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Developmental potential of mammalian somatic cells
Summary

The analysis of the experiments on somatic cloning of mammals reveals
that possibly there is a group of cells whose nuclei have greater developmental
potential than those of other cells. The group comprises cells ofa particular de-
velopmental lineage, namely those originating from embryonic mesenchyme
and mesoderm. It remains to be elucidated if somatic cells effectively used for
cloning are terminally differentiated, not yet fully differentiated or if they are
stem cells.

Developmental potential of somatic cell nuclei is best revealed when they
are quiescent (i.e. in GO phase of the cell cycle) upon being introduced into
enucleated oocytes. The main obstacle in revealing the potencies of nuclei are
the difficulties in their reprogramming before starting embryonic transcription,
probably consisting in improper and not fast enough erasing of epigentic modi-
fications of the genome.

Developmental plasticity of whole cells as opposed to their nuclei has been
experimentally demonstrated in a particular class of somatic cells, namely in
stem cells. Stem cells renewing a tissue of their origin can undergo transdifferen-
tiation, that is, in atypical conditions they can differentiate into cells of other
tissue and in chimaeras with early embryos - even into many diferent types of
cells.
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1. Wstep
Analiza potencji rozwojowych somatycznych komoérek ssakow

jest od kilku lat przedmiotem intensywnych badan prowadzo-
nych na wielu gatunkach, w tym réwniez u cztowieka. Sklada sie
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na to wiele powodéw zaréwno poznawczych, jak i czysto praktycznych. Komoérki so-
matyczne wykorzystane by¢ moga jako dawcy jader w klonowaniu somatycznym;
mozliwa jest ich modyfikacja genetyczna in vitro (w tym réwniez gene targeting),
a tym samym produkcja zwierzat transgenicznych na szerszg niz dotychczas skale.
Sadzi sie rowniez, ze uzyte by¢ one moga w réznych modelach doswiadczalnych
i klinicznych, w terapii wielu choréb u zwierzat i czlowieka. Szczegodlnie cenne jest
wykorzystanie jader tych komérek w procedurach klonowania somatycznego oraz
calych komorek w tworzeniu osobnikéw chimerowych, a by¢ moze réwniez - dro-
ga klonowania chimerowego - zwierzat wywodzacych sie catkowicie z komorek
somatycznych. Badania prowadzone w ostatnich latach przynosza coraz wiecej in-
formacji dotyczacych plastycznosci rozwojowej komérek somatycznych oraz poten-
cji rozwojowych ich jader. Informacje te zmienity w zasadniczy sposob dotychczaso-
we poglady na wkasciwosci komdrek somatycznych ssakéw i przetamaly - w wielu
przypadkach - obowigzujace dogmaty dotyczace mechanizméw i skutkéw ich réz-
nicowania. Celem tego artykutu jest proba podsumowania wynikéw doswiadczen
dotyczacych potencji rozwojowych komérek somatycznych i ich jader.

2. Potencje jader komorek somatycznych - klonowanie somatyczne

w ciggu szesciu lat, ktére minely od narodzin Dolly (1) i Cumuliny (2), pierw-
szych ssakéw uzyskanych w wyniku klonowania z komorek somatycznych, otrzyma-
no wiele somatycznych klonéw z myszy, bydta, owcy, kozy i $wini. Uzyskano réw-
niez pojedyncze osobniki u kota domowego, gaura i jednego z podgatunkéw muflo-
na. Prowadzone sg intensywne prace nad somatycznym klonowaniem gatunkéw dzi-
kich kotowatych oraz naczelnych, w tym réwniez cziowieka. Uzyskane wyniki omo-
wione sg szczegolowo w rozdziale ,Zdolnosci rozwojowe komorek i jagder komor-
kowych ssakéw - klonowanie” opublikowanym w tomie Molekularne podstawy roz-
woju zarodkowego (3). Klonowanie somatyczne jest najbardziej obiecujacg technika,
umozliwiajgcg zar6wno otrzymanie genetycznych kopii cennych egzemplarzy zwie-
rzat, jak i znacznie efektywniejsze - niz dotychczas - uzyskiwanie i namnazanie
zwierzat transgenicznych. W prowadzonych do tej pory badaniach nad klonowa-
niem somatycznym ssakow komadrkami uzywanymi najczesciej jako dawcy jader byly,
w przypadku zwierzat dorostych, komorki warstwy ziarnistej otaczajgcej owulowa-
ne oocyty lub tez pozyskiwane z pecherzykéw jajnikowych, komérki nabtonka jajo-
wodu oraz komérki pobrane z ucha, korica ogona i z mieéni (w tych trzech ostatnich
przypadkach byly to najprawdopodobniej fibroblasty). Wprawdzie urodzone zwie-
rzeta uzyskano po transplantacji jgder wszystkich wspomnianych rodzajow komo-
rek, niemniej jednak nie wiadomo doktadnie, jadra ktérych komorek posiadajg wie-
ksze, a ktére mniejsze potencje do kierowania rozwojem rekonstruowanych zarod-
kéw, a tym samym, ktére sg najbardziej kompetentne i dogodne do klonowania so-
matycznego. Watpliwosci te dotyczg nie tylko typu komérek, ale réwniez ich ptci.
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wieku, stopnia zréznicowania oraz fazy cyklu komérkowego, w jakiej sie one znaj-
dujg w momencie transplantacji ich jader do enukleowanych oocytow.

