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Koza domowa jako gatunek o stosunkowo duzej bioréznorodnosci ras mlecznych i mig-
snych moze by¢ wysoko wartosciowym obiektem dla badan z zakresu transgeniki zwierzqt,
bazujgcej na uzyskiwaniu i powielaniu transformowanych genetycznie osobnikow przy wy-
korzystaniu jednej z najdynamiczniej rozwijajqcych sig technologii wspomaganego rozro-
du, jakq stanowi klonowanie metodq transplantacji jgder komorek somatycznych (SCNT;
ang. somatic cell nuclear transfer). Celem nadrzednym tej pracy jest zaprezentowanie
aktualnych osiggnig¢ ukierunkowanych na opracowanie innowacyjnych i wysoko efektyw-
nych rozwigzan stosowanych do produkcji transgenicznych maciorek i koztow klonalnych.
Ponadto, w niniejszej pracy zostaly przedstawione perspektywy wykorzystania genetycznie
zmodyfikowanych koz klonalnych nie tylko na potrzeby nowoczesnej hodowli zwierzqt go-
spodarskich, biotechnologii zywienia i przemystu rolno-spozywczego, lecz takze na potrze-
by farmakologii i biomedycyny.

Stowa kluczowe: koza klonalna, klonowanie somatyczne, hodowla zwierzqt gospodarskich,
transgenika, biotechnologia zywienia, przemyst rolno-spozywczy, farmakologia, biomedycyna

Jedna z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ strategii biotechnologii repro-
dukcyjnej ssakow, w tym zwierzat gospodarskich, jest klonowanie technikg trans-
plantacji jader komoérek somatycznych (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer)
(ryc. 1).

Atrakcyjno$¢ technik klonowania wynika z mozliwos$ci ich zastosowania do gene-
rowania i multiplikowania transgenicznych zwierzat, cennych ze wzgledu na produkt
ekspresji zmodyfikowanych genow, a takze, cho¢ w mniejszym stopniu, z mozliwosci
powielania osobnikdéw o wybitnych, wysokoodziedziczalnych cechach wartosci ho-
dowlanej (genetycznej) i uzytkowej, co moze skutkowaé skréceniem odstepu migdzy-
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pokoleniowego i przys$pieszeniem tempa osiggania postgpu hodowlanego. Jednakze,
realizacja wskazanych kierunkoéw badan postepuje nadal w ograniczonej skali, z po-
wodu wysokich kosztéw procedury klonowania wynikajacych z niskiej skutecznosci
metody. Upowszechnienie metod klonowania bedzie mozliwe po osiggnieciu wyso-
kiej 1 stabilnej efektywnos$ci, gwarantujacej powtarzalnos¢wynikow (Samiec i Skrzy-
szowska, 2011a, b; Hall i in., 2013; Skrzyszowska i Samiec, 2020a).

Gtownym powodem niskiego przed- i poimplantacyjnego potencjatu rozwojowe-
go oraz stabej jakosci zarodkow klonalnych, a takze stosunkowo wysokiej czestosci
wystepowania wrodzonych wad rozwojowych (zmian anatomo-, histo- i fizjopatolo-
gicznych) u ptodow i potomstwa klonalnego jest nieprawidtowa adaptacja transfero-
wanych jader komorek somatycznych do warunkéw biochemicznych mikrosrodowiska
cytoplazmatycznego oocytu, czyli ich niekompletne lub wadliwe przeprogramowa-
nie w cytoplazmie enukleowanych oocytow. Wynika stad potrzeba prowadzenia ba-
dafh zmierzajacych do precyzyjnego zdefiniowania/rozpoznania warunkow ulatwia-
jacych proces epigenetycznego przeprogramowania genomu komorek-dawcoéw jader
w przed- 1 poimplantacyjnej fazie rozwoju klonalnych zarodkéw oraz ptodow ssakow,
w tym kozy domowej (Martins i in., 2016; Samiec i Skrzyszowska, 2018a; Yang i in.,
2018; Deng i in., 2020a, b). Obiecujacych wynikow dostarczyty badania z uzyciem
nieselektywnych zwigzkow stymulujacych epigenetycznie uwarunkowang aktywno$é
transkrypcyjng DNA genomowego, zardéwno w somatycznych komorkach-dawcach ja-
der, jak i w klonalnych zarodkach ssakow, w tym kozy (lager i in., 2008; Mao i in., 2018;
Samiec i Skrzyszowska, 2018b; Samiec i in., 2019; Skrzyszowska i Samiec, 2020b).
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Ryec. 1. Schemat klonowania ko6z technika transplantacji jader komorek somatycznych do enukleowanych
(wyjadrzonych) oocytow-biorcow (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer)
Fig. 1. Schematic representation of cloning goats by somatic cell nuclear transfer (SCNT) into enucleated
recipient oocytes



Potencjal aplikacyjny klonowania somatycznego koz 181

Gatunkowo-specyficzne zalety kozy zwigkszajace mozliwosci jej praktyczne-
go wykorzystania w rolnictwie, transgenice, biotechnologii, biomedycynie i bio-
farmacji

Koza domowa (Capra aegagrus hircus) jako gatunek o relatywnie duzej biordz-
norodnosci ras wykazujacych stosunkowo wysoka wydajnos¢ mleczng i/lub migsna
moze by¢ dobrym obiektem dla transgenicznej produkcji osobnikéw stanowiacych
bioreaktory rekombinowanych ludzkich bialek terapeutycznych (tzw. biofarmaceu-
tykow lub nutraceutykoéw) badz osobnikéw o genetycznie zmodyfikowanych para-
efektywnos$ci produkcji oczyszczonych, obcogatunkowych (tj. ksenogenicznych)
biopreparatow farmakologicznych lub nutraceutycznych, pochodzacych z gruczo-
tow mlekowych, czyli wymion transgenicznych kéz utatwitoby zatem ich stopniowe
uzdatnianie w przemysle biofarmaceutycznym (Baguisi i in., 1999; Wan i in., 2012).
Inna wymierng korzy$cia uzyskiwania zmodyfikowanych genetycznie kéz klonal-
nych, cennych ze wzgledu na ksenogeniczny produkt transgenicznej ekspresji egzo-
gennego DNA (ukierunkowanej na gruczoly mlekowe lub skutkujacej podwyzszona
miesnoscia), jest stosunkowo krotki odstep migdzypokoleniowy dajacy mozliwosé
przyspieszania tempa osiggania postgpu genetycznego w zakresie hodowli tzw. ma-
ciorek i koztow-zatozycieli rodzicielskich linii transgenicznych (ang. founder does
and bucks) (Wan i in., 2012; Zhou i in., 2013). Kolejna zaleta tego gatunku matych
przezuwaczy jest niska podatno$¢ ras koz nalezacych do mlecznego lub migsnego
typu uzytkowego na infekcje patologicznymi prionami (PrP5%) wywotujacymi cho-
robe scrapie (trzgsawke) u owiec (Baldassarre i in., 2002, 2003a; An i in., 2019).
Transgeniczne kozy moga by¢ optymalnymi bioreaktorami rekombinowanych bia-
tek terapeutycznych cztowieka réwniez z innego, agroekonomicznego powodu.
W poréwnaniu z chowem kréw transgenicznych, zwierzeta te mozna tatwiej hodo-
waé, szybciej kierowa¢ ich naturalnym i biotechnologicznie wspomaganym rozro-
dem, a ich utrzymanie jest znacznie tansze niz uzytkowanie duzych przezuwaczy.
Posiadajg one do$¢ duze w stosunku do rozmiaréw ich ciata wymiona o przewadze
tkanki gruczotowej nad wioknistg tkankg migzszowa (parenchymalng), co juz ge-
netycznie predestynuje ten gatunek matych przezuwaczy do wysokiego potencjatu
produkcyjnego siary i mleka. Konsekwencja tych anatomiczno-fizjologicznych zalet
kéz moze by¢ wysoka wydajnos$¢ stada transgenicznych maciorek w zakresie syntezy
i sekrecji rekombinowanych biatek terapeutycznych cztowieka (tzw. biofarmaceuty-
kow lub nutraceutykow) przez komorki pgcherzykow mlekotworczych, wytwarzaja-
cych wydzieling o zmodyfikowanym genetycznie sktadzie jakoSciowym i ilosciowym
(Wan i in., 2012; Gash i in., 2019).

