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1.Liczebnos¢ klonow ssakow

na otrzymywaniu identycznych genetycznie osobnikow wywodzageyeh sie

z jednego zarodka.

Daweg klonu moze by¢ eaty zarodek. Ma to miejsee przy stosowaniu te-
ehniki dzielenia zarodka w stadium moruli lub blastoeysty, eo prowadzi do
urodzenia bliZniat, z ktérych kazde powstato z okoto potowy komérek zarodka.
Przy teehniee izolaeji blastomerdéw, kazda komoérka zarodka (blastomer) daje
poczatek jednemu z monozygotycznyeh wieloraezkédw. Z racji znacznie ogra-
niezonyeh mozliwosci rozwojowych coraz mniejszych blastomerdéw, ieh liezba
nie przekraeza pieeiu. (Dokiadny opis i dyskusja nad stosowaniem tyeh me-
tod, a takze teehniki reagregacji blastomeréw byly juz publikowane w jezyku
polskim) (1,2).

Przy zastosowaniu teehniki transplantaeji jader, nie ealy zarodek, a tylko
jadra komorkowe zarodka ™ wspélne dla klonu wieloraezkéw. Cytoplazma
pochodzi od biorcéw, ktérymi sg najczesciej wyjadrzone oocyty lub blastomeiy
dwukomoérkowego zarodka. W dotyehezasowyeh prébaeh udaje sie wykorzy-
sta¢ jako dawedw jgder zarodki liczace do 32 komoérek. (Zarodki o wiekszej

Klonowanie ssakéw jest wihasciwie klonowaniem zarodkéw ssakéw: polega

* (ESC) embryonal stem cells. W polskim zargonie paranaukowym okreslane jako ,,komorki
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liczbie komoérek sg juz zréznicowane na wezet zarodkowy i trofoblast; jako
dawey jader moga stuzy¢ tylko komoérki wezta)) Nawet gdyby udato sie wy-
korzysta¢ jadra wszystkich komoérek jednego zarodka — eo z powodéw me-
todycznych jest trudno osiggalne u bydta i owey, a z powoddéw zasadniczych
jest niemozliwe u myszy — to i tak klon ssakéw miatby tylko 32 osobniki.
Sposréd technik klonowania ssakow wiasnie teehnika transptantaeji jader
jest obeenie najbardziej badana i rozwijana. W eentrum uwagi znajdujg sie
szczegbtowe zagadnienia teoretyczne i metodyczne: synchronia miedzy bioreg
i wprowadzonym jadrem, zapewnienie prawidtowego rozwoju rekonstytuowa-
nyeh zarodkéw, itp. Istniejg juz publikaeje w jezyku polskim (3,5).

Droga do masowej produkcji identycznych zarodkéw ssakéw jest zwieksze-
nie liczby dostepnych komoérek zarodkowych (dawcéw klonu) ponad liczbe
komérek obecnyeh w zarodku. Obeenie jest to mozliwe tylko w odniesieniu
do myszy. U tego gatunku udaje sie spowodowaé, ze zdolne do tworzenia
klonéw komorki wezta zarodkowego blastoeysty masowo mnozg sie w hodowli
in vitro, osiggajac liczby typowe dla linii komoérkowyeh i siegajgee milionéw
na szalke. Takie ,,pierwotne komorki zarodkowe” mozna nastepnie wykorzy-
sta¢ zar6wno do klonowania metodg transptantaeji ieh jader do bioredw
(3,4,5), metoda klonowania ehimerowego (6), jak budowania z nieh catych
zarodkow (5).

Mimo pewnych ograniczen, zastosowanie pierwotnych komdrek zarodko-
wyeh do klonowania ssakéw (myszy) zapewnia teoretyeznie nieograniezong
liezbe osobnikéw klonu.

