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В современной биотехнологии широко дискутируется тема создания клонов млеко-
питающих. В представленном обзоре на основании данных литературы и результатов собст-
венных исследований рассмотрены успехи и проблемы трансплантации ядер соматических 
клеток (somatic cell nuclear transfer, SCNT), используемой для этих целей, проведен сравни-
тельный анализ традиционной процедуры SCNT и метода zona-free nuclear transfer (zona-free 
NT). Основные области применения SCNT — терапевтическое и репродуктивное клонирова-
ние, получение трансгенных животных, сохранение редких и исчезающих видов, фундамен-
тальные исследования. Так, клонирование элитных быков-производителей позволяло бы 
воссоздавать их уникальный генетический материал, что невозможно при естественном вос-
производстве. Однако пока что клонирование животных не получило широкого распростра-
нения. Одна из причин — низкий выход здорового молодняка, который у крупного рогатого 
скота, например, составляет в среднем около 9 % от числа трансплантированных клониро-
ванных эмбрионов. Считается, что отклонения в развитии плода обусловлены нарушениями, 
имевшимися в процессе репрограммирования ядра соматической клетки. Хотя в настоящее 
время предложено несколько практических подходов, позволяющих повысить эффективность 
метода SCNT, проблема репрограммирования ядра как фундаментальный вопрос биологии 
развития требует дальнейшего глубокого изучения. Кроме того, проблемой, сдерживающей 
практическое применение метода SCNT, остается сложность исполнения манипуляций, 
предусмотренных традиционной технологией, которая была предложена около 30 лет назад 
S.M. Willadsen (1986) и используется до настоящего времени практически в неизмененном 
виде. Вместе с тем существенный прогресс был достигнут при клонировании млекопитаю-
щих по так называемому zona-free NT методу, когда ооциты перед энуклеацией освобож-
дают от блестящей оболочки. Впервые этот прием был успешно применен T.T. Peura с со-
авт. (1998), донорами ядер бластомеров в их работе служили эмбрионы крупного рогатого 
скота. Метод оказался эффективен и при использовании соматических клеток для получе-
ния клонированных эмбрионов свиньи (P.J. Booth, 2001), овцы (T.T. Peura, 2003), крупного 
рогатого скота (P.J. Booth с соавт., 2001), лошади (C. Galli с соавт., 2003). Zona-free NT метод 
был усовершенствован нами при получении клонированных эмбрионов крупного рогатого 
скота (Г.П. Маленко с соавт., 2006). В доступных источниках мы не встречали сообщений 
об использовании zona-free NT другими исследователями в России, хотя в мировой ли-
тературе признается, что по сравнению с традиционными приемами он более производи-
телен, проще в исполнении и дает воспроизводимые результаты (I. Lagutina с соавт., 
2007; B. Oback с соавт., 2007). При подготовке цитопластов энуклеация ооцитов без бле-
стящей оболочки может проводиться без применения ядерных флуоресцентных красителей 
при эффективности 95-100 % и сохранении 96-97 % объема ооплазмы (M.I. Prokofiev с со-
авт., 2007). Частота электрослияния цитопластов без блестящей оболочки с соматическими 
клетками составляет 95-100 % (I. Lagutina с соавт., 2007; G.P. Malenko с соавт., 2007) по 
сравнению с 60-70 % при традиционном методе (I. Lagutina с соавт., 2007). Выход бласто-
цист оказывается равен или превышает этот показатель по сравнению с традиционным мето-
дом, результаты трасплантации также сопоставимы. Технология zona-free NT благодаря про-
стоте исполнения и высокой результативности основных этапов рассматривается как эффек-
тивный протокол при создании клонированных эмбрионов сельскохозяйственных животных 
с целью получения жизнеспособного молодняка. 
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Первая публикация об успешном переносе ядер клеток у млекопи-
тающих вышла еще в 1981 году (1). Авторы сообщили о рождении трех 
мышей, полученных в результате трансплантации ядер клеток эмбриобла-
ста в энуклеированные зиготы. Однако никто, включая авторов, не смог 
воспроизвести этот эксперимент. Спустя несколько лет сотрудник Кем-
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бриджского университета S.M. Willadsen, специализирующийся в области 
эмбриологии сельскохозяйственных животных, совершил прорыв, получив 
первых клонированных ягнят в результате слияния бластомеров 8- и 16-
клеточных эмбрионов с энуклеированной яйцеклеткой овцы (2). По мето-
ду S.M. Willadsen вскоре было получено клонированное потомство круп-
ного рогатого скота и свиней (3, 4). Историческим в развитии технологии 
клонирования стало опубликованное в 1997 году сообщение о рождении 
овечки Долли (5), показавшее возможность полного репрограммирования 
ядра дифференцированной соматической клетки цитоплазмой энуклеиро-
ванного ооцита-реципиента. Следом появились многочисленные публика-
ции о клонировании эмбрионов на основе трансплантации ядер соматиче-
ских клеток (somatic cell nuclear transfer, SCNT) с последующей трансплан-
тацией этих эмбрионов и рождением потомства у крупного рогатого скота 
(6, 7), мышей (8), коз (9), свиней (10, 11), кроликов (12), лошадей (13) и 
других видов животных.  