Pierwsze transgeniczne kozleta klonalne uzyskano po transplantacji zarodkow
zrekonstruowanych z jader komoérek somatycznych, transfekowanych in vitro stosun-
kowo prostymi konstrukcjami genowymi niezawierajacymi genomowych sekwencji
regionow kodujacych transgeny strukturalne, lecz ztozonymi jedynie z segmentow
eksonowych gendéw kodujacych markerowe biatka selekcyjne, np. fosfotransferaze
glicerolowa/kinaze fosfoglicerolowa neomycyny (PGKneo), warunkujaca opornosé
na genetycyn¢ (G418) i/lub reporterowe biatko intensywnej zieleni fluorescencyjnej
meduzy stutbioptawa Aequorea victoria (eGFP; ang. enhanced green fluorerescent
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protein). W doswiadczeniach Zou i in. (2002) przeprowadzonych nad klonowaniem
somatycznym koz wykorzystano hodowane in vitro fibroblasty ptodowe, transfeko-
wane przy uzyciu konstrukcji genetycznej zawierajacej jedynie gen opornosci na po-
chodng neomycyny (neo”). Efektem tych badan byto wyprodukowanie 5 zmodyfiko-
wanych genetycznie kozlat. Z kolei Keefer i in. (2001) oraz Baldassarre i in. (2002,
2003a) zastosowali do zabiegu transfekcji (lipofekceji) in vitro fibroblastow ptodowych
bardziej ztozong plazmidowg konstrukcje genowa (CEeGFP) zawierajgca: 1) rozbu-
dowang sekwencje genomowg tzw. ludzkiego wariantu genu biatka eGFP pod kon-
trolg promotora ludzkiego czynnika elongacji tancucha polinukleotydowego-1a (ang.
human elongation factor-1a) oraz regulatorowej sekwencji regionu wzmacniajgcego
inicjacje transkrypcji mRNA cytomegalowirusa (ang. cytomegalovirus enhancer),
a takze 2) markerowy gen selekcyjny neomycyny sprz¢zony z ekspresyjnym wekto-
rem kierunkowym wyizolowanym z genomu wirusa SV-40 (ang. simian virus-40).
Po transplantacji zarodkow zrekonstruowanych z jader tak transformowanych gene-
tycznie komorek somatycznych uzyskano jedng maciorke klonalng z potwierdzong
molekularnie 1 fenotypowo ekspresjg reporterowego transgenu eGFP.

Transgeniczne zwierzeta ze zdiagnozowanym przyzyciowo wysokim profilem ak-
tywnosci transkrypcyjnej obcogatunkowego genu moga by¢ nastepnie multiplikowane
technikg klonowania somatycznego. Ma to szczegolne uzasadnienie w przypadku gdy
pozyskiwane od tych zwierzat biofarmaceutyki moga znalez¢ powszechne zastoso-
wanie w terapii u ludzi cierpigcych na szereg nieuleczalnych chorob jednogenowych.
W momencie uzyskania przez transgeniczne biopreparaty odpowiednich certyfikatow
dopuszczajacych je do aplikacji u ludzi, somatyczne klonowanie zmodyfikowanych
genetycznie osobnikdw pozwoli, przynajmniej teoretycznie, na utrzymanie homogen-
nos$ci takich lekéw ekstrahowanych z fizjologicznych wydzielin i wydalin (mleko,
mocz) kolejnych generacji sklonowanych zwierzat. Technologi¢ taka wykorzystata
z powodzeniem amerykanska firma biotechnologiczna Genzyme Transgenic Corpo-
ration (GTC) Biotherapeutics, po wyprodukowaniu transgenicznych koz z potwier-
dzong w mleku monoalleliczng ekspresja genu rekombinowanej ludzkiej antytrombi-
ny III (rhAT), standardowa metoda mikroiniekcji konstruktow cDNA wyposazonych
w promotor genu koziej b-kazeiny. W przeprowadzonych eksperymentach, z ptodow
uzyskanych w wyniku krycia nietransgenicznych maciorek zmodyfikowanym ge-
netycznie kozlem-zatozycielem transgenicznego rodu zwierzat (ang. founder buck),
z ukierunkowang na gruczot mlekowy aktywnos$cia transkrypcyjng genu rhAT, wy-
prowadzono linie transformowanych genetycznie komorek fibroblastycznych. Linie
klonalne tych komorek postuzyty jako zrédto dawcoéw jader w procedurze klono-
wania somatycznego, ktorej efektem bylo wyprodukowanie tacznie 8 transgenicz-
nych maciorek (Baguisi i in., 1999; Reggio i in., 2001). Kolejnym przykladem wy-
korzystania techniki klonowania somatycznego do powielania populacji osobnikow
transgenicznych sg wyniki do§wiadczen przeprowadzonych przez Cheng i in. (2002).
W tym przypadku do rekonstrukcji enukleowanych oocytow uzyto hodowane in vitro
linie komodrkowe, wyprowadzone z bioptatow tkankowych transgenicznej kozy wy-
kazujacej ogolnoustrojowa ekspresje genu rekombinowanej erytropoetyny cztowieka
(rhEPO). Po chirurgicznym transferze zarodkow klonalnych do drog rodnych hormo-
nalnie zsynchronizowanych maciorek-biorczyn, urodzity si¢ 2 zmodyfikowane gene-
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tycznie kozlgta, z potwierdzonym molekularnie oraz fenotypowo wysokim profilem
aktywnosci transkrypcyjnej transgenu kodujacego ksenogeniczne (obcogatunkowe)
biatko rhEPO.

