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Przedstawiamy wyniki doswiadczenia, gdzie komorki MSC (mezenchymalne komorki ma-
cierzyste) wyizolowane ze szpiku kostnego transgenicznych swin prawidtowo zréznicowaty
w chondrocyty i osteoblasty, ale nie adipocyty, w przeciwienstwie do komorek pochodzq-
cych od swin nietransgenicznych w warunkach in vitro. Co ciekawe, zmuszeni bylismy
zmodyfikowac pozywke do hodowli MSC, jak i bazy do roznicowania we wszystkie linie
dla Swini transgenicznej, gdyz ta z powodzeniem stosowana u Swin nietransgenicznych
nie przynosita efektow. Potencjal do hodowli in vitro, jak i roznicowania komorek MSC
pozyskanych od zwierzqt transgenicznych jest nizszy niz obserwowany u zwierzqt nietrans-
genicznych.

Stowa kluczowe: swinia, transgeniczne, MSC

Modyfikacja genetyczna zwierzgcia poprzez wstawienie transgenu w celu uzyska-
nia okreslonego fenotypu (zamierzonego efektu) niesie ze sobg mozliwosé wystapie-
nia niezamierzonych efektéw, a tych moze by¢ wiele i zréznicowanych (Wang i in.,
2017; NAS 2004). Niezamierzone skutki nie ograniczajg si¢ do produkcji zwierzat
transgenicznych; sa one roéwniez dobrze udokumentowane w konwencjonalnej ho-
dowli zwierzat. Podwdjne umigsnienie u bydta (Grobet i in., 1997) czy zesp6t stresu
u $win (Wendt i in., 2000) to dwa takie przyklady. Wiele niezamierzonych efektow
jest wykrywanych na wczesnych etapach badan i rozwoju, kiedy wytwarza si¢ linie
transgeniczne. Linie transgeniczne wykazujace niezamierzone efekty sg zazwyczaj
przerywane i rzadko kiedy sg brane pod uwage do komercjalizacji. Dlatego gtéwnym
problemem jest to, czy moga wystapi¢ subtelne skutki, ktére moga nie by¢ tatwo
widoczne u skadingd zdrowego zwierzecia, a ktére mimo to mogg mieé wptyw na
bezpieczenstwo produktéw pochodzacych od zwierzat transgenicznych (TRG). Na
przyktad plejotropia moze skutkowac¢ zmiang procesu metabolicznego, prowadzaca
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do produkcji toksycznych metabolitow w jadalnych tkankach (Wang i in., 2017). Po-
dobnie bioaktywne bialko moze by¢ przeznaczone do ekspresji w niejadalnej tkance
zwierzecej, ale problemy z ekspresja ektopowa moga prowadzi¢ do jego niezamierzo-
nej obecno$ci w jadalnych tkankach, np. wyrazony w gruczole mlekowym, a nastep-
nie wydzielany do mleka. Wiele niezamierzonych efektow bedzie prawdopodobnie
przewidywalnych na podstawie wiedzy o nowym biatku i jego potaczeniach metabo-
licznych, a nawet miejscu wstawienia transgenu (Codex Alimentarius Commission
—CAC, 2003; WHO, 2000). Z biegiem czasu, wraz ze wzrostem wiedzy o systemach
biologicznych i transgenezie, rozsagdne wydaje si¢ oczekiwanie, ze przewidywalnos¢
wielu niezamierzonych skutkdéw zostanie zwigkszona, co utatwi badanie przesiewowe
pod katem takich skutkéw, a wielu z nich mozna rowniez zapobiec lub zminimalizo-
wac np. za pomoca ulepszonych technik projektowania wektorow (FAO, 2004). Jed-
nak niezamierzone skutki, takie jak plejotropia, prawdopodobnie zawsze wystapia.
Poniewaz niezamierzone skutki moga by¢ szkodliwe, korzystne lub nawet neutral-
ne w odniesieniu do zdrowia zwierzgcia lub bezpieczenstwa pochodzacych od nich
produktow, kazdy przypadek lub zdarzenie nalezy oceni¢ osobno, aby okresli¢ jego
znaczenie dla bezpieczenstwa produktu czy zywnosci.

