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finale otwartych mistrzostw Argen-
tyny, ktére odbyly sie 10 grudnia
2016 r. w Buenos Aires, jeden z najlepszych
na $wiecie graczy w polo Adolfo Cambia-
so doprowadzit swdj zespét do zwyciestwa.
Nie bytoby w tym nic nadzwyczajnego, gdy-
by nie fakt, ze Adolfo Cambiaso dosiadat
kolejno szesciu koni, klonéw stynnej i za-
stuzonej klaczy zwanej Dolfia Cuartetera.
W grze w polo uczestnicza dwie druzy-
ny, liczace po 4 zawodnikéw, rozgrywajace
mecz konno. Celem jest wbicie do bramki
rywala pitki, za pomoca kija zwanego mal-
leta. Spotkania rozgrywane sa w 4 do 8 cze-
$ciach, z ktérych kazda trwa 7,5 minuty. Po
kazdej z nich sa 3-minutowe przerwy, ktére
zwykle wystarczaja na zmiane konia. Gra
w polo jest niezwykle widowiskowa, lecz
bardzo wyczerpujaca dla koni. Wymaga
sie od nich wytrzymalosci, odwagi, postu-
szenstwa, rownowagi, idealnej wspoétpra-
cy z jezdzcem i umiejetno$ci natychmia-
stowego reagowania na jego sygnaly. Ta-
kim wtasnie koniem byta sklonowana klacz
Dolfia Cuartetera, ktéra wczesniej dosia-
dal Cambiaso, i podobnymi cechami cha-
rakteryzuja sie jej klony nazwane tym sa-
mym imieniem z dopiskiem od 01 do 06.
W Argentynie gra w polo jest bardzo po-
pularna, nic tez dziwnego, ze za trzymie-
sieczna klaczke, klona klaczy Dolfia Cuar-
tetera zaplacono na aukcji w Buenos Aires
800 tys. $, co jest najwyzsza ceng uzyskana
za konia przeznaczonego do gry w polo.

Historia klonowania koni

Bliznieta, trojaczki, a nawet czworaczki
jednojajowe wystepujace normalnie u wie-
lu ssakéw oraz ludzi sa rzeczywistymi klo-
nami. Réwniez w hodowli koni spotyka sie
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przypadki urodzenia i odchowania bliZniat.
Sa to jednak zawsze bliznieta réznojajowe.
Niemniej mozliwe jest uzyskanie blizniat
jednojajowych u koni. Allen i Pashen (1)
dzielili zarodki na potowy i kazda z tych po-
téwek transplantowali do klaczy biorczyn,
ktére urodzily identyczne bliZnieta, czyli
w ten sposdb po raz pierwszy sklonowali ko-
nie (ryc. 1). Ze wzgledu na niska wydajnos¢,
czasochlonno$c i ryzyko powiktar poopera-
cyjnych u klaczy dawczyn zarodkéw, metoda
ta nie znalazla praktycznego zastosowania.

W 1996 r. prawdziwa rewolucja w bio-
logii byly narodziny owieczki Dolly, pierw-
szego ssaka sklonowanego z komérki do-
rostej owcy. Wilmut i wsp. (2) prowadzacy
badania w Roslin Institute w Szkocji, obalili
jeden z najbardziej podstawowych dogma-
téw w naukach biologicznych, wykazujac,
ze mozna resetowac ,,zegar biologiczny” ko-
morek i zréznicowane komoérki somatycz-
ne, np. fibroblasty skéry, po wprowadzeniu
do enukleowanych oocytéw, moga prze-
ksztalci¢ si¢ w zarodkowe komérki pluri-
i totipotencjalne, prowadzac do narodze-
nia zwierzecia genetycznie identycznego
z komorka dawcy. Wkrétce eksperyment
klonowania somatycznego powt6rzono na
wielu innych gatunkach zwierzat i klono-
wanie stafo sie faktem. Od czasu urodze-
nia owieczki Dolly sklonowano juz 22 réz-
ne gatunki zwierzat, w tym konie w 2003 r.

Pierwszym klonem konia byta klaczka
rasy haflinger o imieniu Prometea sklo-
nowana z komdrek skdry tej samej kla-
czy, ktéra ja urodzila (3). Prometea wyro-
sta na zdrowg, normalna i ptodna klacz.
W wyniku naturalnego krycia urodzila
syna 12 marca 2008 r. (ryc. 2).

Prawie w tym samym czasie, kiedy
wyprodukowano Prometee, sukcesem

Ryc. 1. Pierwsze klony koni. Zrebieta bliznieta jednojajowe uzyskane
z podzielonego zarodka wraz z klaczami biorczyniami (1). Newmarket 1984 r.
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Cloning horses
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The first in the world clone of an excellent jumping
stallion Quidam de Revel has been recently leased
by Polish breeders. Quidam de Revel Il Z CL, born
in 2005, is now available as reproducer in Stallion
Stud Gniezno. Cloning horses remains the source of
frequent disputes and controversy among breeders
and numerous social groups. This paper presents the
history, as well as advantages and disadvantages of
equine doning procedures. Attention was also given to
the longevity of clones and factors affecting likeness
between them. Methods for collection and storage

Ryc. 2. Wiochy (Cremona).

A.Zlewej prof. Cesare Galli demonstruje sklonowang klacz rasy haflinger, obok
pierwszy klon konia z somatycznych komdrek Prometea trzymana przez Mariana
Tischnera, ktéra urodzita sie 28.05.2003 r.

B. Ogierek urodzony przez Prometee, 2.03.2008 .

of animal tissues for cloning were also described.