Transgeniczne kozy klonalne jako bioreaktory terapeutycznych bialek czlo-
wieka

Technologia transplantacji jader transfekowanych in vitro komérek somatycznych
zwigksza prawdopodobienstwo uzyskiwania niemozaikowego potomstwa transge-
nicznego, posiadajacego wbudowany egzogenny konstrukt genowy réwniez w linii
pierwotnych komorek piciowych. Takie niechimerowe pod wzgledem transformacji
genetycznej komorek gametogenicznych i somatycznych osobniki zachowuja peina
zdolno$¢ do przekazywania fenotypowo i molekularnie zdiagnozowanej ekspresji
transgenu na komorki gruczotu mlekowego kolejnej generacji urodzonych kozlat
(Baldassarre i in., 2003b; Gash i in., 2019; Zhang 1 in., 2019a). Doskonatym tego
przyktadem moga by¢ wyniki badan przeprowadzonych przez Baguisi i in. (1999).
Detekcja wysokiego poziomu ekspresji genu kodujacego rekombinowang ludzkg an-
tytrombinge III (thAT) w komoérkach wymion trzech maciorek klonalnych uzyskanych
z zarodkow zrekonstruowanych z jader fibroblastéw transgenicznych ptodow wyra-
zaka si¢ rowniez w postaci niezwykle wysokiej fenotypowej wartosci tej zmodyfiko-
wanej genetycznie cechy w pobranych probkach mleka. W okresie 33 dni zainicjo-
wanej juz w wieku 2 miesiecy laktacji wydajno$¢ mleczna tych maciorek osiggneta
warto$¢ okoto 160 mL, a koncentracja rhAT w pobranym mleku wyniosta az 5,8 g/L
(20,5 U/mL aktywnosci enzymatycznej oczyszczonego biopreparatu) w dniu 5. oraz
3,7 g/L (14,6 U/mL aktywnosci) w 9. dniu laktacji. Przy tak duzym poziomie stezenia
rekombinowanych biatek terapeutycznych w mleku, wielkostadne fermy transgenicz-
nych ko6z moga dostarczy¢ nawet do 300 kg wyekstrahowanego (puryfikowanego)
produktu biofarmaceutycznego w skali calego roku. Sprzgzenie technologii klonowa-
nia somatycznego z hormonalng indukcja wczesnej laktacji u niedojrzatych ptciowo
maciorek transgenicznych umozliwi znaczne skrocenie czasu uzyskiwania produktu
ekspresji transgenu, nawet do 8-9 miesiecy od momentu transfekcji linii komorko-
wych do momentu jego sekrecji w mleku (Baguisi i in., 1999; Baldassarre i in., 2004).
Objetos¢ pozyskiwanych w ten sposob probek mleka jest nie tylko wystarczajaca do
prawidtowego oszacowania wielkosci produkcji rekombinowanych biatek, ale nawet
przy stosunkowo niskim poziomie ekspresji transgenu, wyrazanym w mg/mL mleka
pozwala na wielokrotne przeprowadzanie klinicznych testow aktywnosci farmakoki-
netycznej, hormonalnej lub enzymatycznej wytwarzanych biopreparatow.

Na szczegolng uwage zastuguje fakt zapoczatkowania w latach 20062009 przez
amerykanska korporacje biotechnologiczng GTC Biotherapeutics szeroko zakrojonej
mig¢dzynarodowej komercjalizacji biomedycznej pierwszego bioprepraratu farmako-
logicznego o nazwie ATryn®, ktérego podstawowym biochemicznym skladnikiem
aktywnym jest rekombinowana ludzka antytrombina III (rhAT) pochodzaca z mleka
transgenicznych osobnikoéw klonalnych duzego gatunku zwierzat gospodarskich, ja-
kim jest koza domowa (Echelard i in., 2006; Niemann i Kues, 2007; An i in., 2019).
Fakt ten nalezy uzna¢ za ogromny kamien milowy ukierunkowany na praktyczne
wdrozenie na skalg przemystowa pierwszego produktu biofarmaceutycznego wspot-
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czesnej biotechnologii reprodukcyjnej ssakow opartej na sprzezonych technologiach
genetycznej/genomowej inzynierii zarodkowej takich jak: transgeneza i klonowanie
somatyczne zwierzat gospodarskich. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze ATryn®
— jako pierwszy w $wiecie lek syntetyzowany i dostarczany przez przeksztatcone
w bioreaktory wymiona zmodyfikowanych genetycznie kéz klonalnych, charaktery-
zujacych sie wysokoefektywna, organo-specyficzng ekspresja mono- lub biallelicz-
ng transgenu rhAT — zostal pierwotnie dopuszczony w 2006 roku przez Europejska
Agencje Lekow (EMA; ang. European Medicines Agency) do obrotu handlowego
i uzytkowania w sektorze biofarmaceutyczno-medycznym panstw Unii Europejskiej,
a w nastepnej kolejnosci uzyskat w 2009 roku certyfikacje Amerykanskiej Agencji ds.
Zywnosci i Lekow (FDA/USFDA; ang. United States Food and Drug Administration)
zezwalajacg na obrot i uzdatnianie na rynkach biofarmaceutycznych i biomedycznych
w USA oraz w Kanadzie (Samiec i Skrzyszowska, 2011a; Shepelev i in., 2018). Na
obecnym etapie ATryn® znajduje szerokie zastosowanie w biomedycznych progra-
mach/platformach terapeutycznych dedykowanych dla hospitalizowanych pacjentow
internistycznych cierpiacych na genetycznie uwarunkowany wariant niedoboru gli-
koproteiny przeciwzakrzepowej, jaka stanowi antytrombina III. Pacjenci dotknieci
wrodzonym deficytem tego biatka antykoagulacyjnego wykazuja mniej lub bardziej
zaawansowane objawy zylnej choroby zakrzepowo-zatorowej, ktora jest uznawana
za jedno z najczestszych 1 najgrozniejszych schorzen uktadu sercowo-naczyniowego
u cztowieka. Dlatego tez ATryno-, czyli rhAT-zalezna profilaktyka przeciwzakrzepo-
wa wydaje si¢ by¢ godnym uwagi elementem leczenia cigzkich zaburzen okotoopera-
cyjnych i okotoporodowych oraz groznych powiktan zakrzepowo-zatorowych, w tym
klinicznie niemych i objawowych przypadkéw zakrzepowego zapalenia (zakrzepicy)
zyt glebokich, a takze symptomow przewlektej, opoznionej, podostrej lub ostrej zato-
rowosci plucnej (tj. roznych postaci zatoru tetnicy ptucnej), ktore ujawniajg si¢ w tej
grupie dziedzicznie obcigzonych pacjentow tzw. podwyzszonego ryzyka (Echelard
iin., 2005; Patnaik i Moll, 2008).

