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ozw0j efektywnych metod pozaustrojowego

dojrzewania i zaptodnienia oocytow bydle-
cych, a takze technik niechirurgicznego pozyski-
wania i transferu zarodkow bydlecych skutecznie
przyczynit si¢ do opracowania nie tylko komplek-
sowej technologii produkcji zarodkow bydlecych
(IVP; ang. in vitro embryo production), ale tak-
ze innych technologii wspomaganego rozrodu
(ARTs; ang. assisted reproductive technologies)
opartych na zastosowaniu nowoczesnych technik
genomowej inzynierii embrionalnej, takich jak:
klonowanie zarodkowe i somatyczne.

Przedmiotem tej pracy jest przedstawienie do-
tychczasowych osiggnie¢ w dziedzinie wspomaga-
nego rozrodu bydta przy zastosowaniu technik klo-
nowania zarodkowego i somatycznego. Kolejnym
celem niniejszej pracy jest zaprezentowanie poten-
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nansowe z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
(umowa nr BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016)
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i prac rozwojowych ,,Srodowisko naturalne, rolnictwo
i le$nictwo” — BIOSTRATEG jako projekt badawczy
pt.: ,,Kierunki wykorzystania oraz ochrona zasoboéw
genetycznych zwierzat gospodarskich w warunkach
zréwnowazonego rozwoju”. Akronim: ,,BIODIFF”.

! Maria Skrzyszowska i Marcin Samiec przyczynili
si¢ do powstania tego artykutu naukowego w jednako-
wym stopniu (rowny wktad autorski).

cjalnych mozliwoséci wykorzystania metod klono-
wania bydta w biotechnologii zywienia, przemysle
rolno-spozywczym, farmakologii, biomedycynie,
a takze w genetycznej ochronie gingcych lub wy-
martych ras i gatunkéw udomowionych oraz wolno-
zyjacych ssakow parzystokopytnych (Artiodactyla)
z rodziny kretorogich (Bovidae).

Klonowanie bydla technika bisekcji zarodkéw

Mikrochirurgiczna metoda bisekcji zarodkow
jest sposobem podwajania ich liczebnosci, a tym
samym relatywnie prostg metodg klonowania za-
rodkow ssakow, umozliwiajaca uzyskanie identycz-
nych genetycznie par osobnikoéw, czyli monoge-
netycznych bliznigt. Zabiegowi bisekcji moga by¢
poddawane zarodki we wszystkich stadiach bruzd-
kowania, nawet te, w ktorych nie zostaly jeszcze
uformowane polgczenia migdzykomorkowe typu
zhaczy szezelinowych (ang. gap junctions) migdzy
dzielacymi si¢ blastomerami. Najprostszym przykta-
dem tego rodzaju bisekcji jest izolacja blastomerow
z bardzo wczesnych (tj. 2—4-komoérkowych) zarod-
kéw, uprzednio pozbawionych ich wlasnych ostonek
przejrzystych. Najczesciej jednak bisekcji sa podda-
wane zarodki w zaawansowanych stadiach rozwoju
przedimplantacyjnego, takich jak stadium pdznej
moruli lub blastocysty (Ozil, 1983; Velasquez i in.,
2017; Casser i in., 2019). W tych stadiach embrio-
genezy w zarodkach zostat juz ukonczony proces
kompakeji, czyli wytworzenia mi¢dzyblastomero-
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wych zlaczy szczelinowych, dzigki czemu podczas
mikrochirurgicznego zabiegu przecinania zarodka
nie dochodzi do jego dekompozycji i rozpadu na
kilka czgsci. Uzyskane w wyniku bisekcji dwa zbli-
zone do siebie wielkoscig fragmenty (tzw. ,,potow-
ki”) zarodkow zachowuja pelny poimplantacyjny
potencjat rozwojowy po przeniesieniu ich do drog
rodnych hormonalnie zsynchronizowanych samic-
-biorczyn. Dotad, u bydta odnotowano narodziny
licznych par monogenetycznego potomstwa w na-
stepstwie niechirurgicznego transferu domacicznego
,potowek” zarodkow otrzymanych wskutek bisek-
cji kompaktnych morul Iub blastocyst. W Polsce,
pierwsze identyczne genetycznie cielgta uzyskano
w Zakladzie Fizjologii Rozrodu Zwierzat (obecnie:
Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji)
Instytutu Zootechniki PIB w 1988 r. (Skrzyszowska
1 in., 1988). Prawidlowo przeprowadzony zabieg
bisekcji pozwala na zachowanie poprawnej kom-
pozycji obu ,,polowek”, nie tylko pod wzgledem
liczebnosci komorek, ale takze stosunku procen-
towego komorek wezta zarodkowego do komorek
trofoektodermalnych, poréwnywalnego do wyste-
pujacego w catym zarodku (ryc. 1). Bisekcja jest
relatywnie prosta i wydajng metodg podwajania
liczby zarodkow i produkcji monogenetycznych
bliznigt (efektywno$¢ na poziomie 25-30%). Jest
to jednak technika do$¢ inwazyjna, gdyz w trak-
cie zabiegu mikrochirurgicznego podziatu zarodka
w stadium kompaktnej moruli lub blastocysty do-
chodzi do zniszczenia i wyeliminowania czgsci ko-
morek zarodkowych. Szczeg6lnie dotkliwe moga
by¢ straty komorkowe ponoszone w obrebie wezta
zarodkowego, ktdre w istotny sposoéb wplywaja na
obnizenie potencjatu rozwojowego uzyskanych ,,po-
Iowek” blastocysty (Skrzyszowska i Smorag, 1989;
Casser i in., 2019). Niewiele dotychczas wiadomo,
w jaki sposob zabieg bisekcji wptywa na aktywnos¢
transkrypcyjna genow w ,,potowkach” zarodkow.
Z badan przeprowadzonych przez Velasqueza i in.
(2017) na wydtuzonych blastocystach, pozyskanych
w dziewiatym dniu po transferze ,,potowek™ i ca-
tych blastocyst bydlecych wynika, ze bisekcja od-
dzialuje na transkryptom tych blastocyst, glownie
poprzez obnizenie poziomu ekspresji kluczowych

gendw kodujacych bialka zaangazowane w: 1) prze-
modelowanie i degradacje sktadnikoéw macierzy ze-
wnatrzkomorkowej; 2) kontrole wzrostu komorek;
3) wewnatrzkomorkowa detoksykacje produktow
stresu oksydacyjnego, a takze 4) transport metaboli-
tow (produktow katabolizmu cukrow, nukleotydow
i rybonukleotydéw purynowych, biatek, monoamin,
lipidow, kwasow tluszczowych) miedzy poszczegol-
nymi przedziatami (kompartmentami) i organellami
wewnatrzkomorkowymi.

Rezultatem badan przeprowadzonych w kie-
runku poprawy efektywnosci dzielenia zarodkow
bylo opracowanie nowatorskiej technologii uzyski-
wania monogenetycznych bliznigt w oparciu o zmo-
dyfikowang bisekcje (Skrzyszowska i in., 1997,
1999; ryc. 2). Zaproponowany sposob bisekcji po-
zwala na znaczne ograniczenie strat komorkowych
w porownaniu do tych, ktore powstaja w trakcie stan-
dardowej bisekcji; redukuje je bowiem do poziomu
kilku komérek. Istota tej metody jest sprowokowa-
nie specyficznego sposobu wylggania si¢ blastocysty
z ostonki przejrzystej, ktora zostata uprzednio pod-
dana perforacji poprzez mikrochirurgiczne nakhucie,
naciecie, wytrawienie kwasnym ptynem Tyroda (pH
2) lub przewiercenie laserem (ang. zona drilling).

W warunkach hodowli in vitro okoto 50%
perforowanych blastocyst ekspanduje przez
szczeling w oslonce przejrzystej, osiggajac na
pewnym etapie procesu wylegania stan, w ktorym
cze$¢ blastocysty znajdujaca si¢ juz poza oston-
ka przejrzysta jest zblizona wielko$cig do czgsci
zarodka pozostajacej w obrebie ostonki przejrzy-
stej. Wylegajacy sie wedtug tego schematu zaro-
dek przypomina ksztaltem posta¢ ,,0semki”. Na
tym etapie wylggania obie czegSci zarodka sg po-
faczone jedynie waskim mostkiem komorkowym.
Przecigecie owego mostka przy uzyciu szklanej
mikroigly lub metalowego ostrza jest zabiegiem
o niewielkim stopniu inwazyjnosci.

