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1.Wstep

iotechnologia w produkcji zwierzecej zwigzana jest gtéwnie z manipula-

Bcjami na gametach i zarodkach. Technika dojrzewania i zaptodnienia in

vitro oocytéw pochodzacych z jajnikdw rzeznych samic daje mozliwos¢ uzy-
skania pewnej liczby zarodkéw w ré6znych stadiach rozwoju tworzacych baze
doswiadczalng nie tylko dla transplantacji, ale przede wszystkim dla klono-
wania i transgenezy. Stosowana od niedawna metoda przyzyciowego pozy-
skiwania oocytéw do wymienionych badan umozliwia produkcje zarodkéw
od rodzicow o znanej wartosci hodowlanej (9, 26). Metoda dojrzewania i za-
ptodnienia in vitro mozna uzyskac¢ od 12 - 32% morul i blastocyst w stosunku
do liczby oocytéw poddanych dojrzewaniu in vitro (29).

Dotychczas stosowane metody klonowania zwierzat pozwalajg na uzyska-
nie niewielkiej liczby 4-5 osobnikéw pochodzacych z jednego zarodka (12).

Stwierdzono, ze w zarodku myszy — az do wczesnego okresu po implan-
tacji — obecne sg niezr6znicowane komorki zarodkowe o whasciwosciach plu-
ripotentnych. Komorki te nazywane sg pierwotnymi komoérkami zarodkowymi
— Embryonic Stem Cells — ESC (3). Ich wlasciwosci pluripotentne zostaly
potwierdzone uzyskaniem chimer — pochodnych pierwotnych komoérek za-
rodkowych (13, 15, 17, 18).

Mozliwos¢ uzyskania duzej liczby pluripotentnych komérek pochodzacych
z jednego zarodka — a wiec genetycznie identycznych — stawia dotychcza-
sowe badania w nowym Swietle. Jednym z bardzo obiecujgcych narzedzi bio-
technologii w hodowli zwierzat jest umiejetnos¢ namnazania takich komoérek
drogg hodowli in vitro oraz ich dalsze wykorzystanie w eksperymentach z za-
kresu klonowania i transgenezy.

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka pierwotnych komodrek zarod-
kowych oraz warunkéw ich hodowli, a takze mozliwosci ich wykorzystywania
w biotechnologii zwierzat.
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2. Pierwotne komorki zarodkowe (ESC) a komorki macierzyste
(stem cells)

