Chimery ptakow
— howe mozliwosci
badawcze

Marek Bednarczyk

Technika transgenezy oznacza wprowadzenie funkcjonalne-
go materiatu genetycznego do komoérek szlaku ptciowego or-
ganizmu. Zwierzeta transgeniczne, stwarzajac unikalne moz-
liwosci badawcze, znajdujg wiele aktualnych i potencjalnych
zastosowan:

— w badaniach podstawowych;

— jako zrodto organow dla ksenotransplantacji;

— jako model w badaniach nad chorobami cztowieka;

— w produkcji biatek o charakterze terapeutycznym (biore-
aktory);

— w rolnictwie, np. w celu manipulacji poziomem cech pro-
dukcyjnych;

— do testowania szczepionek;

— do testowania substancji toksycznych, itd.

Ptaki, z uwagi na znaczne mozliwosci reprodukcyjne (np.
w przypadku kur: 200-250 szt. pisklat w ciggu roku, po 6 mie-
sigcach dojrzato$¢ piciowa, po 3 tygodniach wylag pisklat),
znaczne zréznicowanie genetyczne pomiedzy wyspecjalizo-
wanymi, czesto homozygotycznymi rodami oraz niski koszt
utrzymania, mogtyby stanowi¢ doskonaty model w wielu
z wymienionych zastosowan. Jednak specyficzny cykl rozwo-
jowy ptakéw sprawia, ze najczesciej stosowana w odniesie-
niu do ssakéw metoda mikroiniekcji DNA do jednego z przed-
jadrzy nie znajduje zastosowania. Czynione proby mikroiniek-
cji DNA do cytoplazmy komorki w okolice domniemanego
przedjadrza [7, 8, 14] okazaty sie¢ mato przekonywujgce, na-
wet jesli niektore z nich konczyly sie sukcesem — jedno trans-
geniczne piskle sposrod siedmiu [5] lub sposrod dwudziestu
pieciu [7] wylezonych. W wiekszosci przypadkow dochodzito
bowiem do stopniowej eliminacji egzogennego DNA, w miare
rozwoju embrionalnego i kolejnych podziatow komoérek. Przy-
puszcza sie, ze stwierdzane we wczesnych fazach rozwoju
zarodkéw biorcow obce sekwencje istniejg w formie episo-
malnej, a wiec nie ulegajg integracji w chromosomach biorcy
[7, 14]. Ostatnio uzyskano jednak pewne sukcesy po iniekcji
plazmidu, do ktérego wigczono transpozon, element pocho-
dzacy od Drosophila [15].

Wykorzystanie retrowiruséw do tworzenia ptakow transge-
nicznych nie ma perspektyw, mimo niewatpliwych sukcesow
poznawczych [3, 13, 16]. Poza metodycznymi niedogodno$-
ciami (ograniczenia wprowadzanego konstruktu do zaledwie
kilku kpz, konieczno$¢ odpowiedniego powinowactwa z infe-
kowanymi komérkami) istnieja wobec tej metody znacznie po-
wazniejsze zastrzezenia. Manipulacje patogenami nie znaj-
dujg akceptacji spotecznej, pomimo konstrukcji retrowiruséw
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replikacyjnie defektywnych. Obawy te sg uzasadnione, zwa-
zywszy przypadki uaktywnienia sig patogenéw lub ekspres;ji
niektérych gendéw komorki (protoonkogenéw) w wyniku inte-
rakcji obu genomoéw [1].

Od kilku lat rozwijajg sie badania nad wykorzystaniem ko-
moérek embrionalnych (komoérek blastodermalnych — BCs lub
pierwotnych komérek ptciowych — PGCs) do wprowadzania
egzogennego DNA do zarodka kury. Wedtug aktualnego sta-
nu wiedzy, tworzenie transgenicznych ptakow z wykorzysta-
niem komoérek BCs moze by¢ metoda z wyboru. Decydujg
o tym wiaéciwosci BCs: moga by¢ przenoszone z zarodkow
dawcéw do zarodkéw biorcéw, bra¢ udziat w tworzeniu so-
matycznych tkanek i kolonizowa¢ gonady biorcéw, moga byc
utrzymywane in vitro przez wiele dni, przechowywane po
zamrozeniu, moga byc¢ transfekowane i wykazywac ekspre-
sje obcych gendw in vitro i in vivo [2]. Metoda polega na
tworzeniu chimer i odpowiednim ich krzyzowaniu w celu iden-
tyfikacji chimer ptciowych, ktore mogtyby przekazywac poza-
dane cechy potomstwu, ewentualnie da¢ poczatek linii pta-
koéw transgenicznych.