2. Otrzymywanie pierwotnych komoérek zarodkowych myszy
z blastocyst

Pierwotne komorki zarodkowe myszy (PKZ) powstajg w ten sposoéb, ze za-
rodek lub jego eze$¢ umieszeza sie w hodowli in vitro, zapewniajac okreslone
jej warunki. W takiej sztucznie stworzonej sytuacji nie nastepuje kontynuacja
normalnego rozwoju zarodka, lecz proliferacja niektorych jego komorek
w kontakeie z podtozem hodowlanym. Namnozone komorki — przynajmniej
w typowej sytuacji otrzymywania PKZ z blastocyst — tworzg zwartg bryitke
widoczng pod binokularem. Nalezy ja zdjg¢ mechanieznie z podtoza hodow-
lanego i przez trawienie enzymatyezne i pipetowanie spowodowac jej rozdzie-
lenie na pojedyncze komorki. Powstata zawiesina komoérek ponownie umie-
szezona w hodowli tworzy, w wyniku proliferacji, nowe ,,brytki’ ezyli ogniska
czy skupienia komorek. Po kilku rozdzieleniach na pojedyncze komorki i prze-
nievSieniaeh na nowe podtoze hodowlane (,,pasazaeh”), uzyskuje sie liczne,
rozlegte ogniska PKZ.

W obu pionierskieh praeaeh wprowadzajgeych metode otrz3nnywania PKZ
myszy, podane sg szezeg6lne warunki hodowti, jakie trzeba stworzy¢ zarodkom,
zeby otrzyma¢ PKZ. Evans i Kaufman (7) zastosowali warstwe odzywcza,
a Martin (8) zastosowata pozywke uwarunkowang przez komorki rosnagee in vi-
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tro. Znacznie pozniej wyjasniono dlaezego te warunki przyczyniajg sie do po-
wstania PKZ. Warstwa odzywcza to jednowarstwowa hodowla komoérek
{u Evansa i Kaufmana — mysich fibroblastow STO), ktére inaktywowano,
tzn. uniemozliwiano im synteze DNA i proliferaeje. Komorki takie przez kilka-
nascie dni utrzymujg sie in vitro, zachowujac wiele funkeji, np. produkcje
i wydzielanie e*nnikéw wzrostowych. Wiasnie czynniki wzrostowe, a w szcze-
gélnosci LIF (ang. leukemia inhibitory factor — cennik przeciwbialaczkowy)
jest niezbedny do powstawania PKZ z blastoeyst myszy. Wykazano to, otrzy-
mujge PKZ bez warstwy odzywczej, tylko w obeeno$ci ezynnika przeciwbia-
taczkowego (9,10). Jednak w praktyce warstwy odzyweze nadal sg uzywane
(11) i zaleeane (12).

Drugi sposéb wprowadzenia czynnikédw wzrostowych, ten zastosowany
przez Martin (8), polega na dodaniu do hodowli blastoeyst pozywki uwarun-
kowanej przez komoérki hodowane in vitro. Kiedy komérki pokiyja cate dno
naczynia (osiggna ,,konfluencje”) dodaje sie do nich Swiezg poz}Avke, ktdrg po
dobie (lub pdzZniej) zbiera sie jako ,,uwarunkowang”, tzn. zawierajaca czynniki
wydzielone przez komoérki. Martin (8) wykorzystata komoérki mysiej teratokar-
einomy: w najnowszym poradniku metodycznym (13) zaleca sie komoérki 5637,
ludzkiego raka peeherza.

Wydaje sie, ze dobér warstw odzywezych, poZ3ivek uwarunkowanyeh lub
czynnikéw wzrostowych bezposrednio dodawanyeh do pozywki, w najwie-
kszym stopniu wptywa na skuteeznos¢ otrzymywania linii PKZ. Same pozywki
sg formami zmodyfikowanej przez Dulbeeeo pozywki minimalnej (ang. Dul-
becco modified essential medium — DMEM) z dodatkami aminokwaséw lub
nukleotydéw oraz ptodowej surowiey eieleeej.

