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KLONOWANIE | KLONY ZWIERZAT

Bezposrednig przyczyng obserwowanego
ostatnio zainteresowania zjawiskiem i techni-
kami klonowania ssakéw, byto doniesienie o
urodzeniu sie owcy Dolly, ktéra powstata w
wyniku wszczepienia jadra komoérki pochodza-
cej z tkanki gruczotu mlekowego dorostej owcy
do komorki jajowej pozbawionej wlasnego jg-

dra. Zanim oméwie doktadniej to doswiadczenie
oraz jego znaczenie teoretyczne i praktyczne,
nalezy sprecyzowaé, co rozumiemy przez ,klon”
i ,klonowanie”, a nastepnie przedstawi¢ tto hi-
storyczne i metodyczne tego eksperymentu,
oraz zastanowi¢ sie, w jaki sposéb klony po-
wstajg samorzutnie w Swiecie zwierzat.

TERMINOLOGIA

Klon oznacza grupe skiadajaca sie co naj-
mniej z dwéch komdrek lub osobnikow, ktére
sg identyczne pod wzgledem genetycznym.
Przez klonowanie rozumiemy wszelkiego rodza-
ju zabiegi eksperymentalne, majace na celu
uzyskanie klonu. Klonem beda dwie komoérki,
lub wiele komdrek powstatych w wyniku kolej-
nych podziatbw mitotycznych jednej komodrki
macierzystej, naturalnie pod warunkiem, ze w
ktérym$ momencie nie zaszta jakas zmiana ge-
netyczna, prowadzaca do powstania dwoch,
réznigcych sie od siebie subpopulacji komodrek.
Klonem bedzie grupa pierwotniakéw (jednoko-
morkowych organizméw), powstata w wyniku
kolejnych podziatéw mitotycznych organizmu
macierzystego, a wiec bez udzialu proceséow
ptciowych. Klonem beda organizmy tkankowe
powstate w wyniku rozrodu bezpitciowego,
dokonujgcego sie na drodze podziatu catego
organizmu na dwa lub wiecej organizméw poto-
mnych, w wyniku paczkowania lub tworzenia
réznego rodzaju form przetrwalnikowych.
W koncu klonem beda bliZznieta jednojajowe
oraz Doity i dorosta samica, z ktérej pochodzit

genom Doity. Te dwa ostatnie przyktady poka-
zuja, ze osobniki klonu moga by¢ w tym samym
wieku, wtedy gdy powstajg w wyniku jednego
wydarzenia rozwojowego, ktore jednocze$nie
niejako ,unicestwia” macierzystg komorke, za-
rodek lub dorosty organizm, ale mogg réwniez
rozni¢ sie wiekiem wtedy, gdy nowy osobnik
powstaje na drodze bezpiciowej z osobnika do-
rostego, ktory nadal kontynuuje swdj byt osob-
niczy. Na zakorniczenie tych rozwazan termi-
nologicznych jeszcze jedna uwaga. W artyku-
tach prasowych i popularno — naukowych
(ale réwniez w literaturze fachowej), zaréwno
polskich jak i obcojezycznych, mozna spotkac
sie ze stosowaniem terminu ,klon” na okresle-
nie osobnika powstatego w wyniku klonowa-
nia. Nie jest to wiasciwe, poniewaz, jak to
wyjasniatem uprzednio, termin ten powinno
sie odnosi¢ wylgcznie do grupy, chocby skia-
dala sie ona tylko z dwdéch osobnikéw (komo-
rek). Nie wykluczam jednak, ze takie stosowa-
nie tego terminu zostanie wymuszone przez
potoczny jezyk i w koricu zostanie powszech-
nie przyjete.

O KLONACH POWSTAJACYCH SAMORZUTNIE PODCZAS ROZWOJU EMBRIONALNEGO

Nie bede omawiat réznych sposobdéw roz-
mnazania bezptciowego organizmoéw dorostych,

ktére zasygnalizowatem powyzej, a ktére pro-
wadzg do powstania mniej lub bardziej licznych
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klonow. Chciatbym natomiast omowic¢ niektore
przykiady powstawania klonéw podczas rozwo-
ju embrionalnego, wtedy, gdy zjednego zarodka
powstaja dwa lub wiecej zarodkéw, a w konse-
kwencji osobnikéw. Zjawisko takie nazywamy
poliembrionig. Cho¢ wystepuje ono u szeregu
grup zwierzecych ogranicze sie do ssakéw, naj-
wiecej uwagi poswiecajgc cztowiekowi.

SSAKI

Bliznieta jednojajowe (w przeciwienstwie do
bliznigt dwujajowych tylko one sg genetycznym
klonem) wystepujg zapewne u wszystkich ga-
tunkéw ssakéw, ale u gatunkéw dzikozyjacych,
a szczeg6lnie u tych, ktére zwykle rodza kilkoro
mtodych, wykrycie ichjest najczesciej niemozli-
we. Jedynie u zwierzat laboratoryjnych, gospo-
darskich lub dzikich, ale rozmnazajgcych sie
pod kontrolg, na przyktad w ogrodach zoologi-
cznych, przypadki urodzenia sie bliznigtjedno-
jajowych mogg zosta¢ ewentualnie wykryte, ale
nawet wéwczas genetyczng identycznosé ro-
dzenistwa mozna potwierdzi¢ jedynie w oparciu
0 szczegoOtowe badania serologiczne i biochemi-
czne.

Bliznieta u cztowieka

Najbardziej miarodajne dane dotycza
bliznigt ludzkich urodzonych w krajach rozwi-
nietych, w ktorych wiekszo$¢ porodéw odbywa
pod nadzorem potoznikéw, a ocena stopnia po-
dobienistwa rodzenstwajest znacznie tatwiejsza
nizw przypadku zwierzat, i to zaréwno ,,na oko”,
jak i dzieki mozliwosci wykorzystania wielu
markeréw serologicznych i biochemicznych. Ze
wzgledu na znacznie wiekszag obfitos¢ i wiary-
godnos¢ danych dotyczgcych tego zjawiska u
cztowieka niz jakiegokolwiek innego gatunku
ssakoéw, jak réwniez ze wzgledu na zupetnie
zrozumiate nasze szczeg6lne zainteresowanie
wiasnym gatunkiem, zagadnienie blizniat jed-
nojajowych — tego najmniejszego klonu gene-
tycznego — omoéwie na przytadzie Homo sa-
piens.

Bliznieta jednojajowe nazywa sie réwniez
monozygotycznymi, co oznacza, ze wywodzg sie
one z jednej zaptodnionej komorki jajowej —
zygoty. Te dwa okres$lenia sg wiec synonimicz-
ne. Stosuje sie czasami réwniez termin
sbliznieta monochorialne” (w przeciwienstwie
do dichorialnych) na podstawie istnieniajednej
kosmowki (i jednego tozyska) (kosmoéwka, tac.
chonon) otaczajgcej oba blizniacze zarodki.
Chociaz wszystkie bliznieta monochorialne sag
jednojajowe, to terminéw tych nie mozna uwa-
za¢ za synonimy, poniewaz istniejg podstawy do
sadzenia, ze réwniez czes¢ blizniat dichorial-
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nych, a wiec wyposazonych w oddzielny kom-
plet bton ptodowych (fgcznie z wkasng kosméw-
kg i tozyskiem) ma pochodzenie monozygotycz-
ne. Bliznieta te muszg rozwija¢ sie niezaleznie
od siebie juz przed implantacjg. Do takiego
wniosku mozna doj$¢ na podstawie dokladnej
znajomosci konkretnych przypadkoéw, to zna-
czy zardéwno obserwacji dokonanych przez po-
toznika podczas porodu, a dotyczgcych stanu
bton ptodowych, jak i odpowiednich badan ge-
netycznych przeprowadzonych po urodzeniu.
Inna droga polega na zastosowaniu tak zwanej
reguty Weinberga, ktora nie umozliwia co pra-
wda identyfikacji konkretnych par bliZznigtjed-
nojajowych, ale pozwala na okreslenie czestosci
ich wystepowaniaw danej populacji, w okreslo-
nym przedziale czasowym i to nawet bezjakich-
kolwiek informacji potozniczych na temat bu-
dowy bton ptodowych blizniat. Reguta Weinber-
ga opiera sie na niestychanie prostym i oczywi-
stym zatozeniu: poniewaz bliznieta dwujajowe
jednakowo czesto rozwijajg sie w osoby tej sa-
mej pici, jak i réznej pici, liczbe (czestosé
wzgledng) bliznigt dwujajowych w catej popula-
cji bliznigt mozna okresli¢ przez podwojenie
liczby (czestosci) blizniat o réznej pici. Jakakol-
wiek stwierdzona empirycznie ,nadwyzka” par
blizniagt tej samej pici ponad oszacowang w ten
spos6b w danej populacji czestos¢ blizniagt dwu-
jajowych, okresla liczebnos$¢ blizniat jednojajo-
wych. Poréwnanie tak obliczonych czestosci
wystepowania bliznigt jednojajowych z danymi
potozniczymi doprowadzito wielu badaczy do
wniosku, ze cigze monochorialne wystepuja
rzadziej niz to wynika z reguty Weinberga, co
oznacza, ze czes¢ blizniatjednojajowych rozwija
sie od pewnego momentu embriogenezy catko-
wicie niezaleznie od siebie i rodzi sie jako
bliznieta dichorialne. Blizsze oméwienie tych
zagadnien oraz dane dotyczgce czestosci wyste-
powania réznego rodzaju bliznigt w réznych
krajach i w réznych okresach czasu mozna
znalez¢ w opracowaniach monograficznych, na
przyktad Gedda (1961) i Bulmer (1970).