Keywords: horses, cloning, methods, likeness.

zakonczylo si¢ réwniez klonowanie mu-
té6w w USA (4). Samice tej miedzygatun-
kowej krzyzéwki klaczy konia domowego
i ogiera osta bardzo rzadko wykazuja ja-
kakolwiek ptodnos¢, a samce sa bezplod-
ne. Dzigki technice klonowania udato sie
stworzy¢ identyczne trojaczki mutéw. Ko-
morki do klonowania pobrano z 45-dnio-
wego plodu meskiego, a zrekonstruowane
zarodki transplantowano do klaczy bior-
czyn konia, ktére urodzily zdrowe i nor-
malnie rozwiniete muly. Byly to pierwsze
klony hybrydowego zwierzecia. W wieku
dorostym klony okazaly si¢ $wietnymi mu-
fami wyscigowymi.

Pionierem komercyjnego klonowa-
nia koni jest dr Eric Palmer z Francji,
dobrze znany w Polsce z racji wielolet-
niej wspolpracy naukowej z Uniwersyte-
tem Rolniczym w Krakowie oraz wykla-
déw dla lekarzy weterynarii i hodowcéw.
W 2001 r., a wigc dwa lata przed przyj-
$ciem na $wiat klaczki Prometei, zalozyt fir-
me Cryozootech SA, ktdrej celem jest gro-
madzenie genéw od wybitnych koni (w po-
staci skrawkow skory) w perspektywie ich
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klonowania. Do tego czasu zgromadzil
skrawki skory od ponad 200 koni.
Pierwszym komercyjnie sklonowanym
koniem byl watach Pieraz wykastrowany
w wieku 2 lat. Dla polskiej hodowli istot-
nym szczegélem jest fakt, ze Pieraz to syn
wyhodowanego w Janowie Podlaskim i wy-
eksportowanego do USA w 1976 r. ogie-
ra Pierscienia. Pieraz okazal sie znakomi-
tym koniem rajdowym. W swojej karierze
sportowej odznaczyl si¢ niezwykla wytrzy-
maloscia. Brat udziat w 52 rajdach. Zwy-
ciezyl 11 razy (w tym 10 razy na najdiuz-
szym dystansie 100 mil), 9 razy zdobyt ty-
tul Best Condition, w sumie pokonal ponad
6000 km. W 1994 i 1996 r. zostal mistrzem
$wiata w rajdach dlugodystansowych pod
dwoma réznymi jezdZcami. W USA za-
liczono go do grona Top Ten rajdowych
koni minionego stulecia. Figuruje réwniez
w ksiedze 30 najstynniejszy koni na §wiecie.
W 2002 r. Eric Palmer pobral od dwu-
dziestoczteroletniego wéwczas Piera-
za skrawki skory, ktére zamrozil w cie-
klym azocie i przechowywal w banku
komorek. Klonowanie Pieraza wykonat
zespdl, ktérym kierowal prof. Cesare
Galli we Wloszech. Zdrowy klon nazwa-
ny Pieraz-Cryozootech-Stallion urodzil
si¢ 26 lutego 2005 r. Rozwinat sie bar-
dzo dobrze i jest w pelni plodnym ogie-
rem, ktérego nasienie jest nosnikiem iden-
tycznego z Pierazem DNA, tak wiec jego
krzyzowanie z klaczami daje duza szanse
otrzymania koni o predyspozycjach do raj-
déw. Jego pierwsze Zrebie, po naturalnym
kryciu, urodzito si¢ we Francji w 2008 r.
W chwili, gdy piszemy to opracowanie,
Pieraz-Cryozootech-Stallion zostal juz
dziadkiem. Czas pokaze, jak potoczy sie
kariera sportowa potomstwa tego klona.
Drugim koniem sklonowanym komer-
cyjnie byt ogier Quidam de Revel, hodowli
francuskiej, sprzedany do Danii w 1992 r.
Ogier ten zostal najwyzej sklasyfikowany
i najbardziej sprawdzony w konkursach
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skokowych. Dobrze przystuzyl sie réwniez
polskiej hodowli. W 1994 r. sprowadzo-
no do Polski 10 porcji mrozonego nasie-
nia tego znakomitego ogiera, ktérym una-
sieniono klacze w SK Ochaby, uzyskujac
10 Zrebiat. Kilka porcji mrozonego nasienia
Quidam de Revel zakupil réwniez dyr. Mi-
chat Wojnarowski do SO Lack w 2000 r.,
ktdre z powodzeniem zostaly wykorzysta-
ne do inseminacji klaczy w Polsce. Matka
aktualnego mistrza Polski Wibaro to cér-
ka Graf Quidama (po QdR) urodzonego
z pierwszej inseminacji mrozonym nasie-
niem w SK Ochaby. Réwniez klacz Bagaz-
za, na ktérej Dawid Kubiak zakwalifikowat
sie w tym roku jako jedyny Polak do fina-
téw Pucharu Swiata, to corka QdR.

Sklonowanie ogiera Quidam de Revel
na zyczenie jego wlasciciela Flamminga
Velina z Danii przeprowadzil zesp6t pod
kierunkiem prof. Katrin Hinrichs na Uni-
wersytecie w Teksasie. Wycinki skory ogie-
ra Quidam de Revel pobrat i dostarczyt do
USA dr Eric Palmer. Owczesny koszt klo-
nowania wynosit okolo 150 tys. $. Pierw-
szy klon ogiera Quidam de Revel nazwany
Paris-Texas Z przyszed! na $wiat 13 marca
2005 r., a drugi nazwany pdzniej Quidam
de Revel II Z CL urodzit si¢ 1 maja 2005 r.
Obydwa klony w wieku okolo roku zosta-
ty odeslane do swojego wtasciciela do Da-
nii. Klon Quidam de Revel II Z CL oka-
zal si¢ bardzo podobny do pierwowzoru
i w2012 r. zostal uznany w renomowanej
Ksiedze AES (Anglo-European Studbook)
i w tym samym roku jego wlasciciel powie-
rzyl go slynnej Stadninie de Muze Jorisa
De Brabandera w Belgii, gdzie zadebiuto-
wal w hodowli. Aktualnie ma juz jednego
licencjonowanego syna uznanego w Ksie-
dze BWP (Ksiega Stadna Belgijskiego Ko-
nia Wierzchowego).

