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Abstrakt

Pluripotentne blastodermalno-pochodne embrionalne komorki macierzyste (B-ESCs), izolo-
wane z zarodkow kury domowej (Gallus gallus domesticus) w stadium X, stanowig nie tylko
nowatorski model do badania rozwoju zarodkowego ptakow, ale takze nabierajg coraz wigk-
szego znaczenia tak w kontekscie ochrony roznych populacji poza ich naturalnym srodowi-
skiem, jak zachowania genetycznej roznorodnosci gatunkow i ras ptakow hodowlanych.
Glownym celem niniejszej pracy bylo opracowanie wydajnego protokotu: (1) izolacji kurzych
komorek BCs; (2) uzyskiwania z nich stabilnych linii zarodkowych komorek macierzystych
(ESCs) w warunkach ex ovo; oraz (3) okreslenia profilu proteomicznego komorek B-ESCs na
podstawie wybranych biomarkerow pluripotencji, tj. czynnikow transkrypcyjnych Oct-3/4
(ang. octamer-binding transcription factor-3/4) i Sox2 (ang. sex-determining region Y (SRY)-
box 2). Komorki BCs, po izolacji z zaptodnionych jaj w stadium X, byly namnazane ex ovo, w
celu wyprowadzenia stabilnych linii blastodermalno-pochodnych komérek ESCs. Podczas
dtugotrwatej hodowli in vitro komorek B-ESCs, obejmujgcej co najmniej 15 pasazy, analizo-
wano ich zdolnosci adhezyjne i proliferacyjne w zaleznosci od stosowanych naczyn hodowla-
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nych. Detekcje obecnosci specyficznych biatkowych markerow pluripotencji (Oct-3/4 i SOX2)
przeprowadzono w oparciu o zastosowanie metod Western-blot oraz barwienia immunofluo-
rescencyjnego. Wykazano, ze w trakcie dfugookresowej hodowli, blastodermalno-pochodne
komorki ESCs kury domowej zachowywaty morfologie typowq dla zarodkowych komdrek ma-
cierzystych. Potwierdzono takze ekspresje wybranych biomarkeréow pluripotentnego fenotypu
macierzystego komorek wskutek identyfikacji proteomicznego i immunofluorescencyjnego
profilu dwoch przedstawicieli rodziny homeotycznych czynnikow transkrypcyjnych (Oct-3/4 i
Sox2), zawierajgcych wysoce konserwatywng homeodomeneg wigzqcq DNA, z charaktery-
stycznym 60-aminokwasowym motywem heliks-skret-heliks. Z przeprowadzonych badan jed-
noznacznie wynika, ze wykorzystanie 8-komorowych szklanych mikroptytek Ibidi z powierzch-
nig pokrytg syntetycznym substratem polimerowym — poli-L-/izyng oraz szalek hodowlanych z
plastiku polistyrenowego z dnem pokrytym kolagenem typu I (SPL Life Sciences SPL Coat™
Collagen Type I Coated Dishes) istotnie wplywa na zdolnosci proliferacyjne linii komorek B-
ESCs kury domowe;j.

Stowa kluczowe: kura domowa, komorki blastodermalne, zarodkowe komérki macierzyste,
markery pluripotencji, homeotyczne czynniki transkrypcyjne, Oct-3/4, Sox2