Oprécz warunkéw stworzonych in vitro, wptyw na efektywnos¢ otrzymywa-
nia linii PKZ majg wiaseiwosei samych blastoeyst. Uwaza sie, za Robertson
(14), ze blastocysty powinny by¢ opéznione, tzn. zahamowane w rozwoju za-
rodkowym (réznieowanie wezta zarodkowego i trofoblastu) bez spowolnienia
podziatdw komorek. Osigga sie to wykonujac dawczyni blastoeyst obustronng
owariektomie i podajac analog progesteronu, a nastepnie wyptukujge blasto-
eysty dwa dni p6zniej niz normalnie. Drugim czynnikiem deeydujgcym o otrzy-
mywaniu PKZ jest przynaleznos¢ szczepowa blastoeyst. Blastocysty roznych
szczepOw tworzg linie PKZ z rézng ezestoseig i 0 nieco réznej morfologii (11).

Od ezasu uzyskania PKZ mysly z blastoeyst w 1981 r., opisano otrzymy-
wanie PKZ z izolowanych weztow zarodkowych (15), a nawet z morul (16).

3. Ograniczenia uzytecznosci pierwotnych komorek
zarodkowych do klonowania

Mysie PKZ sg liniami komoérkowymi, tzn. sa nieSmiertelne i moga bez
ograniezen proliferowac in vitro, zaehowujge swoje wihaseiwosei (w tym takze
kariotyp). Istniejg wszakze odstepstwa od tej charakterystyki: PKZ wzglednie
ezesto podlegajg mutaejom chromosomowym, a jedna z ich wasciwosci, mia-
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nowicie totipotencja, jak sie wydaje, jest ograniczona do wczesniejszych pa-
sazy lub tylko niektérych podlinii danej linii.

Czestos¢ mutacji chromosomowych wymaga od badaczy regularnego
sprawdzania kariotypu posiadanych linii, a w przypadku stwierdzenia od-
stepstw od charakterystycznej dla myszy liczby 40 chromosoméw — pozo-
staje pozyskiwanie nowych linii lub samodzielna ich produkcja.

Drugie ograniczenie ma bardziej zasadniczy charakter. Okazato sie mia-
nowicie, ze zarodki utworzone eksperymentalnie z PKZ niskich pasazy (do
czternastego) rozwijajg sie, rodza i przezywajg, natomiast te z PKZ wyzszych
pasazy nie przezywajg po urodzeniu (17). Sugerowatoby to, ze w trakcie ho-
dowli in vitro PKZ jednak traca totipotencje, a zatem przydatnos$¢ do tworzenia
klonéw. Gdyby tak byto, to wymagatoby to czestszego zaktadania nowych linii
PKZ niz poczatkowo sadzono. Istnieje jednak dmgie mozliwe wyjasnienie réz-
nic w przezywalnosci myszy urodzonych z zarodkéw sztucznie utworzonych
z PKZ réznych pasazy. W opisywanych badaniach Nagy'a (17), z jednej z uzy-
tych linii PKZ wyodrebniono podlinie, z ktérych jedna zachowlrwata totipo-
tencje do dwudziestego czwartego pasazu. Moze zatem linie PKZ sg miesza-
ning podlinii o réznej wrazliwosci na utrate totipotencji (a jej spadek po
czternastym pasazu w catej linii odzwierciedla tylko selekcje podlinii bardziej
wrazliwych). Gdyby tak byto, to zamiast linii PKZ do klonowania powinno sie
uzywac izolowanych, przetestowanych pod katem totipotencji, podlinii PKZ.

4. Pierwotne komdrki zarodkowe myszy uzyskane
z pierwotnych komérek ptciowych

Odkrycie to i zastosowana metodyka wynikty z badania szczegétowych pro-
bleméw embriologicznych, zwigzanych z pochodzeniem i rozwojem linii ptcio-
wej u myszy (18). Jednak w swej konhcowej postaci (19,20) cytowane badania
dostarczyty metody otrzymywania PKZ myszy, bedacej jakby logiczng konty-
nuacjg omawianych poprzednio.