Potten i Loeffler (21) zdefiniowali komorki macierzyste w sposéb naste-
pujacy: ,komaorki macierzyste sg niezr6znicowanymi komorkami zdolnymi do
(@) proliferacji (b) samozachowawczosci, (¢) produkcji duzej liczby zréznico-
wanych i funkcjonalnych pokolen komérek potomnych, (d) regeneracji usz-
kodzonych tkanek oraz (e) elastycznosci w realizacji powyzszych opcji”. Réw-
noczesnie wprowadzajg oni dwie kategorie komoérek macierzystych: funkcjo-
nalne (aktualne) komorki macierzyste — spetniajgce co najmniej czes¢ oma-
wianych w definicji warunkéw oraz potencjalne komorki macierzyste, ktore
wprawdzie posiadajg witasciwosci komérek macierzystych, lecz do ich ujaw-
nienia dochodzi tylko w specyficznych warunkach. Dokladne zaleznosci ist-
niejgce pomiedzy funkcjonalnymi, a potencjalnymi komdérkami macierzystymi
nie sg nadal jasne. W funkcjonalnie dojrzatych tkankach organizmu podsta-
wowym probtemem jest utrzymanie réwnowagi miedzy populacja komodrek
macierzystych, a populacja komoérek zréznicowanych. W tym kontekscie po-
jecia komorki macierzystej nie mozna bezposrednio odnies¢ do ukiadu ko-
morek we wczesnym zarodku ssakow nie tylko dlatego, ze sklada sie on raczej
Z rozprzestrzeniajagcej sie niz odnawiajgcej populacji komorek, ale rowniez
dlatego, ze we wczesnym rozwoju zarodka dochodzi do ciggtych zmian stanu
komoérek zarodkowych. Tym samym pojecie komoérek macierzystych zwigzane
jest raczej z biologig komaorki niz z embriologig (6). W embriologii funkcjonuje
ono pod pojeciem komorek pierwotnych [progenitor cells). W tej sytuacji czesc
komoérek blastocysty posiada cechy podobne do komérek macierzystych (5).
Stwierdzono, ze w zarodku myszy do wczesnego okresu po implantacji wy-
stepuja komorki o whasciwosciach pluripotentnych (3). W stadium péznej bla-
stocysty wyrdznia sie trzy rodzaje tkanek: trofoektoderme, pierwotng ektoder-
me (epiblast), oraz pierwotng endoderme (hipoblast) (1,6). Nalezy odpowiedzie¢
na pytanie, ktére komaérki majg wtasciwosci pluripotentne i w jakim stadium
rozwoju zarodka one wystepuja. Stwierdzono, ze zarodkowe komorki rakowe
(EC — embryonal carcinoma) po umieszczeniu ich w odpowiednich warunkach
podlegajg réznicowaniu in vitro w sposéb odzwierciedlajgcy rozwoéj zarodkow
w macicy w czasie implantacji. W wyniku dalszego réznicowania daja one
poczatek typom komodrek pochodzgcych z trzech wspomnianych tkanek za-
rodka (8). Badania nad uzyskaniem zarodkowych komoérek rakowych wyka-
zaly, ze ani komorki epiblastu z 6,5-dniowej blastocysty, ani komoérki 3,5-
dniowego wezta zarodkowego nie wykazujga homologii z zarodkowymi komor-
kami rakowymi. Podobienstwo takie wykazujg komorki epiblastu pochodzgce
z 5,5-dniowego zarodka (3). W 5-dniowym zarodku epiblast jest dostrzegalny
w postaci matej populacji komoérek w obrebie wezta zarodkowego. Doswiad-
czenia polegajgce na wprowadzeniu komoérek 5-dniowego zarodka do blasto-
cysty sugeruja, ze komoérki — pochodne epiblastu moga bra¢ udziat w po-
wstawaniu wszystkich pochodnych tkanek macierzystych, a epiblgstjest zbu-
dowany z jednorodnej populacji komadrek pierwotnych (6).
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3. Warunki prowadzenia hodowli in vitro linii pierwotnych
komoérek zarodkowych

w stadium blastocysty komoérki zarodka réznicuja sie tworzac zewnetrzng
warstwe trofoblastu odgrywajacego istotng role podczas implantacji zarodka
i wezel zarodkowy (ICM-inner cell mass) wystepujacy w postaci grupy komoérek
znajdujgcych sie po wewnetrznej stronie trofoblgstu. Okazuje sie, ze wezet
zarodkowy izolowany z blastocysty moze rozwija¢ sie w warunkach in vitro,
zatem obecno$¢ komorek trofoblastu nie jest konieczna do gastrulacji (1).
W celu uzyskania hodowli pierwotnych komérek zarodkowych in vitro nalezy
przeprowadzi¢ diugotrwatg hodowle zarodkéw (cata blastocysta lub izolowany
wezet zarodkowy) na warstwie odzywczej {feeder layer) lub w medium zmo-
dyfikowanym, np. przez komaorki watroby szczura Buffalo.

Nastepujace komorki moga stuzy¢ jako warstwa odzywcza;

— STO — ustalona linia mysich fibroblastéw (inaktywowana mitotycznie
np. mitomycyng C),

— zarodkowe fibroblasty inaktywowane mitotycznie (mysie, swinskie, byd-
lece, owcze itd.),

— komorki watroby szczura Buffalo (BRL),

— komorki nabtonka macicy (Swinskie, bydlece) lub kombinacja ww. ko-
morek np. STO : BRL w stosunku 1 : 1 (19).