Kolejnym przyktadem praktycznego wykorzystania gruczotdéw mlekowych trans-
formowanych genetycznie k6z klonalnych jako bioreaktoréw syntetyzujacych ludz-
kie biatka terapeutyczne lub mleko o tzw. zhumanizowanym sktadzie biochemicz-
nym s3 badania Zhu i in. (2016), zmierzajace do obnizenia reakcji alergicznej na
biatko B-laktoglobuliny (BLG). Jest to jedno z najwazniejszych biatek serwatkowych
o potencjalnym charakterze alergennym, ktére wystepuje w mleku wszystkich ssa-
kow parzystokopytnych (Artiodactyla), w tym takze kozy domowej. Jedynie w mleku
cztowieka biatko to nie wykazuje takich wtasciwosci. Obecno$¢ tego biatka w mleku
koéz w znacznym stopniu ogranicza spozycie tego produktu, mimo jego wysokiej war-
todci odzywczej 1 wlasciwosci prozdrowotnych. Autorzy tych prac badawczych, jako
pierwsi, stosujac konwencjonalng metode rekombinacji homologicznej (HR; ang.
homologous recombination) uzyskali funkcjonalng inaktywacje pojedynczej kopii
genu BLG albo poprzez znokautowanie (usuni¢cie/wylaczenie) jego specyficznych
sekwencji kodujacych (ang. BLG gene knock-out), albo poprzez wstawienie (insercje)
specyficznych sekwencji unieczynniajacych aktywnos¢ transkrypcyjng genu BLG na
drodze wlaczenia (inkorporacji) eksondow genu a-laktoalbuminy cztowieka (hLA4; ang.
hLA gene knock-in) do genomu jadrowego hodowanych in vitro ptodowych komérek
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fibroblastycznych. W nastgpnej kolejnosci komorki te wykorzystano jako zrodto daw-
cow jader do rekonstrukcji enukleowanych oocytow kozy w procedurze klonowania
somatycznego. Efektem koncowym tych badan byto urodzenie trzech kozlat, sposrod
ktorych u dwoch potwierdzono monoalleliczny nokaut celowanego genu BLG (Zhu
iin., 2016).

Z kolei Yuan i in. (2017) wygenerowali — przy zastosowaniu strategii klonowania
somatycznego — transgeniczne kozy, ktorych wymiona byly bioreaktorami syntety-
zujacymi zhumanizowane mleko zawierajace farmakologiczng lub nutraceutyczna
immunoglikoproteing, okreslang mianem rekombinowanej laktoferyny cztowieka
(hLF). Zrodto komoérek-dawcodw jader w procedurze rekonstrukeji enukleowanych
oocytow technikg klonowania somatycznego stanowitly transformowane genetycz-
nie fibroblasty ptodowe, ktérych genom zostat zmodyfikowany/zedytowany poprzez
wprowadzenie sekwencji cDNA ALF do locus genu B-laktoglobuliny, czyli poprzez
zastgpienie genu BLG genem ALF. Do modyfikacji/edytowania genomu jadrowego
fibroblastycznych komorek ptodowych uzyto systemu nukleaz efektorowych struk-
turalnie 1 funkcjonalnie przypominajacych/podobnych do aktywatorow transkryp-
cyjnych (TALENS; ang. transcription activator-like effector nucleases). Skutecznosé
ukierunkowanej mutagenezy genu BLG ksztaltowala si¢ na poziomie 10%. Wyniki
przeprowadzonych badan wyraznie wykazaty, ze poprzez sprzgzenie strategii edyto-
wania genomu w oparciu o nukleazy TALENs z technikg klonowania somatycznego
mozliwe bylto bialleliczne unieczynnienie genu BLG poprzez wstawienie (knock-in)
eksonoéw genu ALF do genomu koz klonalnych, ktérych gruczot mlekowy, poprzez
zaprogramowang transformacj¢ genetyczng, zostal ukierunkowany na produkcje
rekombinowanej laktoferyny cztowieka. Zakodowana na drodze transgenezy, jako-
Sciowa i ilosciowa modyfikacja sktadu biochemicznego mleka koziego, czyli innymi
stowy produkcja zhumanizowanego mleka przez wymiona kdz jako transgenicznych
bioreaktorow, moze skutkowac¢ obnizeniem stopnia jego alergennosci, przy jedno-
czesnym wzbogaceniu mleka o warto$ciowe biatko multipotencjalne, jakim jest lak-
toferyna. To biatko z grupy immunoglikoprotein, poza fizjologiczng regulacjg dyna-
micznej homeostazy metabolizmu kationow zelaza, wykazuje szereg innych cennych
wiasciwosci immunoterapeutycznych, m.in. takich jak: przeciwdrobnoustrojowe (an-
tybakteryjne, mykostatyczne i antywirusowe), immunomodulujace, przeciwzapalne
oraz przeciwnowotworowe (Wan i in., 2012; Yuan i in., 2017; Zhang i in., 2019a).

Warto rowniez odnotowac fakt, ze Zhang i in. (2015) udowodnili skuteczng integra-
cje genu rekombinowanej laktoferyny cztowieka z obcogatunkowym genomem-go-
spodarzem wskutek przeprowadzonej transformacji genetycznej hodowanych in vitro
ptodowych komorek fibroblastycznych kozy. Transformowane genetycznie fibroblasty
ptodowe kozy wykorzystano nastepnie do uzyskania — na drodze klonowania soma-
tycznego — transgenicznych kozlgt (maciorek) z potwierdzong molekularnie obecno-
$cig genu ALF w bioptatach tkanki skornej ucha. Sposrdod szesciu uzyskanych trans-
genicznych kozlat klonalnych, trzy maciorki padly w okresie perinatalnym z powodu
niedorozwoju ptuc i ostrej niewydolnosci oddechowej. W eksplantach tkankowych
pozyskanych post mortem z phuc padtych maciorek transgenicznych zidentyfikowa-
no hipermetylacje wysp/dinukleotydéw CpG (5’-cytydyno-3’-monofosforylo-5’-gu-
anozyny-3’) w obregbie regionu o zréznicowanej metylacji, tj. regionu kontrolnego
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pigtnowania (DMR/ICR; ang. differentially methylated region/imprinting control re-
gion) genu receptora insulinopodobnego czynnika wzrostowego typu 2 (/IGF2R; ang.
insulin-like growth factor 2 receptor). Dlatego tez allel matczyny genu /GF2R okazat
si¢ by¢ nadaktywny transkrypcyjnie wskutek nadmiernej metylacji reszt cytozyny
w intronowej sekwencji DMR/ICR, natomiast allel pochodzenia ojcowskiego pozo-
stal wyciszony transkrypcyjnie wskutek prawidtowo przebiegajacej rodzicielskiej
metylacji pietnujacej. W rezultacie, w wyizolowanych posmiertnie eksplantach tkan-
ki plucnej kozlat klonalnych wykazano nadekspresj¢ mRNA transkrybowanego przez
ulegajacy nieprawidlowemu pigtnowaniu genomowemu (imprintingowi gametyczne-
mu) allel matczyny genu /GF2R.

Reasumujac, pietnowane geny (ang. imprinted genes) s§ waznym epigenomowym
regulatorem anatomiczno-histologicznego wzrostu i rozwoju oraz fizjologicznego
dojrzewania ptuc. Z kolei wadliwe Iub niekompletne przeprogramowanie epigene-
tycznie uwarunkowanej aktywnosci transkrypcyjnej DNA, ktore lezy u podstaw bted-
nej (wzmozonej) metylacji pigtnujacej allel genu /GF2R pochodzenia matczynego,
determinujacej monoalleliczng nadekspresje tego genu z genomu matczynego w ptu-
cach ptodow klonalnych, wydaje si¢ by¢ jednym z gléwnych letalnych czynnikéw
zwiazanych z etiopatogeneza hipoplazji pluc i cigzkiej niewydolnosci oddechowej
u nowonarodzonych transgenicznych kozlat klonalnych (Zhang i in., 2015).