Z inicjatywy dyrektora Stada Ogie-
réw w Gnieznie, Andrzeja Matlawskiego,
Quidam de Revel IT Z CL w dniu 7 grud-
nia 2016 r. trafit do boksu Stada Ogieréw

— .

Ryc. 3. A. Po lewej stronie kopia Quidam De Revel Il Z CL, Gniezno 15.03.2017 r. B. Po prawej oryginat Quidam de Revel, Dania 2000 r. Na prawej tylnej i lewej przedniej

koriczynie, a takze na gtowie widoczne réznice w ksztatcie odmian

w GniezZnie i jego nasienie jest dostepne
dla klaczy w Polsce (ryc. 3). Zatem histo-
ria zatoczyla koto i wkrétce polscy hodow-
cy beda mieli niepowtarzalna okazje po-
réwnania potomstwa po ,oryginale” Qu-
idam de Revel z potomstwem jego ,kopii”

Zainteresowanie klonowaniem koni
z roku na rok wzrasta na calym $wiecie
a lista sklonowanych koni jest bardzo dtu-
ga. Brakuje jednak oficjalnej statystyki koni
klonéw, gdyz w niektérych krajach ta meto-
da reprodukdji nie jest akceptowana i wielu
wlascicieli koni klonéw utrzymuje ich po-
chodzenie w tajemnicy. Niemniej niekto-
re zrédla podaja, ze np. w samym Teksasie
zyje okolo 900 koni klonéw (5).

Technika klonowania

Podstawa klonowania jest transfer do-
wolnej komérki somatycznej klonowane-
go zwierzecia do oocytu biorcy (niedoj-
rzala komorka jajowa), z ktérej wezesniej
usunieto chromosomy (DNA). Wyjatko-
we wlasciwosci cytoplazmy enukleowa-
nego oocytu sprawiaja, ze jadro komor-
kowe klonowanego zwierzecia (2n) zo-
staje przeprogramowane (resetowanie)
w toti- i pluripotencjalne komérki, z kt6-
rych rozwija sie zarodek. Zrekonstruowa-
ny w ten spos6b zarodek moze by¢ bezpo-
$rednio transplantowany chirurgicznie do
jajowodéw klaczy biorczyn lub hodowany
in vitro przez 7-8 dni do stadium blasto-
cysty, a nastepnie umieszczony metoda
niechirurgiczng w macicy klaczy biorczy-
ni, ktéra wyda na $wiat kopie dawcy ko-
morki somatycznej. Pomimo ze klonowa-
nie wydaje si¢ metoda prosta, to udaje si¢
zaledwie w kilku procentach.

Biologiczna $mier¢ komoérek
Loi i wsp. (6) badali wplyw podwyz-

szonej temperatury na rozwéj komorek
przeznaczonych do klonowania. W tym
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celu podgrzewano komérki granulozy
owiec przez 30 min w temp. 55°C i 15 min
w temp. 75°C, z ktérych nastepnie kon-
struowano klonalne zarodki. Sposréd
19 owiec biorczyn, ktérym transplan-
towano blastocysty wytworzone ze zde-
naturowanych komérek w temp. 55°C,
u 5 (26%) stwierdzono w 80. dniu ciaze,
i4 z nich urodzity zywe jagnieta. Na sku-
tek powiktan ptucnych 2 jagnieta padly
w pierwszym dniu po urodzeniu, trzecie
z niewiadomych przyczyn w 15. dniu zy-
cia, a rozwoj czwartego jagniecia okazal
sie¢ normalny. Natomiast u 11 biorczyn,
ktérym transplantowano blastocysty ze
zdenaturowanych komoérek w temp. 75°C,
u 3 (27%) stwierdzono w 80. dniu ciaze,
lecz zadna z nich nie zakoriczyla sig¢ uro-
dzeniem zywego jagniecia.

W Japonii Wakayama i wsp. (7) uzys-
kali zdrowe klony myszy wyproduko-
wane z komérek pobranych od osobni-
kéw zamrozonych bez krioprotektoréw
w temp. -20°C i przechowywanych przez
16 lat. Hoshino i wsp. (8) opisali z ko-
lei urodzenie kilku sklonowanych buhaj-
kéw z komoérek pobranych z jader, po-
zostawionych w zamrazarce bez krioge-
nicznych konserwantéw w temp. -80°C
przez 10 lat.

Saeki i wsp. (9) badali zywotno$¢ komé-
rek cielat pobranych z mézgu, ucha, ser-
ca, pluc, watroby, nerek i §ledziony prze-
chowywanych od 1 do15 dni w temp. 4°C.
Zywe i przydatne do klonowania komér-
ki uzyskano prawie z wszystkich tkanek
wymienionych narzadéw przetrzymy-
wanych do 3 dni. Duzym zaskoczeniem
bylo zachowanie przydatnosci do klono-
wania komérek ucha przechowywanego
w temp. 4°C w lodéwce ponad 15 dni, jak
réwniez z ucha pozostawionego w temp.
25°C przez 2 dni. W nastepnym ekspery-
mencie uzyskano zywe i aktywnie dzie-
lace sie zarodki klonalne z opakowanej
wolowiny zakupionej w sklepie miesnym
8 dni po uboju.

Badania te wskazuja, ze jezeli po $mier-
ci zwierzecia komérki sa martwe, lecz ich
material jadrowy (karioplast) nie zostal
uszkodzony, mozna jeszcze wyproduko-
wac poprzez klonowanie zdrowe zwierze-
ta. Klonowanie z tkanek martwych zwie-
rzat stwarza zatem ogromng szanse¢ od-
twarzania warto$ciowych lub rzadkich
zwierzat, ktére przypadkowo padly lub
zostaly u$pione, a takze zwierzat wymar-
tych, ktérych szczatki zachowaly sie w sta-
nie zmrozonym.

