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Wstep

Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat wywodzi si¢ z Zaktadu Immu-
nogenetyki, ktory powstat w strukturze Instytutu Zootechniki PIB w 1964 r.
jako pracownia odpowiedzialna za badania grup krwi. W 1977 r. zakres badan
poszerzono o analizy cytogenetyczne, a laboratorium kontynuowato funkcjo-
nowanie pod nazwg Zaktad Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat. W kolejnych
dekadach Zaktad dostosowywal prowadzone badania do §wiatowych trendow,
wychodzac jednoczesnie naprzeciw potrzebom hodowcow. Zmieniajacy si¢
profil badan znajdowat odzwierciedlenie w kolejnych nazwach — poczawszy
od Zaktadu Immunogenetyki, poprzez Dzial Immuno- i Cytogenetyki Zwie-
rzat, Dzial Cytogenetyki Zwierzat, Dziat Biologii Molekularnej Zwierzat do
Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzat, ktéry pod ta nazwa funkcjonuje od
konca 2017 1.

W strukturze Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzat znajdujg si¢
Laboratorium Genomiki oraz Laboratorium Genetyki Molekularnej. Labora-
toria wykonuja prace badawcze i aplikacyjne oraz badania zwigzane z realiza-
cja programu wieloletniego w zakresie kontroli rodowodow i oceny prawidto-
wosci kariotypow zwierzat hodowlanych oraz genotypowania trzgsawki
owiec. Zadaniem Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzat jest zastosowanie
najnowszych osiggni¢¢ genetyki molekularnej w praktyce hodowlanej, obej-
mujace m.in.: identyfikacje osobnicza i gatunkowa zwierzat na poziomie ge-
nomu; charakterystyke struktury genetycznej roznych ras zwierzat gospodar-
skich oraz ocen¢ zmiennosci genetycznej populacji; skanowanie genomu
W poszukiwaniu markeréw SNP cech produkcyjnych i monitorowanie bior6z-
norodnosci populacji; poszukiwanie i identyfikacje podtoza chorob genetycz-
nych oraz polimorfizméw w genach warunkujacych opornos$¢ (wrazliwosc) na
choroby. Przy zastosowaniu najnowoczesniejszych narzedzi biologii moleku-
larnej Zaktad prowadzi badania obejmujace genomike strukturalng i funkcjo-
nalng na poziomie analizy genomu, transkryptomu, miRNAomu, metylomu
oraz degradomu oraz identyfikacje markeréw biatkowych charakterystycz-
nych dla cech uzytkowych zwierzat hodowlanych.

W 2016 r. po raz pierwszy kompetencje Laboratorium Genetyki Mo-
lekularnej do spetnienia normy PN-EN ISO/IEC 17025 zostaty potwierdzone
przez Polskie Centrum Akredytacji certyfikatem AB1587. Od tego czasu La-
boratorium ciagle poszerza zakres metod akredytowanych, bierze udziat w ba-
daniach bieglos$ci, prowadzac badania zgodnie ze standardami mi¢dzynarodo-
wych towarzystw ISAG (International Society for Animal Genetics) i ICAR
(International Committee for Animal Recording), wykonuje ustugi badawcze
oraz prowadzi dziatalno$¢ szkoleniowa i upowszechnieniowa.



1. Syntetyczne wprowadzenie do zagadnienia
markerow genetycznych wykorzystywanych
w kontroli rodowodéw zwierzat

Anna Koseniuk, Dominika Rubi$, Agnieszka Fornal,
Angelika Podbielska, Agnieszka Szumiec, Anna Radko

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Kontrola rodowodow zwierzat gospodarskich wolno zyjacych i towa-
rzyszacych jest prowadzona na §wiecie w oparciu o markery genetyczne. Po-
czatkowo, kontrola pochodzenia bydta, owiec, Swin i koni byta prowadzona
z zastosowaniem markerow klasy I, na ktore sktadaja si¢ uktady grup krwi
oraz polimorfizm biatek krwi i enzymow. Grupy krwi 0znaczano z wykorzy-
staniem reakcji serologicznych. Polegajg one na uzyciu surowic testowych za-
wierajacych przeciwciata skierowane przeciw konkretnej determinancie biat-
kowej znajdujacej si¢ na powierzchni erytrocytow (antygen krwinkowy). Ana-
lizy polimorfizmu biatek i enzymow wykonywano z wykorzystaniem technik
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym lub skrobiowym. Weryfikacja jako-
$ci 1 specyficznosci oraz ujednolicenie nomenklatury reagentow testowych
stanowita o ich uniwersalnosci i sprawiata, ze mogty by¢ wykorzystywane na
arenie mi¢dzynarodowe;j. Jako$¢ reagentow testowych pochodzacych z roz-
nych laboratoriow na calym $wiecie, w tym takze uzyskiwanych w Instytucie
Zootechniki byta systematycznie weryfikowana w miedzynarodowych testach
poréwnawczych organizowanych przez European Society for Animal Blood
Group Research (ESABR) w latach 19661972, International Society for Ani-
mal Blood Group Research (ISABR) w latach 1974-1988 oraz International
Society for Animal Genetics (ISAG) w latach 1990-2004 (ISAG_History).
Aktualne wytyczne dotyczace kontroli pochodzenia zwierzat okreslane sa
przez Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG, ang. Inter-
national Society for Animal Genetics) w celu zapewnienia migdzynarodowej
standaryzacji badan. Kontrola rodowodow u zwierzat na podstawie polimor-
ficznych antygendéw erytrocytarnych nie zawsze dawata mozliwo$¢ jedno-
znacznego wskazania pary rodzicielskiej, szczegolnie w stadach o podwyz-
szonym wspotczynniku inbredu (Holm i Bendixen, 1996). Dodatkowym
utrudnieniem byto uzyskiwanie wysokiej jakosci monowalentnych surowic te-
stowych, a takze ich standaryzacja. Proces produkcji surowic byt dtugotrwaty
i kosztochtonny, wymuszony koniecznoscig prowadzenia szeregu immuniza-
cji (specjalnie do tego celu przeznaczonych zwierzat) krwig o odpowiednim
sktadzie antygenowym. Nalezy takze podkresli¢, ze identyfikacja antygenow
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erytrocytarnych moze odbywac si¢ wylacznie w oparciu o $wiezg, nie mro-
zong krew pobrang od zyjacych zwierzat. Od lat 90. poprzedniego wieku Mie-
dzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG) zalecato stopniowe
odchodzenie od badan grup krwi na rzecz analizy mikrosatelitarnych sekwen-
cji DNA.

Markery mikrosatelitarne (STR, ang. short tandem repeat) sa to se-
kwencje tandemowe, ktore zawieraja od 10 do 50 powtdrzen motywu o dhu-
gosci od 1 do 6 pz (par zasad). Wysoki stopien ich polimorfizmu, losowe roz-
mieszczenie w genomie, dziedziczenie zgodnie z prawami Mendla oraz rela-
tywnie mniejszg pracochtonno$¢ metody, mozliwo$¢ automatycznego okre-
$lania genotypow, wysokie prawdopodobienstwo wykluczenia niewlasciwego
rodzica spowodowaty, ze znalazty one szerokie zastosowanie w badaniach po-
krewienstwa.

Analiza mikrosatelitarnych sekwencji polega na okresleniu rdéznic
w dhugosci powtorzonego motywu. Podstawowa technika wykorzystywang do
analizy mikrosatelitarnych sekwencji jest tancuchowa reakcja polimerazy
(PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) multiplex. Przy odpowiednio dobra-
nych barwnikach fluoroscencyjnych (fluorofory), ktore stuza do oznakowania
starterOw oraz zastosowaniu optymalnej temperatury przytaczania si¢ ich do
sekwencji mikrosatelitarnych mozliwe jest powielenie nawet kilkunastu mar-
kerow mikosatelitarnych w jednej reakcji. Po amplifikacji sekwencji mikrosa-
telitarnych DNA otrzymuje sie réznej dlugosci fragmenty DNA (zawierajace
r6zng liczbe kopii motywu nukleotydowego), warunkujace wielkosci poszcze-
gblnych alleli. Diugosci zidentyfikowanych alleli okresla si¢ podczas roz-
dzialu elektroforetycznego, ktory w Laboratorium Genetyki Molekularnej
przeprowadza si¢ w sekwenatorze 3130x1 lub 3500x1 Genetic Analyzer (Ap-
plied Biosystems). W trakcie elektroforezy kapilarnej r6znej dtugosci pro-
dukty PCR migruja w zelu poliakrylamidowym zgodnie z reguta, ze fragmenty
dhuzsze, o wigkszym ci¢zarze molekularnym migruja wolniej niz fragmenty
kréotsze. Wyniki elektroforezy w postaci barwnych prazkéw na zelu otrzymuje
sie dzieki fluorescencyjnie znakowanym starterom, uzytym w reakcji amplifi-
kacji. Fluorescencyjne sygnatly z zelu sa skanowane w trakcie rozdziatu elek-
troforetycznego przez czytnik laserowy, a w programie komputerowym sg re-
jestrowane w postaci wykresow przedstawiajacych dtugosci produktow PCR
w ksztatcie pikow (ryc. 1). Dtugosci produktow PCR wyrazone w parach za-
sad, odpowiadajace wielkosciom alleli, sg okreslane w oparciu o standard dtu-
gosci DNA, ktory dotacza si¢ do kazdej probki przed rozpoczgciem elektrofo-
rezy. Otrzymane dane sa importowane do programu komputerowego (Gene-
Mapper® Software, Applied Biosystems) przygotowanego do ustalania pro-
filu — genotypu charakterystycznego dla danego osobnika (Radko i in., 2012).

Testy genetyczne wykorzystujace polimorfizm sekwencji mikrosate-
litarnych powinny cechowac si¢ powtarzalnymi wynikami, porownywalnymi
mi¢dzy laboratoriami oraz nie by¢ podatne na btedy wynikajace z warunkow
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prowadzonych oznaczen (Marklund i in., 1994). Z tego wzgledu kompetencje
laboratoriéw sg weryfikowane poprzez badania porownawcze, organizowane
co dwa lata przez ISAG. Testy kompetencji potwierdzaja jakos$¢ i rzetelnos§é
prowadzonych analiz, a poprzez normalizacj¢ wynikow zapewniajg ich po-
rownywalno$¢ pomiedzy laboratoriami. Dzigki normalizacji i standaryzacji
analiz badania oraz profile genetyczne, prowadzone w laboratoriach poddaja-
cych si¢ weryfikacji ISAG, sg uznawane na catym $wiecie.

Innym typem markera DNA wykorzystywanym do identyfikacji osob-
niczej i potwierdzania danych rodowodowych sa polimorfizmy pojedynczych
nukleotydow (SNP, ang Single Nucleotide Polymorphism). Wystepuja one
licznie w genomie, sg stosunkowo tatwe do identyfikacji, charakteryzuja sie
najczesciej polimorfizmem binarnym i moga by¢ oznaczane za pomocg wy-
soko wydajnych metod genotypowania, takich jak np. mikromacierze (Vignal
i in., 2002). Do tej pory najbardziej zaawansowane sg techniki wykorzystujace
badania rodowodowe na podstawie SNP u bydta.
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Ryc. 1. Przyktadowy elektroforegram obrazujacy odczyt liczby tandemowych
powtdrzen: a) w 14 mikrosatelitarnych loci u §wini; b) w 21 mikrosatelitarnych loci
DNA i AMEL locus u psa. Barwniki uzyte przy syntezie starterow to FAM
— niebieski, VIC — zielony, PET — czerwony, NED — zotty
(podczas odczytu oznaczony kolorem czarnym).
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2. Kontrola pochodzenia bydla — ponad 50 lat
doswiadczenia, przeszlos¢, terazniejszos¢
i osiagniecia

Dominika Rubi$, Anna Koseniuk, Agnieszka Szumiec,
Grzegorz Smolucha, Agata Piestrzynska-Kajtoch,
Mariusz Kos$cielny, Anna Radko, Katarzyna Ropka-Molik

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Dynamiczny rozw6j badan nad zréznicowaniem serologicznym krwi-
nek czerwonych u bydla przypadt na lata 40. ubiegtego wieku, kiedy to wy-
kryto duza liczb¢ cech antygenowych u tego gatunku (Ferguson, 1941).
W 1951 r. Stormont, Irwin i Owen przedstawili interpretacj¢ badan antygenow
krwinkowych z wykorzystaniem surowic monowalentnych (Stormont, 1978).
Uzyskane wyniki pozwolily na wykorzystywanie antygenow grupowych Krwi
jako markerow genetycznych, ktére dziedzicza si¢ zgodnie z prawami Men-
dla, a ich identyfikacja jest mozliwa przy uzyciu metod analitycznych. U bydta
liczba i zmienno$¢ wykrytych czynnikdéw antygenowych byta na tyle duza, ze
umozliwita identyfikacje zwierzat, a tym samym zagwarantowanie wiarygod-
nos$ci danych zawartych w prowadzonej dokumentacji hodowlanej dotyczacej
rodowodow zwierzat.

W Polsce od lat 60. XX w. zaczgto wykorzystywac¢ grupy krwi w kon-
troli rodowoddw bydta. Systematycznie zwigkszajaca si¢ liczba zwierzat ob-
jetych badaniami z zakresu kontroli rodowodéw spowodowata, ze w 1964 r.
utworzono Zaktad Immunogenetyki w Zootechnicznym Zaktadzie Doswiad-
czalnym Instytutu Zootechniki w Balicach, w ktorym prowadzono dziatalnos¢
z tego zakresu. W kwietniu 1969 r. zarzadzeniem Ministerstwa Rolnictwa, In-
stytut Zootechniki zostal zobowigzany do organizowania i prowadzenia Kra-
jowego Systemu Kontroli Pochodzenia Zwierzat Gospodarskich. W ramach
tego systemu Zaktad Immunogenetyki koordynowat prace 10 laboratoriow, tj.
Pracowni Badania Grup Krwi zlokalizowanych przy Okregowych Stacjach
Hodowli Zwierzat, a takze przy ZZD Chorzelow oraz ZZD Balice (Rychlik
i Radko, 2013).

U bydta zidentyfikowano ponad 100 antygendéw erytrocytarnych,
dziedziczacych si¢ w 12 uktadach grupowych krwi
(A,B,C,F,J,LLLM,S,Z N’ R’ T’). Do najbardziej polimorficznych zalicza si¢
uktady grupowe B i C, w ktorych znanych jest kilkadziesiat antygendw krwin-
kowych. Jest to najwigksze rozpoznane zrdéznicowanie antygendw erytrocy-
tarnych wsrod wszystkich zwierzat gospodarskich (Rychlik i Duniec, 2006).
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Wykorzystywanie grup krwi do potwierdzania rodowodoéw zwierzat gospo-
darskich, czy tez oceny struktury genetycznej konkretnego gatunku wymagato
posiadania odpowiedniego zestawu monowalentnych surowic testowych
0 wysokiej jako$ci. Zaklad Immunogenetyki 1Z (przeksztalcony w pdzniej-
szych latach w Zaktad/Dziat Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat) byt jedynym
osrodkiem w Polsce uzyskujacym reagenty testowe identyfikujace poszcze-
golne antygeny krwinkowe bydta. Dysponowat 96 surowicami testowymi od-
powiadajacymi miedzynarodowym standardom (Rychlik i Koscielny, 2009).
Instytut Zootechniki nie tylko zaopatrywal w surowice testowe Pracownie Ba-
dania Grup Krwi zlokalizowane w Polsce, ale takze eksportowat reagenty te-
stowe do innych krajow europejskich, szczegolnie krajow Europy Srodkowej
i Wschodniej.

Ostatni miedzynarodowy test pordéwnawczy u bydta dotyczacy ozna-
czania antygenow erytrocytarnych odbyt sie w latach 2003/2004 i byt koordy-
nowany przez Instytut Zootechniki w Balicach. Wyniki miedzynarodowych
testow poréwnawczych wykazaty, ze Laboratorium Zaktadu Immuno- i Cy-
togenetyki Zwierzat 1Z posiadato najszerszy zestaw reagentéw testowych spo-
srod wszystkich laboratoriow, ktore uczestniczylty w poréwnaniach, a ich wy-
soka specyficznos¢ odpowiadata standardom migdzynarodowym (Rychlik
i Koscielny, 2009).

Warto podkresli¢, ze w Laboratorium Instytutu Zootechniki uzyskano
szereg surowic odporno$ciowych zawierajacych przeciwciata, ktore z powo-
dzeniem pozwolity zidentyfikowaé nieznane wczesniej antygeny, m.in. z by-
dlecego uktadu A, tj. antygen PLB-4 (Duniec i in., 1988) oraz PLB-8 (Duniec
i in., 2000), uktadu C — antygen PLB-9 (Duniec i in., 1989), czy tez z uktadu
B — antygen PLB-22, ktéry po tescie migdzynarodowym International Com-
parison Test 1999/2000 przyjat migdzynarodowe oznaczenie Q” (Duniec i in.,
2002).

Od potowy lat 90. ubieglego wieku Instytut Zootechniki prowadzit
systematyczng weryfikacje danych rodowodowych u bydta w oparciu o zestaw
60 reagentow testowych. Surowice testowe pozwalaty na oznaczanie antyge-
néw nalezacych do 10 uktadéw grupowych krwi. W szczegdlnych przypad-
kach Laboratorium Zaktadu Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat 1Z stosowalo
poszerzony panel reagentow testowych, ztozony z 34 surowic testowych (Ry-
chlik i Radko, 2013). W latach 2011-2013 wystawianie ekspertyz potwierdza-
jacych dane rodowodowe na podstawie grup krwi odbywato si¢ juz wytacznie
w Instytucie Zootechniki PIB.

Zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia
30 kwietnia 2004 r. w sprawie laboratoriow uprawnionych do przeprowadza-
nia analiz grup i biatek krwi lub markerow DNA (Dz. U. z dnia 14 maja
2004 r.) Zaktad Immuno- i Cytogenetyki IZ zostat uprawniony do przeprowa-
dzania identyfikacji osobniczej oraz kontroli rodowodow u zwierzgt gospo-
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darskich, tj. u bydta, koni, owiec, k6z i trzody chlewnej. Od 2005 r. systema-
tyczng kontrole rodowodow, prowadzong dotychczas wytacznie na podstawie
analizy antygenow ertyrocytarnych, zaczgto stopniowo zastepowaé analiza
markerow mikrosatelitarnych (STR). Od 2014 r. kontrola rodowodoéw u bydta
odbywata si¢ juz bezwarunkowo na podstawie polimorfizmu markeréw DNA.

W latach 1994-2013 na podstawie badan grup krwi wystawiono bli-
sko 179 tysigcy ekspertyz dotyczacych potwierdzania danych rodowodowych
u bydta. W latach 20062013 w oparciu o polimorfizm markerow DNA wy-
stawiono ponad 31 tysiecy ekspertyz w zakresie weryfikacji danych rodowo-
dowych u tego gatunku. Spos$rdd wszystkich wystawionych ekspertyz nie
udato si¢ potwierdzi¢ pochodzenia po wskazanych rodzicach/rodzicu dla
20 738 osobnikow. Szczegdtowe dane z tego okresu przedstawiono na wy-
kresie 1.
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Wykres 1. Liczba ekspertyz dotyczacych weryfikacji pochodzenia na podstawie
polimorfizmu grup krwi oraz markerow STR w latach 1994-2013
(Rychlik i Koscielny, 2009; Rychlik i Radko, 2013; Baza IMG BOV1 IZ PIB)

Prawdopodobienstwo wykluczenia rodzicielstwa na podstawie grup
krwi wynosito okoto 98% (Rychlik i in., 2005), natomiast badania Holma
i Bendixena (1996) z zastosowaniem jedynie 6 sekwencji mikrosatelitar-
nych wykazaty prawdopodobienstwo wykluczenia niewlasciwego rodzica
rowne 99%.

U bydta sekwencje mikrosatelitarne zostaly po raz pierwszy opisane
w 1990 r. (Fries i in., 1990). Juz w 1998 r. Komitet ISAG zalecit stosowanie
6 mikrosatelitarnych loci (BM1824, BM2113, SPS115, TGLA122, TGLA126,
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TGLA227) jako minimalnego zestawu markerow wykorzystywanych do iden-
tyfikacji osobniczej i kontroli rodowodow bydta (Bredbacka i Koskinen,
1999). W kolejnych latach ulegat on zwiekszaniu i od 2008 1., zgodnie z de-
cyzja Komitetu ISAG do kontroli rodowodow bydta obowiagzuje panel 12 loci
STR (CMMPT, 2008).

W Instytucie Zootechniki od 1998 r. rozpoczeto wdrazanie metody
potwierdzania danych rodowodowych bydta w oparciu o 11 sekwencji mikro-
satelitarnych (TGLA227, BM2113, TGLAS53, ETH10, SPS115, TGLA126,
TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824) (Janik i in., 2001). W 2008
r., zgodnie z wytycznymi ISAG zwiekszono liczbe markeréw wykorzystywa-
nych do weryfikacji danych rodowodowych u bydta o dodatkowy marker —
locus BM1818.

W poczatkowym okresie do badan polimorfizmu mikrosatelitarnego
kierowano wytacznie buhaje hodowlane i matki buhajow, a w pdzniejszym
czasie rOwniez material zenski objety ocena wartosci uzytkowej. Od 2014 r.
systematyczna kontrola rodowodow bydla jest prowadzona w Polsce wytacz-
nie na podstawie 12 markeréw mikrosatelitarnych, rekomendowanych przez
ISAG. W latach 2014-2019 wystawiono blisko 50 tysiecy ekspertyz dotycza-
cych potwierdzenia danych rodowodowych bydta. Sposrod wystawionych
ekspertyz nie udato si¢ potwierdzi¢ pochodzenia po wskazanym rodzicu/parze
rodzicielskiej dla 3574 osobnikow. Szczegotowe dane dotyczace ilosci eks-
pertyz wystawionych w latach 2014-2019 sg zamieszczone na wykresie 2.

12000

10 482
10000
N
£ 8000
o
w
o
2 6000
w
3
O 4000
=
2000 535 652 657 638 685 107
-— — — -—
0
2014 2015 2016 2017 2018 2019
ROK

—4—Liczha wydanych ekspertyz -STR ——||os¢ wykluczen

Wykres 2. Liczba ekspertyz dotyczacych kontroli rodowodéw u bydta (STR),
wydanych w Instytucie Zootechniki PIB w latach 2014-2019
(Baza IMG BOV1 IZ PIB)
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Z powodu pojawiajacych si¢ trudnosci z wydaniem jednoznacznych
opinii odnosnie rodzicielstwa w populacjach o wysokim poziomie inbredu,
w Dziale Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat IZ PIB opracowano dodatkowy
panel, wykorzystywany w sytuacjach, gdy analiza na podstawie podstawo-
wego panelu 12 STR nie daje jednoznacznego wyniku. Dodatkowy panel za-
wiera 8 loci mikrosatelitarnych: CSRM60, CSSM66, ILST065, INRA072,
AGLA293, INRA222, INRA92 oraz HUJI177 (Radko i in., 2010). Zasadno$¢
zwigkszenia liczby markeréw STR stosowanych w rutynowej kontroli rodo-
wodow popart Komitet ISAG i na 37 konferencji w Lleida podjeto decyzje
0 dotaczeniu dodatkowych loci do walidowanego panelu w najblizszym tescie
biegtosci (2020/2021). Pod koniec 2019 r. Komitet ISAG opublikowat na swo-
jej stronie propozycje nowego panelu markerow STR, zawierajacego 4 dodat-
kowe loci: CSRM60, CSSM66, ILST006, HAUT27 (ISAG_Guidelines a).

Przez wszystkie lata potwierdzania danych rodowodowych bydta na
podstawie loci STR (2006-2019) Instytut Zootechniki PIB ustalit 112 800 pro-
fili DNA i wystawil ponad 80 tysigcy ekspertyz potwierdzajacych/wyklucza-
jacych zapisane w dokumentacji dane rodowodowe. W 2020 r. planuje si¢
przebadanie i ustalenie profili DNA dla okoto 9 tysigcy osobnikow.

Pierwszy Miedzynarodowy Test Porownawczy wynikéw genotypo-
wania loci mikrosatelitarnych, zorganizowany przez Migdzynarodowe Towa-
rzystwo Genetyki Zwierzat (ISAG) odbyt sig¢ w 1995 r. Od tej pory cyklicznie,
co dwa lata ISAG organizuje testy miedzynarodowe dla wszystkich jednostek
badawczych na $wiecie zajmujacych sie identyfikacja osobniczg oraz kontrola
rodowodow na podstawie markeréw STR u bydta (juz od 2005 r.), a takze
u innych gatunkéw zwierzat hodowlanych (ISAG_Guidelines b).

W celu dostosowania sie do $wiatowych standardow w Laboratorium
Genetyki Molekularnej (LGM) Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzat In-
stytutu Zootechniki weryfikuje sie¢ poprawno$¢ wynikéw genotypowania loci
STR (ISAG code 84451), biorac udzial w migdzynarodowych poréwnaniach
biegtosci ISAG (ISAG code 84451). Od 1997 r. laboratorium uzyskuje za kaz-
dym razem najwyzsza I range (wyniki w zakresie 98—100%).

W 2016 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej (LGM) Zaktadu Bio-
logii Molekularnej Zwierzat Instytutu Zootechniki PIB uzyskato akredytacje
Polskiego Centrum Akredytacji (PCA) wg migdzynarodowej normy dla labo-
ratoriow badawczych i wzorcujgcych, tj. PN-EN ISO/IEC 17025:2005 (Nr AB
1587). W zakresie akredytacji znajduje si¢ procedura badawcza PBO1 ,,Iden-
tyfikacja osobnicza bydta w multipleksowych systemach STR”, w ramach kto-
rej Laboratorium weryfikuje dane rodowodowe u bydta.

W 2015 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej I1Z PIB uzyskato row-
niez Certyfikat Jakosci ICAR w zakresie kontroli rodowodéw bydta na pod-
stawie loci STR na lata 2016-2017. Obecnie Certyfikat Jakosci ICAR zostat
przedtuzony na kolejne dwa lata, tj. 2020-2021.
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Blisko dwie dekady temu podjeto pierwsze proby opracowania panelu
markeréw SNP przydatnego w identyfikacji osobniczej oraz kontroli rodowo-
dow bydta (Heaton i in., 2002; Werner i in., 2004). W latach 2010-2011, row-
niez w Instytucie Zootechniki PIB podjeto proby opracowania panelu marke-
row SNP przydatnego do kontroli rodowodoéw ras bydta utrzymywanych
w Polsce. Kryterium selekcyjne opierato si¢ o wartos¢ MAF (minor allele
frequency — mozliwie najblizszej 0,5) lokalizacji chromosomowej oraz jak
najnizszej nierownowadze sprzezen pomigdzy markerami. Identyfikacja 43
markerow SNP z opracowanego panelu przebiegata w oparciu o metod¢ mini-
sekwencjonowania (reakcje single-base extennsion oraz elektroforezg kapi-
larng). Poprawno$¢ genotypowania markerow SNP w opracowanym panelu
zostata potwierdzona poprzez sekwencjonowanie losowo wybranych probek
o réznych genotypach. Wynik uzyskany w oparciu o analize 43 markerow
SNP byl rozstrzygajacy w sytuacjach, gdy zastosowanie podstawowego (12
STR) i uzupetniajacego (8 STR) zestawu STR uniemozliwiato wydanie jed-
noznacznej decyzji rodzicielskiej.

W 2011 r. Komitet ISAG udostepnil panel podstawowy (core) 100
SNP ujednolicony dla wszystkich jednostek badawczych zajmujacych si¢ kon-
trolag rodowodow u bydta. Dwa lata pdzniej panel ten zostat poszerzony o ko-
lejne 100 loci SNP (ISAG additional), dedykowane dla bydta z gatunku Bos
indicus i ras syntetycznych (ISAG — Guidelines b). Markery SNP zawarte
w panelu core oraz additional zostaty uwzglednione na wysokowydajnych mi-
kromacierzach genotypowych firmy Illumina, wykorzystywanych w progra-
mach selekcji genomowej bydta. Poprawnos¢ wynikow genotypowania mar-
kerow SNP z migdzynarodowych paneli (ISAG core i ISAG additional) jest
potwierdzana na podstawie mi¢dzynarodowych testow poréwnawczych, or-
ganizowanych cyklicznie przez ISAG, analogicznie jak w przypadku mar-
kerow STR.

Na 37 konferencji ISAG w Lleida (Hiszpania) w lipcu 2019 r. zade-
cydowano, aby identyfikacja osobnicza oraz kontrola rodowodéw u bydta
byly prowadzone na podstawie minimum 200 SNP (panel core + additional).
W takim przypadku kumulatywne prawdopodobienstwo wykluczenia niewta-
sciwego rodzica, przy znajomos$ci genotypu jednego z rodzicéw (CPE1) oraz
obojga rodzicow (CPE2), dla potaczonych paneli core i additional, czyli 200
SNP wynosi blisko 100% (ISAG — Guidelines b).

W Instytucie Zootechniki, w Laboratorium Genomiki — podobnie jak
w innych jednostkach zajmujacych si¢ ocena genomowa — genotypy rekomen-
dowane przez ISAG/ICAR do kontroli rodowodow na podstawie markerow
SNP sa oznaczane w ramach prowadzonej selekcji genomowej w oparciu
0 mikromacierze genotypowe firmy lllumina.
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Laboratorium Genomiki 1Z PIB (ISAG code 84451) weryfikuje po-
prawnos¢ wynikow genotypowania loci SNP bydta w migdzynarodowych te-
stach bieglosci ISAG od 2013 r., uzyskujac najwyzsza I rangg (I ranga — wy-
niki w zakresie 98-100%).

Bardzo dobre wyniki w migdzynarodowych testach porownawczych,
a takze dtugoletnie do§wiadczenie w przeprowadzaniu analiz molekularnych
pozwolito Laboratorium Genomiki IZ PIB uzyskaé¢ na lata 2019-2020 akre-
dytacje ICAR dotyczaca prowadzenia kontroli rodowodéw bydta réwniez
w oparciu o markery SNP. Ponadto, w marcu 2019 r. Zaktad Hodowli Bydta
1Z PIB uzyskat akredytacje ICAR dla centréw obliczeniowych w zakresie in-
terpretacji danych DNA, w ramach ktorej w Instytucie Zootechniki PIB sg wy-
dawane ekspertyzy w zakresie kontroli rodowodow bydta na podstawie reko-
mendowanych przez ISAG/ICAR markeré6w SNP. Analiza polimorfizmu SNP
w zakresie potwierdzania danych rodowodowych dotyczy przede wszystkim
zwierzat objetych oceng genomowa, a wigc bydta mlecznego rasy holsztyn-
sko-fryzyjskiej. Zaktad Hodowli Bydta IZ PIB rozpoczat w 2019 r. wystawia-
nie ekspertyz potwierdzajacych dane rodowodowe na podstawie loci SNP dla
bydta tej rasy. Jednak, dla zwierzat nie objetych selekcjg genomowa dane ro-
dowodowe sg potwierdzane rutynowo na podstawie sekwencji mikrosatelitar-
nych. Zaprojektowana przez Spotdzielnie EuroGenomics nowa mikromacierz
(EuroG MD firmy Illumina) zwigksza doktadnos$¢ oceny wartosci hodowlanej
u innych ras bydta i jednoczesnie umozliwia u nich potwierdzanie danych ro-
dowodowych (Borchersen, 2019). W perspektywie najblizszych lat spowoduje
to zwigkszenie liczby zwierzat réznych ras z potwierdzonymi danymi rodo-
wodowymi na podstawie markerow SNP.

W Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB opracowano autorska
metode analizy panelu zawierajacego 194 SNP z wykorzystaniem znakowa-
nych fluorescencyjnie sond TagMan MGB (minor groove binder) i urzadzenia
QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System z OpenArray block oraz Ac-
cuFill™ System (Applied Biosystems). Opracowany panel zawiera rekomen-
dowane przez ISAG/ICAR SNP core i additional oraz loci SNP zwigzane
z plcia 1 chorobami genetycznymi. Pozwala on przede wszystkim na analize
probek o mniejszej koncentracji DNA, czy tez DNA o nizszej jakosci. Celem
opracowania panelu byto stworzenie alternatywnej metody do analiz polimor-
fizméw SNP. Poprawnos¢ wynikdéw genotypowania markerow SNP w opra-
cowanym panelu zostata potwierdzona na podstawie genotypow probek po-
chodzacych z kilku migedzynarodowych testow porownawczych, a takze po-
przez sekwencjonowanie losowo wybranych probek o réznych genotypach
(Piestrzynska-Kajtoch i in., 2019).

Wieloletnie do$wiadczenie w prowadzeniu kontroli pochodzenia
u zwierzat hodowlanych oraz wysokie kompetencje pracownikow Instytutu
Zootechniki PIB potwierdzone wynikami w testach biegtosci zostaty dostrze-
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zone na arenie mi¢dzynarodowej. Aktualnie Instytut Zootechniki PIB jest je-
dyna w Polsce jednostka posiadajaca akredytacje ICAR w zakresie weryfikacji
rodowodéw u bydta na podstawie markeréw STR (Laboratorium Genetyki
Molekularnej) i SNP (Laboratorium Genomiki oraz Zaktad Hodowli Bydta).
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3. Kontrola pochodzenia owiec — zarys historyczny
i wspolczesnosé

Anna Koseniuk, Agnieszka Szumiec, Angelika Podbielska,
Dominika Rubi$, Anna Radko

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Badania grup krwi i polimorficznych wariantéw bialek krwi i surowicy

Badania nad polimorfizmem erytrocytarnym owiec zostaty zapoczat-
kowane w 1924 r. przez polskich badaczy Biatosukni¢ i Kgczkowskiego (Bia-
tosuknia i Kgczkowski, 1924) w pracowni profesora Ludwika Hirszfelda —
jednego z pionieréw badan serologicznych u ludzi na $wiecie.

Szczytowy okres badan nad polimorfizmem erytrocytarnym u zwie-
rzat gospodarskich na $wiecie i w Polsce przypada na lata 1950-1980. Ich
efektem bylo m.in. wykrycie 50 cech antygenowych we krwi owiec. W tym
samym czasie rozpoczeto badania dotyczace identyfikacji biatek krwi 1 suro-
wicy, a przede wszystkim polimorficznych wariantow transferyny (TF) (B glo-
bulina) oraz tancucha B hemoglobiny (HBB) (Ashton, 1958; Evans i in., 1956).
Obydwa biatka u owiec cechowaty si¢ duza zmiennoscig i tatwa identyfikacja
fenotypow, a do ich analizy wykorzystywano techniki elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym (Erhardt, 1986) lub skrobiowym (Smithies, 1955). Po te-
$cie porownawczym przeprowadzonym przez European Society for Animal
Blood Group Research (ESABR), organizacje, ktora w pdzniejszym czasie
przeksztalcita si¢ w International Society for Animal Genetics — ISAG (Mig-
dzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat), podjeto pierwsze ustalenia
dotyczace nomenklatury polimorficznych form transferyn. W 1990 r. w Mi-
chigan (USA) w tescie biegltosci opracowano nazewnictwo dla 22 antygenow
erytrocytarnych owiec: Aa, Ab, Ba, Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bh, Bi, Ca, Cb,
Cc, Da, Ma, Mb, Mc, R, 0, X i Z (Rychlik i in., 1996).

Od 1970 r. w Instytucie Zootechniki byly intensywnie prowadzone
prace badawcze, majace na celu uzyskanie wlasnego zestawu surowic testo-
wych i oceng ich przydatnosci do analizy rodowodéw w krajowej populacji
owiec. Zestaw surowic testowych zawierajacych przeciwciata do wykrywania
poznanych antygenow erytrocytarnych pozyskiwano w Zaktadzie Immunoge-
netyki wedtug autorskich przepiséw ,,immunizacji”, czyli stymulacji immu-
nologicznej owiec-dawcow surowicy. Wyprodukowanie petnego zestawu su-
rowic testowych bylo mozliwe dzigki utrzymywanej przez Instytut Zootech-
niki zréznicowanych pod wzgledem cech antygenowych grupy owiec.
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Wszystkie uzyskane reagenty byly poddawane mi¢dzynarodowej standaryza-
cji w testach porownawczych (Rychlik i in., 1996).

W 1977 r. Ministerstwo Rolnictwa wprowadzito ustawowy obowia-
zek prowadzenia kontroli rodowodéw w owczarniach. W Instytucie Zootech-
niki w nadestanych do badan probkach krwi prowadzono oznaczenie sktadu
antygenowego czerwonych krwinek oraz polimorfizmu transferyny i hemo-
globiny w ramach zadania zleconego przez Ministerstwo Rolnictwa (Rychlik
i in., 1996). Na ryc. 1 zobrazowano jak w latach 1977-2015, czyli na prze-
strzeni 39 lat prowadzonej weryfikacji rodowodow u owiec, systematycznie
zmniejszata si¢ liczba niezgodnych rodowodoéw. Mozna przypuszczaé, ze
przyczynity si¢ do tego regularnie prowadzone badania rodowodow, ktore da-
waly podstawe do weryfikacji zapisow w dokumentacji hodowlanej. W przy-
padku stwierdzenia w stadzie powyzej 20% niezgodnych rodowodow — ho-
dowca byl pozbawiany mozliwosci produkowania materialu hodowlanego
(Rychlik i in., 1996).

Kontrolg rodowodow u owiec w Zaktadzie Immuno- i Cytogenetyki
Zwierzat IZ rutynowo prowadzono w oparciu o analize 6 uktadow grupowych
krwi (tab. 1) oraz polimorficznych wariantéw transferyny (TF) i hemoglobiny
B (HBB) (tab. 2). Do oznaczania antygendw erytrocytarnych wykorzystywano
16 wiasnych reagentow testowych: anty Aa, Ab, Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bi,
PLB-17, Ca, Cb, Da, Ma, R i 0. Przeciwciata obecne w surowicy testowej
wigzg si¢ z determinantami antygenowymi. W wyniku reakcji antygen-prze-
ciwciato dochodzi do aglutynacji (zlepiania si¢ antygenow pod wpltywem re-
akcji ze swoistym przeciwciatem) lub hemolizy (rozpadu blony erytrocytow).
U owiec antygeny z uktadow grupowych A, B, C, M i R oznaczano testem
hemolitycznym, a antygen Da z uktadu D testem aglutynacyjnym (Rychlik
i in., 1996). Polimorficzne warianty transferyny i hemoglobiny oznaczano za
pomoca elektroforezy poziomej w zelu skrobiowym wedtug zmodyfikowanej
metody Smithies O. (1955) (Rychlik i in., 1996; Rychlik i Krawczyk, 2008).

Badania majace na celu poréwnanie skutecznosci metody analizy grup
krwi i bialek surowicy oraz krwi i polimorfizmu STRs w weryfikacji zapisow
rodowodowych daty zblizone wyniki prawdopodobienstwa wykluczenia nie-
wiasciwego rodzica (PE, ang. power of exclusion). U rasy Berrichone du Cher
warto$¢ PE wyniosta 0,920 przy zastosowaniu markerow erytrocytarnych
i 0,998 z wykorzystaniem polimorfizmu STR (Rychlik i in., 2003).

Kontrola rodowod6w owiec na podstawie markerow mikrosatelitarnych
DNA

W 2016 r. analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego zastapita catkowi-
cie kontrolg pochodzenia owiec w oparciu o grupy krwi. Wprowadzenie no-
wych markeréw genetycznych do badan rodowodowych bylo poprzedzone
okresem przystosowawczym, w ktorym opracowano metodyke, zwalidowano
ja w oparciu o wyniki testu porownawczego i gromadzono profile DNA owiec,
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ktore stuzyly do wyliczen parametrow statystyki populacyjnej, takich jak
prawdopodobienstwo wykluczenia (power of exclusion). W tym czasie bada-
nie polimorfizmu mikrosatelitarnego stosowano w przypadkach, gdy system
kontroli pochodzenia owiec, oparty wowczas na grupach krwi, uniemozliwiat
jednoznaczne wskazanie pary rodzicielskiej. Udziat po raz pierwszy w mig-
dzynarodowym tescie bieglosci dotyczacym genotypowania DNA owiec
(20112012 International Ovine Comparison Test) umozliwil standaryzacje
opracowanych zestawow markeréw mikrosatelitarnych. W nastgpnych latach
Laboratorium Genetyki Molekularnej brato udziat w kazdym kolejnym mig-
dzynarodowym tescie biegtosci ISAG, uzyskujac za kazdym razem najwyzsza
| range zgodnoséci wynikoéw genotypowania (wyniki w zakresie 98—100%).

Przez lata sktad panelu markeréw rekomendowanego przez ISAG (In-
ternational Society of Animal Genetics) ulegat zmianom. Od 2013 r. do chwili
obecnej w kontroli pochodzenia u owiec na podstawie mikrosatelitarnych se-
kwencji DNA Migdzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat — ISAG re-
komenduje panel 13 markeréw: AMEL, CSRD247, ETH152, INRAOOS,
INRAQOO6, INRAO23, INRAO63, INRA172, MAF065, MAF214, McM042,
McM527, OarFCB20.

W Laboratorium Genetyki Molekularnej ustalono dla badanych mar-
kerow mikrosatelitarnych dwa zestawy multiplex ze wzglgdu na rézne tempe-
ratury przylaczania starterow (tab. 3). Od 2016 r. w Laboratorium Genetyki
Molekularnej przebadano 5481 owiec. Ilo$¢ blednie podanych rodowodow
zmieniata si¢ w poszczegolnych latach, osiagajac najwyzszy procent wyklu-
czen w drugim roku badan (6,1%) a najnizszy w 2018 r., ktory wyniost jedynie
0,6% (ryc. 2).

Wyniki kontroli rodowodow sg corocznie przekazywane do wiadomo-
$ci Polskiego Zwigzku Owczarskiego, co pomaga w korygowaniu blednych
rodowodow i porzadkowaniu dokumentacji zootechnicznej. Eliminacja z ho-
dowli zarodowej osobnikow o niezgodnym pochodzeniu daje gwarancj¢ unik-
nigcia skutkow, jakie moglyby wynikna¢ w przypadku uzycia do rozrodu
zwierzat nie pochodzacych po wartosciowych, podanych w rodowodach ro-
dzicach.

Tabela 1. Reagenty testowe identyfikowane przy uzyciu zestawu surowic testowych
w ramach kontroli rodowodow owiec rutynowo prowadzonej w Instytucie Zootechniki

Uktady grupowe | Reagenty testowe
Aa, Ab
Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bi, PLB-17
Ca, Cb
Da
Ma
R,0

0O WP
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Tabela 2. Polimorficzne warianty transferyny (TF) i hemoglobiny (HB)
identyfikowanetechnika elektroforezy zelowej

Locus | Geny | Fenotypy
TF TFA AA, AB, AC, AD, AE, AP
TFB BB, BC, BD, BE, BP
TFC CC,CD, CE, CP
TFP DD, DE, DP
TFE EE
TFP PP
HB HBA
HBE AA, AB, BB
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Ryc. 1. Liczba owiec badanych w Instytucie Zootechniki PIB na podstawie grup
i biatek krwi pod katem weryfikacji rodowoddw oraz liczba niezgodnych
rodowoddw na przestrzeni lat 1976-2015

Tabela 3. Podzial markeréw mikrostaelitarnych na 2 zestawy multipleks
ze wzgledu na temperaturg przylaczania starterow

Temperatura przyta-

PCR czania starterOw Markery
. ] AME, INRA63, INRA006, MAF214,
Multiplex 1 61°C McMO042, CSRD247, INRAL72
Multiplex 2 sgoC MAF065, McM527, OarFCB20, ETH152,

INRAOOS, INRA23
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Ryc. 2. Liczba owiec badanych w Instytucie Zootechniki PIB na podstawie
markeréw mikrosatelitarnych pod katem weryfikacji rodowodow oraz liczba
niezgodnych rodowodow w latach 2016-2019
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4, Pot wieku doswiadczenia w kontroli pochodzenia
u trzody chlewnej

Anna Koseniuk!, Marian Kamyczek?, Grzegorz Smolucha?,
Anna Radko!

YUnstytut Zootechniki PIB, Zaktad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa
2Instytut Zootechniki PIB, Zaktad Doswiadczalny Pawtowice,
ul. Mielzynskich 14, 64-122 Pawfowice

Badania grup krwi u trzody chlewnej

Poczatki badan nad grupami krwi sg zwigzane z odkryciami dokona-
nymi na poczatku XX w. przez austriackiego immunologa Karla Landsteinera
i polskiego lekarza immunologa Ludwika Hirszfelda oraz zesp6t polskich ba-
daczy — Szymanowskiego, Stetkiewicza i Wachlera. U §win znanych jest obec-
nie 16 uktadow grupowych krwi, w ktorych zidentyfikowano 78 czynnikoéw
grupowych i 82 allele (tab. 1). W 1968 r. przy wspotpracy z Wyzsza Szkotg
Rolniczg — Wydziatem Zootechnicznym w Poznaniu uruchomiono w Instytu-
cie Zootechniki, w Zaktadzie Doswiadczalnym w Pawlowicach Pracownie
Badania Grup Krwi Swin, ktora w 1987 r. zostata przemianowana na Pracow-
ni¢ Immunogenetyki. Jednostka ta zajmowata si¢ badaniami grup krwi i ich
wykorzystaniem w kontroli pochodzenia u trzody chlewne;j.

