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S u m m a r y

A stimulus for development of the studies on pig somatic cell cloning, espe-
cially in recent years, was above all the possibility of its practical application for
production of transgenic piglets using in vitro transfected nuclear donor cells
and multiplication of genetically-engineered sows and boars generated so far,
on the grounds of important implications for biomedicine, pharmacy and agri-
culture. However, effective pig somatic cell nuclear transfer, avoiding the sexual
reproduction pathway, creates a possibility of providing numerous monoge-
netic and monosexual offspring derived not only from genetically-transformed
individuals, but also from adult (postpubertal) animals of high genetic merit.
Generation of cloned transgenic pigs for biomedical purposes to obtain recom-
binant xenogeneic proteins or organs suitable in xenotransplantology, or to cre-
ate cell (gene) therapy foundations for a number of serious monogenic diseases
that induce heritable (congenital) developmental anomalies, is perceived as
a service to humanity.
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1. Wstêp

BodŸcem do rozwoju badañ nad klonowaniem somatycznym
œwiñ, szczególnie w ostatnich latach, by³a przede wszystkim mo¿-
liwoœæ praktycznego zastosowania tej techniki wspomaganego
rozrodu zwierz¹t do produkcji transgenicznych prosi¹t przy
wykorzystaniu transfekowanych in vitro komórek-dawców j¹der

P R A C E P R Z E G L ¥ D O W E

Adres do korespondencji

Marcin Samiec,
Dzia³ Biotechnologii
Rozrodu Zwierz¹t,
Instytut Zootechniki,
32-083 Balice k. Krakowa;
e-mail: klon502@wp.pl

1 (72) 53–67 2006



oraz do multiplikacji uzyskanych ju¿ transformowanych genetycznie loch i knurów,
ze wzglêdu na wa¿ne implikacje dla biomedycyny, a tak¿e farmacji (1-4). Jednak¿e,
efektywne klonowanie somatyczne œwiñ, omijaj¹c drogê rozrodu p³ciowego, stwa-
rza równie¿ mo¿liwoœæ dostarczania dosyæ licznego monogenetycznego i jedno-
p³ciowego potomstwa wywodz¹cego siê nie tylko z transgenicznych osobników,
lecz tak¿e z wyselekcjonowanych pod wzglêdem wybitnych cech wartoœci hodowla-
nej i u¿ytkowej doros³ych zwierz¹t (5-7).

2. Rola klonowania somatycznego i transgenezy w genetycznej in¿ynierii
embrionalnej ssaków

Sprzê¿enie technik transfekcji hodowanych in vitro komórek somatycznych
oraz transplantacji j¹der tych komórek do enukleowanych oocytów-biorców jest
obecnie najbardziej efektywn¹ metod¹ uzyskiwania ssaków transgenicznych. Po-
prawa wydajnoœci produkcji transgenicznych zwierz¹t gospodarskich przy jed-
noczesnym obni¿eniu kosztów ich uzyskiwania jest szczególnie atrakcyjn¹ per-
spektyw¹ agroekonomicznych uwarunkowañ badañ biotechnologicznych zarów-
no o charakterze podstawowym jak i o wymiarze aplikacyjnym (8-13). Jednak¿e,
g³ówn¹ barier¹ limituj¹c¹ stosowanie technik transgenezy na szerok¹ skalê po-
zostaje wci¹¿ problem opracowania bardziej efektywnych systemów wprowadza-
nia (a tak¿e integracji) egzogennych konstrukcji genowych do genomu j¹drowe-
go ró¿nych uk³adów biologicznych (zygot, komórek somatycznych, plemników,
oocytów i in.). Prowadzone s¹ równie¿ liczne próby nad optymalizacj¹ moleku-
larnych mechanizmów odpowiedzialnych za precyzyjn¹ regulacjê poziomu eks-
presji transgenu w genomowym DNA (14-20). Mimo ¿e standardowa procedura
mikroiniekcji transgenów do przedj¹drzy zygot jest wykorzystywana od ponad
dwudziestu lat do produkcji genetycznie zmodyfikowanych myszy, królików,
œwiñ, owiec, kóz oraz byd³a, to u urodzonych zwierz¹t obserwuje siê czêsto ró¿-
nice osobnicze we wzorcach ekspresji transgenów (somatyczny mozaicyzm ge-
netyczny), a tak¿e nieprawid³owoœci w procesie transmisji aktywnej transkryp-
cyjnie konstrukcji genowej do genomu linii komórek p³ciowych, co znacznie ob-
ni¿a potencja³ mo¿liwoœci aplikacyjnych tej technologii, tkwi¹cy w perspektywie
komercyjnej produkcji rekombinowanych bia³ek ludzkich przez bioreaktory
zwierzêce (21-26). Dlatego te¿, uzyskiwanie zwierz¹t klonalnych przy zastoso-
waniu procedury transplantacji j¹- der transfekowanych in vitro komórek soma-
tycznych o ró¿nym fenotypie tkankowym otwiera zupe³nie nowy rozdzia³ w hi-
storii badañ nad strategiami transgenizacji zwierz¹t, szczególnie w zakresie ste-
rowanej mutagenezy technik¹ rekombinacji homologicznej. W³aœciwa selekcja
pozytywna transgenicznych komórek jest bowiem niezwykle wydajnym sposo-
bem weryfikacji efektywnoœci procesu transfekcji, gwarantuj¹cym stosunkowo
wysoki odsetek transformowanego genetycznie potomstwa klonalnego, co po-
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twierdzaj¹ wyniki badañ przeprowadzonych u ró¿nych gatunków ssaków (kozy,
owce, byd³o i œwinie; [17,27-32]).

Uzyskiwanie wysokiej efektywnoœci w zakresie produkcji transgenicznego po-
tomstwa klonalnego, pochodz¹cego z zarodków rekonstruowanych z j¹der transfe-
kowanych komórek somatycznych ma wa¿ne implikacje dla ró¿nych dziedzin nauk
biomedycznych, rolniczych, a tak¿e dla badañ podstawowych, nie maj¹cych charak-
teru aplikacyjnego. Po³¹czenie technik klonowania somatycznego oraz transgenezy
oferuje zupe³nie nowe mo¿liwoœci dla celów: komórkowej terapii genowej, kseno-
transplantacji organów, jak równie¿ tworzenia i/lub multiplikacji populacji transfor-
mowanych genetycznie zwierzêcych modeli badawczych (medycznych) chorób mo-
nogenowych cz³owieka, wywo³uj¹cych wrodzone wady rozwojowe, oraz bioreakto-
rów zwierzêcych o wysokiej wartoœci hodowlanej i u¿ytkowej, dostarczaj¹cych re-
kombinowanych bia³ek ludzkich (tzw. biofarmaceutyków; [3,4,27,30,33-37]).

Perspektywa klonowania zmodyfikowanych genetycznie zwierz¹t gospodarskich
i laboratoryjnych w celu pozyskania biopreparatów rekombinowanych bia³ek ludz-
kich czy organów przydatnych w transplantologii medycznej lub stworzenia pod-
staw komórkowej terapii wielu ciê¿kich chorób genetycznych na zwierzêcych mo-
delach badawczych jest perspektyw¹, której racjonalne wykorzystanie przys³u¿y siê
niew¹tpliwie cz³owiekowi (2,9,13,15,38).