Komorki warstwy odzywczej oddziatujg na hodowle linii zarodkowych ha-
mujac procesy ich réznicowania, a prawdopodobnie takze wzmagajg ich po-
dziaty (7). Linie komérek zarodkowych hodowanych w medium zmodyfikowa-
nym przez komoérki BRL zachowujg sie podobnie jak komorki hodowaine na
warstwach odzywczych (23,24). Okcizuje sie, ze komorki BRL wydzielajg czyn-
nik hamujacy réznicowanie sie komérek hodowanych in vitro okreslony jako
DIA {differentiation inhibiting activity). Dalsze badania nad naturg c”~mnikéw
hamujacych réznicowanie sie komoérek in vitro wykazafy, ze czbniniki DIA, LIF
{myleoid leukemia inhibitory factor) oraz HILDA (ludzki inhibitor) wspoétdziatajg
z tymi samymi receptorami zlokalizowanymi na powierzchni mysich pierwotnych
komorek zarodkowych (24). Moreau (14) wykazat, ze ww. czasteczki to ta sama
gltkoproteina. Wprawdzie komorki uzyskane w wyniku hodowli na warstwie od-
zywczej wykazujg wyzszy potencjat rozwojowy niz komaorki hodowane w medium
zmodyfikowanym przez BRL (23), jednak istnieje kilka istotnych czynnikéw prze-
mawiajacych przeciwko systemowi z wykorzystaniem warstwy odzywczej, a mia-
nowicie:

— wiele czynnikéw jest toksycznych dla warstwy odzywczej przez co moze
ona w rézny sposob oddziatywac¢ poprzez produkty metabolizmu na hodowang
populacje komoérek,

— réwnoczesna hodowla dwéch typow komoérek komplikuje analizy bio-
chemiczne i molekularne,

— istnieje mozliwos¢ transferu DNA z komorek odzywczych do komorek
macierzystych co moze zmieni¢ genotyp tych ostatnich.
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— interakcje pomiedzy dwoma typami komoérek moga znieksztatci¢ obser-
wowane reakcje pierwotnych komoérek zarodkowych na wplywy czynnikéw
zewnetrznych (23).

4. Charakterystyka mysich linii pierwotnych
komoérek zarodkowych

Do tej pory udato sie wyprowadzi¢ ustatone tlinie pierwotnych komoérek
zarodkowych dla dwdéch gatunkéw: myszy (3) i chomika (2). Uzyskanie chimer
po Avprowadzeniu pierwotnych komdrek zarodkowych myszy do blastocyst
(13, 15, 17, 18), a takze prawdopodobnie udziat tych komérek w tworzeniu
linii ptciowych chimer potwierdzito ich pluripotentny charakter. Warunki ho-
dowli mysich pierwotnych komoérek zarodkowych zostaly doktadnie poznane
(3, 22). Hodowle ropoczjma sie po umieszczeniu blastocyst na warstwie od-
zywczej. Blastocysta wykluwa sie z ostonki przejrzystej i przyczepia sie do
wcirstwy odzywczej wskutek rozrostu trofobtastu w ciggu 24 - 36 godzin. Na-
stepnie rozrasta sie w ciggu 4-6 dni, w tym czasie wezel zarodkowy daje
poczatek matym skupiskom komadrek. Kolonie komérek pochodzace z wezta
zarodkowego poddaje sie nastepnie selekcji i rozdrobnieniu poprzez pipeto-
wanie po uprzedniej inkubaciji w roztworze tiypsyny. Rozdrobnione skupiska
komoérek przenosi sie nastepnie na warstwe odzywcza, gdzi*,. po rozptaszczeniu
sie dajg poczatek matym koloniom komdrek. Poczatkowo komorki warstwy
odzywczej moga zaciemnia¢ obraz, jednak po 2 dniach komorki pochodzace
z wezta zarodkowego powinny by¢ widoczne w mikroskopie pod matym po-
wiekszeniem. Kolonie nalezy pozostawi¢ przez 4 dni w celu ustalenia sie ich
morfologii. Uzyskane kolonie komdérek mozna zakwalifikowaé¢ pod wzgledem
morfologii do kilku grup. Dominujacym typem jest trofoblast wystepujgcy
w postaci obszaréw olbrzymich komérek w obrebie warstwy odzywczej lub
na jej obrzezach. Poza tym mozna zaobserwowac typy komoérek o morfologii:

— fibroblastow,

— nablonka,

— nabtonka w pojedimczych koloniach,

— trofoblastu, a takze

— pierwotne komorki zarodkowe.