Probg odpowiedzi na pytania dotyczgce potencji rozwojowych jader komoérek
somatycznych w zaleznosci od pici, rodzaju i wieku komorek, byly zakrojone na
szerokg skale badania przeprowadzone u bydta przez Kato i wsp. (4) oraz u myszy
przez Wakayame i Yanagimachiego (5). Kato i wsp. (4) testowali - jako dawcow
jader - wiele rodzajow komoérek pochodzacych z r6znych narzadoéw i uzyskanych
od osobnikéw obu pici, bedacych w roznym wieku. Komdarkami tymi byty u osobni-
kéw zenskich:

- komorki skéry, miesni, jelita i nerki pochodzgce z ptodow;

- komorki skoéry, ucha, miesni, ptuc, serca, watroby, nerki i macicy, pochodzace
z cielat noworodkéw pici zenskiej;

- komorki skéry, ucha, serca, nerki, jajowodu i macicy oraz komérki pecherzy-
kowe, pochodzace od dorostych kréw;

u osobnikéw meskich:

- komorki skory, jezyka, serca, watroby, jelita i nerki pochodzace z ptoddw;

- komorki skéry, ucha, serca, watroby, sutkéw, jader i najadrzy, pochodzace
z cielgt noworodkéw pici meskiej;

- komorki skéry, ucha, serca, watroby i nerki pochodzace od dorostych buha-
jow.

Okazato sie, ze w hodowli in vitro jgdra pochodzace ze wszystkich rodzajow te-
stowanych komérek podtrzymywaty rozwoj rekonstruowanych oocytéw do stadium
blastocysty. Odsetek zarodkéw osiagajacych to stadium byt stosunkowo wysoki
i wynosit przecietnie od 30 do 40% w stosunku do liczby hodowanych, rekonstru-
owanych oocytéw. Odstepstwem od reguty byl, z jednej strony, niski odsetek (23%)
blastocyst powstatych z oocytow rekonstruowanych w wyniku transplantacji jader
komérek miesni pochodzacych z zenskich ptodéw, z drugiej za$ wysoki odsetek
rozwoju rekonstruowanych oocytow uzyskanych po transplantacji jader pocho-
dzacych z komoérek skory dorostych kréw i buhajoéw (odpowiednio 52 i 53% przypad-
kéw). Nie stwierdzono takze istotnych réznic w sumarycznych odsetkach blastocyst
uzyskanych po transplantacji jader pochodzacych z komoérek osobnikéw dorostych
(42%), noworodkow (37%) oraz z komoérek ptodowych (37%), a takze jader pocho-
dzacych z komoérek osobnikéw zenskich i meskich (39 vs 40%). Dowodzi to wyraz-
nie, ze u bydta ani pte¢, ani wiek osobnikéw, z ktérych pobierane byly komoérki -
dawcy jader, jak rowniez prawdopodobnie typ tkanek/narzadéw, ktore byly zréd-
tem tych komorek, nie majg istotnego wpltywu na przedimplantacyjny rozwéj rekon-
struowanych oocytéw. Réznice w potencjach rozwojowych rekonstruowanych za-
rodkOw zaznaczyly sie natomiast wyraZznie w okresie rozwoju poimplantacyjnego.
Ze 172. zarodkow przeniesionych do 134. biorczyn uzyskano 24 cieleta, z ktérych
przezyto tylko 13. Pozostale cieleta padly w czasie porodu, gtéwnie z powodu dys-
tocii spowodowanej - w wiekszosci przypadkéw - nadmierng masg okotourodze-
niowg (large calfsyndrome), badz tez w kilka lub kilkanascie dni po urodzeniu. Ciele-
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ta, ktére sie urodzily pochodzity z rekonstruowanych zarodkéw uzyskanych po
transplantacji do enukleowanych oocytéw jgder komérek pecherzykowych/ziarni-
stych (trzy osobniki), komérek nabtonka jajowodu i macicy dorostych kréw (odpo-
wiednio po dwa osobniki), fibroblastéw pochodzacych ze skéry ptodéw meskich (je-
den osobnik) oraz skory cielgt noworodkéw obojga pici (po jednym osobniku), fi-
broblastow skéry dorostych kréw i buhajéw (odpowiednio: jeden i pie¢ osobnikéw),
fibroblastow ucha dorostych buhajow (pie¢ osobnikow), jak réwniez z komorek
watroby noworodkdw pici meskiej (dwa osobniki). Cieleta, ktore przezyly byly uzy-
skane po transplantacji jader pochodzacych z komérek pecherzykowych/ziarnistych
(trzy cieleta), komérek nabtonkowych jajowodu (dwa cieleta), fibroblastow skéry
noworodkéw zenskich oraz dorostych krow (po jednym osobniku), fibroblastow
skory meskich ptodow (jeden osobnik), fibroblastéw ucha dorostych buhajow (trzy
cieleta) oraz komérek watroby noworodkéw pici meskiej (jeden osobnik). Anali-
zujac, pod katem ptci, potencje rozwojowe somatycznych komérek-dawcow jader
nie mozna zauwazy¢ - zaleznych od pici - réznic w ich kompetencjach rozwojo-
wych. Liczba urodzonych osobnikéw uzyskanych po transplantacji jader komorek
zenskich i meskich jest taka sama (9 i 9), za$ niewielka roznica w liczebnosci pici
cielat, ktore przezyly krytyczne kilkanascie dni (7 zenskich vs 5 meskich) jest staty-
stycznie nieistotna w odniesieniu do liczby operowanych oocytéw. Z kolei, analiza
potencji rozwojowych zwierzat uzyskanych po transplantacji jader komorek w réz-
nym wieku wykazata, ze znacznie wiecej przypadkéw spontanicznych poronieh oraz
znacznie wiekszg liczbe réznego typu anomalii rozwojowych obserwowano u pto-
doéw i urodzonych cielat rozwijajgcych sie po transplantacji jader komérek doros-
tych osobnikéw niz po transferze jagder komérek ptodowych i z noworodkéw.

Réznorodnosé narzadow i tkanek, z ktdrych pobierane byty komorki nie jest jed-
noznaczna z réznorodnoscig tych komaérek. W przypadku skéry, ucha, jezyka i jader,
komérkami-dawcami byly, z calg pewnoscig, wylacznie fibroblasty; w przypadku
miesni - mogly to by¢ fibroblasty i fibrocyty lub tez miesniowe komorki satelito-
we. Te ostatnie wykazujg duze powinowactwo do sarkoblastéw (uwaza sie wrecz,
ze sg one tymi sarkoblastami z okresu embriogenezy, ktére nie ulegty fuzji z mio-
blastami), a zatem komdrek macierzystych tkanki miesniowe;j.