3. Prognoza mo¿liwoœci praktycznego zastosowania klonowania
somatycznego i transgenezy œwiñ w ksenotransplantologii i przemyœle
biofarmaceutycznym

Œwinia domowa (Sus scrofa domesticus L.) jest gatunkiem zwierz¹t gospodarskich,
niezwykle atrakcyjnym w aspekcie praktycznego zastosowania sprzê¿onej technolo-
gii transgenezy i klonowania somatycznego w medycynie i immunologii transplanta-
cyjnej, a tak¿e farmacji (3,4,27,39-43). Ostatnie doniesienia o: 1) wykorzystaniu
techniki transplantacji j¹der transfekowanych in vitro komórek somatycznych do
uzyskania transgenicznych œwiñ z potwierdzon¹ molekularnie oraz fenotypowo eks-
presj¹ reporterowego genu bia³ka intensywnej zieleni fluorescencyjnej (ang. enhan-

ced green fluorescent protein/eGFP; [6,44-46]), jak równie¿ o: 2) wyprodukowaniu sklo-
nowanych prosi¹t z hodowanych in vitro fibroblastów wyizolowanych z tkanki skór-
nej zmodyfikowanego genetycznie knura lub z cia³a p³odów z ksenogenicznymi de-
terminantami antygenowymi zablokowanymi pod wp³ywem ekspresji genu ludzkiej
H-transferazy (�-1,2-fukozylotransferazy/�-1,2-FT; [47,48]) mog¹ œwiadczyæ o zbli¿a-
j¹cej siê fazie intensywnych testów nad przeszczepianiem transformowanych gene-
tycznie organów œwiñskich do organizmów naczelnych i potencjalnych ludzi-bior-
ców. Niestety, próby przeszczepów unaczynionych narz¹dów œwiñskich koñcz¹ siê
zawsze ich nadostrym, humoralnym odrzuceniem waskularnym (HAR, ang. hyperacute

rejection; [17,27,49]). Jedynie organy œwiñ transgenicznych, które posiada³yby eks-
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presjê genów „ucz³owieczaj¹cych” ich komórki, stanowi³yby, jak siê wydaje, po-
¿¹dany materia³ do przeszczepów ksenogenicznych. G³ówn¹ przeszkod¹ dla po-
wszechnego stosowania organów œwiñ w transplantologii medycznej jest immuno-
logiczna niezgodnoœæ, przede wszystkim w zakresie gatunkowospecyficznych anty-
genów g³ównego uk³adu zgodnoœci tkankowej (MHC, ang. major histocompatibility

complex): ludzi (HLA, ang. human leukocyte antigens) oraz œwiñ (SLA, ang. swine leukocy-

te antigens). Jednak¿e deficyt organów do allotransplantacji u ludzi sta³ siê bodŸcem
do poszukiwania nowych, alternatywnych Ÿróde³ przeszczepów. Od dawna postulu-
je siê bowiem, ¿e zmodyfikowane genetycznie œwinie mog¹ stanowiæ (przy uw-
zglêdnieniu wysokiej plennoœci i p³odnoœci tego gatunku) wprost nieograniczone
Ÿród³o dawców ksenotransplantów. Ksenotransplantacja narz¹dów œwiñskich jest
równie¿ atrakcyjn¹ opcj¹ z powodu ich kompatybilnej z organami ludzkimi wielkoœ-
ci oraz fizjologii i anatomii (49,50). Wykorzystanie systemu ukierunkowanego wpro-
wadzania obcego DNA, wybranymi metodami transfekcji, hodowanych in vitro ró¿-
nych typów œwiñskich komórek somatycznych, a nastêpnie u¿ycie populacji trans-
formowanych genetycznie komórek-dawców w technice transplantacji j¹der soma-
tycznych mo¿e prowadziæ do otrzymania doœæ liczebnych klonów œwiñ wytwarza-
j¹cych np. 1) antygeny ludzkiego MHC (HLA); 2) endogenne immunosupresory cz³o-
wieka; czy 3) g³ówne bia³ka reguluj¹ce kaskadê enzymatyczn¹ dope³niacza cz³owie-
ka, z grupy obecnych w b³onach komórkowych inhibitorów cytotoksycznoœci uk³adu
dope³niacza o œciœle okreœlonych tzw. kompleksach ró¿nicowania (CD, ang. cluster of

differentiation; [2,49,51-53]), m.in. takie jak: a) ludzki b³onowy kofaktor bia³kowy dla
czynnika regulatorowego I, czyli inaktywatora katalizuj¹cego hydrolizê sk³adników
komplementu C3b/C4b, zapobiegaj¹cy formowaniu siê na powierzchni b³ony kon-
wertaz C3 – CD46/MCP (ang. membrane cofactor protein); b) ludzki czynnik przyœpie-
szaj¹cy rozk³ad konwertaz C3 i C5 zarówno klasycznej, jak i alternatywnej drogi ak-
tywacji komplementu – CD55/DAF (ang. decay-accelerating factor); lub c) bia³ko wi¹-
¿¹ce surowicze sk³adniki dope³niacza C8 i C9 (ang. C8/C9 binding protein), zwane
równie¿ czynnikiem restrykcji homologicznej lub b³onowym inhibitorem reaktyw-
nej lizy komórkowej (protektyn¹), które zapobiega formowaniu siê kompleksu ata-
kuj¹cego b³onê cytoplazmatyczn¹ (C5b-9/MAC, ang. membrane attack complex), po-
przez hamowanie polimeryzacji czynnika C9, a tym samym blokowanie katalizowa-
nej za poœrednictwem kompleksu C5b-8 reakcji wbudowywania/zakotwiczania C9
w plazmolemmê – CD59/HRF20/MIRL (ang. homologous restriction factor 20/membra-

ne inhibitor of reactive lysis). T¹ drog¹ mo¿na równie¿ uzyskaæ transgeniczne osobniki
klonalne z indukowaln¹ modyfikacj¹/rekombinacj¹ ksenogenicznych epitopów,
w nastêpstwie ich enzymatycznego „zamaskowania” przez inhibicjê kompetycyjn¹
(hamowanie konkurencyjne) �-1,3-galaktozylotransferazy (�-1,3-GT) pod wp³ywem
�-1,2-fukozylotransferazy (27,51,52). W wyniku praktycznego wykorzystania opisa-
nej kompleksowej technologii genetycznej in¿ynierii embrionalnej mo¿na tak¿e wy-
produkowaæ stada zarodowe œwiñ klonalnych, maj¹cych zinaktywowane technik¹
knock-out (rekombinacji homologicznej) geny koduj¹ce enzymy katalizuj¹ce przy-
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³¹czanie ró¿nych fragmentów determinant antygenowych – ksenogenicznych reszt
cukrowcowych (np. allel genu �-1,3-GT; locus GGTA1) do glikoprotein oraz glikolipi-
dów b³on komórkowych, odpowiedzialnych za nadostre odrzucanie ksenogenicz-
nych przeszczepów, w wyniku reakcji z ludzkimi preformowanymi przeciwcia³ami
ksenoreaktywnymi (g³ównie przeciwcia³ami anty-Gal, skierowanymi przeciwko epi-
topom galaktozylo-�-1,3-galaktozy/�-Gal na powierzchni komórek endotelialnych
unaczynionych ksenotransplantów; [28,49,51,53,54]). Transgeneza (z zastosowaniem
ukierunkowanej mutagenezy, ang. gene targeting) sprzê¿ona z klonowaniem soma-
tycznym mo¿e stanowiæ w najbli¿szej przysz³oœci podstawê do powstania i powiela-
nia populacji œwiñ z tak transformowanym genetycznie („zhumanizowanym”) uk³a-
dem immunologicznym o zablokowanej ekspresji wielu epitopów oraz populacji
œwiñ stanowi¹cej Ÿród³o dawców ksenotransplantów o wyraŸnie wyd³u¿onej prze¿y-
walnoœci (zwiêkszonej opornoœci na HAR) w organizmie biorców.