Основные области применения SCNT — репродуктивное и тера-
певтическое клонирование, фундаментальные исследования. В практике 
животноводства с помощью клонирования могут быть созданы «копии» 
элитных быков, обладающих уникальным сочетанием генетического мате-
риала, повторение которого невозможно при естественном воспроизводст-
ве. Рассматриваются перспективы метода клонирования для сохранения 
редких и исчезающих видов. Наибольшее прикладное значение SCNT свя-
зывают с трансгенезом животных. Эффективность микроинъекции генных 
конструкций в мужской пронулеус зиготы оказалась очень низкой в при-
менении к сельскохозяйственным видам (14). В то же время клонирование 
позволяет получать трансгенных особей посредством использования сома-
тических клеток, предварительно трансфицированных in vitro, в качестве 
доноров ядер. В результате эффективность повышается в десятки раз, что 
очень важно, когда речь идет о крупных сельскохозяйственных животных 
(6). Такие трансгенные фетальные фибробласты крупного рогатого скота 
сохраняют компетентность как доноры ядер в технологии SCNT (15). 
Описано рождение телят, трансгенных по фактору свертываемости крови 
человека 9 (hFIX), в эксперименте с применением этого подхода (16). 

Основанный на использовании соматических клеток трансгенез со-
вместим с целевыми генетическими модификациями при применении 
нуклеаз с доменом типа «цинковый палец» (zinc-finger nucleases, ZFNs), 
которые позволяют получать особей, нокаутных по специфическим эндо-
генным генам (17). В настоящее время в мире проводятся интенсивные 
исследования по трансгенезу свиней, пригодных в качестве доноров орга-
нов для ксенотрансплантации (18). Уже получены трансгенные свиньи — 
модели ряда болезней человека (19, 20). 

Вместе с тем метод клонирования животных еще не нашел широ-
кого распространения, главным образом из-за низкого выхода здорового 
молодняка. У крупного рогатого скота он составляет в среднем около 9 %. 
Отклонения в развитии у клонированных плодов в основном обусловлены 
нарушениями репрограммирования генома донорской клетки, в результате 
чего существенно нарушается экспрессия генов, в частности в плаценте 
(21, 22). Хотя в настоящее время предложено несколько практических 
подходов, позволяющих повысить эффективность SCNT (23-29), проблема 
репрограммирования ядра как фундаментальный вопрос биологии разви-
тия требует глубокого изучения и решения.  

Еще одна проблема, сдерживающая развитие клонирования, — 
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это сложность техники исполнения ряда этапов SCNT. Существенный 
прогресс был достигнут с развитием клонирования млекопитающих по 
так называемому zona-free nuclear transfer методу (zona-free NT), когда 
ооциты  перед энуклеацией освобождают от блестящей оболочки. Впер-
вые он был успешно применен еще в 1998 году при клонировании круп-
ного рогатого скота, донорами ядер служили бластомеры (30). Подход 
также оказался эффективным при использовании соматических клеток для 
создания клонированных эмбрионов свиньи (31), овцы (32, 33), крупного 
рогатого скота (33-38), лошади (13).  

Zona-free NT метод был усовершенствован нами при получении 
клонированных эмбрионов крупного рогатого скота (39). В доступных нам 
источниках мы не встречали сообщений об использовании zona-free NT 
метода другими исследователями в России, хотя в мировой литературе 
признается, что по сравнению с традиционными приемами он более про-
изводителен, проще в исполнении и дает воспроизводимые результаты 
(40, 41). В настоящей работе, основываясь на данных литературы и собст-
венных исследованиях, мы попытались провести сравнительный анализ 
основных этапов технологии SCNT при традиционном и zona-free методах 
клонирования крупного рогатого скота.  

