klon jako genetyczna (g
kopia zbioru komorek
lub organizmu

klonowanie przez (g
podziaf zarodkow
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15. Klonowanie organizmow

Stowo clone w jezyku angielskim w XIX wieku oznaczato rosline wyhodowana
z ukorzenionej gatazki. Terminklon uzywany obecnie oznacza zbiér komoérek
lub organizm identyczny pod wzgledem genetycznym z innym organizmem
(bedacy jego genetyczng kopia). Klony moga powstawacé w sposob naturalny
Iub w wyniku sztucznego zabiegu. Naturalnymi klonami sa bliznieta jednoja-
jowe oraz potomstwo organizmdw rozmnazajacych sie bezplciowo (np. przez
podzial, paczkowanie czy roztogi).

(A

P4
PR

Ryc. 15.1. Naturalne klony powstaja przez podziat organizmu wyjsciowego (A -pantofe-
lek, B - drozdze, C - truskawka) lub przez podziat zygoty (D - bliznieta jednojajowe).

Najczesciej wykorzystywane metody klonowania

Podstawowe metody sztucznego klonowania to dzielenie zarodkéw i transfer
jader komorek somatycznych do pozbawionych jader komorek jajowych lub
zygot. Pierwsza metoda polega na tym, ze zarodki ssakéw w stadium blasto-
cysty (tzn. skladajace sie z trofoblastu, czyli warstwy komorek otaczajacej
blastocyste, i wezla zarodkowego, czyli komorek, z ktérych rozwija sie cialo
zarodka) klonuje sie poprzez podzial na dwie czesci. Za pomocg mikroskal-
pela przecina sie wezel zarodkowy na pét i hoduje podzielone zarodki do
momentu, gdy osiaggna stadium, z ktérego zostaty uzyskane (stadium blasto-
cysty). Nastepnie przenosi sie je do drég rodnych samic.
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linia przeciecia
L mikroskalpel

ostona przejrzysta

przeniesienie do macicy samicy

[ 4 >

klony

Ryc. 15.2. Metoda klonowania poprzez dzielenie zarodkéw uzyskano klony myszy, kroli-
ka, owcy, swini i konia.

Klonowanie poprzez transfer jader, nazywane tez klonowaniem soma- (g klonowanie

tycznym, polega na pobraniu jadra komérkowego z komodrki somatycznej i‘g?;g‘;:::sfer el
zarodka lub dorostego organizmu. Nastepnie przenosi sie je do pozbawio- komérkowych

nych wczesniej wlasnych jader, dojrzewajacych komorek jajowych badz
zygoty tego samego gatunku. Komorki te pobudza sie do rozwoju, a po
osiagnieciu stadium blastocysty przenosi sie do uktadu rozrodczego samicy.
Pierwszym zwierzeciem sklonowanym ta metoda byla zaba.

zarodek w stadium moruli

> 9

rozwoj
usuniecie jader wprowadzenie obcych jader  zrekombinowanych
z oocytow do cytoplazmy oocytéow oocytow

Ryc. 15.3. Klonowanie zarodka zaby metoda transferu jader komérkowych. Za pomoca
mikropipety komérke jajowa zaby pozbawiono materiatu genetycznego i na to miejsce
wprowadzono jadra komorkowe z komorek zarodka. W ten sposéb uzyskano kilkanascie
kijanek, ktére byty klonami zarodka.
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W klonowaniu somatycznym komorki jajowe lub zygoty, ktore maja
przyjac obce jadra, nakluwa sie z uzyciem mikropipety i wsysa z nich ma-
terial genetyczny wraz z niewielkg ilosciag cytoplazmy. Przenoszone jadro
moze pochodzi¢ z komdrek zarodkéw, komoérek somatycznych ptodéw lub
organizmow dojrzatych. Nastepnie jadra, réwniez za pomoca mikropipety,
przenosi sie do komdrki jajowej biorcy, pobudza do rozwoju i hoduje poza
organizmem do momentu osiggniecia przez nie stadium blastocysty. Po tym
etapie przenosi sie je do drég rodnych samicy.