W Polsce w 2016 r. powstal bank genéw
gatunkdéw zwierzat zagrozonych wyginie-
ciem, a takze zwierzat udomowionych,
w tym koni, w perspektywie ich klonowa-
nia. Kieruje nim dr inz. Joanna Kochan
z Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
(e-mail: j kochan@ur.krakow.pl).
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Komorki somatyczne dawcy

Do klonowania koni najczesciej wykorzy-
stuje sie fibroblasty skory pobierane z nie-
wielkich wycinkéw z okolic szyi (pod grzy-
wa) lub z przedniej czedci klatki piersiowej,
po uprzedniej, lagodnej sedacji zwierzecia.
Obszar biopsji dokltadnie jest przemywa-
ny, golony i znieczulany nasiekowo 2% li-
dokaing. Nastepnie, za pomoca skalpela
inozyczek, wycina sie dwa lub trzy skrawki
skory o srednicy okolo 6 mm?, ktére depo-
nuje sie w oddzielnych szczeg6lowo opisa-
nych probéwkach zawierajacych pozywke
transportowa. Tak przygotowane skraw-
ki skéry mozna przechowywac¢ w lodéw-
ce w temp. 4°C przez 4-5 dni lub nieogra-
niczony czas w cieklym azocie. Niewielka
rang po biopsji zszywa sie i powleka anty-
biotykiem w sprayu.

W laboratorium, w sterylnych warun-
kach, skrawki skéry sa rozdrabniane i pod-
dawane dezagregacji mechanicznej. W celu
rozproszenia komorek tkanki sa trypsy-
nizowane i wysiewane do hodowli tkan-
kowych na plytkach Petriego w pozywce
TCM199/DMEM z dodatkiem 10% ptodo-
wej surowicy cielecej (FCS). W kolejnym
etapie komorki sg kilkakrotnie pasazowa-
ne, tzn. przenoszone do nastepnej plytki
Petriego ze $wieza pozywka i namnazane.

Z chwila gdy nastapi pelne pokrycie dna
plytki (konfluencja) sa zazwyczaj zamra-
zane w cieklym azocie w pozywce hodow-
lanej z dodatkiem 10% DMSO, a nastep-
nie w dowolnym czasie wykorzystywane
do klonowania.

Przeprogramowanie i rozwéj komérek
somatycznych w zarodkowe w duzym stop-
niu zalezy od zsynchronizowania (skoordy-
nowania) fazy cyklu podzialowego komérki
dawcy jadra klonowanego osobnika, z cy-
klem oocytu biorcy. Komoérki somatycz-
ne, z ktérych sklonowano owieczke Dol-
ly, byly w ostatnim etapie hodowli in vitro
glodzone, tzn. hodowane w pozywce ubo-
giej w surowice (biatko), dzieki czemu wy-
padly z naturalnego cyklu komérkowego
i wprowadzone zostaly w faze GO. Jest to
stan spoczynkowy komérki charakteryzu-
jacy sie obnizeniem poziomu transkrypcji.
Prawdopodobnie dzigki glodzeniu ich jadra
po wprowadzeniu do pozbawionego DNA
daly sie tatwiej przeprogramowac w toti-
i pluripotencjalne komoérki, z ktérych roz-
winela si¢ owieczka Dolly.

Oocyt - biorca

Oocyty przeznaczone do klonowania po-
bierane sg z jajnikéw klaczy przyzyciowo
lub po uboju. Najbardziej zdolne do prze-
programowania jader komdrkowych klo-
nowanego osobnika sa oocyty uzyska-
ne przyzyciowo z dominujacych przed-
owulacyjnych pecherzykéw w mejotycznej
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metafazie II (MII). W tym stadium pod
oslonka przejrzysta oocytu widoczne jest
jedno cialko kierunkowe. Niestety, u kla-
czy nie udaje si¢ wywola¢ superowulacji,
a z reguly u tego gatunku podczas rui doj-
rzewa tylko jeden pecherzyk jajnikowy, co
znacznie ogranicza mozliwosci pozyskiwa-
nia in vivo wiekszej liczby oocytéw dojrza-
tych do metafazy II. Do klonowania pozy-
skuje sie zatem niedojrzale oocyty z peche-
rzykéw jajnikowych klaczy w jakiejkolwiek
fazie cyklu rujowego, a nawet poza sezo-
nem rozrodczym. Z jednego jajnika uzy-
skuje sie przecietnie 3—4 oocyty, ktére
poddaje si¢ dojrzewaniu in vitro przez 22—
30 godzin. Do metafazy II dojrzewa naj-
czesciej 30—50% oocytow. Jakos¢ oocytdw
dojrzewajacych w warunkach in vitro jest
jednak znacznie mniejsza w poréwnaniu
do oocytéw dojrzewajacych in vivo (10).

Tuz przed enukleacja dojrzate oocyty
w metafazie II z wyrzuconym pierwszym
cialkiem kierunkowym sa inkubowane
w pozywce hodowlanej z dodatkiem flu-
orochromu Hoechst 33342. Barwnik ten
przenika przez nienaruszone btony komoér-
kowe i taczy sie z DNA, ktére w mikrosko-
pie fluorescencyjnym emituje $wiatfo nie-
bieskofioletowe, co znacznie utatwia usu-
wanie DNA. Podczas enukleacji oocyt jest
ustalany pipeta podtrzymujaca (holding pi-
pette) o $rednicy zewnetrznej 120—140 pm.
Plytka metafazowa i ciatko kierunkowe sa
usuwane tepa pipeta o srednicy 14 pm, za-
montowang w mikroskopie odwréconym
do hydraulicznego mikromanipulatora.