Analiza fenotypowa zostata uznana za wazny element podejécia poréwnawczego,
stosowanego zarowno do zwierzat transgenicznych (FAO, 2004), jak i klonowanych
(FDA, 2003; Rudenko i in., 2004). W przypadku sklonowanych zwierzat ,,zasada
zdrowego zwierzgcia” zostata dalej rozwinieta o monitorowanie zwierzgcia w trakcie
jego zycia i gromadzenie danych na temat jego stanu zdrowia na wszystkich waz-
nych etapach rozwojowych, np. okresu mtodzienczego i dojrzewania oraz po okresie
dojrzewania (Rudenko i in., 2004). Tego rodzaju podejscie do analizy fenotypowej
mozna by w réwnym stopniu zastosowa¢ do zwierzat transgenicznych i w rzeczywi-
sto$ci moze istnie¢ wigkszy potencjal dla takiej analizy, poniewaz w przeciwienstwie
do sklonowanych zwierzat prawdopodobne jest, ze powstanie wiele pokolen. Ponadto
niektore niezamierzone skutki wynikajace z obecnosci transgenu mogg by¢ wyrazane
jako mutacje recesywne, a zatem mogg nie by¢ widoczne, dopdki transgen nie bedzie
homozygotyczny w miejscu insercji (Wang i in., 2017).

Szereg roznych skutkow moze by¢ widocznych u zwierzgcia w wyniku transgene-
zy i/lub klonowania, ale niekoniecznie muszg one przenosi¢ si¢ na produkty lecznicze
1 zywnosciowe, a jesli tak, niekoniecznie majg wptyw na ich bezpieczenstwo lub war-
to$¢ odzywcza. Chociaz analiza sktadu produktu czy zywnosci jest tak naprawde tyl-
ko rozszerzeniem analizy fenotypowej, wyniki majg pod wieloma wzgledami wigksza
warto$¢, poniewaz mozna je wykorzysta¢ ilo§ciowo do bezposredniego rozwigzania
kwestii bezpieczenstwa produktu czy zywnosci i jej wartosci odzywczej.

Idac za tym trendem, w niniejszym do$wiadczeniu oceniliémy zdolno$¢ MSC po-
zyskanych ze szpiku §win transgenicznych do prawidtowego roznicowania w 3 linie
komorkowe. Wyjsciowym materialem byly mezenchymalne komorki macierzyste
(z ang. MSCs) uzyskane od $win po uboju, dlatego nasze badania nie wymagaly zgo-
dy komisji etycznej. Cze$¢ komorek poddano réznicowaniu in vitro w chondrocyty,
osteocyty 1 adipocyty, ktére oceniono jako$ciowo celem wykazania wplywu transge-
nezy na produkt wtérny pozyskany od zwierzecia transgenicznego. Zatem celem ba-
dan bylo sprawdzenie, czy zwierzgta transgeniczne majg nizszy potencjat do hodowli
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in vitro zar6wno pod katem wyprowadzania pierwotne;j linii i jej hodowli, jak réwniez
zdolnosci do roznicowania komorek.

Material i metody

Uzyskanie szpiku od $win transgenicznych po uboju, u ktérych spowodowano
knock-out genu GGTAI (+/~ GGTAI) z zastosowaniem technologii ZNF (ang.
Zinc Finger Nuclease) (Lipinski i in., 2019)

Pobranie szpiku — Szpik pobrano za pomoca specjalnej igly do biopsji i aspiracji
szpiku kostnego (Medical Device Technologies, INC). Naktuto talerze kosci biodro-
wej oraz kos¢ kulszows. Szpik w ilosci okoto 6 ml na punkt naktucia aspirowano do
heparynizowanej strzykawki (Opiela i in., 2013, 2016).

Izolacja MSC ze szpiku — Probki szpiku mieszano z solg fizjologiczng (PBS
Biomed, Lublin) w stosunku 1:1, nawarstwiano na roztwor fikolu (Stem Cells Tech-
nologies, USA) i wirowano. Zebrang frakcje komorek jednojadrzastych zawieszono
w PBS i wirowano. Osadzone komorki zawieszano w pozywce DMEM o niskim ste-
zeniu glukozy z dodatkiem 10% surowicy bydlecego ptodu (FBS), 1% roztworu anty-
biotyku i substancji przeciwgrzybicznej, 1% glutamaksu (Invitrogen, USA). Hodowle
prowadzono w butelkach hodowlanych 75 cm? (T75) w 17 ml pozywki do utworzenia
kolonii 0 max 90% konfluencji (Opiela i in., 2013, 2016).