Klonowanie somatyczne jest malo wydajne, poniewaz wiele klonéw umiera
w trakcie rozwoju ptodowego, a po urodzeniu zyja zwykle krécej niz klony na-
turalne (np. klony swin umierajg okoto 6. roku zycia). Uzyskanie jednego klo-

pierwszy na $wiecie g nuwymaga podjecia setek prob. Pierwszym sklonowanym ssakiem (1996 r.)
LTI S uzyskanym z zastosowaniem metody transferu jader byta owca Dolly. W eks-
perymencie, w wyniku ktérego przyszla na swiat, wykorzystano az 277
zygot. Co wiecej, Dolly byla jedynym jagnieciem, ktore sie w tej prébie
urodzilo. Ze wzgledu na chorobe ptuc oraz oznaki postepujacej starosci po

sze$ciu latach zostala uspiona.

owca rasy
Scottish Blackface
(dawca komorki jajowej)

owca rasy Finn-Dorset
(pierwowzor klona)

v
usuniecie jadra Q@ X pobranie komérek
komdrkowego gruczotu mlekowego
?)
impuls .
elektryczny o transfer jadra

[

klon - owca Dolly
blastocysta

zastepcza matka

Ryc. 15.4. Schemat metody klonowania, ktéra wykorzystano do uzyskania owcy Dolly.
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Ciekawe fakty

Zwierzeta transgeniczne klonuje sie w celu pozyskania biofarmaceutykéw (np. produkowanych
w mleku bydta). Klonowanie mozna tez wykorzystac¢ do kopiowania odmian zwierzat o cechach
wartosciowych dla rolnikow (np. mlecznych kréw czy swin o duzej masie ciata). Podejmowane sa
takze proby klonowania zwierzat wymartych i zagrozonych wyginieciem (np. sklonowanie Lady -
ostatniej zyjacej krowy rasy Enderby Island na Nowej Zelandii).

W tym samym roku co Dolly urodzity sie takze owce Polly i Molly. Byty
one pierwszymi klonami ssakow transgenicznych (w swoim genomie posia-
daly gen warunkujacy wytwarzanie czynnika krzepniecia krwi). Kolejnymi
sklonowanymi ssakami byly myszy, bydlo, §winie, muflon europejski, mul,
kot, jelen, wilk i pies.

W wypadku zwierzat wolno zyjacych lub wymartych stosuje sie tak zwa-
ne miedzygatunkowe klonowanie somatyczne. Material genetyczny dane- (g klonowanie
go zwierzecia wprowadza sie wéwczas do organizméw matek zastepczych migdzygatunkowe
nalezacych do innego gatunku. Sklonowano
W ten sposob zagrozonego wyginieciem gau-
ra.Jego materiat genetyczny wprowadzono
do komorek jajowych krow, matka zastep-
cza rowniez byta krowa. Urodzone ciele zyto
kilka dni, lecz zmarto na skutek powaznej
infekcji. W rok pdzniej sklonowano muflo-
na, a nastepnie banteng (gatunek dzikiego
bydta). Trwaja prace nad klonowaniem gor- s
skiej odmiany antylopy bongo, kozy bucar- Ryc. 15.5. Za pomoca miedzyga-
do, azjatyckiego geparda, pandy wielkiej
oraz wombata (australijskiego torbacza). ..,

Ciekawe fakty

Naukowcy z Japonii sklonowali myszy poprzez pobranie jader komoérkowych z mysich tkanek
zamrozonych przez 16 lat. Metoda ta daje nadzieje na odtworzenie gatunkoéw zwierzat, ktorych
szczatki dotrwaty do dzis w postaci zamrozonej (np. mamutéw syberyjskich). Mamuta mozna
bytoby przywrocic¢ do zycia, na przyktad zaptadniajgc in vitro komorke jajowa stonia plemnikiem
wyizolowanym z zamrozonej spermy mamuta lub wykorzystujac miedzygatunkowe klonowanie
somatyczne (matka zastepcza mogtaby byc¢ stonica).

Prowadzone s3 rowniez prace nad klonowaniem czlowieka. Jednak
z przyczyn etycznych dzialania zmierzajace do uzyskiwania w ten sposéb
ludzkich zarodkow sg wstrzymywane (w 1998 r. w Seulu uzyskano pierw-
szy czterokomérkowy klon czlowieka, lecz prace przerwano ze wzgledu
na kodeks lekarski, a w 2001 r. w USA zatrzymano rozwdj sklonowanego
zarodka na stadium osmiokomdrkowym). Klonowanie cztowieka wzbudza ¢ klonowanie cziowieka
ogromne kontrowersje. W Stanach Zjednoczonych dopuszcza sie wyko-
rzystanie tego procesu w leczeniu i terapii (np. do uzyskiwania komoérek
macierzystych czy organéw do transplantacji).
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Zabronione jest natomiast, podobnie jak w wiekszosci krajow, klonowa-
nie ludzi w celu uzyskania potomstwa. Przeciwnicy klonowania w celach
reprodukcyjnych wysuwaja wazkie argumenty. Na przyklad taki, ze dziec-