Transgeniczne kozy klonalne jako zZrodlo wartosciowego miesa dla czlowieka

Miostatyna, kodowana przez gen MSTN, jest hormonalnym (polipeptydowym)
czynnikiem inhibitorowym wzrostu, réznicowania, dojrzewania i rozwoju mig-
$ni szkieletowych ssakow. Z przeprowadzonych badah wynika, ze funkcjonalne
unieczynnienie genu miostatyny poprzez zastosowanie technik ukierunkowanej
mutagenezy (ang. gene targeting) lub edytowania genomu (ang. genome editing)
skutkuje zwickszeniem masy migsni szkieletowych 1 rownoczes$nie obnizeniem za-
warto$ci srodmiesniowej tkanki thuszczowej, a takze zahamowaniem otyto$ci induko-
wanej genetycznie lub ektopowo (dietetycznie). Prowadzi to do korzystnych efektow
w postaci zwigkszonej wydajno$ci miesnej, opasowej i rzeznej zmodyfikowanych
genetycznie osobnikéw meskich 1 zenskich na skutek komorkowej hiperplazji (roz-
rostu) oraz hipertrofii (przerostu) tkanki migsniowej poprzecznie prazkowanej. Ba-
dania nad czynnosciowg inaktywacja, tj. nokautem, genu MSTN (MSTN-KO; ang.
myostatin gene knockout) u kéz (Zhou 1 in., 2013; Petersen i Niemann, 2015; Wang
1 in., 2015) oraz owiec (Liu i in., 2014; Zhang i in., 2014) przeprowadzano w kilku
roznych osrodkach naukowych. Jednakze z powodu niskiej efektywnos$ci, zarowno
konwencjonalnej metody ukierunkowanej mutagenezy przy zastosowaniu rekombi-
nacji homologicznej sekwencji kodujacych i/lub regulatorowych DNA, jak i innowa-
cyjnej strategii edytowania genomu z uzyciem nukleaz z domeng palca cynkowego
(ZFNs; ang. zinc-finger nucleases), tylko nieliczne badania zostaly sfinalizowane sku-
tecznym znokautowaniem genu MSTN (Zhang i in., 2014).

W ostatnich latach zaproponowano inne godne uwagi rozwigzania w zakresie
technik edycji genow przy wykorzystaniu nukleaz TALENs Iub przy uzyciu zgru-
powanych, regularnie rozmieszczonych, krétkich, powtarzajacych sie sekwencji pa-
lindromowych oraz wiazacych si¢ z sekwencjami CRISPR endonukleazami typu 9
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(CRISPR/Cas9; ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRI-
SPR-associated endonuclease 9). Osiagniety postep w postaci opracowanych technik
celowanego, tj. ukierunkowanego, nokautu specyficznych loci genowych jest obie-
cujacy i coraz szerzej techniki te wykorzystywane sg do precyzyjnej edycji geno-
mu, pozwalajac w miar¢ tatwo modyfikowac¢ genom ssakow, w tym rowniez kozy
domowej (Miller i in., 2011; Frock i in., 2015; Hu i in., 2016; Hao i in., 2018; Fan
i in., 2019; Kalds i in., 2019). Ni i in. (2014) po raz pierwszy wykazali, ze edy-
cja genomu za posrednictwem CRISPR/Cas9 moze indukowaé precyzyjne mutacje
mono- lub bialleliczne w genie miostatyny (MSTN) fibroblastéw ptodowych kozy.
Populacje komorek z bialleliczng inaktywacja/nokautem genu MSTN (MSTN-KO;
ang. myostatin gene knockout) wykorzystano w procedurze klonowania somatyczne-
go. Efektem tych badan byto uzyskanie trzech urodzonych zywych kozlat, z ktérych
wszystkie byly nosicielami biallelicznej mutacji w postaci podwdjnej inaktywacji loci
tego genu. Bardzo interesujace badania z zakresu edycji genomu kozy z wykorzysta-
niem systemu CRISPR/Cas9 przeprowadzili takze Wang 1 in. (2015). W nastgpstwie
tych badan uzyskano osobniki-zatozyciele transformowanych genetycznie rodow koz
ze zmutowanym genem miostatyny. Zwierzeta te mogg by¢ cennym modelem badaw-
czym do poglebienia wiedzy na temat znaczenia miostatyny, np. w kontekscie jakos$ci
1 walorow smakowych migsa pochodzacego od zwierzat z niekontrolowanym przyro-
stem masy mig¢s$niowej. Jednakze w ramach tych samych prac badawczych wykryto
u tych osobnikow dodatkowo tzw. poza-celowe mutacje (ang. off-target modifica-
tions). W zwiazku z tym, ze kozy ze zmutowanym genem MSTN moga by¢ warto-
Sciowym obiektem w badaniach z zakresu fizjologii zywienia, technologii zywnosci,
dietetyki, nutrigenomiki, nutriepigenomiki, nutritranskryptomiki, nutriproteomiki
oraz metabolomiki i metabonomiki zywienia cztowieka, zwrocono uwage, ze nale-
zy unika¢ lub istotnie redukowac ryzyko wystepowania tych poza-celowych mutacji,
ktérych oddziatywania na zdrowie fizyczne, psychiczne i reprodukcyjne cztowieka
dotad nie poznano (Wang i in., 2015; Zhang i in., 2019b). Z kolei z niektorych donie-
sien wynika, ze w genomie zwierzat laboratoryjnych modyfikowanych genetycznie
technikg TALENSs nie wykazano mutacji poza-celowych lub czesto$¢ ich wystepowa-
nia byta bardzo ograniczona (Tesson iin., 2011; Sung i in., 2013; Frock i in., 2015; Hu
1in., 2016). Potwierdzity to rowniez badania Carlsona i in. (2016) wykonane na by-
dle; osobniki uzyskane po transferze klonalnych zarodkéw zrekonstruowanych z ja-
der komorek somatycznych, transformowanych genetycznie technika TALENS, byty
wolne od niepozgdanych poza-celowych mutacji. Badania Yu i in. (2016) wykazaty
skuteczno$¢ systemu TALENs w hamowaniu ekspresji genu MSTN takze w genomie
kozy. Skutecznos$¢ obu systeméw celowanych modyfikacji genomu kaszmirskich k6z
alpas (zaréwno za posrednictwem TALENS, jak i CRISPR/Cas9) ocenili Zhang 1 in.
(2019b). Efektywno$¢ generowania nokautu genu MSTN poréwnywano na wielu po-
ziomach przed- i poimplantacyjnego rozwoju transgenicznych zarodkéw klonalnych.
Wykazano bowiem, ze efektywnos¢ elektrotransfekeji/elektroporacji komoérek soma-
tycznych oraz skutecznos$¢ cigcia eksonu 1 genu kodujacego miostatyne byta wyzsza
przy uzyciu systemu CRISPR/Cas9 niz w przypadku edycji genomu z uzyciem nu-
kleaz TALENs. Niemniej jednak, efekt w postaci niecelowanych mutacji wystepowat
czesciej w systemie CRISPR/Cas9 w poréwnaniu do systemu TALENs. Ponadto udo-
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wodniono, ze czesto$¢ efektywnego generowania ukierunkowanej mutagenezy alleli
genu MSTN byta ponad 8-krotnie wyzsza przy zastosowaniu strategii edytowania ge-
nomu za posrednictwem CRISPR/Cas9 niz strategii opartej na wykorzystaniu nukleaz
TALENSs. Z kolei zarodki uzyskane technika klonowania somatycznego, ktore zostaly
zrekonstruowane z jader komoérek zmodyfikowanych genetycznie przy udziale nu-
kleaz TALENS, szybciej osiagaty stadium 8-blastomerowe, a ich aktywno$¢ podzia-
lowa byla istotnie wyzsza w odniesieniu do klonalnych zarodkoéw rozwijajacych sie
z oocytow zrekonstruowanych z jader komorek somatycznych, zmodyfikowanych
systemem CRISPR/Cas9. Jednakze kozleta klonalne uzyskano po chirurgicznym
transferze do maciorek-biorczyn zarodkéw modyfikowanych tylko i wylgcznie sys-
temem CRISPR/Cas9. Finalnie sugeruje to, ze wysoka efektywnos$¢/wydajnos$¢ ge-
nerowania ukierunkowanych modyfikacji genu miostatyny (MSTN-KO) osiagni¢to
wlasnie przy uzyciu systemu CRISPR/Cas9 (Zhang i in., 2019b). Z badan tych wyni-
ka, ze jakkolwiek strategia edytowania genomu zalezna od nukleaz TALENs cechuje
si¢ pewng przewagg nad systemem CRISPR/Cas9, to jednak ten ostatni zapewnia
istotne korzysci wynikajace z precyzyjnej edycji genéw, co czyni ten system skutecz-
nym i wysokowydajnym narz¢dziem nowoczesnej inzynierii genetycznej/genomowej
w praktyce hodowlanej zwierzat gospodarskich, ukierunkowanej na badania z zakre-
su biotechnologii rolno-spozywczej 1 technologii zywnosci (nutritechnologii) czto-
wieka opartej na diecie migsnej (Hu i in., 2016; Hao i in., 2018; Fan i in., 2019; Kalds
iin., 2019; Zhang i in., 2019b).