Wyprowadzenie i hodowla in vitro MSC

Linie komorkowe utrzymywano w warunkach standardowych: w temperaturze
37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% CO, i wilgotnosci okoto 100% w warunkach
normoksji (21% O,) w inkubatorze ThermoScientific Heracell CO, (Opielaiin., 2013,
2016).

Analiza cytometryczna poziomu ekspresji markeréw CD90 i CD31,CD34

W celu oceny fenotypu komorek MSC wykonano analizg opartg na wieloparame-
trycznej cytometrii przeptywowej. Aby oceni¢ poziom ekspresji zewnatrzkomorko-
wych markerow zwigzanych z pluri- i multipotencja komoérki pasazowano, wirowano
i zawieszano w buforze PBS zawierajacym 1% BSA. 100 ul zawiesiny komorkowej
inkubowano przez p6t godziny w temperaturze 4°C z odpowiednim przeciwcialem
pierwszorzedowym, skierowanym przeciw $winskim lub konskim antygenom po-
wierzchniowym komoérek MSC. Po inkubacji komorki przeptukano dwukrotnie bu-
forem PBS, za kazdym razem wirujgc przez 5 min przy predkosci 1200 obrotow/min,
a nastepnie zawieszano w 100 pl roztworu przeciwciata II-rzedowego sprzezonego
z odpowiednim zwigzkiem znakujacym (np. biotyng), skierowanego przeciw wyko-
rzystanym przeciwciatom pierwszorzedowym w PBS + 1% BSA i inkubowano przez
pot godziny w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki przeptukano dwukrot-
nie buforem PBS, za kazdym razem wirujac przez 5 min przy predkosci 1200 obro-
tow/min, a nastgpnie zawieszano w 100 ul roztworu np. streptawidyny sprz¢zonej
z barwnikiem APC (ang. Allophycocyanin), w PBS + 1% BSA i inkubowano przez
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15 min w ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej. Po inkubacji komorki ptukano po-
nownie buforem PBS, wirowano, a nastepnie zawieszano w 250 pl 1x stezonego bu-
foru utrwalajacego CellFix (BD Biosciences).

Analizy cytometryczne przeprowadzano na cytometrze przeplywowym firmy
DAKO Galaxy. Do analizy wynikéw wykorzystano WinList 7.0 software (Verity SH).

Mrozenie MSC

Komorki po osiaggnigciu okoto 90% konfluencji trawiono roztworem trypsyny/
EDTA 0,25% po uprzednim zebraniu medium i odptukaniu pozostatosci pozywki
buforem PBS. Nastepnie po inaktywowaniu trypsyny roztworem bydlecej surowicy
ptodowej (FBS) komorki zbierano do probowek wirowniczych, a nastepnie wirowa-
no (5 min; 500 g). Po odciggnieciu supernatantu komoérki zawieszano w 0,5 ml 10%
DMSO i przenoszono do krioprobowek. Krioprobowki przenoszono do pojemnika do
mrozenia materialu biologicznego (Mr. Frosty™ Freezing Container, Nalgene, Ther-
mo Scientific,) wypelionego 100% alkoholem izopropylowym. Nastepnie pojemnik
umieszczano w zamrazarce niskotemperaturowej —80°C na 24 godz. Mr. Frosty gwa-
rantuje powtarzalne zamrazanie preparatow w tempie —1°C/min. Nastepnie probowki
przenoszono do kontenera wypetnionego ciektym azotem (196 °C).

Réznicowanie MSC w adipocyty, osteoblasty i/lub chondrocyty

Wszystkie odczynniki wykorzystane w naszych doswiadczeniach zakupiono
w firmie Sigma-Aldrich, Polska. Po izolacji pojedynczych kolonii MSCs czg$é
hodowli zostata poddana réznicowaniu w kierunku osteoblastow i1 adipocytow
w DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, D5546) $winie kontrolne i w DME-
M/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham) — §winie
transgeniczne, o niskiej zawarto$ci glukozy, a chondrocytéw o wysokiej zawartosci
glukozy, w obydwu przypadkach z dodatkiem 17% FBS, 1% glutamaksu (100x) oraz
1% roztworu antybiotyku i substancji przecigrzybiczej (100x) (Marion i Mao, 2006).