W przypadku bliznigt monochorialnych jest
rzecza oczywista, ze wyodrebnienie sie dwoch
zarodkoéw z pierwotnie jednego zarodka ,,macie-
rzystego” musiato nastgpic¢ po osiggnieciu przez
ten zarodek stadium blastocysty* i w wyniku
rozdzielenia sie pierwotnie pojedynczego wezta
zarodkowego na dwie grupy komérek embrio-
nalnych w obrebie wspélnego trofoblastu (z kt6-
rego nastepnie powstanie jedna, wspoélna kos-
mowka), ale przed zapoczatkowaniem organo-
genezy, czyli pojawieniem sie tak zwanej smugi
pierwotnej i calego zespotu zawigzkoéw narzg-
déw osiowych (struna grzbietowa, cewka ner-
wowa) oraz pozostatych bton ptodowych (owod-
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nia, omocznia i pecherzyk zottkowy). Do po-
wstania bliznigt moze jednak: dojs¢ réwniez nie-
co pbzniej, w obrebie jednej tarczki zarodkowej:
proces ten moze zakonczy¢ sie szczesliwie po-
wstaniem dwoch kompletnie oddzielonych od
siebie zarodkéw (chociaz znajdujacych sie w
jednej, wspolnej owodni), ale moze réwniez spo-
wodowac¢ rozwiniecie sie osobnikéw wykazuja-
cych rézny stopien zrosniecia (tzw. bracia (sio-
stry) syjamskie). Czasami mozliwy i skuteczny
jest zabieg rozdzielenia obu dzieci, czasami
bliznieta pozostajg potaczone ze sobg przez cate
zycie (np. stynni bracia syjamscy Chang i Eng
zyjacy w ubieglym wieku), czasami — wreszcie
— mamy do czynienia z wystepowaniem pew-
nych wspoélnych czesci ciata lub narzadéw i
podwojeniem innych, co nie pozwala na dtuzsze
zycie po urodzeniu. Przypadki jednojajowych,
ludzkich zarodkoéw blizniaczych we wczesnej
fazie powstawania sg znane w literaturze em-
briologicznej.

Brak jest natomiast obserwacji embriologi-
cznych ilustrujacych, w sposob nie budzacy
watpliwosci, powstawanie dichorialnych
blizniat monozygotycznych. Pokazywane czesto
w podrecznikach embriologicznych schematy
powstawania bliznigt jednojajowych na drodze
spontanicznej separacji dwoch pierwszych bla-
stomeréw 2-komérkowego zarodka, wydajg sie
by¢ wylgcznie produktem fantazji autoréw tych
opracowan. Jest prawda, ze na przykitad u my-
szy i innych ssakow laboratoryjnych i gospodar-
skich, mozliwe jest eksperymentalne usuniecie
ostonki jajowej (tzw. ostonki przejrzystej) ota-
czajacej jajo, a pOzniej wczesny zarodek i roz-
dzielenie dwéch pierwszych blastomeréw, oraz
uzyskanie z nich dwéch blastocyst. Mozliwejest
to jednak tylko w hodowli in vitro, poniewaz
»,nagie”, to znaczy pozbawione ostonki przejrzy-
stej blastomeiy wszczepione dojajowodu samic
biorczyn nie moga sie normalnie rozwija¢ (Mod-
tinski 1970, Bronson i Mclaren 1970). Jest
wiecej niz prawdopodobne, ze rowniez u innych
ssakoéw, a wsrod nich i u czitowieka, obecnosé
ostonki przejrzystej w pierwszej fazie rozwoju in
vivo jest konieczna. Pomijam tu juz brak ze
strony autorow tych schematéw wyjasnienia, w
jaki sposob mogtoby dojs¢ w jajowodzie do sa-
morzutnego ,wyzwolenia sie¢” zarodka z bardzo
masywnej ostonki przejrzystej, ktéra normalnie
zanika dopiero tuz przed implantowaniem sie
zarodka w macicy. Na podstawie obserwacji
prowadzonych nad rozwojem zarodkéw roz-
nych ssakow in vitro, niektérzy autorzy sugeru-
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ja, ze by¢ moze podziat jednej blastocysty na
dwie potomne blastocysty nastepuje w momen-
cie ,wykluwania sie” jej z ostonki przejrzystej,
w trakcie czego wezet zarodkowy ulega rozdzie-
leniu. Jest to mechanizm mozliwy, ale brakjest
dowoddw na to, ze moze on wystepowac in vivo.

Trojaczki , czworaczki i piecioraczki u cztowieka

Podczas, gdy istniejg obserwacje dotyczace
sposobu powstawania monochorialnych
blizniat jednojajowych u cztowieka, nie wiemy
w jaki spos6b powstajg trojaczki i inne wielora-
czki. Mozemy sie jedynie domyslaé, ze powstajg
one dzieki podobnym mechanizmom, ktore
dziatajaq przy powstawaniu blizniat, by¢ moze w
wyniku wspoétwystgpienia réoznych mechani-
zmoéw, to znaczy wyksztatcenia sie najpierw
z jednego zarodka dwoch blastocyst, a naste-
pnie wyodrebnienia sie w obrebie jednej z nich
(lub obu) dwdch lub wiekszej liczby weztow
zarodkowych (lub dwodch zespotéw narzadow
osiowych w obrebie jednego wezta zarodkowe-
go). Prawdopodobienstwo wystgpienia kazdej
takiej ,dewiacji” jest niewielkie, a ich wspotwy-
stgpienie wydaje sie juz prawie nieprawdopo-
dobne, ale biorgc pod uwage, ze rozradzajgca
sie kilkumiliardowa populacja Homo sapiens
jest gigantycznym, naturalnym ,poligonem do-
Swiadczalnym” w zakresie rozrodu i rozwoju
embrionalnego, najbardziej nieprawdopodobne
wydarzenia majg prawo sie wydarzy¢.

U cztowieka wielokrotnie obliczano czestosé
wystepowania wieloraczkéw jednojajowych
(patrz cyt. uprzednio Gedda 1961, Bulmer
1970) i stwierdzono, ze bliznieta wystepujg
z czestoscig 3-4 na 1000 porodéw, trojaczki
z czestodcig 13-28 na milion porodéw (dane
wahaja sie nieco w zaleznosci od kraju i okresu
badan), a czworaczki z czestosciag 3 na dziesieé
milionéw poroddéw. Brakjest takich szacunkow
dla piecioraczkéw, ale przynajmniej jeden przy-
padek wydaje sie naukowo udowodniony —
chodzi tu o piec siéstr Dionne urodzonych w la-
tach trzydziestych w Kanadzie (Macarthur
1938). Siostry Dionne sgjedynym wiarogodnym
przyktadem piecioraczkéw u cziowieka i nie
znamy u naszego gatunku wieloraczkéw jedno-
jajowych wyzszego rzedu.

Poliembrionia u pancernikow
Wsréd ssakéw mamy grupe zwierzat, w kto-
rej u pewnych gatunkéw zjawisko poliembrionii
wystepuje regularnie: z jednego zarodka, ktéry
powstat w wyniku zaptodnienia jednej komorki

*Blastocysta, zarodek w postaci pecherzyka, wktdéiym najednym biegunie znajduje sie grupa komérek zwana
weztem zarodkowym. Sciana pecherzyka nazywa sie trofoblastem. W tym stadium zarodek nawigzuje kontakt
ze $ciang macicy, w ktorej nastepnie zagniezdza sie (implantuje).
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jajowej, rozwija sie zawsze kilka, a nawet kilka-
nascie zarodkéw (wieloraczkéw) stanowigcych
klon genetyczny. Sg to niektére gatunki pancer-
nikéw zyjacych w Ameryce Pid., Srodkowej i w
potudniowych rejonach Ameryki Po6inocnej.
U gatunku Dasypus novemcinctus z jednej bla-
stocysty regularnie rozwijajg sie 4 zarodki, a u
gatunku Dasypus hybridus od 7 do 12 zarod-
kow (a nastepnie osobnikéw). Tak wiec, najwie-
kszy klon genetyczny u ssakow — jaki moze
powsta¢ w sposob naturalny, bez zadnej inge-
rencji ze strony eksperymentatora, wynosi 12*

Regularne wystepowanie poliembrionii wy-
daje sie stanowi¢ zaprzeczenie podstawowej za-
sady rozrodu piciowego, polegajacej na genero-
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waniu réznorodnosci genetycznej potomstwa,
a przez to zwiekszaniu jego szansy przezycia.
Trudno powiedzie¢ na czym polega biologiczna
zaleta poliembrionii u pancernikéw: u ssakéw
~Kkoszt produkcji” komoérek jajowych jest nie-
wielki w poréwnaniu z kosztem energetycznym
cigzy i jesli samica pancernika jest w stanie
urodzi¢ kilka, czy nawet kilkanascie miodych,
to wydaje sie, ze mogtaby to czyni¢ w sposob
~konwencjonalny”, to znaczy przez owulowanie
odpowiednio wiekszej liczbyjaj i ich niezalezne
zaptodnienie i rozwoj. Jest to niewatpliwie bar-
dzo interesujace zagadnienie z punktu widzenia
strategii rozrodczej tych gatunkow.

ZNACZENIE BADAN NAD BLIZNIETAMI (WIELORACZKAMI) JEDNOJAJOWYMI | POWODY
PODEJMOWANIA PROB UZYSKANIA KLONOW ZWIERZAT NA DRODZE EKSPERYMENTALNEJ

Bliznietajednojajowe sg idealnym obiektem
do badarn nad udziatlem czynnikéw genetycz-
nych i epigenetycznych (rozumianych jako
wszelkiego rodzaju bodzce zewnetrzne (Srodo-
wiskowe) dziatajagce po urodzeniu) w ksztatto-
waniu cech fizycznych i psychicznych osobni-
ka, czylijego fenotypu. W przypadku cziowieka
informacje takie, oprécz znaczenia czysto po-
znawczego, moga mie¢ wazne znaczenie dla
prognozowania prawdopodobieristwa wystgpie-
nia pewnych chordéb u obu blizniat, lub okresle-
nia prawdopodobienstwa podobnych zacho-
wan, na przyktad w sytuacjach stresowych.

