazata, ze
sa one znacznie krétsze niz u zwierzat kontrolnych, bedacych
w tym samym wieku. Kiedy Dolly miata okoto jednego roku
dtugosc jej telomerdw zblizona byta do dtugosci telomerow jej
,matki’, ktora miata 6 lat, gdy pobrano od niej komorki gru-
czotu mlekowego uzyte pozniej jako dawcy jader. W momen-
cie analizy jej telomeroéw Dolly miata 3 lata, a wigc jej ,telo-
merowy” wiek odpowiadatby wiekowi 9-letniej owcy. Nie wia-
domo oczywiscie, jak dtugo bedzie zyta. Poniewaz jednak do
chwili obecnej urodzita czworo jagniat, to sadzi¢ mozna, ze
jej zdolnosci rozrodcze nie zostaty uposledzone. Z kolei,
w kwietniu 2000 roku ukazata sie w amerykanskim czasopis-
mie naukowym ,Science” praca Lanzy i wsp. [5], ktéra pro-
blem dtugosci telomeréw u sklonowanych zwierzat stawia
w zupetnie nowym $wietle. Okazato sig, ze u bydta, po wpro-
wadzeniu do enukleowanych oocytéw jader fibroblastow,
w ktorych chromosomach — w wyniku dtugotrwatej hodowli in
vitro — doszto do niemal catkowitego zaniku telomeréw, do-
chodzi w czasie rozwoju sklonowanych zarodkéw do odtwo-
rzenia normalnej (a nawet czasami ponadnormalnej) dtugosci
telomeréw. Nie wiadomo, czy w gre wchodza tu tylko réznice
migdzygatunkowe, czy tez wptywaja na to jakies inne czynniki
i mechanizmy.

Czym wiec jest uzasadnione tak duze zaintresowanie so-
matycznym klonowaniem ssakéw, a takze olbrzymie nakiady,
jakie przeznacza sie na ten cel? Powody sg przynajmniej
dwa: jeden natury czysto poznawczej, drugi czysto praktycz-
nej. Badania nad somatycznym klonowaniem dostarczy¢ mo-
ga nieocenionych informacji dotyczacych mechanizméow roz-
nicowania komorkowego ssakow. Omoéwienie tego zagadnie-
nia przekracza jednak ramy tego artykutu. Jesli chodzi nato-
miast o aspekt praktyczny, to somatyczne klonowanie ssa-
kéw, zwlaszcza owiec, bydta czy $win, ma ogromne znacze-
nie dla farmacji i medycyny, szczegdélnie gdy dotyczy¢ bedzie
klonowania zwierzat transgenicznych produkujacych w mleku
lub w moczu cenne ludzkie biatka terapeutyczne, takie jak:
czynniki krzepliwosci krwi podawane chorym na hemofilig, al-
fa-antytrypsyne stosowanag w leczeniu mukowiscydozy i ro-
zedmy ptuc, antytrombine I, przeciwzakrzepowe biatko sto-
sowane w operacjach kardiologicznych, alfa-laktoalbuming u-
mozliwiajaca uzyskanie humanizowanego mleka krowiego o-
raz wiele innych, wéréd nich interferon, albuming krwi, tkan-
kowy aktywator plazminogenu czy laktoferyne. Obecnie pod-
stawowag metodg uzyskiwania transgenicznych zwierzat jest
metoda iniekcji obcego (w tym réwniez ludzkiego) genu do
jednego z przedjadrzy zygoty. Jest to zabieg kosztowny i ma-
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to wydajny, jesli chodzi o liczbe zwierzat, u ktérych stwierdzo-
no wigczenie sie (czyli integracje) wprowadzonego genu do
genomu zarodka, a tym bardziej jego ekspresje (czyli efekt
dziatania) przejawiajgca sie wytwarzaniem pozadanych bia-
tek przez komorki gruczotu mlekowego lub komorki nabtonka
pecherza moczowego. Miejsce integracji obcego genu do ge-
nomu zarodka jest czysto przypadkowe, co rzutuje z kolei na
poziom jego ekspresji. Powoduje to, ze uzyskanie nawet
dwoch zwierzat transgenicznych wykazujgcych taki sam po-
ziom ekspresji transgenu nie zawsze konczy sie powodze-
niem, a czesto jest wrecz niemozliwe.