Pozywke roznicujaca kolonie MSCs w kierunku osteoblastow uzupetniono:
145 nM deksametazonu, 20 mM B-glicerolofosforanu and 50 uM 2-fosforanu kwasu
L-askorbinowego (Jaiswal i in., 1997; Opiela i in., 2013, 2016).

Pozywke roznicujaca kolonie MSCs w kierunku adipocytéw uzupetniono:
7,25 uM deksametazonu, 0,5 pM izobutylometyloksantyny i 50 uM indometacyny
(Opiela i in., 2013) oraz zmodyfikowang wersja stanowigcg pozywke indukcyjng za-
stosowang przez pierwsze trzy dni hodowli o nastgpujacym sktadzie: 33 pM bioty-
ny, 0,1 pM deksametazonu, 1 pM insuliny, 200 uM indometacyny, 17 uM kwasu
D-pantotenowego, 10 pg/ml transferyny ludzkiej, 0,2 nM soli sodowej trijodotyroniny,
250 uM 3-izobutylo-1-metyloksantyny, a przez kolejne dni hodowli pozywke roz-
nicujacg zawierajaca: 33 uM biotyny, 0,1 p deksametazonu, 1 uM insuliny, 200 uM
indometacyny, 17 uM kwasu D-pantenowego, 10 pg/ml transferryny ludzkiej, 0,2 nM
soli sodowej trijodotyroniny (Pittenger i in., 1999; Strutt i in., 1996).

Pozywke réznicujacg kolonie MSCs w kierunku chondrocytow uzupeiniono:
100 nM deksametazonu, 50 pg/ml 2-fosforanu kwasu L-askorbinowego, 40 pg/ml
L-proliny, 1 nM pirogronianu sodu, 1% insuliny transferryny selenu i 10 ng/ml TGF-
B1(transformujacy czynnik wzrostu beta 1) (Branly i in., 2017).
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Hodowla komoérek MSC stanowigcych kontrole negatywng prowadzona byta
w pozywce o niskiej zawartosci glukozy DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
z dodatkiem 10% bydlecej surowicy ptodowej (FBS), 1% glutamaksu (100x) oraz 1%
roztworu antybiotyku i substancji przeciwgrzybiczej (100x) (Marion i Mao, 2006).

Barwienie zr6znicowanych komorek

Zréznicowanie komorek MSC potwierdzano przy wykorzystaniu specyficznych
barwnikow. Przed barwieniem wszystkie trzy typy zréznicowanych komorek MSC
oraz komoérek MSC stanowiacych kontrole negatywna utrwalano w 4% paraformal-
dehydzie przez 30 min w 4°C, a nastepnie przeplukiwano w PBS.

Obecno$¢ osteoblastow potwierdzano barwigc utrwalone komorki 2% czerwie-
nig alizarynowg przez 30 min. Nadmiar barwnika wyptukiwano woda destylowa-
ng. Obecno$¢ w obrazie mikroskopowym czerwonych wewngtrzkomorkowych za-
barwien $wiadczyla o obecnosci soli wapnia czyli pozytywnej reakcji (Sottile i in.,
2002). Dodatkowo osteoblasty barwiono przy wykorzystaniu gotowego zestawu do
pokrywania srebrem wg. von Kossa (Merck). W tym przypadku komoérki traktowano
najpierw 5% azotanem srebra, a nastgpnie 5% tiosiarczanem sodu. Widoczne czarne
1 ciemnobrunatne osady §wiadczyly o obecnos$ci soli wapnia. Zréznicowanie komorek
MSC w kierunku adipocytéw potwierdzano, barwigc utrwalone komorki roztworem
czerwieni oleistej O. Najpierw utrwalone komorki przeplukiwano 60% roztworem
alkoholu izopropylowego, a nastgpnie poddawano barwieniu 0,5% roztworem czer-
wieni oleistej przez 1 godz. Wybarwione komorki ponownie przeptukiwano 60%
roztworem alkoholu izopropylowego, a na koncu wodg destylowang. Obecno$é
w obrazie mikroskopowym zabarwionych na czerwono kropel thuszczu $wiadczyla
o pozytywnej reakcji (Sottile i in., 2002; Rentsch i in., 2010).