Wstep

Badania ukierunkowane na wyprowadzanie oraz kriogeniczne zabezpieczanie linii komodrko-
wych pochodzenia zarodkowego stopniowo staja si¢ i moga stanowi¢ w stosunkowo nieodle-
glej przysztosci immanentny element biotechnologicznie wspomaganej ochrony ex Situ oraz
genetycznego ratowania roznych gatunkow i ras ptakow hodowlanych, w tym kury domowe;j
(Gallus gallus domesticus) (Carsience i in., 1993; Blackburn, 2006; Hu i in., 2022). Ponadto
opracowanie systemow ex 0vo, pozwalajacych na zachowanie stabilnych warunkow cytokine-
tycznych, ktore generuja mikrosrodowisko mitogenne i antycytostatyczne sprzyjajace stymu-
lacji aktywnosci proliferacyjnej komoérek pochodzenia embrionalnego (np. blastodermalno-
pochodnych komorek macierzystych lub pierwotnych komorek ptciowych), wytycza catkiem
alternatywny kierunek w stosunku do modeli badawczych ex vivo, opartych na hodowli linii
komorek fibroblastycznych uktadu skorno-powtokowego lub linii mezenchymalnych komo-
rek macierzystych wywodzacych si¢ z tkanek i organéw mtodocianych lub dojrzatych pitcio-
wo ptakéw udomowionych (Wu i in., 2008; Guan i in., 2010; Na i in., 2010; Bai i in., 2011,
2013; Nandi i in., 2016; Svoradova i in., 2018). Dlatego tez, zniesione okoto 24 godziny po
zaptodnieniu, jaja kury domowej stanowig doskonaly biorezerwuar subpopulacji komorek
blastodermalnych (BCs; ang. blastodermal cells) wywodzacych si¢ z tarczki zarodkowej (em-
briodysku), ktore w jajach poli- i telolecytalnych ptakéw prowadzg do powstania w wyniku
bruzdkowania czesciowego tarczkowego (meroblastycznego) — w obrgbie bieguna animalne-
go (tworczego) jaj — zarodkow w stadiach blastuli/dyskoblastuli lub gastruli. Wyizolowane
komorki blastodermy sa z kolei, idealnym Zrédlem, z ktérego wyprowadzane moga by¢ sta-
bilne mitotycznie, permanentne linie zarodkowych komoérek macierzystych, tj. pierwotnych
komorek zarodkowych (ESCs; ang. embryonic stem cells) kury domowej (Petitte i in., 1990,
2004; Xiong i in., 2020). Wymierng korzys$cig wynikajaca z kompleksowego wdrazania roz-
wigzan z zakresu gatunkowo-specyficznej biotechnologii reprodukcyjnej oraz genetycznej
inzynierii embrionalnej opartej na wyprowadzaniu, pozaustrojowej hodowli oraz kolekcjono-
waniu ex ovo blastodermalno-pochodnych komorek ESCs (ang. blastoderm-derived ESCs; B-
ESCs) jest trwate zachowanie biotechnologicznej ochrony ex situ oraz zwigkszenie poziomu
bioréznorodnosci genotypowej rzadkich, rodzimych ras zachowawczych wybranych gatun-
kow ptakow hodowlanych, w tym kury domowej (Samiec i Trzcinska, 2022; Sun i in., 2022).
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Biorgc pod uwage wszystkie wyzej wymienione agrobiotechnologiczne, biologiczne,
zootechniczne oraz gatunkowo-specyficzne uwarunkowania ornitologiczne, nadrzgdnym ce-
lem podjetych prac badawczych byto opracowanie i optymalizacja nowych procedur badaw-
czych sprofilowanych na stworzenie modelu in vitro dla potrzeb:

1) izolacji komoérek BCs z zaptodnionych jaj kury domowej;

2) wyprowadzania ex ovo stabilnych linii komérek ESCs z wyizolowanych subpopulacji ko-
morek BCs;

3) namnazajacej hodowli in vitro wyprowadzonych linii komoérek ESCs pochodzenia blasto-
dermalnego (B-ESCs);

4) okreslenia profilu proteomicznego wybranych biomarkeréw pluripotencji (Oct-3/4, S0x2)
w stabilnych mitotycznie liniach komoérek B-ESCs.

Material i metody

1. lzolacja komorek BCs z tarczek zarodkowych zaplodnionych jaj kury domowej, wy-
prowadzanie hodowli pierwotnych i linii blastodermalno-pochodnych komérek ESCs
(B-ESCs) oraz okreslenie ich parametrow cytokinetycznych w zaleznos$ci od zastosowa-
nia ré6znych rodzajow naczyn hodowlanych