U œwiñ jednym z najbardziej spektakularnych przyk³adów ukierunkowanej tech-
nik¹ knock-out inaktywacji genów by³o sklonowanie ogó³em 29 prosi¹t z u¿yciem fi-
broblastów p³odowych z unieczynnionym allelem locus GGTA1 (2,48,55,56). Kolej-
nym sukcesem w zakresie sterowanej mutagenezy DNA genomowego komórek so-
matycznych œwini by³a indukcja insercyjnej inaktywacji allelu genu �-1,3-GT w trans-
fekowanych technik¹ elektroporacji liniach klonalnych fibroblastów, wyprowadzo-
nych z eksplantów tkankowych transformowanych genetycznie p³odów p³ci mê-
skiej, które uzyskano w wyniku krycia dojrza³ych p³ciowo loszek heterozygotycz-
nym knurem transgenicznym, wykazuj¹cym ekspresjê genu ludzkiej �-1,2-FT (48).
W nastêpstwie transplantacji j¹der tych komórek do enukleowanych oocytów-bior-
ców, wyprodukowano ³¹cznie 4 ¿ywe prosiêta klonalne, posiadaj¹ce nie tylko zno-
kautowany gen �-1,3-GT, lecz bêd¹ce tak¿e nosicielami ogólnoustrojowej aktywno-
œci transkrypcyjnej losowo wprowadzonego genu H-transferazy cz³owieka. Postulu-
je siê, ¿e uzyskana t¹ drog¹ tzw. piêtrowa modyfikacja genetyczna knurków klonal-
nych mo¿e byæ bardziej efektywn¹ technik¹ genetycznej in¿ynierii embrionalnej
w aspekcie jej przydatnoœci w ksenotransplantologii narz¹dów ni¿ wyprodukowanie
potomstwa klonalnego z tzw. po³owicznym fenotypem null w zakresie ekspresji
genu �-1,3-galaktozylotransferazy. Przypuszcza siê, ¿e obni¿enie miêdzygatunko-
wej bariery immunologicznej, wynikaj¹ce ze znacznego os³abienia lub ca³kowitego
ominiêcia (supresji) reakcji nadostrego lub opóŸnionego odrzucania ksenotrans-
plantów, mo¿na osi¹gn¹æ dopiero przez sklonowanie prosi¹t z tzw. z³o¿onym profi-
lem transgenicznym rekombinowanych immunoprotein powierzchniowych. Jednym
z tego typu przyk³adów s¹ w³aœnie wyniki doœwiadczeñ przeprowadzonych przez
Ramsoondara i wsp. (48). Wyprodukowanie œwiñ klonalnych z semideficiencj¹ genu
�-1,3-GT, a zatem heterozygotycznych osobników transgenicznych ze znokautowa-
nym pojedynczym allelem locus GGTA1, nie wystarczy bowiem do zwiêkszenia opor-
noœci na HAR w ksenogenicznych organach. Represja transkrypcyjna allelu genu
�-1,3-GT prawdopodobnie powinna byæ dodatkowo wspomagana przez proces kie-
rowanej za poœrednictwem enzymu �-1,2-FT cz³owieka inhibicji kompetycyjnej re-
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akcji biokatalizowanej przez drug¹ pulê cz¹steczek �-1,3-galaktozylotransferazy,
obecnych w komórkach narz¹dów transgenicznych prosi¹t klonalnych w wyniku
czynnej ekspresji nie zinaktywowanego technik¹ rekombinacji homologicznej dru-
giego allelu genu �-1,3-GT. Hamowanie wspó³zawodnicze �-1,3-galaktozylotransfe-
razy œwini przez rekombinowan¹ �-1,2-fukozylotransferazê ludzk¹ prowadzi z kolei
do maskowania epitopów �-Gal w nastêpstwie konkurencyjnego przy³¹czania reszt
fukozy (inhibitora izosterycznego) do cz¹steczek substratu akceptorowego –
N-acetylolaktozoaminy (Gal-�-1,4-GlcNAc-R) na powierzchni komórek œródb³onka
naczyniowego œwiñ – potencjalnych dawców ksenotransplantów (29,48,49,51,53).

Doskona³¹ egzemplifikacj¹ sprzê¿enia tzw. piêtrowej transgenezy i klonowania
somatycznego mo¿e byæ równie¿ uzyskanie transformowanych genetycznie prosi¹t
klonalnych, urodzonych po transplantacji zarodków zrekonstruowanych z j¹der ho-
dowanych in vitro komórek fibroblastycznych, pochodz¹cych z bioptatów tkanki
skórnej œwiñ, które wykazywa³y tzw. z³o¿ony profil transgeniczny w postaci induko-
walnej ekspresji genów koduj¹cych zarówno: 1) ludzki czynnik przyœpieszaj¹cy roz-
k³ad konwertaz C3 (CD55/DAF) oraz 2) N-acetyloglukozoaminotransferazê III (GnT-III)
cz³owieka (57). Rekombinowany ludzki enzym GnT-III odpowiedzialny jest za prze-
modelowanie/rearan¿acjê biosyntezy powierzchniowych ³añcuchów oligosacharydo-
wych, stanowi¹cych czêœæ terminaln¹ ksenogenicznych determinant antygenowych
�-Gal. Z kolei, ten ostatni proces biokatalityczny, w po³¹czeniu z hamowaniem ak-
tywnoœci (cytotoksycznoœci) kaskady enzymatycznej uk³adu dope³niacza, mo¿e pro-
wadziæ do zablokowania reakcji rekombinowanych glikolipidów i glikoprotein po-
wierzchniowych z ludzkimi preformowanymi immunoglobulinami ksenoreaktywny-
mi z grupy anty-Gal, a tym samym opóŸnienia reakcji nadostrego lub ostrego odrzu-
cania przeszczepów ksenogenicznych. Zjawisko to t³umaczy siê preferencyjnym
wi¹zaniem reszt N-acetyloglukozoaminy (pe³ni¹cych funkcjê inhibitora izosterycz-
nego) z ³añcuchami cukrowcowymi epitopów Gal-�-1,4-GlcNAc-R, w nastêpstwie
procesu hamowania wspó³zawodniczego cz¹steczek �-1,3-galaktozylotransferazy
œwini przez enzym GnT-III cz³owieka (50,51,57,58).