Skutkiem tego zabiegu jest uszkodzenie je-
dynie kilku komorek (ryc. 2). Uzyskane w nastep-
stwie zmodyfikowanej bisekcji ,,potowki” blasto-
cyst po transferze do macicy jatowek- lub krow-
-biorczyn zachowuja kompetencje do pelnego
rozwoju in vivo (ryc. 3).
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Ryec. 1. Schemat bisekcji zarodka w stadium blastocysty (szczegotowe objasnienia w tekscie artykutu
oraz w odniesieniu do przypisu dolnego ™)
Fig. 1. Schematic representation of bisecting embryo at the blastocyst stage (see the text and the footnote
reference”™ for further details)

* W gornej czesci ryciny 1 jest zaprezentowany schemat prawidtowo przeprowadzonej bisekcji blastocysty.
Pionowa ptaszczyzna posrodkowa (strzatkowa) mikrochirurgicznego podziatu przebiega potudnikowo przez sam
srodek sferycznej figury zarodka (pionowa linia wzdtuznego cigcia zarodka na dwie symetryczne wzgledem sie-
bie ,,potowki” jest wykonana mikroostrzem prostopadle w stosunku do plaszczyzny poziomej przebiegajacej po-
przecznie przez zarodek). Przebieg symetrycznej ptaszczyzny podziatowej zostat zorientowany w taki sposob, aby
uzyskane w wyniku bisekcji ,,polowki” zarodka byly ekwiwalentne i zawieraty rownomiernie rozdzielone dwie
czesci zarodka, sktadajace si¢ zarowno z linii komoérek wezta zarodkowego (embrioblastu), jak i z linii komorek
trofoblastu (trofoektodermy). Z kolei, w dolnej czesci ryciny 1 jest przedstawiony schemat nieprawidtowo wyko-
nanej bisekcji blastocysty. Pionowa ptaszczyzna boczna mikrochirurgicznego podziatu sferycznej figury zarodka
ma przebieg skos$ny (pionowa linia uko$nego cigcia zarodka na dwie asymetryczne wzgledem siebie ,,potéwki”
jest wykonana mikroostrzem w ptaszczyznie zorientowanej prostopadle w stosunku do plaszczyzny poziomej
przebiegajacej poprzecznie przez zarodek). Przebieg asymetrycznej ptaszczyzny podziatowej zostat zorientowany
w taki sposob, aby uzyskane w wyniku bisekcji ,,potoéwki” zarodka byty nieekwiwalentne i zawieraty nierowno-
miernie rozdzielone dwie czgsci zarodka, sktadajace si¢ zardwno z linii komodrek wezta zarodkowego, jak i z linii
komorek trofoblastu. W jednej ,,potéwce” zarodka pozostata przewazajaca czgs¢ komorek embrioblastu, a w dru-
giej — przewazajaca cz¢s$¢ komorek pierscienia trofoblastycznego catej blastocysty sprzed zabiegu bisekc;ji.
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Ryec. 2. Schemat zmodyfikowanej bisekcji zarodka w stadium blastocysty
(szczegdtowe objasnienia w tek$cie artykutu oraz w odniesieniu do przypisu dolnego ™)
Fig. 2. Schematic representation of modified approach to bisecting embryo at the blastocyst stage

(see the text and the footnote reference™ for further details)

“* W gornej czesci ryciny 2 jest zaprezentowany schemat nacigcia ostonki przejrzystej blastocysty ponizej prze-
strzennej lokalizacji komodrek wezta zarodkowego. Przez wykonang — w wyniku nacigcia metalowym mikro-
ostrzem — perforacj¢ ostonki przejrzystej jest indukowany specyficzny sposob wylegania si¢ blastocysty, ktory jest
przedstawiony w dolnej cz¢sci ryciny 2. Wylegajacy si¢ zarodek przypomina ksztattem postac ,,0semki”. Dwie
czesci wylegajacej si¢ blastocysty (zarowno ta pozostajaca wewnatrz ostonki przejrzystej, jak i ta znajdujaca si¢
poza nig) zawieraja rOwnomiernie rozdzielone subpopulacje linii komoérek wezta zarodkowego oraz linii komorek
pierscienia trofoektodermalnego i pozostaja ze soba potaczone jedynie waskim mostkiem komorkowym (blasto-
merowym). Przez uformowany — w wyniku prowokowanego sposobu wylggania si¢ blastocysty — mostek komor-
kowy jest dokonywane niewielkie nacigcie przy uzyciu szklanej mikroigty, ktore powoduje podziat blastocysty na
dwie autonomiczne ,,potowki” — jedng otoczona ostonka przejrzysta i druga, ktora jest pozbawiona ostonki przej-
rzystej. Pionowa ptaszczyzna mikrochirurgicznego podziatu zarodka jest ograniczona tylko do mostka blastome-
rowego, ktory pozostawat uprzednio jedynym tacznikiem migdzy obiema cze¢$ciami wylegajacej si¢ blastocysty,
przez co odsetek strat komorkowych podczas zabiegu bisekcji zostat zredukowany do minimum.

Korzysci wynikajace z produkcji monoge-
netycznych blizniat u bydta (ryc. 3) s3 wymierne
zarbwno w aspekcie praktycznym, jak i czysto
poznawczym, zwlaszcza w kategorii ekspery-
mentow embriologicznych ukierunkowanych na
ocen¢ wczesnego rozwoju zarodkowego, $mier-
telnosci embrionalnej oraz okotoimplantacyjnej
sygnalizacji endokrynologicznej w uktadzie mat-

ka zastepcza-zarodek, a takze w kategorii badan
cytogenetycznych i fizjologicznych, szczegdlnie
o charakterze zywieniowym.

Podczas zabiegu bisekcji mozliwe jest tak-
ze pobieranie komorek do analizy molekularnej
w celu okreslenia pici zarodka, co takze moze
mie¢ walor aplikacyjny, np. w kreowaniu po-
stepu hodowlanego zwierzat uzytkowych (Lopes
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11in., 2001). Ograniczeniem tej metody jest moz-
liwos¢ uzyskania klonu sktadajacego si¢ jedynie
z pary identycznych genetycznie osobnikéw (mo-
nogenetyczne blizni¢ta).

Wilaczenie efektywnej metody bisekcji za-

rodkéw do programu hodowlanego MOET (ang.
multiple ovulation and embryo transfer) moze
poszerzy¢ oferte programowa tego przedsiewzie-
cia i odegra¢ wazna rolg w przyspieszeniu poste-
pu hodowlanego u bydta.

Ryec. 3. Para monogenetycznych cielat urodzonych po transferze ,,potowek” blastocysty do rogu macicy krowy-

-biorczyni. ,,Potowki” blastocysty uzyskano w wyniku zastosowania oryginalnej techniki zmodyfikowanej

bisekcji zarodkow, opracowanej w Zaktadzie Fizjologii Rozrodu Zwierzat IZ PIB w Balicach

(szczegoOlowe objasnienia w tekscie artykutu)

Fig. 3. Pair of monogenetic calves born after transfer of blastocyst “halves” into the uterine horn of recipient

cow. The blastocyst “halves” were generated using an original technique for modified embryo bisection that had

been developed at the Department of Animal Reproduction Physiology, the National Research Institute of Animal
Production in Balice (see the text for further details)

Klonowanie bydla technikq transferu jader ko-
morek zarodkowych lub somatycznych
Bardziej liczebne klony sg potencjalnie
mozliwe do uzyskania przy wykorzystaniu tech-
niki transplantacji jader komoérek zarodkowych
(ECNT; ang. embryonic cell nuclear transfer) lub
techniki transplantacji jader komodrek somatycz-
nych (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer)
do cytoplazmy enukleowanych komorek jajowych.
Enukleowane (wyjadrzone) komorki jajowe stano-

wig dojrzate in vivo lub in vitro oocyty w stadium
metafazy Il podziatu mejotycznego, z ktoérych zo-
stat usunigty mikrochirurgicznie ich wlasny mate-
rial genetyczny, tj. chromosomy skonfigurowane
w postaci ptytki metafazowej wrzeciona karioki-
netycznego.

Klonowanie jako metoda rozrodu aseksualne-
go ma zwigzek m.in. z mozliwo$cig produkcji i/lub
multiplikacji monogenetycznego i jednoplciowego
potomstwa o wysokiej warto$ci hodowlanej i uzyt-
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kowej, ktorego identycznos¢ genotypowa i fenoty-
powa z progenitorowym dawcg transkrypcyjnego
aparatu jadrowego i mitochondrialnego komorki
somatycznej dotyczy jedynie DNA genomowego.
Osobniki, ktore sa uzyskiwane na drodze klono-
wania zarodkowego lub somatycznego, rdznia
si¢ bowiem pod wzgledem cech fenotypowych,
uwarunkowanych losowg segregacja matczynego
(oocytarnego) oraz embrionalnego lub somatoge-
nicznego genomu mitochondrialnego (mtDNA)
w nastepstwie pozajadrowego dziedziczenia ma-
teriatu genetycznego (Samiec, 2005 a,b; Samiec
i Skrzyszowska, 2018 a,b).