Wybrane aspekty biotechnologiczne, molekularne i epigenetyczne klonowa-
nia somatycznego koz

Fenotyp oraz stadium cyklu mitotycznego komorek somatycznych sg czynnikami,
ktoére moga w duzym stopniu wptywac na efektywnos¢ klonowania kéz. Stosunkowo
niewiele typow komoérek-dawcow jader poddano testom, w kierunku ich przydatno-
$ci pod katem uzyskiwania zarodkoéw, ptodow i/lub potomstwa klonalnego u tego
gatunku, m.in. komorki pochodzace z kilku rodzajow tkanek pobranych zaréwno od
ptodoéw, jak 1 od zwierzat dorostych obojga plci i w réznym wieku. Wérod stoso-
wanych w procedurach klonowania k6z somatycznych komoérek-dawcow jader nale-
zy wymieni¢: 1) hodowane in vitro (transgeniczne lub nietransgeniczne) fibroblasty
uktadu skérno-powtokowego ptodow (Reggio i in., 2001; Keefer i in., 2001, 2002;
Zou i in., 2002; Baldassarre i in., 2004; Zhu i in., 2016; Yuan i in., 2017; Mao 1 in.,
2018); 2) fibroblasty tkanki skornej mtodocianych i dorostych osobnikéw (Behboodi
iin., 2004; Wan i in., 2012; Zhou 1 in., 2013; Kumar i Sarkhel, 2017; Skrzyszowska
i Samiec, 2020b); 3) komorki $ciennej warstwy ziarnistej wyizolowane z antralnych
pecherzykow jajnikowych (Keefer i in., 2002; Baldassarre i in., 2002) oraz 4) ko-
morki wzgobrka jajonosnego (Baldassarre i in., 2002; Keefer i in., 2002; Cheng i in.,
2002). Na wyjatkowa uwage zastuguje fakt wykorzystania pituicytéw, tj. komorek
endokrynnych przedniego ptata (czesci gruczotowej) przysadki mézgowej dojrzatych
plciowo osobnikdéw ptci meskiej, jako zrodta dawcow jader w procedurze klonowania
somatycznego koz (Ohkoshi i in., 2003). Ten szczegolny typ komorek sekrecyjnych,
syntetyzujacych tzw. hormony tropowe, dotychczas nie byt stosowany w technice
transplantacji jader somatycznych u innych gatunkow zwierzat gospodarskich i la-
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boratoryjnych. Postuluje si¢ jednak, ze sztuczna (egzogenna) kontrola aktywnos$ci
metabolicznej oraz sekrecyjnej systemu endokrynnego wszystkich platow przysadki
moézgowej u zwierzat gospodarskich moglaby by¢ mozliwa do uzyskania poprzez ge-
netyczng modyfikacje (transfekcje) pituicytow na poziomie hodowli in vitro. Z ko-
lei wykorzystanie transformowanych genetycznie komoérek gruczotowych przysadki
mozgowej, wykazujacych indukowalna ekspresj¢ rekombinowanych ludzkich biatek/
polipeptydow hormonalnych, do uzyskiwania ssakow technika klonowania soma-
tycznego, otwiera nowe mozliwosci aplikacyjne dla produkcji transgenicznych biore-
aktorow zwierzecych, dostarczajacych w ekstraktach (homogenatach) cytozolowych
pituicytow lub w osoczu krwi obcogatunkowe hormony tropowe, niezbgdne w terapii
wielu choréob monogenowych cztowieka, wywotujacych wrodzone wady rozwojo-
we o podtozu endokrynologicznym. W rezultacie transplantacji klonalnych zarodkow
zrekonstruowanych z jader komodrkowych pituicytow do drog rodnych hormonalnie
zsynchronizowanych matek zastepczych urodzit si¢ koziotek klonalny. Wyniki tych
eksperymentow potwierdzaja, ze w przedimplantacyjnych zarodkach klonalnych
kozy mozliwe jest petne epigenetyczne przemodelowanie i przeprogramowanie geno-
mu jadrowego nawet tak bardzo zréznicowanych komoérek somatycznych jak pituicy-
ty. Szczegdlnie duza aktywnos$¢ metaboliczna komorek czesci gruczotowej przysadki
moézgowej jest zwigzana z intensywng syntezg i sekrecja hormonow tropowych przez
pituicyty, co skorelowane jest z bardzo szerokim i1 wysoce tkankowo-specyficznym
profilem ekspresji genow. Z kolei zwigkszenie natgzenia aktywnosci transkrypcyjnej
genomu jadrowego komorek endokrynnych przedniego plata przysadki zalezy w du-
zym stopniu od obnizenia czestotliwosci epigenetycznych modyfikacji, obejmujgcych
zarowno demetylacje¢ reszt cytozyny w obrebie palindromowych sekwencji nukleoty-
dowych DNA, jak i hiperacetylacje oraz demetylacje reszt lizyny histonéw rdzenia
nukleosomowego chromatyny jadrowej. Wydaje sig, ze spadek supres;ji transkrypcyj-
nej regionéw eksonowych wielu komérkowo-specyficznych genéw DNA genomowe-
go pituicytow, jak i zmniejszenie stopnia nukleosomowej represji chromatyny jadro-
wej powinny utatwic¢ proces epigenomowej rearanzacji wzorca metylacji wysp CpG
oraz acetylacji 1 metylacji reszt lizyny biatek histonowych (gtéwnie H3 oraz H4) do
epigenetycznego statusu DNA jadrowego totipotentnych komorek zarodkowych po-
chodzenia klonalnego. Jednakze niewlasciwy schemat epigenetycznego przeprogra-
mowania somatogenicznego genomu jadrowego oraz nieprawidtowe usunigcie (tzw.
wymazanie/wyzerowanie) — specyficznego dla pituicytow — rodzicielskiego pigtno-
wania genomowego, tj. imprintingu gametycznego, warunkujacego monoalleliczng
ekspresj¢ uniparentalng genéw kodujacych biatka kluczowe dla przedimplantacyjnej
fazy rozwoju klonalnych zarodkéw kozy, doprowadzity tacznie do wystgpienia za-
awansowanych subletalnych defektow anatomiczno-histologicznych, ktoére ujawnity
si¢ dopiero w okresie postnatalnym u koziotka klonalnego. Na skutek tych wad roz-
wojowych osobnik ten padt w szesnastym dniu po urodzeniu (Ohkoshi i in., 2003).
Deng i in. (2019) badali profil metylacji oraz poziom ekspresji genu Xist (ang.
X-inactive specific transcript) w komorkach zarodkow klonalnych, a takze w komor-
kach fibroblastycznych z tkanki skornej ucha, pluc 1 mozgu pozyskanych z tkanek
padtych ko6z klonalnych. Profil metylacji genu Xist, ktory jest transkrybowany do nie-
kodujacej czasteczki mRNA, tj. transkryptu niewykazujacego aktywnosci translacyj-
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nej, byt wyzszy w 8-blastomerowych zarodkach klonalnych w porownaniu do profilu
metylacji tego genu w zarodkach uzyskanych w wyniku zaptodnienia pozaustrojo-
wego metodg docytoplazmatycznej iniekcji plemnika (ICSI; ang. intracytoplasmic
sperm injection). Ponadto odnotowano zwigkszony profil metylacji genu Xist w ko-
morkach pochodzacych z eksplantow tkankowych matzowin usznych, phuic i mézgu
wyizolowanych post mortem od padtych 3-dniowych koZlat klonalnych pici zenskiej
w odniesieniu do osobnikéw urodzonych w wyniku rozrodu naturalnego. Natomiast
w przypadku bioptatéw tkanki skornej ucha pozyskanych od zywych maciorek klo-
nalnych, a takze w przypadku bioptatéw tkanki ptucnej i mézgowej pozyskanych
od martwych koziotkow klonalnych profil metylacji wysp CpG w obrebie regionow
DMRSs/ICRs genu Xist byt niezmieniony. W zwigzku z powyzszym aktywno$¢ trans-
krypcyjna genu Xist ulegata znacznemu obnizeniu w ptucach i mézgu padtych macio-
rek klonalnych, co skutkowato brakiem inaktywacji jednego z chromosomow X (albo
pochodzenia ojcowskiego, albo matczynego) w komodrkach tych dwoch narzadow.
Z kolei istotny wzrost ekspresji genu Xist stwierdzono w komorkach tkanki skor-
nej ucha zywych maciorek klonalnych, czego efektem byta prawidtowa inaktywacja
jednego z dwdch chromosoméw X u tych osobnikéw. Z badan tych wynika, ze hi-
permetylacja oraz supresja transkrypcyjna genu Xist, a tym samym brak inaktywacji
jednego z dwoch chromosomoéw X, czyli innymi stowy czynna inicjacja wzmozonej
aktywnosci transkrypcyjnej (tj. bialleliczna nadekspresja) genow zlokalizowanych
w obrebie loci ojcowskiego 1 matczynego chromosomu X u ptodow zenskich, kto-
re zostaty zidentyfikowane i rozpoznane w tkankach 3-dniowych padtych maciorek,
byly rezultatem nickompletnego i blednego przeprogramowania epigenetycznie uwa-
runkowanej aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego komorek somatycznych
w klonalnych zarodkach kéz (Deng i in., 2019).