W ramach przeprowadzonych eksperymentow zaptodnione jaja przechowywano do czasu
izolacji komoérek BCs w pomieszczeniu schtodzonym do temperatury 17-18°C. Bezposrednio
przed izolacja komorek BCs, jaja przemywano 70% etanolem w celu zachowania warunkow
jatlowych. Tarczki zarodkowe izolowano z jaj w X stadium rozwoju embrionalnego, z wyko-
rzystaniem krazkow bibuiki filtracyjnej. W kazdym z 3 powtdrzen eksperymentalnych uzyto
15 zaptodnionych jaj. Po izolacji, tarczki splukiwano do sterylnych 15-mL stozkowych pro-
bowek wirowniczych przy uzyciu 1xPBS (bez jonéw Ca?* i Mg?; CMF-PBS; ang. cal-
cium/magnesium-free phosphate-buffered saline; pH 7,2). Wykorzystujac sterylne pipety pa-
steurowskie, mechanicznie rozpraszano komoérki w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny.
Nastepnie uzyskang zawiesing komérkowa wirowano przez 10 minut ze wzglednym przyspie-
szeniem odsrodkowym 90xg, w temperaturze pokojowej. Po usunigciu supernatantu uzyskany
precypitat komorkowy zawieszano w 5 mL pozywki hodowlanej Eagle’a w modyfikacji Dul-
becco (DMEM; ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Sigma-Aldrich, Merck), wzboga-
conej 1,5% surowicy ptodow bydlecych (FBS; ang. fetal bovine serum; Sigma-Aldrich,
Merck), 2,0% (v/v) suplementu B-27™ Plus (ThermoFisher Scientific; wolny od surowicy,
zdefiniowany chemicznie suplement nowej generacji zawierajacy m.in. antyoksydanty i
sktadniki troficzno-energetyczne, ktory zapewnia najwyzszy wskaznik przezywalnosci in vi-
tro, a takze zachowanie wysokiej aktywnosci proliferacyjnej oraz zdolnosci do samoodnawia-
nia i utrzymania niezréznicowanego statusu zarodkowych komorek macierzystych w warun-
kach hodowli jednowarstwowej), 2,0 uL/mL SCF (ThermoFisher Scientific; polipeptydowy
czynnik wzrostu komorek macierzystych; ang. stem cell factor) oraz koktajlem antybiotyko-
wym penicyliny i streptomycyny (Pen-Strep; Sigma-Aldrich, Merck). Wzbogacenie pozywki
przeznaczonej do hodowli namnazajacej, stabilizujacej podziaty mitotyczne i podtrzymujace;j
niezréznicowany fenotyp, charakter macierzysty i samoodnawialno$¢ komorek B-ESCs po-
przez jednoczesng suplementacje 1,5% FBS (obfitujacy w mitogeny suplement niezdefinio-
wany chemicznie o drastycznie zredukowanej koncentracji z 10,0% do 1,5%) oraz 2,0% B-
27™ Plus (suplement zdefiniowany chemicznie, dedykowany specyficznym wymaganiom
pierwotnych komorek zarodkowych) byto podyktowane unikatowymi cechami cytokinetycz-
nymi i molekularnymi blastodermalno-pochodnych zarodkowych komodrek macierzystych
oraz danymi literaturowymi (Vanhoutteghem i in., 2004; Horiuchi i in., 2006; Zhang i in.,
2018). Ponadto wiasciwy dobdr dawek stezeniowych oraz odpowiedni stosunek ilosciowy
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(struktura rozktadu koncentracji) obu suplementow (1,5% FBS; 2,0% B-27™ Plus) zapewnity
tacznie komplementarne i synergistyczne oddziatywanie obu wielosktadnikowych czynnikow
multimitogennych na parametry cytofizjologiczne komoérek B-ESCs i utrwalenie molekular-
nych wlasciwosci towarzyszacych zablokowaniu ich zdolnosci do strukturalno-
funkcjonalnego przeprogramowania i cytodyferencjacji w warunkach ex ovo (Couteaudier i
in., 2015; Zhang i in., 2018; Xiong i in., 2020).

Koncentracje wysiewanych komorek w 1 mL zawiesiny okre§lano przy uzyciu elek-
tronicznego licznika komérek TC20™ Automated Cell Counter. Komorki blastodermalne
wysiewano do naczyn hodowlanych w gestosci 3x10° komoérek/mL, inicjujac hodowle pier-
wotne komorek B-ESCs, z ktorych po przeprowadzaniu pasazy prowadzacych do podwojenia
subpopulacji komoérkowych wyprowadzano stabilne mitotycznie linie/szczepy zarodkowych
komorek macierzystych (ESCs) (minimum 15 pasazy). Hodowle komoérek B-ESCs prowa-
dzono w inkubatorze o $cisle okreslonych warunkach termiczno-atmosferycznych (38°C, 5%
CO2 w powietrzu, maksymalna wilgotnos¢ wzgledna).