Ключевой процесс SCNT — репрограммирование ядра дифферен-
цированной соматической клетки — происходит в результате непосредст-
венного воздействия цитоплазмы ооцита на ядерный материал кариопла-
ста. В качестве цитопластов-реципиентов, как правило, используют доз-
ревшие in vitro энуклеированные ооциты. Цитоплазма ооцитов крупного 
рогатого скота и свиней содержит много липидных гранул, и, как следст-
вие, метафазная пластинка под микроскопом не видна. При удалении с 
первым полярным тельцем (polar body 1; PB1) 20-30 % объема цитоплазмы 
ооцита, прилегающей к PB1 (так называемая слепая энуклеация), энук-
леированными оказываются только 42-60 % ооцитов (42-44), вследствие 
чего признается, что этот метод не подходит для подготовки цитопластов 
крупного рогатого скота (45). 

Прижизненная окраска ооцитов флуоресцентным ядерным краси-
телем Hoechst 33342 позволяет точно определить местонахождение и обес-
печить эффективное (до 100 %) удаление материнских хромосом. Однако 
даже кратковременное воздействие ультрафиолетового света (УФ) может 
негативно сказаться на качестве цитопласта (44). Проведение энуклеации 
ооцитов крупного рогатого скота под контролем Oosight imaging system по-
зволило вдвое увеличить эффективность SCNT по сравнению с использо-
ванием Hoechst 33342 в сочетании с УФ (46). Высокую  степень энуклеа-
ции (95,7 %) без видимых отрицательных последствий обеспечило приме-
нение демеколцина (44).  

Вне зависимости от того, как определяют местонахождение мате-
ринских хромосом, энуклеация ооцитов по традиционному методу выпол-
няется при помощи микроманипулятора с использованием микроприсос-
ки (holding pipette) и рабочей пипетки с заточенным под углом концом, 
желательно с дополнительным выступом (spike). Этот этап требует высо-
кого мастерства исполнителя, которое приобретается в результате дли-
тельной практики. 

По методу zona-free NT ооциты перед энуклеацией освобождаются 
от блестящей оболочки посредством обработки в растворе проназы. По-
следующая энуклеация может выполняться как ручным способом, так и с 
помощью микроманипулятора. По методу hand made cloning (HMC) ооци-
ты острой бритвой разрезают пополам вручную под стереомикроскопом 
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(30, 33, 35, 47, 48). Половинки ооцитов окрашивают Hoechst 33342 и под 
микроскопом выявляют цитопласты, не содержащие ядерный материал.  

По другому методу энуклеации, используемому в HMC, ооциты без 
блестящей оболочки обрабатывают в растворе демеколцина, под воздейст-
вием которого на поверхности ооцита появляется четко различимое под 
стереомикроскопом выпячивание цитоплазматической мембраны непо-
средственно в месте расположения метафазной пластинки. Эту часть ооци-
та отрезают бритвой, что позволяет отбирать цитопласты, не прибегая к их 
окрашиванию красителем Hoechst 33342 и последующему облучению УФ 
(49). Однако и в этом случае при энуклеации теряется около 25-30 % объ-
ема цитоплазмы ооцита, поэтому для получения одного реконструирован-
ного эмбриона по методу HMC необходимы два цитопласта. Реконструи-
рованные эмбрионы могут содержать до трех типов митохондриальной 
ДНК (митохондриальная гетероплазмия).  

При помощи микроманипулятора энуклеация ооцитов без блестя-
щей оболочки осуществляется без микроприсоски. При этом число энук-
леированных ооцитов за определенный период времени оказывается в 2-
3 раза выше по сравнению с традиционной энуклеацией ооцитов в бле-
стящей оболочке (41), а количество цитоплазмы, удаляемой вместе с мате-
ринскими хромосомами, составляет менее 4 % от объема ооцита (38). По-
этому в качестве цитопласта используется один энуклеированный ооцит, 
что особенно важно при работе с такими видами животных, у которых 
доступно ограниченное число ооцитов, например с лошадьми (41). Место-
нахождение хромосом ооцита и достоверность энуклеации при этом также 
контролируются посредством окрашивания Hoechst 33342 с последующим 
применением УФ (32, 38, 41). 