Na podstawie uzyskanych wynikdw potwierdzamy obserwacje wielu autoréw
(6,7), ze w klonowaniu somatycznym komérkami najbardziej kompetentnymi jako
dawcy jader, jak sie wydaje, sg komorki ziarniste/pecherzykowe, komorki nabtonka
jajowodu (i by¢ moze réwniez macicy) oraz fibroblasty/fibrocyty. Dotyczy to nie tyl-
ko bydta, ale rowniez myszy oraz prawdopodobnie innych gatunkéw ssakéw. Wa-
kayama i Yanagimachi (5) testowali potencje rozwojowe zarodkéw uzyskanych po
transplantacji do enukleowanych oocytow jgder komoérek pecherzykowych, fibro-
blastow skory, komorek Sertolego, neuronéw z mézgu, komérek Sledziony, tymocy-
tow z grasicy oraz makrofagéw z jamy otrzewnowej dorostych myszy, a takze ko-
morek uzyskanych z gonad ptodéw obojga pici. Podobnie jak w doswiadczeniach
Kato i wsp. (4), oocyty rekonstruowane przy uzyciu jader wszystkich testowanych
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rodzajéw komoérek rozwijaly sie do stadium blastocysty. jednak urodzone myszy
uzyskano jedynie po transferze jader komérek pecherzykowych, fibroblastow skory
oraz komoérek ptodowych gonad. Najprawdopodobniej jednak i w tym ostatnim
przypadku dawcami jader byty rowniez fibroblasty (a by¢é moze takze jakies$ inne ko-
morki zrebu gonady), a nie oogonia i prespermatogonia. Na marginesie warto jed-
nak doda¢, ze Ogura i wsp. (8) uzyskali myszy po transplantacji jader komérek Ser-
totlego pochodzacych od noworodkéw.

jednymi z bardziej spektakularnych osiggnie¢ w dziedzinie klonowania soma-
tycznego bydia byto uzyskanie przez Gallego i wsp. (9) buhajka po transplantacji
jadra leukocytu krwi obwodowej oraz przez Kishiego i wsp. (10) dwdch jatéwek po
transplantacji do enukleowanych oocytow jader komdrek somatycznych uzyskanych
z siary w ciggu 48. godzin po porodzie. Autorzy twierdzg, ze byly to komorki
nabtonkowe. Dos$¢ powszechnie przyjmowanym a priori pogladem jest to, ze tzw.
ciata siary (corpuscula colostri) sg ztoszczonymi do Swiatta pecherzykéw gruczotu
mlekowego komorkami nabtonka, jednak zdaniem niektorych autorow nie sg to ko-
morki nablonkowe (jak sie powszechnie sadzi), lecz wedrujgce komorki fagocytar-
ne, a zatem komorki szeregu monocytarnego (makrofagi) oraz granulocytarnego
(mikrofagi), ktére po przejsciu przez nablonek pecherzykéw dostaty sie do ich
Swiatta.

Analizujgc uzyskane wyniki wskazuje sie, ze w znakomitej wiekszosci przypad-
kéw - na co, jak sie wydaje, nie zwrécono wiekszej uwagi - urodzone zwierzeta
uzyskano jedynie po transplantacji jader komoérek pochodzenia mezenchymatyczno/
mezodermalnego. Dotyczy to fibroblastow/fibrocytéw, komérek nabtonkowych ja-
jowodu i macicy, komoérek ziarnistych/pecherzykowych (ich pochodzenie nie jest
wprawdzie w petni wyjasnione, sgdzi sie jednak, ze sg to przeksztalcone komorki
nabtonka mezodermalnego), komérek Sertolego, ftimocytéw oraz - by¢ moze -
komorek uzyskanych z siary (jesli byly to mikro-, i makrofagi). Odstepstwem od
reguty jest uzyskanie cielecia po transplantacji jadra komorki watroby noworodka.
Trudno jednak okresli¢ (podobnie jak i w przypadku Doity; 1) jakiego rodzaju jadra
komoérek uzyte byly do transplantacji. W tym pierwszym przypadku mogty to byé
hepatocyty, ktére rdznicujg sie z komorek endodermatnych pod wptywem kontaktu
z mezenchyma, ale mogly to by¢ réwniez powstajgce z mezenchymy komérki $rod-
btonkowe naczyn wiosowatych, lub tez - na przyklad - powstajace z monocytow
komorki Browicza i Kupffera oraz zblizone do tzw. duzych ziarnistych limfocytow
i majgce wiasciwosci komérek NK {natural killers) tzw. komorki ziarnkowe (pit cells),
jak réwniez, zblizone do fibroblastéw, komoérki gwiazdziste (stosunek tych komé-
rek do hepatocytéw wynosi u niektérych zwierzat oraz u czlowieka 1:30). Nie ma
zatem - jak do tej pory - przekonujgcego dowodu uzyskania urodzonych zwierzat
po transplantacji jader komorek somatycznych bedacych pochodnymi ekto-, i endo-
dermy. Otwartg jest kwestia, czy klonowanie somatyczne ssakéw opiera¢ sie moze
jedynie na dawcach jader pochodzenia mezenchymatycznego (niewyspecjalizowa-
nej tkanki zarodkowej, kt6ra zasadniczo daje poczatek tkance tacznej oraz wy-
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Scidlce jam ciata oraz naczyn krwionosnych i limfatycznych) i mezodermainego (naj-
bardziej dynamicznego i plastycznego listka zarodkowego, ktory tworzy wiekszosé
narzadéw i uktadow), czy tez jednorodnos¢ uzyskanych wynikéw jest skutkiem
przypadkowego (a raczej rutynowego) doboru komdrek-dawcow jader, co eo ipso
Swiadczy 0 niewystarczajgcym zakresie badan w tej dziedzinie.