Perspektywa produkcji homozygotycznych œwiñ klonalnych ze znokautowanym
genotypem �-1,3-galaktozylotransferazy oraz dodatkowo z tzw. „transgenicznym
t³em” �-1,2-fukozylotransferazy cz³owieka otwiera ogromne mo¿liwoœci aplikacyjne
klonowania somatycznego i piêtrowej transgenezy w medycynie i immunologii trans-
plantacyjnej. Jedn¹ z dróg prowadz¹cych do osi¹gniêcia tego celu by³o sklonowanie
ogó³em 4 zmodyfikowanych genetycznie prosi¹t (loszek) z podwójnym nokautem
(mutagenez¹ ukierunkowan¹) genu �-1,3-GT (59). Jeden allel locus GGTA1 zosta³
unieczynniony technik¹ insercyjnej inaktywacji (sterowanego uszkodzenia eksono-
wej sekwencji nukleotydowej genu) w hodowanych in vitro komórkach somatycznych
œwini. Z kolei, supresjê transkrypcyjn¹ drugiego allelu uzyskano na drodze selektyw-
nej indukcji mutacji genowej/punktowej – transwersji T/G (zamiany zasady pirymi-
dynowej – tyminy na zasadê purynow¹ – guaninê) w obrêbie drugiego nukleotydu
eksonu dziewi¹tego genu koduj¹cego enzym �-1,3-GT. W przeciwieñstwie do klono-
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wania somatycznego œwiñ transgenicznych z semideficiencj¹ genu �-1,3-galaktozylo-
transferazy, które prowadzi jedynie do po³owicznej eliminacji ksenogenicznych de-
terminant antygenowych �-Gal z b³on cytoplazmatycznych komórek endotelialnych
naczyñ krwionoœnych, produkcja prosi¹t klonalnych z ukierunkowan¹ inaktywacj¹
dwóch alleli locus GGTA1 ma na celu uzyskanie pe³nego fenotypu null w zakresie eks-
presji genu �-1,3-GT, a zatem ca³kowitego usuniêcia epitopów galaktozylo-�-1,3-ga-
laktozy z organizmu œwiñ – potencjalnych dawców ksenotransplantów (48,59). Ten
kierunek badañ biotechnologicznych w medycynie transplantacyjnej jest, jak siê wy-
daje, jedyn¹ drog¹ znosz¹c¹ miêdzygatunkowe bariery immunologiczne, limituj¹ce
zastosowanie sprzê¿onych technik klonowania somatycznego i transgenezy œwiñ na
szerok¹ skalê w ksenotransplantologii narz¹dów. Taka perspektywa otwiera równie¿
nowe mo¿liwoœci dla produkcji œwiñskich bioreaktorów syntetyzuj¹cych w komór-
kach krwi lub dostarczaj¹cych w osoczu krwi oraz w naturalnych (fizjologicznych)
wydzielinach i wydalinach cia³a (np. mleko, plazma/osocze nasienia, mocz) ludzkie
bia³ka i hormony, w tym ró¿ne biofarmaceutyki (np. ludzk¹ insulinê, VIII i IX czynnik
krzepniêcia krwi, ludzk¹ antytrombinê III, �-1-antytrypsynê i inne; [4,17,60]). Bezpo-
œrednie korzyœci wykorzystania transgenicznych loch i knurów, a tak¿e samic i sam-
ców innych gatunków zwierz¹t gospodarskich do uzyskiwania rekombinowanych
bia³ek terapeutycznych cz³owieka wynikaj¹ z: 1) wysokiej wydajnoœci produkcyjnej;
2) niskich kosztów wytwarzania w porównaniu z technologiami hodowli in vitro

transgenicznych komórek gruczo³owych (komórkowych bioreaktorów); 3) cytofizjo-
logicznej zdolnoœci transformowanych genetycznie bia³ek obcogatunkowych, które
syntetyzowane s¹ w gruczo³ach mlekowych (wymionach) lub nerkach, do podlegania
szeregom kompleksowych posttranslacyjnych modyfikacji biochemicznych, np. gli-
kozylacji, fosforylacji, czy �-karboksylacji, pozwalaj¹cych z jednej strony na utrzyma-
nie stosunkowo wysokiego poziomu aktywnoœci centrów katalitycznych wielu re-
kombinowanych bia³ek enzymatycznych, a z drugiej – znacznie u³atwiaj¹cych wie-
lokrotne pozyskiwanie (ekstrakcjê) bioterapeutyku z takich p³ynów ustrojowych jak
mleko, siara czy mocz poprzez os³abienie jego powinowactwa do kompleksowych
(np. glikozylowanych) zwi¹zków chelatuj¹cych mleka lub moczu; 4) stopniowego
zwiêkszania zaufania ludzi cierpi¹cych na szereg nieuleczalnych chorób genetycz-
nych poprzez eliminowanie bia³kowych produktów leczniczych wymagaj¹cych izola-
cji z krwi cz³owieka, która mo¿e byæ Ÿród³em wielu niebezpiecznych patogenów ta-
kich jak wirus HIV czy wirus zakaŸnego zapalenia w¹troby typu C (38,58,61-63).

4. Œwinia domowa jako transgeniczny bioreaktor rekombinowanej
hemoglobiny ludzkiej

Mo¿liwoœæ wykorzystania erytrocytów œwiñ wykazuj¹cych ekspresjê genu ludz-
kiej hemoglobiny jako substytutu krwi ludzkiej jest równie¿ bardzo atrakcyjnym
aspektem klonowania somatycznego œwiñ, g³ównie w zwi¹zku z ci¹gle zmniejsza-

Znaczenie œwini dla klonowania somatycznego i transgenezy

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 53-67 2006 59



j¹c¹ siê liczb¹ dawców krwi, a tak¿e co jest bardzo znacz¹ce, w zwi¹zku ze wzra-
staj¹cym w ostatnich latach niebezpieczeñstwem transmisji groŸnych infekcji wiru-
sowych indukowanych przez retrowirusy HIV i zakaŸnego zapalenia w¹troby typu C.
W 1992 r. uzyskano po raz pierwszy transgeniczne œwinie, syntetyzuj¹ce w czerwo-
nych cia³kach krwi ok. 9% rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej (rhHb, ang. recom-