W przypadku zwierzat, dysponowanie grupg
osobnikéw (chocby tylko dwoma) identycznych
pod wzgledem genetycznym niestychanie uta-
twia i obniza koszty badania wptywu réznego
rodzaju czynnikéw (np. diety, warunkow klima-
tycznych itd.) na ich wzrost i rozwéj, poniewaz
umozliwia uznanie stwierdzonych réznic feno-
typowych wytacznie za skutek dziatania bada-
nych czynnikéw. Dotyczy to wszelkich zwierzat,
ale zapewne najbardziej uzyteczne jest w przy-
padku duzych zwierzat gospodarskich, ze
wzgledu nawysokie koszty eksperymentowania
na duzej liczbie zwierzat. Drugim powodem
zainteresowania rozwojem technik klonowania
jest potencjalna mozliwos¢ poprawieniajakosci
hodowanych zwierzat przez zwigkszenie czesto-
Sci wystepowania w populacji szczegélnie cen-
nych genotypow. Jest to wazne u tych gatun-
kéw ssakdw, ktore w wyniku kazdej cigzy maja
zwykle tylko jedno miode, i ktére w okresie
rozrodczym mogg mie¢ tylko kilkoro potom-
stwa. W przypadku samcéw, dzieki rozwinieciu

technik sztucznej inseminacji i zamrazania na-
sienia, propagacja cennego genotypu jest mo-
zliwa na wielkg skale. W przypadku samic moz-
na sztucznie zwiekszy¢ liczebnos¢ potomstwa
przez indukowanie egzogennymi hormonami
pitciowymi owulacji duzej liczby komérek jajo-
wych, lub przez uzyskiwanie in vitro z pobra-
nychjajnikow duzej liczby oocytow; w obu przy-
padkach konieczne jest jednak przeszczepienie
uzyskanych zarodkéw do odpowiednich samic
biorczyn, aw drugim przypadku trzeba ponadto
przeprowadzi¢ zaptodnienie in vitro uzyskanych
oocytéw. Pomimo tego, mozliwosci zwiekszenia
w populacji czestosci udziatlu genomu genety-
cznie wartosciowej samicy sg — w poréwnaniu
z samcami — nadal bardzo ograniczone. Z pun-
ktu widzenia zwiekszenia liczebnosci warto-
sciowych genotypéw, optymalne postepowanie
powinno polega¢ na klonowaniu dorostych
osobnikéw, ktérych cechy uzytkowe mozemy
wczesniej w petni oceni¢. Jedynym sposobem
zrealizowania takiego celu jest transplantacja
do enukleowanych (wyjadrzonych) komoérek ja-
jowych innych jader komdérkowych pochodza-
cych bezposrednio lub posrednio (tzn. po pasa-
zowaniu in vitro) z tkanek dorostego osobnika,
awiec w spos6b, wjaki powstata Dolly. Ale Dolly
jest, jak do tej poiy, jedynym znanym przykia-
dem tego typu klonowania. Wszystkie dotych-
czasowe doswiadczenia, w ktérych stosowano
technike transplantacji jader, polegaty na klo-
nowaniu zarodkéw, to znaczy powielaniu geno-
mu przedimplantacyjnych zarodkéw. Takie do-
Swiadczenie, cho¢ bardzo interesujgce poznaw-
Cz0, ma ograniczone znaczenie praktyczne. Co

*Poliembrioniawystepuje rowniez u wielu grup bezkregowcéw, ale szczegdlnie czesto obserwuje siejg w kilku
rodzinach pasozytniczych btonkéwek, u ktérych osiaga niestychang ,wydajnos¢” - w skrajnych przypadkach
zjednego zarodka moze powstac¢ az okoto 2 tysiecy zarodkow.
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prawda, mozna w ten sposéb zwiekszy¢ liczeb-
nos¢ potomstwa dwdch osobnikéw, z ktérych
kazde z osobna oceniamy jako wartosciowe,
a zakladajac dodatkowo, ze potomstwo warto-
Sciowych rodzicéw powinno (ale nie musi!ll) by¢
rowniez wartosciowe, w pewnym stopniu reali-
zujemy zamierzony cel genetycznego doskona-
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lenia populacji interesujgcych nas zwierzat.
Czyhajg jednak na nas réwniez powazne nie-
bezpieczenstwa: powielamy genotyp nie znajac
przysztego fenotypu i nie mozemy wykluczy¢
mozliwosci, ze ta konkretna kombinacja gene-
tyczna wcale nie jest ,dobra”, lub, ze jest, co
gorsza, nosnikiem niekorzystnej mutacji.

EMBRIOLOGIA EKSPERYMENTALNA: KLONY MOZNA UZYSKAC ROZNYMI METODAMI

Pierwsze eksperymenty embriologiczne mia-
ty na celu wyjasnienie, kiedy w rozwoju zarod-
kowym losy potomnych komoérek zygoty, czyli
blastomeréw, zostaja zdeterminowane. Inaczej
moéwigc, do jakiego etapu rozwoju pojedyncze
blastomery potrafig wytworzy¢ kompletny, tyl-
ko odpowiednio mniejszy zarodek (czyli, jak
moéwimy, wykazuja zdolnosci regulacyjne), a od
jakiego etapu mogag wytworzy¢ tylko okreslone
czesci (tkanki) zarodka, to znaczy te, ktore wy-
ksztatcajg sie z nich podczas normalnego, nie-
zaktéconego rozwoju. Najprostszy sposéb uzy-
skania odpowiedzi na to pytanie polega na roz-
dzieleniu zarodka na budujgce go blastomery i
obserwowanie ich rozwoju w izolacji od blasto-
meréw siostrzanych. Pierwsze tego typu do-
Swiadczenie przeprowadzit ponad 100 lat temu
Hans Driesch (1892) na zarodkach jezowcow i
stwierdzit, ze w stadium 2-komaorkowym, kazdy
z blastomeréw moze wytworzy¢ normalnie zbu-
dowang larwe pluteus, naturalnie o odpowie-
dnio mniejszych rozmiarach (do tego stadium
zarodek jeszcze nie rosnie, a zatem wielkos¢
larwy jest okreslona przez wielkosé komorki
wyjsciowej (zygoty lub blastomeru).* Bylo to
pierwsze doswiadczenie, w ktérym niejako ,,przy
okazji” i nieSwiadomie uzyskano klony sktada-
jace sie z 2 zarodkéw. Driesch, podobnie jak
inni pozniejsi badacze, nie interesowat sie prze-
biegiem dalszego rozwoju takich miniaturo-
wych larw, aby przekonac sig, czy moga one
przejs¢ przez metamorfoze i wyksztatci¢ nor-
malne, ptodne osobniki.

Badania polegajace na izolowaniu blasto-
meréw wczesnych zarodkéw, przeprowadzono
u wielu grup zwierzat i stwierdzono, ze wyniki
moga by¢ rézne: u niektérych zwierzat, na przy-
ktad u zachw, juz dwa pierwsze blastomery nie
sg w stanie rozwing¢ sie w kompletne zarodki
(rozwoj takich zwierzat czesto nazywamy rozwo-
jem mozaikowym, zdeterminowanym), u in-
nych, na przyktad u niektorych ssakéw, nawet
pojedynczy blastomer zarodka 8-komorkowego
moze czasami rozwing¢ sie w normalnego osob-

nika (w takich przypadkach méwimy o rozwoju
regulacyjnym). Zachowanie przez blastomery
totipotencji (czyli zdolnosci rozwojowych zygo-
ty) jeszcze po trzecim podziale bruzdkowania,
wynika ze szczegélnych wlasciwosci wczesnego
rozwoju embrionalnego ssakéw, u ktorych de-
terminacja losu blastomeréw zachodzi wyjatko-
wo pézno i dokonuje sie epigenetycznie, dzieki
zréznicowanemu potozeniu blastomeréw w ob-
rebie bruzdkujacego zarodka (hipoteza “outsi-
de-inside” sformutowana gtéwnie w oparciu
0 badania Tarkowskiego i Wréblewskiej
1967), a nie w wyniku szczegolnych wiasciwosci
cytoplazmy w réznych rejonach komorki jajo-
wej, ,rozsegregowywanej” w wyniku kolejnych
podziatow bruzdkowania do réznych blastome-
row. Z faktu, ze czasami z pojedynczego blasto-
meru moze rozwingc¢ sie normalnie zbudowany
zarodek (osobnik) naturalnie nie wynika jesz-
cze, ze wszystkie blastomery w danym stadium
rozwojowym charakteryzujg sie takimi wiasci-
wosciami i udowodnienie tego wymaga czesto
dodatkowych i bardziej skomplikowanych do-
Swiadczen (patrz nizej).

Z punktu widzenia klonowania, metoda izo-
lowania blastomerow jest uzyteczna tylko wte-
dy, jesli mozna dzieki niej uzyskaé¢ kilka osob-
nikow blizniaczych (identycznych), a przynaj-
mniej dwa. Od dawna byto wiadomo, ze u myszy
z izolowanych blastomeréw stadium 2-komoér-
kowego mozna uzyska¢ pojedyncze, normalne
osobniki (Tarkowski 1959a, b), ale dopiero w
latach siedemdziesigtych i osiemdziesigtych
uzyskano pary osobnikéw blizniaczych w wyni-
ku rozdzielenia blastomeréw (Tsunoda i McLa-
ren 1983; praca ta zawiera rowniez bibliografie
wczesniejszych publikacji na ten temat). Nie
moznajednak liczy¢ na uzyskanie w ten spos6b
liczniejszych klonéw, poniewaz zarodki powsta-
te z pojedynczych blastomeréw stadium 4-ko-
morkowego obumierajg wkrétce po implantacji
(Rossant 1976). U gatunkoéw takich, jak krolik
lub owca, u ktérych blastocysty tworza sie nieco
pozniej w rozwoju i w momencie implantacji

*Ta pionierska praca Driescha (1892), przetozona na jezyk angielski ukazata sie w nieco skréconej postaci
w ksigzce "Foundations of Experimental Embryology”, — patrz W illier i Oppenheimer 1974.
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sktadajg sie z wiekszej liczby komérek niz bla-
stocysty myszy, z pojedynczych blastomeréw
stadium 4-komorkowego, a nawet sporadycznie
stadium 8-komérkowego, moga rozwingé sie
normalne osobniki (krélik: Moore i wspétaut.
1968; owca: Willadsen 1981). Gatunkiem, u
ktorego otrzymano tg metoda najliczniejsze klo-
ny, jest owca: Wittadsen (1981) uzyskat czwo-
raczki izolujgc zarodek 8-komorkowy na 4 pary
blastomerow.