Jednym z najbardziej spektakularnych osig-
gnig¢ z zakresu klonowania somatycznego bydta
bylo ,,przywrdcenie do zycia” buhaja-czempiona,
ktory padt w 1993 r. ze starosci w wieku 13,5 lat
(Hoshino 1 in., 2009). Buhaj ten byt przedstawi-
cielem endemicznej populacji bydta japonskiej
rasy Wagyu, ktorej osobniki posiadajg genotyp
warunkujacy wysokoodziedziczalng ceche pod-
wyzszonej ,,marmurkowato$ci” (ang. marbling)
migsa. Dlatego tez, buhajki i jatdéwki opasowe
rasy Wagyu, ktora klasyfikuje si¢ do migsnego
typu uzytkowego, charakteryzujg si¢ genetyczng
predyspozycja do miedzymie$niowego, srodmig-
$niowego i srodwiokienkowego odktadania tkanki
thuszczowej oraz do produkcji migsa soczystego,
kruchego o stosunkowo wysokiej zawartosci jed-
no- 1 wielonienasyconych kwaséw thuszczowych
w lipidach zakumulowanych w tluszczu §rodmie-
$niowym. Identyczng kopi¢ genetyczng (klon)
buhaja migsnej rasy Wagyu uzyskano w wyniku
zastosowania techniki SCNT z uzyciem komo-
rek wywodzacych si¢ z linii klonalnych 1 hodowli
pierwotnych wyprowadzonych z bioptatow tkan-
kowych, ktore zostaly wyizolowane z organow
moszny (jader, najadrzy wraz z powrdzkami na-
siennymi), zamrozonych w temperaturze -80°C
przez dekade, a nastgpnie przez 3 lata w cieklym
azocie (bez obecnosci jakichkolwiek kriopro-
tektantow). Uscislajac, zrodlem dawcow jader
w procedurze klonowania byly w tym przypadku
hodowane in vitro komorki fibroblasto-podobne
(fibroblastoidalne) lub nabtonko-podobne (epite-

lioidalne), wyizolowane z dlugotrwale kriokon-
serwowanych fragmentéw glowy najadrza oraz
powrdzkow nasiennych padtego buhaja-protopla-
sty (Hoshino i in., 2009). Na szczegolna uwage
zastuguje rowniez fakt sklonowania ostatniej zy-
jacej krowy rasy Enderby Island (endemicznej
rasy bydta mlecznego z nowozelandzkiej wyspy
Enderby) przy wykorzystaniu — jako dawcow ja-
der — hodowanych in vitro komorek $ciennej war-
stwy ziarnistej wyizolowanych z pegcherzykow
jajnikowych. Z kolei, zrédlem cytoplastow-bior-
cow dla jader komodrek pecherzykowych, wyizo-
lowanych z jajnikow jedynej pozostatej przy zy-
ciu krowy rasy Enderby Island, byty enukleowane
komorki jajowe, ktore osiggnety dojrzato$¢ me-
jotyczna w warunkach hodowli in vitro oocytow
pozyskanych poubojowo z jajnikoOw krow rzez-
nych o zréznicowanym pochodzeniu rasowym.
Osiagniecie to potwierdza, ze wewnatrzgatunko-
we klonowanie migdzyrasowe moze by¢ skutecz-
nym panaceum na drodze do restytucji i reintro-
dukcji zagrozonych wyginigciem ras zachowaw-
czych bydta (Wells i in., 1998).

Czynniki determinujace efektywno$¢ klonowa-
nia somatycznego i status zdrowotny zwierzat
klonalnych

Jednym z glownych czynnikéw ogranicza-
jacych efektywnos$¢ klonowania somatycznego
u bydta jest nieprawidtowa adaptacja epigenetycz-
na transferowanych jader komérek somatycznych
do warunkow biochemicznych panujacych w cy-
toplazmie oocytu, czyli nickompletne lub wadli-
we przemodelowanie/przeprogramowanie ich
aktywnosci transkrypcyjnej w cytoplazmie enu-
kleowanych oocytow, a nastepnie w blastomerach
rozwijajacych si¢ zarodkéw klonalnych (Zhang
1 in., 2009, 2019 a; Niemann, 2016; Samiec
i Skrzyszowska, 2018 a,b). Odstgpstwa od pra-
widlowego przebiegu procesOw epigenetycznego
przeprogramowania aktywnos$ci transkrypcyjnej
genomu komorek somatycznych w zarodkach klo-
nalnych sa przyczyna zaburzen procesu placenta-
cji oraz licznych wad anatomo-histologicznych
tozyska plodow klonalnych u bydta (Hiendleder
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11n., 2004; Su 1 in., 2011; Chavatte-Palmer 1 in.,
2002, 2012; Biase i in., 2016). Btedy wystepuja-
ce podczas transkrypcyjnego przeprogramowania
genomu komoérek somatycznych przyczyniajg si¢
rowniez do zwigkszonej odpowiedzi immunolo-
gicznej ze strony uktadu odpornosciowego matek
zastgpczych, dlatego tez antygeny gtéwnego ukta-
du zgodnosci tkankowej zarodkow/ptodow klo-
nalnych sg rozpoznawane przez srodowisko we-
wnatrzmaciczne samicy-biorczyni jako antygeny
przeszczepow allogenicznych (w przeciwienstwie
do zarodkéw i ptodéw uzyskiwanych na drodze
zaptodnienia, traktowanych przez system immu-
nologiczny matki jako przeszczepy semialloge-
niczne). Do innych skutkow wadliwego przemo-
delowania/przeprogramowania jader komorek so-
matycznych nalezy zaliczy¢ wysoka $miertelnos¢
zarodkéw 1 plodow klonalnych, odpowiednio
w periimplantacyjnym oraz perinatalnym okresie
rozwoju ontogenetycznego, a takze wysoki odse-
tek poronien (resorpcji ptodéw klonalnych) w 1
trymestrze cigzy (Hill i in., 2002). Nalezy zwr6-
ci¢ rowniez uwage na wady rozwojowe plodow
i potomstwa klonalnego wynikajace z letalnych
lub subletalnych efektow anatomo- i histopatolo-
gicznych w obrebie roznych narzadow wewngtrz-
nych (ptuca, serce, watroba, nerki), a takze na
czesto diagnozowany syndrom nadmiernej masy
okotourodzeniowej cielat klonalnych (ang. large
offspring syndrome; LOS) oraz przerostu (hiper-
plazji i hipertrofii) komorek tozyska (ang. large
placenta syndrome; LPS) w przypadku bydlecych
ptodéw klonalnych (Farin i in., 2006; Zhang i in.,
2009; Su i in., 2011; Chavatte-Palmer 1 in., 2012;
Smith i in., 2012; Biase i in., 2016).

W pordéwnaniu z innymi technologiami wspo-
maganego rozrodu bydta wydajno$¢ klonowania
somatycznego u tego gatunku ssakow, mierzona
odsetkiem urodzonego potomstwa w stosunku
do liczby zrekonstruowanych oocytow, wciaz po-
zostaje na niskim poziomie oscylujacym w prze-
dziale 5-15%. Niemniej jednak, biotechnologicz-
ne mozliwosci klonowania somatycznego bydta
i innych gatunkéw zwierzat gospodarskich wy-
przedzily znacznie zrozumienie biologicznych

uwarunkowan, a w szczegdlnosci aspektow mole-
kularnych i epigenetycznych tej metody (Samiec
i Skrzyszowska, 2018 a,b). Mimo to podstawy bio-
logiczne, jakie zostaly stworzone w zakresie ge-
nomowe;j inzynierii zarodkowej bydla, zwtaszcza
w ciggu ostatnich 20 lat, umozliwity opracowanie
innowacyjnej technologii pozaustrojowej pro-
dukcji zarodkoéw bydlecych z wykorzystaniem
procedury klonowania somatycznego, ktéra moze
spetnia¢ warunki dla jej zastosowania do realiza-
cji celow laboratoryjnych lub w niektorych przy-
padkach tylko do realizacji ograniczonych celow
praktycznych (Loi i in., 2016; Niemann, 2016).
Dopiero zwigkszenie efektywnosci klonowania
somatycznego bydla co najmniej do poziomu
adekwatnego z efektywnos$cig zaptodnienia in
vitro (30—40%) lub z efektywnoS$cig sztucznej in-
seminacji (60—80%) w ramach programu MOET
(ang. multiple ovulation and embryo transfer), re-
alizowanego u tego gatunku ssakéw pozwolitoby
na wykorzystanie tej technologii wspomaganego
rozrodu na wigksza skale praktyczna. Jednakze,
ze wzgledu na stosunkowa wysoka (30—40-pro-
centowg) czesto$¢ wystgpowania letalnych lub
subletalnych anomalii rozwojowych badz defek-
tow anatomiczno-histologicznych u ptodow i po-
tomstwa klonalnego zastosowanie klonowania
somatycznego bydla na skale przemyslowa nie
jest mozliwe, przynajmniej na obecnym etapie
zaawansowania badan prowadzonych z tego za-
kresu na swiecie, w tym réwniez w Polsce.