Tak jak juz wspomniano, zrédtem PKZ jest proliferacja niektérych komorek
zarodka, ktéry umieszczony w okreslonych warunkach hodowli nie zachowuje
sie jak w normalnym rozwoju. W metodzie tej, zarodek jest o pie¢ dni starszy
niz blastocysta, jest od niej ok. 200 razy wiekszy, i wyglada jak zarodek
nawet dla laika (fatdy gtowowe, cewka nerwowa, kilka somitéw, jelito przednie
i tylne). Ogonowg czes$¢ takich zarodkdw odcina sie igltg szklang, umieszcza
W roztworze enzymu i nastepnie pipetuje w celu rozdzielenia na pojedyncze
komorki. Tak otrzymang zawiesine umieszcza sie na warstwie odzywczej
w obecnosci czynnikéw wzrostowych i hoduje do uzyskania skupisk komorek.
Po kilku pasazach namnozone komoérki maja wiasciwosci PKZ, a w szczegol-
nosci w chimerach tworzg funkcjonalne gamety (21).

Na podstawie pozytywnej reakcji na obecnos$¢ fosfatazy zasadowej, enzymu
typowego dla obecnych w tylnej czesci zarodkdéw komoérek zwanych pierwot-
nymi komérkami piciowymi, uwaza sie otrzymane PKZ za powstate z pier-
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wotnych komdrek piciowych. Twoércy i komentatorzy metody na okreslenie
komorek wyhodowanych z pierwotnych komoérek piciowych uzywaja terminu
embryonal germ cells (w odréznieniu od wyhodowanych z blastocyst embryonal
stem cells). W jezyku polskim proponujemy stosowaé pojemny termin pier-
wotne komérki zarodkowe dla obu form.

Zawiesine z tylnych czesci zarodkéw hoduje sie na warstwach odzywczych
(mysie fibroblasty STO) w obecnosci czynnika przeciwbiataczkowego, identy-
cznie jak przy hodowli PKZ z blastocyst. Podobne sg réwniez pozywki hodow-
lane. Dodatkowo potrzebne sg, dla podtrzymania proliferacji pierwotnych ko-
morek piciowych, dwa inne czynniki wzrostowe: komdorek macierzystych (ang.
Stern celifactor) i zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw (ang. basiefibrob-
last growth factor].

Jezeli metoda okaze sie bardziej efektywna niz ta z blastocyst lub jesli
otrzymane PKZ bedg bardziej stabilne jako linia komérkowa niz te z blasto-
cyst, to nowa metoda ma szanse wyprze¢ poprzednig. Tymczasem, otrzymy-
wanie PKZ z pierwotnych komoérek pitciowych wymaga nieco wiekszego do-
Swiadczenia embriologicznego niz oryginalna metoda.

W naszym laboratorium podejmujemy wstepne proby otrzymania PKZ
z pierwotnych komorek piciowych myszy.

5. Otrzymywanie PKZ u innych drobnych ssakow

Od czasu uzyskania w 1981 r. PKZ z blastocyst myszy, trwajg proby po-
wtdrzenia procedury u innych gatunkéw. Prawdopodobnie udato sie to u cho-
mika (22), gdzie uwiarygodniono tozsamo$¢ PKZ przez otrzymanie chimer,
oraz u szczura (23), ze wzgledu na ogromne podobieristwo rozwoju zarodko-
wego myszy i szczura, a zatem nieomal identyczng sytuacje wyjsciowg do
otrzymywania PKZ. Doniesienia o otrzymaniu PKZ u norki amerykanskiej
(24,25) i krolika (26) oczekujg uwiarygodnienia przez tworzenie chimer.