Мы предложили модифицированный метод слепой энуклеации ооци-
тов крупного рогатого скота без блестящей оболочки. Ооциты освобожда-
ли от клеток кумулюса и блестящей оболочки через 16 ч от начала дозре-
вания in vitro. Ооциты с полярными тельцами сразу отбирали для энук-
леации. Остальные клетки возвращали в среду дозревания и просматрива-
ли их с интервалом 30 мин, каждый раз отбирая ооциты с PB1. По дан-
ным литературы, удаление клеток кумулюса через 15 ч от начала дозрева-
ния ооцитов крупного рогатого скота in vitro не снижает степень их ядер-
ного дозревания и не влияет на последующее развитие партеногенетиче-
ски активированных или реконструированных эмбрионов (50, 51). По на-
шим данным, к 16,5 ч от начала дозревания около 25 % ооцитов крупного 
рогатого скота выделили PB1, к 18 ч около 50 % ооцитов достигли стадии 
MII. При этом удаление клеток кумулюса с применением Vortex в раство-
ре гиалуронидазы, а также энзиматическое удаление блестящей оболочки 
в эти сроки не приводили к отделению PB1 с поверхности дозревших 
ооцитов (52). Поскольку в отсутствие блестящей оболочки первое поляр-
ное тельце PB1 остается на поверхности ооцита только при сохранении 
связи с метафазной пластинкой, PB1 служит точным указателем располо-
жения материнских хромосом (53).  

Энуклеацию ооцитов проводили при помощи микроманипулято-
ра и рабочей микропипетки с ровно обрезанным концом диаметром 20-
25 мкм. Конец пипетки подводили к PB1 и аспирировали его вместе с 
небольшим участком прилегающей цитоплазмы. То есть энуклеация 
выполнялась слепым методом без дополнительных обработок демекол-
цином или ядерным красителем Hoechst 33342 и воздействия УФ. При 
этом эффективность энуклеации составляла 97-100 %, лизис цитопла-
стов практически не наблюдался, а потери цитоплазмы ооцита не пре-
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вышали 3 % его исходного объема (52).  
Для получения реконструированных эмбрионов в некоторых случа-

ях применяют микроинъекцию изолированного ядра или целой соматиче-
ской клетки-донора ядра в цитопласт. Однако наиболее часто объединение 
клетки-донора ядра и цитопласта осуществляют посредством электрослия-
ния. При традиционном методе клонирования соматическая клетка с по-
мощью микроманипулятора из микропипетки помещается под блестящую 
оболочку, по возможности вплотную к плазматической мембране цито-
пласта. Одно из важнейших условий для успешного электрослияния — 
тесный контакт мембран клеток. Однако в перивителлиновом пространст-
ве под блестящей оболочкой такой контакт между цитопластом и сомати-
ческой клеткой, существенно различающимися по своим размерам, веро-
ятно, не всегда достигается. Как правило, степень электрослияния состав-
ляет 50-70 % от числа подготовленных и подвергнутых воздействию элек-
троимпульса конструкций. По данным I. Lagutina с соавт. (41), эффектив-
ность электрослияния при клонировании по традиционному методу у 
крупного рогатого скота не превышает 60-70 %, у лошадей — 65-83 %.  

По методу zona-free NT конструкции «цитопласт—соматическая 
клетка» готовят вручную под стереомикроскопом, используя раствор фи-
тогемагглютинина. В камере для электрослияния мы ориентировали каж-
дую такую конструкцию относительно электродов вручную без воздейст-
вия переменного электрического поля как до, так и после импульса. Час-
тота электрослияния в наших экспериментах достигала 95-100 % (52). Со-
гласно I. Lagutina с соавт. (41), по zona-free методу этот показатель состав-
лял у крупного рогатого скота и лошадей 96-100 %.  

При использовании фитогемагглютинина возможно также автома-
тическое ориентирование группы из нескольких конструкций «цито-
пласт—соматическая клетка» под воздействием переменного электриче-
ского поля в камере с прямоугольными в сечении параллельными элек-
тродами длиной 35 мм, расположенными на расстоянии 3 мм друг от дру-
га (37, 38, 54).  

Кариопласт в составе реконструированного эмбриона подвергается 
комплексному воздействию со стороны цитоплазмы ооцита, в результате 
чего исходный ядерный материал дифференцированной соматической 
клетки может пройти репрограммирование и приобрести свойства тотипо-
тентной клетки. Именно в цитоплазме ооцитов на стадии MII содержатся 
факторы, способствующие репрограммированию ядер дифференцирован-
ных клеток (2, 5).  

