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SPIS SKROTOW UZYTYCH W PRACY

PGCs - Primordial Germ Cells - pierwotne komorki piciowe

E-G&K - Eyal-Giladi i Kohav (1976)

H&H - Hamburger i Hamilton (1951)

rpm - revolutions per minute - obroty na minutg

PGCs™ M _ pierwotne komorki plciowe niewyznakowane fluorochromem
PKH26

PGCsPKH2 . pierwotne komorki plciowe wyznakowane fluorochromem
PKH26

ZK - zielonono6zka kuropatwiana

R - Ross 308

I - iniekcja treosulfanu pod tarczke zarodkowsa

11 - iniekcja treosulfanu do kuli zottkowe;j

PBS - Phosphate Buffered Saline - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
PBS[-] - zbuforowany roztwor soli fizjologicznej bez jonéw wapnia (Ca?") i
magnezu (Mg?")

PAS - Peridic Acid Solution - kwas paraaminosalicylowy

FBS - Fetal Bovine Serum - bydlgca surowica piciowa

Pen-Strep - Penicillin Streptomycin - antybiotyk penicylina i streptomycyna
OPTI-MEM® 1 - OPTI-MEM | Reduced Serum Medium - zredukowane
medium bez surowicy

PKH26 - Paul Karl Horan 26 fluorescent dye - fluorochrom zawierajacy
z6ltopomaranczowy barwnik fluorescencyjny

TREO - cytostatyk treosulfan



1. WSTEP

1.1. WPROWADZENIE

Pierwotne komorki plciowe (ang. primordial germ cells - PGCs) sa
jedynymi komorkami zdolnymi do przekazywania informacji zapisanej w
materiale genetycznym, z pokolenia na pokolenie. PGCs moga by¢ izolowane,
hodowane in vitro i genetycznie modyfikowane z zachowaniem potencjatu
tworzenia linii ptciowych (van de Lavoir i wsp., 2006). Wykazano, ze PGCs
moga by¢ przenoszone z jednego zarodka do drugiego i tworzy¢ funkcjonalne
komorki piciowe w zarodku biorcy (Sang, 2009). Zjawisko to zostato
wykorzystane w produkcji ptakow transgenicznych za posrednictwem chimer
ptciowych, a dodatkowe modyfikacje genetyczne kurzych PGCs mogg wptynaé
na efektywnos¢ produkcji drobiarskiej, a nawet oferowaé doskonate narzedzie
do produkcji ludzkich biatek terapeutycznych (Park i Han, 2012a).

Glownym celem badan nad chimerami i ptakami transgenicznymi jest
stworzenie zarodka sktadajacego si¢ z komorek posiadajgcych i wykazujacych
ekspresje transgenu oraz komorek zapewniajacych prawidtowy rozwoj zarodka
(Ishii i wsp., 2004), totez prowadzone na $wiecie badania nad tworzeniem
transgenicznych zwierzat rozwijaja si¢ w dwoch zasadniczych kierunkach: 1)
wydajnej manipulacji jak najwigkszej liczby rdéznych typow komorek z
zachowaniem ich wysokiej przezywalnosci oraz ii) modyfikowania okre§lonych
egzogendéw bez ingerencji w pozostale geny zwierzecia (Han, 2009). W
zwigzku z powyzszym wiele prac skupia si¢ nad opracowaniem technik
pozyskiwania PGCs, utrzymywania ich wysokiej zywotno$ci i optymalizacji
systemow uzyskiwania chimer ptciowych (droga iniekcji PGCs) 0 wysokim
potencjale transmisji zarodkowej. Jednym z najwazniejszych czynnikow
determinujgcych efektywnos¢ uzyskiwania chimer, czy tez transgenicznego
potomstwa, jest procent wprowadzonych PGCs do catkowitej populacji
endogennych PGCs w gonadach biorcow (Li i Lu, 2010). Stosunek ten mozna
modyfikowa¢ przez eliminacje endogennych PGCs nalezacych do zarodkow
biorcow oraz jednoczesne zwickszenie liczby i1 potencjalu integracyjnego
wprowadzanych egzogennych PGCs.

W niniejszej pracy przedstawiono zachowanie si¢ PGCs izolowanych z
gonad zarodkéw dawcéw i wprowadzonych do zarodkoéw pelniacych funkcje
biorcow. Hipoteza badawcza zaktada, ze mozliwe jest zwigkszenie liczby
wprowadzonych i zintegrowanych z organizmem biorcy PGCs poprzez
opracowanie odpowiedniej metody ich izolacji, dobor genotypéw dawcy —
biorcy komorek, oraz ograniczenie populacji endogennych PGCs biorcy.

1.2. ZASTOSOWANIE TRANSGENICZNYCH KUR

Kura domowa (Gallus gallus domesticus) stata si¢ waznym obiektem
badan biotechnologicznych, w szczegdlno$ci zajmujacych si¢ transgeneza.



Powodem dla ktorego ptaki sg coraz czegSciej poddawane manipulacjom
genetycznym jest swobodny dostgp do zarodkow oraz tatwos¢ przeprowadzania
na nich zabiegow mikrochirurgicznych (Ishii i wsp., 2004). Jedng =z
najwazniejszych grup badan transgenicznych u drobiu jest wdrozenie modelu
kury do produkcji bioterapeutykéw (Rashidi i Sottile, 2009; Song i Han, 2011).
Te drogie i skomplikowane w produkcji leki sa waznym elementem wielu
terapii m.in. nowotworowych, leczenia stwardnienia rozsianego, wirusowego
zapalenia watroby typu C, choréb autoimmunologicznych oraz wielu innych.
Oprécz ptakow, do produkcji bioterapeutykow wykorzystuje sie takze ssaki,
np.: krowy, owce, kozy, a nawet kroliki (Sang, 2003). W poroéwnaniu do
transgenicznych ssakow, ptasie bioreaktory posiadajg takie zalety jak krotki
cykl rozrodczy, maly odstep mig¢dzy pokoleniami, duza wydajno$¢ nies$na,
tatwy do prowadzenia odchéw (Li i Lu, 2010), obecnos¢ inhibitorow proteazy
w jaju (Rapp i wsp., 2003), wzor glikozylacji protein zblizony do ludzkiego
oraz mozliwo$¢ wytwarzania W jajowodzie i deponowaniu w jaju toksycznych
dla ssakow biatek (Lillico i wsp., 2005). Roéwniez pozycja filogenetyczna i
zwarta struktura genomu kurczat sprawiaja, iz ptaki sa tatwiejszym obiektem
badan niz ssaki (Han, 2009). Zalety te sprawiaja, ze koszty wytwarzania
bioterapeutyku w jaju sa znacznie mniejsze od tego produkowanego w gruczole
mlekowym. Wysoka zawarto$¢ albumin w jaju sprawia, ze ilo$¢
wygenerowanego biatka terapeutycznego moze sigga¢ nawet kilkuset
miligraméw (Ivarie, 2006). Za sprawa bioreaktorow kurzych otrzymano, m.in.
ludzka erytropoetyng (Koo i wsp., 2010), interferon alfa 2b (Rapp i wsp., 2003),
interferon beta 1a (Lillico i wsp., 2007), przeciwciata monoklonalne (Kamihira i
wsp., 2005), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. G-
CSF) (Kwon i wsp., 2008), parathormon (Lee i wsp., 2007), itd.

Spekuluje si¢ Ze, oprocz tworzenia kurzych bioreaktorow, manipulacje
genetyczne u ptakow moga by¢ stosowane w celu zwigkszenia ilosci i poprawy
jakosci produktow drobiarskich, takich jak migso i jaja. Ingerencje genetyczne
w szlaki biosyntezy doprowadzi¢ moga do zmian w wykorzystaniu paszy,
tempie wzrostu, w sktadzie i masie ciata (Cyriac i wsp., 2012). Na przyktad
wywolanie wzmozonej ekspresji czynnikow wzrostowych skutkowaé bedzie
szybszym tempem wzrostu ptakéw. Z kolei, ograniczenie ekspresji miostatyny
moze doprowadzi¢ do wzmozonego wzrostu migs$ni przy spadku zawarto$ci
thuszczu oraz wptynaé na lepszg jako$¢ migsa (Sang, 2003).

Transgeniczne technologie w produkcji drobiarskiej znalazly takze
zastosowanie przy zwiekszeniu czy tez wywotaniu odpornosci ptakéw na
niektore choroby wirusowe. Stad, jednym z glownych celow programéw
genetycznych w produkcji drobiarskiej jest identyfikacja gendow naturalnej
odpornosci lub genow, ktore moga ja wzmocni¢. Narzedziami pozwalajacymi
uzyskac taki efekt sag miedzygatunkowe i miedzyrasowe transfery egzogenow, a
takze modyfikacje i wzmaganie ekspresji genow odpornosci (Stawinska i in.,
2014). Zablokowano juz migdzy innymi replikacj¢ wirusoOw ptasiej grypy,
poprzez bezposrednie unieczynnienie genow wirusowych krotkimi fragmentami



RNA kodowanymi przez sztucznie wprowadzone geny (Ge i wsp., 2003).
Ponadto na podstawie badan in vitro przypuszcza si¢, iz uzyskany metodami
transgenicznymi dréb, takze w sposob posredni moze skutecznie hamowacé
infekcje wywolane przez wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza,
poprzez produkcje wczesniej niewytwarzanych biatek (Sang, 2009).

Modyfikacje genetyczne moga takze znalez¢ zastosowanie w ograniczeniu
negatywnego wptywu produkcji drobiarskiej na stan srodowiska. Transgeniczne
dodanie fitazy do puli enzymoéw trawiennych kur moze rozwigza¢ problem
zanieczyszczenia §rodowiska fosforem, poprzez wymuszenie jego rozktadu w
organizmie zwierzecia (Sang, 2003).

Waznym elementem jest takze wykorzystanie modelu kury w badaniach
nad biologia rozwoju (Rashidi i Sottile, 2009). Latwy dostep do rozwijajacego
si¢ embriona kurzego sprawia, iz z powodzeniem mozna przeprowadza¢ na nim
réznego rodzaju manipulacje, co w przypadku ssakow jest znacznie utrudnione
(Mozdziak i Petitte, 2004). Ponadto zachowanie potencjatu kurzych PGCs do
tworzenia linii ptciowych, nawet po dlugim czasie hodowli in vitro oraz po
przeprowadzonych na nich manipulacjach genetycznych, w polaczeniu ze
zdolnoscig do nabywania przez nie cech somatycznych sprawia, iz komorki te z
powodzeniem moga zosta¢ nowym modelem w badaniach nad biologia rozwoju
(van de Lavoir i wsp., 2006). Na korzys$¢ tego modelu przemawia wspomniana
wczesniej tatwos¢ dostepu do zarodka i mozliwos¢ ponownego wprowadzenia
PGCs do krwiobiegu embriona we wczesnych etapach jego rozwoju. Powyzsze
atuty tworzg nowe mozliwosci manipulacji kurzym genomem dajac

perspektywe wdrozenia wynikow w rolnictwie i przemysle farmaceutycznym
(Mahdi i Fariba, 2012).

1.3. METODY PRODUKCJI TRANSGENICZNYCH KUR

Kurczgta transgeniczne mozna produkowaé na kilka sposobdéw poprzez
wprowadzenie transgenu do komorek, ktore daja poczatek komorkom ptciowym
(oocytom i plemnikom), komodrek wchodzacych w sktad zaptodnionego jaja,
czy tez zarodka we wczesnym etapie jego rozwoju. Rowniez rozne stadia
rozwoju komorek ptciowych oraz ich prekursoréw daja kolejne mozliwosci do
bezposredniej interwencji w genom gospodarza. Obecnie, zaklada si¢ istnienie
dwoch gltéwnych sposobow produkeji transgenicznych kurczat, ze wzgledu na
docelowe miejsce deponowania transgenu. Sa to: i) bezposrednia modyfikacja
zarodka z wykorzystaniem DNA lub wektorow wirusowych oraz ii) posrednie
dziatania na komorkach blastodermalnych, macierzystych komorkach
embrionalnych, pierwotnych komoérkach plciowych oraz macierzystych
komorkach spermatogoniow (Li i Lu, 2010). Bardziej szczegétowe sposoby
wytwarzania genetycznie zmodyfikowanych ptakow zostaty przedstawione w
tabeli 1.
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Tab. 1. Metody stosowane w produkcji transgenicznych kurczat (modyfikacja Cyriac i

wsp., 2012).

metoda opis
transfer genu za posrednictwem | - wektory retro- i lentiwirusowe
wirusow - najbardziej wydajna metoda

- wykorzystuje naturalne zdolno$ci wirusa do
laczenia wlasnego materialu genetycznego z
DNA gospodarza

- transfekcja BCs, PGCs, komorek jadrowych

mikroiniekcja DNA

- wprowadzenie obcego DNA do przedjadrza
$wiezo zaptodnionego jaja

- znikome zastosowanie ze wzgledu na trudnos¢
zabiegu

- niska wydajno$¢

transfer genu =za posrednictwem
macierzystych komoérek
embrionalnych, pierwotnych
komorek piciowych i komorek
blastodermalnych

- wymaga pozyskania komorek (ESCs, PGCs,
BCs)

- komorki sg utrzymywane w warunkach in
vitro zabezpieczajacych je przed
réznicowaniem si¢

- wprowadzenie egzogenu przez lipofekcje,
elektroporacje, nukleofekcje

- zmodyfikowane  komoérki ~ wymagaja
powtornego wprowadzenia do zarodka

transfer jadrowy

- transfer jadra do enukleowanej komorki

- niewielka wydajnos¢

- Znaczne ograniczenie zastosowania metody w
przypadku drobiu ze wzgledu na obecnosé
zottka 1 utrudnionego dostepu  do
jednokomodrkowego zarodka

sztuczne chromosomy

- moga przenosi¢ bardzo duze fragmenty DNA
(1MD lub wiecej)
- znikome zastosowanie u kurczat

transfer genu za posrednictwem jader

- egzogenne DNA wraz z lipofektantem jest
inieckowane bezposrednio do jader

- egzogeny taczg si¢ z DNA spermatogonii lub
plemnikéw, ktore sg nastepnie wykorzystywane
do sztucznej inseminacji

- niewielka efektywnos$¢ u kurczat

transfer
nasienia

genu za posrednictwem

- wykorzystuje zdolno$ci nasienia do wigzania i
internalizowania obcego DNA i do
przenoszenia go do oocytu podczas sztucznego
zaptodnienia

- plemniki poddawane sg transfekcji metoda:
elektroporacji, lipofekcji, REMI itp.
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Wiekszos¢ metod produkcji transgenicznych kur, polega na wprowadzeniu
uprzednio zaprojektowanych, "nowych" genow do komorek, ktore dadza
poczatek komoérkom pilciowym. W zwiazku z tym, wigkszo§¢ tych technik
skutkuje wytworzeniem kury (lub koguta) wykazujacej mozaikowa obecnosé
transgenu w komorkach gonad. Dopiero po skrzyzowaniu chimer mozna
uzyska¢ potomstwo wykazujace obecno$¢ transgenu we wszystkich komodrkach
ciata. Dlatego tez odpowiednie zmodyfikowanie i ukierunkowanie komorek
dajacych poczatek linii piciowej jest niezbedne do powodzenia eksperymentu
(Mozdziak i Petitte, 2004).

Do najbardziej wydajnych technik produkcji transgenicznych kur nalezy
transfer egzogendéw za pomoca wirusoéw (Petitte i Mozdziak, 2007;Nischijima i
lijima, 2013). Obserwowano, iz sto procent wyklutych pisklat, poddanych
transfekcji ta metoda wykazywato obecno$é i ekspresje introdukowanego genu
(Koo i wsp., 2004; Kwon i wsp., 2004; Koo i wsp., 2006; Lee i wsp., 2007;
Kwon i wsp., 2008; McGrew i wsp., 2010). Jednak ze wzgledow technicznych
oraz bezpieczenstwa zastosowanie wirusOw na potrzeby rolnictwa jest
ograniczone, totez opracowano inne, niewirusowe metody efektywnej
transfekcji komorek i produkcji transgenicznych kur, za pomoca chimer
ptciowych (Han i wsp., 1994). Wiele z tych metod wykorzystuje pierwotne
komorki ptciowe jako wektor transgenu. Uwaza si¢, iz najbardziej bezpieczna,
skuteczng i obiecujacg metoda jest uzyskanie kurczat transgenicznych poprzez
transfer do zarodkow biorcow, PGCs genetycznie modyfikowanych z uzyciem
metod elektroporacji i/lub lipofekcji. Mimo bezpieczenstwa metody
niewirusowe majg jednak pewne mankamenty, ktorych eliminacja jest gléwnym
celem badan nad kurczetami modyfikowanymi genetycznie. Na podstawie
pisSmiennictwa (146 pozycji) zgromadzonego w bazie Web of Science,
przeprowadzono analiz¢ pozwalajaca na zestawienie mankamentow i
niedoskonatosci kazdej z dwoch podstawowych metod: wirusowej i
niewirusowej, jej wyniki zebrano syntetycznie w tabeli 2.

Tab. 2. Problemy w produkcji transgenicznych kurczat.

metody
tranpsrgoednL;l;g:ych problemy autorzy
kur
trudny w kontrolowaniu proces roznicowania si¢ [ Heo i wsp.,
PGCs, BCs lub komorek pochodzenia jadrowego | (2011)
o w dtugoterminowych hodowlach in vitro
§ bardzo niewielka liczba PGCs izolowana z gonad, | Chang i wsp.,
= a w szczegblnosci z krwi zarodkowej (1997)
2 bardzo niska wydajno$¢ integracji egzogennego | Nishijima and
‘€ DNA z genomem gospodarza przez lipofekcije lijima, (2013)
trudne w izolacji macierzyste komoérki zarodka | Lii Lu (2010)
badz komorki rozrodcze
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iniekcja transgenéw badz transfer nuklearny w | Lillico i wsp.,
poczatkowej fazie rozwoju zarodka jest trudna ze | (2005)
wzgledu na krucho$¢ jaja i delikatno$¢ blon

zottka

osiagniecie zadowalajacej wylggowosci pisklat; Mozdziak i

bezposrednie  wprowadzenie  egzogenu do
zaptodnionego jaja kurzego jest trudne ze
wzgledu na mnogo$¢ komorek wchodzacych w
sktad tarczki zarodkowej;

trudno$¢ w wygenerowaniu pokolenia F1 ze
wzgledu na mozaikowa ekspresje transgenu w
pokoleniu FO;

transgeniczne linie uzyskuje si¢ dopiero po roku

Petitte,(2004)

wirusowe

ekspresja transgenu moze nastgpi¢ takze w innych | Mahdi i Fariba,
komorkach (2012)

jajo kurze w przeciwienstwie do oocytow | Petitte i
ssaczych nie jest przezroczyste co stwarza | Mozdziak,
trudnosci w mikromanipulacji i mikroiniekcji (2007)

rozmiar  introdukowanego  transgenu  przy | Byun i wsp.,
wykorzystaniu ~ wektorow ~ wirusowych  jest | (2011)

ograniczony do ok 10 kb;

wymagany jest dobor promotorow tkankowo
specyficznych  oraz  wykazujacych  duza
aktywno$¢

wysoka podatnos¢ na wyciszanie transgenu
wykorzystanie ~ wektor6w ~ wirusowych ~w
przypadku ptakdéw jest ograniczone;
ryzyko rekombinacji z
powszechnymi w stadach drobiu

retrowirusami

Esmaeilzadeh i
Farhadi,(2011)

wirusowa technika transdukcji charakteryzuje si¢
niskim i zmiennym poziomem transmisji linii
plciowej oraz niewielka ilo$cia wytwarzanych
transgenicznych kurczat

Park i Han,
(2012b)

ekspresja docelowych €gzogenow
transportowanych na nosnikach wirusowych
moze zmienia¢ si¢ w zaleznos$ci od rodzaju tkanki
i fazy cyklu rozwojowego

Song i Han,
(2011)

transgeny przenoszone przez retrowirusy moga
by¢ wbudowane komodrki wykazujace duza
aktywno$¢ do dzielenia si¢, a specyficzne
komorki docelowe muszg zostaé prawidlowo
rozpoznane,

mozliwa niepozadana integracja retrowirusow w
bezposrednim sasiedztwie potencjalnych
onkogenow - aktywacja procesOw nowotworzenia

Li and Lu,
(2010)

wyciszanie transgenu w nastgpnych pokoleniach

McGrew i
wsp., (2004)
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Obserwacje wlasne potwierdzajg powyzsze. Ponadto, w odniesieniu do
PGCs, najwigkszy problem w produkcji kurczat chimer do badan
transgenicznych metoda izolacji i iniekcji PGCs stanowig: mata liczba
izolowanych z gonad i wolnych od agregatow PGCs, niska przezywalno$é
wyizolowanych komoérek w krotkoterminowej hodowli in vitro, mata liczba
egzogennych PGCs zintegrowanych z zarodkami biorcow, niska przezywalnos¢
zarodkow biorcow po mikroiniekcji komorek, niewielki procent uzyskanych
chimer plciowych, a takze obecno$¢ endogennych PGCs utrudniajaca
zagniezdzenie si¢ wprowadzanych komorek w gonadach zarodkéw biorcow. W
celu zniwelowania powyzszych kwestii nalezy usprawni¢ sposoby izolacji
PGCs z gonad w kierunku duzej ich liczebnosci i1 przezywalnosci,
zoptymalizowaé selekcje dawcow 1 biorcow PGCs pod katem niskiej
zamieralno$ci zarodkéw biorcow i wysokiego udzialu chimer posiadajacych
egzogenne PGCs oraz zminimalizowa¢ udzial endogennych PGCs w gonadach
zarodkow biorcoOw poprzez ich sterylizacjg.

1.4. PIERWOTNE KOMORKI PECIOWE JAKO NARZEDZIE W
TWORZENIU TRANSGENICZNYCH KUR

Pierwotne komorki plciowe sa coraz czgsciej wykorzystywane w
badaniach nad tworzeniem transgenicznych ptakow. Ich modyfikacja
genetyczna przebiega zaréwno z wykorzystaniem wirusow (Shin i wsp., 2008;
Kim i wsp., 2010; Motono i wsp., 2010) jak i przy pomocy technik
niewirusowych (Naito i wsp., 1998; van de Lavoir i wsp., 2006; Macdonald i
wsp., 2012; Park i Han, 2012a; Glover i wsp., 2013; Tyack i wsp., 2013; Jordan
i wsp., 2014; Chojnacka-Puchta i wsp., 2015), jednakze preferowane sg te
drugie, szczegodlnie jezeli chodzi o zastosowanie w praktycznych programach
hodowlanych drobiu.

Wecezedniejsze badania wykazaly, ze wyizolowane kurze PGCs moga z
powodzeniem zosta¢ wprowadzone do zarodkow biorcow w stadium 12-18 (wg
H&H), gdzie swobodnie krazg one we krwi rozwijajacego sie embriona bez
utraty zdolno$ci do przeksztalcania si¢ w komorki ptciowe w pdzniejszych
etapach rozwoju (Naito i wsp., 1998; Naito i wsp., 1999; Kim i wsp., 2004;
Mozdziak i wsp., 2006; Macdonald i wsp., 2012; Park i Han, 2012a i 2012b;
Sawicka i wsp., 2015). Ta unikalna wlasciwos¢ stwarza mozliwosci
zastosowania PGCs w produkcji chimer pitciowych, a nastgpnie kurczat
transgenicznych.