Osobng kwestig jest mozliwos$¢ przypadkowego uzycia, jako dawcéw jader, ko-
morek nie w pehni zréznicowanych (czes¢ z tych komérek mogta mie¢ - z pewno-
8cig - pochodzenie mezenchymatyczne) lub tez komérek macierzystch. W przy-
padku Doity, pierwotne hodowle komodrek gruczotu mlekowego sktadaty sie w 90%
z nabtonkowych komérek gruczotu mlekowego, a takze fibroblastow i komérek
mioepitelioidalnych. Sg to kurczliwe komorki wystepujagce pomiedzy komdarkami
nabtonkowymi gruczotéw wydzielniczych a blong podstawna, ktére maja cechy za-
réwno komérek nabtonkowych, jak komérek miesni gtadkich. Wynika to prawdo-
podobnie z tego, ze powstajace w okresie rozwoju gruczotu mlekowego zgrubie-
nia ektodermy w okolicy piersiowej (tworzace ektodermalne sznury komérkowe),
ktore sg jego zawiazkami, rozwijajg sie pod wplywem mezenchymy i stopniowo
zasiedlajg. Oprocz komoérek mioepitelioidalnych w nabtonku mlekowych przewo-
déw miedzyptacikowych wystepujg tzw. komorki miesniowo-nabtonkowe koszycz-
kowe, ktére sa rowniez (najprawdopodobniej) pochodzenia mezenchymatyczno-me-
zodermalnego. Sadzi¢ mozna, ze wiele z tych komoérek nie jestjeszcze komérkami
w petni zréznicowanymi. Dowodem na to jest, ze wiele rodzajéw hodowanych in
vitro komorek gruczotu mlekowego ulega - pod wpltywem pozakmorkowego ma-
terialu pochodzgcego z mysiego nowotworu Engelbertha-Holma-Swarma (EHS) i o-
becnosci hormonoéw laktogennych (hydrokortyzon, insulina i prolaktyna) - osta-
tecznemu réznicowaniu w komorki o charakterze wydzielniczym (11). Natomiast
przy braku EHS i w obecnosci czynnika wzrostu naskorka (EGE, epidermal growth
factor) zamiast prolaktyny, komorki te zachowujg charakter komérek niezréznico-
wanych.

Urodzone zwierzeta uzyskano réwniez po transplantacji jader pochodzgcych
z komérek nabtonka jajowodu i macicy. Poniewaz, podobnie jak w wielu innych
przypadkach, fenotyp i morfologia réwniez i tych komérek nie zostaty dokfadnie
okreslone nie mozna wykluczy¢, ze w populacji komérek-dawcow jader znajdowaty
sie komorki niezréznicowane. W btonie sluzowej jajowodu, u podstawy nabtonka,
wystepuja tzw. komorki podstawne (stanowigce ok. 1% komérek nabtonka), ktére
majg charakter komoérek niezréznicowanych i mogacych sie prawdopodobnie prze-
ksztatca¢ w komorki urzesione i wydzielnicze nabtonka. Istnieje réwniez poglad, ze
komorki te sg wedrujacymi komérkami limfoidalnymi (komorki tego rodzaju stwier-
dza sie w nabtonkach wielu innych narzadéw). Komoérki niezréznicowane wystepuja
réwniez w blaszce wiasciwej btony sluzowej jajowodu. W warstwie tej, o czym nale-
zy pamietaé, wystepuja réwniez licznie fibroblasty oraz, wspomniane juz, wedru-
jace limfocyty. Komorki te wystepujg takze, obok licznych, mato zr6znicowanych
komorek, w blaszce wtasciwej blony Sluzowej macicy.
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Pewne watpliwosci nasuwajg sie rowniez odnosnie do rzeczywistej koniecznosci
wymuszonego wprowadzania komoérek-dawcow jader w spoczynkowy stan GO. Wia-
domo, na podstawie badan Campbella i wsp. (12), ze - istotnie - jgdrami najbar-
dziej podatnymi na przemodelowanie i przeprogramowanie w cytoplazmatycznym
millieu oocytu sgjgdra bedgce w stanie GO lub w fazie G1 cyklu komdrkowego, jed-
nakze analiza tkanel</narzadow, z ktérych pochodzity komorki-dawcy jader pozwala
na stwierdzenie, ze - w wiekszosci przypadkdéw - mogag by¢ one takze zrédtem
komoérek bedacych w naturalnym stanie spoczynkowym. Dotyczy to fibrocytow [we-
dtug Schnieke i wsp. (13) 51* fibroblastow (fibrocytow?) ptodowych jest w tym sta-
niej, komoérek Sertolego, limfocytow (limfocyty B przed interakcjg z antygenem
znajduja sie w wiekszosci w stanie GO) oraz komoérek ziarnistych/pecherzykowych,
ktore sa mieszang populacjg komoérek GO/GI. Z kolei, wsréd wielu rodzajéw komo-
rek nabtonka jajowodu, okoto \% ogdlnej populacji komorek stanowig tzw. komorki
klinowate (ang. peg cells), ktére - jak sie wydaje - stanowig nieaktywng, spoczyn-
kowa forme komérek wydzielniczych.