Produkcyjnos$¢ mleka i miesa u bydla pocho-
dzenia klonalnego

Wskutek rygorystycznej selekcji naturalnej
eliminowane sg cieleta obarczone wadami wro-
dzonymi, natomiast pozostajace przy zyciu zwie-
rzeta klonalne, osiggajace dorostos¢ nie wykazu-
ja zadnych zmian/anomalii klinicznych. Z ba-
dan Watanabe i Nagai (2011) wynika, Ze osob-
niki klonalne (ras bydla mlecznego i migsnego)
maja status zdrowotny ekwiwalentny do statusu
zwierzat nieklonalnych. Ponadto, potwierdzono
zasadniczg rownowage miedzy obiema grupa-
mi zwierzat w zakresie produkcji mleka i migsa
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(Watanabe 1 Nagai, 2011). W produkcji mleka
badano takie parametry, jak: 1) wydajnos¢ mlecz-
ng, 2) krzywa laktacji, 3) og6lny sktad mleka, 4)
catkowity poziom i strukturalno-funkcjonalny
rozktad lipidow, 5) zawarto$¢ i udziat procento-
wy poszczegolnych grup oraz rodzajow kwasow
thuszczowych, 6) zawarto$¢ suchej masy bez-
thuszczowej (MSNF; ang. milk solids-non-fat),
7) catkowity poziom i strukturalno-funkcjonalny
rozklad biatek mleka, 8) koncentracj¢ laktozy,
a takze 9) liczbe i gestos¢ komorek somatycz-
nych w jednostce objetosci. Stwierdzono zniko-
me (nieistotne) roznice w zakresie wlasciwosci
biochemiczno-fizycznych mleka miedzy osobni-
kami klonalnymi i nieklonalnymi. Statystycznie
istotne roznice odnotowano jedynie w sktadzie
wystepujacych w mleku kwaséw thuszczowych
(Heyman 1 in., 2007). Warto podkresli¢, ze wy-
dajnos¢ mleczna kréw w catym okresie laktacji
zalezy zaréwno od ich profilu genetycznego,
jak 1 od warunkéw $srodowiskowych, w ktorych
zyja. Oddziatywanie czynnikow $rodowisko-
wych w okresie miedzy narodzinami a okresem
laktacyjnym mozna najlepiej oceni¢ u osobnikow
pochodzenia klonalnego, ktore z zalozenia maja
identyczny profil genetyczny. Réznice w wydaj-
nosci mlecznej w odniesieniu do pelnego okresu
laktacji migdzy zwierzetami klonalnymi i nieklo-
nalnymi mogg by¢ wowczas wyraznie dostrzezo-
ne. Wydajnos¢ mleczna krow klonalnych rozni sig
tylko nieznacznie od wydajnosci krow nieklonal-
nych. Te réznice mogg by¢ po czgsci wynikiem
czestszego wystepowania podklinicznych stanow
zapalnych wymienia. Wyniki badan przeprowa-
dzonych przez Montazer-Torbati i in. (2016) wy-
kazaly, ze produkcja mleka nie rézni si¢ istotnie
miegdzy osobnikami klonalnymi a nieklonalnymi,
ale odnotowany poziom bialek i zawartos¢ thusz-
czé6w w mleku byly mniej zréznicowane w po-
pulacji zwierzat klonalnych. Wykazano ponadto,
ze w pierwszym cyklu laktacji u krow klonalnych
zawarto$¢ lipidow w mleku byta nizsza. W sze$c¢-
dziesigtym sid6dmym dniu laktacji zawartos¢
thuszczo6w w mleku oraz stezenie biatek mleka
byly rowniez nizsze u krow klonalnych. Autorzy

tych badan sugeruja, ze nizszy poziom wyzej wy-
mienionych parametréw biochemicznych moze
by¢ skorelowany z wyzszym indeksem apopto-
tycznym komorek gruczotu mlekowego.

Z kolei, u ras bydta nalezacych do migsnego
typu uzytkowego oceniano takie parametry pro-
dukcyjne, jak: 1) przyzyciowa wydajno$¢ migsng
na podstawie wynikow opasu i przyrostow masy
ciata, 2) wydajno$¢ poubojowg (rzezng), czyli
stosunek masy tuszy migsnej do masy ciata zyw-
ca na podstawie procentowego udziatu pottuszy
oraz poszczegolnych wyrebow tuszy, a takze 3)
wlasciwosci fizykochemiczne migsa, 4) zawar-
tos¢ 1 strukturalno-funkcjonalny rozktad amino-
kwaséw oraz 5) profil kwasow tluszczowych.
Biorgc pod uwage wymienione wczesniej para-
metry, stwierdzono jedynie niewielkie rdznice
migdzy osobnikami klonalnymi i nieklonalnymi
(Heyman i in., 2007; Watanabe i Nagai, 2009,
2011). Statystycznie istotny poziom rdznic mig-
dzygrupowych dotyczyt natomiast tylko profi-
lu kwasow tluszczowych w tkance migsniowe;j
szkieletowej (Yang i in., 2007; Heyman i in.,
2007).

Klonowanie somatyczne jako sposéb uzyski-
wania transgenicznych osobnikow

Warto$¢ aplikacyjna technologii klonowania
somatycznego bydta jest zwigzana z mozliwoscia
uzyskiwania identycznych genotypowo i fenoty-
powo zwierzat transgenicznych, czyli zwierzat
o transformowanych genomach jadrowych, cen-
nych ze wzgledu na produkt ekspresji zmodyfiko-
wanych gendéw (Samiec i Skrzyszowska, 2011).
Warto zwroci¢ uwage na niezwykle obiecujace
wyniki badan Zhanga i in. (2019 b). Zespot ten
wykorzystat — jako zrodto dawcow jader komor-
kowych w procedurze klonowania bydta — trans-
geniczne komorki somatyczne, do genomu kto-
rych wprowadzono konstrukcje cDNA bogate
w eksony kodujace lizyng oraz zawierajace se-
kwencje trzech genéw kodujacych biatka struk-
turalno-funkcjonalne mleka (ligacja segmentow
eksonowych gendéw B-kazeiny, aS2-kazeiny oraz
laktoferryny). Wykazano, ze bogaty w eksony ko-
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dujace lizyne transgen fuzyjny pBCI-LR-NEO',
ktorego tkankowo-specyficzna ekspresja pozo-
stawata pod kontrolg promotora genu p-kazeiny,
nie tylko stabilnie integrowal si¢ z genomowym
DNA komorek bydlecych, lecz przede wszystkim
wykazywal intensywna aktywnos¢ transkrypcyj-
ng ukierunkowang na komorki gruczotu mlekowe-
go (wymienia). Bogaty w lizyn¢ rekombinowany
polipeptyd fuzyjny, zawierajacy polaczone se-
kwencje aminoacylowe trzech strukturalno-funk-
cjonalnych biatek — B-kazeiny, aS2-kazeiny oraz
laktoferryny — byt w wysokim stopniu wykrywal-
ny w mleku trzech transgenicznych krow. Z kolei,
koncentracja czasteczek polipeptydow lub biatek
polilizynowych utrzymywata si¢ na istotnie wyz-
szym poziomie w mleku zdajanym od zmodyfi-
kowanych genetycznie krow w porownaniu do
prébek mleka pozyskanego od zwierzat nietrans-
genicznych. Transgeniczne krowy dostarczajgce
w mleku polipeptydy bogate w lizyng mogg by¢
wykorzystane do wytwarzania na skale przemy-
stowa produktow nabialowych wzbogaconych
w biatka zawierajace liczne reszty tego aminokwa-
su egzogennego. Uniwersalne znaczenie lizyny dla
prawidlowego przebiegu wielu procesow fizjolo-
gicznych (m.in. metabolizmu lipidéw czy laktacji),
a takze jej fundamentalna rola w organizmach ssa-
kow jako egzogennego aminokwasu budulcowego
fancuchow polipeptydowych w czasteczkach wie-
lu biatek (m.in. biatek osocza krwi, strukturalnych
biatek skory, kosci czy $ciegien oraz biatek two-
rzacych hormony, enzymy i przeciwciata) pozosta-
je kwestig nie do przecenienia.