Liczebno$¢ klonéw mozna jeszcze nieco
zwiekszy¢ dokonujac bardzo juz skomplikowa-
nego doswiadczenia, polegajacego najpierw na
izolowaniu blastomeréw, a nastepnie na wspo-
mozeniu ich rozwoju przez ,,dodanie” im blasto-
meru(éw) pochodzacych z innego zarodka: jesli
blastomer , klonowany” bedzie bardziej zaawan-
sowany w rozwoju hiz blastomer(y) ,,pomocni-
cze” (,podporowe”), to istnieje szansa, ze osob-
nik powstanie wytgcznie z blastomeru klonowa-
nego, a blastomery pomocnicze wejda w skiad
utwordw pozazarodkowych. Takie doswiadcze-
nie przeprowadzili Witladsen i Fehilly (1983)
oraz Fehilly iWilladsen (1986) u owcy uzysku-
jac kilka klonow sktadajacych sie z pieciu osob-
nikéw. Naturalnie nie mozna wykluczy¢, ze w
wyniku takiego zabiegu nie rozwinie sie jednak
osobnik chimerowy. Wydaje sie jednak, ze na-
wet stosujac najbardziej finezyjne kruczki tech-
niczne trudno byloby uzyskaé poprzez izolacje
blastomerow liczniejsze klony ssakéw niz skia-
dajace sie z 8 osobnikdw.

Konstruujagc w opisany powyzej sposéb
osobniki chimerowe, mozna réwniez wykazac,
ze pojedyncze blastomery okreslonego stadium
rozwojowego zachowaty zdolnos¢ rozwoju i roz-
nicowania we wszystkie tkanki zarodkowe
i pozazarodkowe, to znaczy, ze sg nadal totipo-
tentne, chociaz nie sgjuz w stanie — na skutek
zbyt matej wielkosci — same rozwing€ sie w
osobniki. Postugujac sie tg metodg Kety (1977)
wykazata to w odniesieniu do pojedynczych
blastomerow 4- i 8-komorkowego zarodka my-
szy, badajac ich udziat w ciele chimer i ich
btonach ptodowych.

Poniewaz czynnikiem ograniczajgcym petny
rozwoj pojedynczych blastomeréw, pochodzg-
cych ze stadiéw 4- i 8-komérkowego, sa zbyt
mate rozmiary powstajgcych z nich blastocyst,
a szczegolnie ich weztow zarodkowych (albo
nawet ich catkowity brak), prébowano zwie-
kszy¢ mozliwosci rozwojowe takich blastome-
row sztucznie zwiekszajac w nich ilos¢ cytopla-
zmy. Na przyktad, autor tego artykutu zwiekszat
wielkos¢ izolowanych blastomeréw 1/4 myszy
(tzn. pochodzacych ze stadium 4-komorkowe-
go) dofuzjowujac do kazdego z nich 4 cytoplasty
(tzn. bezjadrowe fragmenty) pochodzace z in-
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nych blastomerow tego samego stadium. Uzy-
skano w ten sposob kilka kwartetow siostrza-
nych blastocyst, ale niestety po transplantacji
do samic biorczyn, chociaz wiele z nich implan-
towato sie, wszystkie ulegly resorpcji (A.K. Tar-
kowski, badania niepublikowane). Lepsze wyni-
ki uzyskali Kono i Tsunoda (1989) dofuzjowujac
blastomery 1/4 i 1/8 myszy do enukleowanych
blastomeréw 1/2. Chociaz wiele tak skonstruo-
wanych zarodkoéw rozwineto sie w blastocysty,
tylko w pierwszym wariancie doswiadczenia
urodzity sie miode i nie byly one klonem (kazde
pochodzito z innego kwartetu). Te prébe zwie-
kszania liczebnosci klonéw nalezy przynajmniej
chwilowo uzna¢ za nieudang i raczej nie roku-
jaca nadziei na przysztosc.

Inna metoda uzyskiwania zarodkéw
blizniaczych przez podziat zarodka przed-
implantacyjnego polega na mechanicznym roz-
dzieleniu moruli, lub czesciej blastocysty, na
dwie czesci (w przypadku blastocyst ciecie musi
naturalnie przebiega¢ przez wezet zarodkowy).
Te metode zastosowano skutecznie i nawiekszg
skale u bydia (0zit i wspétaut. 1982; 0Ozil
1983). W niektérych krajach zabieg ten prze-
prowadza sie bezposrednio u hodowcow, w wa-
runkach polowych, co Swiadczy o tym, ze musi
on by¢ ekonomicznie optacalny. Préby uzyska-
nia w ten sposoéb wiekszej liczby osobnikéw niz
dwa nie powiodty sie.

TOTIPOTENCJA BLASTOMEROW | TOTIPOTENCJA JADER

Jezeli wszystkie odizolowane od siebie, po-
jedyncze blastomery rozwing sie w normalne
osobniki, to uzyskujemy na tej podstawie dwo-
jaka informacje. Po pierwsze, ze w badanym
stadium rozwoju komorki (blastomery) tworza-
ce zarodek sg totipotentne i po drugie, ze jadra
tkwigce w tych komorkach sag rowniez totipo-
tentne. Totipotencja blastomeru oznaczajedno-
czes$nie totipotencjejadra, ale totipotencjajadra
nie musi oznaczac totipotencji blastomeru. Do-
brym przykiadem ilustrujagcym i wyjasniajacym
to dos¢ zawile brzmiace stwierdzenie jest wynik
klasycznego doswiadczenia przeprowadzonego
przez Spemanna Na poczatku obecnego stulecia
(Spemann 1962). W wyniku rozdzielenia dwoch
pierwszych blastomeréw traszki Spemann uzy-
skiwat dwie normalnie zbudowane larwy, albo
jedna normalng larwe i nienormalny zarodek
obumierajgcy przed rozpoczeciem gastrulacji.
Wynik doswiadczenia zalezat od tego, czy w
danym zarodku pierwsza bruzda podziatowa
przebiegata zgodnie z ptaszczyzng symetrii
dwubocznej zygoty, czy tez prostopadle do tej
ptaszczyzny. W zaleznosci od przebiegu bruzdy,
rejon, z ktorego miaty powsta¢ w przysziosci
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struna grzbietowa i mezoderma przyosiowa, byt
rozdzielany do obu blastomeréw, albo wlgczany
w obreb tylko jednego blastomeru (i tylko ten
blastomer mégt rozwing¢ sie normalnie). Bla-
stomer, ktéry nie rozwija sie normalnie, niejest
totipotentny, natomiast zawarte w nim jadro
jest totipotentne, ale nie moze swej potencji
zrealizowa¢ na skutek braku w blastomerze
pewnych sktadnikoéw cytoplazmy. Na og6tjadra
zachowujg dtuzej totipotencje niz komorki,
z ktérych pochodzg. Na przyktad u ptazéw nie
moznajuz uzyskac¢ normalnego osobnika z po-
jedynczego blastomeru stadium 4-komérkowe-
go, ale jadra nawet starszych zarodkéw wciaz
zachowujg totipotencje (czyli potencjat rozwojo-
wy jadra zygoty). Wykazat to po raz pierwszy
rowniez Spemann (1962) wykonujgc nastepuja-
ce, pomystowe doswiadczenie. W wyniku prze-
wigzania zygoty traszki petla z wilosa, jadro
zygotyczne znajdowato sie wjednej potowiejaja,
ktora podejmowata bruzdkowanie; bezjgdrowa
potéwka jaja naturalnie nie bruzdkowata. Jesli
po czwartym lub pigtym podziale rozluzniono
petle ijedno zjader potomnych przecisneto sie
do potowki bezjagdrowej, to podejmowata ona
bruzdkowanie i rozwijata sie w normalny zaro-
dek. To doswiadczenie moznaw pewnym sensie
uznac¢ za pierwszg prébe transplantowaniaja-
der komérkowych, czemu poswiecona jest na-
stepna czesc¢ tego artykutu.