Wprowadzanie komoérek-dawcéw jader w spoczynkowy stan GO przeprowadza
sie najczesciej poprzez ich dtugotrwatg hodowle w pozywce o drastycznie obni-
zonej (do 0,5%) zawartosci surowicy, jednakze w badaniach przeprowadzonych przez
Peure (14) wykazano, ze takie warunki hodowli powodujg wiele zmian w strukturze
DNA jader hodowanych komorek, jezeli zmiany te sa zmianami nieodwracalnymi,
rzutowac to moze w istotny sposéb na zdolnosci transplantowanych jader do pra-
widtowego kierowania rozwojem rekonstruowanych zarodkow, jesli tak jest, to
znacznie lepszym sposobem zwiekszenia odsetka komérek bedacych w stanie GO
jest wprowadzenie ich w ten stan zastosowang przez Onishiego i wsp. (15) metoda
inhibicji kontaktowej lub tez selekcji komorek GO/GI przy uzyciu metody sortowa-
nia w cytometrze przeptywowym. Ta ostatnia metoda zostata przez nas uzyta z po-
wodzeniem do uzyskania frakcji GO/GI pierwotnych komérek zarodkowych myszy
(16) i jest rutynowo stosowana w Zaktadzie Fizjologii Rozrodu Instytutu Zootechni-
ki w Balicach do selekcji tej frakcji z wielu rodzajow komérek réznych gatunkéw
ssakow.

Whptyw fazy cyklu komdérkowego transplantowanych jader oraz stanu ich zrézni-
cowania na rozwoj rekonstruowanych zarodkow jest szczegolnie widoczny, jesli po-
rébwna sie wyniki transplantacji do oocytéw jader pierwotnych komérek zarodko-
wych (PKZ) z wynikami uzyskanymi po transplantacji jgder komorek somatycznych.
Zazwyczaj, okoto 65% zarodkéw uzyskanych po transplantacji jader somatycznych
osigga stadium blastocysty, podczas gdy tylko 10-20% zarodkdéw rekonstruowanych
po transplantacji jader PKZ rozwija sie do tego stadium, jednak odsetek zarodkow
rozwijajacych sie do urodzenia, jest - w przypadku PKZ - kilkunastokrotnie wyz-
szy niz odsetek zwierzat uzyskanych po transplantacji jader komérek somatycz-
nych. Wynika to prawdopodobnie z tego, ze w przeciwienstwie do komérek soma-
tycznych, ktére sa naturalnie w fazie GO/GI, lub sg w te faze wprowadzane, okoto
60% populacji PKZ jest w fazie S. Faza ta jest najmniej sprzyjajaca utrzymaniu pra-
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widlowego wzorca replikacji DNA oraz zachowaniu prawidtowej ptoidii rekonstru-
owanych zarodkow. Zarodki, ktére po transplantacji jader PKZ rozwijajg sie do sta-
dium blastocysty uzyskane sg prawdopodobnie po transferze jgder stosunkowo nie-
licznej populacji PKZ bedacej w fazie Gl. Z kolei, wysoki odsetek zarodkéw rozwi-
jajacych sie do urodzenia swiadczy o tym, ze jgdra niezréznicowanych komorek, ja-
kimi sg PKZ, sa bardziej podatne na przeprogramowanie (lub wymagajg mniejszego
przeprogramowania) niz jadra komérek somatycznych.

Przemodelowanie i przeprogramowanie jagder komérek somatycznych w cytopla-
zmie oocytu jest conditio sine qua non prawidlowego rozwoju rekonstruowanych za-
rodkow. O ile istnieje wiele informacji dotyczacych przeprogramowania jader ko-
morek zarodkowych, o tyle mechanizmy warunkujgce przeprogramowanie jader ko-
morek sg praktycznie nieznane. Sadzi¢ mozna, ze istnieje kilka typow reakcji jadra
somatycznego na czynniki cytoplazmatyczne oocytu wplywajgce tym samym na od-
mienne potencje rozwojowe rekonstruowanych zarodkéw:

a) catkowity brak przeprogramowania genomu powodujgcy natychmiastowe ob-
umarcie zarodkéw,

b) czeSciowe przeprogramowanie umozliwiajace wprawdzie zainicjowanie roz-
woju, lecz konczace sie najczesciej powstaniem nienormalnych zarodkéw/ptodéw
obumierajacych w réznych etapach rozwoju,

c) catkowite, prawidlowe przeprogramowanie genomu umozliwiajgce uzyskanie
normalnych zwierzat. Dotychczasowa efektywnos¢ klonowania somatycznego Swiad-
czy o tym, ze ten typ reakcji jest zdecydowanym wyjatkiem.

Oczywiscie, na niskg wydajnos¢ klonowania somatycznego wptywa¢ moga takze
zmiany genetyczne kumulujace sie w komérkach w miare ich starzenia, a takze
zmiany powstajace w genomie w wyniku hodowli komoérek in v/fro. Jednakze wysoka
czestotliwos¢ anomalii rozwojowych pojawiajgcych sie u sklonowanych zwierzat,
a takze ich niespecyficzne gatunkowo podobienstwo sugeruje, ze sg one skutkiem
braku, lub nieprawidtowego ,,odwrdcenia” epigenetycznych modyfikacji genomu za-
chodzacych normalnie w ontogenezie. Kazdy rodzaj komérki somatycznej ma swdj
specyficzny profil epigenetycznych modyfikacji genomu, ktéry - po transplantacji
jej jadra do oocytu - musi byé usuniety, a stan genomu przywrdécony do stanu cha-
rakterystycznego dla genomu zygoty. Tak zatem geny, ktére sg nieaktywne w ko-
morkach somatycznych musza by¢ reaktywowane w rekonstruowanych oocytach,
gdyz dziatalno$¢ wielu z nich jest zwigzana z pierwszymi etapami rozwoju zarodko-
wego, jednym z takich gendw jest Oct3/4 przejawiajacy ekspresje w stadium blasto-
cysty, i ktory jest istotny dla pierwszych etapéw rozwoju poimplantacyjnego. Gen
ten jest nieaktywny w wiekszosci komérek somatycznych, m.in. w fibroblastach
i komérkach pecherzykowych, a zatem w komérkach powszechnie uzywanych jako
dawcy jader w klonowaniu somatycznym. W rozwoju ssakéw sg przynajmniej dwa
okresy, w ktérych zachodzi przeprogramowanie epigenetycznych modyfikacji geno-
mu obejmujace przede wszystkim zmiane wzorcéw metylacji DNA (metylacja DNA
jest jedng z najwazniejszych epigenetycznych modyfikacji genomu regulujaca jego
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dziatanie). Pierwszym z tych etapéw jest okres gametogenezy, drugim za$ okres
rozwoju przedimplantacyjnego.