binant human hemoglobin) o zdolnoœci utlenowania bardzo zbli¿onej do oksyhemo-
globiny (Hb(O2)4) z krwi cz³owieka (64). Zastosowano piêæ ró¿nych konstrukcji ge-
nowych, jednak w przypadku wszystkich wariantów doœwiadczalnych zarejestrowa-
no wystêpowanie du¿ych ró¿nic w ekspresji genów koduj¹cych cz¹steczki globin
cz³owieka wœród urodzonych prosi¹t. Jednak¿e, gen �-globiny charakteryzowa³ siê
wysokim poziomem transkrypcji w przeciwieñstwie do minimalnego stopnia eks-
presji genu �-globiny. Realne mo¿liwoœci efektywnej biosyntezy du¿ych iloœci hete-
rotetramerycznych cz¹steczek ksenogenicznej hemoglobiny A (wystêpuj¹cej we
krwi ludzi doros³ych), z³o¿onych z dwóch ³añcuchów �- i dwóch ³añcuchów �-globi-
ny (H�H�, ang. human �-/ human �-globin chains) oraz z chelatowego kompleksu
hemu (¿elazoprotoporfiryny) posiadaj¹cego prawid³owy wykres krzywej równowagi
tlenowej Hb(O2)4, by³y zatem bardzo ograniczone w krwiobiegach transgenicznych
bioreaktorów œwiñskich. Dlatego te¿ z ekonomicznego punktu widzenia zmonitoro-
wany maksymalny poziom koncentracji ludzkiej Hb (oko³o 9%) w ogólnej puli hemo-
globiny transformowanych genetycznie œwiñ okaza³ siê zupe³nie nieop³acalny dla
przemys³u biofarmaceutycznego. Oszacowano natomiast, ¿e gdyby udzia³ transge-
nicznej Hb w ³o¿ysku naczyniowym œwiñ osi¹gn¹³ co najmniej 50% w stosunku do
ca³kowitego stê¿enia tej chromoproteiny (hemoproteiny) w erytrocytach, zaist-
nia³yby dopiero wystarczaj¹ce warunki rentownoœci jej produkcji (ekstrakcji/puryfi-
kacji) na szerok¹ skalê techniczn¹. Nowy rozdzia³ w historii badañ nad uzyskiwa-
niem rekombinowanej hemoglobiny ludzkiej w zwierzêcych bioreaktorach transge-
nicznych otworzy³y dopiero wyniki eksperymentów przeprowadzonych na œwiniach
przez Sharmê i wsp. (65). Przy wykorzystaniu konstruktu genetycznego nowej gene-
racji, który wprowadzono do genomu przedj¹drzowego zygot œwiñskich uzyskano
znacz¹cy postêp w zakresie efektywnoœci ekspresji (transkrypcji) genu ludzkiej Hb
w organizmach œwiñ. Potwierdzi³o to wysoki potencja³ mo¿liwoœci aplikacyjnych
tkwi¹cy w perspektywie komercyjnej produkcji tego terapeutycznego bia³ka hemo-
wego przez koncerny biotechnologiczne. Struktura wymienionej konstrukcji geno-
wej obejmowa³a sekwencjê regulatorow¹ ludzkiego intronowego regionu kontrol-
nego locus allelu �-globiny (�-LCR, ang. �-locus control region), zawieraj¹c¹ cztery cha-
rakterystyczne miejsca superwra¿liwe na DNA-azê I, sprzê¿on¹ z ludzkimi genami
�- i �-globiny oraz ze zhybrydyzowanymi eksonowymi sekwencjami chimerowego
(œwiñsko-ludzkiego) genu konstytucji �-globiny. Gen �-globiny w³¹czony by³ do kon-
struktu w celu poprawy regulacji transkrypcji genu �-globiny w bardzo wczesnych
etapach rozwoju ontogenetycznego. W doœwiadczeniach przeprowadzonych przez
Swansona i wsp. (64) wykazano bowiem, ¿e nieprawid³owa ekspresja genu kodu-
j¹cego ³añcuch �-globiny ludzkiej Hb w przedimplantacyjnej fazie embriogenezy
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daje efekt letalny lub semiletalny w rozwoju p³odowym. Wydajnoœæ produkcji trans-
genicznych prosi¹t posiadaj¹cych prawid³owo zintegrowany w genomie j¹drowym
konstrukt egzogennego DNA wynios³a a¿ oko³o 5,5% w stosunku do ca³kowitej licz-
by uzyskanego potomstwa. Ponadto w erytroblastach (normoblastach) urodzonych
prosi¹t zaobserwowano maksymaln¹ dodatni¹ korelacjê miêdzy integracj¹ transge-
nu a jego ekspresj¹ w dojrza³ych, bezj¹drzastych krwinkach czerwonych. U siedmiu
spoœród oœmiu transformowanych genetycznie œwiñ rekombinowana hemoglobina
ludzka (H�H�) stanowi³a od 5 do 24% ca³kowitego poziomu koncentracji Hb obec-
nej w erytrocytach. Z kolei u jednego osobnika transgenicznego ludzka hemoglobi-
na osi¹gnê³a niezwykle wysokie stê¿enie (32 g/L osocza krwi), co stanowi³o oko³o
24% ogólnej liczby cz¹steczek Hb w krwiobiegu, a hybrydowy tzn. ludzko-œwiñski
wariant Hb (H�P�, ang. human �– /porcine �-globin chains) waha³ siê na poziomie
oko³o 30 g/L osocza krwi, przy udziale rzêdu 30% w stosunku do ca³kowitego pozio-
mu tego bia³ka w czerwonych cia³kach krwi. Koncentracja rekombinowanej hemo-
globiny tzw. profilu transgenicznego w organizmie œwiñskiego bioreaktora wynio-
s³a zatem a¿ 54% ogólnej puli tej hemoproteiny w ³o¿ysku naczyniowym. Ponadto
u scharakteryzowanej lochy – za³o¿ycielki transgenicznych rodów zwierz¹t – za-
obserwowano transmisjê konstruktu genetycznego do linii komórek p³ciowych
i zdolnoœæ do przekazywania fenotypowo potwierdzonej (niemozaikowej) ekspresji
transgenów do genomu pokolenia potomnego. U piêciu sztuk prosi¹t z licz¹cego
12 osobników miotu uzyskanego od tej lochy transgeniczny profil ekspresji ludzkiej
hemoglobiny utrzymywa³ siê na takim samym poziomie jak u matki (65). Z obserwa-
cji procesów fizjologicznych organizmu œwiñ najistotniejsze by³o to, ¿e populacja
transgenicznych loch i knurów posiadaj¹cych ponad 50% ksenogenicznej (obcoga-
tunkowej) Hb by³a ca³kowicie zdrowa.

5. Ocena ryzyka pasa¿owalnych infekcji wirusowych w uk³adzie
heterologicznym: transgeniczna œwinia-cz³owiek

Potencjalnym zagro¿eniem dla pokonania miêdzygatunkowej bariery immunolo-
gicznej w transplantacji organów, a tak¿e przeszkod¹ w stosowaniu bia³ek terapeu-
tycznych wyizolowanych z organizmów œwiñ transgenicznych mo¿e byæ niebezpie-
czeñstwo przeniesienia i reaktywacji endogennych retrowirusów œwiñ (PERVs, ang.
porcine endogenous retroviruses) i/lub cz¹stek (wirionów) cytomegalowirusa œwiñskie-
go (PCMV) do ludzkiego ustroju (66,67). Intensywnoœæ reinfekcji/reaktywacji latent-
nych form obcogatunkowego wirusa w du¿ym stopniu zale¿y od rodzaju zastosowa-
nego leczenia immunosupresyjnego biorcy ksenogenicznego przeszczepu/-ów. Ry-
zyko transmisji tych endowirusów mo¿na wyeliminowaæ równie¿ na drodze ukie-
runkowanej transgenezy, ograniczaj¹cej szansê na ich uaktywnienie siê w organi-
zmie biorcy (tj. zró¿nicowanie/progresjê wiremii latentnej w stadium aktywnego za-
ka¿enia wirusowego). W czasie genetycznej modyfikacji ca³ego organizmu b¹dŸ po-
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szczególnych tkanek lub komórek dawcy przeszczepu mo¿na równoczeœnie trans-
formowaæ genetycznie retrowirusy. To z kolei mo¿e siê przyczyniæ do ich preadap-
tacji do nowych warunków i pozostania nadal w formie latentnej po przeszczepie-
niu organu, lub do ich inaktywacji/atenuacji, a nawet ca³kowitego usuniêcia na dro-
dze nokautowania docelowych genów wirusów, np. genu odwrotnej transkryptazy,
maj¹cej równoczeœnie aktywnoœæ integrazy DNA, czyli enzymu katalizuj¹cego inte-
gracjê materia³u genetycznego wirusów z genomem j¹drowym komórek gospoda-
rza, bêd¹cego w tym przypadku biorc¹ ksenotransplantu (66,68).

6. Udzia³ Instytutu Zootechniki w Balicach w rozwoju badañ
nad klonowaniem somatycznym i transgenez¹ œwiñ

W Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierz¹t Instytutu Zootechniki w Balicach pro-
wadzone s¹ obecnie intensywne badania nad klonowaniem somatycznym œwiñ z wy-
korzystaniem hodowanych in vitro linii komórek fibroblastycznych, które wyprowa-
dzono z bioptatów tkanki skórnej ucha transgenicznego knura TG-1154, wykazu-
j¹cego ogólnoustrojow¹ ekspresjê genu ludzkiej �-1,2-fukozylotransferazy (H-trans-
ferazy). Kolejny kierunek badañ z zakresu transgenezy i klonowania somatycznego
w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierz¹t Instytutu Zootechniki w Balicach dotyczy
z kolei okreœlenia kompetencji rozwojowych in vitro œwiñskich zarodków transge-
nicznych pochodzenia klonalnego w zale¿noœci od zastosowania ró¿nych procedur
sztucznej aktywacji rekonstruowanych hybryd j¹drowo-cytoplazmatycznych. Poœred-
nim markerem selekcyjnym postaktywacyjnego potencja³u prze¿ywalnoœci oraz ak-
tywnoœci podzia³owej transformowanych genetycznie zarodków klonalnych jest de-
tekcja zielonej bioluminescencji ich blastomerów, bêd¹ca wynikiem ca³kowitego
lub mozaikowego wzorca ekspresji transgenu reporterowego bia³ka intensywnej
zieleni fluorescencyjnej (eGFP), trwale zintegrowanego z ulegaj¹cym epigenetyczne-
mu przeprogramowaniu genomem j¹drowym komórki somatycznej. Zachowanie
przez sklonowane zarodki œwiñskie zdolnoœci do emisji zielonej fluorescencji o wy-
sokim natê¿eniu po zainicjowaniu aktywnoœci transkrypcyjnej w³asnego genomu
w póŸnym stadium 4-komórkowym mo¿e byæ równie¿ wyznacznikiem prawid³owe-
go przemodelowania konformacji przestrzennej somatycznej chromatyny j¹drowej
z wbudowanym egzogennym konstruktem zawieraj¹cym cDNA bia³ka eGFP. Nasile-
nie epigenetycznych modyfikacji somatycznego materia³u genetycznego w postaci
wzrostu stopnia demetylacji reszt cytozyny DNA oraz zaawansowanych procesów
acetylacji reszt lizyny g³ównie histonów H4 mog³oby œwiadczyæ o w³aœciwym prze-
biegu rearan¿acji chromatyny równie¿ w miejscu integracji transgenu eGFP. Konse-
kwencj¹ tego mo¿e byæ z kolei brak zaburzeñ w przeprogramowaniu samego kon-
struktu genetycznego bêd¹cego noœnikiem alleli koduj¹cych tê fluorygeniczn¹ prote-
inê, w nastêpstwie inhibicji represji nukleosomowej przez wielokompleksowe bia³ka
z rodziny brahma (m.in. bia³ka BRG1 oraz BRM, homologiczne z czynnikami bia³ko-