OTRZYMYWANIE KLONOW ZA POMOCA TECHNIKI
TRANSPLANTACJI JADER KOMORKOWYCH

Ptazy

Omowione powyzej wyniki doswiadczer em-
briologicznych wskazuja, ze uzyskanie liczniej-
szych klonéw wymaga zastosowania zupetnie
innego podejscia. Mozliwosci takie stwarza te-
chnika transplantacji jader komorkowych do
pozbawionych wiasnego jadra komorek jajo-
wych. Technika ta, ktéra zostata zastosowana
po raz pierwszy przez Briggsa i Kinga (1952)
u ptazéw, nalezy do najbardziej pomystowych i
uzytecznych technik badawczych, stosowanych
w biologii rozwoju. Polega ona na usunieciu
jadra komorki jajowej (zabiegu tego dokonuje
sie uzywajac szklanej iglty, pipety lub niszczac
jadro promieniami UV), a nastepnie wprowa-
dzeniu przy pomocy pipety jadra pobranego
z innej komorki. Briggsowi i KINGOWI, podobnie
jak pierwszym embriologom doswiadczalnym,
nie przyswiecata wcale idea powielania ptazéw
w duzej liczbie kopii, ale chcieli oni uzyskac
odpowiedZz na fundamentalne pytanie stojgce
przed biologig rozwoju: czy rozwéj embrionalny
i réznicowanie komdrkowe pociggajg za soba
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nieodwracalne zmiany w genomie? Innymi sto-
wy, czy roznice miedzy genomem zréznicowa-
nych komoérek rozmaitych typoéw, maja jedynie
charakter funkcjonalny, czy tez polegajg one na
trwatych zmianach strukturalnych. Oznaczato-
by to, ze w pierwszym przypadku (ale nie w
drugim) genom terminalnie zréznicowanej ko-
morki bytby strukturalnie identyczny z geno-
mem zygoty, z ktérej dany organizm powstat, co
stwarzatoby mozliwos¢ — przynajmniej teorety-
czng — uzyskania ogromnej liczby genetycz-
nych kopii osobnika dorostego, przez umiesz-
czenie pobranych z niego jader komdrkowych w
wyjadrzonych jajach-biorcach.

Badania Briggsa i Kinga zostaly podjete
przez wielu badaczy, sposréd ktérych wymienic
trzeba w pierwszym rzedzie ich wspétpracowni-
czke Marie A. DiBerardino (1997) oraz badacza
angielskiego Johna B. Gurdona (1977, 1986).
Badacze amerykanscy przeprowadzali swoje
doswiadczenia na zabie Ranapipens, a Gurdon
na zabie potudniowoafrykanskiej Xenopus lae-
vis. Chociaz inni badacze rozszerzyli te badania
takze na inne gatunki ptazéw bezogonowych i
ogoniastych, to Rana pipiens i Xenopus laevis
pozostajg nadal gatunkami modelowymi. Wie-
loletnie badania dotyczgce potencji rozwojowej
jader komoérkowych pochodzacych z réznych
stadidw rozwoju osobniczego, ktére bardzo
wszechstronnie zostaty oméwione w ksigzce Di
Berardino (1997) (patrz réwniez Gurdon 1977,
1986) moznaby stresci¢ nastepujgco.

1) Najwyzszy procent normalnie rozwijaja-
cych sie zarodkéw uzyskuje sie po transplanta-
cji do wyjadrzonych jaj-biorcéw jader pocho-
dzacych z okresu bruzdkowania i stadium bla-
stuli.

2) Im pézniejsze stadium embriogenezy, tym
mniej zarodkow osigga stadium Kijanki i prze-
chodzi metamorfoze.

3) Najbardziej zaawansowanym stadium
rozwojowym, z ktdrego pochodzityjadra komor-
kowe, ktore poprowadzity rozwdj az do powsta-
nia dorostej, ptodnej zaby byta kijanka, a tkan-
kami, z ktérych pochodzity te komorki byty:
endodermalny nabtonek jelita (Gurdon i Ue-
hlinger 1966) i ektodermalny naskérek (Kobel
i wspotaut. 1973).

4) Dawcami jader byly rowniez komorki
zréznicowane (tzn. syntetyzujgce charaktery-
styczne dla nich biatko, np. hemoglobine, kera-
tyne, melanine itd.), pobrane z dorostych osob-
nikéw: erytroblasty, erytrocyty, limfocyty, leu-
kocyty oraz hodowane in vitro komorki naskér-
ka. W innych badaniach uzyto réwniez komérek
pobranych z watroby, skéry, ptuc, nerki ijelita,
ale zdaniem Di Berardino (1997), autorzy nie
udowodnili, ze byly to rzeczywiscie komorki
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zréznicowane. We wszystkich tych doswiadcze-
niach uzyskano rozwdj jaj-biorcéw do réznych
stadiow rozwojowych kijanki, ale na ogét z bar-
dzo niska wydajnoscig (od 0.3% do 10%). Za
najbardziej udane — w sensie uzyskanego sto-
pnia zaawansowania rozwoju — nalezy uznac
doswiadczenia Di Berardino i wspétaut. (1986),
w ktérych w wyniku transplantacjijgder erytro-
cytow do jaj-biorcow uzyskano samodzielnie
odzywiajgce sie kijanki (ang. feeding tadpole),
ktore dozytyjednego miesigca. Poniewaz w tych
i pozostatych badaniach zadna z usyskanych
kijanek nie ulegta metamorfozie w dorostego
osobnika, brakjest dowodu, zejgdro pochodza-
ce z terminalnie zréznicowanej komorki doro-
stego organizmu moze zapewnié¢ peilny rozwoj
komorkijajowej ptaza. Tym samymu ptazdéw nie
udato sie dotychczas sklonowac dorostego zwie-
rzecia.

5) Uzyskano liczne klony w wyniku trans-
plantacji siostrzanych jader pochodzacych z za-
rodkéw; wydaje sie, ze najbardziej zaawanso-
wanym stadium, z ktérego uzyskano bardzo
liczny klon (30 osobnikéw) byt zarodek albi-
notycznego mutanta Xenopus laevis w stadium
paczka ogonowedgo (Gurdon, 1977).

6) Liczebnos$¢ klondw mozna zwiekszac
przez stosowanie transplantacji seryjnych, na
przykiad jadra jednej blastuli transplantuje sie
do wielu jaj, z ktérych po osiggnieciu przez nie
stadium blastuli znowu pobiera siejadra komo-
rek w celu uzyskania nastepnej generacji zarod-
kow i ewentualnie osobnikéw.

7) Niezaleznie od stadium rozwojowego,
z ktérego pochodzag komoérki-dawcy jader,
Smiertelnos¢ uzyskanych zarodkow jest zawsze
wysoka i ujawnia sie szczeg6lnie na przetomie
bruzdkowania i gastrulacji. Wiadomo, ze Smier-
telnos¢ tajest w znacznym stopniu spowodowa-
na aberracjami chromosomowymi, ktérych
skutki ujawniajg sie po uaktywnieniu sie geno-
mu zarodkowego, co u ptazéw nastepuje po raz
pierwszy w stadium Srednio zaawansowanej
blastuli (u Xenopus po 12 podziale bruzdkowa-
nia, kiedy zarodek liczy ponad 4000 komorek)
(Newport i Kirschner 1982a, b). Aberracje te
maja bardzo prozaiczng przyczyne — wszcze-
piane jadra komérkowe sa w najrozmaitszych
fazach cyklu komérkowego, natomiast dtugos¢
pierwszego cyklu embrionalnego i moment ua-
ktywnienia sie czynnika kontrolujacego wejscie
w mitoze (MPF; ang.: M-phase promoting factor)
jest pod kontrolg cytoplazmy jaja. Pierwsze cy-
kle komoérkowe u ptazdéw sa bardzo kroétkie,
natomiast w zarodkach poézniejszych niz sta-
dium blastuli ulegaja wydtuzeniu. Przeszcze-
pionejadra pobrane z péznych zarodkow czesto
nie moga ukonczyc¢ replikacji DNA przed wej-
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Sciem komorki jajowej w podziat komoérkowy.
W rezultacie, tworzace sie chromosomy ulegajg
rozerwaniu podczas mitozy lub sg nieprawidto-
WO segregowane, co prowadzi do powstaniajg-
der aneuploidalnych. Jest to niewatpliwie jeden
z powoddw zmniejszajgcej sie wraz z wiekiem
zarodka-dawcy przezywalnosci zarodkow-bior-
cow, uzyskanych w wyniku transplantacji ja-
der. Nie moze to by¢ jednak powdd jedyny.
Wiadomo, ze cze$¢ uzyskanych zarodkéw ma
catkowicie normalny kariotyp (przynajmniej na
tyle, na ile mozna to oceni¢ na poziomie mikro-
skopu Swietlnego) i przeprowadzono wystarcza-
jaco duzo doswiadczeri, aby stworzy¢ takim
zarodkom szanse petnego rozwoju. Musi by¢
zatem jeszcze jakas inna przyczyna bardzo ni-
skiej czestosci normalnie rozwijajgcych sie za-
rodkéw, ktore uzyskuje sie po transplantacji
jader pochodzacych z bardziej zaawansowa-
nych zarodkéw (lub osobnikéw dorostych).
Fakt, ze jadra zréznicowanych komérek moga
zapewni¢ powstanie kijanek, a wiec zaawanso-
wanych postaci rozwojowych, w ktérych wyste-
puja juz wszystkie podstawowe uktady narza-
déw i wiele bardzo réznych tkanek, Swiadczy o
tym, ze jadra te sa co najmniej w wysokim
stopniu pluripotentne, to znaczy nie zaszly
w nich nieodwracalne zmiany przynajmniej
w tych genach, ktére do tego stadium kontrolu-
ja procesy rozwojowe. Czyzby zmiany takie mia-
ty dotyczy¢ gtéwnie gendw, ktérych aktywnosc
rozpoczyna sie dopiero w okresie metamorfozy?
Nie widze uzasadnienia dla takiego przypusz-
czenia, ale nie znalaztem nigdzie przekonywaja-
cego wyjasnienia przyczyn obumierania na sta-
dium larwalnym zarodkéw wyposazonych w ge-
nom pochodzacy z komérek somatycznych do-
rostego osobnika.