W celu ustalenia optymalnych warunkéw hodowli wykorzystano r6zne naczynia ho-
dowlane oraz rézne typy substratéw pokrywajacych denne czgsci naczyn hodowlanych. Dla-
tego tez uktad doswiadczalny obejmowat dwie serie eksperymentow. W pierwszej serii ekspe-
rymentéw hodowle komoérkowe byly zakladane i przeprowadzane w nastepujacych naczy-
niach hodowlanych: i) butelki hodowlane SPL Life Sciences Cell Culture Flasks (o pojemno-
§ci 25 cm?) z substratem polistyrenowym (ryc. 1A); i) butelki hodowlane
Nunc™EasYFlask™ Cell Culture Flasks (o pojemnosci 25 cm?) z substratem polistyrenowym
o powierzchni dennej typu A, zwigkszajacej adherentnos¢ i sity przyciagania elektrostatycz-
nego komorek do podloza (ryc. 1B); oraz iii) sterylne, wysokoscienne mikroptytki 8-
komorowe Ibidi z dnem szklanym powlekanym syntetycznym substratem polimerowym —
poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine) (ryc. 1C). Z kolei w drugiej serii ekspery-
mentéw hodowle komorkowe byly zaktadane i przeprowadzane w polistyrenowych szalkach
hodowlanych o $rednicy 60 mm, z podtozem powlekanym kolagenem typu I (SPL Life Scien-
ces SPL Coat™ Collagen Type I Coated Dishes) (ryc. 1D). Dokumentacje mikrofotograficzng
hodowanych komorek B-ESCs prowadzono w mikroskopie odwroconym (Nikon Ti-U), wy-
posazonym w kamerg¢ Nikon DS-Filc-U3 (Tokio, Japonia). Po przeprowadzeniu oceny para-
metrow cytokinetycznych (zdolnosci do adhezji i proliferacyjnego wzrostu komoérek oraz ich
zdolnos$ci do osiggania pelnej konfluencji i inhibicji kontaktowej) wyprowadzone linie blasto-
dermalno-pochodnych komorek ESCs zabezpieczono kriogenicznie w kontenerach wypetnio-
nych ciektym azotem (LN3).

2. Ocena aktywnosci proliferacyjnej blastodermalno-pochodnych komérek ESCs z
zastosowaniem analogu nukleotydowego (BrdU)

Do oszacowania potencjatu proliferacyjnego komoérek wykorzystano zestaw odczynnikow dla
kolorymetrycznego testu proliferacji, zaleznego od 5-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU; Ro-
che, REF 11647229001) (Kolb i in., 1999; Liboska i in., 2012). W celu przygotowania roz-
tworu testowego rozpuszczono 7,1 pL BrdU w 710 uL pozywki hodowlanej. W dalszej kolej-
nosci na kazdy dotek hodowlany (z wyjatkiem proby kontrolnej) ptytki 96-dotkowej z wysia-
nymi 24 godziny wczes$niej komérkami (10 000 komorek/100 uL medium hodowlane-
go/dotek) oraz do proby slepej dodano po 10 pL tego roztworu i inkubowano 2 godziny. Po
uptywie tego czasu kazdy z roztwordéw testowych usunigto z dotkéw, plytke odsgczono na
bibule i wstawiono do suszarki (60°C, 1 godz.). Nastepnie dodano po 200 uL buforu utrwala-
jaco-denaturujgcego FixDenat na dotek i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30
minut. W tym czasie rozpuszczono specyficzne przeciwciata anty-BrdU, skoniugowane z
czgsteczkami enzymu peroksydazy POD (koniugaty anty-BrdU-POD) w 1,1 mL H20; 100 pL
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tego roztworu rozpuszczono w 10 mL roztworu do rozcienczania przeciwciat (Antibody dilu-
tion solution). Po uptywie 30 minut usunigto roztwor, osuszono ptytke na bibule i dodano po
100 pL na dotek rozcienczonego roztworu przeciwciat anty-BrdU, sprzezonych z peroksydazg
(anty-BrdU-POD) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 90 minut. W tym czasie
rozcienczono 10 mL buforu do przeptukiwania probek (Washing buffer) przez dodanie 90 mL
H>0. Nastepnie odptukano przeciwciata 3 razy po 100 pL na dotek przez dodanie rozcienczo-
nego buforu do przemywania (Washing buffer) — za kazdym razem z ptytki wytrzasnigto roz-
twor i osuszono ja na bibule. Kolejno dodano po 100 pL na dotek roztworu substratowego
(Substrate solution) i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po tym czasie
zmierzono absorbancj¢ przy uzyciu spektrofotometru Thermoscientific Varsioscan LUX, ko-
rzystajac z programu Skanlt Software 7.0 RE. W programie ustawiono wartosci odczy-
tu/detekcji absorbancji przy dtugosciach fali absorpcyjnej/wzbudzajacej i emitowanej, odpo-
wiednio: Aabex = 370 NM i Xem = 492 nm, a odczyt wykonano w 10 i 15 minucie od dodania
roztworu substratowego (Substrate solution).