Przeprogramowanie genomu w tych okresach ma prawdopodobnie istotne zna-
czenie w osiggnieciu totipotenciji jader komoérek zarodkowych. W normalnym roz-
woju przeprogramowanie genomu zachodzi w okreslonych warunkach srodowisko-
wych i komérkowych i w okreslonym, stosunkowo dtugim, czasie. Natomiast w re-
konstruowanych zarodkach przeprogramowanie genomu komorki somatycznej za-
chodzi w zupetnie odmiennym Srodowisku i w bardzo krétkim czasie, obejmujgcym
okres od transplantacji jgdra somatycznego do momentu, w ktérym aktywnos¢ tran-
skrypcyjna (EGA, embryonic genome activation) zrekonstruowanego jadra somatyczne-
go staje sie niezbedna dla rozwoju zarodkowego. Jest to, zdaniem niektérych auto-
réw, prawdopodobnie jedng z gidwnych przyczyn zaburzerh w przeprogramowaniu
genomu komérek somatycznych, ktorych cykl komoérkowy jest na dodatek znacznie
dtuzszy niz cykl komoérek zarodkowych. Krétki czas przeprogramowania genomu
jader somatycznych dotyczy¢ moze jednak tylko myszy, gdyz u innych gatunkéw,
m.in. przezuwaczy, moment EGA jest znacznie pdzniejszy (mysz - wczesny zaro-
dek 2-komérkowy vs zarodki 8-16-komorkowe krélika i przezuwaczy). Stosunkowo
wysoka, w poréwnaniu do myszy, efektywnos¢ klonowania somatycznego prze-
zuwaczy bytaby zatem zgodna z sugestiami innych autoréw, ze przeprogramowanie
genomu komodrek somatycznych nie jest zjawiskiem jednorazowym, lecz ciggiem
przemian zachodzacych w czasie kolejnych podzialtdw bruzdkowania. Hipoteza ta
nie jest bezzasadna, swiadczg o tym dodatkowo wyniki uzyskane po reklonowaniu
zarodkoéw otrzymanych w nastepstwie klonowania somatycznego. Cho¢ fragmenta-
ryczne, sg one w wielu przypadkach lepsze, niz wyniki bezposredniego klonowania
somatycznego. W niektorych przypadkach, tylko procedura reklonowania umozli-
wita uzyskanie sklonowanych zwierzat (9,17). Sadzi¢ mozna, ze dodatkowa runda
przedwczesnej kondensacji chromosoméw (PCC, premature chromosome condensa-
tion), ktorej podlegajg jadra somatyczne w nastepstwie reklonowania, sprzyjaé mo-
ze prawidtowemu procesowi ich przeprogramowania.

Wspomniano juz, ze wiele rekonstruowanych zarodkéw obumiera w réznych
etapach rozwoju na skutek nieprawidiowego lub niepetnego przeprogramowania
jader somatycznych. Interesujgce jest jednak to, ze w znakomitej wiekszosci sklo-
nowanych zarodkdéw zenskich proces inaktywacji chromosomu X jest wiernie zreka-
pitulowany; w zarodkach tych - podobnie jak w zarodkach rozwijajacych sie w wy-
niku zaptodnienia - inaktywacja chromosomu X jest przypadkowa w komodrkach
bedacych pochodnymi epiblastu, zas w trofoektodermie preferencyjnie inaktywo-
wany jest chromosom X pochodzenia ojcowskiego. Zagadnienia zwigzane z epige-
netycznym przeprogramowaniem jader komérek zarodkowych i somatycznych omé-
wione sg szerzej w pracach Rideouta Il i wsp. (18) oraz Reika i wsp. (19).
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3. Potencje komdrek somatycznych

.(...) that is the question”, czy potencje jader komérek somatycznych rozciggaja
sie rowniez na komaorki somatyczne per se. W badaniach prowadzonych przez Nagia
i wsp. (20), Modliniskiego i wsp. (21,23) oraz Amano i wsp. (22) wykazano, ze sto-
sujac metody: a) agregacji pierwotnych komérek zarodkowych (PKZ) myszy z nosni-
kowymi blastomerami tetraploidalnymi (20), b) mikrochirurgicznego zastepowania
wezta zarodkowego (ICM, inner cell mass) tymi komdrkami (21), ¢) wprowadzania
PKZ do blastocyst traktowanych krotkim, ostrym szokiem termicznym (22), czy
wreszcie d) wprowadzania PKZ do zarodkéw pozbawionych ICM w wyniku dtugo-
trwatego traktowania zarodkéw 2-, 4-, i 8-komoérkowych tagodnym szokiem ter-
micznym (23) mozna uzyska¢ myszy wywodzace sie catkowicie z pierwotnych komo-
rek zarodkowych. Pierwotne komorki zarodkowe sg zatem, obok komérek zarodko-
wych, jedynymi znanymi - jak na razie - komodrkami totipotentnymi. Nalezy jed-
nak pamietac¢, ze wywodzac sie bezposrednio z wezta zarodkowego, sg one niezroz-
nicowanymi komoérkami pochodzenia zarodkowego. Potencje pierwotnych komaérek
zarodkowych, jak réwniez zblizonych do nich (pod pewnymi wzgledami) komoérek
raka zarodkowego omoéwione zostaly szczegétowo w rozdziale ,, Linie komoérek za-
rodkowych zwierzat w badaniach rozwoju”, zawartym w tomie Molekularne mechani-
zmy rozwoju zarodkowego (24).