Marcin Samiec, Maria Skrzyszowska

62 PRACE PRZEGL¥DOWE



wymi dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae z grupy SWI2/SNF2, ang. switch of mating

type/sucrose non-fermenting). Te zale¿ne od ATP wielopodjednostkowe kompleksy
bia³kowe s¹ odpowiedzialne za przebudowê chromatyny somatycznej (zmiany w to-
pologii DNA) najpierw w mikroœrodowisku cytoplazmatycznym oocytu-biorcy j¹dra,
a nastêpnie w cytozolu blastomerów zarodków znajduj¹cych siê w kolejnych sta-
diach rozwojowych przedimplantacyjnej fazy embriogenezy.

Wykorzystywane w procedurze klonowania somatycznego, hodowane in vitro li-
nie komórek somatycznych (fibroblastycznych), poddawane s¹ uprzednio transfor-
macji genetycznej (w stanie subkonfluencji) przy wykorzystaniu konstrukcji ge-
nowej pWAPhGH-GFPBsd, zawieraj¹cej: 1) gen hormonu wzrostu cz³owieka (hGH)
pod kontrol¹ promotora genu kwaœnej serwatki mleka szczura (rWAP), 2) reportero-
wy gen bia³ka intensywnej zieleni fluorescencyjnej kr¹¿kop³awa (meduzy) Aequorea

victoria (eGFP, marker selekcyjny; [69]) oraz 3) gen deaminazy blastycydyny S (mar-
ker selekcyjny). W doœwiadczeniach nad uzyskiwaniem transgenicznych linii klonal-
nych komórek fibroblastycznych stosowane s¹ nastêpuj¹ce metody transfekcji
o ró¿nych parametrach fizykochemicznych: 1) lipofekcja oraz 2) nukleofekcja/nukle-
oporacja (kombinacja lipofekcji z elektroporacj¹, umo¿liwiaj¹ca za poœrednictwem
noœników liposomowych, transdukcjê konstrukcji genowej bezpoœrednio do j¹dra
komórki somatycznej). Transfekowane linie komórkowe poddawane s¹ selekcji po-
zytywnej w po¿ywce z dodatkiem blastycydyny S, w celu weryfikacji efektywnoœci
transgenezy. Wyselekcjonowane linie komórek somatycznych z kilku ró¿nych pasa-
¿y analizowane s¹ w mikroskopie epifluorescencyjnym pod k¹tem detekcji ekspresji
transgenicznego bia³ka eGFP. Nastêpnie, prowadzone s¹ eksperymenty nad uzyski-
waniem zarodków œwini technik¹ klonowania somatycznego, z wykorzystaniem
dwóch typów transgenicznych (konfluentnych) komórek: fibroblastów p³odowych
lub fibroblastów tkanki skórnej doros³ych osobników (loszek lub loch), jako Ÿród³a
dawców j¹der komórkowych. Transgeniczne zarodki klonalne hodowane s¹ in vitro

do stadium moruli/blastocysty, a uzyskane morule i blastocysty poddawane s¹ przy-
¿yciowej diagnostyce fluorescencyjnej w kierunku detekcji poziomu ekspresji re-
porterowego genu eGFP. Reasumuj¹c, z przeprowadzonych badañ wynika, ¿e efek-
tywnoœæ transfekcji hodowanych in vitro komórek fibroblastycznych œwini oceniana
przy¿yciowo (fluorescencyjnie) na bazie indeksu ekspresji ksenogenicznego genu
reporterowego eGFP wynosi blisko 100%. Technika nukleofekcji, w porównaniu do
standardowych metod transfekcji in vitro komórek somatycznych (lipofekcja, elek-
troporacja), pozwala na znaczne skrócenie czasu weryfikacji efektywnoœci transge-
nezy poprzez przy¿yciow¹ kontrolê ekspresji reporterowego genu eGFP z 24-48 go-
dzin do nawet 4-6 godzin po zakoñczeniu zabiegu transfekcji. Zarodki klonalne œwi-
ni rekonstruowane z j¹der transgenicznych fibroblastów p³odowych wykazuj¹ wy¿-
sz¹ aktywnoœæ podzia³ow¹ (83,7% vs. 65,8%) oraz kompetencje rozwojowe in vitro do
stadium blastocysty (22,5% vs. 17,7%) ni¿ zarodki rekonstruowane z j¹der transge-
nicznych fibroblastów tkanki skórnej doros³ych osobników. W uzyskanych morulach
i blastocystach klonalnych œwini stwierdza siê blisko 100% indeks ekspresji reporte-
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rowego transgenu eGFP na podstawie przy¿yciowej diagnostyki poziomu emisji zie-
lonej chemiluminescencji.

7. Podsumowanie

Na obecnym etapie badañ, techniczne mo¿liwoœci klonowania somatycznego
œwiñ i innych gatunków ssaków s¹ ogromne, lecz wyprzedzi³y one znacznie zrozu-
mienie biologicznych uwarunkowañ, a w szczególnoœci aspektów molekularnych tej
metody. Mimo to podstawy biologiczne, jakie zosta³y stworzone w zakresie gene-
tycznej in¿ynierii embrionalnej, zw³aszcza w ci¹gu ostatnich kilkunastu lat, umo¿li-
wi³y opracowanie kompleksowej technologii wspomaganego rozrodu zwierz¹t z wy-
korzystaniem procedury transplantacji j¹der komórek somatycznych, która mo¿e
spe³niaæ w wielu przypadkach warunki dla jej zastosowania do realizacji ograniczo-
nych celów praktycznych, a wœród nich warunek stosunkowo wysokiej efektywnoœci
(3,9,40,56,70,71). W przysz³oœci pozwoli on niew¹tpliwie na wykorzystanie techniki
klonowania somatycznego do multiplikacji identycznych genetycznie osobników,
szczególnie tych o wybitnych, wysokoodziedziczonych cechach wartoœci hodowla-
nej (genetycznej) i u¿ytkowej, co przyczyniæ siê mo¿e do skrócenia odstêpu miêdzy-
pokoleniowego i przyœpieszenia tempa osi¹gania postêpu hodowlanego. Najwiêk-
sze jednak oczekiwania zwi¹zane s¹ z praktyczn¹ aplikacj¹ techniki transplantacji
j¹der komórek somatycznych, transformowanych genetycznie na poziomie hodowli
in vitro, jako alternatywnej metody uzyskiwania transgenicznych zwierz¹t gospodar-
skich w stosunku do mikroiniekcji egzogennych konstruktów genetycznych do przed-
j¹drzy zygot. Klonowanie somatyczne mo¿e byæ tak¿e efektywnym sposobem multi-
plikacji ju¿ wyprodukowanych osobników transgenicznych (16,30,33,70,71).