Ssaki

Mineto okoto 25 lat od czasu pierwszych
doswiadczen Briggsa i Kinga zanim podobne
doswiadczenie przeprowadzono u ssakow i do
tego ze znacznie mniej spektakularnym wyni-
kiem. Bromnhalt (1975) na Uniwersytecie
w Oksfordzie i Modlinski (1978) w Zakladzie
Embriologii Uniwersytetu Warszawskiego prze-
prowadzili transplantacjejgder pobranych z za-
rodkow przedimplantacyjnych (morul) do jaj
krolika i myszy stosujac podobng technike, jak
u ptazéw. Z kilkuset jaj krdliczych zoperowa-
nych przez Bromhalia rozwinety sie cztery 18-
26-komérkowe morule, w ktdérych przypusz-
czalnie doszto do samorzutnej enukleacji ko-
morki jajowej i przejecia przez wszczepione ja-
dro funkcji jadra zygoty. Modlinski (1978)
przedstawit kariologiczne dowody na to, ze
w kilku przypadkach wszczepione jadro blasto-
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merowe pozostato w zygocie i przeszto — wspol-
nie zjgdrem zygotycznym — replikacje w kolej-
nych podziatach bruzdkowania, a operowane
zarodki osiggnety stadium blastocysty. Niestety
w doswiadczeniach tych nie usuwano wiasnego
jadra jaja-biorcy i z tego powodu operowane
zarodki byly tetraploidalne, co nie pozwalato na
ocene rzeczywistych mozliwosci rozwojowych
(potencji) przeszczepianego jadra. Podyktowane
to byto niestychanie wysoka $miertelnoscig ope-
rowanych jaj (wynikajaca ze stosowanej techni-
ki operacji), ktéra niewatpliwie wzrostaby nie-
pomiernie, gdyby oprdocz wprowadzania obcego
jadra usitowano réwniez usungc¢ wiasne jadra
(operacje przeprowadzano najajach zaptodnio-
nych, w ktérych podczas catego pierwszego cy-
klu komorkowego wystepuja dwa haploidalne
jadra (przedjadrza)). W pracy opublikowanej
trzy lata pézniej, w ktérej dawcami jader byty
komoérki pochodzace ze stadium blastocysty
Modlinski (1981) wykazat ponadto, ze tylko
jadra komoérek wezta zarodkowego, ale nie ko-
morek trofoblastu (ktore sgjuz komdrkami réz-
nicujacymi sie), umozliwiajag rozwoj takiego
tetraploidalnego zarodka w blastocyste. Do-
Swiadczenia te uswiadomity jednocze$nie, ze
konieczne sgjakies zupetnie nowe rozwigzania
techniczne, gdyz klasyczna technika stosowana
u ptazow i polegajgca na przebijaniu btony cyto-
plazmatycznej jaja stosunkowo grubag pipeta
(musi ona pomiesci¢ przeszczepiane jadro) jest
dla jaj ssaczych zbyt brutalna. Trzeba pamie-
ta¢, ze jaja ssakéw sg znacznie bardziej ,deli-
katne” od jaj ptazdw, ze sg od nich znacznie
mniejsze (10-20 razyjesli chodzi o Srednicejaja)
i, ze przeprowadzenie operacji wymaga stoso-
wania znacznie bardziej precyzyjnych technik
mikrochirurgicznych. Pozostawata réwniez do
rozwigzania sprawa sposobu usuniecia z zygoty
(badz niezaptodnionego oocytu) ich wiasnego
jadra, poniewaz tylko wtedy staje sie mozliwe
ocenienie potencji przeszczepionego jadra. Ta-
kim metodycznym przetomem stato sie opubli-
kowanie przez McGratha | Soltera (1983) te-
chniki, ktora pozwala na usuniecie jadra z ko-
moérkijajowej (lub z blastomeru) bez przebijania
btony cytoplazmatycznej. Zabieg ten polega na
tym, ze jadro wraz z niewielka iloscig cytopla-
zmy zostaje wessane do mikropipety w postaci
obtonionego palcowatego wyrostka, ktory przy
wycofywaniu pipety ulega oderwaniu od jaja,
aw miejscu przerwania btona cytoplazmatycz-
na zasklepia sie. Aby wyciagniete w ten sposéb
jadro otoczone mata iloscig obtonionej cytopla-
zmy (twér taki nazywamy karioplastem) wpro-
wadzi¢ do innego jaja (lub blastomeru) trzeba
zastosowa¢ metode fuzji komorkowej. Uzywa
sie w tym celu jednego z trzech czynnikéw
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fuzjogennych: inaktywowanego wirusa Sendai,
glikolu polietylenowego i impulséw pradu sta-
tego. Zabieg ten mozna przeprowadzi¢ zaréwno
na komérkach (oocytach, blastomerach) pozba-
wionych, jak i nie pozbawionych, ostonki przej-
rzystej. Jesli komorki-dawcy jader sg mate (np.
blastomery z pézniejszych zarodkow lub ko-
morki somatyczne) dofuzjowuje sieje po prostu
w catosci do wyjadrzonego jaja. Obszerny i bo-
gato ilustrowany opis réznych technik stosowa-
nych przy transplantacji jader komoérkowych u
ssakéw, pidra J.A. Modlinskiego, Mozna
znalez¢ w ksigzce ,Biotechnologia Zwierzat”,
PWN, 1997.

McGrath i Solter (1983) zastosowali swojg
technike z powodzeniem do zarodkéw 1-komoér-
kowych (zygot), ktére az do momentu mitozy
zawierajg dwa haploidalne jgdra, tak zwane
przejadrze zenskie i przejgdrze meskie. Stwier-
dzili oni, ze u myszy mozna wymieni¢ jedno
homologiczne przedjadrze (tzn. meskie z me-
skim albo zenskie z zenskim) lub oba przedja-
drza miedzy dwoma zarodkami i uzyskac¢ ich
normalny rozw0j wyrazajacy sie powstaniem
osobnikéw charakteryzujacych sie cechami
genetycznymi dawcy-jader (np ubarwieniem).
Wydawato sie, ze droga do klonowania ssakéw
staneta otworem. Niestety rok pdzniej ci sami
autorzy (McGrath i Solter, 1984) opublikowali
prace, ktdéra byta wielkim rozczarowaniem.
Okazato sie bowiem, ze jezeli w miejsce przed-
jadrzy wprowadzili jadro blastomeru stadium
2-komorkowego to zaledwie 19% zarodkow roz-
wineto sie w blastocysty, ajgdra blastomeréw
stadium 4- i 8-komoérkowego umozliwity tylko 1
lub 2 podziaty bruzdkowania. Autorzy zakon-
czyli swojg prace nastepujacym stwierdzeniem:
“the results presented here, suggest that the
cloning of mammals by simple nuclear transfer
is biologically impossible”. Nie nalezy jednak
nigdy wpadac z euforii w rozpacz — na szczescie
konkluzja autoréw okazata sie zbyt pesymisty-
czna. McGrath i Solter tlumaczyli niepowo-
dzenie swoich doswiadczen tym, ze u ssakéw —
w przeciwienstwie do ptazéw — transkrypcja
zaczyna sie juz podczas wczesnych etapow
bruzdkowania (u myszy juz na przetomie sta-
dium 1- i 2-komoérkowego) i w zwigzku z tym
przeprogramowanie jadra, wprowadzonego
z powrotem do cytoplazmy oocytu rozpoczyna-
jacego rozwoj, jest znacznie utrudnione lub
wrecz niemozliwe. Poglad ten byt przez pewien
czas powszechnie przyjmowany, ale okazat sie
nieuzasadniony. Negatywne wyniki uswiadomi-
ty jednak badaczom, ze zastosowany schemat
doswiadczenia nie jest optymalny i, ze niektére
jego elementy wymagajg zmiany. Po pierwsze
uznano, ze niewlasciwe jest przeprowadzanie
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enukleacji jaja-biorcy podczas interfazy zygoty-
cznej. Usuniete z zygoty przedjadrza moga —
oprécz chromatyny (materiatu genetycznego) —
zawiera¢ rowniez rézne biatka, ktore w czasie
oogenezy gromadza sie jadrze jajnikowego 0o-
cytu (pecherzyku zarodkowym), potem podczas
dojrzewania oocytu przechodzg do cytoplazmy,
a po zaptodnieniu (lub ogélnie moéwigc po pobu-
dzeniu oocytu do rozwoju) znajdujg sie (przy-
najmniej niektdre z nich) w rosnacych przedja-
drzach (ptazy — praca przegladowa: Dreyer
1989). By¢ moze wszczepiane jadra zawierajg
zbyt mato tych biatek (lub jesli pochodza z za-
awansowanych zarodkow lub osobnikéw doro-
stych nie zawierajg ichjuz w ogdle), co utrudnia
lub uniemozliwia prawidlowe funkcjonowanie
wszczepionych jader podczas pierwszych eta-
pow rozwoju. To rozumowanie, cho¢ chwilowo
czysto spekulatywne nie jest pozbawione pod-
staw w Swietle coraz liczniejszych danych o re-
gulacyjnej roli wielu bialek podczas rozwoju
embrionalnego i ich przemieszczeniach miedzy
jadrem i cytoplazma. Trzeba réwniez pamietaé
Otym, ze wprowadzenie nowego jadra interfazo-
wego do komorki jajowej, ktora znajduje sie
réwniez w interfazie, nie sprzyja jego przepro-
gramowaniu ze wzgledu na zachowujgcg sie
otoczke jadrowa, ktéra moze stanowi¢ powazng
bariere dla tych biatek, ktére normalnie wnika-
ja do jadra tylko podczas jego powstawania,
w momencie przechodzenia z telofazy do inter-
fazy. Warto przypomnie¢, ze w podobnych do-
Swiadczeniach u ptazéw, jadra wprowadzane sg
do oocytéw znajdujacych sie w metafazie dru-
giego podziatu mejotycznego (M Il). W takich
oocytach jadra ulegajg odbtonieniu, a ich chro-
matyna zostaje odstonieta na wszelkiego rodza-
ju czynniki cytoplazmatyczne, w tym wspo-
mniane wyzej biatka pochodzace z pecherzyka
zarodkowego. Takie jadra, po odtworzeniu oto-
czki jadrowej w pobudzonym do rozwoju oocy-
cie, przypominaja jadra zygoty. Szereg badan,
miedzy innymi przeprowadzonych przez Czoto-
wska I wspotaut. (1984, 1992) oraz Szoll1ésiego
1wspoétaut. (1986, 1988) wykazato, jak wazne
jest wprowadzanie jgdra do oocytu w stadium
M 1l dla prawidtowego przemodelowaniajadra i
upodobnienia sie go pod wzgledem struktural-
nym i funkcjonalnym do przedjadrza typowego
dla pierwszego cyklu komoérkowego. Obecnie
transplantacje jgder przeprowadza sie prawie
wylgcznie do oocytow w stadium M Il, ktore
wyjadrza sie przez usuniecie catego wrzeciona z
chromosomami.