komplikacje (g ko uzyskane w wyniku klonowania byloby identyczne tylko z jednym z ro-
pzr*;";’gfv azt\;\;igrzlsgwei dzicéw, co mogloby stanowi¢ powazne utrudnienie w sprawach sgdowych
eksperymentami (np. rozwodowych lub spadkowych). Ponadto w klonowaniu somatycznym
wykorzystuje sie jednoczesnie wiele komérek jajowych, wiec uzyskanie ich

w wystarczajacej ilosci od jednej kobiety nie jest mozliwe. Obawy budzi

takze koniecznos$¢ usmiercania nieprawidtowo rozwijajacych sie klonow.

Ciekawe fakty

Celem klonowania ludzi moze by¢ chec¢ urodzenia dziecka podobnego do
utraconego (DNA pobrane od zmartego) badz che¢ posiadania zdrowego
dziecka przez pary bezptodne lub takie, w ktorych jeden partner ma wade
genetyczng (DNA pobrane od drugiego partnera). Decyzje o klonowaniu
mogliby podja¢ rodzice chcacy zachowac lub przekaza¢ dzieciom wyjat-
kowe cechy genetyczne (np. DNA pobrane od oséb wybitnych), badz tez
pragnacy zapewnic¢ materiat do leczenia (np. by pozyskac organy do trans-
plantacji).

Klonowanie terapeutyczne z uzyciem komorek
macierzystych

Komérki macierzyste (ang. stem cells) to komorki zachowujace zdolnosé
do podzialéw przez cale zycie organizmu. Druga wazng ich cechg jest
umiejetno$¢ réznicowania sie w inne typy komorek. Ze wzgledu na zrodlo
wykorzystanie (g pochodzenia wyrdznia sie: embrionalne (zarodkowe) komoérki macierzyste

macielr(;ms]?rgrlj (ES; ang. embryonic stem cells) pochodzace z zygot lub wezléw zarodkowych,
- pr!(/)cgsie plodowe komorki macierzyste uzyskiwane z krwi pepowinowej i somatycz-
klonowania ne komorki macierzyste znajdujace sie w tkankach dorostego organizmu

(m.in. w szpiku, jelitach, naskérku, tkance nerwowej, krwi, siatkdwce oka).
Ze wzgledu na mozliwosci réznicowania i autoodbudowy komorki macie-
rzyste dzieli sie na: totipotencjalne, pluripotencjalne, multipotencjalne oraz
unipotencjalne.

Podziat komorek macierzystych ze wzgledu na pochodzenie i zdolnos¢ transformacji

: totipotentncjalne : Maja zdolnos¢ transformacji do kazdego typu komorek,
Embrionalne : (tworzace zygote) - w tym komoérek tozyska.
komorki : pluripotencjalne : ROzNicuja sie we wszystkie typy komorek, ale nie moga
macierzyste : (tworzace wezet : powrdcic¢ do stanu komérek totipotencjalych (nie s

: zarodkowy) © w stanie utworzyc¢ tozyska).
Ptodowe komoérki multipotencjalne Maja mozliwosc przeksztatcenia sie we wszystkie typy
macierzyste : - komérek w obrebie danego listka zarodkowego.
Somatyczne unipotencjalne Transformuja sie do jednego typu dojrzatych komérek.
komorki X X
macierzyste
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Liczne badania prowadzone na zarodkowych komdrkach macierzystych
pozwolily poznac geny i biatka odpowiadajace za ich pluripotencje. Wiadomo
takze, w jaki sposéb doprowadzi¢ w warunkach in vitro do tego, aby komorki
te przeksztalcily sie w okreslony typ komérek (np. w neurony czy wiékna
mie$niowe). Trwajg badania nad poréwnaniem komorek uzyskanych w wy-
niku réznicowania sie komdrek macierzystych z komoérkami pobranymi
z prawidlowych tkanek. Celem poréwnan jest sprawdzenie, czy komorki
macierzyste moglyby zastepowac uszkodzone tkanki. Zarodkowe komorki
macierzyste mozna pozyska¢ dwoma sposobami: w wyniku zaplodnienia in
vitro lub w wyniku klonowania technikg transplantacji jader komérkowych
(pierwsze zarodkowe komorki macierzyste uzyskano z zarodkéw myszy).