Niekompletne lub btedne epigenetyczne przeprogramowanie informacji epige-
netycznej, zakodowanej w pozagenowych modyfikacjach kowalencyjnych genomu
jadrowego komorek somatycznych, jest jednym z gtownych czynnikéw obnizajacych
efektywno$¢ klonowania somatycznego mierzong potencjatem rozwojowym in vitro
oraz in vivo klonalnych zarodkow ssakéw, w tym kozy domowej (Wang i in., 2007;
Samiec i Skrzyszowska, 2018b; Yang i in., 2018). Do$¢ szeroko badang modyfikacja
genomu jadrowego komorek somatycznych w zarodkach klonalnych jest metylacja
reszt cytozyny w obrebie wysp/dinukleotydow CpG (Samiec i Skrzyszowska, 2018a;
Deng i in., 2020a, b). Han i in. (2018) wykazali, ze enzymatyczna aktywnos$¢ diok-
sygenaz 5-metylocytozyny (5-mC) DNA z rodziny demetylaz TET3 (ang. ten-ele-
ven translocation 3 proteins/TET 5-methylcytosine dioxygenases 3) jest kluczowym
mechanizmem molekularnym warunkujacym proces aktywnej demetylacji DNA
w przedimplantacyjnych zarodkach kozy uzyskanych technika klonowania somatycz-
nego. Znokautowanie genu 7ET3 prowadzi do zahamowania czynnej (tj. niezaleznej
od replikacji DNA) demetylacji reszt S-metylocytozyny (5-mC) w 2-blastomerowych
zarodkach klonalnych kozy, a w rezultacie do obnizenia ekspresji genu pluripotecji
Nanog w komorkach wezta zarodkowego blastocyst. Z kolei nadekspresja genu 7E73,
ktora zostala wywotana poprzez transgenizacje hodowanych in vitro komoérek soma-
tycznych, skutkuje wzmozona demetylacja reszt 5-mC DNA, redukcja ilo§ciowego
profilu reszt 5-mC, nasileniem czestosci wystepowania reszt 5-hydroksymetylocy-
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tozyny oraz zwigkszeniem aktywnosci transkrypcyjnej kluczowych genow pluripo-
tencji. Ponadto uzycie transformowanych genetycznie komoérek somatycznych wyka-
zujacych nadekspresje genu TET3 — jako dawcow jader w procedurze rekonstrukeji
enukleowanych oocytow kozy — przyczynia si¢ do wzrostu natgzenia aktywnej deme-
tylacji reszt 5-mC DNA jadrowego komdrek somatycznych, czego konsekwencja jest
utrwalenie stanu hipometylacji somatogenicznego genomu w bruzdkujacych zarod-
kach klonalnych, a takze znaczace podwyzszenie ich potencjatu rozwojowego in vitro
oraz in vivo. Wynika z tego, ze nadekspresja genu 7ET3 w komorkach-dawcach jader
istotnie zwigksza efektywno$¢ klonowania somatycznego koz.