Dotychczasowe prace z omawianego zakresu majg jednak
charakter fragmentaryczny, przede wszystkim z uwagi na wy-
soka émiertelno$¢ na réznym etapie rozwoju chimer i poten-
cjalnych chimer oraz ich niewielki odsetek w stosunku do
traktowanych embrionow.

Celem badan prowadzonych od kilku lat w Oddziale Ba-
dawczym Drobiarstwa Instytutu Zootechniki jest opracowanie
efektywnej metody tworzenia chimer kury, pozwalajgcej na
regularne uzyskiwanie znacznej ich liczby, bedacej materia-
tem wyjéciowym do dalszych wielokierunkowych badan. Po-
nadto, wspdlnie z Zaktadem Biologii Molekularnej Centrum
Onkologii Instytutu Marii Curie-Sktodowskiej w Gliwicach,
pracowano nad skuteczng metoda transfekcji komoérek BCs
przy uzyciu wektoréw skonstruowanych w Instytucie Biotech-
nologii Antybiotykéw w Warszawie.
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Rys. Projekt wektora do transfekcji komérek blastodermalnych
kury.

Jako sekwencje regulujgce (Ovalbumin Reg S) wybrano promotor genu
ovalbuminy kurzej (numer dostepu w GenBank: JO0895 lub M24999, wspot-
rzedne: 15-3000). Wybrany gen zostat przeksztatcony za pomocg metody
PCR poprzez dodanie odpowiednich sekwencji rozpoznawanych przez nukle-
azy restrykcyjne (Ncol i jeden z: Xho | lub Sall) i wtaczony do plazmidu za
pomoca ligazy DNA z faga 4
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Tabela 1
Wptyw metody iniekcji komérek blastodermalnych na przezywal-
nos¢ i wylegowosé zarodkéw biorcow

Liczba Przezywalnos¢ (%) zarodkow
Metoda Powto- trakto- w kolejnych dobach legu: Wylegowosé
rzenie wanych %
zarodkow 4 8 12 18
A 1 53 24 24 10 4 7:5
2 22 12 4 1 1 4,5
3 25 9 8 8 4 16,0
4 43 17 17 9 7 11,§
razem 143 62 53 28 16 9,
(43,4) (37,1) (19,6) (11,2)
B 1 15 12 10 9 8 46,7
2 17 14 14 12 12 35,3
3 18 15 15 14 10 50,0
4 16 12 12 10 4 25,0
5 16 11 11 9 8 37,8
6 23 15 14 14 11 47,8B
razem 105 79 76 60 53 41,0
(75,2) (72,4) (57,1) (50,5)

Metoda A — tradycyjna [10], metoda B — opracowanie wiasne
A, B - $rednie oznaczone roznymi literami rozniq sie statystycznie istotnie przy
P<0,01

Efektem dotychczas przeprowadzonych badan jest okre-
Slenie:

e optymalnych warunkéw pobierania, manipulacji i prze-
trzymywania in vitro BCs — okre$lono morfologie oraz przezy-
walnos¢ (barwiac btekitem trypanu) komérek BCs w zalez-
nosci od czasu i temperatury przetrzymywania;

e czynnikow wplywajgcych na przezywalno$¢ zarodkéw
biorcow — liczba i objeto§¢ komoérek wprowadzana do zarod-
ka biorcy, naswietlanie biorcow promieniami vy, wielko$¢ i u-
miejscowienie otworu w skorupie, przez ktory dokonywano i-
niekcji BCs dawcy oraz sposoéb jego zalepiania. Na podstawie
uzyskanych wynikéw opracowano wtasng metode iniekcji
BCs. Podsumowanie tej czesci badan przedstawiono w tabeli 1;

Tabela 2
Wptyw pochodzenia dawcy komérek blastodermalnych na
wylgegowos¢ kurczat chimer

Liczba Wyle- Liczba (%) chimer

Dawca Biorca traktowanych  gowos¢ poten- fenoty-

zarodkow % cjalnych  powych
barred white
plymouth rock leghorn 71 33,8 22 (91,7) 2(8,3)
rhode white
island red leghorn 68 7,4 5 (100) -
zielonondzka white
kuropatwiana leghorn 41 56,1 3 (13,0) 20 (86,9)

 czynnikow wptywajacych na odsetek chimer fenotypo-
wych — pochodzenie komérek dawcy (barred plymouth rock,
rhode island red lub zielononézka kuropatwiana), kryteria o-
ceny: barwa upierzenia potencjalnych chimer, markery DNA
(amplifikacja metodg RAPD-PCR fragmentu DNA charakte-
rystycznego dla dawcy — zielononézki kuropatwianej), barwa
skorup jaj znoszonych przez dojrzate ptciowo potencjalne chi-
mery. Wyniki przedstawiono w tabeli 2 i 3;
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« identyfikacja chimer piciowych — dojrzate ptciowo fenoty-
powe chimery obu pitci kojarzono zgodnie z nastepujacym
schematem: samiec chimera fenotypowa x samica zielono-
nézka kuropatwina; samica chimera fenotypowa x samiec
zielonon6zka kuropatwiana. Wyniki krzyzowania zestawiono
w tabeli 4;