Podstawowym zadaniem jest prawidiowa identidikacja kolonii pluripoten-
tnych, pierwotnych komoérek zarodkowych. Sa to zwykle mate komorki z duzym
jadrem i m~g iloscig cytoplazmy, jadro zawiera jedno lub wiecej wyraznych
jaderek. Komorki skupione sg w sScistych koloniach stad identyfikacja poje-
dynczych komorek jest trudna. Widoczne sg one najczesciej na obwodzie ko-
lonii. Pierwotne komorki zarodkowe zachowujg w czasie trwania hodowli staty,
nie zmieniajacy sie fenotyp. Podlegaja one spontanicznemu rdznicowaniu
w rézne typy komoérek w przypadku zbytniego zageszczenia hodowli lub utraty
kontaktu z warstwa odzywcza (komorki zawieszone w medium).

Aby zapobiec spontanicznemu rdéznicowaniu kolonie komaérek rozprasza
sie w odstepie 4-5 dni i przenosi na Swieze podtoze (22). Linie pierwotnych
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komoérek zarodkowych chomika (2) wyprowadzono w oparciu o metodyke
opracowang dla zarodkéw myszy (3). Uzyskanie mniejszej liczby linii komor-
kowych w stosunku do wyjsciowych blastocyst (1%) w poréwnaniu z hodowlg
linii myszy (10%) moze wskazywa¢ na odmienne niz u myszy zachowanie sie
i wymagania zarodkéw chomika w okresie po implantacji. Uzyskane linie
pierwotnych komoérek zarodkowych chomika poddano mrozeniu, rozmrozeniu
i utrz3lonywano w hodowli przez okres 3 miesiecy bez zmian fenotypu (2).

5. Ogdlna charakterystyka linii komoérek zarodkowych
pozyskanych z biastocyst zwierzqt gospodarskich

Podstawowe gatunki zwierzat gospodarskich czyli: bydto, owce, swinie i ko-
nie nalezg do rzedu kopytnych. Réznice wystepujgce w rozwoju zarodkoéw
myszy i zwierzat kopytnych wykluczajg mozliwos¢ bezposredniego zastosowa-
nia systemu hodowli pierwotnych komérek zarodkowych, opracowanego dla
myszy w hodowli tego typu komoérek u kopytnych (16). Fakt ten nalezy brac
pod uwage tym bardziej, ze zastosowanie modelu opracowanego dla myszy
w stosunku do chomikéw wbmiagato wprowadzenia pewnych modyfikacji uwz-
gledniajgcych specyfike rozwoju zarodkowego tego gatunku (2).

Rozwoj wezta zarodkowego przebiega réznie u mys” i kopytnych. U myszy
rozwoéj wezta zarodkowego i implantacja przebiega szybko, natomiast trofoekto-
derma kopytnych rozwija sie s”bko, lecz wezet zarodkowy tworzy w tym czasie
mitotycznie nieaktywny dysk zarodkowy (16). Piedrahita (19) sugeruje, ze réznice
miedzy myszg a kop}dnymi moga polegac nie tylko na mechanizmie implantaciji,
ale takze na odmiennych wymaganiach co do skiadu medium hodowlanego.
Badania nad wyprowadzeniem pierwotnych komadrek zarodkowych réznych z*wie-
rzat gospodarskich wykazatly duze zréznicowanie w obrebie poszczegélnych ga-
tunkoéw (4, 7, 10, 11, 16, 19, 20, 25, 27). Autorzy stosujg rézne warstwy od-
zywcze oraz media zmodyfikowane, np. komérkami watroby szczura Buffalo lub
z dodatkiem czynnikéw hamujacych réznicowanie np. LIF. Badania wykazuja
zréznicowanie w zachowaniu sie zarodkéw oraz linii komdérek zarodkowych w za-
leznosci od stosowanej warstwy odzywczej i gatunku zwierzat gospodarskich.

Wsrdéd uzyskcinych linii komoérek zarodkowych dominuja dwa typy komoé-
rek o morfologii:

— nabtonka (ptaskie, tworzgce nieregularne ksztaity, majace tendencje do
tworzenia warstw),

— mysich ESC (okraze, z duzymi jgdrami i matg iloscig cytoplazmy, zjed-
nym lub wiecej wyraznych jgderek).