2.1. Analiza statystyczna wynikéw prac eksperymentalnych z wykorzystaniem BrdU-
zaleinego, kolorymetrycznego testu proliferacji hodowanych in vitro komorek B-ESCs

Analize¢ statystyczng danych wykonano w programie Microsoft Excel 365 z dodatkiem do
analiz statystycznych Analysis ToolPak. Od warto$ci absorbancji dla powtdrzen technicznych
odjeto warto$¢ absorbancji dla medium (proba $lepa). Usunigto skrajne wyniki — jedng war-
to$¢ maksymalng i jedng minimalng — w celu zmniejszenia odchylenia standardowego. Na-
stepnie, obliczono $rednie wartosci absorbancji przy dtugosciach fal Aavex = 370 nm oraz Aem =
492 nm dla powtorzen technicznych, a nastgpnie $rednie wartosci dla powtorzen biologicz-
nych. Uzyskane w ten sposob wartosci absorbancji przy dlugosci fali emitowanej Aem = 492
nm odjeto od absorbancji przy dtugosci fali absorpcyjnej Aanex = 370 nm. Obliczono odchyle-
nia standardowe. Przeprowadzono analiz¢ réznic statystycznych przy zastosowaniu testu t-
Studenta, w ktorym przyjeto, ze poziom istotnosci statystycznej jest roOwny wartosci 0,05
(0=0,05). Zmierzone wartosci absorbancji dla prob kontrolnych (komorki + koniugaty prze-
ciwciat z peroksydaza anty-BrdU-POD) byly na poziomie absorbancji dla prob §lepych (me-
dium hodowlane + BrdU + koniugaty przeciwcial z peroksydazg anty-BrdU-POD), co $wiad-
czy o specyficznym dziataniu uzytych przeciwciat.

3. Western-blot-zalezna analiza profilu proteomicznego komérek B-ESCs w kierunku
potwierdzenia ich charakteru macierzystego oraz stopnia pluripotencji w oparciu o
identyfikacje ekspresji markerowych bialek Sox2 i Oct-3/4 z grupy homeotycznych
czynnikow transkrypcyjnych

3.1. Izolacja biatka catkowitego 7 blastodermalno-pochodnych komorek ESCs

W celu izolacji biatka catkowitego z komoérek B-ESCs hodowanych z wykorzystaniem szkie-
tek hodowlanych p-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine oraz szalek hodowlanych SPL Li-
feScience SPL Coat™ Collagen Type | Coated Dish usuwano pozywke z naczyn hodowla-
nych. Nastepnie po trzykrotnym przeptukaniu komoérek w roztworze PBS do dotkéw hodow-
lanych deponowano bufor przeznaczony do lizy komorek i ekstrakcji biatka catkowitego z
komorek — RIPA (ang. Radioimmunoprecipitation Assay; ThermoFisher Scientific) oraz in-
hibitory proteaz (10 uL/mL buforu do lizy; Sigma-Aldrich, Merck). Naczynia hodowlane
umieszczano na lodzie w celu przeprowadzenia cytolizy, a po uptywie 5 minut dokonywano
mechanicznego odseparowania adherentnych komorek od podtoza pokrytego substratem po-
limerowym (poli-L-lizyng) lub substratem kolagenowym, za pomoca skrobaka do komorek
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(Biologix Group Limited). Otrzymang zawiesing komoérkowg przenoszono do stozkowych
mikroprobowek wirowniczych, a w dalszej kolejnosci probki poddawano ultradzwigkowe;j
dezintegracji (lizie i ekstrakcji) oraz homogenizacji komorek, tj. sonifikacji/sonikacji, poprzez
trzykrotne generowanie 5-sekundowych ultradzwigkdw o napigciu 50 V. Po zakonczonej So-
nifikacji, probki pozostawiano na lodzie przez okres 10 minut, a nast¢pnie ultrawirowano z
predkoscia 15 000 rpm przez 15 minut w temperaturze +4°C. Supernatanty z wyizolowanym
biatkiem catkowitym zamrazano w temperaturze —80°C.