Praca wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego nr PBZ-MIN-005/P04/2002/6.

Literatura

1. Betthauser J., Forsberg E., Augenstein M., Childs L., Eilertsen K., Enos J., Forsythe T., Golueke P.,
Jurgella G., Koppang R., Lesmeister T., Mallon K., Mell G., Misica P., Pace M., Pfister-Genskow M.,
Strelchenko N., Voelker G., Watt S., Thompson S., Bishop M., (2000), Nat. Biotech., 18, 1055-1059.

2. Dai Y., Vaught T. D., Boone J., Chen S.-H., Phelps C. J., Ball S., Monahan J. F., Jobst P. M., McCreath
K. J., Lamborn A. E., Cowell-Lucero J. L., Wells K. D., Colman A., Polejaeva I. A., Ayares D. L., (2002),
Nat. Biotech., 20(3), 251-255.

3. Samiec M., (2004), J. Anim. Feed Sci., 13(2), 211-238.
4. Nagashima H., Fujimura T., Takahagi Y., Kurome M., Wako N., Ochiai T., Esaki R., Kano K., Saito S.,

Okabe M., Murakami H., (2003), Theriogenology, 59(1), 95-106.
5. Boquest A. C., Grupen C. G., Harrison S. J., McIlfatrick S. M., Ashman R. J., d’Apice A. J. F., Nottle M.

B., (2002), Biol. Reprod., 66, 1283-1287.
6. Hyun S., Lee G., Kim D., Kim H., Lee S., Nam D., Jeong Y., Kim S., Yeom S., Kang S., Han J., Lee B.,

Hwang W., (2003), Biol. Reprod., 69, 1060-1068.

Marcin Samiec, Maria Skrzyszowska

64 PRACE PRZEGL¥DOWE



7. Samiec M., Skrzyszowska M., Smor¹g Z., (2003), Czech J. Anim. Sci., 48(12), 499-507.
8. Cibelli J. B., Stice S. L., Goluece P. J., Kane J. J., Jerry J., Blackwell C., Ponce de Leon F. A., Robl J. M.,

(1998), Science, 280, 1256-1258.
9. McCreath K. J., Howcroft J., Campbell K. H. S., Colman A., Schnieke A. E., Kind A. J., (2000), Nature,

405, 1066-1067.
10. Keefer C. L., Baldassarre H., Keyston R., Wang B., Bhatia B., Bilodeau A. S., Zhou J. F., Leduc M.,

Downey B. R., Lazaris A., Karatzas C. N., (2001), Biol. Reprod., 64, 849-856.
11. Ono Y., Shimozawa N., Ito M., Kono T., (2001), Biol. Reprod., 64, 44-50.
12. Zakhartchenko V., Mueller S., Alberio R., Schernthaner W., Stojkovic M., Wenigerkind H., Wanke

R., Lassnig C., Mueller M., Wolf E., Brem G., (2001), Mol. Reprod. Dev., 60, 362-369.
13. Schnieke A., Kind A. J., Ritchie W. A., Mycock K., Scot A. R., Ritchie M., Wilmut J., Colman A., Cam-

pbell K. H. S., (1997), Science, 278, 2130-2133.
14. Uhm S. J., Kim N. H., Kim T., Chung H. M., Chung K. H., Lee H. T., Chung K. S., (2000), Mol. Reprod.

Dev., 57, 331-337.
15. Denning C., Burl S., Ainslie A., Bracken J., Dinnyes A., Fletcher J., King T., Ritchie M., Ritchie W. A.,

Rollo M., de Sousa P., Travers A., Wilmut I., Clark J., (2001a), Nat. Biotech., 19, 559-562.
16. Bordignon V., Keyston R., Lazaris A., Bilodeau A. S., Pontes J. H. F., Arnold D., Fecteau G., Keefer C.,

Smith L. C., (2003), Biol. Reprod., 68, 2013-2023.
17. Machaty Z., Bondioli K. R., Ramsoondar J. J., Fodor W. L., (2002), Cloning Stem Cells, 4(1), 21-27.
18. Hofmann A., Zakhartchenko V., Weppert M., Sebald H., Wenigerkind H., Brem G., Wolf E., Pfeifer

A., (2004), Biol. Reprod., 71, 405-409.
19. Cabot R. A., Kühholzer B., Chan A. W. S., Lai L., Park K. W., Chong K. Y., Schatten G., Murphy C. N.,

Abeydeera L. R., Day B. N., Prather R. S., (2001), Anim. Biotechnol., 12, 205-214.
20. Houdebine L. M., (2002), J. Biotechnol., 98, 145-160.
21. Bowen R. A., Reed M. L., Schnieke A., Seidel G. E. J., Stacey A., Thomas W. K., Kajikawa O., (1994),

Biol. Reprod., 50, 664-668.
22. Baldassarre H., Wang B., Gauthier M., Neveu N., Mellor S., Pika J., Loiselle M., Duguay F., Zhou J.,

Keyston R., Lazaris A., Karatzas C., Keefer C., (1999), Theriogenology, 51, 415.
23. Palmiter R. D., Brinster R. L., Hammer R. E., Trumbauer M. E., Rosenfeld M. G., Birnberg N. C., Evans

R. M., (1982), Nature, 300, 611-615.
24. Hammer R. E., Pursel V. G., Rexroad C. E. Jr., Wall R. J., Bolt D. J., Ebert K. M., Palmiter R. D., Brin-

ster R. L., (1985), Nature, 315, 680-683.
25. Eyestone W. H., (1994), Reprod. Fertil. Dev., 6, 647-652.
26. Wilkie T. M., Brinster R. L., Palmiter R. D., (1986), Dev. Biol., 118, 9-18.
27. Lai L., Prather R. S., (2002), Ann. Med., 34, 501-506.
28. Thomson A. J., Marques M. M., McWhir J., (2003), Reproduction, 61 (Suppl.), 495-508.
29. Denning C., Priddle H., (2003), Reproduction, 126, 1-11.
30. Samiec M., Skrzyszowska M., (2005), Med. Wet., 61(1), 24-28.
31. Clark A. J., Burl S., Denning C., Dickinson P., (2000), Transgenic Res., 9, 263-275.
32. Denning C., Dickinson P., Burl S., Wylie D., Fletcher J., Clark A. J., (2001b), Cloning Stem. Cells, 3, 221-231.
33. Behboodi E., Memili E., Melican D. T., Destrempes M. M., Overton S. A., Williams J. L., Flanagan P.

A., Butler R. E., Liem H., Chen L. H., Meade H. M., Gavin W. G., Echelard Y., (2004), Transgenic Res.,
13, 215-224.

34. Weissmann C., Fisher M., Raeber A., Bueler H., Sailer A., Shmerling D., Rulicke T., Bradner S.,
Aguzzi A., (1998), Rev. Sci. Tech., 17(1), 278-290.

35. Scott M. R., Will R., Ironside J., Nguyen H. O., Tremblay P., DeArmond S. J., Prusiner S. B., (1999),
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 96, 15137-15142.

36. Prusiner S. B., Groth D., Serban A., Koehler R., Foster D., Torchia M., Burton D., Yang S. L., DeAr-
mond S. J., (1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 10608-10612.

37. Bueler H., Raeber A., Sailer A., Fischer M., Aguzzi A., Weissmann C., (1994), Mol. Med., 1, 19-30.
38. Reggio B. C., James A. N., Green H. L., Gavin W. G., Behboodi E., Echelard Y., Godke R. A., (2001),

Biol. Reprod., 65, 1528-1533.