Duzg zaleta PGCs jest to, iz mogg one by¢ hodowane i modyfikowane w
warunkach in vitro (Kuwana i wsp., 1996), dlatego tez, metoda produkcji
transgenicznych kurczat z wykorzystaniem PGCs wydaje si¢ by¢ szczegdlnie
atrakcyjna, gdyz integracja i ekspresja transgenu moze zosta¢ skontrolowana
jeszcze przed wprowadzeniem do genomu zarodka biorcy (Mozdziak i Petitte,
2004). Dzigki takiemu rozwigzaniu liczba ptakow, z ktorych wybiera si¢ tylko
transgeniczne, ulega redukcji oraz zmniejsza si¢ czas potrzebny na ocene
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fenotypu. Ponadto, zwigksza si¢ prawdopodobienstwo, iz uzyskane
transgeniczne zwierzeta posiada¢ beda ukierunkowane zmiany w obrgbie
wlasnego genomu. Postugujac sie PGCs oczekuje si¢ przede wszystkim
zwickszonej wydajnosci transmisji egzogenu na potomstwo, gdyz komorki te sa
prekursorami jaj i plemnikow (Li i Lu, 2010). Wymagane s3a jednak dalsze
badania optymalizujace wytwarzanie transgenicznych ptakéw, uwzgledniajace
miedzy innymi bardziej szczegdlowe ekspertyzy zachowania si¢ egzogennych
PGCs w zarodkach biorcach, zwigkszenie ilosci izolowanych PGCs oraz
optymalizacja doboru genotypdéw dawcy i biorcy PGCs.

1.5. MORFOLOGICZNA | BIOLOGICZNA )
CHARAKTERYSTYKA PIERWOTNYCH KOMOREK
PLCIOWYCH

Kurze pierwotne komoérki plciowe ogladane pod mikroskopem to duze,
okragte, ziarniste komorki o wymiarach 14-19 um (Nakajima i wsp., 2011).
Poczatkowo PGCs byty identyfikowane na podstawie cech morfologicznych,
takich jak: wystepowanie duzego sferycznego jadra o $rednicy ok. 8 pm, bardzo
dobrze rozwinigty aparat Golgiego i retikulum endoplazmatyczne (Fujimoto i
wsp., 1976), obecnosci refrakcyjnych lipidow w cytoplazmie oraz licznych
ziarnisto§ci substancji zapasowych (Zhao i Kuwana, 2003). Obecnie, do
identyfikacji PGCs wykorzystuje si¢ najczesciej: i) reakcje histochemiczng PAS
(ang. Peridic Acid Solution) (Meyer, 1960) - po stadium 4 barwione sg ziarna
zawierajace material zapasowy w postaci glikogenu oraz ii) markery
immunohistochemiczne takie jak przeciwciala SSEA-1 (stage-specific
embryonic antigen-1), EMA-1 (embryonic mouse antigen-1) (Karagenc i wsp.,
1996), ktére rozpoznaja antygeny glikoproteinowe na powierzchni komorek
(Nakamura i wsp., 2007) oraz CVH (chicken vasa homolog) wykazujacy
ekspresje charakterystyczng dla komorek piciowych (Tsunekawa i wsp.,
2000;Bernardo i wsp., 2012; Nakamura i wsp., 2013). Oprocz wyzej
wymienionych markerow zespdt Junga i wsp., (2005) zaproponowal metode
podwdjnego barwienia PGCs z uzyciem przeciwcial dla SSEA-3, SSEA-4,
integryn a6 i Bl oraz lektyn STA (Solanum tuberosum agglutinin) i DBA
(Dolichos biflorus agglutinin).

Pierwotne komorki pilciowe wykazuja cechy pluripotencji, tzn. moga
roznicowa¢ si¢ do wielu rodzaju komorek oraz wykazuja zdolno$¢ do
samoodnawiania si¢ (Wu i wsp., 2008). W przeciwienstwie do ssaczych PGCs,
kurze PGCs wraz z kolejnymi etapami migracji podczas rozwoju zarodkowego
w sposob ciagly zmniejszaja ekspresje genow pluripotencji i wykazuja
stopniowg utrate¢ cech zwigzanych z ta wlasciwoscia. Zjawisku temu
towarzyszy obnizenie zdolno$ci PGCs do tworzenia kolonii w hodowli in vitro
(Naeemipour i wsp., 2013).

Pierwotne komorki plciowe mogg by¢ identyfikowane juz we wczesnym
stadium X, a ich dalsze réznicowanie si¢ jest zalezne od procesu formowania
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si¢ zarodka (Ginsburg i Eyal-Giladi, 1987). Powstaja one z epiblastu (Eyal-
Giladi i wsp., 1981) i w stadium X rozwoju zarodkowego sg zlokalizowane w
centralnej czgéci pola jasnego (Eyal-Giladi i Kohav, 1976). Poczatkowo, sa
przyczepione do tylnej strony hipoblastu, ale wraz ze wzrostem (stadium XI do
X1IV) przemieszczaja si¢ do jego przedniej czesci, by w koncu osiggnaé region
potksiezyca zarodkowego (stadium 4-6) (Ryc.l1). Liczba PGCs w stadium X
wynosi ok. 130 i wzrasta prawie czterokrotnie w stadium 10 (Nakamura i wsp.,
2007).

pole jasne

stadium X
(wg E-G&K)

stadium XII
(wg E-G&K)

potksiezyc
zarodkowy

stadiumé6
(wg H&H)

Ryc.1. Formowanie si¢ i migracja pierwotnych komorek ptciowych w pierwszych
stadiach rozwojowych zarodka kurzego (opracowanie wlasne na podstawie SimKkiss,
1994; Tagami i Kagami, 1998; Han, 2009 i Bernardo i wsp., 2012). Rzymskie litery
oznaczaja stadia rozwojowe wg Eyal-Giladi i Kohav (1976), natomiast arabskie wg

Hamburger i Hamilton (1951).

W stadium 10-12, kiedy formuja si¢ naczynia krwionosne (Ryc.2), PGCs
przechodzag do krwiobiegu zarodka, skad poprzez krew dostaja si¢ do
zawigzkow gonad (stadium 20-24), tam osiadaja, namnazajg si¢ i zaczynaja si¢
roéznicowa¢ w meskie i zenskie komorki rozrodeze (Chojnacka-Puchta i wsp.,
2012). Przed rozpoczgciem 14ego dnia zycia embriona podziaty mitotyczne
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PGCs ustajg (mozna zaobserwowa¢ wtedy ok. 26000 PGCs w gonadach) i
rozpoczyna si¢ proces gametogenezy (Mochizuki i Matsui, 2010).

Ryc.2. Migracja PGCs w zarodku kurzym; A-stadium 12; B- stadium 17; C- stadium
28; stadia rozwojowe wg Hamburger i Hamilton (1951) (opracowanie wlasne na
podstawie Simkiss, 1994; Hong i wsp., 1995; Tagami i Kagami, 1998 i Han, 2009).

Istnieje kilka mozliwych mechanizméw dzieki ktérym mozliwy jest ruch
PGCs (Kuwana, 1993). Nalezg do nich: wiasny ruch, ruch wywotany przez
fizyczny kontakt z otaczajgcymi komorkami somatycznymi, powinowadztwo
do niektorych komorek lub zewnatrzkomorkowych macierzy takich jak
fibronektyna, pasywna migracja przez morfogenetyczny ruch oraz migracja
wywolana czynnikami chemotaktycznymi. Istnialo takze przypuszczenie, ze
krazace we krwi PGCs sa chemicznie przyciggane przez zwiazki uwalniane z
gonad (Kuwana i Rogulska, 1999). Sama migracja jest wspomagana przez
zewnatrzkomorkowy matrix, ktoérego zwiazki utatwiajg adhezje PGCs podczas
ich drogi poprzez krwiobieg do gonad (D'Costa i wsp., 2001) oraz chemokiny
SDF-1, ktorych obecnos¢ jest niezbedna do procesu migracji (Stebler i wsp.,
2004; Rehimi i wsp., 2008). Te unikalne wtasciwosci migracyjne umozliwiaja
produkowanie chimer ptciowych przez iniekcje PGCs dawcow do krwiobiegu
zarodkow biorcow w 3-3,5 dobie ich rozwoju.

1.6. METODY IZOLACJI PIERWOTNYCH KOMOREK
PLCIOWYCH

Wyjatkowe wlasciwosci migracyjne PGCs do zawiazkéw gonad
poprzedzone swobodng ich cyrkulacja w krwiobiegu zarodkow stwarzaja
mozliwosci izolacji tych komorek z: 1) blastodermy w stadium X ii) z krwi 2,5-
3-dniowych zarodkow (stadia 13-17) oraz iii) z gonad 5-7 dniowych zarodkoéw
(stadia 26-31) (Chojnacka-Puchta i wsp., 2012). Ponizej opisano wszystkie 3
metody izolacji kurzych PGCs w celu tworzenia chimer plciowych.
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Izolujac PGCs z blastodermy ze stadium X zespoét Petitte (1990) po raz
pierwszy wyprodukowat kurza chimere ptciowg poprzez oddzielenie komorek
blastodermalnych zawierajacych PGCs i wprowadzenie ich pod tarczke
zarodkowa biorcy w tej samej fazie rozwoju embrionalnego. Uzyskany w ten
sposob kogut posiadat funkcjonalne plemniki. Jednakze ze wzgledu na bardzo
niska wylegowo$¢ kurczat oraz niewielka liczbe PGCs w fazie X opisany wyzej
sposob produkcji chimer jest mato popularny.

W przeciwienstwie do ssakow, ptasie PGCs wykorzystuja uktad
krwiono$ny formujacego si¢ zarodka, jako $rodek transportu z regionu
potksiezyca zarodkowego do przyszitych gonad. W zwigzku z tym krew
zarodkowa w stadiach 13-17 staje si¢ potencjalnym zrodtem PGCs do produkcji
kurczat chimer. W szczegdlnosci krew pochodzaca ze stadium 14 wydaje si¢
by¢ najbardziej odpowiednia do tego celu, gdyz koncentracja cyrkulujacych
PGCs jest wtedy najwyzsza (Tajima i wsp., 1999). Bioragc pod uwagg powyzsze,
Tajima i wsp., (1993) z powodzeniem wyizolowal za pomaca szklanej
mikropipety pierwotne komorki plciowe z krwiobiegu zarodkéw dawcow, a
nastgpnie wprowadzil je do krwiobiegu zarodkow biorcow na tym samym
etapie rozwoju uzyskujac tym sposobem chimery piciowe. Ponadto, zespot
Naito i wsp., (2004) wykazat, iz PGCs wyizolowane z krwi i wprowadzone do
blastodermy w stadium X z powodzeniem dostaja si¢ do krwiobiegu zarodkow
biorcow, skad nastgpnie migruja w kierunku gonad. Wadg metody izolacji
PGCs z krwi zarodkowej jest trudno$¢ wykonania zabiegu oraz bardzo mata
liczba uzyskanych PGCs (ok 0,048% catej krwi) (Yasuda i wsp., 1992) co
ogranicza zastosowanie tej metody izolacji do bardziej zaawansowanych
technicznie manipulacji transgenicznych. Nalezy jednak podkresli¢ fakt, iz
uzyskane chimery piciowe metoda izolacji PGCs z krwi zarodkowej cechuje
wysoki stopien transmisji linii germinalnej (11,3-96%) w pordéwnaniu do
chimer uzyskanych metoda izolacji PGCs z tarczki zarodkowej (Han, 2009).

Najczestszym sposobem pozyskiwania PGCs jest ich izolacja z gonad 5-7-
dniowych zarodkow. W celu uwolnienia komorek, gonady rozdrabnia si¢ i/lub
nadtrawia 0,25% roztworem trypsyny-EDTA. W poréwnaniu do pozostatych
dwoch metod liczba PGCs uzyskanych tym sposobem w przeliczeniu na jeden
zarodek jest najwyzsza, co zwigksza powodzenie generacji chimer. Wykazano
miedzy innymi, iz chimery plciowe moga by¢ produkowane przez
wprowadzenie PGCs uzyskanych z gonad 5-dniowych zarodkéw dawcow do
naczyn krwionosnych zarodkéw biorcow w stadium 15-16 (Tajima i wsp.,
1998). Dowiedziono takze, iz komoérki wyizolowane z gonad (stadium 27) i
inickowane do zarodkéw w stadium X i 17 rowniez ulegaja prawidtowemu
rozwojowi i tworza gamety (Mozdziak i wsp., 2006). Badania te w prosty
sposob pokazuja, iz PGCs uzyskane z gonad, zdolne sa do ponownej migracji i
réznicowania si¢ w funkcjonalne gamety u zarodkéw biorcéw, nawet po
przejsciu fazy migracji u zarodkow dawcow.
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1.7. DOBOR GENOTYPU DAWCY I BIORCY PIERWOTNYCH
KOMOREK PLCIOWYCH

Pierwotne komorki ptciowe mogg by¢ przenoszone pomigdzy zarodkami
w sposéb allogeniczny i ksenogeniczny, tzn. pomigdzy dawcami i biorcami tego
samego gatunku (np. "kura" do "kura") oraz pomigdzy dawcami i biorcami
roéznych gatunkéw (np. "przepiorka" do "kura"). W pierwszym przypadku
mozna wyrdzni¢ dwa dodatkowe warianty obejmujace transfer pomiedzy takimi
samymi badZ roéznymi rasami i/lub typami towarowymi kur. Na podstawie
literatury zgromadzonej w bazie Web of Science, przeprowadzono analizg
doboru dawcéw i biorcow komorek PGCs, ktorg zestawiono w tabeli 3.Uwaza
sie, iz dobor genotypow do roli dawcow i1 biorcow PGCs ma znaczacy wplyw
na migracje oraz wzrost populacji introdukowanych PGCs (Ishiguro i wsp.,
2009; Kang i wsp., 2009), a co za tym idzie na stopien transmisji germinalnej
(Nakamura i wsp., 2013).

Migdzygatunkowe oraz migdzyrasowe chimery plciowe z powodzeniem
byly wytwarzane przez iniekcje PGCs pochodzacych od roznych gatunkow
(Kang i wsp., 2008; Ishiguro i wsp., 2009; Kang i wsp., 2009; Wernery i wsp.,
2010; Kang i wsp., 2011; van de Lavoir i wsp., 2012; Park i Han, 2013) i ras
ptakéw (Tajima i wsp., 1998; Park i wsp., 2003a i 2003b; van de Lavoir i wsp.,
2006;Kim i wsp., 2010; Nakamura i wsp., 2010; Nakajima i wsp., 2011;
Nakamura i wsp., 2011; Nakamura i wsp., 2012; Park i Han, 2012b; Miyahara i
wsp., 2014) do zarodkéw biorcow. Udowodniono tym samym, iz PGCs r6znych
gatunkow moga migrowa¢ do gonad biorcow i normalnie mnozy¢ si¢ w
zréznicowanych gonadach (Park i wsp., 2014).Wciaz jednak brak jest badan
weryfikujacych przydatno$¢ réznych ras i typow towarowych kurczat do
produkcji chimer piciowych.

Z produkcja chimer ptciowych wiaze si¢ inkorporacja egzogennych PGCs
do endogennych tkanek gonad embrionow biorcow. W zwiazku z tym dochodzi
tam do swoistej rywalizacji pomigdzy dwiema populacjami pierwotnych
komorek piciowych - endo- i egzogennej, co prowadzi do wytwarzania dwoch
rodzajow komorek plciowych - wywodzacych si¢ od dawcow i biorcow
(gospodarzy). Stad, odsetek gamet pochodzenia egzogennego jest okreslany
przez stosunek liczby komorek ptciowych gospodarza do komoérek sztucznie
wprowadzonych do gonad zarodkow biorcow (Nakamura i wsp., 2013). Na
liczbe ta moga mie¢ wptyw dwa czynniki. Pierwszy z nich to zdolno$¢ komorek
ptciowych do podzialéw mitotycznych, ktora rozni si¢ w zaleznosci od rasy
kurczat. Dla przyktadu rasy kur takie jak White Leghorn, Barred Plymouth
Rock i Fayoumi roznig si¢ zdolnoscia do przyjmowania obcych PGCs,
osiagajac najlepsze wyniki dla pierwszej z wymienionych ras, a najgorsze dla
Barred Plymouth Rock. Drugim czynnikiem regulujacym stosunek liczby
komorek plciowych gospodarza do komorek sztucznie wprowadzonych jest
liczba egzogennych PGCs, ktore dotarlty do gonad i je skolonizowaly oraz
liczba obecnych juz tam, endogennych PGCs. Proporcje pomigedzy nimi mozna
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zwigkszy¢ poprzez calkowite usunigcie badz czesciowa sterylizacje
endogennych PGCs. Rozne techniki sterylizacji zarodkow  biorcow
przedstawiono w nastgpnym rozdziale.

Tab. 3. Kombinacje dawcow i biorcow komorek w generacji ptasich chimer.

autorzy gatunki / rasy
dawca - biorca

transfer ksenogeniczny

Gao i wsp., (2011) Przepiorka japonska (Coturnix japonica)=> Kaczka Pekin (Anas
platyrhynchos)

Ishiguro i wsp., (2009) Kura (Gallus domesticus)=> Przepiorka japonska (Coturnix
japonica)

Kang i wsp., (2008) Bazant (Phasianus colchicus) = Kura (Gallus domesticus)

Kang i wsp., (2009) Bazant (Phasianus colchicus) = Kura (Gallus domesticus)

Ono i wsp., (1996) Przepiorka japonska (Coturnix japonica)> Kura (Gallus
domesticus)

van de Lavoir, (2012) Kura (Gallus domesticus) > Perlica zwyczajna (Numida meleagris)

Wernery i wsp., (2010) Hubara saharyjska (Chlamydotis undulata)>Kura (Gallus
domesticus)

Yasuda i wsp., (1992) Kura (Gallus domesticus) > Przepiorka japonska (Coturnix
japonica)

transfer allogeniczny

Chang i wsp., (1997) Korean Ogol Chicken = White Leghorn
Jung i wsp., (2010)

Kim i wsp., (2010)

Lee i wsp., (2006)

Park i wsp., (2003b)

Park i wsp., (2010)

Jeong i Han,(2002)

Han i wsp., (2002) White Leghorn > Korean Ogol Chicken
Park i Han,(2000)

Park i wsp., (2003a)

Nakajima i wsp., (2011) White Leghorn - Rhode Island Red

Shiue i wsp., (2009) White Leghorn - Taiwan Country Chicken
Zhang i wsp., (2013) Black Boned Chicken - Sugin Yellow Chicken
Kagami i wsp., (1997) Barred Plymouth Rock = White Leghorn

Miyahara i wsp., (2014)

Naito i wsp., (1994)

Naito i wsp., (2001)

Nakamura i wsp., (2010)

Nakamura i wsp., (2012)

Song i wsp., (2005)

Speksnijder i wsp., (1999)

Tagami i wsp., (1997)

van de Lavoir i wsp.,

(2006)

Naito i wsp., (1994) White Leghorn - Barred Plymouth Rock
Naito i wsp., (1998)

Tagami i wsp., (1997)

Tajima i wsp., (1998)

Kim i wsp., (2005) Czarna przepiorka > Przepiorka typu dzikiego
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1.8. METODY STERYLIZACJI ZARODKOW BIORCOW

Dazac do zwigkszenia wydajnos$ci transmisji germinalnej oraz modyfikacji
genetycznych wypracowano szereg sposobow inaktywacji i usunigcia
endogennych PGCs zarodkow biorcow (Wentworth i wsp., 1989). Do
najwazniejszych z nich naleza: i) chirurgiczne usunigcie (Naito i wsp., 1994;
Kagami i wsp., 1997), ii) inaktywacja promieniowaniem UV (Reynaud, 1976),
promieniowaniem X (Lim i wsp., 2006; Nakamura i wsp., 2012) i y (Carsience i
wsp., 1993) oraz iii) chemiczne traktowanie busulfanem (Aige-Gil i Simkiss,
1991b; Furata i Fujihara 1999; Song i wsp., 2005; Nakamura i wsp., 2009; Lee i
wsp., 2013) i tamoxifenem (Mohsen i Ahmed, 2002).

Mechaniczne usunigcie komodrek blastodermalnych z centralnej czgsci area
pellucida stadium X jest technicznie trudne, jednak w poréwnaniu do metod
bazujacych na promieniowaniu, daje duzo lepsze rezultaty (Motono i wsp.,
2009).Inng powszechnie stosowang metoda jest usunigcie czgsci krwi z
krwiobiegu rozwijajacego si¢ 2-3,5-dniowego zarodka bezposrednio przed
iniekcja egzogennych PGCs. Metoda ta wymaga jednak ogromnej precyzji, a
liczba usunietych w ten sposdb PGCs jest bardzo niewielka (Naito i wsp.,
1994). Z kolei, promieniowanie gamma, X, czy UV dziatajac na komorki
docelowe uszkadzaja DNA, co zaburza cigglo$¢ wszystkich cykli komérkowych
i w konsekwencji doprowadza do $mierci komorki. Komoérki plciowe w
przeciwienstwie do komorek somatycznych sa bardziej podatne na
promieniowanie, co wykorzystuje si¢ w sterylizacji zarodkow biorcow
(Nakamura i wsp., 2013). Kolejna metoda pozbawienia zarodkow gonadalnych
PGCs wykorzystuje substancje chemiczne. Srodkiem, ktéry przebadano u
zarodkow kurzych pod katem wlasciwosci sterylizujacych jest tamoxifen,
jednak jego skuteczno$¢ w eliminacji endogennych PGCs jest niewielka
(Mohsen i Ahmed, 2002). Najczesciej wykorzystywany jest w tym celu
cytostatyk busulfan (Furata i Fujihara, 1999; Song i wsp., 2005; Nakamura i
wsp., 2009; Nakamura i wsp., 2010; Lee i wsp., 2013). Jest to czynnik
alkilujagcy wywotujacy w komodrkach plciowych proces apoptozy. Oprocz
swych wlasciwosci sterylizujacych, traktowanie busulfanem moze powodowaé
wiele efektow ubocznych, takich jak teratogennos¢, nieplodno$¢ oraz $mierc
(Lee i wsp., 2013). Pomimo wysokiej skutecznosci busulfanu, w zmniejszaniu
endogennych liczby PGCs, problemem pozostaje jego dziatanie uboczne,
powodujace nieprawidlowosci w rozwoju zarodkéw oraz ich wysoka
$miertelno$¢. Strukturalny analog busulfanu- treosulfan wydaje si¢ by¢
doskonatg alternatywa w chemosterylizacji zarodkéw kurzych ze wzgledu na
niskg toksyczno$¢ i dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie (Brink i wsp., 2014).
Jednak, do tej pory ten cytostatyk nie byl stosowany w tego typu badaniach.

21



1.9. CEL PRACY

Celem pracy byto opracowanie kompleksowej metody stuzacej do
tworzenia kurzych chimer ptciowych, poprzez optymalizacje metod izolacji
pierwotnych komorek piciowych (PGCs), dobdr dawcdéw i biorcow komorek
oraz sterylizacj¢ zarodkéw biorcow, jako czynnikow majacych wptyw na
zachowanie si¢ pierwotnych komoérek ptciowych dawcy w organizmie biorcy.

W realizacji pracy uwzgledniono nastgpujace zadania:

1. Optymalizacja sposobu izolacji PGCs z gonad 6-dniowych zarodkéw
kurzych,

2. Badanie wptywu dawcy i biorcy komorek, na detekcje egzogennych
PGCs w gonadach zarodkow biorcéw,

3. Optymalizacja dawki i sposobu podania treosulfanu jako nowej metody
sterylizacji zarodkoéw biorcow,

4. Badanie wptywu sterylizacji zarodkéw biorcow i iniekcja pierwotnych
komorek ptciowych dawcow na przezywalnos¢ i rozwoj zarodkdw biorcow.
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2. MATERIAL 1 METODY

2.1.PLAN BADAN

Schemat przedstawia plan realizowanych badan:
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2.2. MATERIALY UZYTE W PRACY

2.2.1. Jaja wylegowe

Materiat badawczy wykorzystany w pracy stanowily zaptodnione kurze
(Gallus gallus domesticus) jaja wylegowe pochodzace od kur migsnych, Ross
308 (Drobex Agro; Makowiska) oraz od rodzimej rasy ogoélnouzytkowej kur
zielononozki  kuropatwianej - roéd ZS-11 (G. Skornicki; Duszniki
Wielkopolskie).