Potencjat rozwojowy zarodkéw klonalnych ssakow, w tym kozy domowej, ktore
odziedziczylty wskutek rekonstrukcji enukleowanych oocytéw genom somatogenicz-
ny, tj. genom jadrowy komorek somatycznych, jest w wysokim stopniu zalezny od
poziomu zaawansowania epigenetycznych modyfikacji DNA i histonéw chromatyny
jadrowej somatycznych komorek-dawcow jader, poddawanych dtugotrwatej hodowli
in vitro (Yang 1 in., 2007; Yamanaka i in., 2009; Wan i in., 2016). Jednym ze sposo-
béw odwrocenia zaawansowanych zmian we wzorcu kowalencyjnych modyfikacji
epigenetycznych jader komorek somatycznych, ktore obejmujg gwattowna metylacje
DNA oraz spadek iloSciowego profilu acetylacji biatek histonowych, wydaje si¢ ich
ekspozycja na dziatanie syntetycznych analogéw endogennych zwiazkéw odwracal-
nie hamujacych aktywno$¢ metylotransferaz DNA (DNMTs; ang. DNA methyltrans-
ferases) 1/lub deacetylaz histonéw (HDACs; ang. histone deacetylases). Sugeruje sig,
ze metoda pozwalajacg na prawidlowe przeprogramowanie jader komodrek somatycz-
nych moze okazac si¢ zastosowanie nieselektywnych zwigzkow stymulujgcych epi-
genetycznie uwarunkowang aktywno$¢ transkrypcyjng DNA genomowego zar6wno
w hodowanych in vitro komoérkach-dawcach jader, jak i w zarodkach klonalnych. Eg-
zogenna modulacja profilu pamigci epigenetycznej DNA genomowego moze przyczy-
ni¢ si¢ do cofnigcia ,.transkrypcyjnego zegara” jadra zroznicowanej komorki soma-
tycznej do statusu jadra totipotentnej lub pluripotentnej komorki zarodkowej, a zatem
do przywrocenia wzorca ekspresji genow niezbednych do uruchomienia programu
rozwojowego zarodkow klonalnych (Xiong i in., 2013a, b). Efektem tego jest zmniej-
szenie stopnia metylacji reszt cytozyny DNA oraz podwyzszenie acetylacji biatek hi-
stonowych chromatyny jadrowej (Zhang i in., 2007; Wang i in., 2011), co z koleimo-
ze prowadzi¢ do przywrocenia i utrzymania prawidtowego wzorca ekspresji genow
warunkujacych totipotencje/pluripotencje (Oct3/4, Nanog, c-Myc, Sox2, Kif4, RexI,
Cdx2) oraz genow kodujacych enzymy odpowiedzialne za endogenne modyfikacje
epigenetyczne w przed- i poimplantacyjnej fazie rozwoju zarodkowego (DNMT]I,
DNMT3a/3b, HDAC1, HDAC2, HMT, HAT) (Dutta i in., 2011; Gémez i in., 2012;
Hall i in., 2013). W nastepstwie prowadzonych w ostatnich latach badan opracowa-
no innowacyjne i wysoko skuteczne rozwigzania ukierunkowane na modulacj¢ pro-
filu pamigci epigenetycznej klonalnych zarodkow ssakéw, w tym kozy domowej,
przy wykorzystaniu egzogennych zwiazkdéw z grupy niespecyficznych inhibitorow
HDAUC:S, takich jak trichostatyna A, kwas walproinowy czy skryptaid i/lub z grupy
niespecyficznych inhibitorow DNMTs, takich jak 5-aza-2’-deoksycytydyna badz
z grupy selektywnych inhibitoréw demetylaz reszt lizyny (K4) histonow H3 rdzenia
nukleosomowego chromatyny jadrowej, takich jak trans-2-fenylocyklopropyloamina
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(tranylcypromina; 2-PCPA). Wymienione powyzej rozwigzania znaczaco ulatwiajg
epigenetycznie uwarunkowane przeprogramowanie aktywnosci transkrypcyjnej ge-
nomu jadrowego komorek somatycznych w rozwijajacych sie zarodkach klonalnych.
Finalnym rezultatem tych nowatorskich rozwiazan jest istotne zwigkszenie przed-
i/lub poimplantacyjnych kompetencji rozwojowych oraz poprawa jakosci klonalnych
zarodkow ssakow, w tym kozy domowej (Zhao i in., 2010; Kim i in., 2011; Gémez
iin., 2012; Mao i in., 2018; Samiec i in., 2019; Skrzyszowska i Samiec, 2020b).

Podsumowanie

Mimo ze efektywnos¢ klonowania somatycznego kdz pozostaje na stosunkowo ni-
skim poziomie, prowadzenie dalszych badan z tego zakresu jest konieczne ze wzgle-
du na wazne implikacje tej nowoczesnej strategii wspomaganego rozrodu zwierzat
dla hodowli kéz, transgeniki tego gatunku ssakow, biotechnologii rolno-spozywczej,
a takze dla biomedycyny i biofarmacji. Poprawa jakosci generowanych zarodkow
klonalnych, w nastgpstwie petnego 1 prawidtowego przeprogramowania profilu pa-
migci epigenetycznej DNA genomowego komorek-dawcoOw jader, powinna skut-
kowa¢ wzrostem wydajnosci technik klonowania somatycznego wielu gatunkow
zwierzat gospodarskich, w tym kozy domowej. Jest to warunek niezbedny dla prak-
tycznego wykorzystania klonowania k6z przede wszystkim do produkcji genetycznie
transformowanych maciorek i koztéw na potrzeby technologii zywienia czlowieka tj.
nutritechnologii opartej na diecie migsnej (transgeniczne kozy charakteryzujace sie
zwigkszong wydajnos$cig migsng wskutek komorkowej hiperplazji i hipertrofii tkanki
migsniowej szkieletowej), a takze na potrzeby przemystu biofarmaceutycznego i nu-
traceutycznego (transgeniczne kozy, ktéorych wymiona stanowia bioreaktory dostar-
czajace rekombinowane ludzkie biatka terapeutyczne lub mleko o zhumanizowanym
sktadzie biochemicznym).
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Application potential of cloning goats by somatic cell nuclear transfer in agriculture, transgenics,
agri-food biotechnology, biomedicine and biopharmaceutical industry

SUMMARY

Domestic goat as a species with a relatively great biodiversity of dairy and meat breeds, which are
characterized by high genetic merit and yield of milk and meat production, can be a tremendously valu-
able tool for transgenic research. This latter is based on genetically engineered cloned specimens that have
been generated and multiplied by applying one of the most dynamically developing assisted reproductive
technologies, i.e., somatic cell nuclear transfer (SCNT). The primary goal of our paper is to demonstrate
the progress and the state-of-the-art achievements focused on elaboration of innovative and highly effi-
cient solutions used for creation of transgenic cloned does and bucks. Moreover, this paper aims to present
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the perspectives of approaches for producing genetically transformed SCNT-derived goats not only for
the purposes of modern livestock breeding, nutritional biotechnology, agri-food industry but also for the
purposes of pharmacology and biomedicine.

Key words: cloned goat, somatic cell nuclear transfer, livestock breeding, transgenics, nutritional
biotechnology, agri-food industry, pharmacology, biomedicine