Czy komoérki somatyczne, a przynajmniej pewne z nich, moga mie¢ charakter ko-
morek pluri-, i totipotentnych? Przedmiotem szczegdlnego zainteresowania staty
sie, w pierwszym rzedzie, komérki macierzyste dorostych tkanek, zwtaszcza po
opracowaniu metod ich izolacji i zageszczania. Komoérki macierzyste tkanek wyste-
puja wsréd komorek tkanek, biorgc udziat w procesach ich odnawiania. W ostatnich
latach stwierdzono, ze komorki macierzyste tkanek - po ich przeszczepieniu do
biorcéw, lub tez w ukiadzie in vitro - rdéznicowa¢ sie moga nie tylko w tkanke,
z ktoérej pochodza, ale takze w inne tkanki. Co wiecej, nawet w tkanki pochodzace
z innego listka zarodkowego. Proces ten, polegajacy na zmianie kierunku réznico-
wania, okreslany jest mianem transdyferencjacji. Wykazano, ze:

- u myszy komorki macierzyste krwi (mezoderma) réznicowac sie mogg w ko-
morki nerwowe (ektoderma), hepatocyty (endoderma) i komorki miesniowe, komor-
ki macierzyste miesni w komorki krwi, za$ macierzyste komoérki nerwowe (ektoder-
ma) w pochodzace z mezodermy komorki krwi i miesni, w hepatocyty (endoderma)
oraz w komorki jelita (gtéwnie endoderma);

- U szczura i cztowieka macierzyste komorki ze zrebu szpiku (mezenchyma- me-
zoderma) przeksztatca¢ sie moga w komoérki nerwowe (ektoderma);

- u cztowieka komorki macierzyste krwi réznicowac sie moga w hepatocyty.

Doktadniejsze oméwienie mozliwosci transdyferencjacji komorek macierzystych
tkanek zawarte jest w artykule Karasiewicz i Modliriskiego (25). W nowszych danych
wskazuje sie, ze ze szpiku kostnego cziowieka, szczura i myszy wyizolowano ko-
morki macierzyste, ktGre moga przeksztalci¢ sie w kazdy rodzaj komérek. Komorki
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te nazwano dorostymi multipotentnymi komérkami progenitorowymi (multipotent ad-
ult progenitor cells; MAP cells). Jesli informacja ta sie potwierdzi, to komoérki MAP
beda jednymi z najwazniejszych komoérek, jakie do tej pory odkryto. Potwierdzono
(26) - przez wprowadzenie pojedynczych komérek MAP do blastocyst myszy - ze
uczestniczyly one w tworzeniu wiekszosci tkanek pochodzacych ze wszystkich list-
kéw zarodkowych.

W poréwnaniu z potencjami komérek macierzystych tkanek, mozliwosci trans-
dyferencjacji zr6znicowanych komérek somatycznych sg, jak sie wydaje, bardzo
ograniczone. Mozliwosci takie stwierdzono, jak na razie, u ptazéw i ptakéw, zas
u ssakéw jedynie w przypadku komérek nabtonka siatkéwki oraz komoérek P (B)
wysp trzustkowych.

Nalezy rowniez pamietac, ze niektére zréznicowane komérki somatyczne ulegac
moga procesom odrdéznicowania. Dotyczy to, miedzy innymi, fibrocytéw, ktére -
W procesie gojenia sie ran - przeksztalca¢ sie moga z powrotem w fibroblasty.