2.2.2. Sprzet laboratoryjny

— inkubator do jaj - aparaty legowe Fest; ALMD1-N3

— mikroskop stereoskopowy - MST 132

— inkubator CO, do hodowli komérkowych - Smart Cell HF-90; Heal
Force

— blok grzewczy - AccuBlock Digital Dry Bath D1200; Labnet

— komora Biirker'a - Mareinfeld

— mikroskop odwrdocony z lampg fluorescencyjng - Axiovert 40CFL;
Zeiss

— mikroskop fluorescencyjny - MN80O FL; OPTA-TECH

— zestaw do mikromanipulacji - InjectMan® NI2; CellTram® Oil,
Eppendorf

— szklane mikrokapilary iniekcyjne - MAS lab

— aparat fotograficzny - Olympus u820

2.2.3. Odczynniki

— PBS - Phosphate Buffered Saline; tablets; Fisher Scientific; POCH

— PBS[-] - Phosphate Buffered Salinelx; [-] Calcium Chloride; [-]
Magnesium Chloride; Gibco® Invitrogen

— PKH26 - Red Fluorescent Cell Linker Kits for General Cell Membrane
Labeling; Sigma-Aldrich

— FBS- Fetal Bovine Serum; Gibco® Invitrogen

— Pen-Strep -Penicillin-Streptomycin; Sigma-Aldrich

— Blekit trypanu - 0,4%; Sigma-Aldrich

— PAS i Schiff reagent - PAS staining system; Sigma-Aldrich

— trypsyna-EDTA - 1x; Sigma-Aldrich

— OPTI-MEM® I Reduced Serum Medium - 1x; Gibco® Invitrogen

— Treosulfan - 1000mg; Ovastat®; Medac

— Aqua pro injectione - Polpharma

— olej sezamowy - Haitoglou Bros
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2.2.4. Pozostale materialy

— parafilm - Parafilm® M; Sigma-Aldrich
— gty - Microfine + U40; 0,3 x 8mm; BD
— igly - 0,6 x 25mm i 0,9 x 40; Terumo

—  ptytki 4-dotkowe - SPL Life Sciences

—  plytki 96-dotkowe - BD Falcon

2.3. OPTYMALIZACJA SPOSOBU IZOLACJI PIERWOTNYCH
KOMOREK PL.CIOWYCH Z GONAD 6-DNIOWYCH
ZARODKOW KURZYCH

2.3.1. Inkubacja jaj

Jaja inkubowano przez 6 dni, w temperaturze 37,8°C i przy wilgotnosci
62-65%. Po osiagni¢ciu przez zarodki stadium 28-29 wg H&H przeznaczono je
do izolacji PGCs.

2.3.2. 1zolacja PGCs z gonad 6-dniowych zarodkow

Zarodki podzielono losowo na trzy grupy, po 24 osobniki, z ktorych przy
pomocy mikronarzedzi (igly 0,3 X 8mm, nozyczki) w polu obserwacji
mikroskopu stereoskopowego, wyizolowano $rodnercza (Fot. 1).

Fot.1. Srodnercze (A) z widoczna gonada oraz wyizolowana gonada (B); MN800 FL
OPTA-TECH.
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Nastepnie, oddzielono gonady i umieszczono je w probowce w 0,1 ml
roztworu PBS (ang. Phosphate Buffered Saline ) (Fot. 2) pozbawionego jonéw
Ca®* i Mg**- okreslany dalej jako PBS[-].

Fot.2. Wyizolowane gonady, umieszczone w roztworze PBS[-].

Tak wyizolowane gonady podzielono na trzy grupy (Ryc.3):

= A - Gonady rozdrobnione mechanicznie, nast¢pnie umieszczone w 0,5
ml PBS[-] i inkubowane na ptytce 4-dotkowej do hodowli komorkowej w
37,8°C 1 5% nasyceniu CO; przez 1 godzing - 3 powtorzenia po 8 zarodkow (po
16 gonad).

= B - Gonady nadtrawione po izolacji (trawienie przez 1 minutg w 37°C)
0,25% roztworem trypsyny-EDTA (enzym unieczynniono 10% dodatkiem FBS
- Fetal Bovine Serum), oczyszczone z resztek trypsyny-EDTA (wirowanie; 5
min.; 2500 rpm) i nastgpnie umieszczone w 0,5 ml PBS[-] i inkubowane na
ptytce 4-dotkowej do hodowli komorkowej w 37,8°C i 5% nasyceniu CO; przez
1 godzine - 3 powtorzenia po 8 zarodkéw (po 16 gonad).

= C - Gonady "nienaruszone" - umieszczone w 0,5 ml PBS[-] i
inkubowane na ptytce 4-dotkowej do hodowli komorkowej w 37,8°C 1 5%
nasyceniu CO, przez 1 godzing - 3 powtorzenia po 8 zarodkéw (po 16 gonad).
Po zakonczonej inkubacji, zawarto$¢ dotkéw przepipetowano kilka razy i
sprawdzono pod katem obecnosci agregatow PGCs w polu widzenia
mikroskopu odwroconego.

2.3.3. Okreslenie liczby i przezywalnosci PGCs

Uzyskane PGCs wybarwiono 0,4% bigkitem trypanu, a nastepnie przy
pomocy komory Biirker'a i mikroskopu odwréconego zliczono komoérki martwe
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(wybarwione na niebiesko) i zywe (niewybarwione) w celu okreslenia
procentowej przezywalnosci.

........................................

gonady | 3powtdrzenia |
U 3 14
VA VB v

barwienie PAS - ifentyﬁkacja PGCs

liczba PGCs; stopien agregacji komorek

Ryc.3. Schemat izolacji PGCs z gonad.

2.3.4. Identyfikacja PGCs - barwienie PAS

PGCs poddano standardowemu barwieniu PAS (w tym celu wykorzystano
kit - PAS staining system) na obecno$¢ materiatu zapasowego w postaci ziaren
glikogenu. Jest to charakterystyczna reakcja dla pierwotnych komorek
plciowych (Meyer, 1960). Komorki utrwalono w 4% formaldehydzie,
wyptukano dwa razy w roztworze PBS i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 5 minut w obecnosci odczynnika PAS. Po tym czasie komorki
ponownie dwukrotnie przeptukano roztworem PBS i poddano dziataniu
roztworem Schiff'a przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Odczynnik
usuni¢to przez kolejne plukania w roztworze PBS. Preparat zostal poddany
analizie pod mikroskopem OPTA-TECH.

2.4. BADANIE WPLYWU DAWCY I BIORCY KOMOREK NA
DETEKCJE EGZOGENNYCH PIERWOTNYCH KOMOREK
PLCIOWYCH W GONADACH ZARODKOW BIORCOW

2.4.1. Ogolny plan doswiadczenia

Na podstawie wynikow z etapu pierwszego wybrano optymalng metode
izolacji PGCs z gonad zarodkow dawcow. Wyizolowane komorki hodowano w
inkubatorze CO, przy pelnej wilgotnosci, badz poddano iniekcji do krwiobiegu
zarodkow biorcow w stadium 15-19 wg H&H (Ryc.4). Doswiadczenie
wykonano w 3 powtorzeniach.
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Ryc.4. Schemat doswiadczenia drugiego.

Liczba zainickowanych zarodkéw w roznych uktadach nie byta taka sama,
wynikata bowiem z kondycji zarodka. Wyjsciowo, w kazdej grupie do iniekcji
przeznaczono po 60 zarodkow.

2.4.2. Inkubacja jaj

Jaja dawcow komorek PGCs inkubowano przez 6 dni, a jaja biorcow przez
3,5 dnia w temperaturze 37,8°C i przy wilgotnosci 62-65%. Po osiagnigciu
przez zarodki odpowiednio stadium 28-29 oraz 15-19 wg H&H przeznaczono
je do izolacji lub iniekcji PGCs.

2.4.3. 1zolacja PGCs z gonad 6-dniowych zarodkéw dawcow

Gonady pozyskane w sterylnych warunkach od 6-dniowych zarodkéw
kurzych przy pomocy mikronarzedzi i mikroskopu stereoskopowego,
umieszczono w 100ul roztworu PBS z antybiotykiem Pen-Strep 100:1 (ang.
Penicillin  Streptomycin). Kolejne procedury odbywaly si¢ w komorze z
laminarnym przeptywem powietrza, gdzie material biologiczny byt
utrzymywany na bloku grzewczym w temperaturze 37,8°C. W celu uwolnienia
PGCs gonady zostaty nadtrawione przez 1 minute 0,25% roztworem trypsyny-
EDTA (37°C), tak jak miato to miejsce we wczesniejszym etapie. Trawienie
zatrzymano poprzez dodanie 10% FBS, a roztwoér trypsyny-EDTA usunigto
przez odwirowanie (2500 rpm; 5 min). Komoérki inkubowano przez kolejna
godzing w objetosci 0,5 ml PBS[-], w 37,8°C i 5% nasyceniu CO,. Po tym
czasie otrzymang zawiesing PGCs ponownie zwirowano (2500 rpm; 5 min), a
otrzymany osad zawieszono w 0,5 ml medium OPTI-MEM® 1 i zliczono w
komorze Biirker'a w polu widzenia mikroskopu odwroconego.
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2.4.4. Znakowanie pierwotnych komoérek plciowych fluorochromem
PKH26

Otrzymang zawiesing PGCs podzielono na 2 czgséci (Ryc.5.):

1. grupa PGCs™ %[ do 3-dniowej hodowli in vitro w celu oceny
przezywalno$ci komorek niewyznakowanych PKH26; pobrano 100l zawiesiny
komorek (ok. 1/5 calosci) i przeniesiono na 4-dotkowa ptytke. Hodowle
uzupetniono 400ul medium OPTI-MEM® 1, 5% dodatkiem FBS i 1%
dodatkiem Pen-Strep. Komorki inkubowano do momentu detekcji fluorescencji
(w gonadach zarodkéw biorcow) w temperaturze 37,8°C i 5% nasyceniu CO,
przez 3 dni. Rownoczesénie z detekcja fluorescencji nastgpita ocena hodowli in
vitro PGCs. Komorki pobrano z dotkow i liczono tak jak w punkcie 2.3.3.

2. grupa PGCS™ "L do iniekcji do zarodkéw oraz do oceny
przezywalnosci komoérek po wyznakowaniu PKH26; pozostate komorki (4/5
catosci), zwirowano(2500 rpm; 5 min), usuni¢to supernatant i poddano
znakowaniu PKH26zgodnie z dotaczong instrukcja. Wyznakowane komorki
zawieszono w 500ul medium OPTI-MEM® 1 i zliczono w komorze Biirker'a w
polu widzenia mikroskopu odwroconego. Podobnie jak w przypadku grupy
PGCs™ %1 zawiesina zostala uzupetniona o 5% dodatek FBS i 1% Pen-Strep.
Tak wyznakowane PGCs przeznaczono do iniekcji do zarodkoéw biorcow.

[ = ]

x(o
zawiesina PGCs N

PGCsPKH26[] e
O \

l E_mﬁﬁ - N

L |00
o® OO0

grupa PGCsPKH26[] grupa PGCsPKH26[+]

PKH26

Ryc.5. Schemat podziatu i wykorzystania uzyskanej zawiesiny komorek PGCs
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2.4.5. Iniekcja PGCs do 3,5-dniowych zarodkow biorcow

Zdezynfekowane jaja 3,5-dniowych biorcéw nawiercono w tgpym koncu
(2 otworu - 1cm), w miejscu gdzie znajduje si¢ komora powietrzna, tak aby nie
uszkodzi¢ wewnetrznej btony pergaminowej.

KomoérkiPGCs "] zwirowano (2500 rpm; 5 min) i zawieszono w 100pl
swiezego medium OPTI-MEM® 1. Do zawiesiny dodano 10ul FBS i 2ul
antybiotyku Pen-Strep. Przy pomocy zestawu do mikromanipulacji
wprowadzono 1-2 pl zawiesiny komorek do krwiobiegu zarodkow (aorta
grzbietowa). Po skonczonej iniekcji  jaja zabezpieczono parafilmem i
inkubowano przez 3 kolejne dni w temperaturze 37,8°C i przy wilgotnosci 62-
65%.

Komorki, ktore pozostaty po mikroiniekcji ponownie zliczono, nastepnie
przeniesiono na hodowlang ptytke 4-dotkowg i kontynuowano inkubacj¢ po
uzupetnieniu w medium OPTI-MEM® 1, 5% FBS i 1% antybiotyk Pen-Strep
(grupa PGCs™ "% celu oceny przezywalnoéci komorek po wyznakowaniu
PKH26).

2.4.6. Ocena przezywalno$ci PGC hodowanych in vitro przed i po
wyznakowaniu PKH26

Po trzech dniach hodowli in vitro, komorki niewyznakowane (grupa
PGCs 20y j wyznakowane PKH26 (grupa PGCs™ "%y zliczono w komorze
Biirker'a pod mikroskopem odwrdéconym w celu oszacowania przezywalnosci
komorek podczas inkubacji. Do rozroznienia komoérek martwych i zywych
wykorzystano 0,4%blekit trypanu. Komorki podczas oceny miaty 9 dni
(izolowane z zarodkow 6-dniowych+ 3 dni hodowli in vitro).

2.4.7. Detekcja fluorescencji PGCs w gonadach zarodkéw biorcow

Gonady wyizolowane od 6-dniowych zarodkow biorcow umieszczono w
kropli PBS na szkietku podstawowym (kazda para gonad umieszczana w
osobnej kropli) (Ryc.6.).

Fluorescencje detekowano pod mikroskopem odwréconym z lampa
fluorescencyjng (zakres dtugosci fal: 551-567 nm). Zliczono zarodki u ktorych
odnotowano obecno$¢ wyznakowanych PKH26 pierwotnych komorek
ptciowych w formie okraglych, pojedynczych punktéw o Srednicy wynoszacej
od 14 do 19um badz skupisk w formie agregatow.
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Ryc.6. Obserwacja gonad pod mikroskopem odwroconym; Axiovert 40CFL Zeiss

2.5. METODA STERYLIZACJI ZAR'O’DK(')W BIQRC()W 1JEJ
WPLYW NA ICH PRZEZYWALNOSC I ROZWOJ

2.5.1. Optymalizacja dawki i sposobu iniekcji treosulfanu

2.5.1.1. Ogdlny plan eksperymentu

Na podstawie wynikow poprzedniego etapu, biorcami w tym
doswiadczeniu byly zarodki zielononézki kuropatwianej, ktore sterylizowano
na dwa sposoby (iniekcja pod tarczke zarodkowa do jamy podzarodkowej lub
iniekcja do kuli zottkowej) czterema réznymi rozcienczeniami treosulfanu - 8
kombinacji plus dwie grupy kontrolne (Ryc.7). Po osiaggni¢ciu przez zarodki 6-
dnia rozwoju, oceniono ich przezywalno$¢ i liczbe przetrwatych PGCs.
Do$wiadczenie powtarzano 3 razy.

i 3powtdrzenia
koncentracja sposob podania m - --- i
1 biorcaz 1
TREO2 I etapu2. |
mikroiniekcja do e T
TREO1 jamy podzarodkowej I
* _——
TREC 0,5
TRED 0,25 iniekcja do kuli
ioftkowej
KONTROLA
¢ ocena
przezywalnosd i
izolagjaizliczanie przetrwatych PGCs w gonadach analiza anomalii
zarodkow

Ryc.7. Schemat do$wiadczenia trzeciego A.
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2.5.1.2. Przygotowanie jaj do sterylizacji

Jaja podzielono na dwie grupy i utrzymywano w temperaturze pokojowej
przez 2-3 dni do momentu rozpoczgcia eksperymentu, w celu ustabilizowania
si¢ pozycji tarczki zarodkowej. Jaja 0sadzano w odpowiedniej pozycji:

- tgpym koncem do gory - dla grupy | gdzie cytostatyk iniekowano do jamy
podzarodkowej,

- w pozycji horyzontalnej - dla grupy I, gdzie cytostatyk podawano do kuli
z6ltkowe;.

Utozenie mialo na celu przemieszczenie i ustabilizowanie tarczki
zarodkowej. Po tym czasie, jaja oczyszczono i zdezynfekowano. Pierwszg
grupe nawiercono w tepym koncu w celu uwidocznienia tarczki zarodkowej.
Druga grupe jaj naktuto przy pomocy igty (0,9 x 40mm) w ostrym koncu tak jak
to pokazano naryc. 8A i B.

A B

Ryc.8. Sposoby wprowadzania treosulfanu do jaja (A - grupa | - iniekcja do jamy
podzarodkowej; B - grupa I1 - iniekcja do kuli zottkowej).

2.5.1.3. Przygotowanie rozcienczen treosulfanu

Treosulfan rozpuszczono w 10ml roztworu Aqua pro injectione tworzac
stock o stezeniu 100mg/ml. Nastepnie stock ten rozcienczono 50, 100, 200 i 400
razy w oleju sezamowym, tworzac w ten sposdb emulsje. Uzyskano 4 grupy
rozcienczen, w ktorych stezenie treosulfanu wynosito odpowiednio: 2, 1, 0,5 i
0,25mg/ml. W grupie kontrolnej zastosowano Aqua pro injectione100-krotnie
rozcienczony olejem sezamowym.

2.5.1.4. Metody wprowadzenia treosulfanu

Emulsj¢ roztworéw cytostatyka oraz emulsj¢ kontrolng (Aqua pro
injectione) podano do jaj na dwa sposoby (Ryc. 8A i 8B). Lacznie uzyskano 10
grup zarodkow:
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-1 TREO 0,25
-1 TREO 0,5
-1 TREO 1

-1 TREO 2

- | kontrola

- 11 TREO 0,25
-1l TREO 0,5
-IITREO 1
-1 TREO 2

- 11 kontrola
Otwory iniekcyjne w skorupach zaklejono parafilmem.

2.5.1.5. Inkubacja zarodkéw

Wysterylizowane jaja poddano inkubacji przez 6 dni, w temperaturze
37,8°C i przy wilgotnosci 62-65%. W trzecim dniu wykonano kontrole rozwoju
zarodkéw w trakcie ktorej odrzucano zamarte zarodki w celu zabezpieczenia
pozostatych zarodkow przed kontaminacjg. Nastepnie inkubacje kontynuowano
do 6 doby rozwoju zarodka.

2.5.1.6.0cena przezywalnosci zarodkow

Po zakonczeniu inkubacji policzono zywe i martwe zarodki uwzgledniajac
osobniki odrzucone w trzecim dniu inkubacji. Na podstawie tych danych
oszacowano procentowa przezywalnos¢ dla kazdej z dziesieciu grup.

2.5.1.7. Izolacja i zliczanie PGCs dawcy

Gonady zostaly wyizolowane w polu obserwacji mikroskopu
stereoskopowego przy pomocy mikronarzedzi chirurgicznych i rozlokowane na
plytce 96-dotkowej. Kazda pare gonad umieszczono w osobnej studzience
wypehionej 300ul roztworu PBS[-]. Plytke inkubowano przez 2 godziny w
37,8°C i 5% nasyceniu CO, wg metody Nakajima i wsp., (2011). Ma ona na
celu oddzielenie PGCs od komorek somatycznych gonad i ich migracje do
roztworu PBS[-] na zasadzie rdznicy cisnien osmotycznych. Po uptywie dwoch
godzin, zliczono PGCs dla kazdej z grup, przy pomocy komory Biirker'a i
mikroskopu odwrdconego.

2.5.2. Wplyw sterylizacji zarodkéw biorcéw i iniekcja pierwotnych
komorek plciowych dawcow na przezywalnos¢ i rozwdj zarodkow
biorcow.

2.5.2.1. Ogdlny plan do$wiadczenia

Kolejne do$wiadczenie to polaczenie sterylizacji i iniekcji zarodkow
(Ryc.9) oraz ich wplyw na zamieranie i zmiany rozwojowe zarodkow.
Wykonano 3 powtoérzenia doswiadczenia.
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3 powtdrzenia :

sterylizacja biorcy

fF===== g
I koncentracja I TREOX . mikroiniekgja do . F====1
zetapu3.A =3 jamy podzarodkowej biorca I
= Z_ TREOQY «= zetapu 2.
iniekcja do kuli L ———1
KONTROLA zottkowe]

Iniekcja__ _ sl

e, | o L

H dawca z etapu 2. La: = PGCsPRH6[] 5 Lwysteryh’zowanybiorca I

: I i N N - . N
Ocenafparrz,zim: nose zliczanie zarodkow posiadajacych w
rozwojowych + gonadach PGCsPRHz6[+]

zarodkdw (6 dzier)

Ryc.9. Schemat do$wiadczenia trzeciego B.

2.5.2.2. Przygotowanie jaj biorcow do sterylizacji

Jaja biorcow na 2-3 dni przed sterylizacja osadzano w odpowiedniej
pozycji celem ustabilizowania si¢ tarczki zarodkowej - tepym koncem do gory
badz w pozycji horyzontalnej (patrz podpunkt 2.5.1.2). Po tym czasie jaja
biorcéw dezynfekowano, nawiercono w tepym koncu (2 otworu - 1cm), badz
nakluto w ostrym koncu i poddano procedurze sterylizacji treosulfanem,
odpowiednio do tarczki zarodkowej lub do kuli zottkowe;.

2.5.2.3. Wybor dawki i sterylizacja zarodkéw biorcow

Na podstawie wynikow wczesniejszego doswiadczenia wybrano dwie
koncentracje treosulfanu: 0,5 i 0,25 mg/ml. Tak jak wcze$niej, rozcienczenia
treosulfanu (stock: 100mg Treosulfanu/Iml Aqua pro injectione) podano do jaj
pod postacig emulsji oleju sezamowego. Grupa kontrolna rowniez zostata
zainiekowana w formie emulsji Aqua pro injectione w oleju sezamowym
(rozcienczenie 100x). Zaptodnione jaja iniekowanol-2ul kazdego z roztworow
pod tarczke zarodkowga lub wstrzykniecie za pomoca strzykawki insulindwki
50ul roztworu do kuli zottkowej. Jaja zaklejono parafilmem i poddano
inkubacji.
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2.5.2.4.Inkubacja jaj i przygotowanie zarodkoéw biorcow do iniekcji

Jaja dawcoéw inkubowano przez 6 dni w temperaturze 37,8°C i przy
wilgotnosci 62-65%. Po osiagnigciu przez zarodki stadium 28-29 wg H&H, jaja
wybito i pozyskano z nich zarodki do izolacji PGCs.

Z kolei, potraktowane treosulfanem jaja biorcow poddano 3,5-dniowej
inkubacji do momentu uzyskania przez zarodki stadium 15-19 wg H&H.
Inkubacje zarodkéw dawcow i biorcéw zsynchronizowano w taki sposob, ze w
momencie izolacji PGCs od 6 dniowych zarodkow, druga grupa - czyli
wysterylizowani biorcy komorek, znajdowali si¢ w 15-19 stadium rozwojowe
wg H&H. W tym stadium, po dezynfekcji powtornie otwierano jaja zawierajace
sterylizowane zarodki, ktére poddano ocenie kondycji. Do iniekcji PGCs™<"°1*]
przeznaczono tylko zywe zarodki, nie wykazujace widocznych wad budowy.
Zliczono zarodki martwe i okre$lono przyczyny zamarcia (patrz dalej podpunkt
2.5.2.8.a.).