W celu potwierdzenia zrdéznicowania komérek MSC w kierunku chondrocytow
utrwalone komarki barwiono 1% roztworem biekitu alcjanowego, przygotowanego w
3% kwasie octowym przez 30 min. Nastepnie komorki przeptukiwano roztworem 0,1
N kwasu solnego i oceniano pod mikroskopem $wietlnym. Obecno$¢ zabarwionych
na biekitno skupisk komorek $wiadczyta o pozytywnej reakcji (Rentsch i in., 2010).

Wszystkim wyzej wymienionym sposobom barwienia poddawano komérki MSC
stanowigce kontrole negatywna dla zréznicowanych komorek, nie obserwujac cha-
rakterystycznych dla ich obecnosci wybarwien.

Wyniki

1. Pobrano poubojowo szpik kostny i wyizolowano komérki MSC od:
* 10 osobnikdéw nietransgenicznej $wini przyzyciowo (kontrola do transgenu
GGTA1 po uboju)
* 4 osobnikéw transgenicznej §wini
2. Cytometrycznie oceniono poziom ekspresji markerow pozytywnych i nega-
tywnych dla §win transgenicznych (tab. 1). Wyniki ekspresji markero6w pozytywnych
1 negatywnych dla §win nietransgenicznych przedstawiono wczesniej w pracy Opieli
iin., 2016 oraz Gurgula i in., 2017.
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Tabela 1. Wyniki analizy cytometrycznej — procentowa liczba komorek pozytywnych dla markeréw MSC
$wini transgenicznej zarowno pozytywnych, jak i negatywnych
Table 1. Results of flow cytometric analysis — percentage of cells positive for MSC markers of transgenic
pig, both positive and negative

Marker pozytywny Markery negatywne
Positive marker Negative markers
(+/- GGTAI) CD90 CDI13 CD34

Swinia 1 98,6 0 0
Pig 1

Swinia 2 98,4 14,7 3,9
Pig 2

Swinia 3 97,8 1 1
Pig 3

Oceniono markery pozytywne i negatywne przy wykorzystaniu cytometru prze-
ptywowego komoérek MSC wyprowadzonych ze szpiku. Ekspresja markerow nega-
tywnych CD13 i CD34 oraz markeru pozytywnego CD90 potwierdzita mezenchymal-
ny charakter analizowanych komorek (tab. 1, rys. 1).
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Rys. 1. Na powyzszych obrazach (histrogram i dotplot) wida¢ wyrazng separacj¢ populacji komoérek
kontrolnych (autofluorescencja) od populacji komorek pozytywnie wybarwionych dla antygenu CD90

Fig. 1. The above images (histrogram and dotplot) show that the control cell population is clearly
separated (autofluorescence) from the population of cells stained positively for CD90 antigen

3. Roznicowanie wykonano na 6 §winiach nietransgenicznych i 2 transgenicznych,
jednoczesnie réznicujac w 3 linie: adipocyty, osteoblasty i chondrocyty. Co cickawe,
zmuszeni byli§my do modyfikacji pozywki bazowej do hodowli in vitro i réznicowania
MSC $wini transgenicznej z powodu zahamowania lub niskiej proliferacji. Hodowle
in vitro prowadzono w pozywce DMEM+F12, natomiast u §wini nietransgenicznej
wystarczyta pozywka DMEM. Roznicowanie MSC $wini transgenicznej zakonczono
sukcesem tylko dla linii osteoblastow i chondrocytdw, natomiast réznicowanie MSC
$wini nietransgenicznej (kontrola) zakonczono sukcesem dla wszystkich linii (tab. 2).
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Tabela 2. Wyniki réznicowania w kierunku osteoblastow, adipocytow i chondrocytéw w komorkach
izolowanych ze szpiku kostnego $§wini transgenicznej i nietransgenicznej (kontrola)
Table 2. Results of differentiation into osteoblasts, adipocytes and chondrocytwes in cells isolated from
the bone marrow of transgenic and non-transgenic pig (control)