Po drugie, uswiadomiono sobie, ze nie bez
znaczenia jest faza cyklu jadrowego (cyklu ko-
morkowego) w jakim znajduje sie jadro w mo-
mencie transplantacji. Jest to szczegdlnie waz-
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ne jesli jajo-biorca znajduje sie w fazie M, gdyz
aktywny MPF powoduje natychmiastowy roz-
pad otoczki jadrowej i kondensacje chromaty-
ny. Dalsze losy takiegojadra zalezg od mozliwo-
sci zsynchronizowania cyklu jadrowego dawcy
z cyklem cytoplazmatycznym biorcy. Jgdro mo-
ze by¢ wprowadzone przed, w trakcie lub po
pobudzeniu oocytu do rozwoju, a wiec moze
znalez¢ sie w diametralnie r6znych warunkach
cytoplazmatycznych. Ideatem wydaje sie wpro-
wadzenie jadra znajdujacego sie w fazie G1 (lub
nawet w fazie GO jak w przypadku Dolly) do
cytoplazmy oocytu poddanego jednocze$nie
aktywacji. W takich warunkach, w ciggu pier-
wszych kilkunastu minut dochodzi do przynaj-
mniej czesciowego odbtonieniajadra, ale ponie-
waz aktywnos$¢ MPF szybko zanika, jadro szyb-
ko powraca do stanu interfazowego. W przypad-
ku opo6znienia momentu aktywacji nastepuje
niepozadane zjawisko przedwczesnej konde-
nsacji chromosoméw (wyréznicowuja sie chro-
mosomy wokét ktérych rozpoczyna sie budowa
wrzeciona), ktére po pobudzeniu oocytu moze
prowadzi¢ do nienormalnej kariokinezy i wadli-
wego rozdziatu chromosomow (aneuploidii) w
konczacym dojrzewanie oocycie lub podczas
pierwszej mitozy.

Mozliwe jest réwniez wszczepienie jader w
fazie G2, ale wtedy korzystne jest wilasnie
opdznienie pobudzenia oocytu az do czasu
utworzenia przez wprowadzone jadro wrzecio-
na, a nastepnie spowodowanie mitozy z wyrzu-
ceniem jednego z potomnych jgder na zewnatrz
jaja, w postaci rzekomego ciatka kierunkowego.
Tylko wtedy, gdy spetnione zostang te warunki,
rozwoéj rozpocznie sie w oparciu o jedno diploi-
dalne jadro w fazie GlI.

Najbardziej fatalne w skutkachjest wprowa-
dzenie jadra w fazie S (w trakcie replikacji):
chromatyna kondensuje woéwczas nietypowo,
co po przejsciu do interfazy prowadzi takze do
aneuploidii.

Dobrze sie stato, ze zainteresowanie klono-
waniem byto tak silne, iz niezachecajgace wyniki
uzyskane przez McGratha i Soltera (1984) nie
zrazity innych badaczy, a szczeg6lnie nie od-
wiodty ich od przeprowadzania podobnych préb
najajach i zarodkach innych gatunkow, ktore
okazaty sie znacznie dogodniejszymi obiektami
niz mysz. Badania prowadzono gtéwnie na ow-
cy, bydle domowym i kréliku i uwszystkich tych
gatunkéw uzyskano w wyniku wszczepianiaja-
der pobranych z bruzdkujacych zarodkoéw lub
z weztow zarodkowych pelny rozwdj i klony
sktadajace sie z kilku, a w przypadku bydia
domowego nawet Kilkunastu osobnikéw (patrz
prace przegladowe: Di Berardino 1997, Pra-
ther i First 1990, First i Prather 1991, Mod-
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linski 1997, Stice i wspoétaut. 1998). Najwie-
ksze klony u bydta domowego, o jakich znala-
ztem informacje w literaturze, skitadaty sie z 10
(Stice i Keefer 1993) ill osobnikow (Niemann
iMeinecke 1993, cyt. zaReklewska i Reklewski
1997). Jesli dawca jader jest zarodek przedim-
plantacyjny, to liczne klony mozna uzyskac¢
tylko stosujac seryjne klonowanie, to znaczy
uzyskujac w pierwszym etapie grupe (klon)
przedimplantacyjnych zarodkéw, ktore stuzag
jako dawcy jader dla nastepnej generacji zarod-
kéw lub ostatecznego klonu ztozonego z doro-
stych osobnikoéw.

Okazato sie w koricu, ze po zastosowaniu
optymalnych warunkoéw, (enukleacjawrzeciona
M Il i uzycie jader w G 1) mozliwe jest rowniez u
myszy, uzyskanie normalnych osobnikéw po
transplantacji jader blastomeréw pochodza-
cych ze stadium 2-, 4- i 8-komérkowego (Che-
ong i wspélaut. 1993). Najwiekszy opisany do-
tychczas klon u myszy sktadat sie z 6 osobnikoéw
i uzyskany zostat w bardzo oryginalny sposob
z jader znajdujacych sie w trzeciej mitozie za-
rodkowej (tzn. miedzy stadium 4 i 8 blastome-
row) (Kwon i Kono 1996). Karioplasty z wrzecio-
nami mitotycznymi fuzjowano z enukleowany-
mi oocytami M Il, ktére pobudzano do rozwoju
w obecnosci cytochalazyny D. Ze wzgledu na jej
obecnos¢ w pozywece, kariokineza prowadzita do
powstania w kazdym oocycie dwdch diploidal-
nych przedjadrzy w fazie Gl. Kazde z tych
przedjadrzy przeszczepiano nastepnie do zapto-
dnionych zarodkéw 1-komérkowych, z ktéiych
uprzednio usunieto oba przedjadrza. Dwie cy-
towane powyzej prace, podobnie jak szereg in-
nych prac dotyczgcych klonowania u innych
gatunkdéw, dowodza, ze podjecie przez jadro
embrionalne transkrypcji nie oznacza wcale
utraty przez nie zdolnosci do przeprogramowa-
nia w cytoplazmie zygoty i powtdrzenia od po-
czatku catego programu aktywnosci genetycz-
nej. Swiadczy to o zachowaniu przez te jadra
genetycznej totipotenciji.

Chociaz cierpliwoscia i praca (niestety
zmudng i diugotrwatg) mozna uzyskac za po-
mocag transplantowania jader pochodzgcych
z zarodkoéw, klony ssakéw skiadajgce sie nawet
z kilkunastu osobnikéw, najbardziej interesu-
jace i fascynujgce i to zaréwno ze wzgledow
teoretycznych, jak i praktycznych (patrz str.
212-213), byloby jednak wykazanie totipotencji
jader komorek pochodzacych z dorostych zwie-
rzat i uzyskanie genetycznych kopii takich
osobnikow. W tej dziedzinie najwiekszymi
osiggnieciami moze sie pochwali¢ zespot I. Wil-
muta z Roslin Institute w Edynburgu zajmujacy
sie klonowaniem u owcy. Badacze ci (Campbell
i wspétaut. 1996) doniesli o urodzeniu sie kilku
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jagniat w wyniku wprowadzenia do wyjadrzo-
nych oocytéw jader komérek hodowanych in
vitro i pochodzacych z wezta zarodkowego 9-
dniowych blastocyst. Komorki te byty wielokrot-
nie pasazowane i chociaz poczagtkowo mialy
wyglad pierwotnych komorek zarodkowych
(ang. embryonic stem cells, ES cells), to naste-
pnie ulegly r6znicowaniu w komorki nabtonko-
we, zawierajgce — poczynajac od 6 pasazu —
specyficzne biatko, cytokeratyne. Wazng inno-
wacja techniczng zastosowang przez tych bada-
czy byto hodowanie komérek przez 5 dni, po-
przedzajacych uzycie ich do transplantacji, w
pozywce "gtodowej" zawierajgcej zaledwie 0,5%
surowicy, co powodowato zatrzymanie sie ko-
morek w fazie GO cyklu komoérkowego. Podobny
wynik, a mianowicie: 3 jagnieta urodzone w
wyniku transplantacji komérek pochodzacych
z weztéw zarodkowych 8-dniowych blastocyst
i hodowanych in vitro (miedzy 8 i 16 pasazem
hodowli tkankowej) uzyskali Welis i wspolaut.
(1997). Rok po6zniej badacze z Roslin Institute
doniesli powtérnie o urodzeniu sie jagniat, ale
tym razem w wyniku transplantacji jader fi-
broblastéw pochodzacych z komérek pobra-
nych z 26-dniowych zarodkéw, oraz — co byto
najwazniejszym osiggnieciem — w wyniku prze-
szczepieniajader komérek pochodzacych z gru-
czotu mlekowego 6-letniej owcy, ktére hodowa-
no réwniez przez diugi czas in vitro (Witmut i
wspotaut. 1997). Réwniez w tym doswiadczeniu
przeszczepiano jgdra komorek zatrzymanych
w fazie GO. Doity, bo tak nazwano uzyskang
owce, jest ptodna i w kwietniu tego roku urodzi-
ta jagnie w wyniku catkowicie konwencjonal-
nych i tradycyjnych metod rozrodu. Tak wiec
wydawac by sie mogto, ze przetamano ostatnig
bariere i uzyskano u ssakéw kopie dorostego
organizmu. Wydajnos¢ tego doswiadczenia byta
jednak niestychanie niska: jedno urodzone jag-
nie z 277 oocytow, do ktoiych wprowadzono
jadro komérki wywodzacej sie z komarki soma-
tycznej dorostego osobnika. Bez znacznego
zwiekszenia efektywnosci dotychczasowej me-
todyki klonowania uzyskanie liczniejszych klo-
néw nie bedzie ani mozliwe, ani optacalne.