2.5.2.5. Izolacja PGCs i znakowanie fluorochromem PKH26

Komoérki PGCs wyizolowano od 6-dniowych zarodkow dawcow wedtug
metody opisanej w punkcie 2.3.4. Uzyskang zawiesing wyznakowano
fluorochromem PKH26 wg metodyki opisanej przez producenta. Nastepnie,
PGCs™ %] zawieszono w 500ul medium OPTI-MEM® 1 i zliczono przy
pomocy komory Biirker'a i mikroskopu odwroconego. Pozywka zostata
uzupetniona 0 dodatek FBS (5%) i antybiotyk Pen-Strep (1%). Do momentu
iniekcji komorki przetrzymywano w temperaturze 37,8°C i 5% nasyceniu COs.

2.5.2.6. Iniekcja PGCsPKH261 4o wysterylizowanych zarodkéw biorcow i
inkubacja zarodkow

Jaja z wysterylizowanymi przy pomocy cytostatyka 3,5-dniowymi
zarodkami  biorcami  ponownie otworzono (usunicto parafilm) i
zdezynfekowano. Do iniekcji przeznaczono jaja tylko z centralnie utozonymi
zarodkami. Pozostate zarodki (przesunigte, nieprawidlowo utozone), ktore nie
spetnity tego kryterium zostaly odrzucone ze wzgledu na utrudniony, a nawet
niemozliwy dostep do naczyn krwionosnych.

Wyznakowane PGCs"<"#*"] zwirowano (2500 rpm; 5 min) i przeniesiono
do swiezego medium OPTI-MEM® 1. Do 100ul medium dodano 10ul FBS i
2ul antybiotyku Pen-Strep. Komoérki w iloéci 1-2 pl zawiesiny ($rednia
koncentracja dla trzech powtorzen - 293 333/1ml) wprowadzano z pomoca
mikromanipulatora do krwiobiegu wysterylizowanych zarodkéw biorcow
(Ryc.10). Po zakonczeniu iniekcji jaja ponownie zabezpieczono parafilmem i
inkubowano przez nastegpne 3 dni w temperaturze 37,8°C 1 62-65% wilgotnosci.
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Ryc.10. Schemat iniekcji PGCs™ 25! do krwiobiegu zarodkéw biorcow. Strzatka

zaznaczono mikroigle zawierajaca zawiesing PGCs™H20"],

2.5.2.7. Detekcja fluorescencji w gonadach wysterylizowanych i
iniekowanych PGCs™"2¢1*] zarodkow

Fluorescencje detekowano w ten sam sposob, co w punkcie 2.4.7. Gonady
pozyskano w 6-dobie od wszystkich zywych zarodkow biorcow. Kazda parg
gonad umieszczono w osobnej kropli PBS na szkietku podstawowym.
Nastepnie, organy te delikatnie rozptaszczono przy pomocy szkietka
nakrywkowego. Pod mikroskopem odwrdéconym szukano komorek
wykazujacych fluorescencje w zakresie dtugosci fal 551 do 567 nm. Zliczano
tylko te embriony, w ktorych gonadach widoczne byty wyznakowane PKH26
pierwotne komorki pitciowe w formie okraglych, pojedynczych punktach o
srednicy wynoszacej od 14 do 19um badz punktach w formie agregatow.

2.5.2.8. Ocena wptywu sterylizacji i iniekcji na zarodki

2.5.2.8.a. Przezywalno$¢ zarodkow i przyczyny wczesnego zamierania

Przezywalno$¢ zarodkéw biorcow zliczano osobno dla kazdej z grup
koncentracji oraz dla kazdej z grup iniekowanych na rézny sposob, tj. dla
sterylizowanych do jamy podzarodkowej oraz do kuli zoéttkowej. Okreslono
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$miertelno$¢ zarodkow w 3,5 dniu po zabiegu sterylizacji oraz dla embriondéw
6-dniowych, tj. po iniekcji PGCs™"#*, Wyznaczono dobe i prawdopodobny
bezposredni powdd zamarcia (np. wylew, zawat, brak oznak rozwoju itd.).

2.5.2.8.b. Patologie rozwojowe u zarodkow 6-dniowych

Sposrod zarodkdéw biorcow, ktore przezyty do dnia detekcji fluorescencji
policzono i oznaczono w 6-dniu, embriony z widocznymi patologiami budowy.
Wady rozwojowe oznaczono osobno dla kazdego rozcienczenia i dla kazdej z
metod wprowadzenia treosulfanu - pod tarczke zarodkowa lub do kuli
z6ltkowe;.

2.6. ANALIZA STATYSTYCZNA

W doswiadczeniach, do obliczen statystycznych wykorzystano program
statystyczny SAS Enterprise Guide 4.3. Z pomoca programu wykonano analizy
wariancji jedno- i wieloczynnikowe, analizy kontyngencji z wykorzystaniem
testu Chi-kwadrat oraz korelacje prostoliniowa Pearsona. Poszczegdlne
zastosowanie tych analiz oraz uzycie testow post-hoc opisano w kolejnych
rozdziatach.
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3. WYNIKI

3.1. OPTYMALIZACJA SPOSOBU IZOLACJI PIERWOTNYCH
KOMOREK PELCIOWYCH Z GONAD 6-DNIOWYCH
ZARODKOW KURZYCH

Wyizolowane w trakcie badan komorki (Fot.3) posiadaly cechy
morfologiczne charakterystyczne dla pierwotnych komorek ptciowych, tzn.
okragty ksztatt, liczne ziarnisto$ci w cytoplazmie, $rednice wynoszaca od 14 do
19um, duze jadro komoérkowe. Lacznie wyizolowano 7,118 x 10° pierwotnych
komorek plciowych (Srednio 5,932x 10°) z czego 3,33 x 10° komoérek
pochodzito od kurczat R ($rednio 5,550 x 10°), a 3,788 x 10° od ZK (érednio
6,313 x 10°). Uzyskane roznice nie byly istotne statystycznie (P>0,05).

Fot.3. Pierwotne komorki ptciowe wyizolowane z gonady; Axiovert 40 CFL Zeiss

Zbadano takze zachowanie si¢ komorek poddanych barwieniu PAS,
majacym na celu uwidocznienie w komorkach materiatu zapasowego w postaci
glikogenu. Wybarwione komorki PGCs przedstawiono na zdjeciu 4.
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S0 pm

Fot.4. Identyfikacja PGCs (reakcja PAS); MN80O FL OPTA-TECH

Pierwotne komorki ptciowe izolowano z gonad trzema roznymi sposobami
- poprzez mechaniczne rozdrobnienie (A), nadtrawienie trypsyna-EDTA (B)
oraz poprzez wolng migracj¢ komoérek w roztworze PBS z nienaruszonych
gonad (C). Ostatnia z wyzej wymienionych grup stanowita kontrole. L.gcznie
wyizolowano 144 gonady pochodzace od 72 zarodkéw kurzych. Uzyskano
facznie 1,46 min komorek. W tabeli 4. przedstawiono wyniki poszczegdlnych
metod izolacji PGCs. Najwicksza przezywalno$¢ (76,17%) i liczbe zywych
PGCs zanotowano w grupie kontrolnej. Najnizszg przezywalnos$cig komorek
cechowata si¢ grupa, gdzie gonady nadtrawiono roztworem trypsyny-EDTA
(71,55%). Najmniej komorek uzyskano z gonad rozdrobnionych mechanicznie.
Uzyskane réznice pomigdzy grupami okazaly si¢ by¢ istotne statystycznie
(P<0,05).

Zachowanie si¢ pierwotnych komorek plciowych dawcy oceniono takze
pod katem tendencji do tworzenia agregatow komorkowych. Jedynie PGCs
izolowane metoda B nie utworzyly skupisk w postaci agregatow komorkowych,
a otrzymany material cechowat si¢ wysoka czystoscia i jednorodnoscia.
Pozostatle metody A i C charakteryzowaly si¢ obecnoscig agregatow, a
wykonany test Chi-kwadrat potwierdzit iz metoda izolacji PGCs wplywa
istotnie na pojawienie si¢ konglomeratow w tych dwoch grupach (P <0,05).
Konglomeraty z pierwotnych komoérek ptciowych kury izolowanych metoda A
przedstawiono na zdjeciu 5.
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Tab. 4. Wptyw roznych metod izolacji PGCs na liczbe i1 przezywalno$¢ komorek.

liczba wyizolowanych -
komérek PGCs * Sb

metoda n agregaty

zywych w 1ml 114000,00°
martwych w 1 ml 45333,33 I
B 24 razem 159333,33" nie
przezywalnosc¢ [%] 71,55 9,29

X - wartosci $rednie; SD - odchylenie standardowe;
a, b, ¢ - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znia si¢ statystycznie dla
P <0,05

* - rdznice istotne statystycznie dla P <0,05

Fot.5. Agregaty komorkowe w grupie A, PGCs izolowano poprzez mechaniczne
rozdrobnienie gonad; Axiovert 40 CFL Zeiss
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3.2. BADANIE WPLYWU DAWCY I BIORCY KOMOREK, NA
DETEKCJE EGZOGENNYCH PIERWOTNYCH KOMOREK
PL.CIOWYCH W GONADACH ZARODKOW BIORCOW

Do izolacji PGCs wykorzystano 180 zarodki Ross 308 oraz 180 zarodki
zielononozek kuropatwianych. Na podstawie wynikow etapu pierwszego
komorki izolowano metoda nadtrawiania gonad roztworem trypsyny-EDTA.
Aby mozliwa byla obserwacja zachowania si¢ uzyskanych PGCs dawcy,
wyznakowano je fluorochromem PKH26 (Fot. 6) i wprowadzono do 143
zarodkéw Ross 308 oraz 162 zarodkow zielononozki kuropatwiane;j.

S0 pm

Fot. 6. Pierwotna komorka piciowa wyznakowana PKH26 w swietle biatym (lewa) oraz
ultrafioletowym (prawa); Axiovert 40 CFL Zeiss

3.2.1. Przezywalnos¢ niewyznakowanych lub wyznakowanych
PKH26 pierwotnych komérek plciowych w hodowli in vitro

W pracy oceniono takze zachowanie si¢ pierwotnych komorek ptciowych
podczas krotkoterminowej hodowli in vitro. Oceng przezywalnosci PGCs w
dniu izolacji oraz po trzech dniach hodowli in vitro przeprowadzono z
wykorzystaniem biekitu trypanu. Wyniki dla przezywalnosci PGCs w dniu
izolacji przedstawiono w tabeli 5., natomiast po trzech dniach hodowli in vitro
w tabeli 6.

Lacznie wyizolowano 3 330 000 PGCs z zarodkéw Ross 308 i 3 788 000 z
zielonon6zki kuropatwianej, jednak réznice te nie byly istotne statystycznie
(P>0,05). Fluorochromem wyznakowano odpowiednio 2 696 000 i 2 230 000
komorek. Pozostatg czgs¢ przeznaczono do krotkoterminowej hodowli in vitro.
W dniu izolacji, w przypadku PGCs niewyznakowanych PKH26, wyzsza
przezywalnos$cig cechowaty si¢ komorki pochodzace od zielonondzek
kuropatwianych i wynosita ona 66,31 %. Natomiast w odniesieniu do PGCs
wyznakowanych PKH26 wigkszg przezywalno$¢ zaobserwowano w grupie
komorek izolowanych z zarodkow Ross 308 (53,68 %). Jednak uzyskane
wyniki nie znalazty potwierdzenia statystycznego (P >0,05).
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Tab. 5. Przezywalno$¢ niewyznakowanych [-] i wyznakowanych [+] PGCs pochodzenia
Ross 308 i zielonon6zka kuropatwiana w dniu ich izolacji.

przezywalnos$¢ przezywalnos$¢
dawca PGCsFH2eL] PGCsKH2L]
% %
R x 64,14 x 53,68
SD +21,25 SD +15,82
7K x 66,31 x 48,92
SD +27,74 SD +16,06

X - warto$ci $rednie; SD - odchylenie standardowe

R - Ross 308; ZK - zielonondzka kuropatwiana

Po trzech dniach hodowli in vitro catkowita liczba pierwotnych komoérek
ptciowych niewyznakowanych wynosita 420 000 dla Ross 308 i 443 000 dla
zielonondzki kuropatwianej, natomiast liczba komérek wyznakowanych PKH26
wyniosta odpowiednio 1 670 000 i 962 000 PGCs. Przezywalnos¢ PGCs
niewyznakowanych fluorochromem po trzech dniach hodowli w warunkach in
Vitro byta bardzo zblizona u obu grup i wynosita 86,63 % (wzrost 0 22,49 %)
dla Ross 308 i 86,34 % (wzrost 0 20,03 %) dla zielonondzek kuropatwianych.
W przypadku komoérek niewyznakowanych uzyskano odpowiednio 62,87 %
(wzrost 0 9,19 %) oraz 73,54 % (wzrost 0 24,62 %) jednak rdéznice te nie byly
statystycznie istotne (P >0,05).

Tab. 6. Przezywalno$¢ niewyznakowanych [-] i wyznakowanych [+] PGCs pochodzenia
Ross 308 i zielonondzka kuropatwiana po trzech dniach hodowli in vitro.

przezywalnos$¢ przezywalnos¢
dawca PGCs"KH2eL] PGCs™KH#el
% %
R x 86,63 x 62,87
SD +6,98 SD +24,07
7K x 86,34 x 73,54
SD +9,49 SD +15,50

X - wartosci $rednie; SD - odchylenie standardowe

R - Ross 308; ZK - zielonondzka kuropatwiana

Oceniono takze wptyw samego czynnika PKH26 na zachowanie si¢ PGCs.
Przezywalnos¢ PGCs wyznakowanych fluorochromem przedstawiono w tabeli
7. W pierwszym dniu hodowli in vitro wyzsza przezywalno$cig odznaczaty si¢
PGCs niewyznakowane PKH26, jednak wynik ten nie byt istotny statystycznie
(P >0,05). Podobna tendencje stwierdzono po trzech dniach hodowli in vitro.
Jednak tym razem wyzsza przezywalnos¢ (86,48%) w grupie komorek
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niewyznakowanych PKH26, w poréwnaniu do wyznakowanych (68,20%)
roznila si¢ statystycznie istotnie (P <0,05).

Tab. 7. Przezywalnos$¢ niewyznakowanych [-] i wyznakowanych [+] PGCs w dniu
izolacji i po trzech dniach hodowli in vitro.

PKH26 dzien przezywalno$¢ PGCs [%]

X 51,04°

¥ L sD 123,59

] 1 x 65,22°

' SD +15,40

% 68,20°

" & SD +20,09

] 3 x 86,48 °

' SD +7,94

a,b - warto$ci w kolumnach oznaczone r6znymi literami r6znig si¢ statystycznie: P<0,05

X - warto$ci $rednie; SD - odchylenie standardowe

500000 n_
« 400000
3 300000 N\ N
a u \ —&—PKH26[-]
<2 200000
S W —8—PKH26[+]
0 T T T T 1
1.dzien 3. dzien 1.dzien 3. dzien
Ross 308 Zielononozka kuropatwiana

Ryc.11. Wptyw wyznakowania PKH26 na liczbe PGCs podczas krotkoterminowej
hodowli in vitro.

Na rycinie 11 porownano liczbe komorek wyznakowanych i nie
wyznakowanych podczas 3 dniowej hodowli. Niezaleznie od sposobu
postgpowania stwierdzono spadek liczby komédrek. Przyjmujac, iz liczba PGCs
(niewyznakowanych i wyznakowanych fluorochromem) w pierwszym dniu byta
rowna 100%, uzyskano nastgpujace zmiany w ilosci PGCs w trzecim dniu
hodowli:

a) dla komorek izolowanych z zarodkow Ross 308:

36,94% spadek catkowitej ilosci PGCs™"°H (100% > 63,06%),

38,06% spadek catkowitej ilosci PGCs™ "1 (100% > 61,94%),

b) oraz dla komorek izolowanych z zarodkow zielonondzki kuropatwianej:
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41,53% spadek catkowitej ilosci PGCs™"°H (100% - 58,47%),

56,86% spadek catkowitej ilosci PGCs™"**1*1 (10006 - 43,14%).

Jesli dane te analizujemy niezaleznie od genotypu dawcéw komorek, to
liczba wyznakowanych fluorochromem PGCs podczas trzydniowej hodowli in
vitro zmniejszyta si¢ 0 46,57% (100% -> 53,43%), natomiast
niewyznakowanych o 39,40% (100% -> 60,60%).

3.2.2. Detekcja fluorescencji w gonadach zarodkow biorcow

Gonady zarodkéw biorcow sprawdzono pod katem obecnosci
wprowadzonych, wyznakowanych fluorochromem PKH26 pierwotnych
komorek piciowych. Wystepowanie w obrebie gonad punktéw wielkosci 14 do
19um i1 wykazujacych fluorescencj¢ w zakresie fal 551-567 nm, $wiadczylo o
obecnosci egzogennych PGCs (Fot. 7). Przezywalno$¢ zarodkéw po iniekcji
okreslono na podstawie procentowego udziatu zarodkéw zywych w stosunku do
tacznej liczby zarodkoéw poddanych procedurze.

2]

e E

Fot. 7. Powiekszenie gonady zielononozki kuropatwianej i wybranych jej fragmentéw
(tto 200x; mate zdjecia 400x) z widocznymi wyznakowanymi PHK26 pierwotnymi
komoérkami ptciowymi pochodzacymi od dawcow Ross 308; Axiovert 40CFL Zeiss

W tabeli 8. przedstawiono wyniki dotyczace wptywu uktadu dawca/biorca
na procent zarodkéw biorcow z egzogennymi PGCs. Najwigkszy procent
zarodkoéw posiadajgcych egzogenne PGCs 54,50% (P <0,01) odnotowano w
grupie, gdzie dawca komorek byl Ross 308, a biorca zielononozka
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kuropatwiana. Najmniejszy procent zarodkéw z widocznymi egzogennymi
PGCs 3,30% (P <0,01) zaobserwowano w grupie, gdzie dawcg komoérek byta
zielononozka kuropatwiana, a biorcg Ross 308, podobnie (8,30%) w grupie
gdzie Ross 308 byt dawca/biorca. Homogenna kombinacja ZK/ZK
charakteryzowata si¢ posrednig wartoscig (19,10%). Uktad genotypow nie miat
wplywu na przezywalnos$¢ zarodkow (P >0,05).

Tab. 8. Wplyw uktadu dawca/biorca na przezywalnos$é zarodkow po iniekcji oraz
detekcje fluorescencji w gonadach zarodkow biorcéw

przezywalnos§¢

zarodkéw w grupie przezywalnos¢ % zarodkow z
kontrolnég' ) P iniekowanych widocznymi
dawca->biorca nieiniekowane{j [%0]* zarodkéw[%] PGCs "0l
X 7 X
X X
: SD n SD SD
100,00 92,30 8,3OB
R>R 28 +0,00 78 1340 T
96,70 93,20 19.10°¢
ZK>ZK 30 +577 73 18,82 1170
96,70 93,80 3,308
ZK->R 30 +5,77 65 1259 2027
100,00 86’50 54750A
R->zK 30 +0,00 89 13,34 140

A, B - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie:
P<0,01

X - wartosci $rednie; SD - odchylenie standardowe
R- Ross 308; ZK - zielononozka kuropatwiana

* - tylko biorca z wydragzonym otworem iniekcyjnym w skorupie jaja

Obliczone wspotczynniki korelacji prostoliniowej Pearsona migdzy
procentem zarodkow z widocznymi, wyznakowanymi PGCs, a liczbg martwych
zarodkow oraz przezywalnos$cia byty odpowiednio wysoko istotne oraz istotne
statystycznie. Zaleznoéci odnoszace si¢ do liczby zarodkow martwych byly
wysokie wg skali Guillforda, a wspotczynnik korelacji przyjat wartos¢ dodatnia.
Z kolei =zaleznosci dotyczace przezywalnosci byly umiarkowane, a
wspolczynnik korelacji przyjat wartos¢ ujemna (Tab. 9).
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Tab. 9. Korelacja Pearsona pomiedzy procentem zarodkéw z widocznymi egzogennymi
PGCs, a przezywalnoscig tych zarodkow.

zarodki zarodki przezywalnosé¢
Zywe martwe [%]
“o zarodkow z widocznymi —\yic 038970 0,72240%*  -0,65148*

PGCs PKH26[-]

* - wspolczynnik korelacji istotny statystycznie; P <0,05

** - wspotczynnik korelacji wysoko istotny statystycznie; P <0,01

Wplyw iniekcji na przezywalnos¢ zarodkow biorcow przedstawiono w
tabeli 10. W skorupach jaj z obu grup wykonano otwory iniekcyjne, jednak
iniekcji dokonano jedynie w grupie doswiadczalnej. Wyzsza przezywalno$cia
(98,31%) cechowaty zarodki z grupy kontrolnej, nie poddane iniekcji, w
porownaniu do tych, ktorym wprowadzono do krwiobiegu wyznakowane
pierwotne komorki piciowe (91,15%). Roznica (7,16%) zostata potwierdzona
statystycznie istotnie (P <0,01).

Tab. 10. Wplyw iniekcji na przezywalno$¢ zarodkéw biorcow

rocedura liczba zarodki zarodki przezywalnos$¢ zarodkow
P zarodkow Zywe martwe [%]
e X 91,15°
iniekcja 305 278 27 - +5.38
brak —_ A
iniekcji 118 116 2 X o
(kontrola) '

A, B - wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ statystycznie:
P<0,01

X - wartosci $rednie; SD - odchylenie standardowe

3.3. METODA STERYLIZACJI ZARODKOW BIORCOW,
POPRZEDZAJACA INIEKCJE EGZOGENNYCH
PIERWOTNYCH KOMOREK PL.CIOWYCH I JEJ WPLYW NA
PRZEZYWALNOSC I ROZWOJ ZARODKOW BIORCOW

3.3.1. Wybér dawki iniekowanego do jaja treosulfanu

W tej czeSci doswiadczenia, sprawdzono zachowanie si¢ pierwotnych
komorek plciowych dawcy poddanych dzialaniu substancji sterylizujacej -
treosulfanu. W tym celu wykorzystano 127 zarodkow ZK, z czego sterylizacji
poddano 105 zarodkoéw, a 22 stanowily grupe kontrolng. Ogdlna przezywalnosé
wynosilta 47,24%. Sposrod wszystkich 127 zarodkow, 61 byto iniekowanych
pod tarczke zarodkowa, a 66 do kuli zottkowej. Biorac pod uwage rdzne
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koncentracje cytostatyka, zainiekowano 23, 22, 30 i 30 zarodkéw odpowiednio
roztworami 0,25, 0,5, 1 i 2mg/ml.

Wyniki testu Chi-kwadrat (Tab. 11) wskazuja, iz istnieje bardzo wysoka
statystycznie zalezno$¢ migdzy metoda sterylizacji, a przezywalno$cia
zarodkow  (P<0,001). W obrebie grup doswiadczalnych najwyzsza
przezywalnos¢ odnotowano dla zarodkéw sterylizowanych pod tarczke
zarodkowa (72,73%) oraz do kuli zottkowej (83,33%) treosulfanem o
koncentracji 0,25mg/ml. Wraz ze wzrostem st¢zenia podawanego cytostatyka,
malata przezywalnos¢ zarodkdéw, osiagajac najnizsze wartosci w grupie, gdzie
stezenie treosulfanu wynosito 2mg/ml (20,00% dla grupy | i 13,33% dla grupy
1) (Ryc.12).

Tab. 11. Wplywiniekcji treosulfanu na przezywalno$¢ zarodkow (test Chi-kwadrat).