Przeszczepianie komérek macierzystych tkanek do biorcéw (nawet w okresie
ptodowym) nie daje jednak petnej odpowiedzi odnosnie do ich potencji rozwojo-
wych. Na przykfad, transplantacja macierzystych komérek krwi (HSCs, hematopoietic
Stern cells) pochodzacych z ptodowej watroby do dorostych biorcow powoduje w tych
komdrkach zmiane ekspresji genu globiny z typu zarodkowego na typ dorosly, a tak-
ze przeksztalcenie tych komorek w erytrocyty charakterystyczne dla dorostych zwie-
rzat. Swiadczyloby to, z jednej strony, o plastycznosci tych komérek, z drugiej za$
0 tym, ze Srodowisko dorostego organizmu jest w stanie kontrolowac procesy roz-
nicowania ptodowych macierzystych komérek krwi. Z kolei jednak HSCs pocho-
dzace ze szpiku kostnego dorostych osobnikéw nie sg w stanie, po ich przeszcze-
pieniu do grasicy ptodowej, utworzy¢ ptodowych komoérek typu T. Powodem tego
moga by¢ zarébwno rzeczywiste rdéznice w potencjach rozwojowych pomiedzy ma-
cierzystymi komorkami krwi pochodzacych z watroby ptodowej, a komdérkami po-
chodzacymi ze szpiku dorostych zwierzat, jak i zmiany (by¢é moze nieodwracalne),
jakim podlegaja HSCs (oraz by¢ moze réwniez inne komoérki somatyczne) podczas
ich dojrzewania i réznicowania w czasie ontogenezy. Rzeczywisty charakter tych
zmian okresli¢ mozna jedynie poddajgc te komorki tej samej sekwencji interakcji
miedzykomaorkowych, jakie majg miejsce w ontogenezie, a zatem wprowadzajac je
do wczesnych zarodkéw. Idealnym modelem doswiadczalnym do tego rodzaju ba-
dan sa zarodki i zwierzeta chimerowe, ktére od czasu uzyskania przez Tarkowskie-
go w 1961 r. (27) pierwszych chimerowych myszy, staly sie poteznym narzedziem
badawczym i analitycznym, zwlaszcza w dziedzinie biologii rozwoju. W wiekszosci
prowadzonych do tej pory badan, zarodki chimerowe tworzone byly poprzez agre-
gacje dwoéch (lub wiecej) zarodkoéw lub tez poprzez agregacje z zarodkami (lub
wprowadzenie do jamy blastocysty) réznego rodzaju komérek pochodzenia zarod-
kowego (komoérki wezta zarodkowego, pierwotne komorki zarodkowe, komorki
raka zarodkowego). Potencje rozwojowe dwoéch ostatnich rodzajow komérek
w uktadach chimerowych omoéwione zostaly szczegétowo przez Karasiewicz i Mo-
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dlinskiego (24). Podobne doswiadczenia, w odniesieniu do komérek macierzystych
pochodzacych z dorostych tkanek przeprowadzili ostatnio Geiger i wsp. (28) i Clarke
i wsp. (29). Geiger i wsp. (28) wprowadzali do blastocyst HSCs pochodzace ze szpiku
dorostych transgenicznych myszy, zawierajgcych caly locus ludzkiego genu P-globi-
ny. W przeprowadzanej analizie tkanek krwiotwdorczych chimerowych ptodéw wy-
kazano w potomstwie ,dorostych” HSCs zarodkowy i ptodowy wzorzec transkrypcji
genéw. Dowodzi to, ze HSCs pochodzace z dorostych tkanek zachowujg wiekszg niz
dotychczas sgdzono (patrz wyzej) plastycznos¢ rozwojowa oraz, ze warunki srodo-
wiska zarodkowego dominujg nad stadium rozwojowym wprowadzonych dori HSCs.
Roéwniez w odniesieniu do macierzystych komoérek nerwowych sgadzono powszech-
nie, do tej pory, ze ich potencje rozwojowe ograniczone sg jedynie do tworzenia
komorek nerwowych. Clarke i wsp. (29) wprowadzali do blastocyst myszy i jamy
owodni zarodka kury macierzyste komaérki nerwowe pochodzace z mozgéw do-
rostych, transgenicznych myszy (ROSA26) wykazujgcych ekspresje |3-galaktozydazy,
co pozwalato na fatwg identyfikacje komorek potomnych. Komorki te hodowane
byly in vitro i wprowadzane w postaci tzw. neurosfer, czyli tworzgcych sie w warun-
kach hodowli in vitro agregatéw macierzystych komérek nerwowych. Okazalo sie,
ze potomstwo macierzystych komérek nerwowych myszy zasiedla¢ moze pochodne
wszystkich trzech listkbw zarodkowych. W chimerowych zarodkach kury chime-
ryzm wykryto w kilkunastu tkankach, zas jego najwiekszg czestotliwos¢ stwierdzo-
no, obok rdzenia kregowego i naskérka (ektoderma), w strunie grzbietowej i me-
zenchymie przednercza (mezoderma) oraz w nabtonku jelita i watrobie (endoder-
ma). Wystepowanie chimeryzmu potwierdzono réwniez w ptodach mysich. Obser-
wacje te, w potaczeniu z innymi danymi dotyczgcymi transdyferencjacyjnych mozli-
wosci réznych rodzajéw komoérek macierzystych dorostych tkanek, pozwalajg na
postawienie hipotezy, ze - by¢ moze - ich charakter jest bardziej do siebie zbli-
zony niz dotychczas sgadzono, a takze, iz ich potencje rozwojowe sg pod pewnymi
wzgledami podobne do potencji rozwojowych pierwotnych komdrek zarodkowych.

Do tej pory nie prébowano analizowaé potencji rozwojowych zrdéznicowanych
komoérek somatycznych w potencjalnie chimerowych ptodach i zwierzetach, ktére
powstac¢ by mogly po wprowadzeniu tych komoérek do wczesnych zarodkéw. Nie ma
zatem informacji dotyczacych plastycznosci rozwojowej tych komérek pod wptly-
wem Srodowiska zarodkowego. Pierwszg tego typu prébg sg podjete przez nas ba-
dania polegajace na wprowadzaniu fibroblastow ptodowych myszy do zarodkow
8-komorkowych. Stwierdzono, ze wprowadzone do zarodkow fibroblasty ulegajg
podziatom i cze$¢ z nich lokuje sie w wezle zarodkowym chimerowych blastocyst.
Dalsze badania wykaza, czy potomstwo wprowadzonych fibroblastéw kolonizowaé
moze réwniez tkanki ptodowe. Nalezy doda¢, ze ewentualne uzyskanie chimer picio-
wych bytoby pierwszym przypadkiem dokumentujgcym mozliwo$¢ przeksztatcenia
sie komérek somatycznych w komoérki piciowe.
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4. Wnioski

w dokonanej analizie wynikdw doswiadczen polegajacych na klonowaniu soma-
tycznym ssakOw sugeruje sie, ze by¢ moze istnieje grupa komoérek, ktérych jadra
maja wieksze od innych potencje rozwojowe. Bylyby to komorki o okreslonym po-
chodzeniu zarodkowym, mianowicie te rozwijajgce sie z mezenchymy i mezodermy.
Do wyjasnienia pozostaje, czy komodrki somatyczne umozliwiajgce klonowanie sg
komorkami terminalnie zréznicowanymi, czy moze zréznicowanymi nie w peni
albo komoérkami macierzystymi.

Ujawnieniu potencji rozwojowych jader komoérek somatycznych wprowadzonych
do wyjadrzonych oocytéw sprzyja faza spoczynkowa (GO) cyklu komérkowego. Gtow-
ng natomiast przeszkodg w ujawnianiu potenciji tych jader sg trudnosci ich przepro-
gramowania przed rozpoczeciem transkrypcji zarodkowej, polegajgce by¢ moze na
nieprawidtowym i niedostatecznie szybkim zmazywaniu wniesionych epigenetycz-
nych modyfikacji genomu.

Plastycznos¢ rozwojowa calych komérek, a nie tylko ich jader, ujawniono do-
Swiadczalnie w stosunku do szczeg6lnych komdrek somatycznych, jakimi sg komor-
ki macierzyste. Komérki macierzyste odnawiajace tkanke, z ktérej sie wywodza
moga podlegac transdyferencjacji, tzn. w nietypowych warunkach réznicowaé sie
w komorki innej tkanki, a w chimerach z wczesnymi zarodkami - nawet w wiele ty-
pow réznych tkanek.
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