Badania prowadzono z wykorzystaniem wiasnych reagentéw testo-
wych, ktérych jako$¢ byta sprawdzana w Migdzynarodowych Testach Porow-
nawczych (Comparison Test). Pod patronatem Miedzynarodowego Towarzy-
stwa Genetyki Zwierzat (ISAG) w 1996 r. organizatorem testu byta Pracownia
Immunogenetyki w Pawtowicach.

Za pomoca standardowego zestawu surowic testowych (w 1996 r.
bylo to 25 reagentdw testowych nalezacych do 9 uktadéw grupowych krwi)
mozliwe bylo sprawdzenie w chlewniach zarodowych prawidtowosci zapisow
dokumentacji dotyczacej pochodzenia trzody chlewnej. W poczatkowym
okresie (1968-1970) zamierzano bada¢ jedynie material przesytany do
SKURTCh, ale zmiana organizacji hodowli $win w kraju, w tym utworzenie
centrow hodowlanych, rozszerzyto zakres tych badan na caty obszar kraju.
W latach 1978-1984 kontroli danych rodowodowych poddano 4200 osobni-
kow. Niezgodnosci w danych rodowodowych wynosity 8-10%. Kontrola po-
chodzenia wykonana w 1990 r. wykazata, ze w 22 chlewniach zarodowych
niezgodno$ci w pochodzeniu wynosity 5,7% badanych zwierzat. W latach
1991-1995 sprawdzono pochodzenie 11 065 szt. $win, sposrod ktorych u 461
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szt. wykluczono pochodzenie po rodzicach zapisanych w dokumentacji ho-
dowlanej, co stanowito 4,2% badanych zwierzat (Kamyczek, 1997). W bada-
niach wykonanych w chlewniach zarodowych w latach 2011-2015 wykazano,
ze niezgodnosci W pochodzeniu nie przekraczaty 1,4% (tab. 2). Od 2016 r.
zostata zmieniona metodyka kontroli pochodzenia u trzody chlewne;j, co spo-
wodowato przeniesienie prowadzonych badan do Instytutu Zootechniki w Ba-
licach, gdzie identyfikuje sie rodzicielstwo na podstawie markeréw mikrosa-
telitarnych.

Kontrola rodowodow u §win na podstawie polimorfizmu DNA

W akredytowanym wedlug wymogéw normy PN-EN ISO/IEC
17025:2018-02 Laboratorium Genetyki Molekularnej (LGM) Instytutu Zoo-
techniki PIB od 2016 r. prowadzi si¢ weryfikacje rodowodow $win w oparciu
o markery mikrosatelitarne DNA. Przy wykorzystaniu mieszaniny znakowa-
nych czterema fluoroforami (FAM, VIC, NED, PET) sekwencji starterowych
o odpowiednim st¢zeniu, podczas jednej reakcji PCR multiplex powieleniu
ulega 14 markerow mikrosatelitarnych z podstawowego zestawu rekomendo-
wanego przez ISAG, tj.: S0090, S0101, S0155, S0227, S0228, S0355, S0386,
SW24, SW240, SW72, SW857, SW911, SW936, SW951. Otrzymane pro-
dukty PCR poddaje si¢ elektroforezie w zelu poliakrylamidowym w obecno$ci
standardu dtugosci 500 LIZ, w urzadzeniu 3130x1 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Odczyt wyniku elektroforezy kapilarnej nast¢puje z wykorzysta-
niem programu GeneMapper® v. 4.0 (Applied Biosystems).

W Instytucie Zootechniki PIB badania weryfikacji rodowodow $win
na podstawie markerow STR prowadzone sa w ramach zleconego przez Mini-
sterstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi programu wieloletniego. Odbiorcami wy-
nikéw badan kontroli pochodzenia $win sg hodowcy zrzeszeni w Polskim
Zwiazku Hodowcow i Producentéw Trzody Chlewnej ,,POLSUS”. Najwick-
szg liczbe probek do badan DNA przestano w 2018 r. i w tym tez roku odno-
towano najwyzszy procent nieprawidtowych rodowodow (tab. 2).

Laboratorium Genetyki Molekularnej bralo udziat do tej pory
w dwach testach bieglosci w profilowaniu §win na podstawie mikrosatelitar-
nych sekwencji DNA (Pig Comparison Test 2016-2017 i 2018-2019).
W oparciu o uzyskane rezultaty w obydwu testach biegtosci laboratorium
LGM zakwalifikowano do pierwszej rangi laboratoriow, ktore w profilowaniu
uzyskaty zgodne wyniki w przedziale 100-98% (ryc. 1).
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Tabela 1. Grupy krwi u $win (ISAG — Pig Workshop, 1996)

Uktad
gru- Czynniki grupowe Allele
powy
A |A(A Aw), O(0,) A0
B Ba, Bb a, b
C Ca a, -
D Da, Db a, b
E Ea, Eb, Ed, Ee, Ef, Eg, |bdgkmps, deghkmnps, aeglns, defhkmnps,
Eh, bdfkmps, aeflns, degklnps, aegils,
Ei, Ej, Ek, El, Em, En, [deghjmnt,
Eo, abgklps, abgkmps, aegmnops, bdgklps,
Ep, Es, Et deghjmnr, abgkmops, bdgjmt, bdgjmr
F Fa, Fb, Fc, Fd ac, ad, bc, bhd
G Ga, Gb a, b
H Ha, Hb, Hc, Hd, He a, b, ab, cd, bd, bc, be, -
| la, Ib a b
J Ja, Jb a, b, -
Ka, Kb, Kc, Kd, Ke, i
K Kf, Kg acf, bf, acef, ade, adeg,
L La, Lb, Lc, Ld, Lf, Lg, |adhi, bcgi, bdfi, agim, adhjk, adhjl
Lh,
Li, Lj, Lk, LI, Lm
M Ma, Mb, Mc, Md, Me, |ab(e), aem, aejm, ade(m), b, bcd, bcdi,
M, bd, bdg,
Mg, Mh, Mi, Mj, Mk, be(f)m, cd, cdi, cdk, d, djk, dk, ef, efm,
M h, -
N [Na, Nb, Nc a, b, bc
Oa, Ob a b
P Pa a, -

32




Tabela 2. Wyniki kontroli pochodzenia w chlewniach zarodowych na podstawie
grup krwi w latach 2011-2015 i polimorfizmu mikrosatelitarnego
w latach 2016-2019

Rok Liczba badanych sztuk % niezgodnosci
2011 1799 0,9
2012 1700 01
2013 1567 11
2014 975 14
2015 1021 0,0
2016 1039 18
2017 1326 2,4
2018 1380 7,8
2019 754 0,5

nnnnnnnnn

Certificate of Participation

Certificate of Participation

Ryc. 1. Certyfikaty potwierdzajace kompetencje Laboratorium Genetyki
Molekularnej, w migdzynarodowych testach porownawczym organizowanych

PiSmiennictwo

przez ISAG w latach 2016-2017 i 2018-2019

ISAG (2014). Proceedings of the 34th International Conference on Animal Genetics,
Xi'an, China.
Kamyczek M. (1997). Badania grup krwi i ich wykorzystanie w kontroli pochodzenia
u $win. Rocz. Nauk. Zoot., Supl., 1: 63—66.

33



5. Kontrola pochodzenia koni
— historia i perspektywy

Agnieszka Fornal, Katarzyna Kowalska, Agata Piestrzynska-Kajtoch

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Obecnie w Polsce badania kontroli pochodzenia na podstawie marke-
row genetycznych sa prowadzone w Laboratorium Genetyki Molekularnej Za-
ktadu Biologii Molekularnej Zwierzat Instytutu Zootechniki PIB, Zaktad Im-
munogenetyki Zwierzat Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Ja-
strzebcu oraz Laboratorium Badan Markerow Genetycznych u Koni Uniwer-
sytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

W Instytucie Zootechniki pierwsze analizy markeréw klasy I koni za-
czeto prowadzi¢ w latach osiemdziesigtych XX w. W Laboratorium Grup
Krwi Zaktadu Doswiadczalnego w Chorzelowie badania byty wykonywane
wylacznie w oparciu o markery klasy I. Markery klasy I nie byly jednak ide-
alne jako narzgdzie do kontroli pochodzenia — prawdopodobienstwo potwier-
dzenia wlasciwie ustalonego rodowodu u koni wynosito 98-99%.

Wraz z rozwojem metod biologii molekularnej zaczeto stosowaé po-
limorfizm markeréw mikrosatelitarnego DNA —klasy I, STR (ang. short tan-
dem repeat). Dla koni pierwotnie zaproponowano dziewig¢ sekwencji mikro-
satelitarnych, ktére stworzyly minimalny zestaw do weryfikacji rodowodow.
Dalsze badania nad zastosowaniem mikrosatelitow w kontroli rodowodow
skupiaty si¢ na poszukiwaniu nowych sekwencji dla zwiekszenia wiarygod-
nos$ci analiz i efektywno$ci w wykluczeniu blednie oszacowanego rodziciel-
stwa (Fornal i in., 2014). W 2000 r. laboratorium rozpoczgto badania kontroli
rodowodow z zastosowaniem markeré6w mikrosatelitarnych.

Markery klasy 1l pozwalaja na uzyskanie wyzszego niz markery klasy
I prawdopodobienstwa potwierdzenia wlasciwie ustalonego rodowodu
z 99,999% pewnoscia, czyli wyzsza niz markery klasy I, graniczgcg z pewno-
$cig. Z uwagi na powyzsze rekomendacje, kontrola pochodzenia koni w Insty-
tucie Zootechniki byta prowadzona do 2015 r. z zastosowaniem jednocze$nie
markeréw klasycznych i mikrosatelitarnego DNA. Przez kilkanascie lat ana-
liza markerow klasy I i I byta prowadzona réwnolegle dla zachowania spdj-
nosci badan oraz ciagglosci pokolen w badaniach. Laboratorium Grup Krwi
w Chorzelowie formalnie zakonczyto dziatalnos¢ 30 listopada 2015 r., a kon-
trola pochodzenia jest obecnie prowadzona w oparciu o polimorfizm mikrosa-
telitarnego DNA w Laboratorium Genetyki Molekularnej w Balicach.
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Zestaw markeréw genetycznych powinien cechowac si¢ uniwersalno-
$cig i nie powinien by¢ rasowo-specyficzny, tak aby dla réznych populacji
i ras koni wykazywaé wystarczajacy polimorfizm. ISAG monitoruje zmien-
no$¢ genetyczng i uzyteczno$¢ zaproponowanego zestawu mikrosatelitow do
kontroli pochodzenia na catym swiecie (Kakoi i in., 2019).

Identyfikacje osobnicza i kontrole pochodzenia koni prowadzimy
W naszym Laboratorium zgodnie z biezgcymi wytycznymi ISAG. Do potwier-
dzenia pochodzenia stosowany jest aktualnie zestaw 12 podstawowych oraz 5
dodatkowych markerow DNA (tab. 1).

Tabela 1. Zestaw siedemnastu mikrosatelitarnych loci stosowanych obecnie
w Kkontroli pochodzenia koni (Dimsoski, 2003; Equine Genetics and Parentage
Analysis Workshop, 2012; Van de Goor i in., 2010)

Locus | gn rﬂéggﬁ) Motyw powtorzony aﬁjlli(r(isz)
AHT4  |24q14 (AC)-AT(AC), 144-164
AHTS |8 (GT), 126 144
ASB2 | 15021.3-023 (GT), 216-250
ASB17 | 2pl4-pi5 (AC) 87-129
ASB23  |30221-9223 | (TG)rand (TG):TT(TG)s 175 211
CA425* | 28q18 (GT), 226246
HMSL* |15 (TG)n 170-186
HMS2 |10 (CAN(TC), 202248
TN DTN e
HMS6 |4 (GT), 151-169
HMS7 | 1925 (AC)(CA)n 165185
HTG4 |9 (ATCGA”GA(TA(GASQQAG(GA)E"' 127-139
HTG6* | 15q26-q27 (TG 84-102
HTGT* |4 (GT), 118128
HTG10 |21 (TG), and TATC(TG), 95-115
LEX3* | Xq (TG), 142-164
VHL20 |30 (TG), 87-105

* markery dodatkowe
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Efektywno$¢ stosowanego obecnie zestawu siedemnastu rekomendo-
wanych sekwencji mikrosatelitarnych scharakteryzowano dla wielu ras koni,
potwierdzajac skutecznos$¢ ich dziatania. Badania te byly prowadzone miedzy
innymi dla polskich populacji koni (Gralak i in., 1998; Zabek i in., 2006). Ba-
dania z uzyciem markerow DNA wraz ze szczegdtowa analiza rodowodowa
umozliwiaja nie tylko weryfikacje pochodzenia. Moga by¢ takze stosowane
m.in. w doborze optymalnego wariantu krzyzowania, tak aby zminimalizowac
efekty zwigzane ze wzrostem inbredu w rasach. Markery mikrosatelitarne sg
uzytecznym narzgdziem w badaniu struktury ras, a takze w przypadku prowa-
dzenia selekcji na okreslone cechy uzytkowe pozadane przez hodowcow (Ne-
groiin., 2016).

Glownym celem badan kontroli rodowodow koni jest weryfikacja po-
chodzenia przed wprowadzeniem zwierzgcia do hodowli. W Polsce kontrola
pochodzenia koni stanowi warunek wpisania konia do ksigg hodowlanych.
Poza weryfikacja rodowodowa, §wiadczong dla zwigzkéw hodowlanych i ho-
dowcow indywidualnych, w Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB pro-
wadzimy monitoring zmiennos$ci genetycznej, oceniamy skuteczno$¢ potwier-
dzania pochodzenia oraz efektywnos¢ weryfikacji rodowodow na podstawie
badan niezgodnych. Gdy badania prowadzono wylacznie w oparciu o markery
klasy pierwszej, odsetek liczby badan niezgodnych wzgledem wszystkich ba-
dan w danym roku byt znaczny, na poziomie Kilku procent (rys. 1).

Liczba badan niezgodnych oraz procent
wykluczeri - markery kl |
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Rys. 1. Liczba badan niezgodnych oraz procent wykluczen w oparciu o markery
klasy I dla badan prowadzonych
w latach 20002005 w Instytucie Zootechniki

Lata pracy naszego Laboratorium, Laboratorium Grup Krwi w Cho-
rzelowie oraz Polskiego Zwigzku Hodowcow Koni nad rzetelno$cia zapisow
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i weryfikacja rodowodow koni przyczynity si¢ do sukcesywnego zmniejszania
liczby badan niezgodnych. Przyczynity si¢ do tego roéwniez — obowiazek wy-
konywania i powszechno$¢ badan genetycznych. Analiza badan niezgodnych
w ostatnich latach (rys. 2) wskazuje skutecznos¢ i zasadno$¢ prowadzonych
prac genetycznych.

Liczba badan niezgodnych oraz procent
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Rys. 2. Liczba badan niezgodnych oraz procent wykluczen w oparciu o markery
klasy II dla badan prowadzonych w latach 2010-2019 w Instytucie Zootechniki

Poza testami rutynowymi prowadzimy migdzy innymi badania nau-
kowe nad zmienno$cig genetyczng i genetyka populacyjna na podstawie poli-
morfizmu markeréw mikrosatelitarnych dla ras koni hodowanych w Polsce.
Efektem prac jest weryfikacja przydatnosci markeréw jako narzedzi moleku-
larnych do rutynowych testow kontroli pochodzenia oraz monitorowanie
zmian zachodzacych w strukturach genetycznych badanych ras i populacji
koni. W zakresie naszych prac badawczych sg takze badania z zastosowaniem
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Poly-
morphism — SNP). Markery te odgrywaja coraz wieksza role w kontroli po-
chodzenia zwierzat, jednakze prace nad nowym panelem SNP dla koni nie sg
tak intensywne i zaawansowane jak na przyktad w przypadku kontroli pocho-
dzenia bydta. Na chwile obecna trzy zespoty zglosily swoje propozycje paneli
SNP do kontroli pochodzenia koni (Tozaki SNPs (53 SNPs) — Japonia, Etalon
SNPs (101 SNPs) — USA oraz nasze laboratorium — LGM (66 SNPs). Prace
nad zestawami tych markerow sa na etapie testowania zmiennosci r6znych ras
koni i weryfikacji SNP jako narzedzi do kontroli pochodzenia. Markery SNP
sg bialleliczne, maja najnizszy wskaznik zmiennosci ze wszystkich markerow
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genetycznych i sg tatwiejsze do walidacji. Istnieje prawdopodobienstwo, ze
tak, jak to si¢ juz dzieje powoli u bydta mlecznego, markery SNP mogg zasta-
pi¢ markery STR w przysztosci.
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6. Identyfikacja zwierzat towarzyszacych
i wolno zyjacych

Angelika Podbielska, Anna Radko

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Identyfikacja zwierzat towarzyszacych i wolno zyjacych

W Instytucie Zootechniki PIB identyfikacja zwierzat hodowlanych na
podstawie analizy DNA znalazta szerokie zastosowanie w kontroli rodowo-
dow bydta, koni, owiec i $win. W ostatnich latach badania te znalazty rowniez
zastosowanie w badaniach zwierzat towarzyszacych, tj. pséw, kotow, gotebi,
alpak oraz zwierzat wolno zyjacych: jeleni, wilkow i dzikow.

Najwicksze zapotrzebowanie na badania identyfikacyjne obserwu-
jemy u psow, ktore ciesza si¢ bliskim zwiazkiem z cztowiekiem jako towarzy-
sze rodziny, ale takze jako zwierzeta hodowlane. W Laboratorium Genetyki
Molekularnej IZ PIB, wychodzac naprzeciw potrzebom hodowcow i1 wiasci-
cieli psow wprowadzono metode identyfikacji psow na podstawie analizy
DNA. Opracowano i zastosowano metod¢ multipleksowej analizy markeréw
mikrosatelitarnych DNA, okreslanych jako STR (short tandem repeats). Mar-
kery te sa obecnie najpopularniejszym narzgdziem do identyfikacji osobnicze;j
i analizy rodowodowej zaréwno ludzi (Kling i in., 2017; Coble i in., 2016;
Dumache i in., 2016), jak i zwierzat (Linacre i in., 2011), w tym réwniez pséw
(Halverson i Basten, 2005; Scharnhorst i Kanthaswamy, 2011; Ciampolini
iin., 2017).

Do 2015 r. do rutynowych badan identyfikacyjnych psow w Labora-
torium Genetyki Molekularnej stosowano zestaw zawierajacy panel 18 mar-
kerow mikrosatelitarnych DNA: AHTk211, CXX279, REN169018, INU05S5,
REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTh260, AHTk253,
INUO05, INUO030, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04, AHTh171,
REN247M23 oraz genu amelogeniny — AMEL, zalecanych przez Miedzyna-
rodowe Towarzystwo Genetyki Zwierzat — ISAG. Obecnie w LGM stosowany
jest rekomendowany przez ISAG zestaw 21 markeréw, ktory zawiera 3 uzu-
petniajgce markery: AHTh130, REN64E19 i REN105L03. Analiza 21 marke-
row mikrosatelitarnych oraz genu AMEL jest przeprowadzana w dwoch ze-
stawach multipleksowych STR: 13-plex i 11-plex. Pierwszy z nich zawiera:
AHTk211, REN169018, REN54P11, INRA21, REN169D01, AHTh260,
INUO05, INU030, AMEL, AHT121, FH2054, AHTh171 i REN247M23.
W sktad drugiego wchodzg: CXX279, INUO55, REN105L03, AHT137,
AHTK253, AHTH130, FH2848, RENG4E19, REN162C04, REN247M23
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i AHTk211. Markery REN247M23 i AHTk211 amplifikowane w kazdym ze-
stawie stanowig wewnetrzne markery kontrolne.

Identyfikacja alleli w 21 loci mikrosatelitarnych DNA i na tej podsta-
wie ustalenie profilu DNA unikalnego dla kazdego osobnika (rys. 1), pozwala
na przeprowadzenie analizy poréwnawczej profili DNA, ktora poparta staty-
styka stanowi skuteczng metod¢ identyfikacji osobniczej psow (Halverson
i Basten, 2005; Scharnhorst i Kanthaswamy, 2011; Ciampolini i in., 2017).
Szacowane prawdopodobienstwo wykluczenia (PE) na podstawie stosowa-
nego zestawu 21 loci STR daje ponad 99,9 % prawdopodobienstwo wiasciwie
potwierdzonego pochodzenia i 100% pewnos¢ wykluczenia pochodzenia
(Radko i Stota, 2009; Radko i in., 2018).

Markery stosowane w laboratorium sg co dwa lata testowane i standa-
ryzowane w miedzynarodowych testach porownawczych DNA organizowa-
nych przez ISAG, a metoda ,,Identyfikacja osobnicza pséw w multiplekso-
wych systemach STR” — PB03 w LGM 1Z PIB jest akredytowana przez Pol-
skie Centrum Akredytacji. Wykonywanie badan na najwyzszym poziomie po-
twierdzonych Certyfikatem Jako$ci umozliwia wystawianie uznawanych mig-
dzynarodowo ekspertyz pochodzenia i certyfikatow DNA psow.

W ostatnich latach do IZ PIB zaczgly wptywac zapytania dotyczace
identyfikacji osobniczej kotow. Na potrzeby hodowcow, Laboratorium Gene-
tyki Molekularnej przygotowato metode identyfikacji osobniczej opartej, po-
dobnie jak dla psow, na analizie mikrosatelitarnego DNA. Do badan zastoso-
wano markery rekomendowane przez ISAG do identyfikacji i kontroli rodo-
wodow kotdéw. Przygotowany panel markerow mikrosatelitarnych DNA za-
wiera 10 loci: FCA310, FCA220, FCA069, FCA441, FCAQ075, FCA229,
FCAG678, FCA149, FCA105 oraz AMEL locus. Laboratorium Genetyki Mo-
lekularnej po raz pierwszy wzigto udzial w migdzynarodowym tescie porow-
nawczym Cat Comparison Test 2018-2019, co pozwolito na standaryzacje
warto$ci alleli 1 mozliwo$¢ wystawiania profilu DNA, ktéry moze by¢ porow-
nywalny z laboratoriami na catym §wiecie.
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Rys. 1. Profil DNA w 21 mikrosatelitarnych loci DNA i AMEL locus u psa
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W ostatnich latach hodowla gotebi pocztowych budzi coraz wicksze
zainteresowanie. Organizowane sg wystawy, wyscigi i olimpiady tych ptakow,
a ich ceny siegaja nawet kilkadziesiat tysiecy euro.

Pierwsze probki w postaci gotebich pidr z dutka wptynety do Labora-
torium Genetyki Molekularnej w 2011 r. Celem przeprowadzonej analizy byto
ustalenie profilu DNA w 10 loci STR oraz ustalenie plci danego osobnika.
Markerami, na podstawie ktorych ustalano profil DNA byly: CliuDO01,
ClipD16, CliuD32, ClipT13, CliuT17, PG2, PG3, PGS, PG6, PG7 oraz mar-
ker CHD do ustalenia pfci.

Od 2017 r. wprowadzono panel mikrosatelit rekomendowany przez
ISAG: ClipDO01, ClipD11, ClipD16, CliuD17, CliuD19, CliuD35, CliuT02,
CliuT13, ClipT17, CliuT43, PIGN4, PIGN57, PIGN10, PIGN12, PIGN15,
PIGN26. Standaryzowang nomenklature uzyskano dzigki udzialowi w mie-
dzynarodowych testach biegtosci i zard6wno w tescie Pigeon Comparison Test
2015/2016, jak i Pigeon Comparison Test 2018/2019 uzyskano 1 rank zgod-
nos$ci genotypowania. Dzigki standaryzowanej nomenklaturze certyfikat uzy-
skany w Laboratorium Genetyki Molekularnej moze by¢ wykorzystany na ca-
tym $wiecie, a profile porownywane z innymi laboratoriami, ktore roéwniez
maja standaryzacj¢ ISAG.

W 2019 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej zglosito udziat jako
Duty Laboratory w kolejnym tescie bieglosci Pigeon Comparison Test
2020/2021, co wiaze si¢ z funkcja organizowania takiego miedzylaboratoryj-
nego testu poroOwnawczego.

Od 2020 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej posiada akredytacje
Polskiego Centrum Akredytacji procedury badawczej PB07 pt.: ,,Identyfikacja
osobnicza gotebi w multipleksowych systemach STR” zgodnie z norma PN-
EN ISO/IEC 17025:2017. W ramach procedury Laboratorium zgodnie z wy-
tycznymi PCA oferuje:

— ustalenie profilu DNA danego osobnika — genotyp,

— przeprowadzenie badania jednostronnego — potwierdzenie badz wy-
kluczenie osobnika po wskazanej matce lub ojcu, w tym przypadku
badany jest tylko jeden z rodzicow, a prawdopodobienstwo pochodze-
nia osobnika po wskazanym rodzicu obliczono na poziomie wyzszym
niz 99,8%,

— przeprowadzenie badania obustronnego — potwierdzenie badz wyklu-
czenie osobnika po wskazanej parze rodzicielskiej, w tym przypadku
badani s3 obydwoje rodzice, aprawdopodobienstwo pochodzenia
osobnika po wskazanych rodzicach obliczono na poziomie wyzszym
niz 99,99%,

— ustalenie plci.
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Alpaki sa hodowane ze wzglgdu na wysoka jako$¢ welny. Wykorzy-
stuje si¢ je zarowno jako zwierzeta uzytkowe w hodowli, jak i towarzyszace
w tzw. alpakoterapii. Na wniosek Ministra Rolnictwa w 2019 r. Rada Mini-
strow przyjeta projekt ustawy o organizacji hodowli i rozrodzie zwierzat go-
spodarskich. Zgodnie z postulatami hodowcow alpak, zostala rozszerzona lista
zwierzat gospodarskich o ten gatunek, aby umozliwi¢ prowadzenie hodowli
alpak w sposob wiasciwy dla zwierzat gospodarskich. Po uznaniu alpak za
zwierzeta gospodarskie i utworzeniu dla nich ksigg hodowlanych prognozo-
wano zwigkszenie ich populacji w Polsce, a tym samym przeprowadzanie
kontroli pochodzenia, ktorag wykonuje si¢ w oparciu o markery DNA sekwen-
cji mikrosatelitarnych.

Laboratorium Genetyki Molekularnej w 2019 r. opracowato proce-
dure badawcza pt.: ,,Identyfikacja osobnicza alpak i lam w multipleksowych
systemach STR” i jako pierwsze w Polsce rozpoczeto komercyjne badania ge-
netyczne z zakresu identyfikacji osobniczej oraz potwierdzenia pochodzenia
dla alpak i lam. Jest to bardzo istotna kwestia przy weryfikacji pochodzenia,
niezbednej do wpisywania kolejnych osobnikéw do ksigg hodowlanych. Moz-
liwos¢ identyfikacji osobniczej alpak i lam moze by¢ rowniez istotnym narze-
dziem w kwestiach spornych, ktore zawsze wystepuja w procesie hodowli
zwierzat.

Do przeprowadzenia kontroli pochodzenia wykorzystywany jest reko-
mendowany przez ISAG panel 12 markeréw mikrosatelitarnych: LCAS,
LCAS8, LCA19, LCA37, LCA56, LCAGBS5, LCAG6, LCA94, LCA99, LGUA49,
LGUS0, YWLLA44. Obecnie rozpoczely si¢ proby opracowania drugiego pa-
nelu mikrosatelitarnego, ktory pozwolilby na oznaczenie pozostatych marke-
row wykorzystywanych u alpak i lam. Opracowywany jest takze test moleku-
larny, umozliwiajacy odroznienie hybrydy powstalej z krzyzowania alpaki
i lamy od alpaki, gdy zawodza metody oceny fenotypowe;j.

Laboratorium Genetyki Molekularnej planuje rowniez wzia¢ udziat
W najblizszym mie¢dzynarodowym tesScie bieglosci organizowanym przez
ISAG — Llama/Alpaca Comparison Test 2020/2021, aby nomenklatura, ktora
jest wykorzystywana do przeprowadzania kontroli pochodzenia na podstawie
powyzszych markerow byla standaryzowana, a certyfikaty z profilem DNA
uzyskane w Laboratorium Genetyki Molekularnej mogty by¢ wykorzystane
na catym $wiecie.

Obecnie LGM oferuje badania:

— ustalenie profilu DNA danego osobnika (genotyp),

— przeprowadzenie badania jednostronnego (potwierdzenie badz wy-
kluczenie osobnika po wskazanej matce lub ojcu, w tym przypadku
badany jest tylko jeden z rodzicow),
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— przeprowadzenie badania obustronnego (potwierdzenie badz wyklu-
czenie osobnika po wskazanej parze rodzicielskiej, w tym przypadku
badani sg obydwoje rodzice).

Wykorzystanie automatycznej analizy DNA do badan identyfikacji
osobniczej zwierzat pozwolitlo na wprowadzenie takich badan u zwierzat
wolno zyjacych, co w ostatnim czasie spotkato si¢ ze znacznym zainteresowa-
niem. Analiza DNA jeleni, dzikow czy wilkow umozliwia identyfikacje osob-
niczg zwierzat na potrzeby prokuratury, sadow, policji, towarzystwa opieki
nad zwierzetami. Sg to sprawy karne, najczesciej dotyczace kradziezy, kiu-
sownictwa, znecania sie nad zwierzetami badz usmiercania ich w okrutny spo-
sob, gdzie materiatem dowodowym sa réznego rodzaju mikroslady znalezione
w miejscu zbrodni.

Jednym z najwazniejszych zwierzat townych, jak rowniez hodowla-
nych wystepujacych w Polsce jest jelen szlachetny. Duze zainteresowanie
zroznicowaniem genetycznym jeleni, zarowno wolno zyjacych, jak i hodow-
lanych oraz wykonywanie badan w celu opracowania opinii DNA dotycza-
cych identyfikacji jeleni spowodowaty koniecznos¢ opracowania w LGM pa-
nelu markerow STR do ich identyfikacji. Badania majace na celu oceng poli-
morfizmu wybranych sekwencji mikrosatelitarnych, opracowanie zestawow
multipleksowych STR majacych zastosowanie w badaniach identyfikacyj-
nych u jeleniowatych przeprowadzono w wielu krajach na catym $wiecie
(Martinez i in., 2002; Cosse i in., 2007; Frantz i in., 2008; Pérez-Espona i in.,
2008). W przeprowadzonych badaniach wtasnych testowano 45 sekwencji mi-
krosatelitarnych specyficznych dla gatunkoéw Bovidae i Cervidae u ponad 450
jeleni. Na podstawie przeprowadzonych w 2011 r. analiz konserwatyzmu ge-
netycznego ustalono panel polimorficznych markeréw mikrosatelitarnych
DNA, ktory z powodzeniem znalazt zastosowanie W identyfikacji jeleni wy-
stepujacych w polskiej populacji. Opracowany zestaw zawiera 12 markeréw
STR: BM1818, OarAE129, OarFCB5, OarFCB304, RM188, RT1, RT13, T26,
T156, T193, T501, TGLAS3 oraz gen amelogeniny — AMEL, analizowane
w jednej reakcji multipleksowej w sekwenatorze kapilarnym (Radko, 2011)

(rys. 2).
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Rys. 2. Profil DNA w 12 mikrosatelitarnych loci DNA i AMEL locus u jelenia

Badania polimorfizmu mikrosatelitarnego wilkow i dzikow sa prze-
prowadzane zaro6wno na zlecenie prokuratur, sadow i komisariatow policji
w ekspertyzach sagdowych, jak i na zamowienia prywatne, gdyz sg doskona-
tym narzgdziem do monitorowania populacji danego gatunku.

Do przeprowadzenia identyfikacji osobniczej wilkow wykorzysty-
wany jest panel 19 markerow mikrosatelitarnych: AHTk211, CXX279,
REN169018, INUO055, REN54P11, INRAZ21, AHT137, REN169D01,
AHTh260, AHTKk253, INUO005, INUO030, FH2848, AHT121, FH2054,
REN162C04, AHTh171, REN247M23 i AMEL.

Do przeprowadzenia identyfikacji osobniczej dzikéw wykorzysty-
wane sg 2 panele po 8 markerow mikrosatelitarnych. Iplex sktadajacy si¢ z:
IGF1, S026, S215, SW72, SW857, SW1492, SW2021, SW2532 oraz Il plex,
w sktad, ktorego wchodza: S0090, S0155, S0355, SW24, SW122, SW461,
SWO951, SW2496. Laboratorium wykorzystuje rowniez komercyjny zestaw
,2Animaltype Pig Multiplex PCR Test kits” firmy Biotype Diagnostic GmbH
sktadajacy si¢ z 11 mikrosatelitarnych loci: SBH1, SBH2, SBH4, SBH10,
SBH13, SBH18, SBH19, SBH20, SBH22, S0655, 387A12F oraz SBH23 do
ustalania pici.
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7. Wykorzystanie technik cytomolekularnych
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Zakres badan cytogenetycznych obejmuje analizy struktury i funkcjo-
nowania aparatu genetycznego komorki z uwzglednieniem efektow fenotypo-
wych identyfikowanych nieprawidtowosci kariotypu. Konwencjonalna dia-
gnostyka cytogenetyczna polega na mikroskopowej analizie chromosomow
metafazowych lub prometafazowych uzyskanych metodg hodowli limfocytow
krwi in vitro i barwionych odczynnikiem Giemsy, co pozwala okresli¢ liczbe
diploidalng i morfologi¢ chromosomow. Nastepny etap diagnostyczny to rdz-
nicujace barwienie prazkowe QFQ, GTG lub RBA i jego modyfikacje (o roz-
dzielczosci 5-10 mln par zasad oraz od 300 do 450 prazkéw Q, G i R w ha-
ploidalnym zestawie chromosomoéw), ktore umozliwiajg identyfikacje po-
szczegolnych par chromosoméw homologicznych oraz ustalenie kariotypu
konkretnego osobnika. Rozszerzeniem standardowej analizy cytogenetycznej
sg wysokorozdzielcze techniki prazkowe — HRBT (2-5 mlIn par zasad), w wy-
niku ktorych uzyskuje sie rozdzielczo$¢ od 600 do 900 prazkow i subprazkow
G lub R w haploidalnym zestawie chromosoméw prometafazowych. Nalezy
zaznaczy¢, ze techniki barwienia rdznicujgcego sg podstawowym narzedziem
w diagnostyce nieprawidlowosci chromosomowych oraz cytogenetycznych
badaniach przesiewowych, a takze niezbednym elementem badan genomu do-
tyczacych migdzygatunkowych homologii chromosomow, fizycznego mapo-
wania genow, lokalizacji konstruktow genowych w genomach zwierzat trans-
genicznych, jak rowniez konstrukcji gatunkowych map cytogenetycznych.

Badania cytogenetyczne zwierzat hodowlanych prowadzone w Polsce
od potowy lat siedemdziesigtych ubiegltego wieku poczatkowo obejmowatly
dwa gatunki: bydto i $winie. Kariotyp bydta, ze wzgledu na akrocentryczng
morfologi¢ autosomow, oceniano gldwnie na podstawie analizy chromoso-
moéw barwionych konwencjonalnie i tylko w uzasadnionych przypadkach sto-
sowano techniki barwienia roznicowego. Z kolei, ze wzgledu na duze zrézni-
cowanie morfologii autosoméw w kariotypie $wini, ocen¢ cytogenetyczng
U tego gatunku przeprowadzano na podstawie chromosoméw metafazowych
barwionych gléwnie technikami GTG, QFQ i RBA (Stota i in., 1988, 2004;
Danielak-Czech i Stota, 2007, 2008 a).

Wieloletnie badania populacji bydta wykazaty, Ze najczestszg mutacja
chromosomowg sg fuzje centryczne zwane translokacjami robertsonowskimi.
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Dotychczas na $wiecie zdiagnozowano ponad 60 réznych translokacji robert-
sonowskich w wielu rasach, zaréwno prymitywnych jak i szlachetnych, przy
czym najczesciej identyfikowano translokacje robertsonowska 1;29. Rowniez
w Polsce fuzje centryczng 1;29 diagnozowano w populacji bydta rasy Charo-
laise, u potomstwa trzech buhajow rasy Blond d’Aquitaine, a takze u osobni-
kéw ras: nizinnej czarno-biatej, nizinnej czerwono-bialtej i polskiej czerwone;j
(Stota i in., 2004). W polskiej populacji bydta, oprocz fuzji 1;29, zidentyfiko-
wano dwie inne translokacje robertsonowskie. W pierwsza zaangazowane
byly chromosomy z par 13 i 24, natomiast w drugg — dicentryczng autosomy
z par 5 i 22 (Stota i in., 1988; Stota i Switonski, 1992). Nastepna aberracja
stwierdzana u bydta to trisomia XXY. Sposrod kilkunastu zarejestrowanych
na $wiecie nosicieli tego syndromu cztery przypadki zdiagnozowano w Polsce
— u trzech buhajkow aberracja wystapita w postaci prostej — 61,XXY, nato-
miast u czwartego w formie chimeryzmu 60,XX/61,XXY (Stota i in., 2003).

Z kolei, efektem monitoringu cytogenetycznego, ktérym objeto liczne
populacje $win na swiecie, jest identyfikacja okoto 200 wad kariotypu, glow-
nie strukturalnych aberracji chromosomowych (ok. 150 translokacji wzajem-
nych), nielicznych aneuploidii heterosoméw oraz kilkunastu przypadkow chi-
meryzmu leukocytarnego. Sposérod dotychczas opisanych u tego gatunku mu-
tacji chromosomowych dziewig¢ zdiagnozowano w Polsce (wszystkie, z wy-
jatkiem jednej, w Instytucie Zootechniki PIB): dwie inwersje, pie¢ translokacji
wzajemnych, jedng tandem fuzjg¢-translokacje i translokacje robertsonowska
(Rejduch i in., 2003; Danielak-Czech i Stota, 2007, 2008 b; Danielak-Czech
i in., 2006, 2010, 2016).

Systemy kontroli kariotypu rozptodnikéw funkcjonuja od wielu lat
w licznych krajach europejskich, natomiast w Polsce w Instytucie Zootechniki
PIB w Balicach od 1989 r. realizowany jest monitoring cytogenetyczny buha-
jow 1 knurow zarodowych. Skuteczno$¢ funkcjonowania tego systemu, po-
twierdzona identyfikacjg licznych aberracji chromosomowych, uzasadnia po-
trzebg kontynuacji i intensyfikacji badan cytogenetycznych (Stota i in., 2004,
Danielak-Czech i Stota, 2008 a; Kozubska-Sobocinska i Danielak-Czech,
2017).

Mozliwosci analizy cytogenetycznej w znaczacy sposob wzbogacita
technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Obserwacje sygnatow
hybrydyzacyjnych na heterosomach pozwolity na zdiagnozowanie licznych
przypadkow aneuploidii u koni (Bugno i in., 2006, 2007; Bugno i Stota, 2007),
chimeryzmu leukocytarnego u bydta, owiec i kdz (Kozubska-Sobocinska i in.,
2003, 2011, 2016, 2018, 2019; Rejduch i in., 2004; Rychlik i in., 2005), triso-
mii XXY u buhajka (Stota i in., 2003). Metoda ta zostata réwniez wykorzy-
stana do identyfikacji chromosoméw ptci w plemnikach (Kozubska-Sobocin-
ska i Rejduch, 2008), a takze w analizie przebiegu mejozy w preparatach uzy-
skanych z fragmentow gonad (Kozubska-Sobocinska i in., 2009).
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Obecnie, dzigki rozwojowi molekularnych technik cytogenetycznych
mozliwe jest wykorzystanie do analizy kariotypu innowacyjnej, wysoko pre-
cyzyjnej techniki porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy
(@aCGH).
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Ryc. 1. Przyktadowy wykres przedstawiajacy mape¢ rozmieszczenia CNV
na chromosomach konia, uzyskany po analizie technika porownawczej
hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (schemat wasny)

Pozwala ona na identyfikacj¢ zmian niewidocznych w standardowym
badaniu cytogenetycznym aberracji submikroskopowych z niespotykang jak
dotad rozdzielczoscia, si¢gajaca od kilkuset do kilku-Kilkunastu par zasad, bez
konieczno$ci prowadzenia hodowli komorkowej. Technika ta umozliwia jed-
noczesng identyfikacje aneuploidii, duplikacji, delecji oraz amplifikacji kaz-
dego fragmentu genomu obecnego na macierzy. Metoda polega na wyznako-
waniu dwoch izolatow DNA (badanego i referencyjnego) roznymi fluorochro-
mami i porownaniu nat¢zenia fluorescencji w chromosomach danej pary. Roz-
nice w intensywnosci fluorescencji w probie badanej w stosunku do DNA
wzorcowego $wiadcza o zaburzeniach w liczbie kopii analizowanych frag-
mentéw genomu (CNV — ang. Copy Numer Variation). Warianty liczby kopii
definiowane jako segmenty DNA o wielkosci od 1 kpz do kilku Mpz, w kto-
rych zaobserwowano relatywne zwickszenie lub zmniejszenie liczby kopii
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W poréwnywanych genomach (Scherer i in., 2007), moga mie¢ istotny wplyw
na fenotypowa roznorodno$é¢, przystosowanie srodowiskowe, zmienno$¢
W genach kontrolujacych rozwdj plciowy, funkcje rozrodcze czy regulacje
hormonalng organizmu (Lin i in., 2009). Obecnie w Instytucie Zootechniki
Panstwowym Instytucie Badawczym identyfikowane sg zmiany chromoso-
mowe i mikrorearanzacje w genomie konskim u osobnikéw obarczonych za-
burzeniami rozrodczymi lub rozwojowymi (Kowalska i in., 2017).

Techniki molekularne (FISH, PRINS i aCGH) wprowadzane do dia-
gnostyki cytogenetycznej zwierzat znacznie zwigkszajg zakres 1 precyzje ba-
dan cytogenetycznych, gdyz oprocz oceny prawidtowosci kariotypu umozli-
wiajg identyfikacje chromosoméw, fizyczng lokalizacje genow (Danielak-
Czech i in., 2014), identyfikacje rearanzacji chromosomowych oraz oceng po-
limorfizmu chromosomowego, konserwatyzmu genetycznego i badan filoge-
netycznych w aspekcie ewolucji kariotypu (Bugno-Poniewierska i in., 2009).
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8. ldentyfikacja gatunkowa — historia, terazniejszos$¢
oraz nowe wyzwania i mozliwosci

Malgorzata Natonek-Wisniewska, Piotr KrzyS$cin

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Poczatki identyfikacji gatunkowej si¢gaja lat 80. i pierwszych
rozpoznanych przypadkéw choroby szalonych kréw. W odpowiedzi na
wykrycie przyczyn tego zjawiska wprowadzono szereg ustaw, majacych na
celu zakaz spozywania maczek migsno-kostnych przez przezuwacze. Aby
przepis ten nie pozostat jedynie na papierze, konieczne stato si¢ regularne
sprawdzanie potencjalnej obecnosci zakazanych sktadnikow.

Poczatkowo takie analizy polegaly na zastosowaniu metod mi-
kroskopowych do badania gléwnie tkanek twardych, natomiast do tkanek
migkkich wykorzystywano techniki oparte na analizie biatek — ich elektro-
forezie lub wykrywaniu zawartych w nich przeciwcial. W Laboratorium
Genetyki Molekularnej trwaty w tym czasie prace nad metoda identyfikacji
biatek bydlgcych w migsie i jego przetworach, np. w karmie dla zwierzat czy
produktach spozywczych. Opracowane metody mialy szereg ograniczen
zwigzanych ze swoistoécig biologiczng, uzalezniong od rodzaju tkanki lub
sposobu jej przetworzenia. O ile dla tkanek $wiezych specyficzno$¢ byta
100%, to oznaczenie maczek zwierzgcych nie zawsze byto mozliwe.

Postep nauk biologicznych, a w szczegdlno$ci metod opartych na
technologii DNA, umozliwit pokonanie wspomnianych ograniczen i znacznie
ulatwit oraz przyspieszyt analize. Najwiekszy rozwoj uzytecznych tu metod
molekularnych nastgpit na poczatku XXI wieku. Rowniez w Laboratorium
Genetyki Molekularnej rozpoczgto w tym czasie badania nad mozliwoscia
oznaczenia gatunkowego komponentéw zwierzecych na podstawie DNA.