Statystyka Warto$é Prawd.
Chi-kwadrat 36,3975 <,0001
Chi- kwadrat ilorazu wiarygodno$ci 39,8738 <,0001

__ 100,00

= 90,00 -

£ 80,00 =

=2 70,00 —

© 60,00 — ®mTREOO0,25

<

N 50,00 0.0 —  ®mTREOO5

240,00 —

£ 30,00 - TREO 1

N H

20,00 6,67 - 667 —  —  t1Re02

8 10,00 - 20,00 1333 —

;a 0,00 | . , kontrola

grupa | grupa Il

miejsce wprowadzenia cytostatyku

Ryc.12. Wptyw iniekcji treosulfanu na przezywalnos$¢ zarodkow.
| - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej
Il - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do kuli zéttkowej

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym

Przeprowadzone analizy kontyngencji wykazaty brak istotnych zaleznos$ci
(P >0,05) pomiedzy zamieralnoscia zarodkow, a miejscem iniekcji treosulfanu,
bez podziatu na koncentracje (Tab. 12). Smiertelno§¢ zarodkéw w zaleznosci od
miejsca iniekcji treosulfanu przedstawiono na wykresie 13.
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Tab. 12. Wptywmiejsca iniekcji treosulfanu na przezywalnos$¢ zarodkow (test Chi-
kwadrat) .

Statystyka Warto$é Prawd.
Chi-kwadrat 1,0057 0,3159
Chi-kw. ilorazu wiarygodn. 1,0073 0,3155
60,00

z 5000 51,52

Ne) 0

5 4000 42,62

£ 30,00 -

£ 520,00 -

g 0,00 T -

3

E grupa | grupa Il

&

miejsce wprowadzenia cytostatyku

Ryc.13. Wplyw miejsca iniekcji treosulfanu na przezywalnos¢ zarodkow.
| - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej

Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli zottkowej

W oparciu o wyniki testu Chi-kwadrat, wykazano, iz istnieje bardzo
wysoka statystycznie zalezno$¢ pomigdzy zamieralnoscia zarodkow, a
koncentracja podawanego roztworu treosulfanu, niezaleznie od miejsca jego
iniekcji (Tab. 13). Najwyzsza przezywalnos$¢ (78,26%) odnotowano w grupie,
gdzie stosowano najwigksze rozcienczenia cytostatyka. Grupa kontrolna
charakteryzowata si¢ nieco nizsza przezywalnoscia (77,27%). Najwieksza
zamieralno$¢ oznaczono w grupie z najwyzsza koncentracja treosulfanu réwna
2mg/ml (16,67%). Wraz ze zwigkszajacym si¢ st¢zeniem treosulfanu malata
przezywalno$¢ zarodkow (P <0,001). Wykres 14. pokazuje schodkowy uktad tej
zaleznosci.

Tab. 13. Wplywrozcienczenia treosulfanu na przezywalno$¢ zarodkow (test Chi-
kwadrat) .

Statystyka Warto$¢ Prawd.
Chi-kwadrat 33,6582 <,0001
Chi-kw. ilorazu wiarygodn. 35,8612 <,0001
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90,00
80,00

70,00 17,27

60,00 —
50,00 —
40,00 —
30,00 —
20,00 26,67 —
10,00 16,67 —

0,00 T .

przezywalno$¢ zarodkow
[%]

TREO 0,25 TREOO0,5 TREO1 TREO 2 kontrola

Ryc.14. Wptyw koncentracji treosulfanu na przezywalnos¢ zarodkow.
kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

Liczbe pierwotnych komorek plciowych po sterylizacji przedstawiono na
wykresie 15. Najwiecej PGCs w obrebie grup doswiadczalnych uzyskano przy
koncentracji 0,25mg/ml, byta one jednak o okoto 50% mniejsza (2535,71 —
2775,0), w porownaniu z grupg kontrolng (5041,67 — 5386,36). Najmniej
komorek uzyskano w przypadku rozcieficzenia 50x, zardbwno w grupie jaj
iniekowanych pod tarczke zarodkowa (183,33), jak i do kuli zottkowej (375,0).

7000

A

6000 UU‘IL,DISSG’. 36
5000 I —

4000 —

2 Egrupa l
3000 253571277500 _Harup

liczba komorek

c
2000 - L0015 [ — " grupall

1000 i 593,75 - D |
i * w3 375:'30
0 - &

TREOO0,25 TREOO0S5 TREO1 TREO 2 kontrola

Ryc.15. Wptyw kombinacji miejsca iniekcji i koncentracji treosulfanu na liczbe
przetrwatych PGCs w gonadach 6-dniowych zarodkow.

| - zarodki, ktérym emulsje¢ roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowe;j
Il - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do kuli zottkowe;j
kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

A, A, B, B, C, C, D, D - wartoci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢
statystycznie: P <0,001
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Analiza wariancji przedstawiona w tabeli 14. wykazata, iz na zachowanie
si¢ endogennych PGCs w gonadach zarodkéow biorcéw maja wptyw zaréwno
metoda wprowadzenia (P = 0,0119) treosulfanu do zarodka, jak i koncentracja
wprowadzanego roztworu (P < 0,0001). Wynik testu dla interakcji pomigdzy
badanymi czynnikami doswiadczalnymi, tj. metody wprowadzania i
zastosowanego rozcienczenia, byl nieistotny (P = 0,9888).

Tab. 14. Analiza wariancji wptywu miejsca iniekcji i koncentracji treosulfanu na liczbg
przetrwatych PGCs w gonadach 6-dniowych zarodkow .

Zrédlo Suma Srednia F Pr.>F
kwadratow kwadratow

metoda 888717,1 888717,1 6,83 0,0119

koncentracja 174673867,0 43668466,8 33555 <,0001

metoda*koncentracja 40328,0 10082,0 0,08 0,9888

Wyniki testu Scheffe'a przedstawiono w tabeli 15. Test ten potwierdzit
istotne roznice liczby PGCs, w zaleznosci od metody podania treosulfanu (pod
tarczke zarodkowa lub do kuli zottkowej). Treosulfan inieckowany pod tarczke
zarodkowa wyeliminowal endogenne PGCs w wigkszym stopniu niz cytostatyk
podany do kuli zottkowej, odpowiednio 2297,0 lub 3014,71 komorek.

Tab. 15. Wptywu metody podania treosulfanuna liczbe PGCs w gonadach 6-dniowych
zarodkow (test Scheffe'a)

metoda x
grupa | 2297,00°
grupa Il 3014,71°

| - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej
Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli zottkowe;j

a, b - wartosci w kolumnach oznaczone rdéznymi literami roznig si¢ statystycznie:
P<0,05

X - wartoSci $rednie
Wyniki testu Scheffe'a dla réznych stezen treosulfanu, niezaleznie od
sposobu podania, przedstawiono na wykresie 16. Jedynie pomigdzy

koncentracjami 2 i 1mg/ml nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic,
pozostate przypadki roznity sig istotnie (P <0,001).
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Ryc.16. Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ pomiedzy liczba przetrwatych PGCs a
koncentracja treosulfanu.

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

A, B, C, D- warto$ci w kolumnach oznaczone r6znymi literami roznig sie statystycznie:
P <0,001

Zdjecia wyizolowanych, przetrwatych po sterylizacji pierwotnych komorek
ptciowych zebrano w postaci tabeli 24. i umieszczono w rozdziale 6.

3.3.2. Sterylizacja zarodkéw biorcow i iniekcja pierwotnych
komorek plciowych, oraz ich wplyw na przezywalnos¢ zarodkow

W niniejszej pracy zbadano takze jak zachowujg sie PGCs dawcy
wprowadzone do  wysterylizowanych  zarodkow  biorcow. Oceniono
przezywalno$¢ zarodkow biorcoOw i zdolnos¢ egzogennych wyznakowanych
PKH26 PGCs do wbudowywania si¢ w ich gonady. Na podstawie wynikow
poprzedniego etapu do sterylizacji wybrano koncentracje treosulfanu 0,5 i
0,25mg/ml. Cytostatyk wprowadzono pod komorki tarczki zarodkowej lub do
kuli zottkowej (Ryc. 17). W sumie, wysterylizowano 208 zarodkéw
pochodzacych od zielononozki kuropatwianej, stanowigcych biorce PGCs. Do
izolacji PGCs wykorzystano 90 zarodkow dawcoéw PGCs - kurczat Ross 308.
PGCs, pozyskane od tych zarodkéw wykryto w 67 zarodkach biorcow.

Grupa kontrolna(Ryc.17) charakteryzowata si¢ najwyzsza przezywalnosciag
zarodkow (84,44% w grupie |1 91,67% w grupie I1), najwigksza liczbg biorcow
prawidtowo utozonych (81,11% w grupie | i 83,33% w grupie Il), najwyzsza
liczbg zarodkow, ktore przezyty iniekcje (71,11% w grupie | i 77,78% w grupie
I1) oraz najwyzsza liczbg zarodkow, u ktorych odnotowano obecnosé
egzogennych PGCs wyznakowanych fluorochromem (45,56% w grupie | i
33,33% w grupie II). Sposréd grup TREO 0,25 i TREO 0,5 najwigcej zarodkow
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biorcow, u ktorych wykryto wprowadzone egzogenne PGCs wyznakowane
fluorochromem uzyskano w przypadku podania wigkszego rozcienczenia
treosulfanu pod tarczke zarodkowa (39,90%), a najmniejsze (22,22%) w
przypadku treosulfanu rozcienczonego mniejszego iniekowanego do kuli
z6ltkowej. Jednak wszystkie roznice okazaly si¢ by¢ statystycznie nieistotne
(P>0,05).

100
90

80 ETREO 0,25
70 -

60 - —m ———— WTREOO0,5
50 - —
40 - kontrola
30 - —
20 - B
10 - B
0 -
B

1‘2‘3‘41 ‘4

grupal grupa Il

Ryc.17. Wplyw iniekcji treosulfanu pod tarczke zarodkowa (grupa I) lub do kuli
zottkowej (grupa II) na przezywalno$¢ zarodkdow biorcow oraz obecno$¢ egzogennych
PGCs wyznakowanych PKH26.

1 - zarodki, ktore przezyly sterylizacje treosulfanem

2 - zarodki prawidtowo utozone (zakwalifikowane do dalszej iniekcji)
3 - zarodki, ktore przezyty iniekcje

4 - zarodki u ktorych stwierdzono obecno$é wprowadzonych PGCs P<H260*]

| - zarodki, ktorym emulsje roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej

Il - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do kuli zéttkowej

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

W celu lepszego zobrazowania powyzszych wynikéw przezywalnosci
zarodkow oraz detekcji fluorescencji pogrupowano je pod katem metody
iniekcji oraz pod katem zastosowanych koncentracji - odpowiednio wykresy18 i
19. Jednak nie odnotowano réznic istotnych statystycznie (P >0,05).
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Ryc.18. Wptyw réznych metod iniekcji treosulfanu (pod tarczke zarodkowa lub do kuli
z6ltkowej) na przezywalno$¢ zarodkoéw biorcow oraz obecno$¢ egzogennych PGCs
wyznakowanych PKH26.

| - zarodki, ktorym emulsje roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowe;j

Il - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do kuli zéttkowe;j
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posiada PGCs PKH+

TREO 0,25 TREO 0,5 kontrola

Ryc.19. Wptyw roznych koncentracji treosulfanu na przezywalno$¢ zarodkow biorcow
oraz obecnos¢ egzogennych PGCs wyznakowanych PKH26.

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym
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Zachowanie si¢ egzogennych PGCs pod katem emisji fluorescencji w
gonadach zarodkéw zielonon6zek kuropatwianych przeprowadzono w szdstym
dniu zycia biorcow. Sposrod 208 osobnikow poddanych sterylizacji, a potem
iniekcji wyznakowanymi PKH26 PGCs, 67 (32,21%) posiadato w gonadach
widoczne pierwotne komorki piciowe. Zdjecia gonad pod mikroskopem z
lampa fluorescencyjng (Tab. 25) przedstawiono w rozdziale 6.

W tabeli 16. zestawiono wptyw miejsca iniekcji i zastosowanego stezenia
treosulfanu na procent zarodkow z widocznymi w gonadach egzogennymi
PGCs™ % Sposrod grup traktowanych treosulfanem najwickszy procent
zarodkéw uzyskano w grupie I TREO 0,25 (40,00%), natomiast najmniejszy w
grupie II, gdzie podano cytostatyk o wyzszej koncentracji (22,22%). 1 i Il grupa
kontrolna uzyskaty odpowiednio 46,88% i 33,33%. Nie odnotowano jednak
interakcji oraz statystycznie istotnych r6znic pomiedzy grupami (P >0,05).

Tab. 16. Detekcja fluorescencji w gonadach sterylizowanych zarodkéw biorcow

poddanych iniekcji PGCs™ 261" - procent obliczony w stosunku do wyjsciowej liczby

zarodkow.
posiada
rupa n PGCs
grup PKH26[+]
| %
TREO 0,5 33 27,27
TREO 0,25 35 40,00
kontrola 32 46,88
I %
TREO 0,5 36 22,22
TREO 0,25 36 25,00
kontrola 36 33,33

| - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej
Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli zoéttkowej

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

Analizujac wptyw koncentracji treosulfanu, mozna zauwazy¢ rdznice
pomiedzy grupa kontrolng, gdzie uzyskano najwyzsza liczb¢ zarodkow
posiadajacych egzogenne PGCs™<"*®!*! = 27 zarodkéw, a grupa sterylizowana
treosulfanem 0 nizszym rozcienczeniu, gdzie liczba zarodkéw posiadajacych w
swoich gonadach wyznakowane PGCs byla najnizsza i wynosita 17
przypadkow. Nie odnotowano jednak statystycznie istotnych zaleznosci (P
>0,05).Wyniki procentowe przedstawiono w tabeli 17.
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Tab. 17. Detekcja fluorescenciji w gonadach sterylizowanych zarodkow biorcow
poddanych iniekcji PGCsP<H2[],

posiada PGCs PKHZ[*]

grupa n [%]
TREO 0,5 69 24,82
TREO 0,25 71 32,45

kontrola 68 39,44

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

Biorac pod uwage miejsce iniekcji emulsji cytostatyka (Tab. 18), stwierdza
sie, iz wiecej zarodkéw z widocznymi PGCs™<H?M*] uzyskano w przypadku
wprowadzenia treosulfanu pod tarczke zarodkowa - 38 osobnikéw. Grupa
inickowana do kuli zoéttkowej posiadata 29 takich przypadkow, jednak
powyzsze rdznice okazaly si¢ by¢ nieistotne statystycznie (P >0,05). Zdjecia
gonad zarodkéw u ktorych zaobserwowano PGCs™ Il przedstawiono w
rozdziale 6. w tabeli 25.

Tab. 18. Detekcja fluorescencji w gonadach sterylizowanych zarodkow biorcow
poddanych iniekcji PGCs™<H?°1*],

rupa . posiada PGCs P<H26l"]

szt. [%0]
| 100 38 38,00
1 108 29 26,85

| - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej

Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli zottkowej

3.3.2.1.Zamieranie zarodkéw i patologie rozwojowe

Smiertelnoé¢ zarodkéw poddanych wptywowi cytostatyka okreslono w 3,5
dobie rozwoju embrionalnego. Zarodki, ktore wykazywaly normalne oznaki
zycia (bicie serca, prawidlowe wypelnienie naczyn krwionos$nych, brak
krwawych pierécieni itd.) przeznaczono do iniekcji PGCs™ "] W rozdziale 6
przedstawiono zdjecia zamartych zarodkéw (Tab. 26).

Sposrod stu zarodkow traktowanych pod tarczke zarodkowa (Tab. 19), 23
uznano za martwe. Najnizszym procentem S$miertelnosci  (15,65%)
charakteryzowata si¢ grupa kontrolna, a najwyzszym grupa, ktérej podano
treosulfan o koncentracji 0,5mg/ml (27,27%). Zaobserwowano, ze wraz ze
zwigkszajacym si¢ stgzeniem cytostatyka zwigksza si¢  $miertelnos¢
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spowodowana wylewem w drugiej dobie. Roéznice te okazaly si¢ byé
statystycznie istotne (P <0,05).

Tab. 19. Przyczyny $mierci zarodkéw do 3,5 doby rozwoju, ktorym podano emulsje
treosulfanu pod tarczke zarodkows (test Chi-kwadrat).

martwe/wysterylizowane :
przyczyna zamarcia

$miertelnos¢
9/33 6 wylewow w 2. dobie *
TIREI 27,27% 3 brak oznak startu rozwoju
9/35 5 wylewow w 2. dobie -
TREO 0,25 25,72% 4 brak oznak startu rozwoju
5/32 4 wylewy w 2. dobie *
il 15,65% 1 brak oznak startu rozwoju

* - roznice istotne statystycznie dla P <0,05

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym

W grupie inieckowanej do kuli zottkowej (Tab. 20) sterylizacji poddano 108
zarodkow, z czego do 3,5 doby nie przetrwato 16 zarodkéw - najwigce] w
grupach doswiadczalnych, najmniej w grupie kontrolnej. Dodatkowo trzy jaja
okazaly sie¢ by¢ niezaplodnione. Odnotowano statystycznie istotng zalezno$¢
pomigdzy zastosowanym st¢zeniem a dobg zamarcia zarodkéw (P <0,05).
Najwigcej wylewodw w drugiej dobie zaobserwowano w grupie, W ktdrej podano
wieksze stezenie treosulfanu. Z kolei, najwiecej zamar¢ w trzeciej dobie
zanotowano w grupie gdzie do sterylizacji uzyto mniejszej koncentracji tego
cytostatyka.

Tab. 20. Przyczyny $mierci zarodkow do 3,5 doby rozwoju, ktérym podano emulsje
treosulfanu do kuli zéttkowej (test Chi-kwadrat).

martwe/wysterylizowane

grupa przyczyna zamarcia

$miertelnosé
8/36 (1 niezaptodnione)
TREO 0,5 22 9904 5 wylewow w 2. dobie *
ee” 2 zamarcia ok. 3 doby
8/36 (2 niezaptodnione)
TREO 0,25 2 wylewy w 2. dobie *
22,22% :
4 zamarcia ok. 3 doby
3/36 2 wylewy w 2. dobie -
el 8,33% 1 zamarcia ok. 3 doby

* - roznice istotne statystycznie dla P <0,05

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym
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Wysterylizowane 3,5-dniowe zarodki biorcow o prawidlowym ulozeniu
(Fot.15. w rozdziale 6.) zakwalifikowano do iniekcji PGCs™ "2 pozostate
(Fot. 14. w rozdziale 6.) zostaly odrzucone ze wzgledu na uniemozliwiony do
nich dostgp. Poddane iniekcji zarodki inkubowano przez kolejne 3 dni po czym
okreslono (w 6. dobie rozwoju zarodkowego - w dniu detekcji fluorescencji w
gonadach) $miertelno$¢ oraz dobg zamarcia. Aby sprawdzi¢ czy istnieje
zalezno$¢ pomiedzy S$miercig zarodka, a zastosowang metoda podania oraz
koncentracja treosulfanu wykonano test Chi-kwadrat. Zdjecia zamartych
zarodkow przedstawiono w tabeli 26. w rozdziale 6.

Analizujac grupe I - sterylizowang pod tarczke zarodkowsa (Tab. 21), 74
zarodki sposrod 77 zywych zarodkow bylto centralnie utozonych i nadawato si¢
do iniekcji PGCs™"*] Tylko w grupie gdzie podano treosulfan o koncentracji
0,5mg/ml wszystkie zarodki byly prawidtowo utozone. Uzyskane réznice nie
byty jednak statystycznie istotne (P >0,05). Najwickszg $miertelnos¢ po iniekcji
komorek odnotowano w grupie TREO 0,5 i wynosita ona 7 zarodkéw, sposrdd
ktérych 4 zamarto w 3-4 dobie. W kazdej z grup doswiadczalnych i kontrolnej
wystapily po 2 zamarcia w 5-6 dobie. Jednak wykonany test Chi-kwadrat nie
potwierdzit statystycznie istotnych zaleznosci (P >0,05).

Tab. 21. Wplyw sterylizacji treosulfanem pod tarczke zarodkows i iniekcji PGCs"H260]

na $miertelno$¢ zarodkow biorcow (test Chi-kwadrat).

prawidtowo martwe/
ulozone/zywe iniekowane
grupa przyczyna zamarcia
do iniekcji Smiertelnos¢
zakwalifikowano™ %
4 zamarcia w 3-4 dobie
24/24 7124 .
TREO 0,5 100,00% 29.17% 1 brak oznak_dalszego rozwoju
2 zamarcia w 5-6 dobie
24/26 3/24 1 zamarcie w 3-4 dobie
TREO 0,25 92,31% 12,50% 2 zamarcia w 5-6 dobie
Kontrola 26/27 3/26 1 zamarcie w 3-4 dobie
96,30% 11,54% 2 zamarcia w 5-6 dobie

* zarodki odrzucone - przesunigte, brak dojscia

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym

W przypadku grupy Il - sterylizowanej do kuli zoéttkowej (Tab. 22),
sposrod 89 zarodkow, ktore przezyty sterylizacje 4 byty nieprawidlowo ulozone
i nie zostaly zakwalifikowane do dalszego etapu badan. Podobnie jak w
przypadku grupy I, tylko w grupie gdzie podano wyzsze stezenie treosulfanu
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wszystkie zarodki charakteryzowaty si¢ centralnym utozeniem. Nie wykazano
jednak statystycznie istotnych réznic w tym zakresie (P >0,05). Najwyzsza
zamieralno$¢ embrionéw po iniekcji komorek wykazano w grupie TREO 0,5 i
wynosita ona 6 zarodkéw, sposrod ktorych po 3 zamarlo w 5-6 dobie i nie
podjeto dalszego wzrostu po iniekcji PGCs <261 W grupie kontrolnej liczba
martwych osobnikdéw byta najnizsza sposrdd pozostatych doswiadczalnych grup
1 wynosita 2 zarodki, ktére nie podjely rozwoju po wstrzyknigciu im do
krwiobiegu PGCs™ "1 Jednakze uzyskane wyniki okazaly sic byé
statystycznie nieistotne (P >0,05).

Tab. 22. Wplyw sterylizacji treosulfanem do kuli zottkowe; i iniekcji PGCs™"*!*Ing
$miertelnos¢ zarodkow biorcow (test Chi-kwadrat).
prawidtowo martwe/
ulozone/zywe iniekowane
grupa przyczyna zamarcia
do iniekcji Smiertelnos¢
zakwalifikowano* %
3 brak oznak dalszego
28/28 6/28 .
TREO 05 100,00% 21,43% gl
3 zamarcia w 5-6 dobie
2 zamarcia w 3-4 dobie
27128 3/27
TREO 0,25 96,43% 11.11% 1 brak oznak _dalszego
rozwoju
Kontrola 30/33 2/30 2 brak oznak dalszego
90,91% 6,67% rozwoju

* zarodki odrzucone - przesunigte, brak dojscia

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym

W dniu detekcji fluorescencji (6. dzien inkubacji) w gonadach zarodkéw
zielonondzek kuropatwianych oznaczono takze patologie rozwojowe.
Najwicksza liczbe zarodkow z  nieprawidlowosciami w  budowie
zaobserwowano w grupie, w ktorej treosulfan o koncentracji 0,5mg/ml podano
do kuli zottkowej (4 zarodki - 18,18%). Grupy kontrolne charakteryzowaty si¢
najmniejszym procentem zarodkow z wadami morfologicznymi (2 zarodki w
grupie 1 - 870% i 1 w Il - 3,57%). Sposréd grup w ktorych podawano
cytostatyk, najmniej zarodkéow z wadami w budowie odnotowano w grupie
iniekowanej do jamy podzarodkowej i wynosita ona 9,52% (2 zarodki) (Tab.
23). Jednakze test Chi-kwadrat nie potwierdzit statystycznie istotnych rdéznic
pomigdzy badanymi grupami (P >0,05).
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Tab. 23. Wady rozwojowe 6-dniowych zarodkow biorcéw po sterylizacji i iniekcji
PGCs™KH261*] (test Chi-kwadrat).

zarodki z wadami

grupa zarodki normalne patomorfologicznymi
I TREO 0,5 88,24% 11,76%
I TREO 0,25 90,48% 9,52%
| kontrola 91,30% 8,70%
Il TREO 0,5 81,82% 18,18%
Il TREO 0,25 87,50% 12,50%
Il kontrola 96,43% 3,57%

| - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej
Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli zottkowej

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsje Aqua pro injectione w oleju sezamowym

Procent embriondéw z nieprawidtowosciami rozwojowymi pogrupowano
pod katem zastosowanej koncentracji treosulfanu, wyniki przedstawiono na
Ryc. 20. Najwigcej zarodkéw z wadami patomorfologicznymi odnotowano w
grupie TREO 0,5 (15,38%), a najmniej w kontroli (5,88%). Grupa TREO 0,25
charakteryzowata si¢ posrednig wartoscig (11,11%). W tym przypadku test Chi-
kwadrat rowniez nie potwierdzit istotnych statystycznie zaleznosci (P >0,05).