Znacznie dogodniejszg metoda, w przeciwienstwie do me-
tody iniekcji genu do przedjgdrzy, jest metoda transformacji
genetycznej hodowanych in vitro komoérek somatycznych,
przede wszystkim fibroblastow ptodowych. Jest to metoda
szybka, stosunkowo prosta i — co jest niezmiernie istotne —
dotyczy ona ogromnej liczby komérek. Jadra takich genetycz-
nie zmodyfikowanych komérek moga byc¢ nastepnie wyko-
rzystane w procesie klonowania somatycznego do produkcji
transgenicznych zwierzat. Dotychczasowe badania wykazaty,
ze w produkcji transgenicznych owiec wykorzystanie jader
zmodyfikowanych genetycznie fibroblastow ptodowych jest
znacznie bardziej korzystne, pod wzgledem ekonomicznym,
niz metoda iniekcji genu do przedjadrzy. Metoda klonowania
somatycznego z wykorzystaniem fibroblastow ptodowych, do
ktorych wprowadzone zostaty ludzkie geny IX czynnika krzep-
liwosci krwi oraz alfa-antytrypsyny (AAT), jest juz z powodze-
niem stosowana u owiec. We wspomnianym juz Instytucie
Roslin w Szkociji jest juz tyle transgenicznych owiec wytwa-
rzajagcych w mleku AAT, ze pokrywajg one petne roczne za-
potrzebowanie na to biatko w catej Wielkiej Brytanii.

Jak juz wspomniano, uzyskanie wielu zwierzat wykazujg-
cych taki sam, wysoki poziom ekspresji transgenu w mieku
jest bardzo trudne. Poza tym produkt kazdego de novo uzys-
kanego zwierzecia transgenicznego musiatby przejs¢ dtugo-
trwate i kosztowne badania laboratoryjne i kliniczne, zanim
mogtby zosta¢ dopuszczony do obrotu. Jedynym sposobem
uniknigcia tych problemow jest somatyczne klonowanie do-

rostych zwierzat transgenicznych produkujgcych optacalne,
z ekonomicznego punktu widzenia, ilosci okreslonego biatka
terapeutycznego, ktore przeszto juz wszystkie wymagane
testy kliniczne. Wynika to z faktu, ze metoda klonowania so-
matycznego takich zwierzat — jako jedyna — zapewni¢ moze
jednorodnos¢ uzyskiwanego i podawanego chorym leku.
Schemat powigzania transgenezy i klonowania somatyczne-
go przedstawiono na rysunku 2.

Rozwazane jest takze klonowanie somatyczne genetycz-
nie modyfikowanych ssakéw, przede wszystkim swin, ktore
mogtyby by¢ wykorzystane jako dawcy narzadow do prze-
szczepow dla ludzi, jak réwniez do wytwarzania ludzkiej he-
moglobiny do przetaczan krwi. Swinie takie miatyby zmienio-
ne komponenty uktadu odpornosciowego, tak aby nie nasta-
pita reakcja odrzucenia przeszczepu. Przed kilkoma miesia-
cami zespot lana Wilmuta dokonat somatycznego klonowania
dorostych $win; nie wiadomo jednak czy byly to zwierzeta
genetycznie zmodyfikowane.

Korzysci z somatycznego klonowania ssakow moga byc
wiec réznorakie oraz bardzo wymierne i nie ulega watpliwo-
Sci, ze ta dziedzina biotechnologii znajdzie wkrotce szerokie
zastosowanie praktyczne.
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Selektywna produkcja
zwierzat transgenicznych
za pomocg genu biatka
zielonosci jako markera
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Niska wydajno$¢ produkcji zwierzat transgenicznych metoda
mikroiniekcji jest bardzo waznym problemem w procesie o-
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trzymywania zwierzat gospodarskich. Wiele prac badawczych
dotyczy opracowania mniej kosztownych metod uzyskiwania
zwierzat transgenicznych. Badania te odnosza sie gtownie do
preselekcji zarodkow wykazujgcych integracje w stadium
przed ich transferem do biorczyn. Pozwoli to na znaczne ob-
nizenie liczby wymaganych biorczyn, a co za tym idzie, takze
kosztow zwigzanych z transgeneza. Badania wykazujg, ze
koszty produkcji zwierzat transgenicznych, szczegdlnie cielat,
moga by¢ znacznie obnizone poprzez stwierdzenie transge-
nezy (integracji genu) we wczesnych stadiach rozwoju zarod-
kow (np. we wczesnych blastocystach), co umozliwia uzycie
znacznie mniejszej liczby biorczyn, ktére urodza transgenicz-
ne zwierzeta. Przez pierwsze lata badan nad transgenezg
stwierdzenie procesu integracji genu prowadzono dopiero
w tkankach badz krwi nowourodzonych osobnikéw. Do tego
celu stuzyty takie metody jak: dot-blot, reakcja polimeryzaciji
tancuchowej (PCR) lub metoda Souther-blot. Gtowng metoda
wykrywania transgenezy pozostaje wykrycie transgenu za po-
mocg metody Southern-blot, po uprzedniej ekstrakcji DNA
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