Nastepnym krokiem w procesie klono-
wania jest transfer komorki dawcy do enu-
kleowanego oocytu i agregacja poprzez
fuzje tych dwu komoérek. Komérka soma-
tyczna dawcy w stadium G1/GO jest zasy-
sana do cienkiej mikropipety i umieszcza-
na pod oslonke przejrzysta na blonie cy-
toplazmatycznej oocytu. Wprowadzanie
komoérki somatycznej pod ostonke przej-
rzysta wykonuje sie przez te sama szczeli-
ne w ostonce przejrzystej, przez ktéra do-
konano enukleacji oraz przy uzyciu tej sa-
mej pipety manipulacyjnej, ktéra usuwano
plytke metafazowa z oocytu. Konwencjo-
nalny sposéb fuzji enukleowanego oocytu
z somatyczng komoérka polega na ich sty-
mulacji impulsami pradu statego. W tym
celu obydwie komdrki umieszcza si¢ po-
miedzy dwiema elektrodami. Site pola elek-
trycznego, wielko$¢ i liczbe impulséw do-
biera si¢ eksperymentalnie. Pod wplywem
impulséw elektrycznych nastepuje przy-
puszczalnie uformowanie poréw lub desta-
bilizacja blon komérkowych oraz wzrost
wewnatrzkomérkowych jonéw, co prowa-
dzi do powstania hybrydy jadrowo-cyto-
plazmatycznej.

Ostatnim etapem przygotowania oocy-
tu do przeprogramowania wprowadzonego
jadra dawcy somatycznej komorki jest jego
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aktywacja. Najcze$ciej stosowana jest ak-
tywacja chemiczna jonomycyna 5 pM (jo-
nofor wapnia) pofaczona z synergicznym
dziataniem 1 mM 6-DMAP i 5 pg/ml cy-
klohekasamidyny.

Niektére modyfikacje klonowania koni
Faza cyklu komorki dawcy

W komercyjnych osrodkach klonowania
koni w Brazylii i Argentynie zaadaptowa-
no metode klonowania bydta opracowana
przez Bordignon i Smith (11), ktéra pole-
ga na wprowadzeniu w ostatnim etapie ho-
dowli in vitro komérek w faze G2 (zaha-
mowanie syntezy bialtka). Natomiast oocyty
w metafazie II s aktywowane chemicznie
i wprowadzane w stan telofazy II i w tej
fazie mejozy z oocytu usuwane jest I i II
cialko kierunkowe wraz z jadrem oocy-
tu (DNA). Maserati i Mutto (12) podkre-
$laja, Ze ten sposdb znacznie skraca czas
usuwania DNA z oocytu i prawdopodob-
nie dzieki temu osiagaja lepsza skutecz-
no$¢ w poréwnaniu do klasycznej meto-
dy klonowana koni.

Ostonka przejrzysta oocytu biorcy

Oslonka przejrzysta oocytu klaczy podczas
dojrzewania in vitro staje si¢ niejednorod-
na, pogrubiona i stwardniala, co znacz-
nie utrudnia mikromanipulacje na oocy-
cie klasycznymi metodami. Do pokonania
tego problemu wykorzystuje sie dwie meto-
dy. Jedna z nich, opracowana na oocytach
myszy, polega na wywierceniu w osfonce
przejrzystej wierttem piezoelektrycznym
otworu, ktéry utatwia enukleacje i trans-
fer komorki dawcy bezposrednio do cyto-
plazmy oocytu biorcy (13). Druga metoda
opracowana na oocytach bydlecych pole-
ga na calkowitym, enzymatycznym, wy-
trawieniu ostonki (14).

Hinrichs i wsp. (15) enukleacje oocy-
téow dojrzewajacych in vitro przeprowa-
dzaja poprzez otwér wywiercony w oston-
ce przejrzystej pipeta o $rednicy zewnetrz-
nej 10-13 pm dolaczonej do elektronicznie
regulowanego wiertta piezoelektryczne-
go. Przez utworzona w ten sposéb szcze-
line aspiruja ciatko kierunkowe i ptytke
matafazalna. Nastepnie sposréd licznych
komoérek somatycznych przygotowanych
do procedury klonowania wybieraja jed-
ng o $rednicy 11-23 pm i zasysaja ja tak
czesto do pipety o srednicy zewnetrznej
8-9 um, az peknie jej blona komoérkowa,
po czym deponuja ja w plazmie oocytu
biorcy. Zrekonstruowany w ten sposéb
oocyt poddaja aktywacji poprzez wstrzyk-
nigcie do jego cytoplazmy ekstraktu plem-
nikéw ogiera.

Natomiast Galli i wsp. (16) stwardnia-
1a oslonke przejrzysta oocytéw wytrawiaja

0,5% pronaza (the zona-free method), co
znacznie ulatwia enukleacje i precyzyj-
ne umieszczenie komorki dawcy na blo-
nie cytoplazmatycznej oocytu biorcy. Na
przygotowanym w ten sposéb oocycie fu-
zje elektryczna uzyskuja po zastosowaniu
impulséw elektrycznych o niskiej czesto-
tliwo$¢ i niewielkim napigciu. Prawdopo-
dobnie dzieki tym modyfikacjom uzysku-
ja wysoki wskaznik podziatéw komérek
zarodka. Podobna metode rekonstrukcji
oocytow stosuja réwniez oérodki klono-
wania koni w Argentynie i Brazylii (17).
Niektorzy autorzy zwracaja jednak uwa-
ge, ze zarodki pozbawione oslonki przej-
rzystej sa trudniejsze do hodowli in vitro.

Hodowla klonalnych zarodkéw

W nastepnym etapie klonowania zarodki
sa transplantowane do jajowodéw klaczy
biorczyn lub hodowane in vitro do czasu
osiaggniecia stadium blastocysty i dopiero
w tej fazie rozwoju umieszczane w maci-
cy klaczy biorczyn lub zamrazane w cie-
klym azocie.