Swinie
Roznicowanie koméorek MSC Barwienie Pigs
Differentiation of MSC cells Staining transgeniczne | nietransgeniczne
transgenic non-transgenic
Osteoblasty von Kossa i/lub Alizarin Red + +
Osteoblasts von Kossa and/or Alizarin Red
Adipocyty Oil Red O - +
Adipocytes
Chondrocyty Alcian Blue + +
Chondrocytes
Kontrola kazde z ww. - -
Control each of the above

Ponizej przedstawiono przyktadowe zdj¢cia barwienia osteoblastéw, chondrocy-
tow oraz adipocytéw zréznicowanych z komoérek mezenchymalnych $wini trange-
nicznej (rys. 2) i nietransgenicznej (rys. 3).

Rys. 2. Barwienie komorek mezenchymalnych §wini transgenicznej: A — osteoblasty barwione zestawem
do barwienia wg metody von Kossa, B — osteoblasty barwione przy uzyciu czerwieni alizarynowej, C —
chondrocyty barwione przy uzyciu blekitu alcjanowego, D — kontrola negatywna: barwienie adipocytow
przy uzyciu czerwieni olejowej O
Fig. 2. Staining of mesenchymal cells of transgenic pig: A — osteoblasts stained with von Kossa, B —
osteoblasts stained with Alizarin Red, C — chondrocytes stained with Alcian Blue, D — negative control:
adipocytes stained with Oil Red O
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Rys. 3. Barwienie komorek mezenchymalnych $wini nietransgenicznej: A — osteoblasty barwione przy
uzyciu czerwieni alizarynowej, B — adipocyty barwione przy uzyciu czerwienie olejowej O, C — chon-
drocyty barwione przy uzyciu bigkitu alcjanskiego, D — kontrola negatywna: barwienie osteoblastow przy
uzyciu bigkitu alcjanskiego
Fig. 3. Staining of mesenchymal cells of non-transgenic pig: A — osteoblasts stained with Alizarin Red,
B — adipocytes stained with Oil Red O, C — chondrocytes stained with Alcian Blue, D — negative control:
osteoblasts stained with Alcian Blue

Whioski

MSC $wini nietransgenicznej oceniono w ramach innego do$wiadczenia — wyniki
sa dostepne w publikacji Gurgula i in. (2017). Ekspresja markeréw $wini transge-
nicznej nie odbiega od $wini nietransgenicznej. Zastanawiaja dwa odmienne wyniki
u §wini transgenicznej:

1. Konieczno$¢ zmiany pozywki do hodowli MSC, jak i bazy do réznicowania we
wszystkie linie.

2. Brak réznicowania MSC w adipocyty.

Oméwienie wynikow

Biotechnologia zwierzat to szybko rozwijajaca si¢ dziedzina, ktora oferuje wiele
potencjalnych korzysci zaréwno dla medycyny, jak i dla produkcji zywnos$ci. Ponie-
waz ksenotransplantacje, produkcja lekow, jak i komercjalizacja zywno$ci pochodza-
cej od zwierzat transgenicznych i sklonowanych wkrotce stanie si¢ rzeczywistoscia,
wazne jest, aby istniata metodologia umozliwiajaca odpowiednig ocene bezpieczen-
stwa tych produktow. W przypadku zwierzat transgenicznych i sklonowanych wiek-



Roznicowanie komorek MSC wyizolowanych ze szpiku kostnego transgenicznych swin 201

sza wage mozna przypisa¢ analizie fenotypowej w ramach oceny bezpieczenstwa,
poniewaz stan zdrowia prawdopodobnie bgdzie bardziej czutym wskaznikiem bez-
pieczenstwa produktu i zywno$ci u zwierzat niz u roslin. Obecnie §wiat jest w trakcie
opracowania szczegotowych wytycznych, szczegdlnie w dziedzinie charakterystyki
molekularnej w zakresie oceny bezpieczenstwa produktu i zywnosci pochodzacej
od zwierzat transgenicznych i klonowanych, aby przej$¢ od teorii hipotetycznej do
rzeczywistej. Proponowane przez nas zadanie badawcze wpisuje si¢ w rozwigzanie
powyzszego problemu zatem ma walory nie tylko poznawcze, ale tez aplikacyjne.