Poczatkowo opracowane metody ograniczaty si¢ do identyfikacji
jako$ciowej, w ktorej fragmenty DNA specyficzne gatunkowo powielano
w reakcji PCR, Nastgpnie, po rozdziale w procesie elektroforezy w zelu
agarozowym i analizie wynikow w Zelu otrzymujemy informacj¢ o obecnosci
lub braku oznaczanego gatunku w badanym materiale. Metode PCR
wykorzystywano w laboratorium réwniez jako analizg¢ polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RFLP), gtéwnie do oznaczania jeleniowatych,
tzn. saren, jeleni, koz (Natonek-Wisniewska i in., 2010). Technika ta polega
na amplifikacji fragmentow DNA pochodzgcych od kilku gatunkow,
a nastgpnie trawieniu odpowiednio wybranymi enzymami restrykcyjnymi, co
pozwala na réznicowanie gatunkow.
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Obecnie w laboratorium, stosujac klasyczny PCR, mozna jako$ciowo
oznaczy¢ 13 indywidualnych gatunkéw: bydto, swinie, owce, kury (Natonek-
Wisniewska i in., 2013), kaczki, ggsi (Natonek-Wisniewska i in., 2016) indyki,
konie, koty (Natonek-Wisniewska, 2009), psy, sarny, kozy, jelenie (Natonek-
Wisniewska i Stota, 2008, 2010) oraz 4 grupy gatunkow: drob, przezuwacze,
krolestwo zwierzat i domeny eukariotow.

Rozw¢j nauki i co tym idzie metod analitycznych umozliwit
wdrozenie metod opartych na oznaczeniu ilo§ciowym, czyli reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Wprowadzenie ich jest bardzo
korzystne, poniewaz pozwala opisa¢ sklad iloSciowy poszczegdlnych
gatunkow.

Obecnie, przy zastosowaniu reakcji real-time PCR, istnieje mozliwos¢
oznaczania ilo$ciowego siedmiu pojedynczych gatunkéw: bydto, $winie,
konie, owce (Natonek-Wisniewska i Krzyscin, 2016), kury (Natonek-
Wisniewska i Krzyscin, 2015), kaczki i gesi. Przy zastosowaniu tej techniki
mozemy rowniez oznaczy¢ DNA nalezgce do domeny eukarioty. Opracowane
metody wykorzystuja sondy MGB lub barwniki wiazace si¢ z DNA (Eva
Green). Metody, zaro6wno ilosciowe jak i jakosciowe, wymagaja analizy
w kierunku obecnosci konkretnego gatunku lub jego grupy. Odrebnym
problemem sa probki, ktorych sktad jest catkowicie nieznany. Sposobem
umozliwiajacym takie badanie jest sekwencjonowanie metoda Sangera, gdzie
do analizy wybiera si¢ fragment homologiczny dla kilku gatunkéw. W ten
sposoéb mozemy w szybkim czasie precyzyjnie wyznaczy¢ przynaleznosé
gatunkowg probki. Szczegotowy schemat podzialu metod znajduje si¢ na
rysunku 1.

Podziat metod
identyfikacji gatunkowe;j

/

PCR | | Real-timePCR |

| Badanie jakosciowe | | gPCR |

y
RFLP |

v
sekwencjonowanie |

Rys. 1. Szczegdtowy schemat podziatu metod stosowanych
w identyfikacji gatunkowej
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Kazda z tych metod ma swoje zalety i ograniczenia. Zwykle maja bar-
dzo wysoka granice oznaczalnosci; niejednokrotnie tak wysoka, ze wielkos¢
ta nie ma praktycznego znaczenia w komercyjnych analizach. Wielko$¢ ta,
czesto ponizej 0,001%, nabiera realnego znaczenia przy oznaczaniu niepoza-
danych substancji §ladowych czy przypadkowych artefaktow w probce.

Ogromnym atutem analizy gatunkowej na podstawie reakcji PCR jest
mozliwos$¢ przeprowadzenia oznaczenia bez wzgledu na rodzaj materiatu bio-
logicznego, z ktorego uzyskujemy DNA. Analiza jest mozliwa w materiale
surowym (np. migso, mleko, krew, kosci, siers¢), przetworzonym (np. kiet-
basa, zelatyna, ser, karma dla zwierzat domowych, maczki migsno-kostne,
plazma, kazeina, serwatka), czy zdegradowanym (np. plamy krwi). Skuteczna
analiza bez wzgledu na ilo$¢ i jako$¢ matrycy jest zwigzana z wlasciwosciami
mtDNA; w szczegdlnosci wynika ze znacznej ilosci jego kopii w kazdej ko-
morce oraz z ogromnej odpornosci na czynniki zewngtrzne, jakim mtDNA
moze by¢ poddane. Zaleta ta sprawia, ze metoda nie ma ograniczen i moze by¢
wykorzystana do bardzo szerokiego spektrum materiatu.

Waznym zagadnieniem dla funkcjonowania Laboratorium jest wpro-
wadzenie systemu jakosci laboratoriéw badawczych i wzorcujacych dla (ISO
17025). Wdrozenie tej normy zaswiadcza, ze wszystkie badania prowadzone
w laboratorium sg z nig zgodne i wykonane z odpowiednia dbatoscia dla wy-
branej metody badan. ldentyfikacja gatunkowa z biegiem lat zyskuje na zna-
czeniu. Jest stosowana do badania zywnosci dla ludzi, karmy dla zwierzat, ale
takze bardzo cze¢sto do badania mikro§ladow. Jest wykorzystywana zaréwno
do badan komercyjnych, regularnie powtarzalnych, jak oznaczanie wotowiny
oraz koniny (badania zywno$ci, paszy), jak rowniez jednorazowych (przykta-
dowo oznaczenie DNA dorsza w plamach krwi). Z tego wzgledu Laborato-
rium musi by¢ otwarte na mozliwo$¢ opracowywania coraz to nowych metod.
Dostepnos¢ sekwencji e w GenBanku sprawia, ze opracowanie metody iden-
tyfikacji kazdego dodatkowego gatunku jest mozliwe.
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9. Wykorzystanie mikromacierzy w ocenie
wartosci hodowlanej bydla mlecznego

Joanna Warzecha, Magdalena Wojtaszek

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Wartos¢ hodowlana zwierzat przez wiele lat byta szacowana posred-
nio tylko w oparciu o cechy uzytkowe oraz rodowody zwierzat ze soba spo-
krewnionych. Odbywalo to si¢ w mysl zalozenia, ze na ogdt potomstwo po
wysoko wydajnych rodzicach réwniez charakteryzuje si¢ wysoka wydajno-
$cig. Pomimo iz metody te nadal spelniaja swoja role, posiadajg jednak pewne
ograniczenia. Zwigzane jest to z system oceny ojcow-buhajow na podstawie
oceny i porownywania ich coérek przez co jest bardzo kosztowne i czaso-
chlonne (Ptak i in., 2015; Siatka, 2018; Skarwecka, 2019). Postep w dziedzinie
genetyki molekularnej udostepnil narzedzia genetyczne umozliwiajace pozna-
nie catych genomow zwierzat hodowlanych, a w rezultacie wytypowanie ty-
sigcy markerow genetycznych, tworzac genomowo wzbogacong oceng warto-
$ci hodowlanej. Jest ona potaczeniem tradycyjnego szacowania warto$ci ho-
dowlanej z warto$cig genomowa, stanowiaca sumaryczny efekt wielu marke-
row. Wysokoprzepustowa technika, ktéra pozwala na badanie zmiennosSci
W obrebie genomu sg mikromacierze genotypowe, wykorzystujace polimorfi-
zmy pojedynczych nukleotydéw (SNP-single nucleotide polymorphism). Naj-
czesciej wykorzystywanymi, a jednocze$nie dajagcymi wiarygodne i powta-
rzalne wyniki sg mikromacierze typy BeadChip opracowane przez firme Illu-
mina. Mikromacierze te sa szklanymi plytkami, na ktoérych regularnie roz-
mieszczone sa krzemowe koraliki optaszczone sondami molekularnymi (Ka-
minski, 2012).

Fot. 1. Mikromacierz EuroG MD Fot. 2. Naktadanie préb
na mikromacierz EuroG MD
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Warto$¢ hodowlana zwierzat przez wiele lat byta szacowana posred-
nio tylko w oparciu o cechy uzytkowe oraz rodowody zwierzat ze soba spo-
krewnionych. Odbywalo to si¢ w my$l zalozenia, ze na ogo6t potomstwo po
wysoko wydajnych rodzicach réwniez charakteryzuje si¢ wysoka wydajno-
$cig. Pomimo ze metody te nadal spetniaja swoja rolg, posiadaja jednak pewne
ograniczenia. Zwigzane jest to z systemem oceny ojcoOw-buhajow na podsta-
wie oceny i pordwnywania ich corek, przez co jest bardzo kosztowne i czaso-
chtonne (Ptak i in., 2015; Siatka, 2018; Skarwecka, 2019). Postep w dziedzinie
genetyki molekularnej udostepnit narzedzia genetyczne umozliwiajace pozna-
nie catych genoméw zwierzat hodowlanych, a w rezultacie wytypowanie ty-
sigcy markeréw genetycznych, tworzac genomowo wzbogacong ocen¢ warto-
$ci hodowlanej. Jest ona potaczeniem tradycyjnego szacowania wartosci ho-
dowlanej z warto$cig genomowa, stanowigcg sumaryczny efekt wielu marke-
row.

Wysokoprzepustowg technikg, ktéra pozwala na badanie zmiennosci
w obrebie genomu sg mikromacierze genotypowe, wykorzystujgce polimorfi-
zmy pojedynczych nukleotydow (SNP-single nucleotide polymorphism). Naj-
czesciej wykorzystywanymi, a jednoczesnie dajacymi wiarygodne i powta-
rzalne wyniki sg mikromacierze typu BeadChip opracowane przez firme Illu-
mina. Mikromacierze te sg szklanymi ptytkami, na ktorych sg regularnie roz-
mieszczone krzemowe koraliki optaszczone sondami molekularnymi (Kamin-
ski, 2012). Poprzez hybrydyzacje sondy te wykrywaja komplementarne do sie-
bie sekwencje DNA badanego zwierzgcia i trwale taczg si¢ z nimi. Dzigki za-
stosowaniu fluorescencji jestesmy w stanie oznaczy¢ wystgpowanie SNP pod-
czas skanowania mikromacierzy w skanerach o wysokiej precyzji odczytu
(Wojciechowska i Olech, 2013). Redukcja kosztow produkcji i wykorzystania
macierzy pozwolita na wprowadzenie jej do praktyki hodowlanej. Pierwsza
komercyjnie udostepniona mikromacierz bydlgca firmy Illumina zostata za-
projektowana w oparciu o genomy przedstawicieli 19 ras bydta, w tym mig-
snego, mlecznego, migsno-mlecznego, a takze bizona amerykanskiego. Wy-
korzystanie tak duzej ilosci ras bydta pozwolito na powszechne wykorzystanie
jej w wielu krajach (Hayes i in., 2009; Kaminski, 2012). Macierz ta wystgpuje
pod komercjalng nazwa Bovine 50K SNP i zawiera zestaw 54 000 markerow
rownomiernie rozmieszczonych na chromosomach. Obecnie w uzyciu wyko-
rzystuje si¢ jej trzecig, udoskonalong wersje.

Prace nad dalszym obnizeniem kosztéw badania, a co za tym idzie
wigksza dostepnoscig dla hodowcy, zaowocowaly powstaniem macierzy Eu-
roG10K, obejmujacej panel 10 000 loci SNP. W oparciu o wykorzystane mar-
kery mozliwe jest oznaczenie cech uzytkowych oraz identyfikacja defektow
genetycznych, takich jak: BLAD, DUMPS oraz HH1, HH2, HH3, HH4, HH5,
HH6, HH7 i HCD, czy réwniez oznaczenie prawidlowego umaszczenia i bez-
rozno$ci. Ponadto, pozwala na weryfikacje pochodzenia w oparciu o markery
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SNP. Zastosowanie imputacji umozliwia z macierzy o mniejszej gestosci Eu-
roG10K odtworzy¢ prawdopodobny genotyp zwierzgcia, jaki mozna by uzy-
ska¢ z macierzy o wigkszej gestosci Bovine 50K (http://www.izoo.kra-
kow.pl/zalaczniki/wazne_ informacje/Era-genomowa-2017.pdf?ver=2; Guld-
brandtsen i in., 2017; Skarwecka, 2019). Nastepczynia mikromacierzy Eu-
roG10K jest macierz EuroG MD. Sktada si¢ ona z panelu 45 000 markerow,
zawierajacego markery SNP z macierzy EuroG10K v 8.0, a takze cze$¢ z mi-
kromacierzy BovineLLD v 2.0 i BovineSNP50 v 3.0, ktore sg stosowane do
oceny roznych ras bydta w réznych krajach. Zwigkszenie gestosci przez za-
stosowanie dodatkowych markerow podniosto doktadnos$¢ oceny oraz pozwo-
lito na zastosowanie mikromacierzy EuroG MD do szacowania wartosci ho-
dowlanej kolejnych ras bydta mlecznego i migsnego (http://www.izoo.kra-
kow.pl/index.php?option=com_content&task=view&id=1941&Itemid=49).

Polska jako jeden z pierwszych krajow wprowadzita system oceny
warto$ci hodowlanej bydta. Juz od 1962 r. Instytut Zootechniki Panstwowy
Instytut Badawczy bierze aktywny udziat w prowadzeniu oceny hodowlanej
buhajow ras mlecznych, zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi. Na przestrzeni lat metody oceny wartosci hodowlanej ulegty
licznym zmianom oraz modernizacjom wzbogacajac podejscie konwencjo-
nalne o metody genomowe. Che¢é wprowadzenia do powszechnej praktyki ge-
nomowej oceny wartosci hodowlanej zaowocowata powstaniem w 2014 r.
Konsorcjum Genomika Polska, do ktérego obok Instytutu Zootechniki PIB
przystapity Polska Federacja Hodowcow Bydta i Producentow Mleka w War-
szawie, Matopolskie Centrum Biotechniki Sp. z 0.0. z siedzibg w Krasnem,
Stacja Hodowli i Unasieniania Zwierzat Sp. z 0.0. z siedzibg w Bydgoszczy,
Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, Uniwersytet Przyrodniczy we
Wroctawiu, Mazowieckie Centrum Hodowli i Rozrodu Zwierzat Sp. z o.o.
w Lowiczu oraz Wielkopolskie Centrum hodowli i Rozrodu Zwierzat w Po-
znaniu z siedziba w Tulcach Sp. z 0.0.

Instytut Zootechniki, jako aktywny cztonek Konsorcjum zajal sie
opracowaniem metod obliczeniowych i analitycznych genotypowania, ktore
otrzymatly pozytywna ocen¢ testow walidacji przez organizacje INTERBULL
(Jedraszezyk, 2013). Wraz z potrzeba zwigkszenia doktadno$ci oceny geno-
mowej Polska w 2012 r. dotaczyta do Spotdzielni EuroGenimics, wiazacej
wspotprace migdzynarodowg pomigdzy Niemcami, Francja, Danig, Holandig,
Szwecja, Finlandig oraz Hiszpanig. Pozwolito to na utworzenie wspolnej bazy
referencyjnej, wymiany wynikow i do§wiadczenia oraz wyznaczenie wspol-
nych celow. Obecnie Spoétdzielnia EuroGenomics dysponuje populacja refe-
rencyjng liczaca ponad 35 000 buhajoéw rasy holsztynsko-fryzyjskiej, co przy-
czynito si¢ do zwigkszenia doktadnosci oceny genomowej (http://www.euro-
genomics.com/).
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W Instytucie Zootechniki PIB oznaczanie genotypoéw bydta z wyko-
rzystaniem mikromacierzy SNP wykonywane bylto przez Samodzielng Pra-
cowni¢ Genomiki powstata w 2011 r. Pracownia realizowala pierwszy etap
oceny wartos$ci genomowej, prowadzac baze materiatu biologicznego, izolacje
DNA i genotypowanie SNP. W wyniku restrukturyzacji Samodzielna Pracow-
nia Genomiki zostata przeksztalcona w Dzial, a nastepnie Zaktad Biologii Mo-
lekularnej Zwierzat W jego sktad wchodzi Laboratorium Genetyki Molekular-
nej oraz Laboratorium Genomiki, w ktérym obecnie jest prowadzona czgs$¢
laboratoryjna oceny genomowej metoda techniki mikromacierzy SNP.

Ocena warto$ci hodowlanej buhajow i krow jest wykonywana zgodnie
z wytycznymi INTERBULL jako organizacji majacej status laboratorium re-
ferencyjnego Unii Europejskiej. Jest ona przeprowadzana trzy razy w roku
wraz z oceng konwencjonalng w oparciu o dane rodowodowe. W odpowiedzi
na wysokie zapotrzebowanie hodowcow Instytut Zootechniki PIB przeprowa-
dza dodatkowe oceny krajowe we wczesniej uzgodnionych terminach
(http://www.izoo.krakow.pl; https://crs.izoo.krakow.pl/).

illum
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Fot. 3. Pierwszy etap analizy wynikow genotypowania

Laboratorium Genomiki posiada w swojej ofercie komercyjnie do-
stepng macierz o wigkszej gestosci BovineSNP50 v 3.0 oraz nowa, udostep-
niang dla cztonkow Spotdzielni EuroGenomics mikromacierz EuroG MD. Od
2013 r. weryfikuje poprawno$¢ genotypowania loci SNP bydta w mi¢dzyna-
rodowych testach biegtosci ISAG, uzyskujac najwyzsza I range (98-100%),
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potwierdzajac tym samym wysokie kompetencje w zakresie genotypowania
SNP u tego gatunku. Ponadto, dzicki wieloletniemu do$wiadczeniu oraz
uczestnictwu w miedzynarodowych testach biegtosci jako jedno z 14 labora-
toriow na §wiecie posiada akredytacje ICAR dotyczaca prowadzenia kontroli
rodowodow bydta w oparciu o markery SNP (https://www.icar.org/in-
dex.php/certifications/certification-and-accreditation-of-dna-genetic-labora-
tories/guidelines-for-str-and-snp-based-parentage-testing-in-cattle/accredi-
ted-laboratories-for-parentage-testing-in-cattle/). Jednocze$nie, jest jedyna
jednostka w Polsce posiadajacg akredytacje zgodng z procedurami ICAR, po-
zwalajaca na peina analize rodowodow u bydta na podstawie markerow SNP.
Dodatkowo, Instytut Zootechniki PIB che¢tnie angazuje si¢ we wspotprace
miedzynarodowa rozpowszechniajgc wiedz¢ w zakresie oceny wartosci ho-
dowlanej oraz oceny genomowej bydta mlecznego.

Obecnie ocena genomowa cieszy si¢ coraz wicksza popularnoscia.
Wykorzystanie technik genotypowania pozwala uzyska¢ oceng wartosci ho-
dowlanej dla wszystkich istotnych w hodowli cech juz zaraz po urodzeniu
zwierzecia. Pozwala to na redukcje kosztow, a takze skrocenie odstepu poko-
leniowego, co przektada si¢ na szybszy postep hodowlany. W rezultacie przy-
czynia si¢ to do usprawnienia procesu produkcji, dzigki podejmowaniu §wia-
domych i strategicznych decyzji hodowlanych dla gospodarstwa.
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10. Trzesawka owiec i genotypowanie genu PRNP

Agata Piestrzynska-Kajtoch, Grzegorz Smolucha
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32-083 Balice k. Krakowa

Trzgsawka owiec (ang. scrapie) to choroba neurodegeneracyjna, ktora
zawsze konczy sie $miercig zwierzecia. Choruja na nig owce i kozy, a wykryto
ja rowniez u muflonow. Razem z BSE bydta (ang. Bovine Spongiform Ence-
phalopathy) i przewlekta chorobg wyniszczajacg jeleniowatych (ang. Chronic
Wasting Disease) nalezy do grupy pasazowalnych encefalopatii gabczastych
(ang. Transmissible Spongiform Encephalopathies — TSE) wywotywanych
przez infekcyjne czynniki biatkowe, tzw. priony. Zgodnie z hipotezg prionowa
(Prusiner, 1998), na skutek zmian konformacyjnych drugo-, trzecio- i czwar-
torzedowej struktury normalnego komorkowego biatka PrP® (bogatego w a-
helisy) powstaje forma patogenna PrPS (prion; bogaty w B-harmonijki).
Priony sa nierozpuszczalne, czesciowo odporne na dzialanie enzyméw prote-
olitycznych, UV i temperatury oraz maja zdolnos$¢ do agregacji w centralnym
uktadzie nerwowym. Podobny mechanizm, w ktérym biatko o nieprawidtowe;j
konformacji katalizuje zmiany struktury fizjologicznego biatka komorko-
wego, prowadzace do powstawania i agregacji patogennych biatek obserwuje
si¢ w chorobie Alzheimera, Parkinsona czy stwardnieniu zanikowym bocz-
nym (ALS). Akumulacja prionéw w komoérkach nerwowych prowadzi do neu-
rodegeneracji, a zanikajace komorki nerwowe tworzg puste przestrzenie, przez
co obraz mozgu przypomina gabke. Objawy kliniczne i przedkliniczne, jak
réwniez zmiany histologiczne w mézgu moga by¢ rozne nawet w obrebie tej
samej jednostki chorobowej w zaleznos$ci od tego, jakim szczepem zarazito si¢
zwierzg. Chore osobniki s bardziej pobudliwe i ptochliwe, traca rownowage,
obserwuje si¢ u nich ataksje i mioklonie, pogarsza si¢ ich kondycja, wydrapuja
sobie siers¢. Choroba prowadzi do calkowitej fizycznej i umystowej dezorga-
nizacji organizmu (Baylis i Goldmann, 2004; Greenlee i Greenlee, 2015; Gre-
enlee, 2019; Baral i in., 2019). Przyzyciowa diagnoza trzesawki jest trudna
i mozliwa w zasadzie tylko w przypadku klasycznej trzesawki metodami im-
munohistochemicznymi na podstawie biopsji trzeciej powieki, btony §luzowe;j
odbytnicy i weztdw chlonnych. Ostatecznym potwierdzeniem choroby sa po-
$miertne testy immunohistochemiczne 1 badanie histopatologiczne rdéznych
wycinkow mozgowia. Wykonuje si¢ rowniez test roznicujacy, okreslajacy czy
patogenne biatko prionowe jest typowe dla trzgsawki czy dla BSE (Polak i in.,
2006; Greenlee, 2019).

Trzgsawka owiec moze przyjmowaé dwie postacie: klasyczng i aty-
powa. Posta¢ klasyczna znana jest od XVIII w., a posta¢ atypowa (Nor98)
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wykryto po raz pierwszy dopiero w 1998 r. w Norwegii (Benestad i in., 2003).
Uwaza sig, ze klasyczna trzgsawka owiec jest potencjalnie zakazna i mozna
si¢ nig zarazi¢ droga pokarmowa lub Srodowiskowa, a atypowa trzesawka
stabo przenosi si¢ w warunkach naturalnych i wystepuje raczej spontanicznie
u starszych zwierzat. Klasyczna i atypowa trzgsawka roznig si¢ od siebie m.in.
profilem glikozylacji biatka, wrazliwoscig na trawienie proteazami, wystepo-
waniem zmian patologicznych i genetyczna opornoscia/podatnoscia zwierzat
na zachorowanie (Tranulisiin., 2011; Fast i Groschup, 2013; Greenlee, 2019).

Komorkowe biatko PrP¢ jest kodowane przez gen PRNP. Stwier-
dzono, ze u owiec r6zne warianty genu PRNP sg powigzane z wrazliwo$cig na
klasyczna i atypowa trzgsawke. Na podstawie badan prowadzonych na calym
Swiecie zaobserwowano, ze cztery kodony genu PRNP — 136, 141, 154 171
majg zwigzek z wystgpowaniem trzesawki. Wystepowanie waliny (V) w ko-
donie 136, argininy w kodonie 154, glutaminy (Q) i histydyny (H) w kodonie
171 powigzano z podatno$cig na klasyczng trzgsawke. Z kolei alanina (A)
w kodonie 136, histydyna (H) w kodonie 154 i arginina (R) w kodonie 171
zostaly powigzane z opornoscia na klasycznag trzgsawke (Baylis i Goldmann,
2004). Utworzone w ten sposob allele (np. AissH154Q171) i genotypy (np.
Ai36R154R171/VRQ) pozwalajg na okreslenie, czy dany osobnik bedzie bardziej
podatny/oporny na zachorowanie na klasyczng trzesawke i przypisanie go do
grupy ryzyka narazenia na t¢ jednostke chorobowa (NSP1-5, gdzie NSP1
oznacza grupe o znikomym ryzyku, a NSP5 grupe o najwyzszym ryzyku za-
chorowania na klasyczna trzesawke). Niestety genotyp ARR/ARR, warunku-
jacy opornos¢ na klasyczng trzesawke nie warunkuje opornosci na trzesawke
atypowa — ta posta¢ choroby wystepuje takze u owiec o tym wilasnie genoty-
pie. Trzesawke atypowa powigzano z obecnoscig fenyloalaniny (F) w kodonie
141 i histydyny (H) w kodonie 154. Allel F znaleziono dotychczas tylko
w konfiguracji z allelem ARQ (AFRQ). Z badan prowadzonych w roéznych
krajach wynika, ze wsroéd owiec zarazonych atypowa trzesawka statystycznie
istotnie wigcej osobnikow posiada allele AFRQ i ALHQ (Moum i in., 2005;
Tranulisiin., 2011; Fast i Groschup, 2013; Greenlee i Greenlee, 2015). Znajac
genotypy owiec, mozna skutecznie prowadzi¢ selekcje zwierzat tak, aby
zmniejszy¢ ryzyko wystapienia chordb prionowych. W krajach europejskich
od lat prowadzone sg programy monitoringu genotypéw PRNP, majace na
celu zwickszanie czestosci genotypu ARR/ARR i1 zmniejszenie czestosci ge-
notypu VRQ/XXX (gdzie XXX oznacza dowolny wariant) w stadach owiec.
Potwierdzono ich skutecznos¢. Decyzja Komisji Wspdlnot Europejskich
Z dnia 18.12.2002 r. (notyfikowang jako Dokument C(2002) 5102). Unia Eu-
ropejska zaleca krajom czlonkowskim badanie genotypéw w populacjach
owiec pod katem podatnos$ci na scrapie i zwigkszenie czgstosci warunkujacego
opornos¢ allelu ARR w stadach o znaczeniu gospodarczym w celu zmniejsze-
nia ryzyka wystagpienia klasycznej trz¢sawki owiec.
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W Polsce badania nad polimorfizmem genu PRNP u owiec prowa-
dzone byty w Instytucie Zootechniki od 2005 r. W latach 20052008 bada-
niami byto objetych kilka tysiecy owiec w ramach projektéw zamawianych
przez Departament Bezpieczenstwa Zywnosci i Weterynarii Ministerstwa
Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Od 2009 r. badania sg dalej kontynuowane w ra-
mach innych zadan, projektow i programow, a takze w formie ustug (Rejduch
i in., 2009; Piestrzynska-Kajtoch i in., 2015; Piestrzynska-Kajtoch i in., 2017).
Instytut Zootechniki PIB dostarcza wyniki genotypowania trzesawki Gtow-
nemu Inspektoratowi Weterynarii, ktory z kolei przekazuje te dane do Komisji
Europejskiej w formie raportu, zgodnie z pkt. 8.2 rozdziatu A zatacznika III
do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001
Z dnia 22 maja 2001 r. Dotychczas badaniami objeto tacznie okoto 12 500
owiec roznych ras. Przez caly ten czas udoskonalano metod¢ genotypowania
tak, aby mozna bylo prowadzi¢ badania rutynowo. Badanie wykonuje si¢ na
materiale biologicznym w postaci krwi, ale mozna tez oznaczy¢ genotyp z wy-
mazu czy fragmentu tkanki. Poczatkowo metoda genotypowania opierata si¢
w naszym Laboratorium wytacznie na enzymach restrykcyjnych i elektrofore-
zie agarozowej (Garcia-Crespo i in., 2004) (ryc. 1). Obecnie genotypowanie
wykonywane jest metoda dyskryminacji alleli z zastosowaniem specyficznych
sond TagMan MGB. Laboratorium opracowalo takze metode sekwencjono-
wania genu PRNP, ktora pozwala na analiz¢ polimorfizmu catego kodujacego
regionu genu (ryc. 2). Efektem badania jest okreslony genotyp PRNP w po-
staci czterech kodonoéw (np. ALRR/AFRQ), niezmienny przez cate zycie, po-
twierdzony sprawozdaniem z analizy (ekspertyza). Od 2006 r. Laboratorium
Genetyki Molekularnej Zaktadu Biologii Molekularnej Zwierzat Instytutu
Zootechniki PIB (LGM) nieprzerwanie i zawsze z powodzeniem uczestniczy
w miedzynarodowych testach poréwnawczych metody genotypowania trze-
sawki owiec, organizowanych przez EURL (Laboratorium Referencyjne Unii
Europejskiej), ktore maja na celu potwierdzenie skutecznoscei i jakosci wyko-
nywanych badan.

W Polsce caty czas prowadzi si¢ badania nad zmiennoscia genu PRNP
u réznych ras owiec (Rejduch i in., 2009; Niznikowski i in., 2014; Piestrzyn-
ska-Kajtoch i in., 2015; Niznikowski i in., 2016; Piestrzynska-Kajtoch i in.,
2017). Pozwalaja one na oszacowanie frekwencji poszczeg6lnych alleli w ba-
danych populacjach (monitoring) i tworzenie referencyjnych baz genotypow.
Na rycinie 3 przedstawiono czestosci genotypéw PRNP owiec badanych
w LGM w latach 2016-20109.
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Ryc. 1. Genotypowanie genu PRNP: A — kodony 136 i 154 zgenotypowane
przy pomocy enzymu restrykcyjnego; B — kodon 171 zgenotypowany
metoda dyskryminacji alleli
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Ryc. 2. Sekwencjonowanie fragmentu genu PRNP
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Ryec. 3. Frekwencja genotypéw PRNP u owiec badanych w latach 2016—2019;
kolory oznaczaja przynalezno$¢ do grupy ryzyka narazenia na klasyczng trzesawke:
NSP1 — niebieski, NSP2 — zielony, NSP3 — z6lty, NSP4 — pomaranczowy;
NSP5 — czerwony
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Instytut Zootechniki, zgodnie z wytycznymi unijnymi, oznacza row-
niez genotypy PRNP u wszystkich owiec i koz ze zdiagnozowang w Polsce
choroba prionows. Pierwszy przypadek trzesawki owiec zdiagnozowano
w Polsce w 2009 r. Od tego czasu do dzi$ (07.2020) w naszym kraju odnoto-
wano 94 przypadki trzgsawki u owiec (76 przypadkow atypowej trzesawki
i 18 przypadkow klasycznej trzgsawki) oraz dwa przypadki encefalopatii gab-
czastej kozy. Wszystkie owce, u ktorych wykryto klasyczna trzgsawke pocho-
dzity z importu. Podejrzenie przypadku TSE w stadzie, zgodnie z Rozporza-
dzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 999/2001 z dnia 22 maja
2001 r. (ujednolicony dokument z dnia 2.07.2020), oznacza konieczno$¢ prze-
prowadzenia dochodzenia w celu identyfikacji wszystkich narazonych zwie-
rzat i podjecie dalszych krokéw w przypadku potwierdzenia diagnozy.
Wszystkie owce i kozy w gospodarstwie lub gospodarstwach, w ktérych na-
stapito narazenie, zostaja objete urzedowym ograniczeniem przemieszczania
do czasu uzyskania wynikow potwierdzajacych diagnoze. Zgodnie z tym sa-
mym rozporzadzeniem, w zaleznosci od diagnozy potwierdzajacej jednostke
chorobowa, mogg zosta¢ zastosowane rézne $rodki, np. objecie stada inten-
sywnym monitorowaniem TSE przez okres 2 lat, czy bezzwloczne uSmierce-
nie narazonych zwierzat (wytypowanych na drodze dochodzenia: gdy nie
mozna wykluczy¢ BSE). Wiaze si¢ to ze stratami ekonomicznymi.

W handlu wewnatrzunijnym, w aspekcie bezpieczenstwa zywnosci
wymaga sie od gospodarstw okreslenia statusu ryzyka (znikome, kontrolo-
wane) wystapienia trzgsawki klasycznej. Owce, ich nasienie i embriony prze-
znaczone na eksport musza pochodzi¢ z gospodarstw spetniajacych te wymogi
lub mie¢ potwierdzony genotyp ARR/ARR (zatacznik VIII do Rozporzadze-
nia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001
r.). Genotypowanie trzgsawki owiec umozliwia wiec nie tylko skuteczna,
swiadomg selekcje zwierzat, zarzadzanie ryzykiem w owczarniach i uniknie-
cie strat ekonomicznych, ale takze utatwia prowadzenie handlu. Z uwagi na
ryzyko ekonomiczne zwigzane ze stwierdzeniem choroby prionowej w sta-
dzie, genotypowanie PRNP i selekcja owiec pod katem eliminacji niekorzyst-
nych wariantow tego genu ma istotne znaczenie dla hodowcdow tych zwierzat.
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Nutrigenomika to dziedzina wiedzy, ktora bada wptyw odzywiania na
regulacje genow (Miiller i Kersten, 2003). Z kolei, nutrigenetyka zajmuje si¢
oddziatywaniami pomiedzy dietg a genomem, tzn. analizuje, w jakim stopniu
odpowiedz organizmu na sktadniki zywieniowe jest uzalezniona od sekwencji
DNA osobnika. Dieta jest jednym z gtéwnych czynnikow srodowiskowych
wpltywajacych na stan zdrowia i kondycje ludzi, a takze na wyniki uzytkowo-
$ci zwierzat gospodarskich. Rosnaca liczba danych sugeruje, ze u podtoza tego
oddzialywania leza interakcje pomigdzy sktadnikami zywieniowymi a geno-
mem ludzi i zwierzat. Obecnie znanych jest wiele czynnikow transkrypcyj-
nych (np. PPAR, SREBP), ktore dziataja jak czujniki sktadnikow odzywczych
i wplywaja na ekspresj¢ innych genéw zaangazowanych w metabolizm
(Miiller i Kersten, 2003). Ponadto, przeprowadzono wiele eksperymentow,
ktore wykazaty role odzywiania w modyfikacji epigenetycznej (Jiménez-Chil-
larén i in., 2012). Modyfikacje epigenetyczne obejmujg metylacje DNA, mo-
dyfikacje histonéw i regulacje poprzez mikroRNA. Przypuszcza si¢, ze ist-
nieja dwa krytyczne punkty, w ktorych moze wystapi¢ modyfikacja epigene-
tyczna. Jednym z nich jest tzw. ,,wczesne okno” (ang. ,, early window”) i obej-
muje okres zycia ptodowego oraz wczesny etap zycia postnatalnego. Drugi to
tzw. ,,dietary transition”, czyli przejScie na specyficzng diete (np. dieta wyso-
kotluszczowa, restrykcja kaloryczna itd.). Hipoteza ta powstata w wyniku ana-
lizy skutkéw tzw. gtodowej zimy podczas Il wojny $wiatowej w Holandii
(ang. The Dutch Hunger Winter 1944-1945). Zaobserwowano, ze potomko-
wie kobiet, ktore w tym okresie byly w ciazy, znacznie czesciej sg narazeni na
wystepowanie chordb krazenia, otylosci, insulinooporno$ci oraz cukrzycy,
a takze choro6b psychicznych (Fernandez-Twinn i in., 2019; Hulshoff Pol i in.,
2000). Naukowcy przypuszczaja, ze jesli w trakcie zycia ptodowego organizm
jest narazony na niedozywienie, to przystosowuje si¢ do warunkéw $rodowi-
skowych w ktorych wystepuje ograniczony dostep do sktadnikow odzyw-
czych. Jesli pdzniej, w dorostym zyciu substancje te wystepujag w nadmiarze,
to taki organizm trudniej radzi sobie z ich wykorzystaniem, co prowadzi do
choréb metabolicznych.
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W ostatnich czasach przeprowadzono szereg badan na zwierzgtach
modelowych, potwierdzajacych zwiagzek pomigdzy przej$ciem na specyficzng
diet¢ a zmianami w poziomie ekspresji genéw. Najwiecej takich doswiadczen
przeprowadzono na gryzoniach (myszy, szczury). Coraz czgsciej jednak wy-
korzystywane sg w tych eksperymentach zwierzgta gospodarskie: §winie, by-
dto, owce. Wyniki badan na zwierzetach gospodarskich, zwlaszcza §winiach,
dostarczaja cennych informacji na temat oddziatywania sktadnikow dietetycz-
nych na regulacje ekspresji genow nie tylko pod katem wptywu na zdrowie
zwierzat i ludzi, ale takze w aspekcie skutecznosci stosowania konkretnej
diety dla poprawy wynikow uzytkowos$ci zwierzat. Pozwalajg one na poznanie
mechanizmoéw molekularnych, ktore sa odpowiedzialne za ksztalttowanie cech
uzytkowosci tucznej i rzeznej, a takze jakosci tuszy. Szereg takich badan prze-
prowadzono u bydta pod katem wydajnosci rzeznej, jakosci mi¢sa, a takze
uzytkowosci mlecznej (praca przeglagdowa: Nowacka-Woszuk, 2020). Jednak
to $winia jest najczeSciej wykorzystywana w badaniach nutrigenomicznych.
Gatunek ten zostal zaproponowany jako model zwierzgcy w badaniach nad
miazdzyca ponad czterdziesci lat temu (Cevallos i in., 1979). Obecnie Swinie
staly si¢ obiecujgcym alternatywnym dla gryzoni modelem zwierzecym wielu
chorob cztowieka ze wzgledu na wiele podobienstw w wielko$ci narzadow
i fizjologii z ludzkim ciatem. Ponadto, hodowla §win ma na celu zwigkszenie
wysokiego dziennego przyrostu masy zwierzat, co sprawia, ze jest to naturalny
model stylu zycia prowadzacego do otytosci (Oczkowicz i in., 2019).

W 2015 r. w Instytucie Zootechniki rozpoczeto prace badawcze doty-
czace wpltywu thuszezu w diecie opartej o cDDGS (corn Dried Destilers Gra-
ins with Solubles) na profil transkryptomiczny, poziom metylacji wysp CpG
oraz profil mikroRNA w tkankach $wini. Przeprowadzone badania obejmo-
waly trzy typy analiz NGS (Next Generation Sequencing; Sekwencjonowanie
Nastepnej Generacji): analiza transkryptomu, analiza mikroRNA oraz analiza
poziomu metylacji DNA i zostaty przeprowadzone na trzech tkankach (mig-
sien, watroba, thuszcz). Dodatkowo, dokonano doktadnej oceny cech uzytko-
wosci tucznej i rzeznej zwierzat, a takze profilu thuszczowego i jakosci sto-
niny. cDDGS jest produktem ubocznym w przemysle gorzelniczym, jest bo-
gatym zrodtem blonnika, biatka, kwasow ttuszczowych nienasyconych oraz
drozdzy. Z tego wzgledu jest szeroko stosowane jako zamiennik soi w diecie
swin. Co wiecej, postuluje sie¢ wigczenie cDDGS do diety ludzkiej, np. jako
dodatek przy wypieku chleba, ze wzgledu na jego prozdrowotne wiasciwosci.
Stosowanie cDDGS w diecie $win wywotuje jednak pewne negatywne skutki,
jesli chodzi o jako$¢ uzyskiwanej stoniny. Ze wzgledu na duza zawartos$¢ kwa-
sow thuszczowych nienasyconych stonina uzyskana od zwierzat skarmianych
cDDGS jest bardziej podatna na utlenianie, szybciej si¢ psuje i ma gorsza
z punktu widzenia konsumenta konsystencj¢. Dlatego tez, aby przeciwdziata¢
temu zjawisku, stosuje si¢ dodatek thuszczu o wysokiej zawartosci kwasow
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thuszczowych nasyconych. W opisywanym eksperymencie utworzono 4 izoe-
nergetyczne grupy zywieniowe, z ktorych kazda zawierata 6 zwierzat (ryc. 1).

GRUPA | (-cDDGS+olej rzepakowy) GRUPA 11 (+cDDGS+olej rzepakowy)

Ryc. 1. Grupy zywieniowe utworzone podczas do§wiadczenia

Taki uktad do§wiadczenia pozwalat na przeanalizowanie dwdch czyn-
nikow rownoczes$nie: cDDGS — poprzez porownanie grup | i Il oraz zrodta
thuszczu — poprzez porownanie grup 11, III, IV. Stwierdzono, ze zadna z grup
nie rozni si¢ pod wzgledem cech uzytkowosci tucznej i rzeznej. Masa ciata,
masa wyrebow podstawowych oraz grubo$¢ stoniny byly takie same w bada-
nych grupach, jednak stwierdzono istotne zmiany w profilu kwasow ttuszczo-
wych stoniny (Swiatkiewicz i in., 2016). Zgodnie z oczekiwaniami stwier-
dzono, ze dodatek cDDGS w paszy pogarsza jakos$¢ stoniny. Najgorsze para-
metry technologiczne ttuszczu (TBA-RS, liczba jodowa) odnotowano w gru-
pie Il (+cDDGS+olej rzepakowy). Ta grupa charakteryzowata si¢ rowniez naj-
wyzszg zawartoscig kwasow nienasyconych. Dodatek tluszczow zawieraja-
cych nasycone kwasy tluszczowe (6] wotowy, olej kokosowy) poprawit zna-
czaco te parametry. Generalnie, zaobserwowano istotng korelacje pomiedzy
profilem kwaséw tluszczowych w paszy oraz w thuszczu zwierzat otrzymujg-
cych te pasze. Jednocze$nie, zabezpieczenie probek do analiz molekularnych
1 zastosowanie najnowszej technologii sekwencjonowania nastgpnej generacji
(NGS) pozwolito na przesledzenie procesow zachodzacych w tkance ttuszczo-
wej na poziomie molekularnym, ktére towarzyszyly obserwowanym zmianom
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fenotypowym. Tkanka ttuszczowa jest obecnie uznawana za istotny organ
0 wysokiej aktywnosci metabolicznej, a jako jedng z przyczyn wystgpowania
chorob metabolicznych uznaje si¢ stan, w ktérym dochodzi do przewlektego
stanu zapalnego tej tkanki, czemu towarzyszy uwalnianie prozapalnych cyto-
kin. Dlatego, badania nad procesami zachodzgcymi w tkance tluszczowej do-
starczajg cennych informacji z punktu widzenia zdrowia ludzi i zwierzat. Po
poréwnaniu grupy, ktéra nie otrzymywala w paszy cDDGS (-cDDGS+olej
rzepakowy) z grupa otrzymujacg ten dodatek w diecie, zidentyfikowalismy
93 geny o réznej ekspresji pomiedzy grupami (ang. DEG — Differentially
expressed Genes). Wiekszos¢ zidentyfikowanych gendw byta zaangazowana
w najwazniejsze szlaki metaboliczne, takie jak: fosforylacja oksydacyjna, bio-
synteza kwasow tluszczowych, metabolizm kwaséw thuszczowych. Zaobser-
wowalismy, ze dodanie cDDGS wplywa pozytywnie na ekspresj¢ szeregu ge-
néw, ktore zostaty ostatnio zaproponowane jako potencjalne cele farmakolo-
giczne w leczeniu otytosci, cukrzycy, chordb sercowo-naczyniowych i chordb
neurodegeneracyjnych (np. FASN, AACS, ALAS1, HMGCSL i VSIG4). Nasze
wyniki potwierdzity zasadno$¢ wprowadzenia cDDGS do diety czlowieka
w celu profilaktyki chorob metabolicznych (Oczkowicz i in., 2018).