Uzyskiwanie komoérek macierzystych z ludzkich zarodkéw budzi wiele
kontrowersji natury etycznej, dlatego trwaja prace nad pozyskiwaniem ich
z innych zrédet.

Opracowano metode uzyskiwania komoérek macierzystych z komorek zréznicowanych (np.
fibroblastow, a takze komorek watroby i nabtonka oraz neuronéw). Z uzyciem wektoréw
wirusowych do fibroblastow wchodzacych w sktad tkanki tacznej wtasciwej wprowadzono geny,
ktore odpowiadajg za pluripotencje komérek. Nastepnie doprowadzono do przeksztatcenia
sie fibroblastow w tak zwane indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (iPS, ang.
induced pluripotent stem cells). S3 one obecnie wykorzystywane do sprawdzania dziatania
lekéw, a takze poznawania mechanizmow schorzen genetycznych.

Prowadzone sg intensywne badania nad wykorzystaniem komérek macie- (g nadzieje zwiazane
rzystych wystepujacych w krwi pepowinowej. Istniejg banki krwi pepowino- ;z%:z?zr;:{];'ml
wej, w ktérych jest ona przechowywana. Obecnie probuje sie ja stosowac w le-
czeniu biataczek i innych choréb nowotworowych, anemii sierpowatej oraz
ciezkich niedoboréw odpornosci.
Z uzyciem komodrek macierzy-
stych przeprowadza sie réwniez
zabiegi majace na celu regene-
racje miesnia sercowego, ktory
obumarl (np. w wyniku zawatu),
leczy sie takze uszkodzenia rdze-
nia kregowego i mdzgu spowodo-
wane chorobami neurodegenera-
cyjnymi (np. chorobg Alzheimera,
Parkinsona czy stwardnieniem
rozsianym), a takze uszkodzenia
trzustki u chorych na cukrzyce.

Ryc. 15.6. Pobrang od noworodka krew
pepowinowg przechowuje sie w specjal-
nych bankach.




II. BIOTECHNOLOGIA | INZYNIERIA GENETYCZNA

Badania te prowadzi sie na modelach zwierzecych. Jak dotad dokladny
mechanizm dzialania terapeutycznego komdrek macierzystych nie jest
znany.

Ciekawe fakty

W Wielkiej Brytanii w 2001 roku zezwolono na klonowanie ludzkich zarodkéw na potrzeby ba-
dan nad komoérkami macierzystymi. W 2006 roku zgode na klonowanie terapeutyczne i badanie
ludzkich zarodéw wydat parlament Australii. Tego typu badania sg takze prowadzone w Stanach
Zjednoczonych oraz w Singapurze. Ustalenia Unii Europejskiej z 2006 roku dopuszczajg dofinan-
sowywanie badan nad komoérkami macierzystymi.

W 2002 roku przeprowadzono doswiadcze-
nie, w ktérym z ogona transgenicznej myszy
pobrano komorki skory wiasciwej (fibrobla-
sty). W genomie zablokowano gen warunku-
jacy powstawanie limfocytow. Jadro fibrobla-
stu za pomoca mikropipety wprowadzono
do komdrki jajowej uprzednio pozbawionej
wlasnego jadra. Komdrke jajowa pobudzono
do rozwoju i otrzymano z niej zarodek. Z za-
rodka tego uzyskano zarodkowe komodrki ma-
cierzyste pozbawione genu odpowiedzialnego
za produkcje limfocytéw. Wprowadzono do
nich ten gen, przeksztatcono je w komorki
krwi i wstrzyknieto myszy, od ktérej pobrano
fibroblasty. Po tym zabiegu w krwi myszy poja-
wily sie limfocyty. Wyniki tego doswiadczenia
rozbudzily nadzieje na stosowanie podobnych
zabiegéw u ludzi cierpigcych na choroby dzie-
dziczne. Metode te nazwano klonowaniem
terapeutycznym.

Klonowanie terapeutyczne zastosowane
u modelowych myszy z chorobg Parkinsona
spowodowatlo znaczng poprawe ich zdrowia.