6. Otrzymywanie PKZ zwierzat gospodarskich

Opublikowano juz wiele prac, ktdrych autorzy sugerujg, ze otrzymali PKZ
bydia (27), owcy (28-30), swini (28,29,31,32). Ostrozniejsi autorzy nazywaja
otrzymane przez siebie komorki ,,ESC-like”, czyli ,,podobne do PKZ”. Nie do-
niesiono o zdolnosci ktérychkolwiek z nich do tworzenia chimer. Generalnie,
w wymienionych publikacjach niewiele jest informacji na temat przebiegu
pr'owadzonych hodowli w czasie, a w szczegolnosci morfologii proliferujgcych
komoérek. Jednak mozna pokusi¢ sie o synteze: komorki o pozadanej morfo-
logii najczesciej przestajg sie dzieli¢ (,,stopniowo zanikajg”) (28), a te ktore
masowo proliferuja — nie sg pierwotnymi komorkami zarodkowymi (prze-
waznie sg to komorki nabtonkowe).

Otrzymanie PKZ zwierzat gospodarskich pozostaje zatem sprawag otwarta.



Pierwotne komérki zarodkowe myszy 89
7. Proby otrzymywania PKZ owcy: badania wiasne

w ciggu ostatnich czterech lat podejmowalismy kolejne préby uzyskania
PKZ owcy. Poczagtkowo uzywano 7-dniowych blastocyst i izolowanych z nich
weztéw zarodkowych. Kolejno, uzywano weztéw i tarczek zarodkowych odci-
nanych z 10- do 12-dniowych blastocyst. Obecnie (w nawigzaniu do metody
otrzymywania PP"Z z pierwotnych komoérek piciowych myszy) hodowana jest
zawiesina czesci ogonowych 15-dniowych (Kitkusomitowych) zarodkdéw.

Stosowane warstwy odzywcze obejmowaty: fibroblasty zarodkowe owcy, fi-
broblasty STO myszy oraz STO wzbogacone komérkami S¥m220 (zawieraja-
cymi btonowg forme czynnika komdrek macierzystych).

Liczbe uzywanych czynnikéw wzrostowych coraz bardziej zwiekszano, az
do stosowanych w obecnej wersji: rekombinacyjny mysi czynnik przeciwbiata-
czkowy, zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw i insulina.

W naszych badaniach, z hodowlanego materiatu otrzymujemy regularnie
»komorki nabtonkowe”. Nie byly one testowane na tworzenie chimer, jednak
ze wzgledu na morfologie r6zng od mysich PKZ, nie mieszcza sie one w de-
finicji PKZ. Zastosowalismy ostatnio metode pozwalajaca zidentddikowaé po-
tencjalne PP"Z, tj. test na obecnos$¢ fosfatazy zasadowej. Wykazano, ze w pier-
wotnych i wtérnych hodowlach zawiesiny z tylnych czesci 15-dniowych za-
rodkéw wystepuja komérki pozytywne. Sg one jednak niezbyt liczne, rozpro-
szone wsrdéd innych, proliferujacych komérek zarodka. Dalsze préby beda
zmierza¢ w kierunku znalezienia metody pobudzenia proliferacji komoérek za-
wierajgcych fosfataze zasadowa.

Badania wasne opisane w tej pracy byly finansowane przez KBN (grant nr 5.5370.91.02).

Literatura

1. Modlinski J. A., (1990), Biotechnologia 1, 4-13.

2. Smorag Z., Wierzbowski S., Katska L., Skrzyszowska M., Gajda B., Btasiak J.,
(1990), Biotechnologia, 1, 20-34.

3. Modlinski J. A., Karasiewicz, J., (1992), Przeglad Hodowlany, 6, 133-145.

4. Modlinski J. A, Reed M. A., Dishong S., Modlinska M. K., Wagner T. E., (1993),
Anim. Sci. Pap. Rep., 11, 135-140.

5. Modlinski J. A., (1995), praca hab. Inst. Genet. Hod. Zwierz. PAN, Jastrzebiec.

6. Nagy A., Gocza E., Diaz E. M., Prideaux V. R., Ivanyi E., Markkula M., Rossant
J., (1990), Development, 110, 815-821.

7. Evans M. J., Kaufman M. H., (1981), Nature, 292, 154-156.

8. Martin G. R., (1981), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 7634-7638.

9. Nichols J., Evans E. P., Smith A. G., (1990), Development, 110, 1341-1348.

10. Pease S., Braghetta P., Gearing D., Grail D., Williams R. L.. (1990), Dev. Biol,,

141, 344-352.