Od wielu lat wiadomo, ze nadmierne spozycie thuszczoéw pochodzenia
zwierzecego sprzyja rozwojowi chorob serca, w przeciwienstwie do thuszczow
roslinnych zawierajacych duze ilo$ci nienasyconych kwasow thuszczowych.
Mechanizm molekularny wywolujacy te efekty nie jest jednak w pelni po-
znany. Ponadto, stosowanie w diecie cztowieka oleju kokosowego ciagle bu-
dzi sporo kontrowersji. Olej koksowy, przez niektorych uwazany za tzw. ,,su-
perfood”, zawiera duze ilosci nasyconych kwaséw ttuszczowych o $redniej
i krotkiej dlugosci tancucha, z ktorych cze$¢ (np. kwas mirystynowy) wyjat-
kowo mocno podnosi poziom cholesterolu we krwi. Dlatego, kolejnym celem
naszych badan byla ocena zmian w poziomie ekspresji genéw w tkance ttusz-
czowej, wywotanych spozywaniem r6znych rodzajow ttuszczu. Po poréwna-
niu wszystkich trzech grup, otrzymujacych rézne zrodta thuszczu w paszy, zi-
dentyfikowalis§my 31 gendéw o zroznicowanej ekspresji, z ktorych najwiecej —
29 stwierdzono migdzy grupg otrzymujaca w paszy olej rzepakowy a grupa
skarmiang dodatkiem toju wolowego. Prawie wszystkie z tych genéw zwia-
zane sg z patogeneza chorob sercowo-naczyniowych, neurodegeneracyjnych
i nowotworowych u ludzi (np. PLAU, CYBB, NCF2, ZNF217, CHACL,
CTCFL). Penig one kluczowa funkcje w regulowaniu cisnienia krwi i proce-
sow krzepnigcia krwi, sygnalizacji ROS (ang. Reactive Oxygen Species) oraz
proteolizy. Wérdd genow o zréznicowanej ekspresji pomigdzy grupami na
szczegbdlng uwage zastuguje gen PLAU (Urokinase —Type Plasminogen Ac-
tivator), kodujacy aktywator plazminogenu, ktoérego produkt umozliwia prze-
miang plazminogenu w plazmine — gldwne biatko biorgce udziat w rozpusz-
czaniu skrzepow krwi. Poziom ekspres;ji tego genu byt kilkukrotnie wyzszy
w tkance ttuszczowej osobnikéw otrzymujgcych w diecie olej rzepakowy.
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Gen ten jest okreslony jako potencjalny gen targetowy w leczeniu zakrzepicy
i innych chordb sercowo-naczyniowych. Z punktu widzenia jakos$ci thuszczu
mozliwe jest, ze podwyzszona ekspresja tego genu moze przyczyniaé si¢ do
obnizania jakosci technologicznej tluszczu poprzez wzmozong aktywnosé
proteolityczng i w konsekwencji zmiang jego konsystencji. Dodatkowo, ana-
liza (GSEA — Gene Set Enrichment Analysis) catych profili transkryptomicz-
nych ze wszystkich trzech porownan wykazata, ze spozywanie nadmiernych
ilosci produktéw zawierajacych t6j wotowy czy olej kokosowy moze wywo-
tywaé¢ zmiany w poziomie ekspresji genow kluczowych w patogenezie choroéb
cywilizacyjnych (Oczkowicz i in., 2019), sugerujac wigkszg ostrozno$¢ w sto-
sowaniu oleju kokosowego w diecie ludzi.

Reasumujac, wykorzystanie zwierzat gospodarskich w badaniach nu-
trigenomicznych daje unikalng szans¢ na przesledzenie procesow biologicz-
nych zachodzacych pod wptywem okreslonych substancji w Srodowisku naj-
bardziej zblizonym do warunkéw panujacych w ludzkim organizmie. Jedno-
czesnie, podejscie takie jest bardziej akceptowane z punktu widzenia etyki ba-
dan w porownaniu do wykorzystywania zwierzat laboratoryjnych ze wzgledu
na mozliwos$¢ pdzniejszego spozycia produktow pochodzacych od badanych
zwierzat.
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12. Proteomika jako narzedzie wspomagajace hodowle

Grzegorz Smolucha, Anna Koseniuk, Wojciech Witarski

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

W naukach o zwierzgtach, podobnie jak we wszystkich naukach przy-
rodniczych zastosowanie proteomiki i innych narz¢dzi post-genomicznych
oferuje doskonate mozliwosci uzyskania bardziej szczegdtowego zrozumienia
ztozonych systemow biologicznych (Marco-Ramell i in., 2016). Prace prowa-
dzone w latach 1995-2003 nad poznaniem ludzkiego genomu (Human Ge-
nome Organisation — HUGO — Organisation) zapoczatkowaty er¢ dynamicz-
nego rozwoju technik omicznych, a postep wiedzy, jaki dokonat si¢ w ostat-
nich latach, poprzez analize genomu i transkryptomu zrewidowat stan naszej
wiedzy na temat ztozonosci zjawisk zachodzacych w komorce/tkance/narza-
dzie. Po zsekwencjonowaniu genomu czlowieka intensywne prace naukow-
cOw zostaty skierowane na poznanie genomow innych organizméw, W Szcze-
golnosci zwierzat gospodarskich. Mnogos¢ nowych informacji oraz pojawia-
jaca si¢ jeszcze wigksza ilos¢ pytan sktonita naukowcow do podjecia kolej-
nego kroku, jakim bylo rozpoczgcie prac nad identyfikacja wszystkich biatek,
ich aktywnoscia biologiczna, modyfikacjami potranslacyjnymi, interakcjami
w komorce, a takze na identyfikacji zmian w proteomie jako odpowiedzi na
zmieniajgce si¢ warunki biologiczne. W przeciwienstwie do DNA, biatka ule-
gaja ztozonym modyfikacjom biochemicznym na poziomie potranslacyjnym,
apojedynczy gen moze kodowac wiele bialek za pomoca alternatywnego skta-
dania informacyjnego RNA, dlatego tez proteom jest bardziej ztozony niz ge-
nom (Joshi i Patil, 2017). Intensywne prace nad biatkami rozwingty sie i prze-
ksztatcity w nowa galaz nauki nazwang proteomika, rozumianag jako zbior roz-
norodnych technik, ktére stuzg do pozyskiwania informacji o proteomie (biat-
kowym komponencie kodowanym przez genom).

Od lat 70. poprzedniego wieku w Instytucie Zootechniki PIB prowa-
dzono szereg do$wiadczen, bedacych zaczatkiem badan proteomicznych,
ktére mozna zaklasyfikowa¢ do immunoproteomicznych. Zastosowanie me-
tod elektroforetycznych w badaniach bialek osocza krwi i pelnej krwi bylo na
szeroka skalg wykorzystywane w badaniach rodzicielstwa i zmiennosci gene-
tycznej u swin (Janik, 1986; Kamyczek, 1997), koni (Nogaj i in., 2013) i owiec
(Rychlik i Krawczyk, 2008). Prowadzono rowniez badania zmierzajace do po-
znania albumin oraz alfa-, beta- i gammaglobulin, grupujacych molekuty o po-
dobnym tadunku elektrycznym, lecz zroznicowanej masie czasteczkowe]
i czesto odmiennych wlasciwosciach biologicznych. W obrebie frakcji beta-
globulin sze$¢ nowych epitopow biatek tej frakcji opisali Skiba i Wegrzyn
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(Skiba i in., 1994; Skiba i Wegrzyn, 1976, 1999; Skiba i Willmann-Wegrzyn,
1977). W 1993 r. zostaty rowniez zidentyfikowane przez Skibg¢ i Wegrzyna
(1993) kolejne epitopy immunoglobulin: GA1, GB2 oraz MA2. W dwczesnie
dziatajacym Zaktadzie Immuno- i Cytogenetyki Zwierzat IZ w latach 1996—
2000 prowadzono badania, ktore obejmowaty swoim zakresem wykrywanie
i wykorzystanie antygenowych markerow genow i biatek u zwierzat gospo-
darskich. Prace te dotyczyly oceny przydatno$ci pieciu surowic odpornoscio-
wych i zawartych w nich siedmiu alloprzeciwcial do wykrywania i rutyno-
wego oznaczania nowych markerow antygenowych u owiec. Badania te po-
zwolity na okreslenie indywidualnych dla kazdej surowicy odporno$ciowe;j
warunkow nastawiania w tescie podwojnej immunodyfuzji w zelu agarowym.
Wyniki badan wykazaly, ze przeciwciata zawarte w rozpracowywanych suro-
wicach alloodpornosciowych identyfikuja epitopy zwigzane z biatkami frakcji
gtéwnie beta-globulin o m. cz. okoto 100 kDa oraz immunoglobulin podklas
IgG1i 1gG2 (Skiba i in., 2000). W latach 2003—2008 Krzyscin i in. (Krzyscin,
2006 a,b, 2007 a,b; Krzyscin i Rychlik, 2008) prowadzili badania nad charak-
terystyka markeréw antygenowych biatek surowicy krwi u owiec oraz ocena
ich przydatnosci jako wskaznikéw odpornos$ci na stany zapalne gruczotu mle-
kowego. Autorzy ci stwierdzili, Zze wystgpowanie markera A2mAl, epitopu
alfa-makroglobulin o m. cz. ponad 200 kDa byto statystycznie istotne i skore-
lowane z wigksza podatnoscia na zapalenia gruczotu mlekowego u badanych
owiec. Krzys$cin i in. przeanalizowali rowniez polimorfizm hemoglobiny
(HBB) i transferyny (TF) i okreslili zaleznosci wykrytych alleli (i genotypow)
ze zdrowotnos$cig wymion. Sposrod szesciu obecnych alleli transferyny jedy-
nie dwa wykazaly statystycznie potwierdzone, istotne powigzania ze stanem
zdrowotnym gruczolu mlekowego: allel TFA — z odpornoscia, a allel TFP —
Z podatnos$cig na stany zapalne. Stwierdzili takze istnienie statystycznie istot-
nych korelacji pomiedzy wystepowaniem genotypu hemoglobiny HBB-AB,
a takze genotypow transferyny TF-AA, -AD, -BD, -CC oraz -BC i wyzsza
zdrowotno$cia wymion. Z kolei, obecno$¢ genotypu HBB-BB oraz genoty-
pow TF-AB, -CD i -DD byta istotnie powigzana z mniejszg opornoscig bada-
nych owiec na zapalenia. Ten sam autor w 2011 r. prowadzit badania nad okre-
$leniem absorpcji i katabolizmu siarowych przeciwciat klasy M u jagniat przy
wykorzystaniu IghmA2 — antygenowego znacznika fancuchow ciezkich im-
munoglobulin IgM. Krzyscin i Natonek-Wisniewska (2011) stwierdzili, ze
marker antygenowy IghmA2 wydaje si¢ by¢ uzyteczny w badaniach wystepo-
wania siarowych przeciwcial IgM w organizmach rozwijajacych si¢ jagniat,
a zatem moze by¢ pomocny w ocenie ksztatltowania si¢ nabytej odpornosci
przeciwcialowej u owiec.

W obecnych czasach dzigki szybkiemu rozwojowi nowoczesnych
technik analiz proteomika stata si¢ dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzing na-
uki 1 ma zastosowanie w wielu obszarach zwigzanych z hodowlg zwierzat go-
spodarskich. Badania te koncentrujg si¢ na identyfikacji biomarkeréw, ktore
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moga pomoéc zoptymalizowaé rownowage miedzy produktywnoscia, jakoscia
produktu i dobrostanem zwierzat (Bili¢ i in., 2018). Jednym z wielu przykta-
dow zastosowania proteomiki w hodowli zwierzat sa badania umozliwiajace
analiz¢ zmian ekspresji bialek migsni zachodzacych post mortem. Identyfika-
cja r6znic w profilach biatkowych zachodzacych w migsniach dotycza gtow-
nie analizy szybko$ci degradacji biatek miofibrylarnych, prowadzacej do tzw.
dojrzewania migsa (Jia i in., 2006). Melody i in. (2004) zidentyfikowali biatka
pochodzace z migénia najdtuzszego grzbietu i potsciggnistego smuktego u by-
dta, wykazujace statystycznie istotne zmiany 24 godziny po uboju. Bialka te
to miedzy innymi kofilina oraz biatka szoku cieplnego 20 i 27. Podobnie,
W migsniu grzbietowym §win wykazano akumulacj¢ fragmentow aktyny, ki-
nazy kreatyninowej oraz a-krystaliny wynikajaca z 72-godzinnego przecho-
wywania migsa w warunkach chtodniczych (Melody i in., 2004). Inng cecha
kluczowa w ocenie parametrow jako$ci wieprzowiny jest wodochtonnos¢.
Van de Wiel 1 Zang (2007) przeprowadzili analiz¢ proteomiczng mi¢$nia naj-
dtuzszego grzbietu $wini, poszukujac markerow wodochtonnosci migsa. Au-
torzy wsrdd potencjalnych kandydatow wymieniaja trzy biatka: kinaze fosfo-
kreatynowa, desming i aktywator transkrypcji SNF2L1. Badania przeprowa-
dzone przez Cho i in. (2016) miaty na celu analiz¢ istotnych czynnikow wpty-
wajacych na jako$¢ migsa wieprzowego, zwigzanych ze stresem oksydacyj-
nym i rozwojem migsni. Autorzy za pomocg spektrometrii mas z chromato-
grafia cieczowg (LC-MS/MS) przeanalizowali ekspresje biatek w wysokie;j ja-
kosci migéniach grzbietu longissimus dorsi (HQLD) i niskiej jakosci mig-
$niach grzbietowych dhugich (LQLD) pochodzacych od $win rasy Duroc. Po-
miedzy HQLD i LQLD zidentyfikowano 24 biatka ulegajace roznicowej eks-
presji, ktore przypuszczalnie wykazuja aktywnos¢ katalityczng, aktywnosé
ATPazy, aktywnos$¢ oksydoreduktazy, wiazanie z biatkami cytoszkieletu, wia-
zanie aktyny, wigzanie jonéw wapnia i strukturalny sktadnik migsnia. Inne ba-
dania, przeprowadzone przez Cai i in. (2018) na dwoch gatunkach migsa po-
chodzacego od brojlerow, wykazaty obecnos¢ 8 biatek, ktore ulegaty réznej
ekspresji migdzy normalnymi i WBC (Wooden Breast Condition) probkami
miegsa z migsni piersiowych. Roznice w proteomie migsniowym miedzy mie-
sem normalnym i WBC wskazywaty na zwigkszony stres oksydacyjny w mig-
sie WBC w porownaniu z normalnym. Ponadto, ilo$¢ niektorych enzymow
glikolitycznych, ktore sg niezbgdne dla regeneracji trojfosforanu adenozyny
(ATP) w migsniach po $mierci, byta nizsza w mi¢sie WBC niz w normalnym
migsie. Analizujgc jako$¢ migsa nie mozna pomina¢ cech, takich jak kruchosé¢
i delikatnos¢. Jako glowne procesy molekularne, stojace za czynnikami wpty-
wajgcymi na jako$¢ migsa w badaniach proteomicznych i fosfoproteomicz-
nych wytypowano: apoptozg, glikolize, proteolize i biatka regulatorowe wto-
kien migsniowych. Analizy przeprowadzone przez Zapata i in. (2009) na by-
dlecych mig$niach najdtuzszych grzbietu, pochodzacych od krow rasy Angus
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pozwolity zidentyfikowa¢ biatka odpowiedzialne za jako$¢ migsa. Autorzy za-
obserwowali powigzanie pomiedzy lancuchami ci¢zkimi miozyny, lancu-
chami lekkimi miozyny, aktyny, desminy i fragmentow tubuliny a jako$cig
miegsa. Zidentyfikowane peptydy obejmuja szeroki zakres szlakéw komorko-
wych zwigzanych z funkcjami strukturalnymi, metabolicznymi, rozwojowymi
(Zapata i in., 2009). Kolejnym istotnym zastosowaniem analiz proteomicz-
nych w hodowli zwierzat sg badania ukierunkowane na zoptymalizowanie re-
produkcji. Wydajno$¢ reprodukcyjna zwierzat gospodarskich ma trzy gléwne
cele: utrzymanie wielkosci stada, zapewnienie wydajnosci 1 skutecznosci se-
lekcji lub hodowli oraz uboju. W przypadku zwierzat gospodarskich opraco-
wano rozne techniki wspomagajace reprodukcje w celu unikniecia nieptodno-
$ci. Sztuczne zaptodnienie, embrio transfer, zaptodnienie in vitro i klonowanie
to tylko niektdre z nich. Opracowanie i udoskonalenie technik proteomicznych
przyniosto korzysci i pozwolito zrozumie¢ funkcjonowanie uktadu rozrod-
czego zwierzat. Lee 1 in. (2015) analizowali wielko$¢ miotu, ktora jest waz-
nym parametrem wydajnosci reprodukcyjnej lochy. Autorzy wykazali, ze do
oszacowania wielko$ci miotu §win mozna wykorzysta¢ profilowanie biatek
tozyskowych jako biomarkeréw. U §win charakteryzujacych si¢ mata wielko-
$cig miotu zidentyfikowano sze$¢ biatek, w przeciwienstwie do 13 wytwarza-
nych przez $winie o duzej liczbie mtodych w miocie. Aminopeptydaza (PSA,
70 kDa) i biatko wiazace retinol 4 (RBP4, 23 kDa) byly dominujacymi bial-
kami w grupie §win charakteryzujacych si¢ duzym miotem (Lee i in., 2015).
Innymi badaniami wykorzystujacymi analizy proteomiczne sg analizy bada-
jace sktad nasienia. Pinto i in. (2019) analizowali profile biatkowe plemnikow
kéz. Z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii mas zi-
dentyfikowali 31 bialek zaangazowanych w procesy zwigzane ze spermatoge-
nezg oraz zaptodnieniem, wiaczajac w to biatka: odpowiadajace za polaczenie
plemnika z komorka jajowa, btony akrosomalnej, zaangazowane w metabo-
lizm, cytoszkieletu i odpowiedzi na stres oraz odpowiedzialne za mobilnos¢
plemnikéw. Charakterystyka takich biatek wyjasnia molekularne mechanizmy
spermatogenezy i modyfikacji zapewniajace sukces rozmnazania (Pinto i in.,
2019). Techniki proteomiczne zostaly rowniez wykorzystane w celu dostar-
czenia nowych informacji o patogenezie i mechanizmach infekcji bakteryjnej
w chorobach zwierzat hodowlanych (Virgin, 2007). Badania proteomiczne
koncentrowaty si¢ na odpowiedziach organizmoéw na patogeny podczas kli-
nicznych zakazen wymienia (mastitis) (Tawerna i in., 2007; Tedeschi i in.,
2009). Taverna i in. (2007) odkryli gtéwne biatka bydlgcego mastitis S. au-
reus, ktére moga by¢ zaangazowane w rozpoznawanie receptorow komorek
nablonkowych wymienia. Tedeschi i in. (2009) zidentyfikowali trzy wysoko
immunogenne biatka w izolatach bydlecego mastitis S. aureus, zaangazowa-
nych w patogenezg. Ostatnie badania proteomiczne badajace rdzne szczepy S.

78



aureus izolowane od krow z klinicznym i subklinicznym zapaleniem wymie-
nia doprowadzity do identyfikacji 15 biatek, ktére wykazywaty zmienng eks-
presj¢ w szeregu izolatow S. aureus (Almeida i in., 2015; Wolf i in., 2011).

Biorac pod uwage $wiatowe trendy, potrzeby poszukiwania nowych
rozwigzan w hodowli oraz stale poszerzajace si¢ spektrum metod i zastosowan
proteomiki, w 2019 r. Instytut Zootechniki PIB otworzyt nowe laboratorium
0 profilu proteomicznym. W Zaktadzie Biologii Molekularnej Zwierzat zo-
stata uruchomiona pracownia proteomiki, w ktorej realizujemy badania ukie-
runkowane na analiz¢ proteomiczng mi¢sa wieprzowego i wotowego w odnie-
sieniu do jego parametrow jako$ci z wykorzystaniem elektroforezy dwukie-
runkowej. Pracownia jest wyposazona w urzadzenie do przeprowadzenia roz-
dziatu biatek zgodnie z ich punktem izoelektrycznym PROTEAN® 112™ [EF
(Bio-Rad), a wizualizacja zeli odbywa si¢ z uzyciem ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad). System ten umozliwia detekcje zeli barwionych, zarowno
chemiluminescencyjne, jak i fluorescencyjnie, co daje mozliwo$¢ identyfika-
cji setek biatek o réznej ekspresji. Zastosowanie nowoczesnych technik pro-
teomicznych oraz potaczenie ich z wynikami badan genomicznych daje moz-
liwos¢ lepszego poznania proceséw biologicznych zachodzacych w organi-
zmie, jak rowniez uzupetniania wiedzy o nowe, cenne informacje dotyczace
wymienionych juz aspektow hodowli zwierzat gospodarskich. W przysztosci
nasze badania bedg ukierunkowane na wplyw czynnikow stresowych na pro-
file biatkowe w réznych tkankach zwierzecych hodowanych in vitro, co daje
mozliwo$¢ poznania protein biorgcych udzial w odpowiedzi na czynniki $ro-
dowiskowe. Innym tematem, ktory wzbudza nasze zainteresowanie jest
wplyw lekow i dodatkow paszowych na profile biatkowe tkanek zwierzat
zdrowych, jak rowniez zwierzat z objawami klinicznymi choréb. Analizy te
moga dostarczy¢ informacji na temat odpowiedzi komérkowej organizmu na
substancje lecznicze, jak réwniez moga pomoc zrozumieé patogeneze niekto-
rych chordb. Wyniki badan opartych na analizach proteomicznych moga sta-
nowi¢ nieocenione wsparcie diagnostyczne w codziennej profilaktyce hodow-
lanej zwierzat gospodarskich.
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13. Hodowle komodrkowe w badaniach podstawowych
oraz aplikacyjnych

Wojciech Witarski, Przemystaw Podstawski, Sebastian Liszka

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biologii Molekularnej Zwierzqt,
32-083 Balice k. Krakowa

Hodowle komorek poza srodowiskiem organizmu (in Vvitro) sa uzy-
tecznym narzedziem dla szybko rozwijajacych sie nauk przyrodniczych. Po-
zwalaja badac procesy zachodzace na poziomie komorki czy tkanki, dotyczace
zagadnien biologii molekularnej, biochemii, fizyki proceséw biologicznych
i innych. Dzigki nim uczyniono znaczne postepy na polu badan nad procesami
starzenia, sygnalizacji komorkowej, komunikacji komorki z otoczeniem, pro-
cesami mutagenezy i kancerogenezy. Przemyst farmaceutyczny wykorzystuje
hodowle in vitro w celu produkcji syntetycznych biatek (np. wytwarzanie
szczepionek), w badaniach nad bezpieczenstwem stosowanych produktéw
(badania toksykologiczne). Do zalet doswiadczen in vitro zalicza si¢ wysoka
powtarzalnos¢ 1 spojnos¢ otrzymanych wynikow; zwykle eksperymentom
poddaje sie ,,zunifikowane” komorki eukariotyczne, bedace jednolitymi gene-
tycznie klonami, w pelni kontrolujac warunki eksperymentu.

Hodowle in vitro — krétki rys historyczny oraz stan obecny

Z historycznego punktu widzenia, hodowle komorek zawiesinowych
byly pierwszym typem hodowli in vitro wprowadzonych w Instytucie Zoo-
techniki. W latach siedemdziesiatych z powodzeniem zaczgto stosowac ho-
dowle zawiesinowe limfocytow krwi obwodowej zwierzat gospodarskich
(Araraki i Sparkes, 1963), ktore byty wstepnym etapem wszystkich analiz cy-
togenetycznych: analiz poprawnosci oraz stabilno$ci kariotypu w przypadku
podziatlow mitotycznych (por. ,,Wykorzystanie technik cytomolekularnych
w nowoczesnej hodowli zwierzat”). Hodowle te wyprzedzity rozw6j wiedzy
z zakresu formulacji pozywek hodowlanych oraz postep w instrumentarium
shuzacym do dlugotrwatego pozaustrojowego utrzymania komoérek. Dzieki
wysokiej, okoto 10% zawarto$ci krwi nie wymagaja one regulowanej atmos-
fery dla utrzymania whasciwego pH srodowiska, ponadto dobrze toleruja wa-
hania sktadu pozywki. Poprzez biochemiczng aktywacje limfocytow hodowle
sg stosunkowo odporne na kontaminacje. Do najpopularniejszych mitogenow
(tj. stymulatoréw podziatow komorkowych) zaliczamy lektyne pochodzaca ze
szkartatki amerykanskiej, ktora stymuluje do podzialéw zaréwno limfocyty B,
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jak i limfocyty T poprzez oddziatywanie z receptorami z rodziny TLR (Beke-
redjian-Ding i in., 2012). Znane sg takze mitogeny aktywujace wybiorczo lim-
focyty B (bakteryjne lipopolisacharydy) czy limfocyty T (konkawalina A).

Fot. 1. A. Komorki sarkoidu konskiego w trakcie procesu adhezji do naczynia
hodowlanego. Cyframi wskazano rozne stadia procesu: 1 — kontakt z podtozem
hodowlanym, 2 — zwiekszanie powierzchni kontaku poprzez ekspansj¢ cytoplazmy,
3 — catkowicie adherentna komoérka w trakcie ruchu (kierunek wskazany strzalka).
B. Sferoid komorek sarkoidu otrzymany metoda ,,wiszacej kropli” C. Migrujace
dwie komorki fibroblastow skory konia; strzatka zaznaczono jadra barwione DAPI

Oproécz szezegdlnych przypadkow, linii hemopoetycznych czy nowo-
tworowych wickszo$¢ komorek wymaga statej interakcji z podtozem statym,
ktore bedzie rozpoznawane poprzez jej receptory na btonie komorkowej — nie-
zalezne od wapnia integryny, typu IgSF CAM; zalezne od wapnia kadheryny,
selektyny oraz pozostate, gtéwnie receptory z grupy CD (Lodish i Berk, 2016).
Komoérki rosngce w tym uktadzie majg takze zdolno$¢ do adhezji poprzez nie-
specyficzne wigzania, jak oddziatywania van der Waalsa, jonowe (gtownie
z glikokaliksem komorkowym) i inne.

W laboratorium hodowli komérkowych pozyskiwane sa hodowle
pierwotne komorek — fibroblastow, chondrocytow oraz keratynocytow skory
konskiej. Pierwotne linie fibroblastow sa pozyskiwane poprzez migracje ko-
morek z umieszczonych w medium hodowlanym (DMEM), suplementowa-
nym 10% dodatkiem FBS matych wycinkow skory. Pozyskanie pierwotnych
linii keratynocytow wymaga zastosowania enzymatycznego rozdzielenia
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warstw skory, a nastgpnie zawieszenia w medium hodowlanym (DMEM) su-
plementowanym 5% dodatkiem FBS komorek keratynocytow pozyskanych
podczas wytrzasania warstwy naskorka w roztworze trypsyny (wg Scharma
i in., 2016). Chondrocyty pozyskuje si¢ w sposob analogiczny jak w przy-
padku fibroblastéw, gdzie wykorzystuje si¢ technikg migracji komorek z po-
zyskanych blaszek chrzastki stawowej (fot. 3), by nastegpnie prowadzi¢ ho-
dowle w uniwersalnym medium hodowlanym DMEM wraz z dodatkiem su-
rowicy do poziomu 10% (Zabek i in., 2019). Przypadkiem wymagajacym
szczegoblnej uwagi ze wzgledu na tatwos¢ roznicowania si¢ sg hodowle komo-
rek macierzystych (fot. 2). Wymagaja one obecnosci catej palety substancji
aktywnych utrzymujacych je w stanie multipotentnym oraz potrzebuja odpo-
wiednich podtozy ahdezyjnych. Wraz z postgpem nauki, stopniowo odchodzi
si¢ od ko-kultur komorkowych z wykorzystaniem tzw. feeding layer (warstwa
odzywcza) na rzecz wytwarzanych in vitro zamiennikoéw blony podstawnej
i substancji migdzykomorkowych, by w przysztosci wykorzystywac jedynie
syntetyczne 1 w petni zdefiniowane produkty. W laboratorium komérkowym
z powodzeniem wykorzystywano techniki pozyskiwania mezenchymalnych
komorek macierzystych z tkanki thuszczowej (komoérki zrebu) oraz krwi ob-
wodowej po stymulacji zwierzecia GM-CSF (Nedza, 2018). Od kilkudziesig-
ciu lat duze nadzieje wiaze si¢ z transplantacjami komorek macierzystych, au-
tologicznymi oraz allogenicznymi, dzigki zdolno$ciom wydzielniczym komo-
rek, potencjalem do samoodnowy oraz, co szczegdlnie wazne, mozliwoscig
roznicowania si¢ w rézne typy komorek w obrebie swojego pnia rozwojo-
Wego.

Fot. 2. Barwienie hematoksyling oraz czerwienig alizaryny S fibroblastow (A) oraz
réznicowanych komoérek macierzystych w kierunku osteocytow (B). Wybarwione
depozyty wapniowe onaczone gwiazdka (*)

Obecnie prowadzone sa badania wptywu wybranych gendéw wirusa
brodawczaka krowiego (BPV, bovine papillomavirus) na rozwoj sarkoidu,
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ktory jest najczesciej spotykang zmiang skorng wystepujaca w rodzinie konio-
watych (Knottenbelt, 2019). Doswiadczenia polegaja na wprowadzeniu do po-
zyskanych komorek skory odpowiednio zaprojektowanych wektorow plazmi-
dowych, zawierajacych ekspresyjne sekwencje poszczegolnych biatek wiru-
sowych. Jest to kontynuacja badan majgcych na celu ustalenie roznic w inwa-
zyjnosci oraz mobilno$ci pomiedzy fibroblastami zdrowej skory a komorkami
uzyskanymi z sarkoidow konskich (fot. 1).

0

Fot. 3. Komorki chrzastki stawowej konia. A — proces migracji chondrocytow
z hodowanych fragmentéw chrzastki stawowej (1); B — kolonia chondrocytow
o fenotypie chondroidalnym

Oprécz hodowli komorek pierwotnych prowadzi si¢ badania z immor-
talizowanymi komoérkami nowotworowymi CaCo., ktore wykorzystuje si¢
w badaniach nad wptywem sktadnikéw zywieniowych na integralno$¢ na-
btonka i zywotno$¢ samych komorek.

Perspektywy w badaniach in vitro

Organoidy sg trojwymiarowymi (3D) hodowanymi strukturami ko-
morkowymi, sztucznie generowanymi. Uzyskuje si¢ je w celu generowania
zblizonych do fizjologicznych modeli in vitro do badania przebiegu proceséw
biologii rozwoju, tkanek w réznych eksperymentach dotyczacych biodostep-
nosci substancji odzywczych i ksenobiotykoéw, toksykologii, farmakologii itp.
(Rossi i in., 2018), umozliwiajac redukcje zwierzat potrzebnych w badaniach.
Ponadto, kultury 3D stanowig wazne narzedzie do modelowania ex vivo w ba-
daniach morfogenezy tkanek i organogenezy (Kretzschmar i Clevers, 2016).
W sytuacji, gdy potrzebne sa bardziej ztozone modele, wspot-hodowla orga-
noidowa z innymi typami komorek pozwala bada¢ interakcje miedzy komor-
kami i lepiej nasladowac fizjologiczne warunki mikrosrodowiska (Moreira
i in., 2018). Poczyniono znaczacy postep w zrozumieniu organoidow przy
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uzyciu kultur komérkowych komoérek embrionalnych, indukowanych pluripo-
tencjalnych komorek macierzystych (iPS), dorostych komérek macierzystych
(Sasai, 2013). Hodowle in vitro majg znaczace zalety w porownaniu z trady-
cyjnymi modelami zwierzecymi i systemami hodowli komoérkowej w bada-
niach fizjologicznych u ludzi i modelowaniu choréb. Zaleta dotyczaca orga-
noidu pochodzacego z ludzkiego narzadu jest to, ze moze stabilnie utrzymy-
wacé swoje czyste cechy in vivo nawet po wielu pokoleniach, bez istotnych
zmian genetycznych lub fizjologicznych (Grabinger iin., 2014). Z drugiej
strony mozna zaobserwowac¢ brak niektorych waznych sktadnikéw komorko-
wych typowych dla tkanek in vivo. Podstawowa rdznica migdzy organoidami
a tkankami in vivo jest brak naczyn krwiono$nych (Iakobachvili i Peters, 2017)
oraz brak interakcji z pozostatymi uktadami, w tym immunologicznym, co ma
oczywiscie takze miejsce w przypadku hodowli 2D.

Dwuwymiarowe hodowle komorkowe pozwalaja na modelowanie od-
dziatywan wewngtrzkomérkowych oraz na badanie interakcji komorka-ko-
morka. Hodowle przestrzenne pozwalajg na badanie interakcji na poziomie
tkankowym, interakcji catych grup réznorodnych komorek w tréjwymiaro-
wym konteksécie. Ze sztucznie uzyskanych tkanek komponuje si¢ w pehni
funkcjonalne organy, wspomagajac si¢ czgsto dodatkowym rusztowaniem.
Uktad ten w lepszy sposob oddaje fizykochemiczne oraz sygnalizacyjne wta-
$ciwosci organow in vivo. Stad, kolejnym naturalnym etapem rozwoju dla la-
boratorium hodowli in vitro jest opracowanie modeli organoidow jelitowych
$wini domowej dla potrzeb badan zywieniowych oraz toksykologicznych.

Organoidy jelitowe zostaty po raz pierwszy utworzone z krypt jelita
cienkiego zawierajacych komorki o ekspresji biatka Lgr5, pozyskane od my-
szy. Komorki krypt zostaly pobudzone do samoodnawiania i roznicowania
przez dodanie nabtonkowego czynnika wzrostu (EGF), R-spondyny i nogginy.
Formacje te przypominaja makroskopowa strukturg jelit ze spolaryzowanymi
komorkami nabtonkowymi, tworzac prosty kolumnowy nabtonek z wyraz-
nymi domenami krypty i kosmkow (Wallach i Bayrer, 2017). W 2009 r. Sato
i in. stworzyli samoodnawiajaca si¢, nietransformowang kulture organoidow
mini-jelitowych, ktora uwolnita si¢ od zaleznosci mezenchymalnej, zamiast
tego wykorzystujac okreslony zbior komorek macierzystych.

Jelitowe komorki macierzyste (ISC), ktore znajduja si¢ w kryptach je-
litowych i charakteryzujg si¢ ekspresja genu markerowego LGR5 +, majg
zdolnos$¢ roéznicowania sie — oprocz enteroidow — w bardziej wyspecjalizo-
wane typy komorek kosmkow jelitowych, takie jak komorki Panetha, kub-
kowe, enteroendokrynne, komoérki M i inne (Biswas i in., 2015; Sato i Clevers,
2013). Modele 2D i 3D mozna rowniez taczy¢, tak jak zrobili to van der Hee
i in. (2018), ktorzy stworzyli system, gdzie pierwotna monowarstwa nabton-
kowa zostata wygenerowana z organoidow jelita kretego swin, uzyskanych
z tkanki jelitowej dwoch 5-miesiecznych osobnikow.
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Organoidy jelitowe mozna wytwarza¢ praktycznie dla kazdego orga-
nizmu z komorek iPS lub z biopsji tkanek zawierajacych doroste komorki ma-
cierzyste, co pozwala bada¢ rzadkie patogenne mutacje. Organoidy sg podatne
na modyfikacje genetyczng przy uzyciu CRISPR/ Cas9 i moga by¢ genero-
wane z pojedynczych komorek w celu utworzenia klonalnych organoidéw
Z pozadanymi zmianami genetycznymi, albo w celu analizy wptywu okreslo-
nej mutacji lub naprawy mutacji obecnej u pojedynczego pacjenta w ramach
medycyny spersonalizowanej (Schwank i in., 2013).
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1. Badania nad rozrodem zwierzat gospodarskich
w Instytucie Zootechniki Panstwowym Instytucie
Badawczym — rys historyczny

Zdzistaw Smorag

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa

Sztuczne unasienianie, konserwacja nasienia, regulacja plci i diagnostyka
andrologiczna

Pierwsza jednostka organizacyjng zajmujacg si¢ zagadnieniami roz-
rodu zwierzat gospodarskich w ramach Instytutu Zootechniki byt Zaktad Fi-
zjologii Rozrodu Zwierzat, ktory powstat w 1952 r. Poczatkowo istniat jako
Pracownia Fizjologii Rozrodu, a nastepnie po blisko10 latach juz jako samo-
dzielny Zaktad Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat, kto-
rego kierownikami byli: prof. dr hab. Wiadystaw Bielanski (1952-1968), prof.
dr hab. Stefan Wierzbowski (1968-1992), prof. dr hab. Zdzistaw Smorag
(1992-2016), dr hab. Grazyna Ptak, prof. IZ PIB (2017-2018), dr hab. Jolanta
Opiela, prof. 1Z PIB (2018-2019), a od pazdziernika 2019 r. — prof. dr hab.
Zdzistaw Smorag.

W 2004 r. Zaktad przyjat nazwe Dzialu Biotechnologii Rozrodu Zwie-
rzat, a od 2019 r. — Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji.

Od samego poczatku istnienia dziatalno$¢ naukowa, naukowo-popu-
laryzacyjna oraz wdrozeniowa byta skierowana na zagadnienia zwigzane z or-
ganizacjg rozrodu zwierzat w kraju i doskonaleniem metod stosowanych
W sztucznym unasienianiu. Poczawszy od drugiej potowy lat 70. XX w. tema-
tyka Zaktadu w coraz wigkszym stopniu koncentrowata si¢ na rozrodzie sa-
mic, ze szczegdlnym uwzglednieniem badan dotyczacych manipulacji na ga-
metach i zarodkach.

W poczatkowym okresie Pracownia, pozniej Zaktad miescity sie¢
w gmachu Collegium Godlewskiego, dawnego Studium Rolniczego UJ, obec-
nie Akademii Rolniczej przy al. Mickiewicza 21, korzystajac z pomieszczen
owczesnej Katedry Zoohigieny WSR. Tworca i kierownikiem tak Pracowni,
jak i pozniej Zaktadu byt prof. dr hab. Wiadystaw Bielanski.

Bazg zwierzeca dla prac doswiadczalnych Zaktadu stanowit Zootech-
niczny Zaktad Do§wiadczalny w Balicach wraz z gospodarstwem Aleksandro-
wice. W miare¢ uzyskiwania odpowiednich pomieszczen, adaptowanych na po-
trzeby laboratoryjne, nastepowato przenoszenie si¢ Zaktadu do Balic, zakon-
czone w 1962 r., przy trwajacej w dalszym ciggu rozbudowie Zaktadu, osta-
tecznie uformowanego w 1968. Tworca koncepcji reorganizacji Zaktadu oraz
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zasad dzialania powstalego przy nim Centralnego Banku Nasienia IZ byt prof.
dr hab. Stefan Wierzbowski, ktory przejat w 1968 r. od prof. Bielanskiego,
pozostajacego na WSR w Krakowie, kierownictwo Zakladu. W 1968 r. nasta-
pito rowniez oficjalne otwarcie Centralnego Banku Nasienia, faktycznie dzia-
tajacego juz od 1965. W rekonstrukcji, rozbudowie 1 wyposazeniu Zaktadu
wspotdziatali 6wczesni asystenci i adiunkci: Jerzy Branny, Wiestaw Kareta,
Andrzej Laszczka, Jerzy Morstin, Jan Pilch, Zdzistaw Smorag, Edward Wierz-
cho$ i inni.

W tym okresie wyodrgbniono w ramach Zaktadu trzy pracownie:

— Sztucznego Unasieniania i Konserwacji Nasienia,

— Higieny Nasienia,

— Morfologii Narzadéw Rozrodczych,
ktérych zakres prac ksztattowat sie stosownie do rozwijanych wowczas kie-
runkow badawczych.

Dominujace nastawienie praktyczne podejmowanych przez Zaktad
prac we wszystkich kierunkach dziatalnosci, a szczeg6lnie w zakresie dosko-
nalenia metody sztucznego unasieniania jako drogi przyspieszania postgpu ho-
dowlanego, znalazto odpowiednie uznanie w decyzji Komitetu Nagrod Pan-
stwowych o przyznaniu w 1972 r. Panstwowej Nagrody Zespotowej I stopnia
w dziedzinie techniki profesorom: Wtadystawowi Bielanskiemu (AR Kra-
kow), Lechowi Jaskowskiemu (Instytut Weterynarii) i Stefanowi Wierzbow-
skiemu (IZ) za udziatl w osiggnieciach naukowych i wdrozeniowych w zakre-
sie sztucznego unasieniania zwierzat.

Oproécz prac naukowo-badawczych, ktorych zakres i kierunki realizo-
wane w poszczegdlnych okresach dziatalno$ci Zaktadu omowione sg w osob-
nym opracowaniu, prowadzona byta przez Zaktad niemal od samego poczatku
translokacji do Balic, tj. od 1962 r., intensywna dzialalno$¢ dydaktyczna
i wdrozeniowa. Organizowane byly (we wspotpracy z Katedra Zoohigieny
WSR w Krakowie) kursy szkoleniowe w zakresie oceny i konserwacji nasie-
nia oraz zasad zywienia, eksploatacji i pielggnacji buhajow, przeznaczone dla
kadry kierowniczej, laboratoryjnej oraz lekarzy weterynarii Panstwowych Za-
ktadow Unasieniania Zwierzat, a p6zniej Stacji Hodowli i Unasieniania Zwie-
rzat. Odbywaty si¢ takze kursy w zakresie eksploatacji rozptodowej trykow
oraz oceny i konserwacji nasienia trykéw dla pracownikow ferm owczarskich
i pracownikow Polskiego Zwigzku Owczarskiego, jak tez kursy dotyczace po-
zyskiwania, oceny i konserwacji nasienia knuréw i unasieniania loch dla pra-
cownikow organizowanych wowczas Stacji Unasieniania Loch oraz ferm
trzody chlewnej. W pozniejszych latach organizacja tego typu kursow i szko-
len zostata przejeta przez Osrodek Szkoleniowy CSHZ przy SHiUZ w Zabie-
rzowie k. Krakowa. Pracownicy naukowi Zaktadu Fizjologii Rozrodu
i Sztucznego Unasieniania Zwierzat 1Z uczestniczyli w przygotowaniu tych
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zaje¢ (wyktady, ¢wiczenia) rownoczesnie z pracownikami naukowymi AR
w Krakowie (obecnie Uniwersytet Rolniczy w Krakowie).

Réwniez we wspotpracy z AR w Krakowie, w porozumieniu z Kate-
dra Zoohigieny, a p6zniej z Katedra Rozrodu Zwierzat tej uczelni, pracownicy
naukowi i naukowo-techniczni ZFR prowadzili w tym czasie przez wiele lat
zajecia dydaktyczne z wybranych zagadnien rozrodu zwierzat dla studentow
starszych rocznikow Wydzialu Zootechnicznego oraz specjalizacji magister-
skiej, gtdéwnie z zakresu uzyskiwania, oceny i konserwacji nasienia oraz bada-
nia samcow na ptodnosé.

Od poczatku istnienia Zaktadu, pomimo niezbyt sprzyjajacych wow-
czas warunkow, inicjowana i realizowana byta przez jego kierownictwo oraz
pracownikow wymiana mysli i doswiadczen ze specjalistami z naukowych
osrodkow zagranicznych. Dokonywata si¢ ona nie tylko w oficjalnych, niejako
urzedowych ramach, lecz réwniez poprzez osobiste kontakty profesorow —
kierownikow Zaktadu z wybitnymi w skali §wiatowej uczonymi, odwiedzaja-
cymi Polske i tutejsze osrodki badawcze. Znalezli si¢ wsrdd nich prof. Tade-
usz Mann, prof. Edward Sorensen, prof. Charles Thibault, prof. Nagase, prof.
Ylachos, dr Wilmut, prof. John Aamdal, prof. Telesforo Bonadonna, prof.
Werner Leidl, prof. J.P. Renard, prof. Peter Kauffold, prof. John Kopchick,
prof. Takashi Nagai i wielu innych.

Wspolpracy i wymianie mysli naukowej z zakresu rozrodu zwierzat
i sztucznego unasieniania stuzylty rowniez zjazdy, konferencje oraz sympozja,
tak krajowe jak i miedzynarodowe, w ktorych organizacje i realizacjg¢ pracow-
nicy Zaktadu wnosili znaczacy wktad koncepcji i pracy. Z zaslugujacych na
szczegodlne podkreslenie imprez o migdzynarodowej randze nalezy wymienic,
oprocz Polsko-Dunskiej Konferencji na temat aktualnych biologicznych i hi-
gienicznych problemow stosowania sztucznego unasieniania u bydta, zorga-
nizowanej w Pawlowicach w 1973 r., przede wszystkim VIII Migdzynaro-
dowy Kongres Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat, ktory odbyt sie
w Krakowie w dniach 12—16 lipca 1976. Byt on pierwsza w tej dziedzinie
miedzynarodowa impreza w 6wczesnych krajach socjalistycznych z udziatem
uczestnikow z catego §wiata. Sekretarzem Generalnym Komitetu Organiza-
cyjnego Kongresu byt kierownik Zaktadu, prof. dr hab. Stefan Wierzbowski.
Biuro sekretariatu generalnego miescito si¢ w Instytucie Zootechniki w Zakta-
dzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat w Balicach,
a caly zespot pracownikow Zaktadu byt intensywnie zatrudniony w réznych
etapach i formach prac organizacyjnych oraz obstudze Kongresu.