В естественных условиях эмбриональное развитие запускается 
процессом активирования, когда в цитоплазме зрелого ооцита под воз-
действием волнового увеличения концентрации ионов кальция, вызван-
ного пенетрацией сперматозоида, снижается количество фактора дозре-
вания (maturation promoting factor, MPF). Реконструированные эмбрионы 
должны быть искусственно активированы, для чего (независимо от ме-
тода клонирования) используются как химические вещества, так и физи-
ческие воздействия. При этом начиная с этапа активирования реконст-
руированные эмбрионы без блестящей оболочки требуют индивидуального 
размещения для предотвращения агрегации. На этапе активирования при 
инкубации реконструированных эмбрионов в течение 4 ч в среде, содер-
жащей 2 мМ DMAP (6-диметиламинопурин), эта проблема решается по-
средством их размещения по одному в микрокаплях среды по 5 мкл, по-
крытых вазелиновым маслом.  

В дальнейшем реконструированные эмбрионы крупного рогатого 
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скота должны культивироваться в течение 6-7 сут до достижения ранних 
предимплантационных стадий развития, пригодных как для криоконсер-
вации, так и для нехирургической трансплантации реципиентам. Индиви-
дуальное культивирование эмбрионов крупного рогатого скота успешно 
проводят в небольших каплях среды (30, 38, 55, 56, 57). Вместе с тем име-
ются многочисленные данные, свидетельствующие о том, что эффектив-
ность развития эмбрионов при индивидуальном культивировании может 
существенно снижаться по сравнению с культивированием в группах. 
Кроме того, эмбрионы без блестящей оболочки в каплях на плоской по-
верхности дна чашки могут утратить отдельные бластомеры до достижения 
стадии компактизации. Поэтому для культивирования эмбрионов, лишен-
ных блестящей оболочки, перспективной оказывается система культиви-
рования the Well of the Well (WOW) (58).  

Метод приготовления мелких углублений на дне пластиковой чаш-
ки Петри посредством механического надавливания кончиком холодной 
препаровальной иглы на дно под каплей среды был предложен еще в 1993 
году (59). В этой и следующей работе (60) система использовалась для аг-
регации эмбриональных стволовых клеток с эмбрионами мыши при соз-
дании химер. Небольшие по размеру углубления представляли удобные 
ячейки для индивидуального размещения освобожденных от блестящей 
оболочки дробящихся эмбрионов мыши. Коническая форма дна углубле-
ния способствовала поддержанию контакта между бластомерами и ство-
ловыми клетками. Более того, в такой системе в непосредственной бли-
зости к эмбриону находится исключительно небольшой объем среды, 
приблизительно 0,04 мкл. Благодаря этому в процессе культивирования 
предположительно ограничивается разбавление аутокринных факторов, что 
благотворно влияет на развитие эмбрионов (49, 61).  

В системе WOW общий объем среды составляет 0,5 мл на лунку че-
тырехгнездного планшета, что позволяет проводить этап культивирова-
ния эмбрионов без замены среды. Недостаток системы WOW заключа-
ется только в необходимости готовить углубления в лунках планшетов 
вручную, поскольку планшеты такого профиля заводским (фирменным) 
способом в настоящее время в мире еще не производятся. В наших экспе-
риментах (метод zona-free NT) выход клонированных бластоцист крупного 
рогатого скота при культивировании эмбрионов без блестящей оболочки в 
системе WOW составлял от 33 до 48 % от общего числа реконструирован-
ных эмбрионов (52).  

По методу zona-free NT получены трансгенные овцы с повышен-
ным содержанием в молоке омега-3 жирных кислот (62). При этом авторы 
также отметили, что zona-free NT метод не уступает по эффективности 
традиционному SCNT методу, но менее затратен и более прост в исполне-
нии. Сотрудники института, в котором с использованием метода zona-free 
NT впервые в мире была клонирована лошадь (Istituto Sperimentale Italiano 
Lazzaro Spallanzani, Италия) (13), на основании собственных исследований 
и данных литературы сравнили этот метод с традиционным в отношении 
клонирования эмбрионов и молодняка крупного рогатого скота, лошадей, 
овец и свиней. По мнению авторов, отсутствие блестящей оболочки у 
ооцитов существенно облегчает этап энуклеации и достоверно увеличивает 
эффективность электрослияния цитопласта и соматической клетки. Выход 
бластоцист оказывается равен или превышает эти показатели по сравне-
нию с традиционным методом, выживание после криоконсервирования и 
результаты трасплантации при этом сопоставимы (41).  