Doswiadczenia przeprowadzone na zarodkach swini (4, 10, 16, 19, 20, 25)
wykazaly r6zne zachowanie sie blastocyst na réznych warstwach odzywczych.
Piedrahita (19) obserwowat przyczepianie sie wezta zarodkowego do warstwy
Swinskich fibroblastéw zarodkowych i utrzymywanie sie komérek w hodowli
bez zmian fenotypu, ale takze bez zwigkszania sie liczby komdrek, natomiast
na STO blastocysty przyczepialy sie i rozplaszczaly dajac poczatek liniom
komorek zaréwno o morfologii nabtonka jak i ESC (20). Strojek (25) natomiast
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nie uzyska! wzrostu kolonii na warstwie mysich flbroblastéw pomimo przy-
czepiania sie blastocyst.

Notarianni (16) czesciej uzyskiwata wzrost kolonii z izolowanego wezia za-
rodkowego blastocyst owczych niz z catego zarodka. Nie wszystkie zarodki po
przyczepieniu sie do warstwy odzywczej daly poczatek wzrostowi kolonii ko-
morek z wezla zarodkowego. Zachowanie sie kolonii komérek pozyskanych
Z blastocyst Swini i owcy réznito sie od kolonii myszy m.tn. brakiem tendencji
do tworzenia wielowarstwowych kolonii. Wykazywaly one réwniez stabszy po-
tencjat rozwojowy niz linie myszy. Modlinski (13) obserwowat przytwierdzanie
sie blastocyst bydlecych i owczych do warstwy odzywczej i rozrost gtéwnie
komoérek trofoektodermy przy minimalnym wzroscie wezta zarodkowego. Has-
san (7) uzyskat wzrost kolonii z wezta zarodkowego blastocyst bydlecych
0 morfologii mysich ESC, jednak po kilku pasazach dochodzito do degeneraciji
warstwy odzywczej. Weima (27) utrzymywat wytworzong linie z wezta zarod-
kowego blastocysty bydlecej powyzej roku bez zmiany fenotypu kolonii.

W zwigzku z tym, ze celem przedstawionych badan jest uzyskanie statych
linii pierwotnych komoérek zarodkowych zwierzat gospodarskich, zatem do-
piero moment potwierdzenia pluripotentnych wiasciwosci tych komaorek (zdol-
nos$¢ do réznicowania sie we wszystkie tkanki zarodkowe wraz z linig piciowq)
stanie sie punktem przetomowym w dalszych badaniach nad klonowaniem
1 transgeneza. Do tej pory brak doniesien na temat uzyskania zwierzat go-
spodarskich pochodzacych z pierwotnych komorek zarodkowych.

6. Mozliwosci wykorzystania pienvotnych komoérek zarodkowych
w biotechnologii zwierzat

Uzyskane w wyniku hodowli in vitro linie ESC moga by¢ wykorzystane
w badaniach nad klonoweiniem i produkcjg zwierzat transgenicznych. Klono-
wanie z wykorzystaniem ESC przeprowadzane jak dotad wylgcznie u myszy
(13, 15, 17, 18) moze by¢ wykon3rwane dwiema metodami:

1) iniekcja komoérek ESC do jamy blastocysty.
Komorki ES przed iniekcja poddane sa trypsynizacji i rozdzieleniu na poje-
dyncze komoérki. Do jamy blastocysty wprowadza sie 15 - 20 komoérek. W dal-
szym ciagu istnieje pytanie, jaka liczba ESC powinna by¢ wprowadzona w ce-
lu uzyskania optymalnych wynikéw;