Woods i wsp. (4) jednokomdrkowe lub
w poczatkowym stadium rozwoju zarod-
ki transplantowali chirurgicznie do jajowo-
déw zsynchronizowanych klaczy biorczyn.
Spoéréd 305 transplantowanych w ten
sposéb zarodkéw, cigze w 21 dniu rozpo-
znano u 21 klaczy, i tylko 3 z nich urodzi-
ty Zrebieta mula. Metoda ta z punktu wi-
dzenia praktycznego klonowania okazala
sie malo przydatna, gtéwnie z powodu ni-
skich kompetencji rozwojowych jednoko-
morkowych zarodkéw oraz czasochlonnej
i kosztownej dojajowodowej transplanta-
¢ji, a takze koniecznosci odpowiedniego
przygotowania duzej liczby klaczy bior-
czyn. Preferowana jest zatem metoda roz-
woju zarodkdéw in vitro do stadium blasto-
cysty, gdyz w ten sposéb eliminowane sa
z dalszych etapéw klonowania zarodki, kté-
rych rozwdj zatrzymatl sie na etapie kilku-
blastomerowym. Poza tym stadium blasto-
cysty jest pierwszym widocznym wskazni-
kiem zréznicowania sie komoérek zarodka
na dwie odrebne linie komdrkowe — we-
zel zarodkowy i trofoblast, co dobrze ro-
kuje ich dalszy rozwdj.

Zarodki klonalne hodowane sa w po-
zywce Eagle’a w modyfikacji Dulbecco
DMEM/F-12 (Sigma) z dodatkiem FBS
10% i 1% ATB (antybiotyk), w inkubato-
rze z regulowanym przeplywem powietrza
o sktadzie: 5% O, 5% CO, i 90% N, i mak-
symalnej wilgotnosci w temp. 38,2°C. Pod-
czas hodowli umieszcza sie pojedynczo lub
po kilka zarodkéw na szalkach Petriego
w mikrokroplach pod olejem parafinowym
lub systemem ,well of the well” (WOW)
w mikrostudzienkach uformowanych na
dnie szalki Petriego. Pozywke zmienia sie
co 2-3 dni. Pierwsze podzialy zarodkéw

pojawiaja sie po 72 godzinach hodowli,
a formowanie blastocysty po 7—-8 dniach
hodowli in vitro.

Odsetek zrekonstruowanych zarod-
kéw klonalnych osiggajacych stadium bla-
stocysty jest bardzo zréznicowany i waha
sie od 4 do 25%. Niezaleznie od systemu
hodowli klonalnych zarodkéw uzyskiwa-
no powtarzalne wyniki na poziomie okoto
20%, gdy fuzje komoérek przeprowadzano
na oocytach pozbawionych ostonki przej-
rzystej (14).

W Argentynie osiagano najwyzsze efek-
ty rozwoju zarodkéw do stadium blastocy-
sty, gdy 3—4 zarodki pozbawione ostonki
przejrzystej poddawano agregacji poprzez
ich inkubowanie w mikrostudzienkach sys-
temem WOW. W ten sposéb z 3—4 pola-
czonych zarodkéw uzyskiwano okolo 35%
pojedynczych, chimerowych, klonalnych
blastocyst. Natomiast podczas kontrolnej
hodowli pojedynczego klonalnego zarod-
ka systemem WOW stadium blastocysty
osiagalo zaledwie 7% (16, 18, 19).

Dobor klaczy biorczyn
i transplantacja zarodkéw klonalnych

Najlepszymi biorczyniami klonalnych
blastocyst sa klacze 4—10-letnie, ktdre sa
w 5-6 dniu po spontanicznej owulacji.
Galli i wsp. (16) zarodki koni uzyskane ze
wspomaganego zaplodnienia (ICSI) ruty-
nowo zamrazaja w cieklym azocie, uzy-
skujac po ich transplantacji metoda nie-
chirurgiczna okolo 50% zazrebien. Po-
dobnie postepuja z zarodkami klonalnymi.
Zamrazanie zarodkéw znacznie ulatwia
planowanie procedury przygotowania za-
rodkéw klonalnych do transplantacji, jak
i dobér klaczy biorczyn, gdyz produk-
cje zarodkéw, jak i transplantacje moz-
na przeprowadzi¢ w dowolnym czasie
i miejscu.

Do zamrazania w cieklym azocie se-
lekcjonowane sa wczesne ekspandujace
blastocysty. Proces ich zamrazania opiera
sie na uzyciu rozrzedzalnikéw stosowa-
nych powszechnie do zamrazania zarod-
kéw z dodatkiem 10% glicerolu i zastoso-
waniu konwencjonalnej metody mrozenia.
Stomki z zarodkami wkiadane sa do freze-
ra, oziebiane i posiewane (seeding) w temp.
-6°C, a nastepnie schtadzane z szybko-
$cig 0,5°C/min do temp. -32°C i zanurza-
ne w cieklym azocie.

Ze wzgledu na niskie kompetencje roz-
wojowe klonalnych zarodkéw umieszcza
sie 2—3 blastocysty w rogu macicy klaczy
biorczyni. Cigze za pomoca USG rozpo-
znaje si¢ w 10—15 dniu po transplanta-
cji. W przypadku stwierdzenia 2-3 pe-
cherzykéw zarodkowych mozna niekté-
re usung¢ manualnie pod kontrola USG
i pozostawi¢ jeden najbardziej rokujacy
dalszy rozwoj.
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Ciaza, porod, okres Zrebiecy

Resorpcje i poronienia klonalnych zarod-
kow i ptodéw u klaczy wystepuja przez
caly okres cigzy, jest ich jednak znacznie
mniej niz w przypadku klonéw bydta i in-
nych zwierzat. Najwiecej resorpcji i tzw.
cichych ronien wystepuje w pierwszych
3 miesiacach. W p6Zniejszym okresie cig-
zy ronienia wystepuja rzadko. Srednia dtu-
gos¢ cigzy miesci sie z reguly w granicach
normy i wynosi okoto 330 dni. U koni nie
wystepuje tzw. syndrom duzego potom-
stwa, ktory jest prawdopodobnie zwiaza-
ny z typem lozyska licieniowatego i jest
czestym zjawiskiem u przezuwaczy. Na-
tomiast u nowo narodzonych Zzrebiat po-
jawiaja sie zmiany pepowiny, zmniejszo-
na odporno$¢, przykurcze $ciegien miesni
zginaczy, zespdt nieprzystosowania (ma-
ladjustment) i problemy neurologiczne.
Z reguly krytyczny okres mija, gdy Zrebie
osiagnie wiek 3—4 tygodni.