Wykorzystanie techniki SCNT w klonowaniu
ras bydta nalezacych do migsnego typu uzytkowe-
go moze by¢ skutecznym sposobem uzyskiwania
oraz powielania populacji transgenicznych bu-
hajkow i jatowek opasowych, ktérych wydajnosé
rzezna charakteryzuje si¢ parametrami podwyz-
szonymi w wyniku genetycznej modyfikacji ukie-
runkowanej albo na inaktywacje (unieczynnienie)
genu kodujacego miostatyne (Proudfootiin., 2015)
albo na potranskrypcyjng (przedtranslacyjng) su-
presje czasteczek mRNA kodowanych przez allele
genu miostatyny (Tessanne i1in., 2012). Miostatyna

stanowi — specyficzne dla komoérek tkanki mie-
sniowej poprzecznie prazkowanej i gladkiej — in-
hibitorowe biatko hormonalne, ktére hamuje na
drodze regulacji parakrynnej przyrost (hipertrofig
i hiperplazj¢) miesni szkieletowych i gladkich.
Obecno$¢ znokautowanego pojedynczego alle-
lu genu miostatyny (Proudfoot i in., 2015) lub
obecnos¢ trwale wyciszonego potranskrypcyjnie
(przedtranslacyjnie) mRNA zsyntetyzowanego
w nastepstwie ekspresji pojedynczego allelu genu
miostatyny (Tessanne i in., 2012), ktore zostaly
potwierdzone technikami biologii molekularne;
u heterozygotycznych osobnikow transgenicznych
uzyskanych na drodze klonowania somatycznego,
wydaja si¢ skutkowa¢ wyraznym zwickszeniem
miegsnosci buhajkow 1 krow rzeznych, wynika-
jacym z hipertrofii i hiperplazji nie tylko tkanki
mie$niowej poprzecznie prazkowanej, lecz takze
tkanki mie$niowej gtadkiej. Jednakze, kinetyke
procesow hipertrofii 1 hiperplazji mi¢sni szkieleto-
wych i gladkich mozna jeszcze bardziej przyspie-
szy¢ u klonalnych buhajkow i jatdéwek opasowych,
bedacych homozygotycznymi osobnikami trans-
genicznymi, ktore cechuje obecnos¢ dwoch zno-
kautowanych alleli genu miostatyny (Proudfoot
iin., 2015) Iub obecnos¢ dwoch potranskrypcyjnie
,uspionych” kopii czasteczek mRNA zakodowa-
nych przez obydwa transkrypcyjnie aktywne allele
genu miostatyny (Tessanne i in., 2012). Z kolei,
jakos¢ i walory smakowe wotowiny mogg zostac¢
podwyzszone poprzez uzyskiwanie transgeniczne-
go bydta klonalnego, wykazujacego nadekspresje
gendéw kodujacych adipocytowe biatko wigzace
kwasy tluszczowe (A-FABP; ang. adipocyte-type
fatty acid-binding protein). Uzyskane na drodze
klonowania somatycznego cieleta transgeniczne
migsnego typu uzytkowego, z potwierdzong obec-
noscig dodatkowych kopii genu 4-FABP, charak-
teryzuja sie¢ zdolnosciag do wzmozonej akumulacji
thuszczu §rodmigsniowego o relatywnie wysokiej
koncentracji nienasyconych kwasow thuszczo-
wych w obrebie migsni szkieletowych, co warun-
kuje zwigkszenie delikatnosci, soczystosci i kru-
chosci migsa wotowego (Guo i in., 2017).
Atrakcyjnos¢ powielania transgenicznych
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jatowek 1 buhajkéw w nastepstwie klonowania
somatycznego jest zdeterminowana mozliwoscia-
mi aplikacyjnymi hormonalnego lub enzymatycz-
nego produktu ekspresji zmodyfikowanego genu.
Od tego bowiem zalezy przede wszystkim skala
i zasigg prowadzonych badan. Mimo ze pierw-
szym uzyskanym ssakiem klonalnym byta owca,
to znacznie wigkszy zasieg miaty prace badawcze
ukierunkowane na klonowanie somatyczne by-
dfa. Transgeniczne krowy klonalne moga sta¢ si¢
bowiem zywymi ,fabrykami”, tj. bioreaktorami,
dostarczajacymi mleko o zhumanizowanym badz
utatwiajagcym jego trawienie sktadzie dietetycz-
nym (Yang i in., 2011; Lu i in., 2016; Wang i in.,
2008, 2017) lub dostarczajacymi w mleku ludz-
kie rekombinowane biatka terapeutyczne (tzw.
biofarmaceutyki Iub nutraceutyki). Te ostatnie
mogg znalez¢ zastosowanie kliniczne w terapiach
pacjentow cierpigcych na choroby uwarunkowa-
ne genetycznie (Jang i in., 2006; Salamone i in.,
2006; Monzani i in., 2013; Luo i in., 2015). Warto
réwniez podkresli¢, ze transgeniczne krowy klo-
nalne produkujace mleko zawierajace immunoen-
zymatyczne biatka pochodzenia bakteryjnego lub
ludzkiego (lizostafyne lub lizozym) charakteryzuja
si¢ klinicznie potwierdzong odporno$cia na bakte-
ryjne zapalenie wymienia, czyli mastitis (Liu i in.,
2013, 2014).

Potencjal aplikacyjny klonowania somatyczne-
go bydla

Wydaje sie, ze po przejsciu — z fazy badan
podstawowych do fazy badan stosowanych — tech-
niki wewnatrz- i migdzygatunkowego klonowania
somatycznego bydla, z uwagi na swoje poten-
cjalne mozliwos$ci aplikacyjne dla rozwoju nauki
1 gospodarki w Polsce poprzez ich wykorzystanie
w rolnictwie i w dziedzinach badan interdyscypli-
narnych, moglyby przyczyni¢ si¢ do: 1) ochrony
zasobOow genetycznych i tworzenia rezerw gene-
tycznych zagrozonych wyginieciem rodzimych
ras bydla (np. bydlo polskie czerwone, bydlo
biatogrzbiete); 2) restytucji (odtwarzania) oraz
multiplikacji subpopulacji ginacych i1 rzadkich
ras zachowawczych bydta polskiego czerwonego

1 bydta biatogrzbietego w celu zachowania bior6z-
norodnosci oraz podwyzszenia stopnia wewnatrz-
populacyjnej i miedzyosobniczej zmiennos$ci ge-
netycznej; oraz 3) ,,wskrzeszania do zycia” i rein-
trodukcji do srodowiska naturalnego wymartych,
wolnozyjacych gatunkéow z rodziny kretorogich
(Bovidae), stanowigcych protoplastow niektorych
prymitywnych ras bydla domowego (Bos taurus),
takich jak np. tur europejski (Bos primigenius),
ktérego ostateczne wyginigcie na terenach pol-
skich odnotowano w 1627 r. Warto podkresli¢, ze
w Polsce byly prowadzone na skalg laboratoryjng
— pod patronatem Polskiej Fundacji Odtworzenia
Tura, ktorej prezesem byt prof. dr hab. n. med.
Mirostaw Ryba, a takze w ramach wielozada-
niowego, interdyscyplinarnego projektu koordy-
nowanego przez prof. dr. hab. n. med. Ryszarda
Stomskiego z Katedry Biochemii i Biotechnologii
Uniwersytetu  Przyrodniczego oraz Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu oraz realizo-
wanego we wspolpracy z prof. dr. hab. Zdzistawem
Smoragiem z Zakladu Biotechnologii Rozrodu
i Kriokonserwacji Instytutu Zootechniki PIB oraz
prof. dr. hab. Jackiem A. Modlinskim z Zaktadu
Embriologii Do$wiadczalnej Instytutu Genetyki
i Hodowli Zwierzat PAN — proby czgéciowej lub
catkowitej rekonstrukcji genomu jadrowego i/lub
mitochondrialnego, a nastgpnie bankowania cza-
steczek odtworzonego genomu mitochondrialnego
(mtDNA) tura, ktore udato si¢ wyizolowac¢ z tkanek
mozdzeni (zawigzkow rogow), kosci i uzebienia,
pochodzacych z zachowanych eksponatow muze-
alnych rogow, mozgo- i trzewioczaszki tego gatun-
ku (Zeyland i in., 2013). Ponadto, upowszechnione
juz na skale praktyczng badania z zakresu klonowa-
nia bydta mogtyby poshuzy¢ do osiggnigcia innych
wymiernych korzysci, a wérod nich do: 4) poprawy
wskaznikow warto$ci hodowlanej (genetycznej)
i uzytkowej réznych ras bydta, w tym zwigkszenia
ich wydajnosci mlecznej, migsnej i rozplodowej
(plennosci i1 plodnosci); jak rowniez 5) przetoze-
nia (translacji) wynikow badan podstawowych na
wdrozenia w dziedzinach nauk interdyscyplinar-
nych z zakresu tworzenia odzwierzecych produk-
tow biotechnologicznych (transgenicznych) dla
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przemyshu biofarmaceutycznego, nutraceutyczne-
go 1 technologii zywnosci (gruczoty mlekowe by-
dla jako bioreaktory wytwarzajace mleko zhumani-
zowane lub mleko zawierajace ludzkie rekombino-
wane bialka terapeutyczne).