Zaktad byt rowniez wielokrotnie organizatorem innych konferencji,
sympozjow i spotkan naukowych organizowanych przez Instytut Zootechniki,
o zasiegu krajowym, wzglednie migdzynarodowym z udzialem zaproszonych
uczestnikow zagranicznych, jak np. konferencja w Pawtowicach w 1982 r. nt.
problemoéw rozrodu bydta w chowie wielkostadnym, sesja naukowa w Krako-
wie w 1986 nt. przenoszenia zarodkéw w praktyce hodowlanej, seminarium
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w Krakowie w 1987 nt. podstaw embriologii stosowanej, sympozjum polsko-
niemieckie w Balicach nt. nowych zagadnien w kwalifikacji rozptodowej
koni, sympozjum w Krakowie w 1993 nt. badan w zakresie biotechnologii
zwierzat oraz ich zastosowan w hodowli i weterynarii, sesja naukowa w Bali-
cach w 1996 nt. andrologii w rozrodzie zwierzat (poswigcona jubileuszowi
prof. S. Wierzbowskiego), czy tez konferencja naukowa w Balicach w 1997
nt. stanu badan oraz mozliwos$ci praktycznego zastosowania biotechnologii
rozrodu zwierzat gospodarskich.

Organizowane byty takze przez Zaktad, w $cistej wspotpracy z Sekcja
Fizjologii i Patologii Rozrodu Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryj-
nych, Oddziat w Krakowie, sesje naukowe w latach 1960, 1973 1 1984. Wspol-
nie z Instytutem Zootechniki redagowany 1 wydawany byl sitami pracowni-
kéw Zaktadu w latach 1973-1976 ,,Biuletyn Fizjologii i Patologii Rozrodu
oraz Sztucznego Unasieniania” PTNW.

W potowie lat 70., a konkretnie w 1976 r., w wyniku poszerzenia za-
kresu, jak tez zmiany profilu niektorych kierunkéw badawczych miat miejsce
kolejny etap zmiany struktury Zaktadu. Wyodrebniono w nim, obok nadal ist-
niejacych Pracowni Sztucznego Unasieniania i Konserwacji Nasienia oraz
Pracowni Higieny Nasienia — Pracowni¢ Biotechniki, w ktorej podjeto pierw-
sze prace eksperymentalne z zakresu metod transplantacji zarodkow bydta
i owiec oraz dziedzin z tymi metodami zwigzanych, jak superowulacja, me-
tody zamrazania i oceny wartosci biologicznej zarodkéw, ich pozyskiwania
i aplikacji. Likwidacji ulegta Pracownia Morfologii Narzadéw Rozrodczych.
Procz tego, w 1978 r. powotana zostala w strukturze Zaktadu Pracownia
Utrzymania Reproduktoréw z zadaniem prowadzenia badan w zakresie usta-
lania zalezno$ci pomi¢dzy warunkami utrzymania i zywienia zwierzat rozpto-
dowych, tak samcow jak i samic, a przebiegiem ich funkcji rozrodczych i ptod-
nos$cig. Pracownia ta w drugiej potowie lat 80. zostata przeksztatcona w Pra-
cownig Uzytkowania Rozptodowego Zwierzat, z ukierunkowaniem obejmu-
jacym, obok problematyki utrzymania reproduktoréw, takze zagadnienia eks-
ploatacji rozptodowe;.

W tym czasie, prowadzone w Zaktadzie od wielu lat badania nad roz-
rodem owiec (ocena ptodnos$ci trykow, zamrazanie nasienia trykow, synchro-
nizacja rui i wykotdéw u owiec) ujeto w ramy zorganizowanego zespohu:
w 1982 r. powstata Grupa Problemowa ds. Rozrodu Owiec, przeksztatcona
pod koniec lat 80. w Pracowni¢ Rozrodu Owiec.

W strukturze Zaktadu powstat i funkcjonowal nieprzerwanie Cen-
tralny Bank Nasienia. Jego funkcje i zadania rowniez ulegly w latach 80. pew-
nej zmianie i poszerzeniu, stad tez uzasadniona stata si¢ zmiana nazwy na:
Pracownia Centralny Bank Materialu Genetycznego (CBMG), ktoérego zada-
niem nadal bylo przechowywanie materialu genetycznego (doszty tu zamra-
zane zarodki), prowadzenie badan z zakresu metod konserwacji nasienia oraz
ocena importowanych izolowanych materialow genetycznych.
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Jak juz wspomniano, koniec lat 70. i lata 80. to, oprocz utrzymania
wigkszosci dotychczasowych kierunkéw i aktywnosci badawczej Zaktadu,
okres intensywnego rozwoju i poszerzenia zakresu badan dotyczacych roz-
rodu u samic. Wychodzac z problematyki transplantacji i konserwacji zarod-
kow, badaniami tymi objeto sukcesywnie wiele zagadnien, poszerzajac w ten
sposob ptaszczyzne zainteresowan badawczych Zaktadu o problemy biotech-
nologii rozrodu oraz inzynierii genetycznej. Kierunki takie, jak: klonowanie
zarodkéw, hodowla niedojrzatych oocytow, zaptodnienie in vitro i transplan-
tacja tak otrzymanych zarodkow, uzyskiwanie zwierzat transgenicznych, czy
tez podjecie problematyki molekularnej metody oznaczania plci zarodkow
wymagaly z jednej strony uzyskania wyposazenia i aparatury o wysokim stan-
dardzie, z drugiej natomiast osiggnigcia przez wspotdziatajacy zespot badaw-
czy bardzo wysokiego stopnia specjalizacji. Dzigki wieloletnim staraniom
i zabiegom aktualne wyposazenie Zaktadu w aparature, obejmujace m.in. ze-
staw do uzyskiwania oocytow bydlecych pod kontrolg USG, inkubatory COa,
wysokiej klasy mikroskopy (Nikon), mikromanipulatory do prac mikrochirur-
gicznych na oocytech i zarodkach, urzadzenia do elektrofuzji komorek, lase-
rowy cytometr przeptywowy oraz luminometr (Autolumat), nie odbiega od
poziomu zachodnioeuropejskich pracowni tego typu.

Wraz z nowym ukierunkowaniem naukowo-badawczym Zaktadu ule-
gly poszerzeniu badz zmianie rowniez takie formy jego dziatalnosci, jak: szko-
lenia, kursy specjalistyczne, a takze wspolpraca z zagranica.

W latach 80. zorganizowano i przeprowadzono na miejscu w Zakla-
dzie, jak i w terenie szereg kursoOw przenoszenia zarodkéw dla pracownikow
weterynarii, wzglednie zainteresowanych specjalistow z osrodkow hodowla-
nych i gospodarstw rolnych. W tym tez czasie pracownicy naukowi Zaktadu
wzigli udziat w trzech kolejnych cyklach szkoleniowych Studium Podyplomo-
wego AR z zakresu rozrodu zwierzat. Wyktady i zajecia praktyczne byty pro-
wadzone w znacznej czgsci w Zaktadzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Una-
sieniania Zwierzat w Balicach. Pod koniec lat 90. pracownicy naukowi Za-
ktadu uczestniczyli czynnie w wyktadach i zajeciach praktycznych Studium
Doktoranckiego otwartego w Instytucie Zootechniki.

Rownoczesnie, w latach 80. pracownicy naukowi Zaktadu zostali po-
wotani przez Ministra Rolnictwa w sktad Panstwowej Komisji Egzaminacyj-
nej dla pracownikow Stacji Hodowli i Unasieniania Zwierzat oraz lekarzy wet.
— andrologdéw, zatrudnionych w sieci stacji unasieniania w celu uzyskiwania
uprawnien do przeprowadzania konserwacji i oceny nasienia wprowadzanego
do produkcji. Komisja ta, dzialajac we wspolpracy z Centralng Stacjg Hodowli
Zwierzat odbyta poczawszy od 1979 r. do pierwszych lat 90. kilkanascie sesji,
egzaminujac w okresie swej dziatalno$ci tak pod wzgledem poziomu wiado-
mosci teoretycznych, jak i praktycznych kilkaset osob 1 nadajgc im uprawnie-
nia specjalistyczne.
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Procz oméwionych form dlugotrwalego oddziatywania ZFR na po-
ziom praktyki w zakresie rozrodu zwierzat, pracownicy Zaktadu byli autorami
wielu opinii oraz ekspertyz specjalistycznych, zlecanych przez Ministerstwo
Rolnictwa oraz szereg placowek i przedsiebiorstw, a dotyczacych tak zagad-
nien sprzgtowo-materiatowych dla wyposazenia Stacji Unasieniania czy ferm
hodowlanych, jak i problemdéw technologicznych, zwigzanych z prowadze-
niem rozrodu w rdznego typu gospodarstwach.

Dalszemu rozwojowi i wyraznemu ukierunkowaniu ulegly takze
formy prowadzonej przez Zaktad wspolpracy z zagranicg. Z wielorakiej tema-
tyki i zakresow tej wspolpracy, prowadzonej uprzednio w ramach 6wczesnej
RWPG, jeszcze w latach 70. utrwalila si¢ i wyraznie wyspecjalizowata wspot-
praca z Niemcami, z Instytutem Niemieckiej Akademii Nauk w Dummerstor-
fie. Prowadzona byta réwniez w formie wymiany doswiadczen oraz wspol-
nych badan wspotpraca z Francja, z osrodkiem INRA w Jouy-en-Josas;
z USA, Edison Biotechnology Institute Ohio University; Cardiovascular and
Pulmonary Research Institute Allegheny Campus Medical Shool-Pittsburg;
jak tez z Japonia, Tohoku National Agricultural Experiment Station, Depart-
ment of Animal Production, Morioka.

Tematyka badawcza rozwijana w ramach utworzonych ww. kierun-
kéw zostanie szczegdlowo przedstawiona w kolejnych podrozdziatach mono-
grafii.t

1 W przygotowaniu monografii wykorzystano opracowanie autorstwa prof. dr. hab.
Andrzeja Laszczki i prof. dr. hab. Zdzistawa Smoraga uj¢te w publikacji wydanej
z okazji 60-lecia 1Z PIB (Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy 2000—
2010. Wyd. 1Z PIB, Krakow, 2010).
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2. Sztuczne unasienianie, konserwacja nasienia,
regulacja plci i diagnostyka andrologiczna

Piotr Gogol, Monika Trzcinska

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa

Dominujaca tematyka badawcza w poczatkowym okresie dziatalnosSci
Zaktadu Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat (obecnie: Za-
ktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji) byta problematyka rozrodu
samcOw zwierzat gospodarskich. Wynikato to z potrzeb rozwijajacej si¢ ho-
dowli i produkcji zwierzgcej oraz coraz bardziej upowszechnianego sztucz-
nego unasieniania. Od poczatku problematyka ta byta ukierunkowana w strone
rozwoju badan i opracowania metod oceny plodnosci samcéw, takich jak:
ogiery, buhaje czy tryki. Obejmowala badania dotyczace zachowania pficio-
wego ogierow i buhajow oraz anatomicznych i histologicznych uwarunkowan
produkcji nasienia poprzez studia nad budowa jader, najadrzy i nasieniowo-
dow. Duza uwage zwracano na metody oceny nasienia ze szczegdlnym
uwzglednieniem jego morfologii oraz na rozwdj metod konserwacji nasienia
w stanie ptynnym i jego zamrazanie w niskich temperaturach (etap zamrazania
przy wykorzystaniu zestalonego CO,). Ze wzgledu na potrzeby rozwijajacych
si¢ stacji sztucznego unasieniania bydta zostaly podjete prace nad wplywem
warunkow utrzymania i pielegnacji samcow, gtownie buhajow na warto$¢ ich
nasienia i przydatno$¢ eksploatacyjng. W kolejnych latach nastapit rozwoj ba-
dan nad konserwacja nasienia buhajow, a p6zniej i innych gatunkéw (tryki,
knury) poprzez zamrazanie w ciektym azocie. Ta nowa wowczas technika dhu-
gotrwatej konserwacji nasienia zostata dopracowana i zaadaptowana do wa-
runkow polskich oraz wprowadzona do praktyki sztucznego unasieniania
w skali calego kraju przez pracownikow Zaktadu Fizjologii Rozrodu i Sztucz-
nego Unasieniania Zwierzat. Na podstawie catosci uzyskanych do$wiadczen
i badan zwigzanych z problematykg produkcji, uzyskiwania, konserwacji
I uzytkowania nasienia mrozonego zostata opracowana laboratoryjna instruk-
cja dla Stacji Unasieniania (PZUZ, p6zniej SHiUZ), wprowadzona przez De-
partament Produkcji Zwierzgcej jako obowigzujgca w catym kraju.

W 1968 r. Ministerstwo Rolnictwa powotalo w Instytucie Zootechniki
Centralny Bank Nasienia (CBN) (obecna nazwa: Bank Materiatow Biologicz-
nych). Gtownym zadaniem CBN bylo przechowywanie nasienia od mtodych
buhajow, ktore poczatkowo dostarczano do CBN ze wszystkich zaktadow
unasieniania w Polsce. Ponadto, z uwagi na rozwijajacy si¢ import nasienia,
Ministerstwo Rolnictwa zlecito CBN prowadzenie jego oceny i kwalifikacji
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do inseminacji w kraju. W 1968 r. zdeponowano w CBN pierwszy materiat
biologiczny (nasienie) pochodzacy od buhaja rasy polskiej czerwonej.
W ciagu 50 lat funkcjonowania banku jego zasoby byty sukcesywnie powigk-
szane o nasienie buhajow ras: polskiej czerwonej, polskiej czerwono-biate;j,
polskiej czarno-biatej oraz biatogrzbietej. Dzigki temu powstata unikatowa
i jedyna w Polsce kolekcja materiatu biologicznego, oryginalna zarowno pod
wzglgdem genotypu, jak i ilosci zgromadzonego materiatu. W chwili obecnej
kolekcja Banku Materialow Biologicznych sktada si¢ z ponad 58 000 porcji
nasienia buhajow ras rodzimych. Wigkszo$¢ materiatu stanowi nasienie pozy-
skane przed wdrozeniem prac hodowlanych, a wigc materiat pochodzacy od
zwierzat nie poddanych wypierajacemu krzyzowaniu z wysoko wydajnymi ra-
sami bydta mlecznego. Zgromadzona kolekcja materiatu biologicznego ras ro-
dzimych jest wykorzystywana jako element dziatan w programach hodowla-
nych w zakresie ochrony in situ zasoboéw genetycznych bydta w Polsce.

W kolejnych latach dziatalnosci Zaktadu kontynuowane byly prace
nad doskonaleniem metod konserwacji oraz zastosowaniem mrozonego nasie-
nia trykow (Kareta i Wierzbowski, 1993). W ramach badan nad rozrodem tego
gatunku zwierzat opracowano metode domacicznej inseminacji maciorek ob-
nizonymi dawkami nasienia mrozonego oraz prowadzono wszechstronne ob-
serwacje laparoskopowe rozwoju i owulacji pecherzykow jajnikowych
u owiec.

W szerokim zakresie podejmowanych zagadnien badawczych bio-
technologii rozrodu rozpoczgto takze prace nad regulacjg i oznaczaniem pitci
plemnikéw i zarodkow (Bochenek i in., 2000 b). W poczatkowym okresie
podjeto prace nad opracowaniem procedur przygotowania plemnikow buhaja,
tryka i knura do analizy cytometrycznej 1 sortowania na frakcjg ,,meska”
i ,,zenska”. W 2003 r. rozpoczeto prace nad seksowaniem nasienia buhajow.
Pierwsze proby przeprowadzono na nasieniu dwoch buhajow rasy polska czer-
wona. Wtasnie po inseminacji frakcjg X jednego z nich urodzito si¢ we wrze-
$niu 2003 r. pierwsze w Polsce cielg o zaprogramowanej pici zenskie;j.

Nastepnie, prowadzone byly intensywne badania nad rozwojem me-
tody seksowania nasienia w kooperacji z partnerami krajowymi, jak tez euro-
pejskimi i amerykanskimi. Badania te stanowily kolejny etap we wprowadza-
niu technologii regulacji ptci u zwierzat gospodarskich w kraju (Bochenek
i Smorag, 2005, 2007). W praktyce hodowlanej, stosujac do inseminacji na-
sienie seksowane i mrozone, uzyskano ptodnosé¢ powyzej 65% oraz zgodnos¢
spodziewanej ptci ponad 97%.
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Fot. 1. Cielg urodzone po inseminacji seksowanym nasieniem

W kolejnych latach w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokon-
serwacji 1Z PIB oprocz oceny standardowych parametréw jakosciowych
plemnikéw opracowywano panel zaawansowanych metod diagnostycznych.
W celu poglebienia znajomosci biologii komorki plemnikowej podjeto bada-
nia nad zastosowaniem biofizycznej, submolekularnej metody pomiaru emisji
fotonowej z plemnikow buhaja, tryka i knura jako probe, umozliwiajacg bar-
dziej wszechstronne okreslenie wptywow srodowiskowych na te komorki, tak
pod wzgledem intensywnosci i prawidlowosci metabolizmu, jak i stanu bton
komérkowych. W 2002 r. podjeto wspoélprace z Akademia Pedagogiczna
w Krakowie (obecnie Uniwersytet Pedagogiczny) nad ultrastabg emisja foto-
nowg (zwang rowniez ultrastaba luminescencja) plemnikow zwierzat gospo-
darskich, jej zrodtami, mechanizmami i energetyka, a takze mozliwo$cia wy-
korzystania wynikow pomiaru do poszerzenia wiedzy z zakresu biologii plem-
nikow i ich reakeji na stresowe czynniki $rodowiskowe i technologiczne.
Dzigki ulepszeniom metodycznym i technicznym w zakresie hardware 1 so-
ftware metody zliczania pojedynczych fotonoéw i uzyciu filtrow granicznych
zmierzono natgzenie i sumy $wietlne, monitorowaano kinetyke emisji oraz
wykonano unikalne pomiary rozktadu spektralnego promieniowania elektro-
magnetycznego emitowanego przez plemniki réznych gatunkoéw zwierzat go-
spodarskich. Wykazana zalezno$¢ pomigdzy parametrami luminescencji
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Z plemnikoéw a ich stanem fizjologicznym pozwolita na okreslanie na podsta-
wie parametrow indukowanej emisji fotonowej intensywnosci negatywnego
oddzialywania na komorki plemnikowe réznorodnych czynnikéw $rodowi-
skowych (Laszczka i in., 1995; Godlewski i in., 2003). Badania kontynuo-
wano koncentrujac si¢ na okresleniu optymalnych warunkéw pomiaru emisji
fotonowe;j z plemnikéw w luminometrze. Analizowano wptyw takich czynni-
kéw, jak: rodzaj uzytego rozrzedzalnika, koncentracja plemnikéw w probce,
objetos¢ probki, stezenie wzmacniacza chemiluminescencji (luminolu) czy ro-
dzaj uzytego roztworu indukujacego. Celem kolejnego etapu badan byto lep-
sze poznanie procesow towarzyszacych oddziatywaniu na plemniki czynni-
kow srodowiskowych i technologicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem
stabilnosci peroksydacyjnej lipidow blon plazmatycznych plemnikéw oraz
emisji fotonowej jako biofizycznego zjawiska zwigzanego z intensywnos$cia
i prawidlowoscig procesow metabolicznych zachodzacych w komorce. Wy-
konane prace wykazaty przydatno$¢ pomiaru emisji fotonowej z plemnikoéw
do oceny jakosci nasienia (Gogol, 2005; Gogol i Szcze$niak-Fabianczyk,
2006; Gogol i in., 2007; Gogol i Pieszka, 2008; Gogol i in., 2009).

Ciagly rozwoj biologii pozwolit lepiej pozna¢ réznorodnos¢ moleku-
larnej budowy struktur plemnika, co umozliwito opracowanie metod oceny
zmian apoptotycznych plemnikéw jako wyznacznika ich zdolno$ci zaptadnia-
jacej (Trzcinska i in., 2011). Przy ocenie plemnikéw nie mozna opiera¢ sig¢
wylacznie na cechach morfologicznych, charakterystycznych dla komorek so-
matycznych, lecz nalezy skoncentrowac¢ si¢ na zmianach biochemicznych. Ce-
cha charakterystyczng wczesnych stadiow apoptozy jest niewielka zmiana
W przepuszczalnosci btony komoérkowej. Mikropory powstajace w zewngtrz-
nej warstwie btony mozna identyfikowa¢ przy wykorzystaniu fluorochromu
YO-PRO-1 (Trzcinska i in., 2008). Fluorochrom dyfunduje przez mikro-
pory/mikrokanaty w plazmo-lemmie i faczy si¢ z DNA komorki, podczas gdy
sama btona komorkowa ma jeszcze zachowang strukturalng integralnos¢. Do-
datkowe zastosowanie w tej metodzie jodku propydyny (PI) umozliwia detek-
cje komorek nekrotycznych. Podczas przeprowadzania analizy w mikroskopie
fluorescencyjnym mozna wyrdzni¢ trzy subpopulacje plemnikow. Pierwsza
Z nich stanowig plemniki zywe (YO-PRO-17/PI"), ktére nie emituja fluore-
scencji, druga plemniki apoptotyczne YO-PRO-1-pozytywne (YO-PRO-
1%/PI"), fluoryzujace na zielono oraz trzecig plemniki martwe, nekrotyczne,
emitujgce zardwno zielona, jak i czerwong fluorescencj¢ (YO-PRO-1/PIY).
Metoda pozwalajaca na relatywnie wczesnag diagnostyke apoptozy jest wykry-
wanie reszt fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni btony cytoplazmatycznej
za pomoca aneksyny V sprzezonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (ang. flu-
orescein isothiocyanate; FITC). W czasie apoptozy zachodzi translokacja fos-
fatydyloseryny z powierzchni wewnatrzkomorkowej na zewnetrzng. Anek-
syna V w obecnosci jondw Ca?* taczy sie z ujemnie natadowanymi fosfolipi-
dami, takimi jak fosfatydyloseryna, dzi¢ki czemu stosuje si¢ jg jako marker
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apoptozy. Oznaczanie na powierzchni btony komorek reszt PS przy uzyciu
aneksyny V sprzezonej z FITC oraz weryfikacja stopnia przepuszczalnosci
btony plazmatycznej dla PI, barwiacego DNA 1 RNA komorek o zaburzone;j
integralnosci btony umozliwia odrdéznienie plemnikow zywych, nieapopto-
tycznych (aneksyna V-FITC/PI) od wczesnoapoptotycznych (aneksynaV-
FITC*/PI") oraz wczesnonekrotycznych (aneksyna V-FITC*/PI*), a takze od
plemnikéw martwych (nekrotycznych) (aneksyna V-FITC/PI*). Wyznako-
wane aneksyng V-FITC plemniki emitujgce — zielong, a barwiace si¢ jodkiem
propydyny — czerwong fluorescencje mozna analizowa¢ w mikroskopie fluo-
rescencyjnym (Trzcinska i Bryta, 2011; Bryta i Trzcinska, 2014). Z badan
wlasnych wynika, ze wykrywanie zmian apoptotycznych w plemnikach knura
pozwala na okreslenie ich zdolnosci zaptadniajacych in vivo (Trzcinska i in.,
2009, 2011, 2015; Trzcinska i Bryta, 2015). W czasie procesu apoptozy do-
chodzi rowniez do otwarcia megakanaléw mitochondrialnych i spadku mito-
chondrialnego potencjatu transbtonowego. Mitochondria plemnika, dzigki
zdolnosci do produkcji energii — w procesie fosforylacji oksydacyjnej —umoz-
liwiaja jego ruch postepowy, stajac si¢ strukturami okreslajacymi zdolnos¢
plemnikéw do zaplodnienia komorki jajowej. Do pomiaru zmian potencjatu
mitochondrialnego moze stuzy¢ barwnik JC-1, ktéry w zywych plemnikach
gromadzi si¢ w mitochondriach w postaci agregatow widocznych w mikro-
skopie fluorescencyjnym jako czerwono-pomaranczowa fluorescencja, nato-
miast w plemnikach apoptotycznych i nekrotycznych o zdepolaryzowanej
btonie mitochondrialnej gromadzi si¢ w formie monomerycznej, widocznej
W postaci zielonej fluorescencji. Badania wiasne (Trzcinska i in., 2008) na
plemnikach knura wykazaty pozytywna korelacje pomigdzy ruchem, spad-
kiem potencjalu mitochonrialnego a odsetkiem plemnikow apoptotycznych.
Otwarcie megakanalow i wyptyw jondw wapnia z mitochondriow poprze-
dzaja inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy, takie jak kondensacja
chromatyny oraz fragmentacja DNA. W ZBRiK oceng struktury (fragmenta-
cji) chromatyny wykonuje si¢ metoda Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA) (Bochenek i in., 2000 a); Gogol i in., 2000, 2002). Opiera si¢ ona na
stwierdzeniu, Ze nieprawidtowa struktura chromatyny jest zwigzana ze wzro-
stem wrazliwosci DNA na denaturacje. W metodzie tej wykorzystuje si¢ me-
tachromatyczne wtasciwosci oranzu akrydyny. Barwnik ten zwigzany z po-
dwdjng nicig DNA fluoryzuje w pasmie zielonym, natomiast w potaczeniu
Z pojedynczg nicig DNA w pa$mie czerwonym. Po fagodnej denaturacji chro-
matyny za pomocg obnizonego pH u plemnikéw z nieprawidlowag jej struktura
nastepuje wzmocnienie fluorescencji w pasmie czerwonym. Ten wzrost Swie-
cenia jest mierzony w cytometrze przeptywowym. Badania wlasne wykazaty
wystepowanie wysokiej korelacji pomigedzy wrazliwoscig chromatyny plem-
nikowej buhajow na denaturacj¢ a ptodnoscia uzyskiwang po inseminacji tym
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nasieniem (Bochenek i in., 2001). Z kolei, badania przeprowadzone na nasie-
niu knura wykazaty, Zze procedura zamrazania-rozmrazania nie indukuje frag-
mentacji DNA w plemnikach (Trzcinska i Bryta, 2015).

W Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji 1Z PIB od
kilku lat prowadzono prace nad opracowaniem sktadu rozrzedzalnika mroze-
niowego, jak rowniez sposobu postepowania z nasieniem knura podczas mro-
zenia. Realizacja prac byta mozliwa w ramach projektu badawczego nr N311
524840 pt.: ,,Antyoksydanty i nowe zwiazki ostaniajace w kriokonserwacji
nasienia knura ocenianego przy zastosowaniu markerow apoptotycznych”
oraz dziatalno$ci statutowej IZ PIB. Poprawe efektywnosci kriokonserwacji
nasienia knura planowano osiggna¢ poprzez dodatek substancji przeciwdzia-
tajacych procesom oksydacyjnym oraz substancji o whasciwosciach ostaniaja-
cych wrazliwe na uszkodzenia kriogeniczne btony plazmatyczne plemnikow.
W badaniach zastosowano suplementacj¢ rozrzedzalnika zottkowo-lakto-
zowo-glicerolowego wybranymi antyoksydantami (glutation, butylowany hy-
droksytoluen, dysmutaza ponadtlenkowa i/lub katalaza) oraz sola sodowa
kwasu hialuronowego jako substancja ostaniajaca. Jako$¢ nasienia po zamro-
zeniu-rozmrozeniu oceniano na podstawie odsetka plemnikoéw: wykazujacych
ruch calkowity i postepowy, zywych ocenianych za pomoca markerow apop-
totycznych (YOPRO-1/PI, Annexin V-Fluos/PI), zywych z integralnym akro-
somem (PNA-FITC/PI), z wysokim potencjalem mitochondrialnym (JC-1)
oraz nie wykazujacych fragmentacji DNA (TUNEL). Na podstawie przepro-
wadzonych badan (Trzcinska i Bryta, 2015; Trzcinska i in., 2015) opracowano
nowy sktad rozcienczalnika mrozeniowego i technologie kriokonserwacji na-
sienia knura. Badania nad kriokonserwacjg nasienia knura doprowadzily do
uzyskania w 2018 r. patentu nr PL 228192 B1 na wynalazek pt.: Rozcienczal-
nik do mrozenia nasienia knura i sposd6b mrozenia nasienia oraz zlozenia
w 2019 r. wniosku patentowego nr P 432175 na wynalazek pt.: Sposob przy-
gotowania dawki inseminacyjnej kriokonserwowanego nasienia knura. Dzigki
opatentowanej metodzie mozliwe jest uzyskanie wysokiej jakosci nasienia po
rozmrozeniu oraz wysokiej liczby zywych prosiat urodzonych po inseminacji
kriokonserwowanym nasieniem knura.
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Fot. 2. Prosigta urodzone po inseminacji kriokonserwowanym nasieniem

Prowadzone w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji
IZ PIB badania pozwalaja na wykorzystanie kriokonserowanego nasienia
knura w programach ochrony zasobow genetycznych, jak i specjalistycznych
programach hodowlanych, majacych na celu zachowanie wybranych cech,
réowniez tych utraconych w wyniku intensywnej hodowli. Problem w szcze-
g6lny sposob dotyczy nielicznych i mocno spokrewnionych stad ras rodzi-
mych $§win: putawskiej, ztotnickiej pstrej i ztotnickiej biatej. Zgromadzenie
materiatu biologicznego w postaci nasienia knuréw tych ras jest jedyna moz-
liwo$cig zabezpieczenia puli genetycznej populacji na wypadek jej zubozZenia,
spadku zmiennosci, wyginigcia czy eliminacji catych stad, np. w wyniku po-
jawienia si¢ wirusa afrykanskiego pomoru swin (ASF).

W 2014 r. powstal na terenie Instytutu Zootechniki PIB Kra-
jowy Bank Materiatow Biologicznych (KBMB) w celu gromadzenia mate-
riatu biologicznego od pozostatych gatunkoéw zwierzat gospodarskich. Utwo-
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rzono w nim 4 banki gatunkowe dla: $win, koni, owiec i k6z oraz bydta. W po-
szczegolnych bankach przechowywany jest material biologiczny w po-
staci nasienia oraz zarodkow i oocytow. Od 2018 r. KBMB zostat wiaczony
do Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. Do dnia dzisiejszego
w KBMB zgromadzono 37 400 stomek nasienia buhajow oraz 143 zarodki
$win rasy putawskiej i 34 zlotnickiej pstrej (Trzcinska i Bryta, 2019).
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3. Rozwoj metod pozaustrojowej produkcji zarodkow
oraz hodowli in vitro komérek macierzystych

Jolanta Opiela

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa

Badania przeprowadzane w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu Zwie-
rzat koncentrowaty si¢ na produkcji zarodkow zwierzgcych in vitro, w tym na
opracowaniu ztozonych metod dojrzewania oocytow, zaptodnienia i hodowli
zarodkéw. Ponadto, opracowano protokoty dtugoterminowej hodowli prze-
dantralnych i wezesno antralnych pecherzykéw jajnikowych u bydia (Smorag
i in., 2008; Katska i Rynska, 1998).

W 1985 r. opracowano test penetracji komorek jajowych chomika
jako metode oceny nasienia ssakow (Katska, 1985). Inne badania dotyczyty
ostonki przejrzystej (zona pellucida, ZP) oocytow bydlecych. Po pierwsze,
zbadano wplyw utrzymywania niedojrzalych oocytow bydlecych w jajowo-
dach bydlgcych in vitro na rozpuszczanie ZP w 0,1% pronazie, role komorek
wzgorka jajono$nego w tym procesie i mozliwos¢ odwrdcenia procesu. Oo-
cyty ogotocone z otaczajgcych komodrek wienca promienistego umieszczono
w izolowanych jajowodach bydta w 37°C. Sredni czas rozpuszczania ZP wy-
dtuzyt sie¢ proporcjonalnie do czasu utrzymywania oocytéw w jajowodach.
W przypadku grupy kontrolnej do rozpuszczenia ZP wystarczyto tylko 4,6
min. Gdy komorki jajowe trzymano in vitro przez 120 min, a nastgpnie zanu-
rzono w plynie pgcherzykowym przez 30 min do 18 godzin, nastapito zna-
czace odwrocenie wrazliwosci ostonki przejrzystej na proteolize (Smorag
i Katska, 1988).

Po drugie, zbadano wptyw utwardzania ostonki przejrzystej dojrza-
tych oocytow bydlecych in vivo na zaptodnienie. Do badania wykorzystano
przedowulacyjne i poowulacyjne oocyty pozyskane od superowulowanych ja-
towek. Oocyty przedowulacyjne, zanim zostaty uzyte do zaptodnienia in vitro
sktadaty si¢ z: 1) hodowanych in vitro przez 4-6 godzin w celu umozliwienia
dokonczenia dojrzewania oraz 2) inkubowanych w jajowodzie krolika przez
4-5 godzin w celu umozliwienia dokonczenia dojrzewania i wywotania
stwardnienia ostonki przejrzyste;j. Kilka oocytow stuzylo jako kontrola dojrza-
tosci jadrowej i1 rozpuszczalnosci ZP. Oocyty przedowulacyjne i postowula-
cyjne zaptadniano in vitro przy uzyciu zamrozonych/rozmrozonych plemni-
kow traktowanych heparyng i kapacytowanych metoda podptywania plemni-
kow (ang. swim-up). Stwierdzono znaczace réznice (P<0,01) miedzy wskaz-
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nikami zaptodnienia hodowanych oocytow przedowulacyjnych (68,8%) i in-
kubowanych w jajowodach kroélika (42,9%) lub odzyskanych z jajowodow by-
dlecych (40,7%). Mozna stwierdzi¢, ze twardnienie ZP wyraznie wptywa na
efektywno$¢ zaptodnienia oocytow. Czynnik ten nalezy wzia¢ pod uwagg przy
rozwazaniu zrodla pozyskiwania lub traktowania oocytow uzywanych do za-
ptodnienia in vitro (Katska i in., 1989).

Efektem prac doskonalacych technikg¢ IVP u bydla bylo urodzenie
pierwszego w Polsce cielgcia pochodzacego z zarodka uzyskanego przy zasto-
sowaniu kompleksowej metody in vitro, obejmujacej zaptodnienie, a nastgp-
nie hodowle zarodka, wszystko poza organizmem samicy. Miato to miejsce
31 marca 1990 r. w Zaktadzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasienniania
Zwierzat Instytutu Zootechniki, gdzie pordd rozwigzano stosujac cesarskie
cigcie ze wzgledu na znaczng dysproporcje miedzy wielko$cig cielecia (41 kg)
a matki (352 kg). Przypadek ten stanowit wowczas dowdd, jeden z bardzo
nielicznych na §wiecie, mozliwosci uzyskiwania potomstwa z oocytow pobie-
ranych z jajnikow krow rzeznych. Ogoétem do hodowli uzyto 136 niedojrza-
tych oocytow bydlecych. Zaplodnienie stwierdzono u 93 (68,3%) oocytow,
a podziaty zarodkowe wykazywato 30 (22,0%) zygot. W wyniku 7-dniowej
hodowli uzyskano 6 blastocyst i jedng morule (5,1%). Rozwoj pozostatych
zarodkow ulegt zahamowaniu w stadiach od 1 do 8 'blastomeréw badz miat
przebieg nieprawidlowy. 6 uzyskanych blastocyst przeniesiono metoda nie-
chirurgiczng czterem zsynchronizowanym jatdwkom-biorczyniom. Cigze
stwierdzono u jednej jatowki. W wyniku porodu, ktory nastapit w 283. dniu
ciazy, uzyskano buhajka, ktérego umaszczenie i cechy budowy wskazywaty,
ze ojcem byt buhaj rasy simentalskiej (Katska i in., 1991).

Zespot prof. Katskiej badat rowniez wptyw wspothodowli na zdolno$é
rozwojowg bydlecych oocytow poddawanych dojrzewaniu i zaptodnieniu in
vitro (Katska i in., 1995). Przeprowadzono dwa eksperymenty w celu porow-
nania wptywu réznych systemoéw hodowli i fazy cyklu jajowodow dawcy na
potencjat rozwojowy wspothodowanych zarodkéw bydlecych pochodzacych
z dojrzatych i zaptodnionych in vitro oocytoéw i ustalenia skutecznej metody
zamrazania komoérek nabtonka jajowodu. W pierwszym eksperymencie ba-
dano efekty pozywek (Menezo B2, syntetyczny ptyn jajowodowy, SOF); su-
rowic (brak surowicy, ptodowa surowica cieleca FCS, ludzka surowica HS);
oraz obecno$¢ lub brak monowarstwy komorek nabtonka jajowodu bydta
(BOEC) na zdolnosci rozwojowe zarodkoéw bydlgcych. W drugim ekspery-
mencie zbadano wplyw statusu hormonalnego dawcy jajowodow (superowu-
lowany kontra niestymulowany) oraz kriokonserwacj¢ tkanki jajowodow na
wsparcie kompetencji rozwojowych bydlecych zygot uzyskanych z dojrzatych
i zaptodnionych in vitro oocytow. Komorki nabtonkowe jajowodu kriokonser-
wowano zgodnie ze zmodyfikowana dwustopniowg metoda wczesniej stoso-
wang na zarodkach kroéliczych. Dla zygot hodowanych wspdlnie z monowar-
stwg BOEC uzyskano nastepujgce wskazniki rozwoju blastocysty: 40,1%;
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34,5%; 13,0%; i 19,2%, odpowiednio w pozywce B2 bez surowicy, B2 plus
20% HS, SOF plus 20% HS i SOF plus 20% FCS. W przypadku braku BOEC
wskazniki wyniosty 12,3%; 41,4%; i 8,9% odpowiednio w B2 plus 20% HS,
SOF plus 20% HS i SOF plus 20% FCS. Wykazano, ze zroédto komorek na-
btonkowych jajowodow i wczesniejsze zamrozenie nie miato wptywu na od-
setek uzyskanych zygot (okoto 70%) ani na odsetek rozwinigtych blastocyst
(okoto 20%).

Pod koniec lat dziewigc¢dziesiatych rozpoczeto badania dotyczace me-
tod hodowli pecherzykoéw preantralnych. Katska i in. (1989) zbadali wptyw
wielko$ci przedantralnych i wczesno-antralnych pecherzykow jajnikowych
bydta i pozywek hodowlanych na ich wzrost in vitro. Poszczegdlne pecherzyki
izolowane przez mikrodysekcje kawatkow jajnika byly dzielone na rézne
klasy wielkosci: od 75 do 324 i> mikrondéw. Pecherzyki jajnikowe hodowano
osobno w TCM 199 z dodatkiem ptodowej surowicy cielecej (FCS) + suple-
menty (FSH, estradiol-17 beta, insulina, transferyna, selenin sodu, pirogronian
sodu, 1-glutamina i hipoksantyna) lub w Menezo B2 + FCS + suplementy
(Eksperyment 1) oraz w TCM 199 + surowica (SS, steer serum) z dodatkami
lub bez dodatkowych suplementow (eksperyment 2). Catkowita liczba izolo-
wanych pgcherzykoéw roznej wielkosei byta podobna u jatowek i krow. Nie
obserwowano znaczgacej roznicy w szybkosci wzrostu pecherzykow o réznych
rozmiarach w dwoch pozywkach (TC 199 i B2). Jednak, hodowla pecherzy-
kéw w TCM 199, ktora zostata uzupetiona tylko SS i nie zawierata zadnych
innych dodatkow, znacznie zmniejszyta przezywalnosc i wzrost pecherzykdéw
w poréwnaniu z hodowanymi w suplementowanej pozywce. Czas przezycia
pecherzykow byt zwigzany z ich wielko$cig na poczatku hodowli. Najdtuzszy
okres wzrostu dotyczy?t pecherzykow o srednicy 275 do 324 mikronow (tj. np.
10,7 +/-5,7; 12,1 +/- 6,21 12,2 +/- 2,7 dni, odpowiednio dla hodowli w suple-
mentowanym surowicg FCS Menezo B2 i TCM 199 oraz TCM 199 suplemen-
towanym surowicg SS). Przezycie i wzrost niektorych pecherzykow utrzy-
mano przez 23 dni. Kolejnym celem do$wiadczenia byto scharakteryzowanie
wzrostu 1 konfiguracji jadrowej oocytéw izolowanych z pdznych przedantral-
nych i wczesno-antralnych pecherzykow jajnikowych bydta bezposrednio po
uzysku i hodowli in vitro (Katska i in., 2000). Poszczegdlne pecherzyki izolo-
wano metodg mikrodysekcji z kawatkow zewnetrznej kory jajnika. Pgcherzyki
zostaty posortowane wedtug $rednicy do klas od 175 do 224, 225 do 2741275
do 325 mikrometrow. Pecherzyki wybrane do hodowli in vitro umieszczano
pojedynczo w 40 mikrolitrowych kroplach pozywki (TCM 199 wzbogaconej
w FCS, insuling, transferyng, selenin sodu, pirogronian sodu, 1-glutaming, hi-
poksantyne, FSH i estradiol-17beta) i hodowano przez 6, 8, 11, 14 lub 17 dni.
Rozmiary pgcherzykow i oocytow stopniowo zwigkszaty si¢ wraz z wydtuza-
niem czasu trwania hodowli. Analiza zwigzku miedzy $rednimi $rednicami
oocytow w czasie uzysku i po hodowli in vitro wykazata znaczne réznice po
hodowli trwajacej 8 dni (76,9 + 9,9 vs. 86,1 + 11,1 mikrom; P<0,05), 11 dni
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(77,0 +/-9,9 vs. 91,9 +/- 17,5 mikrom; P<0,01), 14 dni (80,0 +/- 9,5 vs. 97,9
+/- 16,5 mikrom; P<0,01) i 17 dni (82,6+ /-6,6 vs 97,2 £ 11,5 mikrom,;
P<0,01). Nie wykazano réznic statystycznych miedzy oocytami w 5 grupach
hodowli wstepnych (79,5 £ 8,8; 76,9 +9,9; 77,1 £9,9; 80,1 £ 9,51 82,6 + 6,6
mikrom). Zatrzymanie mejozy wystapito u 71,9% oocytéw hodowanych w na-
szym systemie do 14 dni. Odsetek stadium pecherzyka ptciowego (GV) nie
roznit si¢ znaczaco miedzy komdrkami jajowymi ocenianymi jako ,,swieze”
lub hodowanymi przez 6, 8, 11 lub 14 dni. Nie zaobserwowano zwigzku mig-
dzy klasg wielkoSci pecherzykow a czgstoscig stadium GV. Wydhuzenie
okresu hodowli do 17 dni drastycznie zmniejszyto odsetek oocytow w stadium
GV (18,7%) i zwickszylo odsetek oocytow majacych przedwczesnie rozpo-
czeta mejoze (GVBD; 46,3%) i cechy degeneraciji (25,0%). Wyniki te suge-
ruja, ze sposrod wszystkich czasow hodowli uzytych w eksperymencie, 14 dni
okazalo si¢ najdluzszym czasem hodowli umozliwiajacym zaréwno wzrost
oocytow, jak i utrzymanie konfiguracji jadrowej na etapie GV.

Kolejnym celem badan dotyczacych wczesno-antralnych pegcherzy-
kow jajnikowych byto zbadanie wzrostu i przezywalnosci w hodowli in vitro,
a nastgpnie kompetencji mejotycznych oocytow bydlecych odzyskanych
z wczesno-antralnych pegcherzykow jajnikowych (Alm i in., 2006). Badanie
zostato przeprowadzone we wspolpracy z grupg prof. Alm z Forschungsinsti-
tut fiir die Biologie Landwirtschaftlicher Nutztiere, Dummerstorf, Rostock,
Niemcy. Pecherzyki izolowane przez mikrodysekcje kawatkow kory jajnika
podzielono na dwie grupy wielkosci: (I) $rednica 0,2-0,5 mm i (II) $rednica
0,4-0,7 mm. Pecherzyki grupy I hodowano w stanie nienaruszonym, nato-
miast w grupie Il kompleksy oocyty+komodrki wzgdrka jajonosnego (COC)
izolowano z pgcherzykoéw i poddawano hodowli. Pgcherzyki lub kompleksy
oocytow z komoérkami wzgodrka jajonosnego zatapiano w zelu kolagenowym
i hodowano w TCM 199 uzupetionym 3% BSA i 4 mM hipoksantyng przez
14 dni (Grupa 1) lub 7-10 dni (Grupa IT). Nastepnie, ww. kompleksy odzyski-
wano z zelu. Oocyty, ktore utracity wigkszo$¢ przylegtych komorek wzgorka
jajonosnego utrwalano natychmiast po odzyskaniu. Kompleksy COC wykazu-
jace prawidtowa morfologie natychmiast utrwalano lub poddawano dojrzewa-
niu in vitro (IVM) przez dodatkowe 24 godziny, po czym utrwalano. Pod ko-
niec hodowli 57,6% zwartych COC w pecherzykach grupy I zachowato kon-
figuracje GV, 16,7% wznowito mejoze, a 25,8% uleglo zdegenerowaniu lub
nie wykryto chromatyny. Po IVM odsetek oocytow wznawiajacych mejoze
znacznie wzrést (z 16,7% do 42,7%; P<0,05), a 9,1% wszystkich oocytow
osiggneto stadium TI lub MII. Wyizolowane kompleksy COC w Grupie II za-
czety tworzy¢ struktury pecherzykowe po 24 godzinach hodowli (7,1%).
Udziat tych struktur osiagnat 50,8% po 2—3 dniach hodowli, a nastgpnie stop-
niowo zmniejszat si¢ z powodu degeneracji. W dniu 10 tylko 5,8% komplek-
sow COC zostalo sklasyfikowanych jako nienaruszone. Z odzyskanych oocy-
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tow z komorkami wzgorka jajono$nego z nowo utworzonych struktur podob-
nych do pegcherzykéw po 7-10 dniach hodowli in vitro 54,7% znajdowato si¢
w stadium GV, 31,0% w stadium GVBD, a 14,3% uleglo degeneracji lub kon-
figuracja chromatyny nie byta wykrywalna. Po 24 godzinach IVM 67,6% oo-
cytow wznowilto mejoze, a 21,6% wszystkich oocytow osiagneto stadium TI
i MIl. Wyniki te pokazuja, ze izolowane wczesne pecherzyki i kompleksy
COC izolowane z wczesnych pegcherzykdéw antralnych moga rosna¢ w ho-
dowli in vitro i moga osiagna¢ kompetencje mejotyczne.