Rok po urodzeniu sie Doity nadal trwajg
zajadte dyskusje i wiele oséb wyraza watpliwo-
Sci odnosnie wiaiygodnosci tego eksperymentu
(patrz np. list Sgaramella i Zindera oraz
odpowiedz Cainpbella i wspétaut. w Science:
vol. 279, str. 635-636, 1998).

W moim przekonaniu, chociaz rzeczywiscie
nie potwierdzono do tej pory tego eksperymen-
tu, nie przedstawiono réwniez zadnych dowo-
doéw, ktore podwazytyby jego wiarygodnosé.
Trudnos$¢ bezdyskusyjnego udowodnienia, ze
Doily i jej genetyczna matka sa rzeczywiscie
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klonem, polega na tym, ze matka Dolly dawno
nie zyje (zapewne zostata skonsumowana jesz-
cze zanim urodzita sie Dolly) i szeregu testow
nie mozna juz przeprowadzi¢, poniewaz pozo-
staty po niej tylko komoérki w hodowli tkanko-
weyj.

KLONOWANIE PRZY UZYCIU PIERWOTNYCH KOMOREK
ZARODKOWYCH (ES CELLS)

Pierwotne komorki zarodkowe (czesto zwa-
ne takze zarodkowymi komoérkami pnia, cojest
moze terminologicznie poprawne, ale brzmi fa-
talnie) sa komérkami totipotentnymi, to znaczy,
ze moga one ulegac¢ réznicowaniu we wszelkiego
rodzaju tkanki somatyczne oraz komorki picio-
we. Do niedawna totipotencje tych komorek
mozna byto wykaza¢ jedynie przez wprowadze-
nie ich do normalnego, przedimplantacyjnego
zarodka, ktory rozwijat sie w osobnika chime-
rowego, to znaczy osobnika zbudowanego z
dwéch populacji komoérek —jednej wywodzacej
sie z zarodka i drugiej pochodzacej z komdrek
ES. Ostatnio dwom grupom badaczy udato sie
uzyskac¢ normalne i ptodne osobniki, ktére zbu-
dowane sag wytgcznie z komdérek wywodzacych
sie z pierwotnych komoérek zarodkowych (Nagy
i wspotaut. 1993, wang i wspéltaut. 1997). W
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moim przekonaniu jest to osiggniecie podobne-
go kalibru, jak sklonowanie dorostego organi-
zmu metoda transplantacji jader komorko-
wych, a do tego zabiegjest technicznie znacznie
prostszy, a wyniki sg powtarzalne. Sukces do-
Swiadczenia polegat na agregacji komorek ES z
LSutomnym” partnerem — zarodkiem tetraploi-
dalnym, ktéry moze utworzy¢ jedynie trofob-
last, ale nie wchodzi (lub wchodzi w ilosciach
Sladowych) w sktad ciata powstajgcego osobni-
ka (Nagy i wspotaut. 1990) lub na wprowadze-
niu komérek ES do diploidalnych pecherzy tro-
foblastycznych (tzn. blastocyst pozbawionych
wezta zarodkowego) (Modlinski 1995). Moze za-
tem w ten spos6b bedziemy tworzy¢ klony u
ssakoéw, omijajac jednoczesnie dogmat Willia-
ma Harveya, iz omne vivum ex ovo !!!!

Komoérki ES mogg réwniez stuzy¢ do klono-
wania za pomocg transplantacji ich jgder do
komorek jajowych. Doswiadczenie takie wyko-
nat Modlinski (1995) i uzyskat jeden zarodek
16-dniowy, wykazujacy ceche genetyczng (pig-
mentacja) wlasciwg uzytej linii komoérek ES.
Niestety Smiertelno$¢ zarodkoéw wyposazonych
w genom wywodzacy sie z komorek ES byta
bardzo wysoka i trudno w tej chwili oceni¢
perspektywy tego sposobu klonowania ssakéw.

CZY OSOBNIKI WCHODZACE W SKEAD KLONU SA RZECZYWISCIE GENETYCZNIE IDENTYCZNE
I JAKIE GROZA IM NIEBEZPIECZENSTWA?

Odpowiedz na pierwsze pytanie zalezy od
tego, w jaki sposéb doszto do powstania klonu.
Odpowiedz bedzie twierdzgca, jesli klon powstat
w wyniku naturalnej lub eksperymentalnej po-
liembrionii, poniewaz ten mechanizm gwaran-
tuje identycznos¢ nie tylko DNA jadrowego, ale
rowniez DNAmitochondrialnego, ktéry dziedzi-
czy sie po matce ijest przekazywany w cytopla-
zmie oocytu. Natomiastw przypadku powstania
klonu w wyniku transplantacji jader komoérko-
wych petne podobienstwo uzyskanych w wyni-
ku klonowania osobnikéw wewnatrz klonu oraz
podobienistwo z macierzystym zarodkiem lub
osobnikiem dorostym bytoby mozliwe tylko w
przypadku uzycia oocytéw-biorcow pochodza-
cych od tej samej samicy, od ktérej pochodzi
klonowany genotyp. Z wyjatkiem szczepéw
wsobnych jest to warunek trudny do spetnie-
nia, a najczesciej z réznych wzgledow niewyko-
nalny.

W przypadku klonowania za pomoca trans-
plantacji jader, podobienstwo genomu jgdrowe-
go dawcy i biorcéw zostanie naturalnie zacho-
wane tylko pod warunkiem, ze w transplanto-
wanym jadrze somatycznym (oraz w poprze-

dnich generacjach tej komorki) nie zaszly
uprzednio zadne mutacje. Mutacje takie moga
nie mie¢ wiekszego znaczenia dla funkcjonowa-
nia komorki-dawcy w catym wielokomérkowym
organizmie (i nie wystepowa¢ w innych tkan-
kach oraz w linni piciowej), ale mogg miec
niekorzystne lub wrecz fatalne skutki dla dzia-
talnosci jadra jako jadra zygotycznego, a wiec
jadra ,zaczynajgcego jeszcze raz wszystko od
poczatku”. Prawdopodobienstwo wystgpienia
mutacji lub jakichkolwiek uszkodzen w stru-
kturze DNA lub chromatyny rosnie wraz z wie-
kiem komoérki-dawcy i zwykle réwniez wraz z
liczba odbytych przez nig cykli komérkowych.
Tak wiec mozna oczekiwa¢, ze im starszy orga-
nizm z ktérego pobierane sgjadra komoérkowe,
tym mniejsza szansa normalnego rozwoju bior-
cow jader. W ten wiasnie sposéb Di Berardino
(1997) thumaczy uzyskanie lepszych wynikow
po transplantacji jader erytrocytow pobranych
z mtodszych osobnikéw niz starszych, oceniajac
wiek erytrocytow w krwi obwodowej w pier-
wszym przypadku na 30-60 dni, aw drugim na
100-200 dni. Innym przyktadem moga by¢ ho-
dowane invitro komorki ES, w ktérych w miare
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trwania hodowli wyrazonej liczbg pasazy (awiec
rosnacej liczby cykli komérkowych i mitoz), na-
rastajg zmiany genetyczne pozbawiajaceje toti-
potencji (Nagy i wspétaut. 1990, 1993). Starze-
nie sie zachodzi nie tylko na poziomie organi-
zmalnym (cho¢ tu jest w pierwszym rzedzie
widoczne), ale réwniez na poziomie komoérko-
wym, o czym moze na przyktad swiadczy¢ wzra-
stajgcawraz z wiekiem kobiety czesto$¢ anoma-
lii chromosomowych w owulowanych oocytach.
W tym przypadku liczy sie sam wiek kalenda-
rzowy komoérki jajowej, a nie liczba przebytych
cykli komérkowych, poniewaz oocyty nie dzielg
sie od okresu ptodowego*.

Innym wyrazem starzenia sie komorek jest
stopniowe — wraz z liczbg przebytych przez
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komorke podziatéw mitotycznych — skracanie
sie telomeréw, zbudowanych ze szczegdlnego
rodzaju sekwencji repetetywnego DNA i znajdu-
jacych sie na koncach chromosoméw. Poniewaz
skrécenie telomeréw moze by¢ zjawiskiem nie-
odwracalnym, jadro komorki somatycznej po-
chodzacej z osobnika dorostego (czy nawet z
zaawansowanego w rozwoju zarodka) wprowa-
dzone do komorki jajowej, bytoby juz ,na star-
cie” jadrem starym, co nie jest zachecajaca
perspektywa dla powstajgcego w ten sposéb
osobnika. JesteSmy zatem jeszcze bardzo odle-
gli zaréwno od opanowania techniki klonowa-
nia osobnikéw dorostych, jak i od poznania
ewentualnych negatywnych skutkoéw takich za-
biegow.

Serdecznie dziekuje Dr Renacie Czotowskigj za liczne i cenne uwagi
oraz za bardzo wnikliwe i krytyczne przeczytanie maszynopisu.

CLONING AND CLONES

IN ANIMALS

Summary

The article reviews the following subjects: (1) polyem-
bryony (twinning) in mammals and man as a spontaneous
mechanism of cloning, (2) why clones are being produced
and what is the purpose and significance of these studies,
(3) methods of producing clones: isolation of blastomeres of
early embryos, transplantation of cell nuclei into enucleated
oocytes (nuclear transfer), making animals from embryonic

stem cells (ES cells), (4) the question of identity of the
members of a clone and the possible risks of cloning adult
animals.

The above isssues are reviewed with the emphasis put
on mammals, but the problem of nuclear transfer in am-
phibians has also received adequate attention.
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