Generalnie, w porownaniu do konwencjonal-
nej hodowli i naturalnego rozrodu bydta, w rozwo-
ju osobniczym (ontogenetycznym) plodow i po-
tomstwa klonalnego stwierdza si¢ zarowno wyso-
ka czgstos¢ wystgpowania spontanicznych/samo-
istnych poronien wsrod samic-biorczyn zarodkow
klonalnych (matek zastepczych), jak réwniez wy-
soki odsetek przedwczesnych porodéw u matek
zastepczych, w tym urodzen martwych ptodow
klonalnych oraz wysokie wskazniki $miertelnosci
okotoporodowe;j i neonatalnej wsrod cielat klonal-
nych (Farin i in., 2006; Watanabe i Nagai, 2011).
W nastepstwie ogdlnokrajowych badan przepro-
wadzonych w Japonii (Watanabe i Nagai, 2009)
oszacowano, ze jedna trzecia nowo narodzonych
cielgt klonalnych pada w okresie okoloporodo-
wym wskutek martwych urodzen (poronien) lub
$miertelnos$ci neonatalnej, spowodowanej wyste-
powaniem wrodzonych wad rozwojowych. Wady
te sg najczesciej efektem btedow o podlozu epige-
netycznym, wykrywanych juz na etapie rozwoju
zarodkowego (Yamanaka i in., 2011), jak i pto-
dowego (Liu i in., 2008 a,b; Niemann i in., 2008)
oraz neonatalnego (Watanabe, 2013). Natomiast,
czestos¢ wystgpowania upadkow bydta klonalne-
go z powodu czynnikow sprzyjajacych zapadalno-
Sci na rézne jednostki chorobowe — wérod osob-
nikéw zyjacych dtuzej niz 200 dni od momentu
urodzenia — wydaje si¢ by¢ identyczna jak ta, ktorg
odnotowuje si¢ u bydta utrzymywanego w warun-
kach konwencjonalnej hodowli (Watanabe i Nagai,
2009). Warto ponadto zwroci¢ uwage na fakt, ze
wsrod potomstwa bydia klonalnego (uzyskane-
go w wyniku jego krycia naturalnego lub rozro-
du wspomaganego, czyli sztucznej inseminacji)
wskaznik upadkow, ktérych czynnikiem etiolo-
gicznym byla zachorowalnos$¢ w ciagu catej dhu-
gosci zycia osobniczego, utrzymywat si¢ na takim
samym poziomie, jak $miertelno$¢ obserwowana
wsrod osobnikéw pochodzacych z hodowli trady-

cyjnej (Watanabe i Nagai, 2009).

Wykazano rowniez, ze potomstwo bydta klo-
nalnego posiada prawidtowy status epigenetyczny,
mierzony ilo§ciowym profilem metylacji reszt cy-
tozyny genomowego DNA; co wiecej, jest on po-
rownywalny ze statusem osobnikéw uzyskanych
w ramach konwencjonalnego rozrodu wspomaga-
nego u bydta. Yamanaka i in. (2011) udowodnili
bowiem, ze profil metylacji DNA w komorkach
blastocyst rozwijajacych si¢ z zygot uzyskanych
albo w nastgpstwie sztucznej inseminacji samic
klonalnych z uzyciem nasienia pochodzacego od
buhajow klonalnych lub nieklonalnych, albo w na-
stepstwie sztucznej inseminacji samic nieklonal-
nych z uzyciem nasienia pochodzacego od buha-
jow klonalnych utrzymywat si¢ na takim samym
poziomie, jak profil metylacji DNA w komorkach
blastocyst rozwijajacych si¢ z zygot uzyskanych
na drodze sztucznej inseminacji samic nieklonal-
nych z uzyciem nasienia pochodzacego od buha-
jow nieklonalnych.

Potwierdzono ponadto, ze profil metylacji
DNA w blastocystach rozwijajacych si¢ z zaptod-
nionych in vivo oocytow uzyskanych w wyniku
sztucznej inseminacji przeprowadzonej u bydta
pochodzenia nieklonalnego oraz klonalnego oka-
zat si¢ by¢ znaczaco nizszy w porownaniu z gru-
pa zarodkéw uzyskanych w wyniku klonowania
technikg SCNT, u ktorych utrzymywat si¢ on na
poziomie zblizonym do profilu metylacji DNA,
jaki wykazano w rezultacie analiz przeprowadzo-
nych na komorkach somatycznych stanowigcych
zrédto dawcow jader uzytych w procedurze SCNT
(Yamanaka i in., 2011). Z kolei, Long i in. (2014)
zwracajg uwagg na fakt, ze potomstwo pochodza-
ce od zwierzat klonalnych nie wykazuje zadnych
zmian anatomo- i histopatologicznych charakte-
rystycznych dla ich rodzicéw. Niemniej jednak,
przyczyna niskiej efektywnosci samej techno-
logii klonowania somatycznego (mierzonej nie
tylko odsetkiem urodzen zdrowego potomstwa
klonalnego, lecz rowniez wskaznikami jego prze-
zywalnosci okotoporodowej/perinatalnej i popo-
rodowej/neonatalnej) sa wysokie wspotczynniki
$miertelnosci zarodkow, ptodéw oraz nowo na-
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rodzonego potomstwa. U podstaw tych ostatnich
leza za$ procesy nieprawidlowego Iub niepeine-
g0 przeprogramowania pamigci epigenetycznej
jader komorek somatycznych w cytoplazmie
zrekonstruowanych i sztucznie aktywowanych
oocytow oraz w blastomerach zarodkow klonal-
nych, czego skutkiem sg zaburzenia w aktywno-
$ci transkrypcyjnej genomu jadrowego i mito-
chondrialnego w embrionalnej, plodowej, a takze
postnatalnej fazie ontogenezy.

Perspektywy wykorzystania bydla klonalnego
do celow konsumpcyjnych

Dotychczas, rozwijane technologie klonowa-
nia somatycznego bydta nie sg ukierunkowane na
wykorzystanie zwierzat klonalnych jako zrédta
do produkcji zywnosci. Chociaz brak jest mery-
torycznie uzasadnionych podstaw do zawieszania
lub wstrzymywania stosowania techniki klono-
wania do produkcji zwierzat przeznaczonych na
cele konsumpcyjne. Dotyczy to rdwniez hodow-
li zwierzat klonalnych i ich potomstwa, importu
zwierzat i/lub zarodkéw klonalnych, a takze pro-
duktow migsnych i mlecznych pochodzacych od
zwierzat klonalnych. Opierajac si¢ na dostepnych
badaniach naukowych, Amerykanska Agencja
ds. Zywnosci i Lekow (FDA; ang. US Food and

Drug Administration) oraz Europejski Urzad
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA; ang. European
Food Safety Authority) i Japonska Komisja ds.
Bezpieczenstwa Zywnosci (FSC; ang. Food Safety
Commission) wnioskowaty w latach 2008-2009, ze
produkty zywno$ciowe otrzymane z mig¢sa i mleka
pochodzacego od zwierzat klonalnych sg réwno-
wazne z odpowiednimi produktami wytworzony-
mi z migsa i mleka zwierzat uzyskanych za posred-
nictwem konwencjonalnych technik wspomagane-
go rozrodu, takich jak: sztuczna inseminacja (Al;
ang. artificial insemination) lub transfer zarodkow
(ET; ang. embryo transfer). Mimo to, komercyjne
wykorzystanie tych produktow w przemysle rol-
no-spozywczym jest zakazane w wielu panstwach
Unii Europejskiej nie tylko z przyczyn, ktore wy-
nikajg z braku spotecznej akceptacji dla produk-
tow zywnosciowych takiego pochodzenia, lecz
takze z powodu niskiej efektywnosci samej tech-
nologii SCNT u zwierzat gospodarskich. Majac
to na uwadze nalezy podkresli¢, ze dla realizacji
komercyjnych celéw konieczne jest upowszech-
nienie informacji o niskim ryzyku zwigzanym
z wykorzystywaniem nowoczesnych technologii
wspomaganego rozrodu i prowadzenie dalszych
badan ukierunkowanych na znaczaca poprawe
skutecznosci klonowania bydta.