Dtugosé zycia klonow

Telomery to koricéwki chromosoméw. Te-
lomerowa hipoteza starzenia si¢ wskazuje,
ze istnieje zaleznos$¢ miedzy dlugoscia te-
lomeréw a zdolno$cia komérek somatycz-
nych do podziatéw. Uwaza sie, ze komor-
ki o dluzszych telomerach maja potencjal-
ne mozliwosci wigkszej liczby podzialéw
oraz ze telomery u starszych osobnikéw sa
krétsze niz u mtodszych. Od czasu urodze-
nia sie pierwszej sklonowanej owcy Dolly
wiele dyskusji dotyczylo probleméw zdro-
wotnych uzyskanych w ten sposéb zwie-
rzat. Poniewaz diugo$¢ telomerdw owieczki
Dolly byta podobna do dlugosci telomeréw
6-letniej owcy dawczyni komorek soma-
tycznych i znacznie krétsza niz dlugosé
telomer6éw bedacych w tym samym wieku
owiec kontrolnych, uwazano, ze wiek klo-
nowanych zwierzat jest podobny do wie-
ku zwierzat dawcéw komorek somatycz-
nych. Owce zyja 15-16 lat. Dolly z powo-
du raka pluc zostata uspiona w wieku 6 lat.

Liczne badania przeprowadzone gléw-
nie na bydle wykazaly, ze réznice w diu-
gosci telomer6w zaleza od typu komdérek,
a wiek biologiczny dawcy komérek klo-
nalnych jest zresetowany w trakcie pro-
cesu przeprogramowania komérek soma-
tycznych w zarodkowe. Zatem wiek bio-
logiczny klonu jest taki sam jak jego wiek
chronologiczny.

Czas zycia pierwszej sklonowanej myszy
nazwanej Cumulina wynosil 2 lata i 7 mie-
siecy i byt dluzszy od $redniego zycia prze-
cietnej myszy. Kolejne badania wykazaly,
ze powtarzajace sie klonowania (recloning),
przynajmniej u myszy, réwniez nie zmie-
niajg efektywnosci przeprogramowania jg-
der komorek somatycznych w klonalne za-
rodki i rozwoju klonéw oraz czasu zycia.
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Wakayama i wsp. (20) uzyskali 25 klonal-
nych pokolen i ponad 581 osobnikéw z jed-
nej myszy dawcy komorek somatycznych,
co wskazuje, ze komorki ssakéw sa nie-
$miertelne, a klonowanie mozna powta-
rzaé¢ w nieskoniczono$c.

Pierwsze urodzone klony koni w 2003 r.,
podobnie jak i mtodsze klony koni nie
wykazuja odchyleri od normy. Prometea
jest plodna klaczg. Urodzita dwa Zrebieta,
a ogier Pieraz-Cryozootech-Stallion ma juz
wielu synéw i wnuki. Réwniez klony mu-
16w sa zdrowe i osiagaja znakomite wyni-
ki w gonitwach.

Genetyczne roznice klonéw

Klon jest pelna kopia jadrowego DNA daw-
cy komérki somatycznej. Jednak ze wzgle-
du na mitochondrialne DNA oocytu biorcy
oraz epigenetyczne i srodowiskowe rézni-
ce, a takze bledy przeprogramowania moga
sie roznic¢ od pierwowzoru.

U klonowanych klaczy oryginalne mi-
tochondrialne DNA jest anulowane pod-
czas procesu klonowania i zastepowane
przez mitochondrialne DNA oocytu bior-
cy, dlatego kopia klaczy ma 1-2% mito-
chondrialnego DNA oocytu biorcy. Nie
wiadomo jednak, w jakim stopniu te mi-
tochondrialne réznice spowoduja zmiany
w fenotypie klonu. Mozna jednak sprawic,
ze klon klaczy bedzie w 100% jej pierwo-
wzorem. W tym celu od klonowanej kla-
czy nalezy pobrac nie tylko komdrki soma-
tyczne, ale réwniez oocyt, ktéry zostanie
wykorzystany w procedurze klonowania
jako biorca. Jest to metoda dosy¢ skom-
plikowana, ale mozliwa do zastosowania
praktycznego (15).

U ogieréw klony sa identyczne z daw-
3, poniewaz dawcy nie przekazuja mito-
chondrialne DNA i ich genomy sa prze-
programowane podczas mejozy i zaptod-
nienia. Tak wiec klon ogiera jest w 100%
kopia pierwowzoru i pod wzgledem gene-
tycznym jest nie do odréznienia od pro-
toplastu. Réwniez DNA jego plemnikéw
nie rézni si¢ od sklonowanego osobnika
(15, 21, 22).

U samic chromosomy plci moga miec
réwniez wplyw na przekazywanie zabu-
rzen genetycznych. Jak ogélnie wiadomo,
u samic wystepuja dwa chromosomy zen-
skie XX, a u samcéw jeden chromosom
zenski X i drugi meskim Y. Chromosom X
sktada sie z okoto 160 Mb DNA, ktére ko-
duje ponad 1000 genéw odpowiedzialnych
za roznorodne funkcje organizmu. Nato-
miast chromosom Y jest mniejszy i kodu-
je zaledwie 100 genéw odpowiedzialnych
gltéwnie za determinacje pici i ptodno$¢.