Wspotpraca z niemieckim laboratorium prof. Alm zaowocowata row-
niez powstaniem artykutu o wzorcach agregacji mitochondriow i ich aktyw-
nosci w hodowanych in vitro oocytach bydlgcych uzyskanych z wczesno-an-
tralnych pecherzykow jajnikowych (Katska-Ksigzkiewicz i in., 2011). Niska
kompetencja rozwojowa oocytow hodowanych in vitro a pozyskanych z wcze-
sno-antralnych pecherzykéw jajnikowych moze by¢ zwigzana z ich statusem
mitochondrialnym, dlatego celem tego badania bylo zbadanie konfiguracji
chromatyny, wzoru agregacji mitochondriow i aktywnos$ci mitochondrialnej
niehodowanych i in vitro hodowanych oocytow bydlecych uzyskanych
z wezesno-antralnych pecherzykow jajnikowych. Kompleksy oocyt-komorki
wzgorka jajono$nego z sgsiadujgcymi komorkami ziarnistymi (COCG) uzy-
skano z wczesno-antralnych pecherzykow jajnikowych o $rednicy 0,4 do 0,8
mm. Oocyty kontrolne (Dzien 0) izolowano ze $wiezo pozyskanych COCG
i utrwalano oraz wybarwiono. Wybrane COCG umieszczono w hodowli in vi-
tro na 7 dni lub 14 dni. Po hodowli, COC o normalnym wygladzie umiesz-
czano w pozywce do dojrzewania na 24 godziny, a nastgpnie utrwalono i wy-
barwiono MitoTracker CMTM Ros Orange i Hoechst 33258. Procent oocytow
z niedojrzata konfiguracjg chromatyny po hodowli in vitro malat wraz z cza-
sem hodowli in vitro i wynidst odpowiednio 96,7; 72,5 i 35,4% dla Dnia 0,
Dnia 7 i Dnia 14 hodowli. Pozostate oocyty degenerowaty lub wznawialy me-
joze. Po dojrzewaniu in vitro najwyzszy odsetek oocytow w diakinezie lub
metafazie [ stwierdzono w grupie D7 + IVM (59,4%). Gdy hodowle przedtu-
zono do 14. dnia i w kolejnej dobie oocyty poddano dojrzewaniu in vitro,
liczba zdegenerowanych oocytow po IVM dramatycznie wzrosta. Rozktad mi-
tochondriow w oocytach zmienial si¢ z jednorodnego na heterogenny wraz ze
wzrostem czasu hodowli. Aktywno$¢ oddechowa mierzona intensywnoscia
fluorescencji wzrosta w czasie hodowli pecherzykow i byta najwyzsza w oo-
cytach, ktore rozpoczety faze GVBD, czyli rozpadu pecherzyka zarodkowego.
Podsumowujac, w przypadku oocytéow w izolowanych COCG z wczesno-an-
tralnych pecherzykow jajnikowych warunki hodowli dtuzsze niz 7 dni po-
winny by¢ bardziej dostosowane do powolnego dojrzewania jadra, ktéremu
towarzyszy obnizony metabolizm energetyczny, aby zapobiec piknozie chro-
matyny.

Grupa prof. Katskiej wspotpracowata réwniez z grupg prof. Skrzy-
szowskiej, prowadzacej badania nad klonowaniem somatycznym réznych
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zwierzat gospodarskich. Prof. Katska byta odpowiedzialna za przygotowanie
komorek-dawcow jadra przy uzyciu hodowli in vitro. Waznym czynnikiem
regulujacym tempo rozwoju zarodkéw klonowanych jest faza cyklu komorko-
wego dawcy jader, dlatego celem eksperymentu byto zbadanie rozmieszczenia
faz cyklu komérkowego w komorkach wzgorka jajono$nego i fibroblastach
bydta, hodowanych przy uzyciu rutynowego protokotu, jak i podczas zastoso-
wania zwigzkow zatrzymujacych cykl komérkowy (Katska i in., 2002). Naj-
wyzszy odsetek komoérek skumulowanych w stadium GO + G1 zaobserwo-
wano w niehodowanych, zamrozonych/ rozmrozonych komérkach pochodza-
cych z niedojrzatych oocytow (79,8 +/- 2,2%), $wiezych i1 zamrozonych/ roz-
mrozonych komoérek z dojrzatych oocytow in vitro (84,1 +/- 6,2 i 77,8 +/-
5,7%) oraz w komorkach dzielacych si¢ (odpowiednio 72,7 +/- 16,3 i 78,4 +/-
11,2%, odpowiednio z komodrek wzgorka jajonosnego niedojrzatych i dojrza-
tych in vitro oocytow). Glodzenie komorek wzgorka jajonosnego znacznie
zmniejszyto odsetek komorek w fazach GO + Gl, a przedtuzone gtodzenie
znacznie zwigkszyto odsetek komorek w fazach G2 + M. Hodowla in vitro
komorek wzgorka jajonosnego do pelnej konfluencji nie zwigkszyta odsetka
komorek w fazach GO + G1. W przeciwienstwie do obserwacji na komorkach
wzgorka jajonosnego, wyraznie wyzszy odsetek komorek w fazach GO + Gl
obserwowano, gdy komorki fibroblastow hodowano do pelnej konfluencji lub
gtodzono (P<0,01). Ten wzrost byt wigkszy w miare przedtuzania si¢ okresu
glodzenia. Stwierdzono, ze dla okreslonych typow komorek nalezy zastoso-
wac specyficzne strategie hodowli, aby osiagna¢ poprawe wydajnosci klo-
nowania.

Zespot prof. Katskiej analizowat rowniez czas dojrzewania jadrowego
oocytow kotow domowych (Katska-Ksigzkiewicz i in., 2003). Badania prze-
prowadzono we wspotpracy z dr. Pienkowskim w ramach projektu finansowa-
nego przez firme¢ PienGen Biomedical Corporation, Knoxville, USA. W tym
badaniu autorzy porownali wptyw przechowywania jajnikow, pozywki IVM,
obnizonej atmosfery tlenu i czasu trwania hodowli na dojrzewanie in vitro oo-
cytow kotow domowych. Jeden losowo wybrany jajnik z kazdej pary (69 par)
przechowywano w PBS w 10°C przez 16—24 godzin przed izolowaniem oocy-
tow. Drugi jajnik nie przechowywany z kazdej pary stuzyt jako kontrola.
W eksperymencie I badano wptyw pozywek hodowlanych (TCM 199 w po-
rownaniu z SOF) i atmosfery o zmniejszonej zawartosci tlenu (wilgotna at-
mosfera gazowa o zawartosci 5% CO2 w powietrzu lub 5% COz: 5% O,: 90%
N2) na IVM oocytow zaréwno przechowywanych, jak i nie przechowywa-
nych. W drugim eksperymencie poréwnano czas dojrzewania jadrowego za-
réwno przechowywanych, jak i nie przechowywanych oocytéw hodowanych
przez 17-18, 20-21, 24-26, 28-30, 33-34 lub 42-45 godzin przed oceng sta-
dium mejozy. W obu do$wiadczeniach I 1 II wskaznik odzysku, jakos$¢ i kom-
petencje do dojrzewania mejotycznego oocytdw pochodzacych z przechowy-
wanych jajnikoOw nie roéznity si¢ w pordwnaniu z nie przechowywanymi.
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W eksperymencie I ani pozywka hodowlana ani atmosfera gazowa nie wply-
wala na dojrzewanie oocytow. W eksperymencie Il $redni odsetek oocytow
osiagajacych metafaze¢ II w ciagu 17-18 godzin hodowli wynosit 36,1% i nie
zwigkszal si¢ znaczaco w czasie do 28 godzin. Najwyzszy odsetek oocytow
(67,3%) osiagnat stadium metafazy II po 42-45 godzinach hodowli. Dlatego
wnioskowano, ze mozna wyrdzni¢ dwie ,,fale” dojrzewania jadrowego oocy-
tow kotow. Pierwsza fala ma miejsce w ciggu 26 godzin i jest prawdopodobne,
ze wigkszo$¢ oocytow tej fali dojrzewa do 17—18 godzin; druga fala wystgpuje
po 28-30 godzinach IVM. Mozna zatozy¢, ze ta podwdjna fala moze odzwier-
ciedla¢ obecno$¢ dwadch populacji oocytéw o dwoch rdznych stopniach ,,nie-
dojrzatosci”, ktére wymagaja réznych dtugosci IVM.

Prof. Katska z zespotem pracowata takze nad produkcja zarodkéw in
vitro u koz. Mialo to miejsce w czasie, gdy badania nad pozaustrojowa pro-
dukcja zarodkoéw u tego gatunku w pordwnaniu z innymi gatunkami domo-
wymi, zwlaszcza bydlem, byly przedmiotem niewielu doniesien, pomimo ich
przydatnosci zarowno dla badan podstawowych, jak i do zastosowan komer-
cyjnych. Celem badan bylo poréwnanie skutecznosci IVP u kéz przy uzyciu
niedojrzatych oocytow pecherzykowych odzyskanych od k6z stymulowanych
FSH i kontrolnych (Katska-Ksiagzkiewicz i in., 2004). Po IVM oocyty zaptad-
niano $wiezym lub rozmrozonym nasieniem kapacytowanym heparyna lub
nie. Dojrzate oocyty zaptadniano in vitro swiezym lub zamrozonym nasieniem
tego samego kozta. Po IVF zygoty hodowano przez 24 godziny, a podzielone
zarodki dalej hodowano z komoérkami nabtonka jajowodu koziego lub przeno-
szono do zsynchronizowanych biorczyn. Srednia liczba oocytéw odzyskanych
od koz poddanych dziataniu FSH byta znacznie wyzsza (P<0,01) w poréwna-
niu do kontroli. Niezaleznie od uzytego nasienia, Swiezego lub zamrozonego,
nie zaobserwowano roéznic w uzysku blastocyst, gdy plemniki traktowano he-
paryna. Jednak, najwyzszy odsetek zaptodnionych komoérek jajowych podej-
mujacych rozwoéj (79,4%), a takze rozwdj do stadium blastocysty (37,3%)
uzyskano po zaptodnieniu §wiezym nasieniem kapacytowanym bez uzycia he-
paryny. W przeciwienstwie do $§wiezego nasienia, zastosowanie heparyny do
kapacytacji mrozonego/rozmrozonego nasienia znacznie poprawito (P<0,01)
podziaty zarodkowe. Nie stwierdzono roéznic mi¢dzy kompetencjami rozwo-
jowymi in vivo zarodkow zwigzanych z pochodzeniem nasienia po przeniesie-
niu do biorcow. U ponad 60% biorcow stwierdzono ciaze, a 20% wszystkich
przeniesionych zarodkow przezyto, urodzito si¢ 13 zdrowych kozlat. Protokot
IVP koz prof. Katskiej pozwala na uzyskanie zarodkow o kompetencjach roz-
wojowych poréwnywalnych do bydlecych.

Zespot prof. Katskiej-Ksigzkiewicz opracowal réwniez efektywne
warunki uzyskiwania in vitro zarodkéw kozich poprzez dojrzewanie i zaptod-
nienie in vitro oocytéw pecherzykowych pobieranych z jajnikow przy zasto-
sowaniu przyzyciowej metody laparoskopowej (LOPU — laparoscopic ovum
pick-up) czego wymiernym dowodem bylo narodzenie zywego, zdrowego
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kozlgcia po przeprowadzeniu laparoskopowego przeniesienia zarodkéw (LET
— laparoscopic embryo transfer) (Katska-Ksigzkiewicz i in., 2008). Na wydaj-
no$¢ metody nie miat rowniez wplywu typ hodowli zarodkow — poréwnywano
efektywno$¢ wspothodowli zarodkéw z komérkami nabtonka jajowodu i z ko-
moérkami VERO. Nie wykazano tez osobniczego wptywu mrozonego nasienia
samca na wydajnos¢ IVP u kéz (Katska-Ksigzkiewicz i in., 2007).

W dalszych swoich badaniach postawili$my sobie réwniez za cel udo-
skonalenie przyzyciowej selekcji niedojrzatych kompleksow oocyt-komorki
wzgorka jajono$nego (COC — Cumulus-Oocyte-Complex) przed poddaniem
dojrzewaniu in vitro. Selekcja przeprowadzana po przyzyciowym barwieniu
kompleksoéw oocyt-komorki wzgdrka jajonosnego brylantowym biekitem kre-
zylu (brilliant cresyl blue, BCB) pozwala na okreslenie aktywnosci dehydro-
genazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH), enzymu syntetyzowanego
W pierwszej potowie fazy S, w czasie wzrostu oocytu. Oocyty bydlece pod-
dane selekcji na podstawie aktywnosci G6PDH i ocenione jako BCB+ wyka-
zujg istotnie wyzsze zdolnosci rozwojowe w porownaniu z oocytami BCB-
(Almiin., 2006). W naszych badaniach celem byto ustalenie czy istnieje zwia-
zek miedzy stopniem zaawansowania zmian apoptotycznych a ocenianym
przyzyciowo poziomem G6PDH w niedojrzatych oocytach. Zaktadano, ze oo-
cyty BCB- moga cechowac si¢ zaburzeniami w aktywacji genéw prowadza-
cymi do zmian apoptotycznych w komorce, ktére moglyby powstawaé juz
podczas wzrostu w pecherzyku lub tez w okresie pdzniejszym, w czasie doj-
rzewania in vitro. Wykazano, ze aktywnos¢ G6PDH nie moze stuzy¢ jako
marker apoptozy w oocytach bydlecych. Z uwagi na to, ze nasze wyniki, jak
i innych autoréw (Alm i in., 2006; Pujol i in., 2004; Opiela i in., 2008 a, 2010;
Bhojwani i in., 2007) wyraznie wskazywaly na obnizong zdolno$¢ rozwojowa
oocytow BCB-, kontynuowano badania poszukujac czynnika odpowiedzial-
nego za t¢ sytuacj¢. W tym celu zbadano korelacje pomigdzy poziomem trak-
skryptow TFAM (mitochondrial transcription factor A), POLG (DNA poly-
merase subunit gamma ) i NRF1 (nuclear respiratory factor 1), ktore sg czyn-
nikami replikacyjnymi mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz transkryptu
COX1 (mitochondrially encoded cytochrome c oxidase |) kodowanego przez
genom mitochondrialny, a aktywnoscia G6PDH w oocytach bydlecych przed
i po dojrzewaniu in vitro. W tym wypadku hipoteza badawcza potwierdzita
sie. Niedojrzate oocyty BCB- mialy statystycznie istotnie nizszy poziom ana-
lizowanych transkryptow: TFAM, NRF1 i COX1 oraz statystycznie nizszy
poziom mRNA genu TFAM w dojrzatych oocytach (Opiela i in., 2010). Wy-
nik ten potwierdza zasadnos$¢ stosowania przyzyciowej selekcji niedojrzatych
kompleksoéw oocyt-komorki wzgdrka jajonosnego barwieniem BCB, gdyz eli-
minacja oocytow BCB- przyczynia si¢ do zwigkszenia efektywnos$ci metody.
Catosciowe omowienie plusow 1 minuséw stosowania barwienia BCB omo-
wiono w pracy przegladowej: Opiela i Katska-Ksigzkiewicz (2013).
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Kolejnym celem badawczym naszej grupy byto podniesienie wydaj-
nosci technologii IVP przez suplementacj¢ pozywki do dojrzewania in vitro
hialuronianem (HA) w celu zwigkszenia dojrzatosci cytoplazmatycznej oo-
cytu oraz zwigkszenia bezpieczenstwa technologii poprzez zastgpienie suro-
wicy zwierzecej biatkiem roslinnym. W wyniku przeprowadzonych do$wiad-
czen wykazano, ze dodatek hialuronianu do pozywki o st¢zeniu 0,07%
i 0,035% nie ma wptywu na osiagang dojrzato$¢ mejotyczng oraz jakos¢ mie-
rzong poziomem fragmentacji DNA oocytow. Suplementacja pozywki do doj-
rzewania hialuronianem o stezeniu 0,07% statystycznie istotnie zmniejsza po-
ziom fragmentacji DNA uzyskanych blastocyst. Odnotowano tendencje wzro-
stowg liczby uzyskanych blastocyst w przypadku dodania HA o stezeniu
0,07% do IVM, jednak roznice te nie byly statystycznie istotne. Suplementacja
pozywki IVM hialuronianem o st¢zeniu 0,07% wydaje si¢ by¢ wartoscig gra-
niczng, gdyz odnotowano wyzszy poziom ekspresji proapoptotycznego tran-
skryptu genu Bax w komorkach granulozy stosowanych jako wspéthodowla
w hodowli oocytow. Dlatego wnioskowano, ze dobér odpowiedniego stezenia
HA jest glowng determinantg warunkujaca powodzenie stosowania metody
(Opielaiin., 2014).

W ostatnich latach dazy si¢ do wyeliminowania surowicy krwi (FBS,
FCS, ECS) lub jej pochodnych, np. albuminy jako sktadnika pozywki do doj-
rzewania oocytow i hodowli zarodkéw. Powodem jest niejednoznaczny
wplyw surowicy na jako$¢ oocytow i zarodkow, zar6wno pozytywny jak i ne-
gatywny. Wiadomo, ze dodatek surowicy zwigksza odsetek uzyskanych po
zaptodnieniu in vitro blastocyst, szczegdlnie w przypadku suboptymalnych
warunkéw hodowli (Russel i in., 2006). Istnieja rowniez doniesienia na temat
szkodliwego wplywu surowicy na rozwdj oocytow (Ali i Sirard, 2002) i za-
rodkéw (Rizos i in., 2003). Stwierdzono, ze FCS zawiera zar6wno zwiazki
antyapoptotyczne, np. biatkowe czynniki wzrostu, jak i proapoptotyczne, np.
czynnik martwicy nowotworu a (TNF a, ang. tumor necrosis factor o), ktory
moze indukowaé $mieré komorki. Jednakze, badania Fouladi-Nashta i in.
(2005) nie potwierdzily tego spostrzezenia, bowiem wykazano brak rdéznic
w liczbie jader apoptotycznych w zarodkach hodowanych zarowno w po-
zywce zawierajgcej surowicg, jak 1 bez surowicy. Natomiast, jak wykazali Ri-
zos i in. (2003), w zarodkach hodowanych w obecnosci surowicy nastgpowat
znaczny wzrost ekspresji biatka Bax. Z przedstawionego przegladu pismien-
nictwa wynika zatem, ze wpltyw surowicy nie jest jednoznacznie okreslony.
Wiadomo tez, ze surowica zawiera enzymy, hormony czy czynniki wzrostu
W zroznicowanych stezeniach, czgsto odmiennych w kolejnych seriach pro-
duktu, co moze powodowaé¢ duzg zmienno$¢ warunkoéw hodowli, a wiec
I efektywnos¢ pozaustrojowego uzyskiwania zarodkow. Ponadto, stosowanie
w pozywkach produktow pochodzenia zwierzgcego, mimo znacznej poprawy
sanitarnej w zakresie ich pozyskiwania oraz metod sterylizacji, zwigzane jest
z ryzykiem infekcyjnym. W §wietle prezentowanych przyktadow celowe byto
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zatem opracowanie pozywki do dojrzewania oocytow, ktora pozwolitaby na
standaryzacj¢ warunkow hodowli oraz wyeliminowataby ryzyko wynikajace
z obecnosci surowicy ze wzgledow sanitarno-weterynaryjnych. W poszukiwa-
niu bardziej efektywnych rozwigzan w hodowli in vitro podjgto proby zasto-
sowania substytutow roslinnych. Wykazano juz korzystny wptyw zastapienia
surowicy zwierzecej biatkiem roslinnym w pozywkach do hodowli zarodkéw
(Gajda i in., 2007) oraz w pozywkach uzywanych w pracach z plemnikami
ssakow (Bochenek i Smorag, 2008). W wyniku przeprowadzonych doswiad-
czen wykazano, ze biatko roslinne (PP, plant protein) w zaproponowanym
przez nas st¢zeniu 0,6% i systemie dojrzewania oocytow in vitro (TCM199
uzupetione FSH 10pug/ml i estradiolem 1 pug/ml oraz w 2 grupie doswiadczal-
nej uzupetnione dodatkowo 1% HA) nie wykazato wptywu na odsetek oocy-
tow uzyskujacych dojrzato$¢ mejotyczng w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
jednak w obu grupach pozywek suplementowanych PP odnotowano nieprawi-
dtowa strukture chromatyny po barwieniu, dlatego wysunigto wniosek o proa-
poptotycznym dziataniu tego biatka (Opiela i in., 2012).

Od lat zainteresowanie naukowcow skupia si¢ wokot analizy pojedyn-
czych zarodkéw (Lechniak i in., 2008). Kwestie etyczne w zastosowaniu IVF
u ludzi najlepiej obrazujg celowo$¢ tego typu poszukiwan. U zwierzat selekcja
zarodkow ma réwniez kluczowe znaczenie z uwagi na ich wybor do transferu.
W przypadku bydta cigza blizniacza nie jest pozadana. Ocena morfologiczna
dokonywana pod mikroskopem stereoskopowym nalezy do podstawowych
metod, niemniej jednak jest niewystarczajaca do pelnego scharakteryzowania
jakosci zarodka, dlatego poszukiwane sg inne metody, wsrod ktorych mozna
wymie¢: analizy na poziome transkryptu (mikromacierze, techniki interferen-
cji RNA) czy biatek, wsrod ktérych metabolomika z czutymi metodami detek-
cji, takimi jak: np. masowa chromatografia gazowa (GC-MS), chromatografia
cieczowa (LC-MS) czy jadrowy rezonans magnetyczny (NMR) przedstawia
si¢ szczegoblnie atrakcyjnie z uwagi na mata inwazyjnos¢. Analizie mozna pod-
dawac rowniez pltyn pecherzykowy (oocyty) lub pozywke, w ktorej zarodki
si¢ rozwijaly. Wpisujac si¢ w przedstawiony nurt badan wykazaliSmy przydat-
nos¢ spektroskopii furierowskiej w podczerwieni do oceny jakosci pojedyn-
czych blastocyst. Spektroskopia furierowska w podczerwieni (FTIR, ang. Fo-
urier Transform Infrared Spectroscopy) albo absorbcyjna spektroskopia w za-
kresie podczerwieni z zastosowaniem transformaty Fouriera jest stosunkowo
nowatorskg 1 innowacyjng metoda w naukach biologicznych i medycznych
W poréwnaniu do jej stosowania w chemii analitycznej. Sposrod technik spek-
troskopowych, obrazowanie FT-IR ujawnia natur¢ probki biologicznej i wy-
twarza widmowe mapy sktadu i zmian strukturalnych bez uzycia chemicznego
markera na poziomie molekularnym. Pomiar FT-IR jest nieinwazyjny a przy-
gotowanie probki — minimalne. Co wigcej, technika ta jest szczegolnie przy-
datna, gdy ilo$¢ dostgpnego materiatu jest ograniczona. Pomimo duzego zain-
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teresowania wykorzystaniem obrazowania FT-IR w medycynie i biologii za-
stosowanie tego rodzaju spektroskopii wciaz jest bardzo ograniczone w bada-
niach embriologicznych. Mikrospektroskopia FT-IR zostata z powodzeniem
zastosowana do badania stadiow dojrzewania oocytéw myszy (Ami i in.,
2008) oraz w celu monitorowania spontanicznego réoznicowania mysich za-
rodkowych komorek macierzystych (Ami i in., 2011). Obrazowanie FT-IR
z detektorami FPA okreslito stan roznicowania pojedynczych ludzkich komo-
rek mezenchymalnych poddawanych i niepoddawanych réznicowaniu (Krafft
i in., 2007). Z kolei, Thumanu i in. (2009) zastosowali mikroskopi¢ synchro-
tronowg W podczerwieni (SR-IR) z detektorami FPA do analizy trzech sktad-
nikéw biochemicznych blastocysty myszy oraz w badaniu zréznicowania neu-
ronalnego zarodkowych komorek macierzystych myszy (Tanthanuch i in.,
2010). Nasze badania potwierdzity, ze spektroskopia furierowska w podczer-
wieni znajduje zastosowanie dla oceny jakosci blastocyst. Zastosowanie zro-
dta laboratoryjnego absorbcji (IR) i detektora promieniowania podczerwonego
FPA (ang. Focal Plane Array) pozwala obrazowa¢ pasma charakterystyczne
dla DNA, biatek, amidéw i lipidow obecnych w komorkach blastocyst bydle-
cych. Na tej podstawie mozna wnioskowac o rozktadzie danej bioczasteczki,
np. DNA, lipidow i biatek. Mozliwe jest wyekstrahowanie widm pojedyn-
czych komorek i przeprowadzenie analizy statystycznej w celu zbadania roz-
nic pomiedzy pojedynczymi komoérkami w blastocyscie i/lub pomigdzy ko-
morkami w badanych blastocystach. Na podstawie hierarchicznej analizy kla-
strowej oraz analizy sktadowych glownych mozna wnioskowac, ze komorki
blastocysty, ktorej oocyt byt hodowany w pozywce z hialuronianem, sa bar-
dziej podobne do komoérek blastocysty pochodzacej ze wspothodowli z ko-
moérkami Vero niz do komorek blastocysty hodowanej w pozywce SOF. Na
podstawie analizy p6l powierzchni pod pikami mozliwe byto przeprowadzenie
ilosciowej analizy glownych bioczasteczek. I tak wykazalismy, ze komorki
blastocysty hodowanej we wspothodowli z komoérkami Vero posiadaty ilo-
sciowo najwicksze zasoby amidow II rzgdu. W sytuacji, gdy wykluczymy
amidy II rzedu, komorki blastocysty, ktorej oocyt byl hodowany w pozywce
z hialuronianem, beda posiadaty podobne ilosci bioczgsteczek w poréwnaniu
do blastocyst hodowanych we wspothodowli z komoérkami Vero, natomiast
mniejsze zasoby bioczasteczek w porownaniu do komorek blastocysty hodo-
wanej w pozywce SOF. Okreslenie drugorzedowej struktury bialek pozwala
wnioskowa¢ o ich zmianach konformacyjnych, co moze mie¢ znaczenie w ba-
daniu rozwoju blastocyst. W analizowanych przez nas blastocystach stosunek
a helisy do B byl poréwnywalny dla wszystkich komoérek. Analiza ilo$ciowa
kwasow nukleinowych pozwala okresli¢ intensywnos¢ procesow replikacji
DNA czy transkrypcji RNA. W analizowanych blastocystach stosunek RNA
do DNA byt poréwnywalny (Wiechec i in., 2013). Powyzsze badania realizo-
waliSmy w kooperacji z Instytutem Fizyki Jadrowej w Krakowie. Oprocz opi-
sanej spektroskopii FTIR w prowadzonych przez nas badaniach uzywano tez
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innych metod oceniajacych, np. poziom zaawansowania apoptozy w oocytach,
zarodkach i1 komorkach na poziomie DNA, RNA i biatek (TUNEL, qPCR,
western-blotting, fluorescencyjny pomiar aktywnosci kaspaz, immunofluore-
scencja). Metody analiz oocytow i zarodkow opisano w artykule Opieli
(2009), jak i w rozdziatach w ksigzkach (Opiela i in., 2008 a,b; 2013 a,b).

Dziatalno$¢ naukowa naszego laboratorium po 2010 r. zostata posze-
rzona o badania nad mezenchymalnymi komorkami macierzystymi (MSC,
ang. Mesenchymal stem cells). Poczatkowo prace ograniczaty si¢ do badan nad
MSC s$wini, z biegiem lat analizy objety rowniez MSC koni, owiec, k6z i by-
dta. Heterogenny charakter populacji hodowanych in vitro mezenchymalnych
komérek macierzystych, wyizolowanych ze szpiku kostnego wymusza ko-
niecznos¢ szczegotowej charakterystyki immunocytobiochemicznej i moleku-
larnej tych komorek, ktora pozwoli na okreslenie stopnia ich multipotencji.
Komorki MSC zréznicowane w kierunku adipocytéw i osteoblastow oraz nie-
zroznicowane (kontrolne) poddalismy rowniez analizie cytometrycznej cyklu
mitotycznego pod katem rozktadu poszczegdlnych jego faz (GO/G1L, S, G2/M).
Doswiadczenie to miato na celu wykazanie wptywu dlugoterminowej hodowli
roéznicujacej MSC na profil rozktadu DNA. Otrzymane wyniki wyraznie
wskazuja na obnizong stabilno§¢ DNA wyrazajaca si¢ wzrostem odsetka ko-
morek aneuploidalnych po 5-tygodniowej hodowli roznicujacej in vitro
(Opielaiin., 2013 b). W innej pracy natomiast wykazali$my, ze réznicowanie
MSC w kierunku adipo- i osteocytow nie wptywa na poziom ekspresji proa-
poptotycznego biatka Bad, co dowodzi, ze r6znicowanie nie indukuje apop-
tozy (Opiela i in., 2013 a). Z uwagi na niepelng efektywnos$¢ roznicowania
MSC w zadany typ komoérek (np. osteoblasty, adipocyty, mioblasty lub ko-
morki $rodbtonka) celowe jest poszukiwanie gendow odpowiedzialnych za
kontrolowanie ww. procesu. Obiecujace raporty o wysokiej ekspresji genéow
kilku metaloproteinaz macierzy i ich inhibitorow — TIMPs w komérkach MSC
(tj. MMP-1, -2, -19i TIMP-1, -2, -3) (Panepucci i in., 2004; Cronwright i in.,
2005) staty sie podstawg do wysunigcia hipotezy na temat ich kluczowej funk-
¢ji w roéznicowaniu MSC (Mannello i in., 2006). Badali$my czy metaloprote-
inaza MMP-2 i jej inhibitor TIMP-2 oraz czynniki transkrypcji MEF2a and
TAZ sg zaangazowane w roznicowanie w kierunku adipocytow i/lub osteobla-
stow. Nasze wyniki sugerujg mozliwe zaangazowanie MEF2a w osteogenezg
swinskich MSC, gdyz znaczny wzrost poziomu tego transkryptu byt obserwo-
wany w zréznicowanych komorkach. Ponadto, wyniki te potwierdzajg hipo-
tezg o funkcji MMP niezaleznej od TIMP-2, poniewaz nie wykryto réznicy
w ekspresji MMP-2 migdzy osteocytami a MSC niezréznicowanymi (Opiela
i in., 2016).

Efektywno$¢ klonowania somatycznego $win, mierzona odsetkiem
zarodkow rozwijajacych si¢ do stadium blastocysty lub odsetkiem urodzonego
potomstwa w stosunku do liczby zrekonstruowanych oocytéw, utrzymuje sie
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na stosunkowo niskim poziomie. Jednym z czynnikéw ograniczajacych w naj-
wigkszym stopniu wydajnos$¢ klonowania u tego gatunku jest niepetne i nie-
prawidtowe przeprogramowanie pamieci epigenetycznej jader komorek soma-
tycznych w rozwijajacych si¢ zarodkach klonalnych. Nasze badania dowiodty,
ze wykorzystanie jako dawcow jader MSC szpiku kostnego, ktére charaktery-
Zuja si¢ wysokim stopniem multipotencji oraz znaczng plastycznoscig geno-
mowa/epigenomowsa, umozliwia zwigkszenie przedimplantacyjnego poten-
cjatu rozwojowego zarodkow klonalnych $wini. Wykazalismy ponadto, ze
sztuczna modulacja epigenomowa hodowanych in vitro MSC przy wykorzy-
staniu niespecyficznych inhibitorow deacetylaz histondw, w naszym wypadku
trichostatyny A (TSA), ulatwia proces przeprogramowania epigenetycznie
uwarunkowanej aktywnosci transkrypcyjnej genomu jadrowego tych komorek
w zarodkach klonalnych §wini (Samiec i in., 2015). Wydajnos¢ klonowania
somatycznego $win jest statystycznie istotnie wyzsza przy zastosowaniu mo-
dulacji MSC inhibitorem TSA. Zaobserwowano rowniez poprawe jakosci uzy-
skanych klonalnych zarodkéw §wini, gdyz poziom ekspres;ji transktypu OCT4
byt statystycznie istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej.

Wyniki kolejnego doswiadczenia wykazaty, ze zalezna od TSA mo-
dulacja epigenomiczna dawcow jadrowych silnie wptywa zarowno na zdol-
nos$¢ rozwojowa in Vitro, jak i na jako$¢ cytologiczng sklonowanych zarodkow
migdzygatunkowych ($winsko— bydlecych) (Opiela i in., 2017). Kompeten-
cje rozwojowe do osiggniecia stadium blastocysty wsrod zarodkow hybrydo-
wych (§winsko — bydlecych), ktore zostaly zrekonstruowane przy uzyciu by-
dlecych ooplastow i epigenetycznie modulowanych $winskich MSC, utrzy-
mano na stosunkowo wysokim poziomie (Opiela i in., 2017). Kompetencje te
byly wyzsze niz odnotowane w badaniach innych autoréw, ale nadal byly
zmniejszone w poréwnaniu z kompetencjami klonowanych zarodkow we-
wnatrzgatunkowych (§winskich), ktére zostaty odtworzone za pomocg $win-
skich ooplastow i jader komorkowych MSC transformowanych lub nietrans-
formowanych epigenetycznie. A zatem, po raz pierwszy zastosowalisSmy
MSC przechodzace zalezng od TSA transformacj¢ epigenetyczng jako zrodio
komorek dawcy jadrowego do klonowania migdzy komorkami somatycznymi
u innych gatunkéw zwierzat. Ponadto, opracowalismy wydajng sekwencyjna
aktywacje¢ fizykochemiczng migdzygatunkowych przenoszonych jadrowo cy-
bryd klonalnych pochodzacych z ooplazmy bydta i §winskich jader MSC
(Opielaiin., 2017).

W dalszych badaniach przeprowadziliSmy réwniez szczegétowa cha-
rakterystyke wyprowadzonych linii MSC szpiku kostnego na poziomie immu-
nocytochemicznym, molekularnym i genetycznym, gdyz charakterystyka
MSC u tego gatunku jest niepelna. Analiza ta dotyczyta rowniez komorek pod-
dawanych modulacji epigenetycznej za pomoca TSA celem okreslenia
wptywu tych modulacji na wlasciwos$ci, multipotencje i1 jakos¢ MSC. Wyka-
zano, ze traktowanie MSC TSA nie wptywa negatywnie na ww. parametry, co
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wigcej obserwowalismy np. wzrost ekspresji markera pluripotencji Nanog
w komodrkach modulowanych. Uzasadnione zatem wydaje si¢ by¢ stwierdze-
nie, ze modulacja TSA wzmaga multipotencje MSC (Samiec i in., 2019).

Chociaz potwierdzono skuteczno$¢ TSA w klonowaniu, lezace u pod-
staw procesy i mechanizmy osiggnigtych efektow nie sg jeszcze w petni zro-
zumiate, szczegdlnie w przypadku MSC $win. Dlatego, aby to wyjasnic¢, prze-
prowadzili$my kompleksowa analize¢ transkryptomu MSC traktowanych TSA
przy uzyciu wysokoprzepustowego sekwencjonowania i oceniliSmy wptyw
TSA na profil transkrypcji MSC po 24 godzinach hodowli in vitro. Oceniono
réwniez stabilno$¢ indukowanych zmian ekspresji genow po kolejnych 551 72
godzinach hodowli komérek bez TSA (Gurgul i in., 2017). Wyniki tych badan
wykazaty, ze TSA nie wplywa na ekspresje wybranych antygenow powierzch-
niowych, tj. CD90 (marker dodatni), CD31 i CD34 (markery ujemne) i ma
szeroki wplyw stymulujacy na transkrypcje MSC, wptywajac na geny w catym
genomie z pewnymi niewielkimi oznakami dziatania miejscowego w regio-
nach na SSC2 i SSC6. Okazato si¢, ze TSA ma wickszy wptyw na geny, ktore
juz ulegly ekspresji, natomiast posiada jedynie niewielkie zdolnosci do induk-
cji ekspresji wyciszonych genéw. Trichostatyna A wplywa na geny powigzane
z szerokim zakresem procesOw biologicznych, jednak znalezlismy pewne do-
wody na specyficzng stymulacje genow zwiazanych z rozwojem, roznicowa-
niem, neurogeneza lub miogeneza. TSA rowniez wydawato sie zaktocad
szlaki sygnalizacyjne Wnt poprzez wzmozenie aktywno$ci kilku genow tej
$ciezki. Analiza transkryptomu komoérek hodowanych po usunigciu TSA wy-
kazata, ze ekspresja wigkszo$ci genow stymulowanych TSA zostata przywro-
cona do poziomu poczatkowego. Niemniej jednak, zestaw okoto szesciuset
genow, odpowiedzialnych np. za adhezje, transdukcje sygnatu i komunikacje
komoérkowa, ulegt zmianie nawet po 55 i 72 godz. hodowli in vitro bez do-
datku TSA. Trichostatyna A zwickszyta rowniez ekspresje¢ niektorych gendw
markeréw pluripotencji (FGF2, LIF, TERT), ale ich ekspresja ustabilizowata
si¢ podczas dalszej hodowli bez TSA. Szczegdtowa analiza czynnikow zwig-
zanych z réznicowaniem neuronalnym pozwolita nam wnioskowac, ze TSA
stymuluje gtownie szlak réznicowania MSC $wini w neurony prawdopodob-
nie poprzez interakcj¢ ze $ciezka sygnalizacji zaleznej od Wnt i w ten sposob
uruchamia mechanizmy sprzyjajace przeprogramowaniu epigenetycznemu
(Gurgul iin., 2017).

Ocenialismy takze zmiany transkryptomu MSC $wini wynikajace
z mrozenia komorek. Az 5575 gendéw cechowata zmieniona ekspresja, suge-
rujac zaangazowanie komorek w odzyskiwanie po rozmrozeniu procesow
zwigzanych z napi¢ciem btony komérkowej, jej regulacja, naprawa uszkodzen
btony, utrzymaniem ksztattu komorki, homeostazy energii zwigzanej z praca
mitochondriéow i mediacja apoptozy. Trichostatyna A jest w stanie przeciw-
dziata¢ do pewnego stopnia zmianom transkryptomu, jednak zalety i specy-
ficznos$¢ jej dziatania wymagaja dalszych badan (Gurgul i in., 2018).
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W toku prac z komérkami MSC, zarowno $wiezymi, jak i mrozonymi
zauwazylis$my, ze jako§¢ morfologiczna MSC po rozmrozeniu drastycznie ob-
niza si¢. Stosowane z sukcesem protokoly mrozenia dla komorek somatycz-
nych nie sprawdzaja si¢ dla komorek macierzystych. Dlatego celem naszego
kolejnego badania bylo opracowanie efektywnej metody kriokonserwacji
MSC $wini. Metoda HHP (ang. high hydrostatic pressure) jest przyktadem
innowacyjnego podejscia do poprawy efektywnosci kriokonserwacji komo-
rek. Indukcja reakcji obronnych komorek poprzez poddawanie ich dziataniu
wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) przed kriokonserwacja prowa-
dzi do zminimalizowania wptywu dzialania stresu na komoérki. Ze wzgledu na
fakt udokumentowanego wplywu metody HHP na poprawg kriotolerancji 00-
cytow (Pribenszky i in., 2008 a), plemnikow (Pribenszky i in., 2006, 2009;
Huang i in., 2009) oraz bardziej wrazliwych na kriokonserwacje blastocyst
(Pribenszky i in., 2008 c) wnioskowalismy, ze wysokie ci$nienie hydrosta-
tyczne moze réwniez wptywac korzystnie na jakos¢ MSC poddawanych mro-
zeniu. Po kilkunastodniowej hodowli in vitro swinskie MSC poddawano dzia-
taniu HHP o ci$nieniu: 20 MPa, 30 MPa, 40 MPa, 50 MPa i 60 MPa. Nast¢pnie
komorki kriokonserwowano i po rozmrozeniu poddawano ocenie Zywotnosci,
tempa proliferacji, poziomu ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni ko-
morek oraz poziomu ekspresji transkryptéw genow C-myc, Rex1, Sox2, a takze
surwiwiny metoda RT-gPCR. W celu zbadania bezposredniego wptywu HHP
na komorki przeprowadzano oceng obecnosci proapoptotycznego biatka Bax
metodg Western-blotting w komoérkach poddawanych HHP z pominigciem
kriokonserwacji. Na podstawie wynikow uzyskanych z ww. analiz wybrano
najkorzystniejsze wartosci ci$nienia HHP, tj. 40 MPa i 60 MPa do dalszych
badan. Oceng jakosci MSC prowadzono dwukierunkowo. Bezposredni wptyw
HHP analizowano poprzez oceng jako$ci komorek MSC w oparciu o zmiany
apoptotyczne na 3 etapach apoptozy: w fazie inicjacji (kaspaza 8), w fazie wy-
konawczej (Bax, Bclx., Bclxs oraz surwiwina) oraz w fazie zniszczenia
(CAD). Z kolei, wptyw HHP na zdolnosci funkcjonalne MSC oceniany byt
posrednio poprzez analize jakosci blastocyst uzyskanych we wspothodowli
z MSC. Zarodki bydlece podejmujace podziaty komérkowe przenoszono do
hodowli in vitro w 4 grupach do$wiadczalnych: 1. w pozywce zawierajagcej
syntetyczny ptyn jajowodowy (SOF — ang. synthetic oviductal fluid) (SOF), 2.
w pozywce SOF zawierajgcej komorki MSC nie poddawane dziataniu HHP
(SOF/MSC), 3. w pozywce SOF zawierajacej komorki MSC poddawane dzia-
taniu HHP o warto$ci ci$nienia 40 MPa (SOF/MSC/HHP40) oraz 4. w po-
zywce SOF zawierajacej komorki MSC poddawane dziataniu HHP o wartosci
ci$nienia 60 MPa (SOF/MSC/HHP60). Zarodki w stadium blastocysty podda-
wano analizie TUNEL. Analiza wynikéw uzyskanych dla komorek MSC nie
poddanych kriokonserwacji wykazata brak statystycznie istotnych réznic
W poziomie ekspresji proapoptotycznego biatka Bax pomig¢dzy analizowa-
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nymi grupami doswiadczalnymi. Stwierdzono, ze stosowanie HHP o warto-
sciach 40 MPa, 50 MPa i 60 MPa przed kriokonserwacjg zwigksza zywotno$¢
MSC natychmiast po rozmrozeniu, 8 HHP o warto$ci 40 MPa zwigksza tempo
proliferacji komorek w 8. dniu hodowli in vitro. Jednoczesnie wykazano, ze
HHP nie wykazuje negatywnego wplywu na jako$¢ komorek, gdyz: nie
wplywa na utrat¢ multipotencji (C- myc, rex1, sox2) oraz nie indukuje apop-
tozy w komorkach (brak podwyzszonej ekspresji biatek proapoptotycznych:
PS, kaspazy 8, CAD, Bax, i Bclxs) (Romanek i in., 2018 a). Z kolei, ocena
wptywu HHP na zdolnosci funkcjonalne MSC nie przyniosta jednoznacznej
odpowiedzi. Ze wzgledu na procentowo niski uzysk blastocyst w grupach za-
rodkow hodowanych w SOF/MSC/HHP40 i HHP60, analizie TUNEL pod-
dano tylko odpowiednio 8 i 4 blastocysty. Chociaz blastocysty te charateryzo-
waly sie statystycznie nizszym indeksem apoptotycznym (P<0,05) w stosunku
do zarodkow uzyskanych z pozostatych hodowli, to jednak w kontrolnej po-
zywce SOF uzyskano wysoko statystycznie wiecej blastocyst (P<0,005) w po-
rownaniu do liczby blastocyst wyhodowanych w SOF/MSC oraz
w SOF/MSC/HHP60 i HHP40. (Romanek i in., 2018 b). Wyniki powyzszego
doswiadczenia wskazywaty, ze niska efektywnos¢ uzysku blastocyst w gru-
pach hodowanych we wspothodowli z MSC nie wynikata z faktu zastosowania
HHP na komorki, ale z faktu zastosowania MSC. Dlatego, w kolejnym do-
$wiadczeniu przeprowadzono hodowle zarodkow w trzech systemach: we
wspothodowli z komérkami VERO (grupa kontrolna), we wspothodowli z ko-
moérkami mezenchymalnymi (MSC) wyprowadzonymi ze szpiku kostnego
$wini oraz w pozywce SOF. Uzyskane zarodki z trzech systemow hodowli
poddano ocenie ilo$ciowej i jakosciowej. Sposrdd ocenionych systeméw ho-
dowla w pozywce SOF okazala si¢ najbardziej korzystna — wykazano staty-
stycznie wysoko istotne réznice w liczbie podzielonych zarodkéw pomiedzy
hodowla w pozywce SOF a hodowlg z komoérkami VERO (P<0,025) oraz po-
miedzy hodowla w pozywce SOF a hodowla w SOF we wspothodowli z MSC
(P<0,0025). Zaréwno odsetek, jak i jako$¢ uzyskanych blastocyst byly naj-
wyzsze przy zastosowaniu pozywki SOF. Wykazano najnizszy poziom frag-
mentacji DNA blastomeréow zarodkéw bydlecych hodowanych w pozywce
SOF. Jednoczes$nie, niskie wyniki uzysku zarodkow bydlgcych we wspotho-
dowli z komorkami MSC wskazuja na niekorzystne warunki tego systemu ho-
dowli. Wykazano bowiem statystycznie wysoko istotne réznice w liczbie uzy-
skanych blastocyst pomigdzy hodowlg w pozywce SOF we wspdothodowli
z MSC a hodowla we wspothodowli z komorkami VERO (P<0,01) oraz po-
miedzy hodowla w pozywce SOF we wspothodowli z MSC a hodowlg w po-
zywce SOF (P<0,0001) (Opiela i in., 2018). Najprawdopodobniej, stosowana
objetos¢ pozywki jak i sama pozywka, tj. SOF sg nieoptymalne dla hodowli
MSC.
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Aktualnie podejmujemy prace w zakresie opracowania warunkoéw ho-
dowli 3D in vitro, zar6wno komoérek mezenchymalnych, jak i zarodkow by-
dlecych.
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4. Transgeneza zwierzat; metody oraz wykorzystanie
w hodowli i biomedycynie

Jacek Jura

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa

W historii rozwoju nauk rolniczych, obejmujacych ostanie 70 lat,
zwigzanych z pracami dotyczacymi szeroko pojetej poprawy cech uzytko-
wych zwierzat gospodarskich mozna wyrézni¢ trzy zasadnicze etapy. Pierw-
szy to wprowadzenie sztucznej inseminacji w latach 50. XX w. Drugi, dato-
wany na lata 70. to rozwdj tzw. biotechniki, czyli badania i wprowadzanie do
praktyki zabiegoéw majacych na celu lepsze wykorzystanie potencjatu rozrod-
czego samicy — wywolywanie mnogiej owulacji (superowulacji) przy zastoso-
waniu preparatow hormonalnych, chirurgiczne a p6zniej niechirurgiczne uzy-
skiwanie zarodkéw od poddanych superowulacji dawczyn oraz metody mi-
kromanipulacji i kriokonserwacji zarodkéw (Jura i in., 1987; Gajda i in.,
1989). Na poczatku lat 80., a $cislej w 1982 r. okazato sig, ze mozna prze-
szczepia¢ informacje genetyczna (geny) pomigdzy osobnikami pochodzacymi
z r6znych gatunkow. Zabieg taki nazwano transgenezg. Bardzo szybko oka-
zato sig, ze technika ta moze by¢ bardzo przydatna w procesie doskonalenia
zwierzat hodowlanych. Okazato si¢ roéwniez, ze nauki rolnicze, a zwlaszcza
zootechniczne w potaczeniu z dynamicznie rozwijajaca si¢ wowczas biotech-
nologig pozwalajg na stworzenie wspdlnego pola badan, ktérego obszar roz-
ciaga si¢ od hodowli zwierzat, poprzez przemyst farmaceutyczny, na medy-
cyn¢ ludzka. We wszystkich wymienionych etapach czynnie uczestniczyt
i uczestniczy Zaktad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji.