120

100

15,38

zarodki z wadami
patomorfologicznymi

80

60

% zarodkow

40 ® zarodki normalne

20

0

TREO 0,25 TREO 0,5 kontrola

Ryc.20. Wady rozwojowe 6-dniowych zarodkéw biorcow po sterylizacji i iniekcji
PGCs™H?61*](test Chi-kwadrat).

kontrola - zarodki, ktorym podano emulsj¢ Aqua pro injectione w oleju sezamowym
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Udziat wad patomorfologicznych u zarodkow pogrupowano réwniez pod
katem miejsca wprowadzenia cytostatyka. Wyniki byly zblizone, jednakze
nieznacznie wigcej embrionéw z nieprawidtowosciami w budowie odnotowano
w grupie, gdzie treosulfan byt podany do kuli z6ttkowej i wynosity one 10,81%
(Ryc. 21). Uzyskane roznice okazaly si¢ byC nieistotne statystycznie po
przeprowadzonej analizie statystycznej wykorzystujacej test Chi-kwadrat
(P>0,05).
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zarodki z wadami
patomorfologicznymi

% zarodkow
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Ryc.21. Wady rozwojowe 6-dniowych zarodkéw biorcow po sterylizacji i iniekcji
PGCsPKH2I] (test Chi-kwadrat).

| - zarodki, ktorym emulsj¢ roztworu treosulfanu podano do jamy podzarodkowej

Il - zarodki, ktérym emulsje roztworu treosulfanu podano do kuli z6ttkowej

Wszystkie  zarodki z  defektami  patomorfologicznymi  zostaly
pogrupowane, a nastepnie sfotografowane. Ich zdjegcia zebrano i przedstawiono
w postaci tabeli 27. w rozdziale 6.
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4. DYSKUSJA

Na $wiecie rozwijane s3 nowe technologie generacji transgenicznych
ptakow poprzez zastosowanie chimer plciowych, ktorych wlasciwe
krzyzowanie skutkuje produkcjg ptakow bioreaktorow (Bednarczyk i wsp.,
2003; Sang, 2006; van de Lavoir i wsp., 2006;).W podejsciu tym genetycznie
zmodyfikowane pierwotne komorki plciowe bedace nosnikami obcego DNA
wprowadza si¢ do zarodkow kurzych celem integracji z genomem gospodarza
(Speksnijder i wsp., 1999). Ponadto, PGCs i ptasie chimery piciowe moga by¢
wykorzystywane w biokonserwacji zagrozonych gatunkow ptakow (Naito,
2003), poprzez sztuczng ich generacjg(wprowadzenie PGCs ptakow
zagrozonych wyginieciem do wysterylizowanych zarodkéw kurzych i tym
samym "produkcji" tych ptakéw przez biorcéw komorek), w hodowli zwierzat i
przemysle migsnym (Song i wsp., 2005) poprzez zmian¢ proporcji plei
(wczesniejsze seksowanie egzogennych PGCs), a takze jako narzedzie do
zrozumienia ztozonych mechanizméw rozwoju zarodkowego ptakow (Tagami 1
Kagami, 1998). Za wykorzystaniem PGCs w produkcji chimer, przemawiaja ich
unikalne wlasciwos$ci. Zwigzane sg one z zachowaniem si¢ PGCs oraz drogg ich
migracji z regionu potksi¢zyca, poprzez krwiobieg, az do zawigzkow gonad, co
daje mozliwos$¢ powtarzalnej i efektywnej produkcji chimer piciowych.

Duzym utrudnieniem w produkcji ptasich chimer plciowych jest
konieczno$¢ opanowania cyklu trudnych, pracochtonnych metod identyfikacji,
izolacji 1 hodowli pierwotnych komorek plciowych, ich ewentualnej
modyfikacji genetycznej/znakowania, skutecznym wprowadzeniu do zarodkow
biorcow, zapewnienie optymalnych warunkéw do ich migracji i proliferacji
oraz przeksztatcenie si¢ w funkcjonalne gamety. Dopiero po spetnieniu tych
wszystkich warunkéw mozna liczy¢, po wylegu, wychowie i wzajemnym
krzyzowaniu chimer na dziedziczenie genotypu dawcy PGCs (wzbogaconego o
ewentualny transgen) w kolejnych pokoleniach.

W dostepnym pismiennictwie nie znaleziono podobnych ztozonych badan,
a jedynie prace skupiajace si¢ na poszczegolnych aspektach-metodach, ktore
uwzgledniono w opracowaniu tej dysertacji. Do przyktadéw nalezg prace
dotyczace sposobdéw izolacji i oczyszczania PGCs (Tajima i wsp., 1998; Li i
wsp., 2005; Mozdziak i wsp., 2005; Nakajima i wsp., 2011; Naeemipour i
Bassami, 2013b), zastosowania réznych uktadow genotypéw w roli dawcow i
biorcow PGCs (Yasuda i wsp., 1992; Kagami i wsp., 1997; Park i wsp., 2003a i
2003b; Ishiguro i wsp., 2009; Wernery i wsp., 2010; Kang i wsp., 2011; van de
Lavoir i wsp., 2012; Park i Han, 2013) lub sterylizacji zarodkéw biorcow
(Mohsen i Ahmed, 2002; Song i wsp., 2005; Motono i wsp., 2009; Nakamura i
wsp., 2010; Park i wsp., 2010; Lee i wsp., 2013).

Przedstawione w niniejszej pracy badania dotyczace zachowania sie
pierwotnych komoérek piciowych dawcy i biorcy, skupiaja si¢ na czterech
glownych zadaniach, ktorych wyniki sg dyskutowane, w $wietle wcze$niejszych
badan z tego zakresu.
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4.1. OPTYMALIZACJA SPOSOBU IZOLACJI PIERWOTNYCH
KOMOREK PL.CIOWYCH Z GONAD 6-DNIOWYCH
ZARODKOW KURZYCH

Pierwotne komorki piciowe wyizolowano z gonad 6-dniowych kurzych
zarodkow. W celu potwierdzenia charakteru PGCs, wyizolowana zawiesing
komorek wybarwiono z uzyciem kwasu paraaminosalicylowego (ang. Peridic
Acid Solution - PAS).Barwienie PAS jest standardowa, prosta i tanig metoda
identyfikacji kurzych PGCs (Tagami i Kagami, 1998). Jest to metoda szeroko
wykorzystywana przez lata w badaniach nad kurzymi PGCs (Meyer, 1964;
Yasuda i wsp., 1992; Kagami i wsp., 1997; Jung i wsp., 2005; Nakajima i wsp.,
2011; Naeemipour i wsp., 2013). Nalezy jednak zaznaczy¢, iz jest to reakcja
charakterystyczna dla kurzych PGCs. Dla poréwnania, przepiorcze PGCs nie
moga by¢ identyfikowane ta metoda, gdyz nie posiadaja czasteczek glikogenu
(Chang i wsp., 2010). Przeprowadzona w badaniach wlasnych analiza
morfologiczna $wiezo wyizolowanych PGCs wykazala obecnos¢ duzych,
okragtych komorek o $rednicy od 14-19um. Jak wykazano (Fot. 3 i 6),
cytoplazma tych komoérek zawierala liczne ziarna materialu zapasowego w
postaci glikogenu, ktore barwig si¢ specyficznie fuksyng w reakcji PAS.
Obserwacja mikroskopowa, pod wickszym powickszeniem wykazala takze
obecnos$¢ duzego jadra komodrkowego o S$rednicy ok. 9um, potozonego
acentrycznie, ktére nie wykazywalo powinowactwa do barwnikow PAS.
Niektore z PGCs posiadaty pseudopodia i nieregularny ksztalt, co rowniez jest
charakterystyczne dla tych komodrek na tym etapie rozwoju (Kuwana i
Rogulska, 1999).

W pi$miennictwie cze¢sto mozna spotka¢ takze dodatkowe procedury
oczyszczajace zawiesing PGCs (izolowanych z krwi jak 1 z gonad) z
zanieczyszczen drobin tla oraz innych niepozadanych komodrek somatycznych
jak np. elementéw morfotycznych krwi. Naleza do nich wirowanie w gradiencie
Percollu (Qishi, 2010), wirowanie w gradiencie Ficollu (Yasuda i wsp., 1992;
Park i wsp., 2003b), Nycodenz (Zhao i Kuwana, 2003), liz¢ erytrocytow przy
pomocy buforu ACK (ammonium chloride-potassium) (Yamamoto i wsp.,
2007), immunomagnetyczne oddzielanie komorek metoda MACS (magnetic-
activated cell sorting) (Ono i Machida, 1999; Wei i wsp., 2001; Kim i wsp.,
2004; Kang i wsp., 2009; Naeemipour i Bassami, 2013) oraz zastosowanie
systemu FACS (fluorescence-activated cell sorting) wykorzystujacego reakcje
przeciwcial monoklonalnych przeciwko SSEA-1 (Mozdziak i wsp., 2005;
Motono i wsp., 2010). Metody FACS i MACS sprawdzaja si¢ takze w
oczyszczaniu PGCs uzyskiwanych z gonad. Co prawda powyzsze metody sg
skuteczne, gdyz otrzymana zawiesina PGCs charakteryzuje si¢ wicksza
czystoscig i jednorodno$cig, jednak jak wynika z przytoczonych badan, w
czasie trwania tych procedur bezpowrotnie traci si¢ duzg ilos¢ PGCs, a te ktore
przetrwaja sg ostabione i charakteryzujg si¢ mniejszg zywotnoscia. W zwigzku z
powyzszym, w badaniach witasnych zrezygnowano z procedur oczyszczania
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komorek PGCs. Dbajac jednak o ich jakosé¢, gonady pobierano do probowki z
roztworem PBS, ktora caly czas znajdowata si¢ na bloku grzewczym
(temperatura 37,8°C).

Do produkgc;ji ptasich chimer PGCs mogg by¢ izolowane z blastodermy w
stadium X, czy tez z krwi 2,5-3 dniowych zarodkow, jednak uzyskane z tych
tkanek PGCs sa nieliczne. Najwigkszg liczbe¢ PGCs do manipulacji
biotechnologicznych mozna uzyska¢ izolujac je z gonad 5-7 dobowych
zarodkéw. W zwiazku z powyzszym, w niniejszej pracy PGCs izolowano z
gonad 6 dniowych zarodkéw kurzych. Zachowanie si¢ pierwotnych komorek
ptciowych pod katem zdolnosci do migracji z gonad zbadano izolujac je trzema
réznymi metodami. Przedstawione metody izolacji PGCs z gonad 6-dniowych
zarodkow kurzych zostaly opracowane, w oparciu o badania Nakajima i wsp.,
(2011). Autor ten sugeruje nowa, prosta metode pozyskiwania gonadalnych
PGCs o wysokim stopniu oczyszczenia (ok. 50%) i wysokiej zywotnosci
poprzez inkubacj¢ gonad (w temperaturze 37,8°C i 5% nasyceniu CO,)
pochodzacych od 7-dniowych embriondow w roztworze PBS pozbawionym
jondw wapnia i magnezu (PBS[-]). Jest to obecnie najwydajniejsza metoda
izolacji PGCs z gonad zarodkow kurzych, gdyz w stosunkowo krétkim czasie
daje mozliwo$¢ uzyskania duzej liczby, dobrze oczyszczonych i zywotnych
PGCs (Nakamura i wsp., 2013).

W doswiadczeniu wlasnym, metoda ta zostala rozbudowana o
mechaniczne rozdrobnienie gonad(A) lub nadtrawienie ich 0,25% roztworem
trypsyny-EDTA(B), a takze w niezmienionej postaci stanowila grupe
kontrolng(C). W ten sposob, w prezentowanych badaniach, uzyskano bardzo
liczne PGCs. Najwigcej, bo az ponad 198 tysiecy komoérek uzyskano w grupie
kontrolnej, najmniej w grupie A (ponad 128 tysiecy komorek), gdzie gonady
dodatkowo rozdrobniono mechanicznie. Grupa gonad trawionych trypsyna-
EDTA uwolnita prawie 160 tysiecy komorek. Bardzo niska liczba uzyskanych
PGCs w grupie gonad mechanicznie rozdrobnionych moze by¢ wynikiem
Zlepienia si¢ komorek i przyklejenia do porozcinanej tkanki gonad w formie
duzych agregatow PGCs. Silne oddzielenie si¢ PGCs od gonad w dwodch
pozostatych grupach i ich migracja do PBS[-] moga wskazywa¢ na bardzo stabe
zwigzanie PGCs z komorkami somatycznymi gonad u 6-dniowych embriondw.
Nalezy zaznaczy¢ takze, iz $rednia liczba PGCs w zarodku wynosita od ok. 5,3
do ok. 8,2 x 10° PGCs, i byta znacznie wyzsza od danych literaturowych [np.
Motono i wsp., (2010) wyizolowat 1,0 x 10° PGCs na jeden zarodek, a
Mozdziak i wsp., (2006) ok. 0,7 x 10°]. Taka rozbiezno$¢ obok sposobu izolacji
moze wynika¢ takze z jakoSci zarodkoéw, ich pochodzenia, rasy i typu
uzytkowego, jak i przede wszystkim ze stopnia rozwoju gonad. Dostepne
badania sg bardzo zréznicowane i nieujednolicone w tym zakresie. Z reguly
PGCs pobierane sg z gonad w 27-28 stadium rozwoju wg H&H co przektada si¢
na 5-5,5 dobe inkubacji (Chang i wsp., 1997; Han i wsp., 2002). W badaniach
prezentowanych w tej pracy czas inkubacji jaj wynosit 6 dni co przyczynito si¢
do pojawienia si¢ wigkszej liczby PGCs w gonadach, gdyz mialy one wigcej

63



czasu na proliferacj¢. Rowniez wspomniany blok grzewczy uzywany podczas
dlugotrwatej izolacji gonad mogt przyczyni¢ si¢ do kontynuacji mnozenia si¢
PGCs.

Li i wsp., (2005) wykazal, iz najwigcej PGCs mozna uzyskaé izolujac je z
gonad ze stadium 28 (wg H&H). Izolacja ta musi by¢ jednak potaczona z
trawieniem tkanki 0,25% roztworem trypsyny-EDTA, aby uzyska¢ zawiesing
pojedynczych, wolnych od agregatéw PGCs oraz innych komorek
somatycznych, wchodzacych w sktad gonad. Roztwor trypsyny-EDTA
umozliwia uwolnienie PGCs uwigzionych w zwartej tkance wchodzacej w sktad
gonad. Czas trawienia nie moze by¢ jednak zbyt dlugi, gdyz nadtrawieniu moga
ulec rowniez PGCs, ani za krotki, gdyz nie wszystkie PGCs zostang uwolnione
z tkanki. Positkujac si¢ wynikami Chojnacka-Puchta i wsp., (2015) oraz
Sawicka i wsp., (2015) w przedstawionej pracy rowniez przyj¢to czas trawienia
trypsyna-EDTA réwny 60s. Uzyskana w badaniach wlasnych przezywalnos¢
PGCs poddanych trawieniu trypsyng-EDTA (ok. 72%) znacznie rozni si¢ od tej
prezentowanej przez Li i wsp., (2005) (ok. 90%). Roznica ta moze wynikaé z
przeprowadzonej po izolacji godzinnej inkubacji komérek w komorze CO, w
roztworze PBS pozbawionego jonow wapnia i magnezu. Utrzymywanie
komoérek przez jedng godzing bez jakiegokolwiek dodatku medium i
sktadnikow odzywczych moglo spowodowaé wyzsza $miertelnos¢ PGCs.
Potwierdzeniem tego wydaja si¢ by¢ zblizone wyniki przezywalnosci PGCs z
grupy gonad mechanicznie rozdrobnionych (ok. 73%) i nienaruszonych-
kontrolna (ok. 76%).

Zachowanie si¢ gonadalnych PGCs oceniono takze w odniesieniu do
zdolnosci adhezyjnych PGCs wzgledem siebie, tj. do tworzenia agregatow.
Kontrolowanie procesow agregacji PGCs to jeden z kluczowych czynnikéw do
utrzymania wysokiej liczby komorek nadajacych si¢ do dalszych manipulacji
(Yu iwsp., 2011). PGCs po opuszczeniu gonad w warunkach hodowli in vitro
zaczynaja gwalttownie formowac¢ agregaty komoérkowe (Di Carlo i De Felici,
2000). Jest to spowodowane obecnoscig biatkowych czasteczek adhezji
komorkowej (ang. cell adhesion molecules - CAMSs) na powierzchni PGCs,
ktore dziataja jako swoisty czynnik sklejajacy znajdujace si¢ w bliskiej
odlegtosci komorki (Karagenc i Petitte, 2000). W dostepnej literaturze nie
znajdujemy natomiast wzmianki o zalezno$ci pomiedzy sposobem izolacji
PGCs z gonad, a tworzeniem si¢ agregatow komorkowych. Metoda
nadtrawiania trypsyng-EDTA jako jedyna nie data efektu pojawienia si¢ takich
konglomeratow we wszystkich trzech powtoérzeniach eksperymentu, co moze
wskazywa¢ na zdolno$ci inaktywacyjne trypsyny-EDTA wzgledem CAMs.
Przypuszcza si¢ takze, iz w pozostatych grupach (A i C) duza ilo$¢ komorek
somatycznych wchodzacych w sktad gonad, ktére nie poddane trawieniu,
zadziataty jako substancje spajajace PGCs.
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4.2. BADANIE WPLYWU DAWCY I BIORCY KOMOREK, NA
DETEKCJE EGZOGENNYCH PIERWOTNYCH KOMOREK
PL.CIOWYCH W GONADACH ZARODKOW BIORCOW

Migracja PGCs przenoszonych w obrebie kurczat tych samych ras/typow
jak na razie nie jest mozliwa do zmierzenia, gdyz nie odkryto jeszcze
odpowiedniego i fatwego w detekcji markera genetycznego pozwalajacego na
odroznienie dawcow i biorcow komoérek (Motono i wsp., 2010). Jedynie
wczesniejsza modyfikacja komorek z wykorzystaniem np. genu markerowego
— green fluorescent protein (GFP) pozwala na identyfikacje tego genu w
zarodkach biorcach (Chojnacka-Puchta i wsp., 2015). Jest to jednak procedura
trudna, czaso- i kosztochtonna. W zwigzku z tym, w niniejszej pracy
zdecydowano si¢ na wyznakowanie PGCs fluorochromem PKH26.

Fluorochrom PKH26 jest powszechnie uzywanym znacznikiem
gonadalnych i krwioobiegowych PGCs w badaniach nad tworzeniem chimer
ptasich (Jeong i Han, 2002; Park i wsp., 2003a; Minematsu i wsp., 2004;
Yamamoto i wsp., 2007; Kang i wsp., 2008; Kang i wsp., 2009; Jung i wsp.,
2010; Nakamura i wsp., 2010; Kang i wsp., 2011; Nakajima i wsp., 2011;
Miyahara i wsp., 2014). Wiaze si¢ on nierozerwalnie z btong komorkowa
znakowanych PGCs, co umozliwia $ledzenie drogi migracji egzogennych
komorek i miejsca ich osadzenia si¢ w gonadach biorcow. Fototoksycznosé
PKH26 zostala zbadana na ludzkiej linii komérek hematopoetycznych (Oh i
wsp., 1999). Wykazano wowczas, ze sam fluorochrom nie wplywa negatywnie
na zywotno$¢ i rozwdj komorek. Dopiero wystawienie wyznakowanych
komoérek na $wiatlo fluorescencyjne mikroskopu drastycznie obniza te dwa
parametry.

Wyizolowane w badaniach wtasnych komorki poddano lub nie znakowaniu
fluorochromem PKH26 i umieszczono w medium wzrostowym OPTI-MEM® 1
w celu przeprowadzenia oceny zachowania si¢ PGCs w krotkoterminowe;j
hodowli PGCs in vitro. Wczeséniej dowiedziono, iz PGCs wyizolowane z 5-
dniowych zarodkow kurzych maja zdolno$¢ do mnozenia si¢ w warunkach in
vitro nawet podczas pierwszych dwoch dni hodowli pierwotnej (Allioli i wsp.,
1994), osiagajac nawet 3,8 krotny przyrost w czwartym dniu hodowli (Chang i
wsp., 1995). Ponadto wykazano, iz krotkie utrzymywanie in vitro PGCs moze
zwigkszy¢ wydajno$¢ transmisji germinalnej (Park i wsp., 2003b). W badaniach
wiasnych, po kilku godzinach od umieszczenia PGCs w dotku hodowlanym,
komorki somatyczne zaczely przywiera¢ do powierzchni dna naczynia i
formowa¢ si¢ w fibroblasto-podobna warstwe na ktorej utrzymywaty sie
nieadherentne PGCs. Po pierwszym dniu hodowli, PGCs zaczynaly tworzy¢
skupiska sktadajace si¢ z kilku, kilkunastu komoérek i przyklejaé si¢ do warstwy
fibroblastu. W trzecim dniu hodowli w medium OPTI-MEM® I komorki
zaczely gwaltownie si¢ kurczyé a ich cytoplazma ciemnie¢. Smieré komorek
PGCs™ % jak i PGCs™ 28 nastapita najprawdopodobniej w wyniku braku

65



substancji odzywczych, braku czynnikow wzrostowych oraz innych
suplementow potrzebnych do prawidtowego rozwoju.

Innym wyjasnieniem moga by¢ niemozliwe do uniknigcia fizyczne i
fizykochemiczne urazy spowodowane podczas izolacji PGCs oraz w trakcie
kolejnych procedur, ktore w konsekwencji przyczynily si¢ do $mierci tych
komorek. Spadek catkowitej liczebnosci PGCs w krotkoterminowej hodowli
moze by¢ tlhumaczony, jak wspomniano, brakiem czynnikow wzrostowych w
medium, co prowadzi do $mierci komorek. Do podobnych wnioskéw doszedt Li
i wsp., (2005), ktory w swojej krotkoterminowej hodowli gonadalnych PGCs
uzywal medium TCM-199 z 10% dodatkiem cielgcego serum zaobserwowat
zmniejszong z 80,5% do 7,9% zywotnos$¢ §wiezo wyizolowanych PGCs po 72h
hodowli in vitro.