Badania genetyczne wskazuja, ze w ge-
nach pojedynczych chromosoméw X osob-
nikéw zenskich wystepuja czesto niepra-
widlowosci, ktdre jednak nie manifestuja
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sie u ich nosicieli chorobami genetyczny-
mi. Dzieje sig tak dlatego, ze drugi prawi-
dlowy chromosomu X usypia aktywno$¢
zmienionej kopii. Zdarza si¢ jednak, ze
podczas procedury klonowania samic na-
stepuja zaburzenia w przeprogramowaniu
jadra somatycznej komérki dawcy w klo-
nalny zarodek i dochodzi do ,us$pienia”
czynnej (zdrowej) kopii chromosomu X.
Woéweczas nastepuje aktywacja chromo-
somu zmienionej kopii genu, co prowadzi
do ujawnienia sie u sklonowanego osobni-
ka genetycznych anomalii. Takie przypad-
ki zostaly opisane u bydta (23).

U klonéw czesto wystepuja réznice
w ksztalcie odmian (ryc. 3). Dzieje sie to dla-
tego, poniewaz ksztalt odmian nie jest za-
pisany w genach, lecz aktywowany losowo.

Czynniki Srodowiskowe
a podobienstwo klonow

Na cechy sklonowanych koni poza czyn-
nikami genetycznymi istotny wplyw wy-
wiera $rodowisko, w jakim sie rozwijaja.
Kiedy przyjrzymy sie bliznietom jednoja-
jowym, to zobaczymy, ze pomimo jedna-
kowego DNA nie sa one calkowicie iden-
tyczne. Aczkolwiek czesto sg tak podob-
ne, ze trudno je odr6zni¢. Na pewno ich
osobowos¢ jest rézna. Szczegdlne réznice
ujawniaja si¢ miedzy parami bliznigt cho-
wanymi razem a chowanymi osobno. Po-
dobnie jest z klonami.

Duzy wplyw, zaréwno w okresie pre-,
jak postnatalnym, na rozwéj koni wywie-
ra klacz, ktdra je rodzi. U Zrebiat rasy ko-
nik polski i welsh pony urodzonych po
transplantacji zarodkéw przez duze kla-
cze biorczynie zanotowano w wieku doro-
stym wieksze wymiary kosci dtugich kon-
czyn i wysoko$¢ w klebie. Wystepowala
réwniez u nich otylo$¢, do czego prawdo-
podobnie przyczynily sie lepsze warunki
podczas zycia pfodowego i zbyt obfite od-
zywianie w okresie oseskowym. Natomiast
Zrebieta pelnej krwi angielskiej urodzone
przez male klacze typu pony charakteryzo-
waly sie mniejszymi wymiarami i deforma-
cja konczyn (24). Dlatego klacze biorczynie
zarodkéw klonalnych winny by¢ nie tylko
zdrowe i dobrymi matkami, ale réwniez nie
powinny zbytnio rézni¢ si¢ wymiarami od
klonowanych osobnikéw. W pézniejszym
okresie zycia duzy wplyw na ostateczne ce-
chy koni ma utrzymanie, wychowanie, zy-
wienie, pielegnacje, trening itp.

Podsumowanie

Klonowanie koni jest mloda dziedzi-
na nauki. Metoda ta jest malo wydajna,
pracochlonna, kosztowna i z biologicz-
nego punktu widzenia nadal niewiado-
ma. Ten bezplciowy sposéb reprodukcji
zwierzat jest zZrédtem czestych sporéw

i kontrowersyjnym tematem ws$réd ho-
dowcoéw oraz wielu grup spotecznych.
Przeciwnicy klonowania uwazaja, ze klo-
nowanie zaweza réznorodnos$¢ genetycz-
na i sa zwolennikami doskonalenia ras,
a nie tworzenia kopii. Natomiast zwolen-
nicy klonowania sa przekonani, ze klo-
nowanie niesie ze soba liczne korzysci,
m.in. przyczynia si¢ do podnoszenia po-
ziomu hodowli poprzez wykorzystanie po-
tencjalu genetycznego najlepszych osob-
nikéw. Wsréd zwolennikéw klonowania
jest wielu jezdZcow, treneréw i wlascicieli
druzyn, ktérzy nie sa zainteresowani diu-
gim oczekiwaniem na coraz to doskonal-
sze osobniki uzyskiwane droga rozmnaza-
nia plciowego, ale chca mie¢ szybko kopie
koni obdarzonych konkretnymi cechami
i checia zwyciezania. Duza zaletg tej me-
tody jest mozliwo$¢ klonowania watachéw.
W jezdzieckich dyscyplinach wytrzymato-
$ciowych oraz skokach przez przeszkody
i w ujezdzeniu preferowane sa wykastro-
wane ogiery i klonowanie reprodukcyjne
pozwala na wykorzystanie klonéw do ho-
dowlanego doskonalenia kolejnych poko-
lert wybitnych koni.

Ksiega stadna Unii Europejskiej znaj-
dujaca si¢ w Stadninie Koni Zangershe-
ide w Belgii (cztonek Swiatowej Federacji
Hodowcéw Koni Sportowych WBFSH)
od 2005 r. rejestruje klony koni. W 2010 r.
do ksiegi tej bylo wpisanych juz 18 koni
klonéw (22).

Kolejnym krokiem promowania klo-
nowania koni jest zgoda Miedzynarodo-
wej Federacji Jezdzieckiej (FEI) w 2012 r.
na udzial koni klonéw w igrzyskach olim-
pijskich. GIéwnym powodem tej decy-
zji jest prawdopodobnie brak metody po-
zwalajacej na odréznienie ,oryginalu”
od ,,kopii”

Mozna przypuszczaé, ze klonowanie
koni, podobnie jak sztuczne unasienianie
i transplantacja zarodkéw, zapoczatkowa-
ne w ubieglym wieku, zostanie wdrozone
do hodowli przez wiekszos¢ zwiazkéw ho-
dowlanych w trzech etapach. Etap pierw-
szy to odmowa. Etap drugi — akceptacja
z ograniczeniem liczby potomstwa i ad-
notacja w paszporcie ,sztuczna insemi-
nacja’, ,transplantacja zarodkéw’, ,klon’,
i etap trzeci — pelna akceptacja.
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