e skonstruowanie specjalnych wektorow plazmidowych —
przyjeto zatozenie, ze do transfekcji komérek skonstruowane
zostang specjalne wektory plazmidowe, dzigki ktérym bedzie
mozliwe umieszczenie genéw pod kontrolg promotora genu
owalbuminy kurzej, ktéry powinien odznaczaé sie specyficz-
noscig tkankowa (rys.). Wektor ten wykorzystany zostat, po
witgczeniu gendéw reporterowych (genu lucyferazy i GFP -
green fluorescence protein) do sprawdzenia regulatorowych
wtasciwoéci promotora genu owalbuminy w badaniach in vit-
ro. Do opisanych wektoréow plazmidowych witgczone zostaty
takze geny ludzkiego hormonu wzrostu i interferonu o:2a, kté-
re bedg wykorzystane w pozniejszych badaniach nad two-
rzeniem ptakéw bioreaktoréow, produkujacych w biatku jaja
ludzkie biatka o charakterze leczniczym;

Tabela 3

Barwa skorupy jaj pochodzacych od kur potencjalnych chimer
(brak fenotypowego markera chimeryzmu) oraz BPR (dawcoéw) i WL
(biorcow)

Numer Liczba Barwa WL BPR
potencjalnej jaj skorupy

chimery 85,0+0,9 525+79
1 27 79,1 £1,0 XX XX

2 29 84,4 +0,8 ns XX

3 30 78,8 £1,0 XX XX

4 24 84,5 +1,3 ns XX

5 27 79,7 £1,2 XX XX

6 23 84,0 +£0,6 X XX

7 26 80,6 +0,7 XX XX

Potencjalne chimery oznaczaja ptaki, u ktorych nie stwierdzono fenotypowego
markera chimeryzmu — ciemnych plam (BPR — barred plymouth rock) na biatym
upierzeniu (WL — white leghorn)

Barwe skorupy okreslano przy pomocy elektronicznego urzadzenia i
poréwnywano z charakterystycznym dla biorcy (WL — 85,040,9) i dawcy (BPR —
52,547,9)

ns — brak statystycznie istotnych réznic; x — réznica statystycznie istotna przy
P<0,05; xx — r6znica statystycznie istotna przy P<0,01

 okreslono optymalne warunki lipofekcji — uzaleznione sg
one od rodzaju i koncentracji komoérek, rodzaju stosowanego
kompleksu lipidowego, stosowanego plazmidu DNA, proporcji
lipid/DNA, warunkéw fizycznych reakcji, itp. Ich optymalizacja
pozwolita na uzyskanie wydajnej ekspresji genu lucyferazy
w komérkach blastodermalnych kury in vitro. Trwaja badania
z GFP.

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze e-
fektywnosc zaproponowanej metody tworzenia fenotypowych
i ptciowych chimer jest znacznie wigksza ($rednio 41,0% wy-
legu; 86,9% fenotypowych chimer; 30,0% chimer piciowych),
w poréwnaniu z wynikami (5,0-30,2% wylegu; 3,2-44,2% fe-
notypowych chimer; brak lub pojedyncze przypadki chimeryz-
mu ptciowego) uzyskiwanymi przez innych autoréw [6, 8, 9,
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Tabela 4

Nl{mer ' Numer naktadu R?z?m hI‘Drocent Wyniki testu identyfikacii
chimery Ptec piskiat chimeryzmu chimer ptciowych
fenotypowej 1 2 3 4 5 gonad

3368 samiec 1 (0) 1(0) 3(2) 10 (2) 5(1) 20 (5) 25,0

3806 samica 5(3) 5(3) 60,0

3366 samica 10 (4) 10 (4) 40,0

3808 samica 0 4 (0) 9 (0) 9 (1) 22 (1) 4,5

3364 samica 0 2(0) 2(1) 8 (2) 17 (3) 17,6

Razem 74 (16) 21,6

Oceniane ptaki powstaty po iniekcji komorek blastodermalnych zielononozki kuropatwiane;j (i) do zarodkow leghorna (I1); kazdy
z nich byt fenotypowa chimerg (posiadat ciemne plamy na upierzeniu). Po osiagnigciu dojrzatosci piciowej kazdy z nich zostat
poddany krzyzowaniu wstecznemu, wedtug nastepujacego schematu: samiec chimera fenotypowa x samica zielononézka
kuropatwiana; samica chimera fenotypowa x samiec zielonondzka kuropatwiana. Pojawienie sig zielonondzek, wsrod pisklat
wylezonych w wyniku tego krzyzowania, byto dowodem na chimeryzm ptciowy jednego z rodzicéw, zgodnie z nastepujagcym
zatozeniem: zielonondzka kuropatwiana samica (i) x samiec chimera (Il, ii); zielononézka kuropatwiana samiec (ii) x samica

chimera (I, ii)