Znaczenie œwini dla klonowania somatycznego i transgenezy

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 53-67 2006 65



39. Polejaeva J. A., Chen S.-H., Vaught T. D., Page R. L., Mullins J., Ball S., Dai Y., Boone J., Walker S., Ay-
ares D. L., Colman A., Campbell K. H. S., (2000), Nature, 407, 86-90.

40. Walker S. C., Shin T., Zaunbrecher G. M., Romano J. E., Johnson G. A., Bazer F. W., Piedrahita J. A.,
(2002), Cloning Stem Cells, 4(2), 105-112.

41. Yin X. J., Tani T., Yonemura I., Kawakami M., Miyamoto K., Hasegawa R., Kato Y., Tsunoda Y.,
(2002), Biol. Reprod., 67, 442-446.

42. Yin X. J., Cho S. K., Park M. R., Im Y. J., Park J. J., Jong-Sik-Bhak, Kwon D. N., Jun S. H., Kim N. H., Kim
J. H., (2003), Zygote, 11(2), 167-174.

43. Kawakami M., Tani T., Yabuuchi A., Kobayashi T., Murakami H., Fujimura T., Kato Y., Tsunoda Y.,
(2003), Cloning Stem Cells, 5(4), 379-387.

44. Park K.-W., Cheong H.-T., Lai L., Im G.-S., Kuhholzer B., Bonk A., Samuel M., Rieke A., Day B. N.,
Murphy C. N., Carter D. B., Prather R. S., (2001), Anim. Biotechnol., 12 (2), 173-181.

45. Lai L., Park K. W., Cheong H. T., Kuhholzer B., Samuel M., Bonk A., Im G. S., Rieke A., Day B. N.,
Murphy C. N., Carter D. B., Prather R. S., (2002a), Mol. Reprod. Dev., 62(3), 300-306.

46. Park K.-W., Lai L., Cheong H.-T., Cabot R., Sun Q.-Y., Wu G., Rucker E. B., Durtschi D., Bonk A., Sa-
muel M., Rieke A., Day B. N., Murphy C. N., Carter D. B., Prather R. S., (2002), Biol. Reprod., 66,
1001-1005.

47. Bondioli K., Ramsoondar J., Williams B., Costa C., Fodor W., (2001), Mol. Reprod. Dev., 60, 189-195.
48. Ramsoondar J. J., Machaty Z., Costa C., Williams B. L., Fodor W. L., Bondioli K. R., (2003), Biol. Re-

prod., 69, 437-445.
49. Joziasse D. H., Oriol R., (1999), Biochim. Biophys. Acta, 1455, 403-318.
50. Logan J. S., (2000), Curr. Opin. Immunol., 12, 536-568.
51. Sharma A., Naziruddin B., Cui C., Martin M. J., Xu H., Wan H., Lei Y., Harrison C., Yin J., Okabe J.,

Mathews C., Stark A., Adams C. S., Houtz J., Wiseman B. S., Byrne G. W., Logan J. S., (2003), Trans-
plantation, 75, 430-436.

52. Auchincloss H. Jr., Sachs D. H., (1998), Annu. Rev. Immunol., 16, 433-470.
53. Galili U., (2001), Biochimie, 83, 557-563.
54. Harrison S. J., Guidolin A., Faast R., Crocker L. A., Giannakis C., D’Apice A. J., Nottle M. B., Lyons I.,

(2002), Transgenic Res., 11, 143-150.
55. Lai L., Kolber-Simonds D., Park K.-W., Cheong H.-T., Greenstein J. L., Im G.-S., Samuel M., Bonk A.,

Rieke A., Day B. N., Murphy C. N., Carter D. B., Hawley R. J., Prather R. S., (2002b), Science, 295,
1089-1092.

56. Harrisson S., Boquest A., Grupen C., Faast R., Guildolin A., Giannakis C., Crocker L., McIlfatrick S.,
Ashman R., Wengle J., Lyons I., Tolstoshev P., Cowan P., Robins A., O’Connell P., D’Apice A. J. F.,
Nottle M., (2004), Cloning Stem Cells, 6(4), 327-331.

57. Fujimura T., Kurome M., Murakami H., Takahagi Y., Matsunami K., Shimanuki S., Suzuki K., Miyaga-
wa S., Shirakura R., Shigehisa T., Nagashima H., (2004), Cloning Stem Cells, 6(3), 294-301.

58. Lai L., Prather R. S., (2003), Reprod. Biol. Endocrinol., 1(1), 82 (licensee BioMed Central Ltd.).
59. Phelps C. J., Koike C., Vaught T. D., Boone J., Wells K. D., Chen S. H., Ball S., Specht S. M., Polejaeva

I. A., Monahan J. A., Jobst P. M., Sharma S. B., Lamborn A. E., Garst A. S., Moore M., Demetris A. J.,
Rudert W. A., Bottino R., Bertera S., Trucco M., Starzl T. E., Dai Y., Ayares D. L., (2003), Science,
299(5605), 411-414.

60. Lee J.-W., Wu S.-C., Tian X. C., Barber M., Hoagland T., Riesen J., Lee K.-H., Tu C.-F., Cheng W. T. K.,
Yang X., (2003), Biol. Reprod., 69, 995-1001.

61. Echelard Y., (1996), Curr. Opin. Biotechnol., 7, 536-540.
62. Wright G., Carver A., Cottom D., Reeves D., Scott A., Simons P., Wilmut I., Garner I., Colman A.,

(1991), Biotechnology, 9, 830-834.
63. Wang B., Zhou J., (2003), Reprod. Biol. Endocrinol., 1(1), 103 (licensee BioMed Central Ltd.).
64. Swanson M. E., Martin M. J., O’Donnell K. O., Hoover K., Lago W., Huntress V., Parsons C. T., Pinkert

C. A., Pilder S., Logan J. S., (1992), Biotechnology, 10, 557-559.
65. Sharma A., Martin M. J., Okabe J. F., Truglio R. A., Dhanjal N. K., Logan J. S., Kumar R., (1994), Bio-

technology, 12(1), 55-59.

Marcin Samiec, Maria Skrzyszowska

66 PRACE PRZEGL¥DOWE



66. van der Laan L. J. W., Lockey C., Griffith B. C., Frasler F. S., Wilson C. A., Onions D. E., Hering B. J.,
Long Z., Otto E., Torbutt B. E., Salomon D. R., (2000), Nature, 406, 501-504.

67. Ye Y., Niekrasz M., Kosanke S., Welsh R., Jordan H. E., Fox J. C., Edwards W. C., Maxwell C., Cooper
D. K., (1994), Transplantation, 57, 694-703.

68. Patience C., Takeuchi Y., Weiss R. A., (1997), Nat. Med., 3, 282-286.
69. Chalfie M., Tu Y., Euskirchen G., Ward W. W., Prasher D. C., (1994), Science, 263, 802-805.
70. Baguisi A., Behboodi E., Melican D. T., Pollock J. S., Destrempes M. M., Cammuso C., Williams J. L.,

Nims S. D., Porter C. A., Midura P., Palacios M. J., Ayres S. L., Denniston R. S., Hayes M. L., Ziomek
C. A., Meade H. M., Godke R. A., Gavin W. G., Overstrom E. W., Echelard Y., (1999), Nat. Biotech.,
17, 456-461.

71. Forsberg E. J., (2005), Reprod. Fertil. Dev., 17(1,2), Proceedings of 31st Annual Conference of the In-
ternational Embryo Transfer Society (IETS), (January 8-12), Copenhagen (Denmark), 59-68.

Znaczenie œwini dla klonowania somatycznego i transgenezy

BIOTECHNOLOGIA 1 (72) 53-67 2006 67