W  badaniach wiasnych, pomigdzy pierwszym a trzecim dniem
utrzymywania PGCs in vitro uzyskano co prawda 17,16% wzrost
przezywalnosci PGCs znakowanych PKH26 oraz 21,26%  wzrost
przezywalnosci PGCs nie wyznakowanych fluorochromem, jednak catkowita
liczba PGCs znacznie spadta w ciagu tych trzech dni. Spadek ten jest wickszy w
przypadku komoérek wyznakowanych fluorochromem gdzie odnotowano o
46,57% mniej komoérek w dniu trzecim, w poréwnaniu do dnia pierwszego.
Nieco mniejsza $miertelno$¢ na poziomie 39,40% uzyskano w grupie PGCs
nieznakowanych. Uzyskana nizsza przezywalnosé PGCs™ "1 w stosunku do
PGCs™ M2 moze byé wige zgodna ze wspomnianym wezesniej twierdzeniem
odnosnie fototoksycznego wpltywu fluorochromu. Wyznakowane komorki
zostaty poddane naswietlaniu UV pod mikroskopem podczas ich liczenia oraz
obserwacji hodowli na ptytce. Wowczas mogto dojs$¢ do fototoksycznego efektu
PKH26 i wzrostu zamieralnosci PGCs.

Cickawe konkluzje wysunat Kim i wsp., (2005). Zbadat on zachowanie si¢
przepiorczych PGCs - $wiezo izolowanych z 5-dniowych zarodkéw oraz
poddanych 3 dniowej hodowli in vitro w medium zoptymalizowanym wcze$niej
dla kurzych PGCs. Korzystniejsze pod wzgledem wylegowosci kurczat,
procentu kurczat chimerycznych oraz stopnia transmisji germinalnej okazaty si¢
by¢ PGCs nichodowane niz te poddane 3-dniowej hodowli. W zwigzku z
powyzszym oraz ze zmniejszong przezywalnoscia PGCs w trzecim dniu
hodowli, w niniejszej pracy zrezygnowano z badania wptywu krétkoterminowej
hodowli in vitro na mozliwo$ci migracyjne juz bardzo ostabionych PGCs
poprzez ich ponowng iniekcje do krwiobiegu biorcow.

W dostepnej literaturze mozemy ponadto znalez¢ zachowanie si¢ PGCs w
dhugoterminowych hodowlach in vitro (Kuwana i wsp., 1996; Macdonald i
wsp., 2010; Naito i wsp., 2010; Miyahara i wsp., 2014), jednak wykorzystane
tam pozywki sg znacznie bardziej ztozone od tej zastosowanej w badaniach
wiasnych, tak aby moc podtrzymac niezachwiany wzrost 1 proliferacje PGCs
bez wplywu na utrate aktywnosci migracyjnej i biologicznej. Obserwacje
zdolnosci migracyjnych PGCs pochodzacych z dtugoterminowych hodowli in
vitro sa sprzeczne. Han i wsp., (2002) uwaza, iz PGCs zachowuja swoje
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zdolnos$ci migracyjne, aktywnos¢ biologiczng i potencjat transmisji germinalnej
nawet po dwumiesigcznej hodowli in vitro. Ponadto nie traca potencjatu do
ekspresji markerow pluripotencji i integracji z gonadami biorcéw (Shiue i wsp.,
2009). Réwniez Park i wsp., (2003b) twierdzi, iz odpowiednie przygotowanie
in vitro komoérek PGCs przed wprowadzeniem ich do zarodkow biorcow
wplynie na zwigkszenie transmisji germinalnej u chimer. Z kolei Miyahara i
wsp., (2014), uwaza, iz dlugoterminowa hodowla PGCs obniza ich zdolnosci
migracyjne, co objawia si¢ mniejsza liczba egzogennych PGCs w gonadach w
porownaniu do $wiezo izolowanych PGCs wprowadzonych do zarodkow
biorcow. Wiadomo natomiast, iz PGCs zachowujg zwoje zdolno$ci do migracji
w krwiobiegu zarodkow biorcow, do Kkolonizacji gonad oraz do tworzenia
funkcjonalnych gamet nawet po poddaniu ich mrozeniu w cieklym azocie
(Tajima i wsp., 1998) czy oczyszczaniu w gradiencie Ficollu (Jeong i wsp.,
2002) czy Percollu (Chojnacka-Puchta i wsp., 2015).

W Kkolejnym etapie niniejszej pracy zbadano zachowanie si¢ kurzych
pierwotnych komorek ptciowych pod katem zdolnosci migracyjnych PGCs
dawcy w organizmie biorcy. W oparciu o % zarodkow u ktérych wykryto
widoczne, wyznakowane fluorochromem PGCs wybrano wydajniejsza
kombinacj¢ genotypéw: Ross 308 —>zielononozka kuropatwiana. Teoretycznie,
na taki wynik moglto wptyna¢ wiele czynnikéw. W badaniach wtasnych,
czynniki, ktore moglty mie¢ znaczenie, t0 uwarunkowany genetycznie potencjat
proliferacyjny i zdolno$ci migracyjne PGCs dawcow oraz zdolno$ci biorcow do
przyjmowania egzogennych PGCs, ktore mogg rozni¢ si¢ pomig¢dzy rasami
uzytymi w badaniach wilasnych. Innym wyjasnieniem moze by¢ zwigzana z
rasami rézna aktywno$¢ enzymow oraz innych substancji biorgcych udzial w
migracji PGCs, a takze dopasowanie stadiow rozwojowych dawcow i biorcow
PGCs.

Na uzyskane w badaniach wyniki dotyczace uktadu dawcow i biorcow,
rzutowa¢ mogt zalezny od ras potencjal proliferacyjny osiadtych w gonadach
biorcow egzogennych PGCs i wspotzawodnictwo o miejsce w gonadach z
endogennymi PGCs. W literaturze nie znajdujemy informacji jak wzgledem
powyzszego mogly zachowywac si¢ PGCs zielononozki kuropatwianej i Ross
308. Zespot Nakamura i wsp., (2011) wykorzystal PGCs pochodzace od trzech
roznych ras kur: White Leghorn, Barred Plymouth Rock i Fayoumi.
Wprowadzajac taka samg liczbe komorek do krwiobiegu zarodkéw biorcow
udowodnil, iz liczba wiaczonych egzogennych PGCs w gonadach 6-dniowych
zarodkow biorcow rdézni si¢ statystycznie pomiedzy uzytymi rasami kur.
Roznice te wplynety na p6zniejszy stosunek pomiedzy komoérkami ptciowymi
pochodzenia egzo- i endogennego. Wiadomo zatem, iz potencjat do namnazania
si¢ PGCs in vivo w gonadach moze r6zni¢ si¢ pomigdzy rasami kur. Zdolnosé¢
do proliferacji PGCs moze réwniez rozni¢ si¢ w hodowli in vitro (Miyahara i
wsp., 2014) - PGCs izolowane od zarodkéw Barred Plymouth Rock uzyskaty
wigkszy stopien proliferacji niz izolowane od Leghorna. Jednak, w
doswiadczeniu wlasnym nie odnotowano statystycznie istotnej zaleznoS$ci
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pomiedzy zachowaniem si¢ PGCs izolowanymi od zarodkéw Ross 308 lub
zielonondzki odnosnie zdolno$ci do proliferacji in vitro, co nie wyklucza takich
zalezno$ci w warunkach in vivo, badz w precyzyjnie dopasowanym medium
hodowlanym.

Rozmiar populacji PGCs moze si¢ r6zni¢ w zalezno$ci od gatunku oraz
typu towarowego dawcy, a nawet pomiedzy réznymi stadami ptakow. W
badaniach wlasnych nie stwierdzono jednak statystycznie istotnych réznic w
liczbie komorek uzyskanych od zarodkéw zielononodzki kuropatwianej lub
zarodkow Ross 308 (odpowiednio 3,788 x 10° vs 3,33 x 10°). Roéwniez w
dostepnej literaturze nie znaleziono publikacji, w ktérej porownywano liczbe
PGCs pomigdzy rasami ptakoéw, jednak istnieja pojedyncze wzmianki o doborze
ras dawcow 1 biorcow tych komorek. Naito i wsp., (1994) udowodnit ze
efektywno§¢ transmisji germinalnej moze by¢ zwigkszona nawet 3,5-
krotniejezeli rasy dawcow i biorcoOw zostang odpowiednio dobrane. W swoich
badaniach lepsze rezultaty uzyskat, przyjmujac za dawce biatego Leghorna, a za
biorce kury rasy Barred Plymouth Rock niz w odwrotnej kombinacji. RoOwniez
inni autorzy (Ono i wsp., 1998a i b; Park i wsp., 2003b) wskazuja, iz
odpowiednia kombinacja ras uzytych do roli dawcéw i biorcéw moze wplynaé
na poprawe badz pogorszenie stopnia chimeryzmu i transmisji germinalnej. Co
wiecej, wydajno$¢ ta moze by¢ rowniez zmieniana przez kombinacje linii
towarowych w obrebie rasy (Nakamura i wsp., 2010). Powyzsze badania oraz
wyniki wlasne dowodzg, iz problem niskiej liczby egzogennych PGCs
zintegrowanych z zarodkami biorcéw moze by¢ rozwiazany przez odpowiedni
dobor genotypdéw dawcow i biorcoéw komorek.

Podobne wnioski wysuni¢to w niniejszej pracy. Ponad 16,5 razy
efektywniejsza (54,5% vs 3,3%) okazata si¢ kombinacja gdzie dawca PGCs byt
Ross 308, a biorca zielononozka kuropatwiana, w porownaniu do odwrotnego
uktadu. Roéwniez homogenne kombinacje wykazaty znaczgce roznice.
Zielonono6zki charakteryzowaty sie w tym wzgledzie wyzsza liczbg zarodkow u
ktorych detekowano egzogenne PGCs w gonadach biorcow (19%), podczas gdy
w grupie Ross 308 uzyskano tylko 8,3% chimerycznych zarodkow.

W przypadku kur mamy do czynienia z asymetryczng migracja PGCs -
wigcej komorek migruje w kierunku lewej anizeli prawej gonady (Ono i wsp.,
1996; Nakamura i wsp., 2007), co w konsekwencji moze da¢ wyzsza liczbg
proliferujacych PGCs w lewej gonadzie (Nakajima i wsp., 2011). W badaniach
wlasnych nie mierzono jednak liczby egzogennych PGCs w poszczegdlnych
gonadach, dlatego wymagane sg dalsze optymalizacje w tym kierunku.

Zmniejszenie zdolnosci migracyjnych komorek zarodkowych w réznych
uktadach genotypéw moze takze wynika¢ ze zréznicowania ich sktadu
chemicznego pomigdzy rasami i typami uzytkowymi kur. W niniejszej pracy
nie prowadzono jednak badan poréwnujacych sktad chemiczny PGCs
izolowanych od Ross 308 czy zielonon6zki. Wiadomo jednak, iz w migracje
PGCs w kierunku zawiazkéw gonad zaangazowane sa takie substancje jak
integriny, CXCR4 (Stebler i wsp., 2004; Kunwar i wsp., 2006; Motono i wsp.,
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2008), czasteczki zewnatrzkomoérkowego matrixu, takie jak lamininy,
fibronektyny, siarczan chondroityny, kolagen typu IV (Urven i wsp., 1989) i
tenascyna-C (Anstrom i Tucker, 1996). Wysuwa si¢ przypuszczenie, iz
wielkos$¢ ekspresji tych substancji rézni si¢ pomigdzy rasami Ross 308 i
zielononozka kuropatwiang.

Innym wyjasnieniem uzyskanych w niniejszej pracy wynikow moze by¢
asynchronia stopnia rozwoju dawcow i1 biorcow PGCs pochodzacych od
réznych ras. Mimo, iz w badaniach wtasnych wykorzystano PGCs pochodzace
od 6 dobowych zarodkéw i wprowadzono je do 3,5 dobowych embrionow, to
stopien rozwoju zarodkdw Ross 308 znacznie si¢ roznit od zielonondzki
kuropatwianej co moglo wptynaé na zachowanie si¢ PGCs. Ta ostatnig, jako
stara, rodzimg ras¢ - mato zmieniong genetycznie cechuje wolniejszy rozwdj
zarodkowy niz kurczeta Ross 308, ktore przez lata poddawano bardzo duzej
presji selekcyjnej (Buzata i wsp. 2015). Innymi stowy w badaniach wlasnych
zaobserwowano, iz 3,5-dniowe oraz 6-dniowe zarodki Ross 308 sa wigksze i
bardziej rozwinigte niz 3,5-dniowe oraz 6-dniowe zarodki zielononozki. Ta
roéznica anatomiczno-fizjologiczna mogta mie¢ wptyw na uzyskane w wyniki.
Precyzujac, w stadium 13-15 (H&H) PGCs opuszczajg serce rosngcego zarodka
i kontynuuja swoja wedrowke w kierunku zalagzkéw gonad. W czasie tych
stadiow, brzuszna aorta rozwija si¢ najpierw w kierunku doglowowym, a
dopiero potem doogonowym (Bernardo i wsp., 2012). W zwigzku z tym, kiedy
mikroiniekcja egzogennych PGCs zostanie wykonana zanim nastgpi
wspomniany rozw0j naczyn krwionosnych, badz kiedy niemozliwe bedzie
wktucie si¢ w brzuszne odgalezienie aorty, komérki mogg zosta¢ uwigzione w
sieci naczyn wlosowatych glowy - tak mogto by¢ w badaniach wtasnych.
Potwierdzeniem tego wydaja si¢ by¢ badania Nakamura i wsp., (1991), gdzie
PGCs odktadajg si¢ w poblizu glowy u embriondw pozbawionych brzusznej
czesci. Wykazano, iz od 8,7% do 20% catkowitej populacji PGCs odktada si¢ w
okolicach gtowy embriona jako tzw. zewnatrzgonadalne PGCs i jest naturalnym
zjawiskiem (Nakamura i wsp., 1988; Yasuda i wsp., 1992; Kuwana, 1993;
Ishiguro i wsp., 2009). Wydaje sie zatem, iz na uzyskang w pracy wydajnos¢
produkcji chimer ptciowych ma wptyw stopien zsynchronizowania zarodkoéw
dawcow i biorcow, pochodzacych od roéznych ras, a takze proporcja i
rozlokowanie PGCs dawcy migrujacych w kierunku gonad zarodka biorcy.
Ciekawe jest to, iz PGCs gonadalne maja nizszy potencjat do zagniezdzenia si¢
w gonadach po wprowadzeniu do zarodka biorcy, niz PGCs izolowanych z krwi
(Naito i wsp., 1994; Han i wsp., 2002; Park i wsp., 2003b).

W pracy wlasnej zrezygnowano z izolacji PGCs z krwi, gdyz jest to
metoda duzo trudniejsza, bardziej pracochtonna i dajaca niewielka liczbe PGCs.
Jednak, w przypadku kiedy PGCs izolowane sa z gonad 5-7 dniowych
zarodkéw i wprowadzane do krwiobiegu 2,5-3,5-dniowych zarodkow wskaznik
transmisji germinalnej gamet pochodzacych od dawcy komorek sigga do mniej
niz 28%. Ten sam wskaznik osiaga duzo wigksze wartosci (prawie 98%) kiedy
dawcy PGCs sa na takim samym etapie rozwoju co biorcy (Naito i wsp., 2007).
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Minematsu i wsp., (2004) oceniat zdolno$ci migracyjne PGCs izolowanych z
r6znych stadiow rozwojowych zarodkow kurzych uzywajac dwoch indykatorow
- procentu zarodkdw biorcow z obecnymi w gonadach PGCs wyznakowanymi
fluorochromem PKH26 oraz catkowitej liczby wyznakowanych PGCs w tych
gonadach. Pierwszy ze wspomnianych wskaznikow wynosil 100% kiedy
dawcami PGCs byly 6,5 i 10,5-dniowe zarodki, natomiast drugi wykazywat
nizsze wartosci gdy komorki izolowane byly od 14,5-dniowych i starszych
zarodkow. Jednak mimo zmniejszajacej si¢ (wraz z kolejnymi stadiami
rozwojowymi) zdolnosci ezgogennych PGCs do zagniezdzenia w gonadach
biorcow, nie ulega ona catkowitemu zahamowaniu nawet w przypadku gdy
PGCs pochodzg od 20-dniowego dawcy (Naito i wsp., 2007). Zas sam potencjat
do réznicowania si¢ w gamety nie ulega uposledzeniu nawet jezeli PGCs
zostang wyizolowane z r6znych stadiow rozwojowych zarodkéw kurzych (Jung
i wsp., 2010). Wiasne badania potwierdzaja powyzsze. W ukltadzie R>ZK
(najkorzystniejszym) komorki byly pozyskiwane z 6-dniowych embrionow
Ross 308 i wprowadzane do 3,5-dniowych embrionéw zielonondzek.
Przypuszcza si¢ wowczas, iz biorcy, byli wtedy w najkorzystniejszym (sposrod
testowanych uktadéw) stadium rozwojowym do przyjmowania egzogennych
PGCs. W odwrotnym uktadzie (ZK - R) biorcy, zwazywszy na to, ze cechuje
je szybszy rozwdj zarodkowy, byli juz "za starzy" na tak optymalne przyjecie
komorek.

Mato prawdopodobnym jest, iz czynniki takie jak uktad ptci dawcow i
biorcow, liczba iniekowanych PGCs, ingerencje do struktury PGCs i ich
przygotowanie do iniekcji wplyngty na % wuzyskanych zarodkow
chimerycznych, gdyz elementy te byly state - nie réznicowaty grup.

Wedhug danych literaturowych uktad ptci dawcow i biorcow jest jednym z
czynnikéw, ktéry moze wplywaé na skuteczno$¢ wbudowywania si¢
egzogennych PGCs do gonad biorcow. Efektywnos¢ produkcji ptasich chimer
ptciowych oraz stopien transmisji zarodkowej sag wyzsze, kiedy dawca i biorca
komorek sg tej samej ptei (Tagami i wsp., 1997; Naito i wsp., 1999; Macdonald
i wsp., 2010; Yamaguchi i wsp., 2000; Kang i wsp., 2009; Park i Han, 2013). W
badaniach wlasnych komorki ktére zostaty uzyte do stworzenia chimerycznych
zarodkow pochodzity od obu pici, tzn. byly miksem samcow i samic. Uktadow
dawcow i biorcow nie rozgraniczano wiec pod katem pici. W zwigzku z tym,
jezeli plciowo-specyficzne réznice kurzych PGCs wptyngly na uzyskane
wyniki, to w podobnym stopniu we wszystkich uktadach.

Kolejnym czynnikiem, ktory byt staly w doswiadczeniu wiasnym, i nie
mial wplywu na uzyskane wyniki jest liczba iniekowanych PGCs, ktora
uwazana jest za jeden z najwazniejszych elementow wplywajacych na procent
chimeryzmu. Iniekcja wysokiej liczby egzogennych PGCs do embrionow
biorcow zwigksza liczb¢ PGCs wykazujacych migracje w kierunku zawigzkow
gonad (Kim i wsp., 2010). Z drugiej strony istnieje przypuszczenie, ze duza
liczba iniekowanych PGCs moze przyczyni¢ si¢ do obnizenia ich zdolno$ci
migracyjnych (Motono i wsp., 2010), a w konsekwencji do niewielkiego
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procentu chimeryzmu. Liczba wprowadzanych do zarodkow biorcow PGCs jest
bardzo zréznicowana pomigdzy dostepnymi danymi literaturowymi - od 50
(Nakajima i wsp., 2011), przez 900 (Kim i wsp., 2010) do az 3600-4000
PGCs/zarodek (Kang i wsp., 2008). Wykorzystana w badaniach wtasnych
liczba iniekowanych PGCs na jeden zarodek byta taka sama dla wszystkich
czterech uktadow dawcow i biorcow 1 wynosita ok. 1000 komérek, co rowniez
przyniosto efekt w postaci chimerycznych zarodkéw. Wyniki te sktaniaja do
zalozenia, ze duza liczba inieckowanych PGCs nie ma wplywu na obnizenie
zdolnos$ci migracyjnych PGCs.

Postepowanie z PGCs we wszystkich uktadach genotypow byto takie
samo, tak wigc ingerencje do struktury PGCs i postgpowanie in vitro z nimi nie
wplynety na uzyskane w badaniach wtasnych wyniki. Manipulacje takie jak np.
wykorzystane w niniejszej pracy wyznakowanie fluorochromem, (ktére jak
dowiedziono moze ostabia¢ PGCs), czy genetyczne modyfikacje (Kim i wsp.,
2010), moga uposledza¢ zdolno$ci migracyjne PGCs co spowoduje
wykluczenie ich z naturalnej wedréwki w krwiobiegu ku gonadom. Tylko
wykazujace wysoki stopien proliferacji manipulowane wcze$niej PGCs, moga
migrowa¢ do gonad. Jednak wiele z wyznakowanych fluorochromem komorek
PGCs osiadto w gonadach, co sugeruje ze komoérki pochodzace od dawcy
zachowaty wysoka aktywno$¢ biologiczng.

W pracy wlasnej zbadano takze jak ingerencja do krwiobiegu zarodkow
biorcow W postaci iniekcji PGCs oraz obecno$¢ otworu iniekcyjnego w
skorupie jaja wptywaja na przezywalno$¢ zarodkdw biorcow. Aby uchroni¢
zarodek przed $miercia spowodowana zakazeniem w badaniach wilasnych
wydrgzone w skorupach otwory zaklejano jalowym parafilmem o wymiarach
ok. 2x2cm.Uzyskano wowczas znaczaca roznice (7,16%) w przezywalnosci 6
dobowych zarodkow poddanych lub nie iniekcji PGCs wyznakowanych
fluorochromem. Uzyskane w badaniach wiasnych wyniki przezywalno$ci
zarodkow znacznie réznig si¢ od uzyskanych przez zespdt Zhang i wsp.,
(2013). Autor poréwnat migdzy innymi wylggowos¢ kurczat z wydrazonym w
jaju otworem iniekcyjnym oraz kurczat dodatkowo iniekowanych egzogennymi
transfekowanymi komoérkami do tarczki zarodkowej. Wykazano wtedy znaczna
roznice (odpowiednio 35% 1 5,21%) w wylegowosci kurczat. Zatem
Zmniejszajaca si¢ przezywalno$¢ zarodkéw moze sugerowaé, iz iniekcja
egzogennych PGCs jak i sam otwor iniekcyjny wplywaja na rozwoj
embrionalny. W badaniach wtasnych co prawda nie doprowadzano do wylegu
pisklat, jednak uzyskana, w pordéwnaniu do przytoczonych prac, znacznie
wyzsza przezywalnos¢ zarodkow w 6. dniu inkubacji (91,15% dla zarodkow
inickowanych i1 98,31% dla zarodkéw nieinickowanych, ale z wydrazonym
otworem iniekcyjnym) wskazywataby raczej na negatywny wptyw ingerencji
do krwiobiegu, anizeli wptyw otworu iniekcyjnego. Inni autorzy podaja, iz
rowniez miejsce iniekcji ma wplyw na przezywalno$¢ manipulowanych
zarodkéw (Han 1 wsp., 1996; Bednarczyk i wsp., 2000). W badaniach wtasnych
zdecydowano si¢ na nawiercanie jaj w tgpym koncu. Han i wsp., (1996)
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testowat trzy miejsca iniekcji - ostry koniec, tepy koniec i bok jaja - pierwsza
metoda okazata si¢ by¢ najwydajniejsza, a zachowana i nieuszkodzona komora
powietrzna 1 podwdjna warstwa parafilmu mialy przyczyni¢ si¢ do
prawidlowego rozwoju zarodka i przezywalnosci w 5. dniu na poziomie 81%
(Chang i wsp., 1997). Do odwrotnych wnioskéw doszedt zespdt Bednarczyka i
wsp., (2000), udowadniajac wyzsza wylegowos$¢ w przypadku nawiercania w
tepym anizeli w ostrym koncu (odpowiednio 41 i 9,8%). Duzo wazniejszym
czynnikiem od miejsca iniekcji jest tez wysoka sterylno§¢ wykonania zabiegu,
uzyskana w badaniach wlasnych dzigki wykorzystaniu komory laminarnej oraz
wczesniejszego odkazania skorupy jaj 75% alkoholem etylowym, przemywania
drazonej powierzchni roztworem antybiotyku oraz wczesniejszej sterylizacji
parafilmu pod promieniami UV.