10, 11, 12, 17, 18]. Wyniki wylegu (od 25,8 do 40,7%) porow-
nywalne z naszymi udato sie uzyskac jedynie Kino i wsp. [4],
ktorzy przenosili traktowane zarodki, po kilku dniach tradycyj-
nej inkubacji, do skorup zastepczych. Zabieg ten jest pra-
cochtonny i wigze sie ze stratg pewnej liczby osobnikéw (nie
wszystkie iniekowane nadajg sie do przeniesienia).

Nalezy podkreséli¢, ze opracowana metoda umozliwia u-
zyskanie wysokich wskaznikéw na kazdym z jej etapow, po-
czawszy od przezywalnosci komérek blastodermalnych in vit-
ro, po liczbe identyfikowanych chimer ptciowych. W pracach
cytowanych autoréw, czesto wysokiemu wskaznikowi wylegu
(30,2%) towarzyszyt niski procent fenotypowych chimer
(8,2%) i brak chimer ptciowych [18], natomiast uzyskanie 36
szt. fenotypowych chimer, z ktérych zadna nie wykazata chi-
meryzmu pifciowego, wymagato manipulacji na 1729 zarod-
kach [17]. Podobnie, jak przetestowanie 1110 pisklat pozwo-
lito na identyfikacje jednej chimery ptciowej w badaniach Ono
i wsp. [9].

Poza aspektem praktycznym, najwazniejszg konkluzjg do-
tychczasowych badan jest wykazanie po iniekcji BCs chime-
ryzmu réznych komorek biorcow: melanocytéw (barwa upie-
rzenia), erytrocytow (marker DNA), gruczotu skorupowego
(barwa skorupy), komorek ptciowych — plemniki i oocyty (chi-
mery piciowe — kogut i kury). Stwierdzono takze nowe fakty
dotyczace interakcji pomiedzy komdrkami biorcy i dawcy.
Wykazano, ze odpowiednie naswietlanie zarodkéw biorcow
potaczone z ich przetrzymywaniem przed iniekcjg powoduje
niemal 100% $miertelnoé¢ do 10 doby zycia, o ile nie nastgpi
iniekcja BCs. Sugeruje to, ze wszystkie podobnie traktowane
zarodki, po iniekcji BCs sg w rzeczywistosci chimerami, po-
zostaje jedynie ich identyfikacja na podstawie odpowiedniego
markera. Potwierdzeniem jest ciemna barwa skorupy jaj (cha-
rakterystyczna dla dawcoéw) znoszonych przez wiekszosc
potencjalnych chimer (brak oznak upierzenia dawcy).

Istnieje niewiele informacji dotyczacych hodowli in vitro
i transfekcji komérek blastodermalnych. Konstrukcja odpo-
wiednich wektoréw i uzyskanie znaczacej eképresji genu re-
porterowego w komorkach BCs stwarza dalsze mozliwosci
badawcze. Opracowanie efektywnej, powtarzalnej metody
produkcji fenotypowych i ptciowych chimer kury oraz trans-
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fekcji komérek blastodermalnych, pozwolito na uzyskanie
licznej, unikalnej populacji tych ptakéw, mogacych stanowi¢
podstawe rozwoju ré6znorodnych, czesto potencjalnych do tej
pory kierunkéw badawczych, umozliwiajacych np.: analize
pochodzenia komérek w poszczegolnych tkankach, analize
wptywu mikrosrodowiska na komérki, ich wzajemnego od-
dziatywania i migracji w organizmie, studia rozwoju systemu
immunologicznego, nerwowego, erytropoezy, studia wczes-
nych anomalii rozwojowych zarodkéw, przechowywania ge-
notypow metoda kriokonserwacji, a przede wszystkim two-
rzenie ptakow transgenicznych lub bioreaktorow.

Uzyskana wiedza okazata si¢ przydatna w realizowanych
obecnie przez nasz zespot badaniach nad tworzeniem pta-
kow bioreaktoréow, o zmodyfikowanym sktadzie biatka jaja, u-
mozliwiajgcym produkcje cennych, ludzkich biatek leczni-
czych.
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