Ryc. 15.7. Terapie z uzyaem
komoérek macierzystych popie-
rat zmarty w 2004 roku amery-
kanski aktor Christopher Reeve  Stosujac te metode, mozna bytoby od chorego

(odtworca  roli - Supermana),  pobra¢ komorki, wprowadzi¢ je do komérek

kt?fy W 1995 roku zostat P jajowych, uzyskacé zarodki, a z nich zarodkowe
ralizowany po upadku z konia.

,,,,,,,,,,,,,,,,,, komorki macierzyste. W komdrkach macierzy-
klonowanie (g stych wadliwy gen bylby zastepowany prawidlowym, nastepnie komorki
terapeutyczne macierzyste réznicowatoby sie w pozadany rodzaj komorek i wprowadzano
do chorej tkanki pacjenta. Poniewaz sa to komorki pobrane pierwotnie od
pacjenta, nie bylyby odrzucane.

Taka terapia, cho¢ mozliwa, jest bardzo trudna do przeprowadzenia.
Aby uzyskac zarodkowe komoérki macierzyste, trzeba bytoby wielu komorek

jajowych, co wymagaltoby wspolpracy wielu kobiet.
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Ponadto wykorzystanie ludzkich zarodkéw dla zdobycia komoérek ma-

cierzystych budzi wiele watpliwosci natury etycznej. Bardzo istotnym pro-
blemem jest takze brak metody dajacej pewnosé, ze wszystkie komorki
macierzyste przeksztalca sie w odpowiedni sposéb (np. w komérki trzustki
czy miesnia sercowego). Jesli choc jedna komdrka macierzysta wszczepiona
przez przypadek pacjentowi zaczelaby sie réznicowaé w jego organizmie,
stanowilaby olbrzymie zagrozenie. Moglby powstac guz (tzw. potworniak)
bedacy mieszaning komoérek wszystkich tkanek. Konieczne jest opracowanie
metody pelnego réznicowania zarodkowych komérek macierzystych, ktéra
bedzie gwarantowala, ze zadna z tych komorek nie zostanie przeszczepiona
choremu.

Podsumowanie

1.

Klon to organizm lub zbior komorek identycznych pod wzgledem genetycznym z innym
organizmem.

. Klon moze powsta¢ w sposob naturalny (np. w wyniku rozmnazania wegetatywnego) lub

sztuczny (przez podziat zarodkoéw lub transfer jader).

. Najczesciej wykorzystuje sie technike klonowania poprzez transfer jadra komorkowego

z komorki somatycznej do komoérki jajowej uprzednio pozbawionej jadra.

. Pierwszym sklonowanym zwierzeciem byta zaba, a pierwszym sklonowanym ssakiem -

owca Dolly.

. Zwierzeta klonuje sie w celu pozyskania zwierzat transgenicznych produkujgcych bio-

farmaceutyki lub powielania odmian zwierzat o cechach wartosciowych dla rolnikéw,
a takze by chronic gatunki zagrozone wymarciem lub przywrocic¢ zwierzeta juz wymarte
(np. mamuta).

. Klonowanie ludzi w celach reprodukcyjnych jest zabronione. W niektérych krajach klonuje

sie ludzkie zarodki w celu prac nad komérkami macierzystymi.

7. Wyrdznia sie embrionalne, ptodowe i somatyczne komorki macierzyste. Te ostatnie

wystepujg w tkankach dorostego organizmu (szpiku kostnym, jelitach, naskérku, krwi
i siatkowce oka).

. Embrionalne komorki macierzyste moga by¢ totipotencjalne (komorki zygoty) lub pluripo-

tencjalne (komorki wezta zarodkowego). Oznacza to, ze moga réznicowac sie w dowolne
komérki organizmu.

. Klonowanie terapeutyczne polega na pobraniu od pacjenta jader komoérkowych, wpro-

wadzeniu ich do komorki jajowej pozbawionej jadra, uzyskaniu w ten sposéb komorek
macierzystych, ,naprawieniu” ich, przeksztatceniu w wyjsciowe komorki i wprowadzeniu
z powrotem do organizmu pacjenta.

10. Aby klonowanie terapeutyczne oraz komérki macierzyste mozna byto wykorzystac

podczas leczenia, musi zosta¢ opracowana metoda ich petnego réznicowania, tak aby
nie dochodzito do powstawania nowotworéw - potworniakow.
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