4.3. METODA STERYLIZACJI ZARODKOW BIORCOW,
POPRZEDZAJACA INIEKCJE EGZOGENNYCH
PIERWOTNYCH KOMOREK PLCIOWYCH I JEJ WPLYW NA
PRZEZYWALNOSC I ROZWOJ ZARODKOW BIORCOW

4.3.1. Optymalizacja dawki treosulfanu iniekowanego do jaja na dwa
sposoby

Celem tego ectapu badan byla propozycja nowej wydajnej metody
sterylizacji zarodkoéw biorcow, umozliwiajgca lepsze warunki konkurencji
egzogennym PGCs. Zabieg sterylizacji zarodkéw wykonuje sie w celu
pozbawienia ich endogennych PGCs. Wykazano, iz usunigcie PGCs ze stadium
X tarczki zarodkowej spowodowato zmniejszenie liczby PGCs gospodarza i
zwickszenie transmisji zarodkowej po przeniesieniu komorek blastodermalnych
dawcy (Kagami i wsp., 1997). Z kolei usunigcie krazacych we krwi PGCs
bezposrednio przed wprowadzeniem "nowych" komorek, spowodowato jedynie
nieznaczne zwigkszenie poziomu transmisji germinalnej. Powodem tego jest
niewielka ilos¢ krwi odprowadzanej z zarodka (ok. jedna trzecia) i
pozostawienie znacznej liczby nietknigtych endogennych PGCs (Naito i wsp.,
1994). Z kolei naswietlanie zarodkow promieniami UV powoduje spadek liczby
endogennych PGCs do mniej niz 30% komorek grupy kontrolnej -
niesterylizowanej (Aige-Gil i Simkiss, 1991a) oraz zwieksza $miertelno$¢ i
wystepowanie anomalii rozwojowych zarodkow.

Zblizone efekty przynosi promieniowanie y. Nalezy zaznaczy¢, iz wyniki
zmieniajg si¢ odpowiednio do dawki promieniowania (Park i wsp., 2010).
Naswietlanie z r6zna sita zarodkéw kurzych i przepiorczych promieniami X
przynosi podobne rezultaty (Li i wsp., 2001; Atsumi i wsp., 2008; Nakamura i
wsp., 2012). Dowiedziono, ze mikromagnetyczne fale hamujg aktywno$¢
mitotyczng  endogennych  PGCs, skutkujac zwickszong proliferacja
egzogennych PGCs w gonadach zarodkéw chimer (Atsumi i wsp., 2009). W
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efekcie zwigksza si¢ proporcja wprowadzonych PGCs do PGCs biorcy jak i
stopien transmisji zarodkowej (Nakamura i wsp., 2012).

Stopien chimeryzmu ptciowego oraz wielko$¢ transmisji germinalnej moze
zosta¢ zwiekszona przez sterylizacje zarodkow biorcéw przy pomocy substancji
chemicznych o charakterze cytostatykéw (Nakamura i wsp., 2010). Pod katem
takich wtasciwosci badano jedynie busulfan (Song i wsp., 2005) i tamoxifen
(Mohsen i Ahmed, 2002). Efektywnos$¢ sterylizacji busulfanem jest wysoka, ale
bardzo zrdéznicowana ze wzgledu na trudno$¢ podania stalej, powtarzalnej
dawki cytostatyka do zarodka. Poza tym resztki busulfanu pozostajace w
embrionie moga spowodowac apoptoze egzogennych PGCs (Nakamura i wsp.,
2013). Inne badania wykazaly, iz podanie busulfanu zarodkowi we wczesnych
etapach jego rozwoju, zahamowuje eliminacj¢ egzogennych PGCs,
umozliwiajac normalny rozwoj zarodka (Nakamura i wsp., 2009; Tagami i
Nakamura, 2011). Innym cytostatykiem, uzytym do sterylizacji zarodkow
kurzych jest tamoxifen (Mohsen i Ahmed, 2002). Jest to lek o dziataniu anty-
estrogenowym, o obnizonej zdolnosci do wywotywania powaznych skutkoéw
ubocznych. Podawany jednodniowym zarodkom kurzym zahamowat
nieznacznie migracje¢ PGCs z regionu podtksigzyca zarodkowego, dajac w
efekcie o ok. 16% mniejsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej populacje PGCs
w gonadach 10 dniowych zarodkéw.

W pracy wlasnej zrezygnowano z powyzszych metod ze wzgledu na
wysokie koszty aparatury do sterylizacji promieniowaniem, trudnosci
techniczne i manualne zwigzane z chirurgicznym usuni¢ciem PGCs, wysoka
toksyczno$¢ wymienionych wyzej substancji chemicznych, utrudniona
rozpuszczalno$¢ busulfanu oraz ze wzgledu na niska przezywalnos¢ zarodkow i
wystepowanie licznych anomalii rozwojowych we wszystkich wymienionych
sposobach sterylizacji. Podjeto wiec probe ustanowienia nowej metody
chemosterylizacji zarodkow kurzych z zastosowaniem substancji chemicznej o
nazwie treosulfan.

Wykorzystany w niniejszej pracy treosulfan jest strukturalnym analogiem
busulfanu. Zwigzki te pomimo, iz wykazuja wlasciwosci alkilujace, to réznig
si¢ jednak mechanizmem dziatania oraz aktywnos$cig cytotoksyczng. W
dostepnej literaturze nie znaleziono ani jednego przyktadu zastosowania tego
cytostatyka do eliminacji endogennych PGCs. Jego wybor powodowany byt
wczesniejszymi informacjami dotyczacymi jego zastosowania w medycynie
ludzkiej (Krzemieniecki i Zygulska, 2011) do eliminacji wolno i szybko
namnazajacych si¢ komodrek. Postanowiono zweryfikowac¢ jego aktywno$¢
cytostatyczng wzgledem zachowania sie kurzych pierwotnych komorek
ptciowych, rownocze$nie zbadano przezywalnos¢ zarodkow po aplikacji
treosulfanu.

Analizujac wyniki przezywalnosci zarodkow po szesciu dniach od podania
treosulfanu, zauwazy¢ mozna wyrazng zalezno$¢ pomiedzy zwigkszajgcym sie¢
stezeniem treosulfanu, a wzrastajaca $miertelnosciag zarodkow. Podanie
cytostatyka o koncentracji 2 mg/ml zwigkszyto od 3 do 6,88 razy liczg
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martwych zarodkow, w porownaniu do grupy kontrolnej (Aqua pro injectione).
Z kolei podanie treosulfanu o koncentracji 1 mg/ml spowodowato 2,25 do 3,44-
krotny spadek przezywalnosci zarodkéw. Wyniki najbardziej zblizone do
danych literaturowych (Nakamura i wsp., 2010; Lee i wsp., 2013) odnotowano
w grupie TREO 0,5 i TREO 0,25. Smiertelno$é zarodkéw w grupie TREO 0,5
byta o odpowiednio 1,2 i 1,57 razy wigksza od $miertelnosci w grupie
kontrolnej. Jedynie w przypadku grupy TREO 0,25 iniekowanej pod tarczke
zarodkowa zaobserwowano nieznaczny 1,2 wzrost przezywalnosci w
poréwnaniu do kontroli. W grupie iniekowanej do zoltka tym samym
rozcienczeniem treosulfanu uzyskano nieznaczny 1,1-krotny  wzrost
$miertelnosci zarodkow w odniesieniu do grupy kontrolnej. W innych
badaniach, w przypadku zarodkéw kurzych traktowanych 100pg busulfanu,
emulsyfikowanego lub nie 1% poliglicerolempolirycynoolenianu ich
przezywalno$¢ w siddmym dniu inkubacji wynosita odpowiednio od 68,2%
(1,4-krotny spadek w poréwnaniu do zarodkéw kontrolnych) do 77,65% (1,2
razy wigcej niz w grupie kontrolnej), skutkujac wylegowoscia na poziomie od
ok. 62% (Lee i wsp., 2013) do 36,4% (Nakamura i wsp., 2010). Dla
porownania, Mohsen i Ahmed, (2002) wykazal, iz $miertelno§¢ zarodkoéw
traktowanych tamoxifenem byta 0d1,05 do 1,31 krotnie wyzsza niz w grupie
kontrolnej. Istnieje zatem przypuszczenie, iz pozostajagce w jaju resztki
treosulfanu o0 koncentracji wigkszej niz 0,25 mg/ml nie ulegaja szybkiej
dezaktywacji i moga negatywnie wptywaé na przezywalnos¢ zarodkow.
Nieznany jest takze wplyw samego oleju sezamowego, wigec wymagane sg
dalsze analizy, ktore potwierdzityby te przypuszczenia.

W badaniach wiasnych obserwuje si¢ duza zalezno$¢ pomiedzy
zwigkszajaca dawka treosulfanu oraz malejaca liczba przetrwalych PGCs.
Rezultat taki $wiadczy o stalej, powtarzalnej ilo$ci cytostatyka dostarczonego
pod tarczke zarodkowa. Mozliwe jest to dzigki catkowitemu rozpuszczeniu si¢
substancji, co w przypadku busulfanu jest nietatwe (Aige-Gil i Simkiss, 1991b).
Odnotowano takze zalezno$¢ pomigdzy miejscem iniekcji a liczbg endogennych
PGCs. W prezentowanej pracy treosulfan zostat rozpuszczony w nietoksycznym
srodku do iniekcji - Aqua pro injectione i zemulsyfikowany za pomoca oleju
sezamowego. Olej ten dziatat jako transporter cytostatyka, gdyz wprowadzony
do zottka o wigkszej gestosci podptywat do goéry w kierunku tarczki
zarodkowej. Iniekcja bezposrednio do blastodysku i szybszy (niz w przypadku
iniekcji do zo6ttka) kontakt emulsji treosulfanu ze znajdujaca si¢ tam niewielka
populacja PGCs wyeliminowat wigcej PGCs niz w przypadku drugiej grupy,
gdzie cytostatyk musiat pokonaé najpierw warstwy zottka, by w koncu (droga
roéznicy gestoéci) dotrze¢ do PGCs umiejscowionych we wnetrzu tarczKi
zarodkowej.

Obliczono, iz sterylizacja treosulfanem przyniosta od 48,5 % do 96,4%
mniejszg liczbe PGCs w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Song i wsp., (2005)
podaje, iz zarodki traktowane busulfanem miaty o 63,4 do 83,7% mniej PGCs
niz grupa niesterylizowana. Z kolei zarodki Nakamura i wsp., (2010) posiadaly
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0 99,4% mniej PGCs w porownaniu do kontroli. W przypadku tamoxifenu
zarodki posiadaty o ok. 16 % mniej PGCs (Mohsen i Ahmed, 2002).Wymagane
sa jednak dalsze badania w kierunku wplywu treosulfanu na komorki
somatyczne tarczki zarodkowej.

4.3.2. Sterylizacja zarodkow i iniekcja pierwotnych komérek
plciowych, oraz ich wplyw na przezywalnos¢ i rozwéj zarodkow

W ostatnim etapie niniejszej pracy zbadano zachowanie si¢
wyznakowanych fluorochromem pierwotnych komoérek pitciowych dawcy w
wysterylizowanych gonadach zarodkow biorcow. Co ciekawe, liczba
poddanych sterylizacji zarodkéw z obecnymi egzogennymi PGCs <2611 pyla
nizsza (o 14,5% - 32,28%) niz w przypadku zarodkéw z etapu drugiego, gdzie
uzyskano nawet 54,5% chimerycznych zarodkow (Tab. 8). Nawet w grupie
kontrolnej, nie poddanej dziataniu treosulfanu, zaobserwowano nizsza (o 7,62%
- 21,17%) niz w etapie drugim liczbe zarodkéw z wbudowanymi PGCs
wyznakowanymi PKH26. Nie wykazano jednak istotnych réznic pomig¢dzy
sposobem wprowadzenia treosulfanu i jego koncentracjami, a liczbg zarodkow
z obecnymi w gonadach egzogennymi PGCs™ 1" co wskazuje, ze cytostatyk
ten, w momencie iniekcji obcych PGCs nie wykazywat juz letalnego wptywu na
wprowadzone w trzecim dniu komorki. Taki efekt pozwolit na odbudowanie
populacji PGCs przez egzogenne komorki i w przyszto$ci moze przyniesc
wysoki wskaznik transmisji germinalnej. W badaniach przeprowadzonych przez
zespOt Nakamura i wsp., (2010) krzyzowania testowe kurczat traktowanych
busulfanem wykazaty, iz egzogenne PGCs z duzym powodzeniem wbudowaty
si¢ do wysterylizowanych gonad zarodkoéw biorcéw oraz, ze busulfan nie
wykazywal juz cytotoksycznych wtasciwosci wzgledem wprowadzonych PGCs.
W niniejszej pracy nie badano jednak wptywu treosulfanu na stopien transmisji
zarodkowej, gdyz wymagatoby to przeprowadzenia lggu chimer piciowych i
utrzymywania ich do uzyskania dojrzalosci plciowej, a nastepnie
przeprowadzenia krzyzowan testowych, co znacznie wydtuzyloby czas trwania
doswiadczenia. Jednakze badania takie sg planowane w pdzniejszym czasie.

Zwigkszajaca si¢ dawka treosulfanu wstrzyknigta pod tarczke zarodkowa
lub do kuli zéttkowej zaptodnionego jaja kurzego wplyngta hamujaco na rozwoj
zarodkow, co objawito si¢ wigkszg liczbg zamar¢é w pierwszej dobie, wigksza
liczba wylewow w drugiej dobie oraz wigksza liczbg zamar¢ w 3. dobie w
porownaniu do grupy kontrolnej, ktéra nie otrzymata tego cytostatyka. Wiecej
przypadkow $mierci zarodkowej w pierwszych trzech dniach rozwoju
obserwowano w grupie iniekowanej pod tarczke zarodkowa (23 przypadki), niz
w grupie drugiej (16 przypadkéow). Tlumaczyé to mozna takze tym, iz
naruszenie integralnosci tarczki zarodkowej poprzez mechaniczne uszkodzenie
kapilarg iniekcyjng moze by¢ fatalne dla delikatnej blastodermy 1 w
konsekwencji spowodowaé zamarcie zarodka na tym badz p6zniejszym etapie
rozwoju. Samo za$ przebicie zottka, w przypadku grupy Il okazuje si¢ rowniez
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wplywac niekorzystnie na przezywalno$¢ embrionow w pierwszych trzech
dniach rozwoju. Dodatkowa ingerencja w trzecim dniu Zycia embriona w
postaci iniekcji PGCs wyznakowanych fluorochromem mogla réwniez
przyczyni¢ si¢ do nieznacznego zwigkszenia $miertelnosci zarodkow, jednak
nie zostalo to potwierdzone statystycznie. Wnioskuje si¢ zatem, iz to podanie
zwigkszajacej si¢ dawki cytostatyka, a nie iniekcja egzogennych PGCs wptywa
na wzrost $§miertelnos$ci zarodkéw w powyzszym przypadku.

W szostym dniu zycia zarodkéw oceniono morfologie zarodkéw pod
katem wystapienia patologii rozwojowych. Najwiecej anomalii zwigzane byto z
nieprawidlowa budowa gatki ocznej, z brakiem dzioba oraz z calkowita
deformacja ciata, a wigc podobnie jak w pracach odnoszacych si¢ do
tamoxifenu i busulfanu (Mohsen i Ahmed, 2002; Song i wsp., 2005; Yu i wsp.,
2012).W badaniach Mohsen i Ahmed (2002) wykazano, iz dawki 200 i 400ug
tamoxifenu moga by¢ uzyte do chemosterylizacji zarodkéw kurzych nie
wplywajac w wigkszym stopniu na ich $miertelnos¢ oraz wystepowanie
anomalii rozwojowych (0,07% przypadkéw), bardzo czestych w przypadku
iniekcji busulfanu. W badaniach wtasnych procent zarodkéw z anomaliami
rozwojowymi w grupie kontrolnej byl duzo wyzszy niz w przypadku
tamoxifenu (5,88%) i o prawie 10% nizszy niz w przypadku wigkszej (0,5
mg/ml) dawki treosulfanu. Pomimo, iz grupa, ktorej zaaplikowano treosulfan 0
koncentracjo 0,25 mg/ml charakteryzowata si¢ posrednimi wartoSciami
odnosnie procenta zarodkéw z nieprawidtowosciami budowy embrionéw, to
jednak nie odnotowano statystycznie istotnej zaleznosci dawki cytostatyka na
procent anomalii rozwojowych u zarodkéw. Istnieje takze przypuszczenie, iz do
powstatych anomalii przyczyni¢ takze mogt si¢ olej sezamowy, ktory
wykorzystany zostat jako nosnik roztworu treosulfanu. Wymagane sg jednak
dalsze badania w tym kierunku.
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5. WNIOSKI

1. Zachowanie si¢ pierwotnych komoérek ptciowych zalezy od: sposobu ich
izolacji, doboru dawcy/biorcy komorek, ich wyznakowania oraz sposobu
sterylizacji zarodka.

2. Najwieksza liczbg prawidlowych morfologicznie pierwotnych komorek
ptciowych (114 000; P < 0,05), nie tworzacych agregatow uzyskano inkubujgc
gonady nadtrawione 0,25% trypsyna-EDTA, w roztworze PBS pozbawionym
jonéw wapnia i magnezu.

3. Najwiekszy procent (54,5; P <0,01) zarodkéw posiadajacych egzogenne,
znakowane fluorochromemPKH26 pierwotne komorki plciowe odnotowano w
grupie, Ross 308/zielonon6zka kuropatwiana, odpowiednio dawca/biorca
komorek.

4. Cytostatyk treosulfan, zwtaszcza podany do jamy podzarodkowej, moze
by¢ stosowany jako czynnik do chemicznej sterylizacji zarodkéw kurzych.
Wraz ze wzrostem jego stezenia (koncentracja od 2 do 0,25 mg/ml) zwigksza
si¢ liczba wyeliminowanych endogennych pierwotnych komorek piciowych (od
48,5% do 96,4%), w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz  maleje
przezywalnos$¢ zarodkow biorcodw, natomiast procent zarodkow z egzogennymi
komoérkami dawcy nie ulega zmianie.

5. Cytostatyk treosulfan nie wpltywa istotnie na pojawienie sie
potworkowatosci u zarodkow poddanych jego dziataniu.
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6. TABELE ILUSTRACJI

Fot.8. Gonada nienaruszona z widocznymi migrujacymi komérkami PGC;
powiekszenie 100x; Axiovert 40 CFL Zeiss

Fot. 9. Migrujace komoérkami PGC z gonady nienaruszonej; Axiovert 40 CFL Zeiss
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Fot. 10. PGCs niewyznakowane fluorochromem - 1dzien hodowli in vitro; Axiovert 40
CFL Zeiss
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Fot. 11. PGCs wyznakowane fluorochromem - 2(géra) i 3 (d6t) dzien hodowli in vitro.
Widoczne w tle komorki fibroblastopodobne; Axiovert 40 CFL Zeiss
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Fot. 12. Wyizolowane z gonad pierwotne komoérki piciowe po wyznakowaniu PKH26;
A - $wiatlo biate; B -fluorescencja; Axiovert 40 CFL Zeiss
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Fot. 13. Pierwotne komorki ptciowe w kropli zawiesiny iniekcyjnej; Axiovert 40 CFL
Zeiss
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Tab. 24. Przetrwate PGCs z gonad sterylizowanych zarodkéw; Axiovert 40 CFL Zeiss

grupa l grupall

A

TREO 0,5

TREO 0,25
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kontrola

PKH26[+].
H

Tab. 25. Gonady wysterylizowanych zarodkow biorcéw z widocznymi PGCs
Axiovert 40 CFL Zeiss

grupa | grupa Il

TREO 0,25

100um

100um

kontrola

100um 100pm
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Fot. 14. Zarodek przesunigty - uniemozliwiona iniekcja

Fot. 15. Prawidtowe utozenie i rozwéj zarodka- 3. doba
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Fot. 16. Prawidlowy rozwdj - 6. doba
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PKH26[+]

Tab. 26. Przyczyny zamierania sterylizowanych i iniekowanych PGCs zarodkow.

grupa | grupa Il

STERYLIZACJA

Brak oznak
rozwoju ‘/
(mgtna .

zawarto$c) i o

Zamarcie
wok. 3
dobie
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PKH26[+]

Tab. 26. Przyczyny zamierania sterylizowanych i iniekowanych PGCs zarodkow.

grupa | grupa Il

INIEKCJA PGCsPKH26[4

Brak oznak
dalszego
rozwoju po
iniekcji
komoérek

Zamarcie
w 3-4
dobie

Zamarcie
w 5-6
dobie
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Tab. 27. Anomalie rozwojowe 6-dniowych zarodkow biorcéw po sterylizacji i iniekcji
PGCsPKH6IH

WADY ROZWOJOWE
2 3 4
o Tl

T
>
o

I TREO 0,25

I TREO 0.5

Oczy bardzo mate,
niedorozwi.nﬁte

kontrola

28,
Troje oczu Calkowita deformacja

4 3

II TREO 0,25

Zredukowane
srédmoézgowie
- "

II TREO 0.5

Zarodek bardzo maty Oczy bardzo mate, Oczy bardzo male,
niedorozwiniete niedorozwiniete
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SUMMARY

Biology and behavior of avian primordial germ cells (PGCs) differs from
those in mammals, which results in unique property - the ability to create avian
germ chimeras by introducing donor PGCs into bloodstream of 3,5-day-old
recipient embryos. Aim of this study was to investigate behavior of donor and
recipient PGCs.

Study focuses on three aspects: 1) isolation method of gonadal PGCs from
28-29 (H&H) stage donor embryos to obtain possible highest number of non-
aggregating cells; 2) examination of migratory capabilities of PGCs derived
from two different breeds / types of chickens, available throughout the country
(Ross 308 - R and green-legged partridgelike - GP) in the role of donor or
recipient of cells - at this stage, the effectiveness of donor/recipient
combinations was examined by fluorescence detection in gonads of recipient
embryos; 3) elaboration a new method of partial sterilization of recipients using
cytostatic - treosulfan (TREO), involving the elimination of endogenous PGCs
and combination of the most efficient methods of sterilization with
donor/recipient arrangement in order to create chimeric embryos, and to
investigate the effect of sterilization factor on the proper development of
recipients.

The result of carried out studies is the development of comprehensive
system that can provide an alternative to already existing production methods of
chicken germ chimeras particularly used in transgenic studies, as well as in
conservation of endangered species of birds and for breeding and animal
biology. During the studies 9.688 x 10° of PGCs derived from 581 6-day-old
donors were isolated. Those cells were injected into 513 recipient embryos, and
130 germ chimeras were obtained. The highest number of morphologically
normal, non-aggregated PGCs (114 000; P < 0.05) were obtained by incubating
gonads (predigested with 0.25% trypsin-EDTA) in PBS[-] solution. The largest
number of embryos (54.5; P < 0.01) with exogenous, labeled with PKH26 PGCs
were in R (donor of cells)/GP (recipient of cells) group. Number of eliminated
endogenous PGCs was increased (from 48.5% to 96.4%) in TREO dose-
dependent manner (concentrations: 2 - 0.25 mg/ml), especially when injected
into subgerminal cavity. As a result of TREO administration survival rate of
embryos decreases, while percentage of embryos with exogenous donor PGCs
does not change.

Behavior of PGCs depends on isolation method, applied combination of
donor/recipient, their labeling and sterilization method. Implementation of these
results, in particular concerning on the effects of treosulfan, in future will let to
extend the knowledge about mechanism of its working, as well as increase the
effectiveness of transgenic birds production with using PGCs.
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