3.2. Pomiar st¢zenia biatka catkowitego metodg Lowry’ego

Stezenie biatka catkowitego w rozmrozonych probkach oznaczano z uzyciem zestawu DC™
Protein Assay Kit II (BioRad Laboratories) poprzez zastosowanie metody Lowry’ego, ktorej
mechanizm polega na przeprowadzeniu chemicznych reakcji redukcji wartosciowosci katio-
néw miedzi w zwigzkach kompleksowych z poziomu utlenienia Cu?* do Cu*. Efektem zmia-
ny stopnia oksydacji miedzi jest powstanie niebieskiego zabarwienia probek. Intensywnosc¢
zabarwienia probek okreslano z uzyciem spektrofotometru o dtugosci fali promieniowania
emitowanego rownej 750 nm (Aem=750 nm). Krzywa wzorcowa sporzadzano z roztworéw
albuminy surowicy bydlecej (BSA; Sigma-Aldrich, Merck) w buforze RIPA. Probki standar-
dowe przenoszono do 96-dotkowych ptytek mikrofitracyjnych. Za pomoca czytnika do ptytek
Infinite® F50 (Tecan Group Ltd.) dokonywano pomiaru absorbancji przy Aem=750 nm. Steze-
nie biatka w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;.

3.3. Elektroforeza biatek w Zelu poliakryloamidowym w obecnosci siarczanu dodecylu sodu
(SDS-PAGE; ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

W przypadku wszystkich probek odmierzano takg objetosc, aby kazda z nich zawierata ekwi-
walent rowny 30 pg biatka. Gdy objetos$¢ probki byta wigksza niz 20 pL, zageszczano probki
w koncentratorze prozniowym z chtodzeniem (LABCONCO); zageszczenie probki nastgpo-
walo poprzez odparowanie rozpuszczalnika. Natomiast w sytuacji gdy wielko$¢ probki bylta
zbyt mala, jej wolumen byt uzupetniany dodatkowg objetoscig buforu do lizy i ekstrakcji
RIPA z inhibitorami proteaz. Do kazdej probki dodawano 19 pL buforu denaturujacego
2xLaemmli Sample Buffer i 1 uL B-merkaptoetanolu (BioRad Laboratories). Nastepnie prob-
ki wirowano. W celu przyspieszenia procesu denaturacji, probki biatek umieszczano w ter-
moblokach z wytrzasaniem przy predkosci 250 rpm i w temperaturze 100°C przez okres 5
minut. Po inkubacji probki zawierajace zdenaturowane biatka schtadzano do temperatury po-
kojowej. Elektroforeze przeprowadzano w zelu poliakrylamidowym. Elektroforetyczny roz-
dzial mieszaniny biatek przeprowadzano przez 120-150 minut w aparacie Mini-PROTEAN
Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories) pod statym napieciem rownym 70 V dla zelu zageszczajg-
cego i 110 V dla zelu rozdzielajacego.

3.4. Elektrotransfer bialek na blone

Po zakonczeniu procesu elektroforezy przeprowadzano transfer biatek z zelu na btong z fluor-
ku poliwinylidenu/polifluorku winylidenu (PVDF Immobilon®-P; Sigma-Aldrich, Merck).
Blong aktywowano w roztworze metanolu przez okres 5 minut, a naste¢pnie przeptukiwano w
wodzie destylowanej przez okres 3 minut w buforze przeznaczonym do elektrotransferu
(GTB; ang. Genie Transfer Buffer). Bialka, ktorych rozdzial przeprowadzano na 10% zelu,
przenoszono w transferze pétsuchym na btone. Wczesniej namoczone bibuly Whatmana w
buforze GTB wykorzystano do obtozenia zelu i btony. Elektrotransfer biatek przeprowadzano
przez okres 10-15 minut przy statym nat¢zeniu 1300 mA w aparacie Thermo Scientific Pierce
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Power Blotter (ThermoFisher Scientific). Po zakonczeniu transferu blony przeptukiwano pie-
ciokrotnie po 3 minuty przy uzyciu wytrzasarki kotyskowej w TBST (ang. Tris-Buffered Sa-
line with Tween 20, bufor trisowy wzbogacony o Tween 20; Sigma-Aldrich, Merck).