Literatura

Biase F.H., Rabel C., Guillomot M., Hue L., Andropolis K., Olmstead C.A., Oliveira R., Wallace R., LeBourhis D., Richard
C., Campion E., Chaulot-Talmon A., Giraud-Delville C., Taghouti G., Jammes H., Renard J.P., Sandra O., Lewin
H.A. (2016). Massive dysregulation of genes involved in cell signaling and placental development in cloned cattle
conceptus and maternal endometrium. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 113 (51): 14492-14501.

Casser E., Israel S., Boiani M. (2019). Multiplying embryos: experimental monozygotic polyembryony in mam-
mals and its uses. Int. J. Dev. Biol., 63 (3—4-5): 143—155.

Chavatte-Palmer P., Heyman Y., Richard C., Monget P., LeBourhis D., Kann G., Chilliard Y., Vignon X., Renard
J.P. (2002). Clinical, hormonal, and hematologic characteristics of bovine calves derived from nuclei from

somatic cells. Biol. Reprod., 66 (6): 1596—-1603.

Chavatte-Palmer P., Camous S., Jammes H., Le Cleac’h N., Guillomot M., Lee R.S. (2012). Review: Placental
perturbations induce the developmental abnormalities often observed in bovine somatic cell nuclear transfer.

Placenta, 33 (Suppl.): S99-S104.

Farin P.W,, Piedrahita J.A., Farin C.E. (2006). Errors in development of fetuses and placentas from in vitro-pro-

duced bovine embryos. Theriogenology, 65 (1): 178—-191.
GuoY,, LiH., Wang Y., Yan X., Sheng X., Chang D., Qi X., Wang X., Liu Y., LiJ., Ni H. (2017). Screening somatic

Prace przegladowe

&9



M. Skrzyszowska i M. Samiec

cell nuclear transfer parameters for generation of transgenic cloned cattle with intragenomic integration of
additional gene copies that encode bovine adipocyte-type fatty acid-binding protein (A-FABP). Mol. Biol.
Rep., 44 (1): 159-168.

Heyman Y., Chavatte-Palmer P., Fromentin G., Berthelot V., Jurie C., Bas P., Dubarry M., Mialot J.P.,, Remy D.,
Richard C., Martignat L., Vignon X., Renard J.P. (2007). Quality and safety of bovine clones and their products.
Animal, 1 (7): 963-972.

Hiendleder S., Prelle K., Briiggerhoff K., Reichenbach H.D., Wenigerkind H., Bebbere D., Stojkovic M., Miiller S., Brem
G., Zakhartchenko V., Wolf E. (2004). Nuclear-cytoplasmic interactions affect in utero developmental capacity,
phenotype, and cellular metabolism of bovine nuclear transfer fetuses. Biol. Reprod., 70 (4): 1196-1205.

Hill J.R., Schlafer D.H., Fisher PJ., Davies C.J. (2002). Abnormal expression of trophoblast major histocompatibility
complex class I antigens in cloned bovine pregnancies is associated with a pronounced endometrial lympho-
cytic response. Biol. Reprod., 67 (1): 55-63.

Hoshino Y., Hayashi N., Taniguchi S., Kobayashi N., Sakai K., Otani T., Iritani A., Saeki K. (2009). Resurrection of a bull
by cloning from organs frozen without cryoprotectant in a -80°C freezer for a decade. PLoS One, 4 (1): e4142.

Jang G., Bhuiyan M.M., Jeon H.Y., Ko K.H., Park H.J., Kim M.K., Kim J.J., Kang S.K., Lee B.C., Hwang W.S.
(2006). An approach for producing transgenic cloned cows by nuclear transfer of cells transfected with hu-
man alpha 1-antitrypsin gene. Theriogenology, 65 (9): 1800—1812.

LiuJ., Liang X., Zhu J., Wei L., Hou Y., Chen D.Y., Sun Q.Y. (2008 a). Aberrant DNA methylation in 5’ regions of
DNA methyltransferase genes in aborted bovine clones. J. Genet. Genomics, 35 (9): 559-568.

LiuJ.H., Yin S., Xiong B., Hou Y., Chen D.Y., Sun Q.Y. (2008 b). Aberrant DNA methylation imprints in aborted
bovine clones. Mol. Reprod. Dev., 75 (4): 598-607.

Liu X., Wang Y., Guo W., Chang B., Liu J., Guo Z., Quan F., Zhang Y. (2013). Zinc-finger nickase-mediated inser-
tion of the lysostaphin gene into the beta-casein locus in cloned cows. Nat. Commun., 4: 2565.

LiuX.,WangY., TianY.,Yu Y., GaoM.,Hu G.,SuF., Pan S., Luo Y., Guo Z., Quan F., Zhang Y. (2014). Generation
of mastitis resistance in cows by targeting human lysozyme gene to -casein locus using zinc-finger nucleases.
Proc. Biol. Sci., 281 (1780): 20133368.

Loi P, Tuso D., Czernik M., Ogura A. (2016). A new, dynamic era for somatic cell nuclear transfer? Trends
Biotechnol., 34 (10): 791-797.

Long C.R., Westhusin M.E., Golding M.C. (2014). Reshaping the transcriptional frontier: epigenetics and somatic
cell nuclear transfer. Mol. Reprod. Dev., 81 (2): 183—-193.

Lopes R.F., Forell F., Oliveira A.T., Rodrigues J.L. (2001). Splitting and biopsy for bovine embryo sexing under
field conditions. Theriogenology, 56 (9): 1383—-1392.

Lu D., Liu S., Ding F., Wang H., Li J., Li L., Dai Y., Li N. (2016). Large-scale production of functional human
lysozyme from marker-free transgenic cloned cows. Sci. Rep., 6: 22947,

LuoY.,WangY., LiuJ., Lan H., Shao M., Yu Y., Quan F., Zhang Y. (2015). Production of transgenic cattle highly express-
ing human serum albumin in milk by phiC31 integrase-mediated gene delivery. Transgenic Res., 24 (5): 875-883.

Montazer-Torbati F., Boutinaud M., Brun N., Richard C., Neveu A., Jaffrézic F., Laloé D., LeBourhis D., Nguyen M.,
Chadi S., Jammes H., Renard J.P., Chat S., Boukadiri A., Devinoy E. (2016). Differences during the first lactation
between cows cloned by somatic cell nuclear transfer and noncloned cows. J. Dairy Sci., 99 (6): 4778-4794.

Monzani P.S., Sangalli J.R., De Bem T.H., Bressan F.F., Fantinato-Neto P., Pimentel J.R., Birgel-Junior E.H.,
Fontes A.M., Covas D.T., Meirelles F.V. (2013). Breeding of transgenic cattle for human coagulation factor
IX by a combination of lentiviral system and cloning. Genet. Mol. Res., 12 (3): 3675-3688.

Niemann H. (2016). Epigenetic reprogramming in mammalian species after SCNT-based cloning. Theriogenology,
86 (1): 80-90.

Niemann H., Tian X.C., King W.A., Lee R.S. (2008). Epigenetic reprogramming in embryonic and foetal develop-

90 Prace przegladowe



Mozliwosci wykorzystania technik klonowania bydta

ment upon somatic cell nuclear transfer cloning. Reproduction, 135 (2): 151-163.

Ozil J.P. (1983). Production of identical twins by bisection of blastocysts in the cow. J. Reprod. Fertil., 69 (2): 463—468.

Proudfoot C., Carlson D.F., Huddart R., Long C.R., Pryor J.H., King T.J., Lillico S.G., Mileham A.J., McLaren D.G.,
Whitelaw C.B., Fahrenkrug S.C. (2015). Genome edited sheep and cattle. Transgenic Res., 24 (1): 147-153.

Salamone D., Barafiao L., Santos C., Bussmann L., Artuso J., Werning C., Prync A., Carbonetto C., Dabsys S., Munar C.,
Salaberry R., Berra G., Berra 1., Fernandez N., Papouchado M., Foti M., Judewicz N., Mujica L., Mufioz L., Alvarez
S.F., Gonzalez E., Zimmermann J., Criscuolo M., Melo C. (2006). High level expression of bioactive recombinant
human growth hormone in the milk of a cloned transgenic cow. J. Biotechnol., 124 (2): 469-472.