Nasze wyniki zaskoczyty nas, nie oczekiwali$my réznic w potencjale do hodow-
li in vitro, jak 1 roznicowania komdrek MSC pozyskanych od zwierzat transgenicz-
nych. Co ciekawe, wydaje sig¢, ze jednak nie mozna postawic¢ znaku rownosci miedzy
zwierz¢tami modyfikowanymi a niemodyfikowanymi. Nie mozna tez poréwnywac
naszych wynikéw z wynikami innych autorow — nikt takich prac nie prowadzil. Dla-
tego przeszukaliSmy literatur¢ pod katem publikacji poréwnujacych zwierzeta trans-
geniczne z nietransgenicznymi. Ponizej przedstawiamy kilka z nich:

Najbardziej zblizona praca do naszej zostata opublikowana przez Kumara i in.
w 2012. Autorzy ci réznicowali MSC pozyskane z tkanki thuszczowej od swin GTKO/
hCD46, czyli z wylaczonym genem al,3-galactozylotransferazy i wprowadzonym
ludzkim genem CD46. Z sukcesem rdéznicowali MSC od $win transgenicznych
w 3 linie komérkowe, w tym adipocyty. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze materia-
tem, z ktorego izolowano MSC, byla tkanka thuszczowa, a méwimy o adipocytach,
ktore daja poczatek tkance ttuszczowej. Ponadto, jak podaja autorzy artykutu, tkanka
thuszczowa ma najwyzsza czgstotliwosé fibroblastoid colony-forming unit (CFU-F).
Czestos¢ CFU-F komorek pozyskanych ze szpiku kostnego wynosi okoto 0,01%, co
sugeruje, ze okoto 2 x 10% komorek szpiku odpowiada 10 g $winskiej tkanki thuszczo-
wej, z jakiej izolowano MSC w cytowanym artykule. Zastosowana pozywka do r6z-
nicowania odbiega réwniez sktadem od naszej (1 uM dexametazon, 10 pg/mL ludzka
rekombinowana insulina, 0,5 mM 3-isobutyl-1-methyloksantyna (IBMX) i 10 mM
indometacyna). Hodowle prowadzono w butelkach pokrytych kolagenem, co réwniez
wplywa na efektywnos$¢ réoznicowania.