11. Kawase E., Suemori H., Takahashi N., Okazaki K., Hashimoto K., Nakatsui N.,
(1994), Int. J. Dev. Biol., 38, 385-390.

12. Brown D. G., Willington M. A., Findlay 1, Muggleton-Harris A. L., (1992), In Vitro
Cell Dev. Biol., 28A, 773-778.

biotechnologia 3 (30) '95



90

Jolanta Karasiewicz, Jacek A. Modlinski

13. Abbondanzo S. J., Gadi I., Stewart C. L., (1993), Meth. Enzymol., 225, 803-823.

14. Robertson E. J., (1987), Embryo-derived stem cell lines, in: Teratocarcinomas and
Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, Ed. Robertson E. J., Oxford, IRL
Press, 71-112.

15. Tokunaga T., Tsunoda Y., (1989), Jpn. J. Anim. Reprod., 35, 173-178.

16. Eistetter H. R., (1989), Dev. Growth Differ., 31, 275-282.

17. Nagy A., Rossant J., Nagy R., Abramoéw-Newerly W., Roder J. C., (1993), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 8424-8428.

18. Donovan P. J., Stott D., Cairns L. A., Heasman J., Wylie C. C., (1986), Cell, 44,
831-838.

19. Resnick J. L., Bixler R. S., Cheng L., Donovan P. J., (1992), Nature, 359, 550-551.

20. Matsui Y., Zsebo K., Hogan B. L. M., (1992), Cell, 70, 841-847.

21. Stewart C. L., Gadi 1., Bhatt H., (1994), Dev. Biol., 161, 626-628.

22. Doetschman T., Williams P., Maeda N., (1988), Dev. Biol., 127, 224-227.

23. lannaccone P. K., Taborn G. U., Garton R. L., Caplice M. D., Brenin D. R., (1994),
Dev. Biol., 163, 288-292.

24. Sukoyan M. A., Golubitsa A. N., Zhelezova A. 1, Skilov A. G., Vatolin S. Y,
Maximowsky L. P., Andreeva L. E., McWhir J., Pack S. D., Bayborodin S. 1,
Kerkis A. Y., Kizilova H. 1, Serov O. L., (1992), Molec. Reprod. Dev., 33, 418-431.

25. Sukoyan M. A., Vatolin S. Y., Golubitsa A. N., Zhelezova A. 1, Semenova L. A,
Serov O. L., (1993), Molec. Reprod. Dev., 36, 148-158.

26. Graves K. H., Moreadith R. W., (1993), Molec. Reprod. Dev., 36, 424-433.

27. Saito S., Strelchenko H., Niemann H., (1992), Roux’s Arch. Dev. Biol., 201, 134-
141,

28. Piedrahita J. A., Anderson G. B., Bondurant R. H., (1990), Theriogenology, 34,
879-901.

29. Notarianni E., Gali C., Laurie S., Moor R., Evans M. J., (1991a), J. Reprod. Fert.,
Suppl., 43, 255-260.

30. Karasiewicz J., Reed M., Modlinski J., (1993), Anim. Sci. Pap. Rep., 11, 131-134.

31. Strojek R. M., Reed M. A., Hoover J. L., Wagner T. E., (1990), Theriogenology,
33, 901-914.

32. Notarianni E., Laurie S., Moor R., Evans M. J., (1991b), J. Reprod. Fert., Suppl.

41, 51-56.

Mouse embryonal stem cells — a tool of cloning mammals

Summary

Mouse embryonal stem cells (ESCs) are embryo-derived totipotent cells which can be used
to massively clone mice. The methods of obtaining ECSs are described and their applications

and limitations in cloning are discussed.
Attempts to obtain ECSs from farm animals are mentioned.
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