2) agregacja komoérek ESC z blastomerami zarodkéw.
W doswiadczeniach nad analizga zdolnosci ESC do kolonizowania innych typéw
komodrek, Nagy (15) i Peli (25) wykorzystywali 4-blastomerowe zarodki tetra-
ploidalne. Zarodki takie ulegajg wprawdzie implantacji jednak rzadko tworzg
struktury zarodkowe. Po agregacji z pierwotnymi komdrkami zarodkowymi lub
z komoérkami wezta zarodkowego blastocysty komorki tetraploidalne w trakcie
rozwoju zarodka sg stopniowo eliminowane, polsostajgc jedynie w strukturach
pozazarodkowych. Analiza chimer uzyskanych po agregacji ESC z zarodkami
tetraploidalnymi wykazata, ze struktury zarodkowe pochodzg przewaznie
z ESC, natomiast pozazarodkowe — z komoérek tetraploidalnych.
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Badania te wskazujg na stabe zdolnosci ESC do kolonizowania komoérek
struktur pozazarodkowych (szczegélnie komoérek trofoektodermy). Stwierdzono
rOwniez, ze wraz ze zwiekszeniem liczby uzytych ESC wzrastat wprawdzie udziat
tych komoérek w tworzeniu chimer jednak zmniejszat sie udziat zarodkéw o pra-
widlowjnn rozwoju. Peli (25) stwierdzit, ze po wprowadzeniu 3, a nawet 1 ko-
morki E)SC do zarodka, biorg one wprawdzie udziat w tworzeniu chimer jednak
W znacznie mniejszym stopniu niz po wprowadzeniu kilkunastu komoérek. Stad
sugestia, ze liczba komoérek ESC uzytych do agregacji z zarodkiem odgrywa role
w przejawianiu sie ich zadolnosci do kolonizowania komérek zarodkowych.

Modlinski i wsp. (13) zastepowat komorki wezta zarodkowego blastocysty
kilkunastoma komorkami ESC. Analiza uzyskanych zarodkéw wykazata, ze
w 15% przbrpadkéw wprowadzone ESC wytworzyly zaréwno zarodek jak i bto-
ny ptodowe. Wiekszo$¢ zarodkéw obumierata jednak miedzy 8-13 dniem
cigzy. Noworodki uzyskane w omawianych eksperymentach — podobnie jak
w pracy Nagy (15) — poczatkowo wykazywaly normalny fenotyp i wage jed-
nak byly bardzo stabe i miaty problemy ze ssaniem. Najdtuzej udato sie utrzy-
mac¢ przy zyciu noworodka przez 10 dni (13), wiekszos¢ padata do 48 godzin
po urodzeniu. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze linie ESC wykorzystywane
w omawianych doswiadczeniach posiadaly w wiekszosci prawidlowy kariotyp
i liczbe chromosomow. Pease (17) zauwazyt, ze meskie linie (XY) pierwotnych
komoérek zarodkowych sg bardziej stabilne w hodowli niz zenskie (XX).

Celem transfenj gendw jest zintegrowanie przenoszonego genu z genomem
biorcy. Zabieg ten wykonywany jest we wczesnym okresie rozwoju zarodko-
wego. Transferu genéw mozna dokonywacé poprzez mikroiniekcje DNA do
przedjadrza zygoty, wykorzystaniu wektoréw retrowirusowych, liposomoéw lub
wprowadzenie DNA przenoszonego genu do medium hodowlanego, w ktérym
umieszczono komorki lub blastomeiy zarodkéw. Mikroiniekcja DNA do przed-
jadrzy zygot jest do tej pory praktycznie jedyna metoda transferu genéw
u zwierzat gospodarskich. Wykorzystanie genetycznie zrekombinowanych ko-
moérek ES nabiera coraz wiekszego znaczenia. Zaletami takiego modelu pro-
dukcji zwierzat transgenicznych sa: (a) mozliwos¢ kontroli wigczenia do ge-
nomu wprowadzonych genéw lub ich ekspresji juz w liniach komérkowych
hodowanych in vitro oraz (b) wykorzystywanie do badan zarodkéw w bardziej
zaawansowanych stadiach rozwojowych (morula lub blastocysta) mozliwych
do pozyskania in vivo metodami niechirurgicznymi (28).
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Characterization and application of embryonic stem cells (ESC)
in animal biotechnology

Summary

The micromanipulations of embryos and gametes are important tasks in animal biotechnol-
ogy. These techniques can be used in animal donning and transgenesis. For achieving these
goals, embryonic stem cells are of principal interest.

In vitro cultures of ESC cEm be derived from whole embryos or isolated inner cell masses
(ICM). The attraction of ESC to animal biotechnological rescctrch is their pluripotency. ESC are
able to contribute to all tissues, including germ lines. To obtain transgenic animéils, ESC can
be genetically transformed prior to the introduction to embryos.

Present status of knowledge of ESC and their possible usefulness for genetic improvement
of farm animals are discussed.
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