Samiec M. (2005 a). The role of mitochondrial genome (mtDNA) in somatic and embryo cloning of mammals.
A review. J. Anim. Feed Sci., 14 (2): 213-233.

Samiec M. (2005 b). The effect of mitochondrial genome on architectural remodeling and epigenetic reprogramming
of donor cell nuclei in mammalian nuclear transfer-derived embryos. J. Anim. Feed Sci., 14 (3): 393—422.
Samiec M., Skrzyszowska M. (2011). Transgenic mammalian species, generated by somatic cell cloning, in biomedicine,

biopharmaceutical industry and human nutrition/dietetics — recent achievements. Pol. J. Vet. Sci., 14 (2): 317-328.

Samiec M., Skrzyszowska M. (2018 a). Intrinsic and extrinsic molecular determinants or modulators for epigenetic
remodeling and reprogramming of somatic cell-derived genome in mammalian nuclear-transferred oocytes
and resultant embryos. Pol. J. Vet. Sci., 21 (1): 217-227.

Samiec M., Skrzyszowska M. (2018 b). Can reprogramming of overall epigenetic memory and specific parental
genomic imprinting memory within donor cell-inherited nuclear genome be a major hindrance for the somatic
cell cloning of mammals? — a review. Ann. Anim. Sci., 18 (3): 623-638.

Skrzyszowska M., Smorag Z. (1989). Cell loss in bisected mouse, sheep and cow embryos. Theriogenology, 32
(1): 115-122.

Skrzyszowska M., Znaniecki R., Bychawski S., Smorag Z. (1988). Przenoszenie dzielonych zarodkow bydlecych
(Transplantation of bisected cattle embryos). Med. Weter., 44 (7): 412-414.

Skrzyszowska M., Smorag Z., Katska L. (1997). Demi-embryo production from hatching of zona-drilled bovine
and rabbit blastocysts. Theriogenology, 48 (4): 551-557.

Skrzyszowska M., Smorag Z., Katska L., Bochenek M. (1999). Cattle twins after transfer of demi-embryos derived
from zona-perforated blastocysts. J. Anim. Feed Sci., 8 (2): 223-231.

Smith L.C., Suzuki J.Jr., Goff A.K., Filion F., Therrien J., Murphy B.D., Kohan-Ghadr H.R., Lefebvre R., Brisville
A.C., Buczinski S., Fecteau G., Perecin F., Meirelles F.V. (2012). Developmental and epigenetic anomalies
in cloned cattle. Reprod. Domest. Anim., 47 (Suppl. 4): 107-114.

Su J.M,, Yang B., Wang Y.S., Li Y.Y., Xiong X.R., Wang L.J., Guo Z.K., Zhang Y. (2011). Expression and methylation
status of imprinted genes in placentas of deceased and live cloned transgenic calves. Theriogenology, 75 (7):
1346-1359.

Tessanne K., Golding M.C., Long C.R., Peoples M.D., Hannon G., Westhusin M.E. (2012). Production of trans-
genic calves expressing an shRNA targeting myostatin. Mol. Reprod. Dev., 79 (3): 176-185.

Velasquez A.E., Manriquez J., Castro F.O., Cox J.F., Rodriguez-Alvarez L. (2017). Embryo splitting affects the
transcriptome during elongation stage of in vitro-produced bovine blastocysts. Theriogenology, 87: 124—134.

Wang J., Yang P., Tang B., Sun X., Zhang R., Guo C., Gong G., Liu Y., Li R, Zhang L., Dai Y., Li N. (2008).
Expression and characterization of bioactive recombinant human o-lactalbumin in the milk of transgenic
cloned cows. J. Dairy Sci., 91 (12): 4466—4476.

Wang Y., Ding F., Wang T., Liu W., Lindquist S., Hernell O., Wang J., Li J., Li L., Zhao Y., Dai Y., Li N. (2017).
Purification and characterization of recombinant human bile salt-stimulated lipase expressed in milk of trans-
genic cloned cows. PLoS One, 12 (5): e0176864.

Watanabe S. (2013). Effect of calf death loss on cloned cattle herd derived from somatic cell nuclear transfer:

Prace przegladowe 91



M. Skrzyszowska i M. Samiec

clones with congenital defects would be removed by the death loss. Anim. Sci. J., 84 (9): 631-638.

Watanabe S., Nagai T. (2009). Death losses due to stillbirth, neonatal death and diseases in cloned cattle derived
from somatic cell nuclear transfer and their progeny: a result of nationwide survey in Japan. Anim. Sci. J.,
80 (3): 233-238.

Watanabe S., Nagai T. (2011). Survival of embryos and calves derived from somatic cell nuclear transfer in cattle:
a nationwide survey in Japan. Anim. Sci. J., 82 (2): 360-365.

Wells D.N., Misica P.M., Tervit H.R., Vivanco W.H. (1998). Adult somatic cell nuclear transfer is used to preserve
the last surviving cow of the Enderby Island cattle breed. Reprod. Fertil. Dev., 10 (4): 369-378.

Yamanaka K., Kaneda M., Inaba Y., Saito K., Kubota K., Sakatani M., Sugimura S., Imai K., Watanabe S.,
Takahashi M. (2011). DNA methylation analysis on satellite I region in blastocysts obtained from somatic
cell cloned cattle. Anim. Sci. J., 82 (4): 523-530.

Yang B., Wang J., Tang B., Liu Y., Guo C.,, Yang P, Yu T., Li R., Zhao J., Zhang L., Dai Y., Li N. (2011).
Characterization of bioactive recombinant human lysozyme expressed in milk of cloned transgenic cattle.
PLoS One, 6 (3): e17593.

Yang X., Tian X.C., Kubota C., Page R., Xu J., Cibelli J., Seidel G.Jr. (2007). Risk assessment of meat and milk
from cloned animals. Nat. Biotechnol., 25 (1): 77-83.

Zeyland J., Wolko L., Bocianowski J., Szalata M., Stomski R., Dzieduszycki A.M., Ryba M., Przystatowska H.,
Lipinski D. (2013). Complete mitochondrial genome of wild aurochs (Bos primigenius) reconstructed from
ancient DNA. Pol. J. Vet. Sci., 16 (2): 265-273.

Zhang L., Wang S.H., Dai Y.P., Li N. (2009). Aberrant gene expression in deceased transgenic cloned calves.
Anim. Reprod. Sci., 112 (1-2): 182—189.

Zhang L., Zhang Y., Han Z., Fang J., Chen H., Guo Z. (2019 a). Transcriptome analyses reveal effects of vitamin
C-treated donor cells on cloned bovine embryo development. Int. J. Mol. Sci., 20 (11): pii: E2628.

Zhang S., Ma X., Wang Z., Zhang P., Li Z. (2019 b). Production of transgenic cattle expressing lysine-rich poly-
peptide in milk by somatic cell nuclear transfer. Transgenic Res., 28 (3—4): 317-325.

THE POSSIBILITIES OF USING CLONING TECHNIQUES IN ASSISTED REPRODUCTION
OF CATTLE, FOOD TECHNOLOGY, BIOPHARMACEUTICAL INDUSTRY, BIOMEDICINE
AND RESTORATION OF ENDANGERED OR EXTINCT ANIMAL BREEDS AND SPECIES

Summary

Development of efficient methods used both for the in vitro maturation (IVM) and in vitro fertilization (IVF)
of bovine oocytes and for non-surgical collection and transfer of embryos has contributed not only to an optimiza-
tion of comprehensive in vitro embryo production (IVP) technology, but also to an improvement of other assisted
reproductive technologies (ARTs) such as cattle cloning by embryo bisection, embryonic cell nuclear transfer
(ECNT) and somatic cell nuclear transfer (SCNT). The objective of our paper is to demonstrate the progress and
achievements in the strategies utilized for embryonic cell cloning and somatic cell cloning in cattle. Moreover, this
paper is aimed to present the perspectives of applying cloning techniques not only for the purposes of nutritional
biotechnology, agri-food industry, pharmacology and biomedicine but also for the purposes of genetic rescue of
endangered or extinct breeds and species of domesticated or free-living artiodactyl mammals (even-toed ungu-
lates) originating from the family Bovidae.

Key words: cattle, cloning, embryo bisection, embryonic cell nuclear transfer, somatic cell nuclear transfer, trans-
genesis, nutritional biotechnology, agri-food industry, pharmacology, biomedicine, endangered/extinct breed, en-
dangered/extinct species
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