Bhuiyan i in. (2004) wykazali r6zne kompetencje rozwojowe w odpowiedzi na
suplementacj¢ biatkiem w pozywce KSOM miedzy nietransgenicznymi i transge-
nicznymi klonowanymi zarodkami bydta. Hosseini i in. (2015) wykazali kontrastowy
wptyw pozywek do hodowli zarodkow G1.2/G2.2 i SOF1/SOF2 na rozwdj nietrans-
genicznych i transgenicznych klonowanych zarodkow kéz przed i po implantacji.
Stwierdzili oni znaczaco wyzszy rozwdj in vitro klonowanych zarodkéw ko6z w po-
zywee G1.2/G2.2 w poréwnaniu z pozywka SOF1/SOF2. In vivo zaobserwowano
jednak znaczaco wyzszy rozwo6j zarodkéw klonowanych w pozywce SOF1/SOF2
w poréwnaniu z pozywka G1.2/G2.2. Nawet jesli zarodki SCNT rozwinigte w G1.2/
(2.2 r6znily si¢ rozwojowo i transkrypcyjnie od odpowiednikéw SOF1/SOF2, liczne
badania ujawnity duzg rozbiezno$¢ miedzy transkryptomami sklonowanych i zaptod-
nionych zarodkéw kontynuujacych rozwoj w tej samej pozywce do hodowli zarod-
kéw (Sawai i in., 2009; Somers i in., 2006). To doprowadzito autoréw do ustalenia,
czy rozbiezno$¢ migdzy wynikami G1.2/G2.2 i SOF1/SOF2 moze mie¢ zwigzek
z metoda produkeji zarodkow. Jesli chodzi o zarodki SCNT, rozwoj blastocyst u zarod-
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kéw IVF wyhodowanych w G1.2/G2.2 byt znacznie wyzszy niz w odpowiednikach
SOF1/SOF2, mimo ze profile ekspresji blastocyst otrzymanych w obu pozywkach do
hodowli zarodkow byty poréwnywalne. Wyniki te sugeruja, ze odchylenia obserwo-
wane w ekspresji genéw sklonowanych zarodkow, ale nie normalnych zarodkéw po
hodowli w G1.2/G2.2, moga wynikaé z bledéw powstatych podczas przeprogramo-
wywania komorek somatycznych i/lub nietypowych wymagan pozywki hodowlanej
klonowanych zarodkéw (Chung i in., 2002). Na przyktad, porownujac wiele réznych
pozywek hodowlanych do hodowli in vitro sklonowanych zarodkéw myszy, Chung
i1in. (2002) wykazali, Ze chociaz glukoza jest toksyczna podczas wczesnego podziatu
normalnych zarodkéw, to jest korzystna w fazie 1-komodrkowej sklonowanych za-
rodkow, gdy sa hodowane w pozywce CZB. Wykazali rowniez, ze chociaz pozywka
zoptymalizowana pod katem potasu jest optymalna dla wezesnych podziatow zarodka
u myszy, to nie dziata dobrze w przypadku sklonowanych zarodkéw myszy. Zatem
reasumujgc stwierdzono, ze pozywki do hodowli zarodkéw i/lub metody produk-
cji zarodkéw mogg nieodwracalnie wptynaé¢ na rozwdj klonowanych zarodkow po
implantacji poprzez okre§lone szlaki molekularne (Hosseini i in., 2015). Trzcinska
i in. (2009) okreslili zmiany apoptotyczne i uszkodzenia chromatyny u nietransge-
nicznych 1 transgenicznych knuréw posiadajacych ludzki gen alfal,2-fukozylotrans-
ferazy. Pobrano pi¢é ejakulatéw od sze$ciu knurdéw transgenicznych (TG) 1 szesciu
nietransgenicznych (NTG), obu mieszancoéw polskiej rasy landrace i large white. Nie
stwierdzono istotnych roznic w odsetku wszystkich wykrytych subpopulacji plemni-
kéw miedzy knurami TG 1 NTG. Podobnie analiza struktury chromatyny nie wyka-
zala statystycznych roéznic w uszkodzeniach chromatyny plemnikow miedzy knurami
TG 1 NTG. Podsumowujac, obecno$¢ ludzkiego genu alfal,2-fukozylotransferazy
w genomie knuréw TG nie powodowata zaburzen procesu spermatogenezy prowa-
dzacych do zwigkszonej produkcji apoptotycznych plemnikdéw. Ponadto niski poziom
plemnikow z uszkodzong chromatyng u knurow TG potwierdza wysoka stabilno$é¢
procesu spermatogenezy u badanych knurow TG. Z kolei Bryta i in. (2010) poréwnali
zdolno$¢ zaptodnienia plemnikow 6 knurow transgenicznych (TG) i 6 nietransge-
nicznych (NTG) w oparciu o analizy zarodkéw powstatych w wyniku inseminacji
nasieniem tych konkretnych knuréw. Bryta i in. (2010) stwierdzili, ze ekspandowane
blastocysty, pochodzace od loszek inseminowanych nasieniem knura TG 1 NTG nie
roznity si¢ istotnie pod wzgledem fragmentacji DNA i nie byto réznic w aktywno-
$ci kaspazy-3. Zatem obserwacje sg r6zne, Bryta i in. (2010) oraz Trzcinska i in.
(2009) nie zaobserwowali roznic migedzy zwierzgtami TRG a nie-TRG, pozostali
takowe roznice odnotowujg. Nasze doswiadczenie jest stosunkowo proste, jednak
wynik wiele mowi 1 moze stanie si¢ zachetg do kontynuowania tego typu prac przez
innych.
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MSC cells isolated from the bone marrow of transgenic pigs properly differentiate into
chondrocites and osteoblasts but not into adipocytes in vitro

SUMMARY

We present the results of a simple experiment where MSC cells isolated from the bone marrow of
transgenic pigs correctly differentiated in vitro into chondrocytes and osteoblasts but not adipocytes, in
contrast to non-transgenic pigs. Interestingly, we had to modify the MSC culture medium and the basal
medium for differentiation into all lines for the transgenic pig, because the one successfully used in non-
transgenic pigs did not bring any results. The potential for in vitro culture and differentiation of MSC cells
obtained from transgenic animals is lower than that observed in non-transgenic animals.
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