Uzyskiwanie zwierzat transgenicznych jest jedna z najdynamiczniej
rozwijajacych si¢ dziedzin szeroko pojetej biotechnologii. Tematyka badaw-
cza z tego zakresu zostata podjeta w 6wcezesnym Zaktadzie Fizjologii Rozrodu
Zwierzat w 1989 r. Podgzajac za wyznaczonymi wowczas trendami, dotyczg-
cymi techniki wprowadzania egzogennej informacji genetycznej, rozpoczeto
pierwsze proby stosujac metode mikroiniekcji do jednego z przedjadrzy za-
ptodnionej komorki jajowej. Pierwsze, pionierskie w naszym kraju badania
nad uzyskiwaniem genetycznie modyfikowanych krolikow byty prowadzone
we wspotpracy z prof. Andrzejem Ptocienniczakiem i dotyczyty genetycznych
modyfikacji krolikow w celu uzyskania szczepionki przeciwko wirusowemu
zapaleniu watroby typu B. Badania te zakonczyly si¢ czeSciowym sukcesem,
nie udalo si¢ uzyska¢ ekspresji wektora HBsAg, jedynie jego integracj¢ (Jura
iin., 1992). Badania te doprowadzily natomiast do opracowania skutecznych
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procedur zwigzanych z przygotowaniem materiatu do transfekcji, to jest syn-
chronizacji biorczyn i dawczyn, uzyskiwaniem zygot w odpowiednim stadium
rozwojowym, doskonaleniem procedur zwigzanych z mikromanipulacjami,
hodowla in vitro oraz technikg przeszczepiania transfekowanych zygot.

Na poczatku lat 90. ubieglego wieku Zaktad, pod kierownictwem prof.
Smoraga, rozpoczat wspotprace z prof. L-M Houdebine z Institut National de
la Recherche Agronomique (Francja) oraz z prof. J.J. Kopchickiem z Edison
Biotechnology Institute Ohio University (USA). W ramach wspolpracy pod-
jeto badania nad uzyskiwaniem transgenicznych krolikéw, swin i bydta.
Wspotpraca z INRA zaowocowata wprowadzeniem w ramy badawcze Za-
kladu metod umozliwiajacych wykrywanie obcej informacji genetycznej
wprowadzonej do genomdéw potencjalnie transgenicznych zwierzat — PCR.
Ponadto, rezultatem tej wspolpracy byto opracowanie techniki mikroiniekcji
do pecherzyka zarodkowego (GV) niedojrzatych oocytow bydlecych (Jura
i in., 1990). Wprowadzenie nowatorskiej w tym czasie techniki PCR zaowo-
cowalo rowniez opracowaniem procedury do oznaczania pici zarodkoéw bydla
(Wayda i in., 1995).

W okresie tym rozwijano i rozszerzano w Zaktadzie prace nad uzyski-
waniem transgenicznych zwierzat hodowlanych, poszerzajac wspotprace
0 Harward Medical School (USA). Tematyka badan dotyczyta modyfikacji
zwierzat gospodarskich w kierunku poprawy cech produkcyjnych (Roézycki
i in., 1999), podniesienia efektywno$ci procesu transgenezy przy zastosowa-
niu standardowej techniki mikroiniekcji DNA oraz wplywu réznego rodzaju
czynnikow embriologicznych na efektywnos$¢ transgenezy (Smorag i in.,
1999). W Zaktadzie realizowano wowczas pierwszy w Instytucie Zootechniki
grant: ,,Uzyskiwanie zwierzat transgenicznych”, projekt badawczy nr 5 0391
91 01. W badaniach wykorzystano konstrukcje genowa bydlecego genu hor-
monu wzrostu przygotowang przez EBI, Ohio University (USA). Konstrukcja
zawierata laboratoryjnie niezmodyfikowany gen hormonu wzrostu bydta oraz
intron A, polaczony z transkrypcyjna sekwencja regulatorowa mysiej metalo-
tioneiny (mMt). U wyprodukowanych w EBI transgenicznych myszy powo-
dowala ona zwigkszenie masy ciata. Wektor byt wprowadzany do pecherzy-
kéw zarodkowych niedojrzatych oocytow i przedjadrzy zygot oraz do jader
komorkowych zarodkow 2-komorkowych. W rezultacie przeprowadzonych
prac uzyskano 2 buhajki ze stwierdzong integracja wprowadzonej konstrukcji
genowej Mt-bGH 10A6, u ktorych stwierdzono podwyzszony poziom IGF-1.
U jednego osobnika stwierdzono podwyzszony poziom hormonu wzrostu. Po-
nadto, osobniki transgeniczne charakteryzowaty si¢ wigkszymi przyrostami
masy ciata w poréwnaniu do grupy kontrolnej buhajkéw bgdacych w tym sa-
mym wieku (Jura i in., 1994).

Wymieniona wyzej konstrukcja genowa Mt-bGH 10A6 oraz zawiera-
jaca zmutowany gen hormonu wzrostu bydta Mt-bGH M8 (obie przygotowane
przez zesp6t prof. Johna Kopchicka z EBI) zostaty zastosowane w pracach nad
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uzyskiwaniem transgenicznych $win w celu poprawy ich cech uzytkowych
oraz w celu zbadania wptywu zastosowanych modyfikacji genetycznych na
wybrane parametry rozwojowe. Wynikiem tych prac bylo uzyskanie transge-
nicznych §win, u ktorych w ramach wspoétpracy z grupg kierowana przez prof.
Mariana Roézyckiego (Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej 1Z) przeprowadzono
badania porownawcze. Badania wykazaty niewielki wptyw wprowadzone;j
konstrukcji genowej Mt-bGH 10A6 na cechy uzytkowe transgenicznych §win.
Przy czym istotne bylo, Ze nie stwierdzono negatywnego wptywu zmutowa-
nego genu (Mt-bGH MS8) na rozwoj somatyczny transgenicznych swin (Ro-
zycki i in., 1999).

Kolejne prace z zakresu transgenezy zwierzat hodowlanych, prowa-
dzone w Zaktadzie do 2001 r., koncentrowaty si¢ na modyfikacjach genetycz-
nych ukierunkowanych na gruczotl mlekowy. Prowadzone byly badania ma-
jace na celu uzyskanie transgenicznych zwierzat produkujacych mleko o ob-
nizonej zawartos$ci laktozy, ktora jest gtownym czynnikiem alergennym
mleka. Na potrzeby tych badan strona amerykanska przygotowata konstrukcje
genowya sktadajaca sie z mysiego genu promotora kwasnego biatka serwatki
mleka (MWAP) oraz sekwencji genu ludzkiej fukozylotransferazy, odpowie-
dzialnej miedzy innymi za powstawanie w mleku pentoz — cukrow, do ktorych
zaliczana jest laktoza. Badania prowadzone byly na kroélikach, kozach i $wi-
niach. W ich wyniku uzyskano transgeniczne kroliki, kozy i §winie z ekspresja
genu WAP-Fuc ukierunkowang na gruczot mlekowy (Jura i in., 2000 a,b).

Badania dotyczace wykorzystania §win z ekspresja konstrukcji geno-
wej WAP-Fuc byly kontynuowane do 2004 r. Stworzyly one podstawe do
udziatu Zaktadu w pierwszym interdyscyplinarnym ogoélnopolskim projekcie
badawczym zamawianym: ,,Identyfikacja polimorfizmu genoéw u zwierzat do-
mowych i mechanizmy ich oddziatywania na cechy uzytkowe”, zadanie pt.
,Badanie wybranych cech transgenicznych $win z ekspresja genu WAP-Fuc”
(PBZ-KBN-036/(2000). Rezultatem tych badan bylo wykazanie, ze mleko
transgenicznych loch z ekspresja genu WAP-Fuc dziata bakteriostatycznie na
bakterie E.coli (Jura i in., 2004 a; Stota i in., 2004; Smorag i in., 2004).

Wymierne i pozytywne rezultaty uzyskanych w Zaktadzie wynikow
badan z zakresu transgenezy spowodowaly, ze tematyka badawcza zostata
wzbogacona o prace dotyczace mozliwosci uzyskiwania biatek o znaczeniu
terapeutycznym od genetycznie zmodyfikowanych zwierzat gospodarskich.
W ramach tego zostata podje¢ta wspotpraca z grupg badaczy z Instytutu Gene-
tyki Czlowieka PAN w Poznaniu, kierowang przez prof. Ryszarda Stom-
skiego. Pierwszym osiagnigciem w ramach tej wspolpracy bylo uzyskanie
transgenicznych krolikow produkujacych aktywny biologicznie ludzki hor-
mon wzrostu w mleku. Badania zostaty doprowadzone do etapu, w ktorym
wydzielany z mlekiem transgenicznych krolikow ludzki hormon wzrostu
(hGH) zostat z niego wyodrgbniony i1 przebadano jego aktywno$¢ biologiczng
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(Lipinski i in., 2003; Kalak i in., 2004; Szalata i in., 2004). Poniewaz wspot-
praca z ww. osrodkiem zakonczyta si¢ wymiernym rezultatem, jej kontynuacja
byto przygotowanie i uzyskanie w 2002 r. projektu badawczego zamawianego,
dotyczacego tematyki wykorzystania transgenicznych §win na potrzeby kse-
notransplantacji: ,,Wykorzystanie transgenezy w genetycznej modyfikacji
$win dla pozyskiwania organéw do transplantacji u cztowieka”, PBZ-KBN-
048/P05/2001. Projekt ten byt pionierski w skali kraju i skupiat 11 polskich
jednostek badawczych. Koordynatorem tego projektu byt prof. Zdzistaw Smo-
rag, kierownik Zaktadu. Po roku intensywnych prac, opierajac si¢ wylacznie
o konstrukcje genowe wytworzone w kraju, udalo si¢ uzyskac pierwsza w Pol-
sce transgeniczng $wini¢ (knur TG 1154) z ekspresja ludzkiej fukozylotrans-
ferazy. W rezultacie dalszych prac wyprodukowano lini¢ transgenicznych
osobnikéw, ktora postuzyli sie lekarze transplantolodzy do badan analizuja-
cych mozliwo$¢ jej praktycznego wykorzystania w medycynie. Wypracowane
podejscie badawcze i rezultaty uzyskane z realizacji tego projektu zostaty wy-
korzystane do przygotowania kolejnych projektéw badawczych (Jura i in.,
2007, 2004 b; Sypniewski i in., 2005; Lipinski i in., 2008; Szalata i in., 2008).

W 2009 r. rozpoczeto realizacje kolejnego grantu NCBiR pt.: ,,Uzy-
skanie transgenicznych $win jako dawcow tkanek i narzadow do transplantacji
u ludzi oraz ich biotechnologiczna, fizjologiczna i medyczna charaktery-
styka”, a w 2014 r. w ramach Innomed NCBIR — trzeciego grantu dotyczacego
ksenotransplantacji: ,,Zwigkszenie potencjalu uzyskiwania $win politransge-
nicznych metodami biotechnologii rozrodu”, ktérego realizacje zakonczono
w 2018 r.

Efektami realizacji wymienionych projektow bylo uzyskanie pokole-
nia FO dla genow: ludzkiej fukozylotransferazy (Fuc- nadekspresja), galkto-
zylotransferazy (Gal- nadekspresja genu ludzkiego oraz knock-out genu endo-
gennego), HLAe., ULBP1. Uzyskano rowniez linie podwojnie i potrojnie
transgenicznych osobnikoéw oraz transgeniczne 0sobniki homozygotyczne.
W badaniach zastosowano najnowsze techniki stosowane do edycji genomu —
technologie ,,palca cynkowego” (ZFN) oraz CRISPR/Cas9. Efektami prak-
tycznymi wynikajacymi z realizacji wymienionych projektow byly: wykorzy-
stanie w badaniach przedklinicznych skory transgenicznych $win w leczeniu
oparzen, zastawek jako bazy do uzyskania zastawek do ksenoprzeszczepow
u ludzi. Podjeto rowniez badania nad wykorzystaniem duzych naczyn krwio-
nosnych (tetnic) jako alternatywy w operacjach bypass u ludzi (Zeyland i in.,
2014, 2018; Lipinski i in., 2019).

Ponadto, wyprowadzone i utrwalone linie transgenicznych §win zo-
staly wykorzystane jako zwierzeta modelowe w badaniach realizowanych
w ramach projektu Strategmed — NCBIR (2017-2020): ,,Opracowanie zopty-
malizowanych metod leczenia uszkodzen tkankowych w oparciu o innowa-
cyjne kompozyty oraz mezenchymalne komorki macierzyste i ich pochodne
U pacjentéw z chorobami cywilizacyjnymi”.
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Réwnolegle z badaniami dotyczacymi ekspresji okreslonych biatek
w gruczotach mlekowych zwierzat hodowlanych oraz zagadnieniami z za-
kresu ksenotransplantacji, we wspolpracy z Panstwowym Instytutem Wetery-
narii w Putawach prowadzono prace nad zastosowaniem rybozymow w walce
z biataczka u bydla. W wyniku tej wspotpracy uzyskano transgeniczne kroliki
z ekspresja rybozymowego DNA, ukierunkowanego przeciwko wirusowi bia-
faczki (Rola i in., 2002).

Realizowany byt takze projekt badawczy pt.: ,,Uzyskanie transgenicz-
nych krolikow produkujacych biatko alr w mleku, w potaczeniu z mapowa-
niem wybranych fragmentow genomu kroélika”, 3PO6D 007 22. Rezultaty
przeprowadzonych badan zostaty cze$ciowo opublikowane, a wyniki mapo-
wania szczurzego promotora WAP, wykorzystanego jako mediatora ekspresji
alr, zostaty zdeponowane w Gene Bank (Jura i in., 2004 c, 2005).

Oprocz nurtu badan dotyczacych edycji genomu zwierzat gospodar-
skich, prowadzono tez prace nad podniesieniem efektywno$ci transfekcji.
Z uwagi na to, ze w poczatkowym etapie prac zwigzanych z transgeneza do-
minujaca technika stosowang do modyfikacji genomu biorcy byta mikroiniek-
cja DNA, celowe bylo ustalenie optymalnego dla danego gatunku st¢zenia
wprowadzanego DNA. Badania takie zostaly wykonane, a wynikajace z nich
ustalenia wykorzystano w realizacji prac. Podj¢to rowniez badania nad opra-
cowaniem alternatywnych metod transfekcji zygot zwierzat gospodarskich.
Efektem tych dziatan byto opracowanie lipo-mikroiniekcji oraz nano-fekcji.
Lipo-mikroiniekcja polega na wprowadzeniu mieszaniny lipofektant-DNA
pod ostonke przejrzysta zygoty. Wyniki badan przeprowadzonych na zygotach
swini i krolika wykazaty, ze okoto 12% zygot transfekowanych tag metodag wy-
kazuje ekspresje genu markerowego. W przypadku nano-fekcji uzyskano
efektywno$¢ ekspresji na poziomie 19%, co w odniesieniu do najnowszych
metod transfekcji stosowanych w transgenezie stawia opracowane techniki na
podobnym poziomie uzyskiwanej efektywnosci.
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5. Kriokonserwacja oocytow i zarodkow zwierzat

Barbara Gajda

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa

Prace zwigzane z kriokonserwacjg zarodkdéw zwierzat gospodarskich
rozpoczeto w Zaktadzie w latach 70. ubiegtego stulecia (Smorag i in., 1977,
1979, 1982; Wierzbowski i in., 1980; Vlachov i in., 1981; Gajda i in., 1989
a,b). Rezultatami tych prac byto uzyskanie na poczatku 1977 r. jagniat, a rok
pOzniej cielat po przeniesieniu mrozonych zarodkéw. Bylo to znaczace osia-
gniecie, gdyz urodzone jagnicta po przeniesieniu mrozonych zarodkéw nale-
zaty wowczas do jednych z nielicznych na $wiecie. Podobnie w przypadku
bydta, bylo to pierwsze w Polsce ciele urodzone po transplantacji mrozonego
zarodka. Uzyskane wyniki stanowity mocna przestanke do nawigzania szero-
kiej wspotpracy migdzynarodowej i to zarowno w ramach krajow nalezacych
do bytego RWPG, jak tez z krajami Europy Zachodnie;j.

Pod koniec lat 80. XX w. rozpoczeto badania zwigzane z szeroko po-
jeta problematyka kriokonserwacji, gtownie metoda witryfikacji zarodkow
kroliczych, owczych i bydlecych (Smorag i in., 1989; Gajda i in., 1989 b;
Gajda, 1990; Smorag i in., 1990; Smorag i Gajda, 1991; Gajda i Smorag, 1993;
Smorag i Gajda, 1993, 1994 a,b; Gajda, 1996). W metodzie tej zestalanie pty-
now odbywa si¢ nie na drodze krystalizacji, jak to ma miejsce podczas zamra-
zania, ale poprzez bardzo szybki wzrost lepkosci w trakcie schtadzania. Me-
toda stanowi duze uproszczenie w stosunku do konwencjonalnych sposobow
kriokonserwacji. Nalezy zaznaczy¢, ze podjete wowczas badania z zakresu
witryfikacji zarodkow kroliczych i owczych byty pierwszymi tego typu bada-
niami na $§wiecie.

W badaniach nad okres$leniem warunkow witryfikacji zarodkow kro-
liczych koncentrowano si¢ na kilku wybranych zagadnieniach: ustalenia ste-
zenia zwigzkow ostaniajacych niezbednych do witryfikacji zarodkow kroli-
czych, okreslenia stopnia toksyczno$ci zwigzkoéw ostaniajgcych na zarodki,
mozliwosci obnizenia koncentracji mieszaniny witryfikacyjnej, okreslenia
wplywu ksztattu przestrzennego i objetosci probki na efektywnos¢ witryfika-
cji, mozliwosci witryfikacji zarodkow uzyskanych po hodowli in vitro, moz-
liwosci witryfikacji zarodkow uzyskanych metodg niechirurgicznag, okreslenia
skutecznos$ci witryfikacji zarodkow na podstawie ich zdolnosci do rozwoju in
vitro i in vivo.

Procedure witryfikacji opracowang dla zarodkow kroliczych zastoso-
wano w badaniach nad zarodkami owczymi. Uzyskano przezywalno$¢ in vivo
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wynoszacg okoto 50%. Byt to rezultat poréwnywalny z przezywalno$cia za-
rodkow kriokonserwowanych na drodze zamrazania. Stwierdzono, ze warun-
kiem pelnego rozwoju in vivo witryfikowanych zarodkéw owczych jest ich
przeniesienie do biorczyn w czasie nie przekraczajacym 2 min po rozmrozeniu
i usunigciu $rodka ostaniajgcego (Gajda i in., 1989 a,b; Gajda, 1990).

Efektem prac z tego zakresu byto urodzenie si¢ pierwszych w $§wiecie
kroliczat 1 jagniat oraz jednego z pierwszych na §wiecie cielat po przeniesieniu
witryfikowanych zarodkow (Smorag i in.,1989; Gajda i in.,1989 a,b; Smorag
i Gajda, 1994 a).

Drugi etap prac nad witryfikacja zarodkéw ssakéw mial na celu po-
szukiwanie optymalnych warunkow witryfikacji zarodkow kréliczych znajdu-
jacych si¢ we wezesnych stadiach rozwoju i dotyczyl nastepujacych szczego-
lowych zagadnien: okreslenia roli wstgpnej dehydratacji zarodkéw w roztwo-
rach sacharozy i trehalozy na ich przezywalnos¢, ustalenia optymalnego czasu
ekwilibracji, okreslenia wptywu zwiazkoéw ostaniajacych, stanowiacych mie-
szaniny witryfikacyjne na przezywalnos¢ zarodkow, okreslenia wplywu pod-
wyzszonej koncentracji soli w roztworze PBS na efektywnos¢ witryfikacji za-
rodkow w stadium od zygoty do blastocysty, ustalenia warunkow witryfikacji
w zaleznosci od stadium rozwoju zarodka, okreslenia efektywnosci metody
witryfikacji na podstawie: hodowli in vitro i po przeniesieniu do zsynchroni-
zowanych biorczyn oraz poréwnania efektywnosci witryfikacji zarodkow
swiezych i hodowanych in vitro (Smorag i in., 1989, 1990; Gajda, 1990; Gajda
i Smorag, 1993; Gajda, 1996; Smorag i Gajda, 1998; Gajda i Smorag, 2003).

Badania dotyczace kriokonserwacji metoda witryfikacji zarodkow by-
dlecych uzyskanych in vivo wykazaty mozliwos$¢ zwigkszenia ich przezywal-
nosci zarowno in vitro jak i in vivo, kiedy wprowadzono wielostopniowe do-
dawanie zwiazkow ostaniajacych (Gajda i in., 2000 a). Uzycie mieszaniny gli-
kolu etylenowego, fikolu i sacharozy do witryfikacji zarodkoéw bydlecych
w stadium 8-16 blastomerdéw i moruli pozwolito na uzyskanie przezywalnosci
od okoto 30 do ponad 50%. Stwierdzono, ze niezaleznie od stosowanego czasu
ekwilibracji przezywalno$¢ witryfikowanych 8-16-blastomerowych zarod-
kéw byta nizsza niz morul (Smorag i Gajda, 1994 a,b, 1995; Gajda i Smorag,
1998; Gajda i in., 2000 a,b).

Opracowanie efektywnych metod zaplodnienia i hodowli in vitro
wzbudzito zainteresowanie kriokonserwacjg zarodkow uzyskanych tg metoda.
Z badan w zakresie witryfikacji zarodkow bydlecych uzyskanych metoda za-
ptodnienia in vitro i wspéthodowli z komérkami nabtonka jajowodowego wy-
nikato, ze ich podatno$¢ na kriokonserwacj¢ ta metoda jest obnizona w porow-
naniu z zarodkami uzyskanymi in vivo. W przeprowadzonych do$wiadcze-
niach uzyskano okoto 20—40% przezywalnos¢ dla witryfikowanych morul
i blastocyst uzyskanych in vitro, co byto warto$cia nizsza w poréwnaniu do
przezywalnosci zarodkow uzyskanych in vivo. Jednocze$nie wykazano, ze po
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zastosowaniu krotkiego czasu ekwilibracji (2-5 min) przed witryfikacjg wzra-
stal odsetek przezywajacych blastocyst wyprodukowanych in vitro (Gajda
i in., 2000 a,b). Wykazano, ze zarodki w stadium blastocysty uzyskane w wy-
niku zaptodnienia i hodowli in vitro, ktore byty witryfikowane w podwyzszo-
nej o 25% koncentracji soli w PBS, przezywaty in vitro na poziomie wyno-
szacym ponad 50% (Gajda i in., 1997).

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze w wyniku przedstawionych wyzej
badan opracowano efektywng metode witryfikacji zarodkow kroliczych znaj-
dujacych si¢ w stadium od zygoty do blastocysty (Smorag i in., 1989; Smorag
i1 Gajda, 1993; Gajda, 1996) oraz zarodkéw bydlecych w stadium moruli i bla-
stocysty (Smorag i Gajda, 1994 a,b). Wykazano takze mozliwos¢ skutecznej
witryfikacji zarodkow owczych w stadium moruli (Gajda i in., 1989 a,b).

Pod koniec lat dziewiecdziesigtych XX w. badania z zakresu witryfi-
kacji poszerzono o do§wiadczenia na zarodkach §wini. Glownym celem badan
bylto okreslenie czynnikéw warunkujacych efektywna hodowlg in vitro i krio-
konserwacje zarodkow tego gatunku. Szczegdtowa tematyka badawcza doty-
czyta nastepujacych probleméw: okreslenia i wyboru optymalnych warunkow
hodowli in vitro zarodkow $wini znajdujacych si¢ we wezesnych stadiach roz-
woju (Gajda, 1998; Gajda i Smorag, 2004), okreslenia stopnia toksycznosci
zwigzkow ostaniajacych wchodzacych w sktad mieszanin witryfikacyjnych na
zarodki $wini w trakcie ich ekspozycji przed witryfikacja (Gajda i Smorag,
2000), witryfikacji zarodkéw $wini w wybranych mieszaninach witryfikacyj-
nych (Gajda i Smorag, 2000), porownania efektywnosci witryfikacji zarod-
kow uzyskanych in vitro i in vivo (Gajda i Smorag, 1998, 1999, 2002), wplywu
zminimalizowanej objetosci witryfikowanej probki na efektywnos¢ witryfika-
cji zarodkow w roéznych stadiach rozwojowych (Gajda i Smorag, 2001), oceny
rozwoju in vivo zarodkéw swini witryfikowanych przy zastosowaniu wariantu
kriokonserwacji ocenionego jako optymalny (Gajda i in., 2004). W rezultacie
prowadzonych w tym czasie badan z zakresu kriokonserwacji zarodkow $wini
uzyskaliSmy w 2003 r. potomstwo po transplantacji witryfikowanych zarod-
kow (Gajdaiin., 2004). Byly to pierwsze w Polsce prosigta uzyskane po trans-
plantacji kriokonserwowanych zarodkow $wini. W ww. badaniach, oprocz za-
stosowania skutecznych rozwigzan z zakresu kriokonserwacji, zmodyfiko-
wano metode transferu kriokonserwowanych zarodkow §wini. Polega ona na
wprowadzaniu witryfikowanych blastocyst $wini do jajowodu zamiast stan-
dardowego przeniesienia do rogu macicy (Patent nr P 359085, 2008) (Gajda
i in., 2005; Gajda i Wieczorek, 2009).

W kolejnych latach podjeto badania majace na celu wyjasnienie przy-
czyny niskiej efektywnosci kriokonserwacji zarodkow §wini. Jak wiadomo,
jest ona spowodowana wysoka zawarto$cig lipidow w cytoplazmie komorek
zarodkowych tego gatunku. W tym czasie w literaturze brak byto informacji
okreslajacych poziom i rodzaj zwiazkow lipidowych w oocytach i zarodkach
$wini. Badania realizowane we wspolpracy z Zaktadem Cytologii i Histologii
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Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie zaowocowaty
nowymi informacjami dotyczacymi m.in. ilosci i jakosci zwigzkow lipido-
wych w poszczegdlnych stadiach rozwojowych zarodkéw §wini uzyskanych
in vivo i po hodowli in vitro (Romek i in., 2009, 2010, 2011 a,b) oraz wptywu
warunkow hodowli zarodkéw $wini na ich podatno$¢ na kriokonserwacje
(Gajda i in., 2011) W rezultacie, przyczynito si¢ to do opracowania bardziej
efektywnej metody witryfikacji oocytow i zarodkow tego gatunku. Za cykl
prac badawczych na temat ,,Lipidy w oocytach i zarodkach $wini — nowe me-
tody identyfikacji, regulacji zawartosci oraz implikacje dla biotechnologii” ze-
spot w sktadzie: dr Marek Romek, dr hab. Barbara Gajda, prof. 1Z PIB, mgr
Ewa Krzysztofowicz, prof. dr hab. Zdzistaw Smorag, otrzymat w 2011 r. wy-
roznienie Wydziatu II Nauk Biologicznych i Rolniczych Polskiej Akade-
mii Nauk.

Obserwacje dotyczace pozytywnego wptywu czynnika regulujacego
metabolizm komoérkowy — siarczanu fenazyny na metabolizm glukozy oraz
redukcje akumulacji lipidow, przeprowadzone na zarodkach bydlecych, skto-
nily nas do podj¢cia badan nad wptywem tego dodatku na zawarto$¢ lipidow
w hodowanych zarodkach §wini. Analiza zawarto$ci thuszczow w zarodkach
uzyskanych po hodowli w zmodyfikowanych warunkach wykazata nizszy po-
ziom wzglednej zawartosci lipidow w zarodkach hodowanych z dodatkiem
PES w poréwnaniu do zarodkéw hodowanych w warunkach standardowych,
przy czym obnizeniu ulegla zawarto$¢ trojglicerydéw, natomiast zawartos¢
fosfolipidéw i cholesterolu nie zmieniata si¢ (Romek i in., 2011 a). Przepro-
wadzone proby witryfikacji blastocyst $wini, uzyskanych po hodowli w po-
zywce z dodatkiem siarczanu fen azyny, wskazywaty tez na wyzsza przezy-
walnos¢ po rozmrozeniu zarodkoéw uzyskanych po hodowli w zmodyfiko-
wanych warunkach w poréwnaniu z zarodkami grupy kontrolnej (Gajda
iin., 2011).

W nastgpnych latach podj¢to badania majgce na celu okreslenie czyn-
nikéw wplywajacych na efektywng kriokonserwacj¢ oocytow $wini (Gajda,
2017). Jak wiadomo, kriokonserwacja oocytow ssakow wciaz jest problemem
nierozwigzanym w stopniu umozliwiajgcym jej praktyczne wykorzystanie.
Tymczasem, w zwigzku z coraz lepszym opanowaniem pozaustrojowej pro-
dukcji zarodkow i mozliwo$ciami wykorzystania oocytow w programach za-
chowania bioréznorodnosci ssakéw oraz klonowania somatycznego zwierzat,
potrzeby zwigzane z rozwigzywaniem tego problemu sg coraz bardziej aktu-
alne. Przeprowadzone badania wykazaly, ze uzyta do witryfikacji oocytow
$wini mieszanina sktadajaca si¢ z dwumetylosulfotlenku i glikolu etyleno-
wego pozwolita na uzyskanie przezywalnoS$ci in vitro od 11 do 19% tylko
w przypadku oocytow dojrzatych (Gajda i Smorag, 2008). Niezaleznie od za-
stosowanej mieszaniny witryfikacyjnej (z dodatkiem biatka lub bez) parteno-
genetycznie rozwijaty sie tylko witryfikowane oocyty dojrzate in vivo. Bada-
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nia te potwierdzily stwierdzona wczesniej mniejsza podatnos$¢ na kriokonser-
wacj¢ oocytow niedojrzatych niz oocytow dojrzatych. Przeniesienie do jajo-
wodow 4 loszek-biorczyn 127 dojrzatych in vivo oocytow witryfikowanych
w mieszaninie z dodatkiem biatka pod postacig surowicy ptodéw cielgcych nie
zaowocowato uzyskaniem cigzy. Natomiast, po przeniesieniu do 2 biorczyn
48 dojrzatych oocytow witryfikowanych w mieszaninie bez dodatku biatka
w obydwu przypadkach stwierdzono cigze (Gajda i Smorag, 2010). W wyniku
ich oproszenia uzyskano 12 zywych prosiat, ktore poddane testom weryfikacji
wykazaty pochodzenie 4 z nich po oocytach nitryfikowanych (fot. 1) (Gajda
i in., 2015). Oznacza to, ze uzyskano prosi¢ta, jedne z nielicznych na §wiecie,
urodzone po przeniesieniu witryfikowanych oocytéw $wini. Osiagnigcie to zo-
stato uhonorowane nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za wybitne
krajowe osiagniecie majace znaczenie dla wdrazania postepu w rolnictwie
w2016 .

Fot. 1. Prosigta urodzone po transferze witryfikowanych oocytéw
(Gajdai in., 2015)

Celem badan dotyczacych okreslenia warunkéw hodowli zarodkow
uzyskanych po zaplodnieniu metoda ICSI $wiezych i kriokonserwowanych
oocytow $wini (Mandryk, 2013) byt rozwoj metod pozaustrojowego uzyski-
wania zarodkéw §wini oraz poprawa efektywnosci ich hodowli in vitro i krio-
konserwacji. Zaktadano, ze metoda pozaustrojowego zaptodnienia technikg
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docytoplazmatycznej iniekcji plemnika do oocytu (ICSI) umozliwi uzyskanie
wigkszej liczby prawidtowo zaptodnionych oocytow dzigki wykluczeniu za-
ptodnienia polispermicznego, tj. wniknigcia do oocytu wiecej niz jednego
plemnika. Uzyskane pozaustrojowo zygoty hodowano in vitro do stadium bla-
stocysty ekspandujacej w pozywkach z dodatkiem roznego zrédta biatka czy
tez kwasu hialuronowego (Grad-Mandryk i in., 2013). Zastosowane modyfi-
kacje warunkow hodowli umozliwity pozaustrojowe uzyskanie zarodkow
w stadium blastocysty o wyzszej jakosci. Uzyskane zarodki poddawano kom-
pleksowej ocenie jakosci obejmujacej oceng morfologiczng, tempo rozwoju,
catkowitg liczb¢ komorek w blastocystach oraz poziom fragmentacji DNA
(Grad i in., 2009, 2012, 2013; Grad i Gajda, 2011; Mandryk, 2013).

Ostatnio prowadzone sg badania z zastosowaniem wysokiego cisnie-
nia hydrostatycznego (200 do 800 mm Hg) do poprawy efektywnosci kriokon-
serwacji metoda witryfikacji oocytow i zarodkdw §wini. Przyjmuje sie, ze
w oocytach i zarodkach w wyniku stresu wywotanego wysokim ci$nieniem
moze nastgpi¢ wzrost tolerancji komoérek na kolejny stres wywotany zabie-
giem kriokonserwacji. W rezultacie powinno to doprowadzi¢ do zwigkszenia
efektywnosci tego zabiegu. Rozwijano réwniez badania z zakresu witryfikacji
oocytow i zarodkow w komorze prozniowej z ciecklym azotem, umozliwiajacej
Obnizenie jego temperatury do okoto -210°C, co z kolei pozwala na zwigksze-
nie tempa schtadzania probki do okoto 130 000°C/min. W oocytach i zarod-
kach poddanych wysokiemu ci$nieniu hydrostatycznemu przed i po witryfika-
cji przeprowadzono kompleksowe badania dotyczace potencjatu wewnetrznej
btony mitochondrialnej (Romek i in., 2013, 2019) oraz catkowitej zawartosci
i identyfikacji poszczeg6lnych typow lipidow. W wyniku przeprowadzonych
badan stwierdzono wyzszy odsetek morfologicznie normalnych oocytow po
rozmrozeniu w przypadku zastosowania witryfikacji w komorze prézniowej,
umozliwiajacej obnizenie temperatury ciektego azotu o okoto 15°C w porow-
naniu do witryfikacji w standardowych warunkach. Nie zaobserwowano roz-
nic w podatnos$ci na witryfikacje oocytow $wini traktowanych lub nie przed
kriokonserwacjg wysokim cisnieniem hydrostatycznym. Z kolei, wykazano
wyzszy odsetek dzielgcych sie zygot w przypadku zaptodnienia in vitro witry-
fikowanych oocytow dojrzewajacych z dodatkiem tymozyny w poréwnaniu
do zygot kontrolnych rozwijajacych si¢ z oocytow dojrzewajacych bez tego
dodatku. Analiza zmian apoptotycznych wykazata nieco wigcksza $rednig
liczbe komorek apoptotycznych w witryfikowanych blastocystach hodowa-
nych w pozywce standardowej w porownaniu do hodowanych z dodatkiem
tymozyny (Gajda i in., 2019 a,b).

Przeprowadzone badania umozliwity zatem zwigkszenie efektywno-
$ci metody kriokonserwacji oocytow i zarodkow $wini (Gajda, 2017; Gajda
I Smorag, 2018; Gajda i in., 2019 b).
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Na obecnym etapie rozwoju opisane wyzej metody kriokonserwacji
oocytow i zarodkow $§wini zostaty wiaczone do koordynowanego przez Insty-
tut Zootechniki PIB programu BIOSTRATEG pt.: ,,Kierunki wykorzystania
oraz ochrona zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich w warunkach
zrownowazonego rozwoju’ realizowanego w latach 2015-2019 i beda wyko-
rzystane w programach zachowania bioréznorodnos$ci zwierzat.
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6. Rozwo6j metod klonowania wybranych gatunkow
ssakow — mozliwosci ich wykorzystania w rolnictwie,
biomedycynie oraz ochronie ginacych ras i gatunkow

Maria Skrzyszowska', Marcin Samiec*

Instytut Zootechniki PIB, Zakiad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,
32-083 Balice k. Krakowa;
e-mail: maria.skrzyszowska@izoo.krakow.pl; marcin.samiec@izoo.krakow.pl

Opracowanie oryginalnej modyfikacji metody bisekcji na potrzeby klo-
nowania zarodkow i uzyskiwania monogenetycznego potomstwa wybra-
nych gatunkéw zwierzat gospodarskich

Od szeregu lat w Instytucie Zootechniki PIB w Balicach, w Zaktadzie
Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji prowadzone sga badania z zakresu
klonowania zwierzat gospodarskich. Opracowanie technik niechirurgicznego
pozyskiwania i przenoszenia zarodkow bydlecych otworzyto nowe mozliwo-
$ci rozwoju nowoczesnych technologii wspomaganego rozrodu (ARTS; ang.
assisted reproductive technologies), m.in. takich jak klonowanie (zarodkowe
i somatyczne). Metody klonowania zwierzat ro6znig si¢ miedzy soba nie tylko
rodzajem uzytej techniki mikrochirurgicznej, lecz przede wszystkim liczebno-
$cig klonow potencjalnie mozliwych do uzyskania. Jedng z pierwszych i efek-
tywnych metod klonowania bydta byta bisekcja zarodkow, najczesciej zarod-
kow w stadium blastocysty. Zabieg bisekcji polegal na rozdzieleniu/przecie-
ciu (mikronozem lub szklang igla umocowang na ramieniu mikromanipula-
tora; bisekcja standardowa) zarodka na dwie ekwiwalentne czesci. W wyniku
transferu ,,potéwek” zarodkow do drég rodnych samic-biorczyn uzyskano
pierwsze w Polsce pary identycznych genetycznie cielgt (monogenetyczne
bliznieta; Skrzyszowska i in., 1988) (ryc. 1).

3 and |

s

Ryc. 1. Monogenetyczne pary identycznych genetycznie cielat uzyskanych
po transferze ,,potdwek” blastocyst bydlecych do drog rodnych jatdwek-biorczyn

! Maria Skrzyszowska i Marcin Samiec przyczynili si¢ w jednakowym stopniu do powstania tego rozdziatu
w niniejszej monografii naukowej (rowny wktad autorski).
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Prawidlowo przeprowadzony zabieg bisekcji blastocysty pozwalat na
zachowanie ekwiwalencji ,,potéwek” nie tylko pod wzglgdem liczebnosci ko-
morek, ale takze wtasciwe] proporcji komorek wezta zarodkowego do komo-
rek trofoektodermalnych, jaka wystepuje w zarodku nie poddanym bisekcji.
Bisekcja jest relatywnie prostg i wydajng metoda podwajania liczby zarodkoéw
i produkcji monogenetycznych bliznigt (efektywnos$¢ na poziomie 25-30%),
jest jednak technika do$¢ inwazyjna, w trakcie zabiegu dochodzi do zniszcze-
nia i wyeliminowania czgsci komoérek zarodkowych. Szczegolnie dotkliwe
moga by¢ straty komoérkowe w obrebie wezta zarodkowego, ktore w istotny
sposob wptywaja na obnizenie potencjatu rozwojowego ,,potowek” zarodkow
(Skrzyszowska i Smorag, 1989). Rezultatem naszych badan przeprowadzo-
nych w kierunku poprawy efektywnosci dzielenia zarodkéw byto opracowanie
nowatorskiej technologii uzyskiwania monogenetycznych bliznigt w oparciu
o zmodyfikowang bisekcje (Skrzyszowska i in., 1997, 1999). Zaproponowany
sposob bisekcji pozwalat na znaczne ograniczenie strat komoérkowych w po-
rownaniu do wystepujacych w trakcie standardowe;j bisekcji, ograniczat je bo-
wiem do kilku komorek. Istotg tej metody byto prowokowanie specyficznego
sposobu wylegania si¢ blastocysty, w trakcie ktorego dokonywany byt zabieg
bisekcji. Ten sposdb wylegania inicjowany byt poprzez wczesniejsze naktucie
lub nacigcie ostonki przejrzystej blastocysty. W warunkach hodowli in vitro
okoto 50% perforowanych blastocyst ekspandowalo przez szczeling w ostonce
przejrzystej, osiggajac na pewnym etapie procesu wylegania stan, w ktérym
fragment blastocysty znajdujacy si¢ juz poza ostonka przejrzysta byt zblizony
wielkoscig do reszty zarodka pozostajacego wcigz w obrebie ostonki przejrzy-
stej. Wylegajacy si¢ wedlug tego schematu zarodek przypomina ksztattem
,,0semke”. Na tym etapie wylggania obie czesci zarodka sg potaczone jedynie
waskim mostkiem komoérkowym. Przecigcie mostka komorkowego szklang
mikroigta lub metalowym ostrzem, podobnie jak w przypadku bisekcji stan-
dardowej, jest zabiegiem o niewielkim stopniu inwazyjnosci (ryc. 2).