Таким образом, при использовании метода zona-free nuclear transfer 
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(zona-free NT) цитопласты готовят из зрелых ооцитов, предварительно ос-
вобожденных от блестящей оболочки. В целом эта технология проще в 
исполнении и обеспечивает более высокую эффективность по сравнению 
с традиционными способами, в связи с чем метод zona-free NT рассматри-
вается как перспективный для получения клонированных эмбрионов, а в 
дальнейшем жизнеспособного молодняка сельскохозяйственных живот-
ных. В предложенной нами модификации этого метода энуклеация ооци-
тов проводится на микроманипуляторе с помощью простого в изготовле-
нии микроинструмента без применения ядерных флуоресцентных краси-
телей. При этом эффективность энуклеации составляет 95-100 % при со-
хранении 96-97 % объема ооплазмы и отсутствии лизиса цитопластов. 
Электрослияние конструкций цитопласт—соматическая клетка, подготов-
ленных с применением фитогемагглютинина, достигает 95-100 %.  

 

Получение клонированных эмбрионов крупного рогатого скота методом 
zona-free NT проводилось под руководством академика РАСХН М.И. Прокофьева 
в отделе «Биотехцентр» НИИ пушного звероводства и кролиководства им. В.А. Афа-
насьева (Московская обл., Ленинский р-н, Горки Ленинские) при финансовой 
поддержке ООО «Биолайн Фармторг» (г. Москва). 
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A b s t r a c t  
 

The review is dedicated to one of the relevant and widely discussed topics of modern bio-
technology, namely cloning of mammals. Particularly, the success and problems of the somatic nu-
clear transfer (SCNT) are discussed herein. The advantages and disadvantages of a commonly used 
SCNT and zona-free modification are compared based on special publications and the data obtained 
in our experiments. The most promising targets for the SCNT are reproductive cloning, therapeutic 
cloning and fundamental science. Conservation of rare and endangered species is also in focus. Nev-
ertheless, to date the cloning application is still relatively limited. One of the reasons is a low yield of 
healthy offspring in mammals, for example, average yield in cattle is about 9 % of cloned embryo 
transfers result in birth of healthy offspring. It is assumed that deviations in the development of 
cloned fetuses are caused by disorders in genomic reprogramming of a somatic cell nucleus, which 
results in significant disturbance of gene expression particularly in placenta. Even though there are 
several practical techniques that allow to increase effectiveness of SCNT, reprogramming of the nu-
cleus demands further study as one of the fundamental problems of developmental biology. Second 
problem that hinders practical application of SCNT method is complexity of the conventional tech-
nique, which was introduced about 30 years ago by S.M. Willadsen (1986). Since then the technique 
has been applied almost without any variations. At the same time significant progress has been 
achieved in the so called zona-free nuclear thansfer method (zona-free NT), where oocytes are freed 
from zona pellucida before enucleation. This method was successfully applied for the first time by 
T.T. Peura et al. (1998). They used blastomeres of bovine embryo for electrofusion. The method was 
also effective for creation of cloned embryos of pig (P.J. Booth, 2001), sheep (T.T. Peura, 2003), 
cow (P.J. Booth et al., 2001), horse (C. Galli et al., 2003) using somatic cells. We have improved 
zona-free NT method for cattle embryo cloning (G.P. Malenko et al., 2006). In the available pub-
lications there are no references about zona-free NT use by other researches in Russia while 
worldwide it is considered more simple, effective and reproducible method compared to a conven-
tional one (I. Lagutina с соавт., 2007; B. Oback с соавт., 2007). Preparation of cytoplasts by enu-
cleation of zona-free oocytes can be carried out without fluorescent dyes with effectivness of 95-100 
% and preservation of 96-97 % of ooplasm volume (M.I. Procofiev et al., 2007). Electrofusion rate 
of zona-free cytoplasts and somatic cells is 95-100 % (I. Lagutina et al., 2007; G.P. Malenko et al., 
2007) compared to 60-70 % achieved during conventional cloning (I. Lagutina et al., 2007). Blasto-
cyst yield is equal or higher then yield produced by the conventional method. Embryo transfer results 
are comparable for both methods. Zona-free NT method may further increase the output of cloned 
embryos and offspring of the farm animals due to the simplicity and high effectiveness. Since the 
unique gene combinations of elite bulls’ genotypes can not been copied by natural reproduction, 
their cloning is promising, particularly by means of zona-free NT—SCNT. SCNT application also 
seems to be the most prospective in animal transgenesis.  

 

Keywords: somatic cell nuclear transfer, zona-free method, enucleation, electrofusion, farm 
animals. 
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