Ryc. 2. Zmodyfikowana bisekcja zarodka §wini w stadium blastocysty. A) Perforacja
ostonki przejrzystej blastocysty szklang mikroigta; B) Specyficznie wylegajaca si¢
w wyniku przeprowadzonej perforacji blastocysta poddana mikrochirurgicznemu
rozdzieleniu na dwie ekwiwalentne ,,potowki” (przy uzyciu szklanej mikroigly)
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Skutkiem tej czynnosci byto uszkodzenie/zniszczenie jedynie kilku
komorek. Uzyskane na tej drodze ,,potéwki” blastocyst transferowane do ma-
cicy jatowek/krow biorczyn wykazaty kompetencje do pelnego rozwoju in
VIVO.

Korzysci wynikajace z produkcji monogenetycznych bliznigt u bydia
sa wymierne zar6wno w aspekcie praktycznym, jak i czysto poznawczym,
zwlaszcza w kategorii eksperymentéw embriologicznych ukierunkowanych
na oceng wczesnego rozwoju zarodkowego, $miertelnosci embrionalnej oraz
okotoimplantacyjnej sygnalizacji endokrynologicznej w uktadzie matka za-
stepcza-zarodek, a takze w kategorii badan cytogenetycznych i fizjologicz-
nych, szczegolnie o charakterze zywieniowym.

Ponadto, podczas zabiegu bisekcji mozliwe jest przeprowadzenie bio-
psji komorek do analizy molekularnej w celu okreslenia genetycznej plci za-
rodka, co takze moze mie¢ walor aplikacyjny, np. w kreowaniu post¢pu ho-
dowlanego zwierzat uzytkowych.

Wiaczenie efektywnej metody bisekcji zarodkow bydlgcych do pro-
gramu hodowlanego MOET (ang. multiple ovulation and embryo transfer)
moze poszerzy¢ oferte programowa tego przedsigwzigcia i odegra¢ wazng rolg
W przyspieszeniu genetycznego postgpu u tego gatunku. Mankamentem me-
tody jest wielko$¢ mozliwego do uzyskania klonu, ograniczonego jedynie do
monogenetycznych blizniat. Potencjalnie bardziej liczebne klony sa mozliwe
do uzyskania technika transplantacji jader komorek zarodkowych (ECNT;
ang. embryo cell nuclear transfer) (ryc. 3) lub jader komoérek somatycznych
(SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer) do cytoplazmy oocytow, z ktorych
usunig¢to ich wlasny materiat genetyczny.

Ryc. 3. Klon liczacy osiem blastocyst krolika, uzyskanych technika ECNT z jader
blastomerow pochodzacych z zarodka w stadium 8-komorkowym
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Opracowanie nowatorskich rozwigzan stluzacych zwigkszaniu efektywno-
Sci uzyskiwania identycznych genetycznie zarodkow i/lub potomstwa
$wini, kozy, krolika, konia oraz kota domowego metodami klonowania
somatycznego na potrzeby hodowli zwierzat i badan interdyscyplinar-
nych (biomedycyny i biofarmacji)

Badania prowadzone w latach 2003-2020 w Laboratorium Klonowa-
nia Ssakéw Zaktadu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji (ZBRiK) byty
ukierunkowane na wykorzystanie nowoczesnych narzedzi biotechnologii re-
produkcyjnej oraz genomowej inzynierii embrionalnej do uzyskiwania i po-
wielania (multiplikacji) monogenetycznych zarodkéw, ptodow i/lub potom-
stwa wybranych gatunkoéw ssakow, takich jak: §winia, koza, krolik, kon i kot
domowy. Jednym z najbardziej spektakularnych dokonan zespotu badaw-
czego byto opracowanie nowatorskiej metody chimerowego klonowania so-
matycznego krolikow, w ktorej pojedynczy blastomer zarodka 2-komoérko-
wego wykorzystano jako biorce dla jadra transgenicznego fibroblastu tkanki
skornej. Uzyskane dwa transgeniczne kroliki NT20 (ryc. 4) i NT7 (wykazu-
jace ekspresje genu kodujacego ludzki hormon wzrostu — hGH, ukierunko-
wang na komorki gruczoléw mlekowych) byty pierwszymi ssakami na $wiecie
otrzymanymi przy zastosowaniu tej oryginalnej strategii klonowania chimero-
wego. Osiagniecie to zostalo uznane za jedno z 10 najwiekszych osiggniec
polskiej nauki w rankingu tygodnika ,,Newsweek” w 2003 r. oraz zostato wy-
mienione przez dziennik ,,Rzeczpospolita” wsrdd 14 liczacych sie w skali
Swiatowej osiggnie¢ polskiej nauki w 2003 r. Wyniki tych eksperymentow zo-
staty opublikowane w Biology of Reproduction, renomowanym czasopi$mie
naukowym o wysokim wspotczynniku IF (Skrzyszowska i in., 2006).

Ryc. 4. Transgeniczny krolik NT20, produkujacy w mleku hormon wzrostu
czlowieka, uzyskany innowacyjng technika chimerowego klonowania
somatycznego, opracowang w ZBRiK IZ PIB

Sposrdod innych znaczacych w skali krajowej dokonan na uwage za-
stuguje rowniez fakt narodzin pierwszych w Polsce koz klonalnych (maciorki
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i koziotka), uzyskanych metoda transplantacji jader komorek fibroblastycz-
nych tkanki skorno-powtokowej dorostych osobnikéw do enukleowanych oo-
cytow (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer) (ryc. 5).

Ryc. 5. Procedura klonowania somatycznego kozy. A) Dojrzaly in vitro oocyt kozy
(w stadium metafazy Il) przed zabiegiem enukleacji; B) Enukleacja oocytu metoda
mikrochirugiczng wspomagang chemicznie. Usuwanie z oocytu ciatka kierunkowego
I rzedu oraz ,,stozka” ooplazmatycznego, zawierajgcego chromosomy metafazowe; C)
Selekcja fibroblasto-podobnej komorki-dawcey jadra; D) Rekonstrukcja enukleowa-
nego oocytu kozy. Iniekcja komorki somatycznej do przestrzeni okotozoltkowej wy-
jadrzonego oocytu; E) Kompleks ooplast-komorka somatyczna przed zabiegiem elek-
trofuzji; F-G) Chirurgiczny zabieg transferu zarodkéw klonalnych do jajowodu
maciorki-biorczyni

Jest to drugi przypadek uzyskania w Polsce ssakoéw klonalnych, uwzgledniajac
rowniez urodzonego w wyniku realizacji wlasnych prac badawczych, po raz
pierwszy w naszym kraju i na §wiecie transgenicznego krolika, wyproduko-
wanego przy wykorzystaniu nowatorskiej techniki chimerowego klonowania
somatycznego (Skrzyszowska i in., 2006). Cigza blizniacza, ktora uzyskano
po wprowadzeniu do jajowodu hormonalnie zsynchronizowanej samicy-bior-
czyni kozich zarodkow zrekonstruowanych z jader hodowanych in vitro ko-
morek fibroblastycznych, pochodzacych z dwoch roznych linii komoérkowych,
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zakonczyla si¢ urodzeniem réznoptciowego potomstwa klonalnego (maciorki
1 koziotka) (Skrzyszowska i Samiec, 2006 a).

Na podkreslenie zastuguja badania nad klonowaniem somatycznym
ssakow z rodziny kotowatych (Felidae), ktore skutkowaty uzyskaniem pierw-
szych na $wiecie klonalnych blastocyst kota domowego, rozwijajacych sie
z zarodkéw zrekonstruowanych z jader ptodowych komorek fibroblastycz-
nych lub z jader komorek wzgorka jajono$nego otaczajacych dojrzate in vitro
oocyty kacie (ryc. 6). Wyniki tych prac zostaty opublikowane w prestizowym
czasopismie Theriogenology (Skrzyszowska i in., 2002).

Ryc. 6. Wylegajaca si¢ blastocysta klonalna kota domowego, uzyskana w wyniku
hodowli in vitro zarodka zrekonstruowanego z jadra komorki ziarnistej
wzgorka jajonosnego

Godny uwagi pozostaje rowniez nurt badan ukierunkowanych na uzy-
skanie pierwszych w Polsce klonalnych blastocyst bydlecych oraz zaawanso-
wanych w rozwoju ptodéw bydlecych po domacicznym transferze zarodkow
zrekonstruowanych z jader fibroblasto-podobnych komoérek mig$nia najdtuz-
szego grzbietu (Musculus longissimus dorsi) oraz zarodkow zrekonstruowa-
nych z jader komorek ziarnistych wzgorka jajonos$nego, otaczajacych dojrzale
in vitro oocyty krow lub jatowek (Skrzyszowska i in., 2000) (ryc. 7).

Ryc. 7. Wylegajaca si¢ blastocysta klonalna krowy, uzyskana w wyniku hodowli in
vitro zarodka zrekonstruowanego z jadra komorki ziarnistej wzgorka jajono$nego
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Wsrod istotnych dokonan zespotu badawczego nalezy wymieni¢ uzy-
skanie w warunkach catkowicie pozaustrojowych pierwszych w Polsce bla-
stocyst klonalnych konia domowego, rozwijajacych si¢ z zarodkow zrekon-
struowanych technika klonowania somatycznego z jader komoérek fibrobla-
stycznych, wyizolowanych z tkanki skorno-powtokowej (Skrzyszowska, Sa-
miec i in., 2009).

Innym przelomowym w skali krajowej dokonaniem byto wyproduko-
wanie na drodze klonowania somatycznego pierwszych w Polsce klonalnych
blastocyst §wini, otrzymanych w nastepstwie rozwoju ex vivo sztucznie akty-
wowanych oocytow zrekonstytuowanych z jader komorek wzgorka jajono-
$nego otaczajgcych dojrzate in vitro oocyty loch lub loszek (Samiec i in.,
2003). Do waznych osiagni¢¢ nalezy takze zaliczy¢ opracowanie nowatorskiej
metody pseudofizjologicznej/biologicznej aktywacji transkomplementarnej
(transcytoplazmatycznej) cybryd klonalnych §wini. Przy zastosowaniu tej me-
tody stymulowano zarodkowy program rozwojowy oocytdw $wini zrekon-
struowanych z jader fibroblastow ptodowych lub fibroblastow tkanki skornej
dorostych osobnikéw na drodze elektrofuzji z cytoplastami wyizolowanymi
z zygot krolika (tzw. zygoplastami). Metoda ta skutkowata zwigkszeniem po-
tencjalu rozwojowego in vitro oraz jakosci zarodkéw klonalnych $wini. Wy-
niki badan zostaty opublikowane w czasopismach Polish Journal of Veteri-
nary Sciences (Samiec i in., 2012) oraz Reproductive Biology (Samiec i Skrzy-
szowska, 2014). Opracowany przez zespot badawczy inny sposob biologicz-
nej aktywacji rekonstytuowanych oocytow — poprzez docytoplazmatyczng mi-
kroiniekcje ekstraktow cytozolowo-nukleoplazmatycznych zygot, stosowany
w klonowaniu somatycznym ssakoéw, w tym $wini, jest przedmiotem patentu
udzielonego w latach 2014/2015 na rzecz Instytutu Zootechniki PIB przez
Urzad Patentowy RP.

W badaniach prowadzonych w latach 2009-2012 w ramach realizacji
autorskiego projektu finansowanego przez NCN po raz pierwszy w klonowa-
niu ssakow (w tym $wini) zastosowano nowe metody nieinwazyjnej (nisko
inwazyjnej) analizy fluorycytochemicznej do oceny kondycji strukturalno-
funkcjonalnej (jako$ci biochemicznej i biofizycznej) zarodkow klonalnych
w stadium blastocysty. Jako$¢ biochemiczna i biofizyczna przedimplantacyj-
nych zarodkéw w stadium blastocysty byla oceniana przyzyciowo metodg flu-
orescencyjnego wykrywania zmian proapoptotycznych, ktére zachodzity
W blonie plazmatycznej komorek wezta zarodkowego i/lub trofoblastu. Przy-
zyciowa diagnostyka symptomow towarzyszacych wezesnym i pdznym fazom
$mierci apoptotycznej komorek przeprowadzana byta przy wykorzystaniu ko-
niugatu aneksyny V-eGFP lub barwnika YO-PRO-1. Oba markery sa zdolne
do niespecyficznego znakowania, zaréwno apoptotycznych komorek wezla
zarodkowego, jak i komorek trofoektodermy blastocyst klonalnych. Pierwszy
z wyzej wymienionych markerow pozwala na oznaczanie symptoméw towa-
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rzyszacych wczesnym fazom apoptozy, takich jak: 1) eksternalizacja reszt fos-
fatydyloseryny (PS) na powierzchni zewnatrzkomoérkowej btony plazmatycz-
nej 1 2) utrata asymetrii sktadu aminofosfolipidowego w dwuwarstwie lipido-
wej blony. Z kolei, drugi z markeréw umozliwia wykrywanie symptomow to-
warzyszacych poznym fazom apoptozy, takich jak powstawanie tzw. dziur li-
pidowych w plazmolemmie i btonach mitochondrialnych. Niski stopien inwa-
zyjnosci przyzyciowych metod analizy fluorycytochemicznej komorek blasto-
cyst klonalnych zwigksza ich warto$¢ aplikacyjna w ocenie jakosci morfolo-
gicznej, biochemicznej i biofizycznej zarodkéw na etapie rozwoju przedim-
plantacyjnego. Perspektywa racjonalnego wykorzystania tego kierunku badan
jest poprawa efektywnosci uzyskiwania zarodkow $wini metodami klonowa-
nia somatycznego poprzez zwigkszenie zardwno jakosci, jak i kompetencji
rozwojowych in vitro zarodkow klonalnych (Samiec i Skrzyszowska, 2015).

W rezultacie innowacyjnych prac naukowo-badawczych z zakresu
klonowania somatycznego $win opracowano takze oryginalng metode se-
kwencyjnej aktywacji fizykochemicznej rekonstytuowanych oocytow z uzy-
ciem impulséw elektrycznych oraz jonomycyny wapnia i kombinacji specy-
ficznych i niespecyficznych inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych (R-roskowi-
tyny i 6-dimetyloaminopuryny) z blokerem syntezy biatek (cykloheksimi-
dem). Wyniki tych eksperymentoéw, w ktorych R-roskowityna zostata po raz
pierwszy wykorzystana w klonowaniu somatycznym ssakow do sztucznej ak-
tywacji cybryd klonalnych §wini, zostaty opublikowane w renomowanym cza-
sopismie Theriogenology (Samiec i Skrzyszowska, 2012 a). W ramach tych
badan do zabiegow rekonstrukeji enukleowanych oocytéw swini wyselekcjo-
nowano jako dawcow jader nieapoptotyczne/nienekrotyczne komorki fibro-
blastyczne, ktorych jakos$¢ byta oceniana w oparciu 0 wspomniane wczesniej
metody przyzyciowe. Warto podkresli¢, ze w latach 2003-2015 prowadzono
zakrojone na szeroka skal¢ badania nad opracowaniem efektywnych metod
sztucznej aktywacji oocytow swini zrekonstruowanych technikami klonowa-
nia, jak rowniez nad zastosowaniem réznych metod rekonstrukcji enukleowa-
nych oocytow oraz wykorzystaniem réznych rodzajow komorek somatycz-
nych do uzyskiwania klonalnych zarodkow $wini. Efektem tych badan byto
opublikowanie wielu artykulow i monografii naukowych (Samiec i in., 2003,
2013 a,b; Samiec i Skrzyszowska, 2005 a, 2009, 2010 a,b, 2013, 2015; Skrzy-
szowska, Samiec i in., 2008).

Prace nad klonowaniem somatycznym transgenicznych §win zaowo-
cowaly uzyskaniem pierwszych w Polsce homozygotycznych i heterozygo-
tycznych, mono- i politransgenicznych blastocyst oraz ptodow klonalnych ze
zhumanizowanym ukladem immunologicznym. Rozwijajgce si¢ transge-
niczne zarodki i ptody klonalne wykazywaty ekspresje genow rekombinowa-
nej o-1,2-fukozylotransferazy cztowieka (a-1,2-FT) oraz a-galaktozydazy
cztowieka (a-Gal). Ponadto, przejawiaty one ekspresje genéw kodujacych an-
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tygen gtownego uktadu zgodnosci tkankowej cztowieka (HLA-E) lub Klu-
czowe biatka immunomodulatorowe (immunosupresory) enzymatycznej ka-
skady ludzkiego ukladu dopelniacza, ktére sg przedstawicielami obecnych
W btonach komérkowych inhibitoréw cytotoksycznos$ci zaleznej od komple-
mentu, charakteryzujacymi si¢ §ci$le okreslonymi tzw. kompleksami roznico-
wania (CD; ang. cluster of differentiation). Do tych immunosupresoréw na-
leza: czynnik przyspieszajacy rozktad konwertaz C3 i C5 (CD55/DAF; ang.
cluster of differentiation 55/decay-accelerating factor) oraz protektyna, okre-
$lana rowniez mianem btonowego inhibitora reaktywnej lizy komorkowej Iub
czynnika restrykcji homologicznej o masie molekularnej 20 kDa
(CD59/MIRL/HRF20; ang. cluster of differentiation 59/membrane inhibitor
of reactive lysis’lhomologous restriction factor-20 kDa). Wymienione wyzej
prace z zakresu klonowania somatycznego i transgenezy §win stanowig zatem
dobra podstawe dla generowania transformowanego genetycznie potomstwa
klonalnego z obnizona migdzygatunkowa barierg immunologiczng w uktadzie
heterologicznym $winia-cztowiek (Samiec, 2004; Samiec i Skrzyszowska,
2006; Skrzyszowska i Samiec, 2006 b,c; Skrzyszowska i in., 2013).

Oryginalnym rezultatem prowadzonych badan byto wykorzystanie po
raz pierwszy w Swiecie wysoko efektywnej metody nukleofekcji do transge-
nizacji in vitro komorek somatycznych-dawcéw jader w celu uzyskiwania
transgenicznych zarodkow klonalnych §wini, wykazujacych 100% ekspresje
transgenu biatka reporterowego eGFP (ang. enhanced green fluorescent pro-
tein). Wyniki tych eksperymentéw zostaty opublikowane w renomowanym
czasopismie Theriogenology (Skrzyszowska, Samiec i in., 2008).

Innym kierunkiem podejmowanych badan byto okreslenie wptywu in-
dukowalnych modulacji epigenetycznych komorek-dawcow jader, dojrzewa-
jacych in vitro oocytow-biorcow jader oraz oocytéw zrekonstruowanych z ja-
der komoérek somatycznych na przed- i/lub poimplantacyjne zdolno$ci rozwo-
jowe klonalnych zarodkéw $wini i kozy. Do wyzej wymienionych transforma-
cji epigenomowych wykorzystywane zostaly egzogenne inhibitory deacetylaz
histonowych starej generacji (trichostatyna A) oraz nowej generacji (skryptaid
lub kwas walproinowy). Wyniki tych prac zostaly opublikowane m.in. na ta-
mach takich czasopism, jak: Animal Science Papers and Reports (Samiec
i Skrzyszowska, 2012 b) oraz Annals of Animal Science (Skrzyszowska i Sa-
miec, 2020).

Zastosowanie indukowalnych modulacji epigenetycznych mezenchy-
malnych komoérek macierzystych szpiku kostnego (BM-MSCs), ktore stano-
wity zrodto komorek-dawcow jader w klonowaniu somatycznym $win, byto
kolejnym nowatorskim rozwigzaniem zastosowanym w embriologii ekspery-
mentalnej i genomowej inzynierii embrionalnej zwierzat gospodarskich. Roz-
wigzanie to byto oparte na wykorzystaniu niespecyficznego inhibitora deace-
tylaz biatek histonowych chromatyny jadrowej, jakim jest trichostatyna A
(TSA), do transformacji epigenomowej komérek BM-MSCs oraz uzyciu ich
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do rekonstrukcji oocytow w klonowaniu $win. Skutkiem tego innowacyjnego
przedsiewzigcia byto znaczace zwigkszenie pozaustrojowych zdolnosci roz-
wojowych zarodkow klonalnych do osiggnigcia stadium blastocysty (ryc. 8),
jak réwniez poprawa ich jakosci cytologicznej (mierzonej liczba komodrek
w blastocystach) oraz jakosci molekularnej (mierzonej stopniem ekspresji ge-
now pluripotencji). Efektem koncowym badan byta oryginalna publikacja na-
ukowa w renomowanym czasopismie BioMed Research International (Sa-
miec, Opiela i in., 2015).

Ryc. 8. Ekspandujaca blastocysta klonalna §wini, uzyskana w wyniku hodowli
in vitro zarodka zrekonstruowanego z jadra komorki BM-MSC, poddanej
TSA-zaleznej modulacji epigenetycznej

Z kolei, inne prace badawcze skupialy si¢ na wykorzystaniu modulo-
wanych epigenetycznie i analizowanych w kierunku apoptozy komorek BM-
MSCs jako dawcow jader w procedurze uzyskiwania zarodkow $wini technikg
klonowania somatycznego. Wykazano, ze zastosowana za posrednictwem
TSA modulacja epigenetyczna nie miata wplywu na inicjacje i progresje pro-
cesOw apoptozy w analizowanych populacjach komorek BM-MSCs. W kon-
tekscie tych prac, transformowane epigenetycznie komérki BM-MSCs, ktore
uzyto do efektywnej produkcji in vitro klonalnych zarodkow $wini, zostaty
poddane kompleksowej ocenie jakosci cytologicznej i molekularnej, w tym
ewaluacji poziomu pluripotencji oraz cech sprzyjajacych ,,molekularnemu od-
mlodzeniu”, czy tez wlasciwosci przeciwdziatajacych ,,molekularnemu starze-
niu si¢” komorek. Efekty tych badan zostaly opublikowane w renomowanym
czasopi$mie Animal Science Journal (Samiec i in., 2019).

W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze wyniki wszystkich wyzej opi-
sanych badan z zakresu biotechnologii rozrodu $win i kdz oraz genomowej
inzynierii zarodkowej tych gatunkéw zwierzat gospodarskich, ze wzgledu na
wysoki potencjat aplikacyjny w rolnictwie i w dziedzinach badan interdyscy-
plinarnych przyczyniaja si¢ lub moga w niedalekiej przysztosci przyczynic si¢
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do: 1) poprawy wskaznikoéw wartosci hodowlanej i uzytkowej zwierzat gospo-
darskich, w tym zwigkszenia ich wydajno$ci mlecznej, migsnej i rozptodowe;;
jak réwniez 2) uzyskiwania i powielania transgenicznych zwierzat klonalnych
na potrzeby przemystu biofarmaceutycznego oraz medycyny transplantacyj-
nej i regeneracyjnej tkanek i organéw cztowieka, a takze przedklinicznych
i klinicznych testow w terapiach genetycznie uwarunkowanych lub nabytych
chordb cztowieka.

Opracowanie innowacyjnych technologii wspomaganego rozrodu koz
i $win w oparciu o miedzygatunkowe klonowanie somatyczne w ukladzie:
koza—bydlo, koza—$winia oraz §winia—bydlo dla potrzeb tworzenia re-
zerw genetycznych koz oraz swin

Celem prac naukowo-badawczych prowadzonych w latach 2015-
2017 bylo opracowanie metod miedzygatunkowego klonowania somatycz-
nego kéz w uktadzie migdzyrodzajowym i wewnatrzrodzinowym: koza—by-
dlo oraz w uktadzie mi¢dzyrodzajowym i mi¢dzyrodzinowym: koza—$winia.
Koza, ze wzgledu na stosunkowo wysoka wydajno$¢ mleczna, jest szczegdlnie
atrakcyjnym obiektem do badan z zakresu transgenezy gruczotu mlekowego
i uzyskiwania biofarmaceutykéw (biopreparatow hormonalnych i enzyma-
tycznych) wykorzystywanych w terapiach choréb genetycznych cztowicka
(Skrzyszowska i Samiec, 2006 a; Samiec i Skrzyszowska, 2011 a). W Polsce
obserwujemy w ostatnich latach gwaltowny spadek poglowia kéz, ktory spo-
wodowal znaczne utrudnienia w dostepnosci do materiatu biologicznego od
tego gatunku zwierzat, a tym samym utrudnienia w prowadzeniu prac badaw-
czych z zakresu embriologii eksperymentalnej i stosowanej. Ograniczony po-
pyt konsumencki skutkuje brakiem obrotu migsem kozim na rynku rolno-spo-
zywcezym i towarowym, a takze wynikajacym z tego brakiem mozliwos$ci uzy-
skiwania jajnikdw z materialu rzeznego na potrzeby badan podstawowych
oraz prac eksperymentalnych i wdrozeniowych. Wyjsciem z tej sytuacji jest
rozwigzanie polegajace na wykorzystaniu tatwo dostepnych zrodet oocytow
pochodzacych z materiatu rzeznego (jajnikoéw) innych gatunkow zwierzat, ta-
kich jak: bydto i $winie oraz uzycie ich w klonowaniu migdzygatunkowym
koz. W takim wariancie klonowania dawca materialu genetycznego sa linie
komérkowe wyprowadzone z probek tkankowych nowonarodzonych Iub mto-
docianych osobnikéw kozy. W dotychczasowych badaniach z zakresu klono-
wania koz, opartego na ukladzie wewnatrzgatunkowym (homologicznym)
koza—koza, niezbedne bylo zabezpieczenie (zakup i utrzymanie) odpowied-
niej stawki zwierzat, zarowno dawcow komorek somatycznych, jak i przede
wszystkim dawczyn oocytow. Wzgledy ekonomiczne, jak i wyrazne tendencje
spadkowe w hodowli koz sprawiaja, ze atrakcyjnosci nabiera wariant migdzy-
gatunkowego klonowania w uktadzie mi¢dzyrodzajowym — zaréwno we-
wnatrzrodzinowym (koza—bydlto), jak i migdzyrodzinowym (koza—§winia).
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Zrédtem komorek-dawcow jader w miedzygatunkowym klonowaniu
koz byty komorki fibroblasto-podobne, wyizolowane z krwi obwodowej koz-
lat. Z kolei, zrodtem komorek-biorcow jader byty dojrzate in vitro oocyty by-
dta oraz oocyty §win. Z przeprowadzonych badan wiasnych wynika, ze wyko-
rzystanie jako dawcoéw jader modulowanych epigenetycznie komorek fibro-
blasto-podobnych krwi obwodowej dorostych osobnikoéw kozy skutkowato
wzrostem kompetencji rozwojowych in vitro, ale takze podwyzszeniem jako-
$ci cytologicznej wewnatrzgatunkowych (kozich) zarodkéw klonalnych. Dla-
tego tez, w realizacji prac badawczych z zakresu miedzygatunkowego klono-
wania w uktadzie: koza—$winia do rekonstrukcji oocytow swini wykorzy-
stano komorki fibroblasto-podobne krwi obwodowej kozy, modulowane epi-
genetycznie przy uzyciu niespecyficznego inhibitora deacetylaz histonowych,
jakim jest skryptaid.

Stwierdzono nieznacznie nizszy potencjat rozwojowy migdzygatun-
kowych (kozio-bydlecych) zarodkéw klonalnych w porownaniu do potencjatu
wewnatrzgatunkowych (kozich) zarodkéw klonalnych. Natomiast, potencjat
rozwojowy kozio-$§winskich zarodkow klonalnych okazat si¢ by¢ nizszy, nie
tylko w odniesieniu do niehybrydowych zarodkow klonalnych $wini, lecz
takze w odniesieniu do hybrydowych (kozio-bydlgcych) zarodkow klonal-
nych. Nizsze zdolnosci kozio-$winskich zarodkow klonalnych w stosunku do
kozio-bydlecych wydaja si¢ by¢ skutkiem bardziej odleglego pokrewienstwa
filogenetycznego miedzy osobnikami-dawcami komodrek somatycznych
a osobnikami-dawcami oocytow, czyli skutkiem dalszych relacji taksono-
micznych w ukladzie heterologicznym: koza domowa (Capra aegagrus
hircus) — $winia domowa (Sus scrofa domesticus) w porownaniu do uktadu:
koza domowa (Capra aegagrus hircus) — bydto domowe (Bos primigenius
taurus). Mimo wigkszego dystansu filogenetycznego w uktadzie koza do-
mowa— $winia domowa, wykorzystanie modulowanych epigenetycznie ko-
morek fibroblasto-podobnych kozy jako dawcow jader umozliwito pokonanie
restrykcyjnej bariery migdzygatunkowej, czyli przekroczenie swoistego
punktu kontrolnego, jakim jest blok rozwojowy w p6znym stadium 4-blasto-
merowych zarodkow klonalnych, zrekonstytuowanych z ooplastow §wini. Na
tym etapie embriogenezy $wini ma bowiem miejsce aktywacja transkrypcyjna
genomu zarodkowego, czyli przejscie z matczynej do zarodkowej kontroli
ekspresji genow. Wydaje sie, ze wykorzystanie modulowanych epigenetycz-
nie komodrek somatycznych jako dawcow jader w klonowaniu miedzygatun-
kowym sprzyjato ich przeprogramowaniu, zarowno w srodowisku obcogatun-
kowej cytoplazmy enukleowanych oocytéw $wini, jak tez nastgpnie w cyto-
plazmie blastomeréw dzielgcych si¢ hybrydowych (kozio-§winskich) zarod-
kow klonalnych. Konsekwencjg prawidlowego przeprogramowania pamigci
epigenetycznej jader transformowanych epigenomowo komodrek somatycz-
nych kozy byt rozw6j zrekonstruowanych kozio-$§winskich zarodkow klonal-
nych do stadium blastocysty, a takze inicjacja i progresja procesoOw ekspans;ji
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komorek pierscienia trofoblastycznego oraz wylggania si¢ blastocyst z osto-
nek przejrzystych (Samiec i in., 2018; Skrzyszowska i Samiec, 2018).

Fakt, ze zalezna od trichostatyny A (TSA) transformacja epigene-
tyczna szpikopochodnych mezenchymalnych komoérek macierzystych (BM-
MSC) $wini skutkowata zwigkszeniem kompetencji rozwojowych in vitro
oraz podwyzszeniem jakosci cytologicznej i molekularnej zarodkéw klonal-
nych §wini, wykorzystano w wariancie klonowania migdzygatunkowego $win,
w uktadzie migdzyrodzajowym i miedzyrodzinowym: §winia—bydto. Kom-
petencje rozwojowe zarodkow zrekonstruowanych z jader modulowanych epi-
genetycznie komodrek macierzystych byty wyzsze niz zrekonstruowanych z ja-
der niemodulowanych komorek macierzystych. Generalnie jednak, potencjat
rozwojowy hybrydowych zarodkéw swinsko-bydlecych byt nizszy w porow-
naniu do potencjatu zarodkow klonalnych uzyskanych w wyniku klonowania
wewnatrzgatunkowego. Dystans filogenetyczny w uktadzie mig¢dzyrodzino-
wym (§winiowate: Suidae — kretorogie: Bovidae) i miedzyrodzajowym
(Sus—Bos) okazat sie by¢ stosunkowo duzy. Jednakze, wykorzystanie modu-
lowanych epigenetycznie komorek BM-MSC $wini-dawcow jader pozwolito
pokonac restrykcyjng barierg migdzygatunkowa w postaci bloku rozwojowego
wystepujacego w stadiach 8-16-komoérkowego zarodka, kiedy w embriogene-
zie bydta dochodzi do aktywacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego. Kon-
sekwencja prawidlowego przeprogramowania pamieci epigenetycznej jader
transformowanych epigenomowo komoérek BM-MSC $wini w ooplazmie by-
dlecej i w $rodowisku cytoplazmatycznym blastomerow byt rozwdj in vitro
swinsko-bydlecych zarodkéw klonalnych do stadiow ekspandujacej lub wyle-
gajacej si¢ blastocysty. Do aktywacji programu rozwojowego rekonstruowa-
nych oocytow $winsko-bydlecych wykorzystano oryginalng strategi¢ w opar-
ciu o sekwencyjne zastosowanie bodzcoéw fizykochemicznych, w pierwszym
etapie — impulsoéw pradu statego (indukowanie fuzji), a w kolejnym — w ra-
mach op6znionej aktywacji chemicznej de novo zastosowano antybiotyk jo-
noforowy (jonomycyne wapnia), a nastgpnie mieszaning niespecyficznego in-
hibitora aktywnos$ci kinaz cyklinozaleznych (6-dimetyloaminopuryny) oraz
odwracalnego blokera syntezy biatek (cykloheksimidu). Efektem koncowym
tych prac badawczych byla oryginalna publikacja naukowa w czasopi$mie
Theriogenology (Opiela, Samiec i in., 2017).

Badania z zakresu uzyskiwania migdzygatunkowych zarodkow klo-
nalnych, zaréwno w ukladzie heterologicznym: koza—§$winia oraz $wi-
nia—bydlo, jak i wewnatrzrodzinowego klonowania mi¢dzyrodzajowego
w uktadzie: koza—bydlo, nie byly dotad prowadzone i stanowia nowy Kieru-
nek badawczy w embriologii eksperymentalnej ssakow i w biotechnologii
wspomaganego rozrodu zwierzat gospodarskich. Wedtug naszej wiedzy,
krwiopochodne komorki fibroblasto-podobne kozy, podlegajace skryptaido-
zaleznej modulacji epigenetycznej, a takze komorki BM-MSC $wini, podle-
gajace TSA-zaleznej modulacji epigenetycznej zostaly wykorzystane po raz
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pierwszy jako zrodto dawcow jader w migdzygatunkowym klonowaniu soma-
tycznym ssakow, w tym zwierzat gospodarskich.

Proponowany kierunek badan moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia
wiedzy na temat czynnikow warunkujacych interakcje jadrowo-cytoplazma-
tyczne w migdzygatunkowych cybrydach klonalnych zrekonstytuowanych
Z ooplastow i jader komorek somatycznych dwoch rdznych gatunkow ssakow.
Ponadto, moze on ulatwi¢ rozpoznanie czynnikdéw i zrozumienie mechani-
zmoOw warunkujacych epigenetyczne przeprogramowanie jader komorek so-
matycznych w ksenogenicznym/heterologicznym $rodowisku cytoplazma-
tycznym zaréwno oocytow-biorcow, jak i w srodowisku cytoplazmatycznym
potomnych blastomerdéw w rozwijajacych si¢ hybrydowych zarodkach klonal-
nych ssakow, w tym zwierzat gospodarskich (Samiec, 2005 a,b; Samiec
i Skrzyszowska, 2005 b, 2018 a,b).

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze realizowany kierunek badan
z wykorzystaniem obcogatunkowych oocytow moze przyblizy¢ perspektywe
osiggania satysfakcjonujacej wydajnosci technologii klonowania ko6z i $win.
Jest to warunek niezbg¢dny dla praktycznego wykorzystania tej metody do uzy-
skiwania transgenicznych zwierzat na potrzeby przemystu biofarmaceutycz-
nego. Ponadto, wyniki przeprowadzonych prac badawczych, ze wzgledu na
duze znaczenie dla rozwoju rolnictwa i gospodarki, moga przyczyni¢ si¢ do
ochrony zasoboéw genetycznych i tworzenia rezerw genetycznych zagrozo-
nych wyginieciem endemicznych ras koz i $win oraz restytucji populacji gi-
nacych ras w celu zachowania bioréznorodnosci.

Miedzyrasowe klonowanie wewnatrzgatunkowe jako innowacyjne narze-
dzie wykorzystywane w celach ochrony genetycznych zasobow zagrozo-
nych wyginieciem wybranych ras zwierzat gospodarskich

Do ratowania i restytucji gingcych ras i gatunkéw zwierzat gospodar-
skich wykorzystywane sg nowoczesne technologie wspomaganego rozrodu
zwierzat (ARTs; ang. assisted reproductive technologies), w tym genomowej
inzynierii embrionalnej. Jedng z nich jest wewnatrzgatunkowe klonowanie
mig¢dzyrasowe ssakdow. Strategiczne 1 innowacyjne narzg¢dzie biotechnologii
reprodukcyjnej ssakéw, jakim jest miedzyrasowe klonowanie somatyczne,
moze by¢ jedynym narzedziem reintrodukcji gingcych ras zwierzat uzytko-
wych dzigki mozliwo$ci wykorzystania obcorasowych oocytéw pochodza-
cych od osobnikow powszechnie bytujacych ras do rekonstrukcji zarodkdéw
Z jader komorek somatycznych zwierzat ras zagrozonych wyginigciem. Po-
nadto, ten kierunek badan moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia wiedzy podno-
szacej pozycje polskiego sektora badawczo-rozwojowego w zakresie genomo-
wej inzynierii embrionalne;.

Celem prac badawczo-rozwojowych, prowadzonych w latach 2016—
2019 w ramach finansowanego przez NCBR projektu BIOSTRATEG?2, byto
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utworzenie genetycznych rezerw w postaci kriogenicznie zabezpieczonych li-
nii komorek somatycznych wybranych ras zachowawczych bydta i swin (by-
dlo polskie czerwone, §winia putawska, §winia ztotnicka pstra) i wykorzysta-
nie ich do uzyskiwania zarodkéw klonalnych na drodze klonowania somatycz-
nego dla potrzeb realizacji programow zachowania bior6znorodnosci w su-
bpopulacjach zagrozonych wyginieciem i rzadkich rodzimych ras zwierzat ho-
dowlanych (ryc. 9). Wérod glownych zatozen przeprowadzonych w ramach
projektu badan nalezy wymieni¢: 1) Kriogeniczne zabezpieczenie bioptatow
tkanki skorno-powtokowej, pochodzacych od wybranych gatunkow i ras za-
chowawczych zwierzat gospodarskich; 2) Wyprowadzenie, kriokonserwacje
i charakterystyke cytogenetyczna (kariotypowanie) linii komoérek fibrobla-
stycznych, pochodzacych z bioptatow tkanki skorno-powtokowej wybranych
gatunkow i ras zachowawczych zwierzat gospodarskich; 3) Weryfikacje po-
tencjalu rozwojowego in vitro zarodkéw uzyskanych technika klonowania so-
matycznego z jader kriokonserwowanych i kariotypowanych komérek fibro-
blastycznych, pochodzacych od wskazanych gatunkéw i ras zachowawczych
zwierzat gospodarskich.

Ryec. 9. Laboratorium klonowania ssakow — prof. dr hab. Maria Skrzyszowska
i dr hab. Marcin Samiec, prof. IZ PIB w trakcie przeprowadzania zabiegow
klonowania somatycznego zwierzat gospodarskich

Wymiernym efektem zrealizowanego kierunku badan jest poszerzenie
mozliwosci ochrony zasobdw genetycznych endemicznych ras bydta i $§win
przy wykorzystaniu nowoczesnych technologii wspomaganego rozrodu zwie-
rzat gospodarskich. Technologie te sg oparte na uzyciu metod genetycznej/ge-
nomowej inzynierii embrionalnej dla potrzeb uzyskiwania i powielania zarod-
kow bydta polskiego czerwonego oraz swin rasy putawskiej i ztotnickiej pstrej
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na drodze wewnatrzgatunkowego klonowania mi¢dzyrasowego. W celu za-
chowania biordéznorodnosci oraz zwigkszenia stopnia migdzyosobniczej
zmiennosci genetycznej w rzadkich subpopulacjach bydta i §win — wyprowa-
dzone i kriogenicznie zabezpieczone w banku materialéow biologicznych linie
komorek fibroblastycznych zostaty wykorzystane jako zrédto dawcow jader
w zabiegach rekonstrukcji oocytéw i multiplikacji zarodkoéw bydta polskiego
czerwonego, $wini putawskiej i ztotnickiej pstrej za pomoca mi¢dzyrasowego
klonowania somatycznego. To strategiczne przedsigwzigcie moze stanowié
W przysztosci podstawowy instrument w programach tworzenia rezerw gene-
tycznych, ktérych potencjat aplikacyjny tkwi w mozliwos$ci uzyskiwania mig-
dzyrasowych zarodkow klonalnych w kontekscie ich p6zniejszego wykorzy-
stania w programach restytucji stad zarodowych zagrozonych wyginigciem ras
bydta, §win oraz innych gatunkow zwierzat hodowlanych.

Konsekwencja realizacji niniejszych prac naukowo-badawczych byto:
1) Utworzenie rezerw genetycznych z eksplantow tkankowych i linii komor-
kowych zagrozonych wygini¢ciem lub rzadkich lokalnych ras bydta i swin; 2)
Ocena aktywnosci proliferacyjnej oraz charakterystyka cytogenetyczna (ka-
riotypowanie) linii komérkowych wyprowadzonych z bioptatéw tkankowych
wybranych ras zachowawczych (bydto polskie czerwone, $winia putawska
oraz $winia ztotnicka pstra) oraz 3) Uzyskanie i ocena kompetencji rozwojo-
wych in vitro klonalnych zarodkéw pochodzacych z kriogenicznie zabezpie-
czonych i kariotypowanych linii komoérek fibroblastycznych bydta polskiego
czerwonego, $wini putawskiej oraz $wini ztotnickiej pstrej (Samiec, Skrzy-
szowska i in., 2020).

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze techniki wewnatrz- lub miedzyra-
sowego klonowania somatycznego mogg by¢ atrakcyjnym narzedziem w ba-
daniach podstawowych ukierunkowanych na identyfikacje¢ czynnikow warun-
kujacych interakcje migdzy genomem jadrowym komoérki somatycznej a cza-
steczkami mitochondrialnego DNA komorki-dawcy jadra oraz oocytu-biorcy
jadra, jak réwniez pelniejsze poznanie molekularnych mechanizmoéw determi-
nujacych epigenetyczne przeprogramowanie genomu jadrowego komorki so-
matycznej w cytoplazmie oocytu-biorcy, a nastepnie w cytoplazmie blastome-
réow rozwijajacych si¢ zarodkéw klonalnych (Samiec, 2005 a,b; Samiec
i Skrzyszowska, 2016, 2018 a,b). Ponadto, w efekcie szczegdtowego poznania
wyzej wymienionych czynnikéw i mechanizméw, a w rezultacie zwickszenia
wydajnosci, techniki klonowania somatycznego réoznych gatunkow zwierzat
gospodarskich mogg stanowi¢ idealne narzedzie wykorzystywane w praktyce
hodowlanej, w szczegdlnosci dla potrzeb uzyskiwania oraz powielania nie-
transgenicznych i transgenicznych osobnikow o wysokiej warto$ci genetycz-
nej 1 uzytkowej (Samiec, 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2005 c, 2011 a,b;
Skrzyszowska i Samiec, 2006 a,b,c, 2019).
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Rezultaty przeprowadzonych prac naukowo-badawczych z zakresu
opracowania nowych strategii, ktore stuza zwigkszaniu efektywnosci uzyski-
wania i powielania identycznych genetycznie zarodkow wybranych gatunkow
i ras zwierzat gospodarskich (bydto, $winie) metodami biotechnologii rozrodu
oraz genomowej inzynierii zarodkowej (migdzyrasowego klonowania soma-
tycznego), ze wzgledu na duze znaczenie dla rozwoju nauki i gospodarki oraz
wysoki potencjal aplikacyjny w rolnictwie i w dziedzinach badan interdyscy-
plinarnych, prowadza rowniez do lub moga w przysztosci przyczyni¢ si¢ do:

1) ochrony zasobow genetycznych i tworzenia rezerw genetycznych za-
grozonych wyginigciem rodzimych ras zwierzat gospodarskich wy-
branych gatunkéw (bydto, swinie);

2) restytucji (odtwarzania) oraz multiplikacji subpopulacji gingcych

i rzadkich ras bydta polskiego czerwonego, $wini putawskiej i $wini

ztotnickiej pstrej w celu zachowania bior6znorodnosci oraz podwyz-

szenia stopnia wewnatrzpopulacyjnej i mi¢dzyosobniczej zmiennos$ci
genetycznej;

3) przetozenia (translacji) wynikow badan podstawowych na wdrozenia

w dziedzinach nauk interdyscyplinarnych z zakresu tworzenia od-

zwierzgcych produktow biotechnologicznych (transgenicznych) dla

przemystu biofarmaceutycznego oraz medycyny transplantacyjnej

i regeneracyjnej tkanek i organdéw cztowieka, a takze przedklinicz-

nych i klinicznych testow w terapiach genetycznie uwarunkowanych

lub nabytych choréb cztowieka.
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