3.5. Wykrywanie biatek

Btone PVDF inkubowano w 5% odttuszczonym mleku sporzadzonym w TBST przez 1 go-
dzing przy uzyciu wytrzasarki kolyskowej w temperaturze pokojowej. Celem tej procedury
byto zablokowanie niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciat z biatkami. Po inkubaciji,
btong przeptukiwano w buforze TBST pigciokrotnie po 3 minuty na wytrzasarce kotyskowe;.
Do kazdej z bton dodawano 5 mL roztworu przeciwciat w okreSlonym stezeniu (tab. 1), przy-
gotowanych w buforze TBST z dodatkiem 1% BSA, a nastepnie przeprowadzano catonocng
inkubacje blon w temperaturze 4°C. Po zakonczeniu inkubacji, blony ponownie przeptukiwa-
no 5 razy przez 3 minuty w TBST. Do kazdej btony dodawano po 5 mL roztworu sprzezo-
nych z peroksydaza chrzanowa (HRP; ang. horseradish peroxidase) przeciwciat drugorzedo-
wych (tab. 1), sporzadzonych w buforze TBST. Nastg¢pnie przystgpowano do kolejnej inkuba-
cji przez 1 godzing przy uzyciu wytrzasarki kotyskowej w temperaturze pokojowej. Po upty-
wie 1 godziny blong ciagle przeptukiwano, jednoczesnie wytrzasajac ja trzykrotnie po 3 mi-
nuty w buforze TBST i trzykrotnie po 3 minuty w roztworze soli fizjologicznej zbuforowanej
za posrednictwem Tris — tris(hydroksymetylo)aminometanu (TBS; ang. Tris-Buffered Saline;
tzw. bufor trisowy).

Tabela 1. Kompleksowa charakterystyka pierwszo- i drugorzedowych przeciwciat wykorzystanych do analizy Western-blot
Table 1. Comprehensive characterization of primary and secondary antibodies used for Western-blot (W-B) analysis

Antygen Przeciwcialo pierwszorz¢dowe Przeciwcialo drugorzedowe
Antigen Primary antibody Secondary antibody
Sox2 poliklonalne krolicze kozie anty-krolicze sprz¢zone z HRP

Sex-determining
region Y (SRY)-
box 2

Anty-Sox2
1:500
Abcam

1:2000
Vector Laboratories

Oct-3/4
Octamer-
binding tran-
scription factor-
3/4

monoklonalne krolicze
anty-Oct-3/4

1:500

Abcam

kozie anty-krolicze sprz¢zone z HRP
1:2000
Vector Laboratories

p-aktyna
p-actin

monoklonalne mysie
anty- B-aktyna
1:2000
Sigma-Aldrich

kozie anty-mysie sprzezone z HRP
1:3000
Bio-Rad Laboratories

3.6. Detekcja biatek w Zelu SDS-PAGE

Stosujac metode chemiluminescencyjng oparta o luminol (zestaw Clarity™ Western ECL
Blotting Substrates, Bio-Rad Laboratories) uwidoczniano miejsca na zelu, w ktorych zacho-
dzita reakcja wigzania przeciwciat z antygenami. W pierwszej kolejnosci inicjowano proces
inkubacji w odczynniku, w temperaturze pokojowej przez 90 sekund, przy catkowitej ciemno-
$ci. Po zakonczeniu inkubacji, btong PVDF umieszczano w aparacie ChemiDoc XRS+ (Bio-
Rad Laboratories). Wyniki generowano przy uzyciu programu ImagelLab 4.0 (Bio-Rad Labo-
ratories).

3.7. Eliminacja przeciwcial (,,Stripping”) w odniesieniu do referencyjnego biatka f-aktyny

Proces ogotacania (,,stripping”) wykorzystuje si¢ w celu usunigcia przeciwciat [-rzedowych i
II-rzedowych skierowanych przeciwko badanym biatkom. Polega on na odtrawieniu przeciw-
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cial zwigzanych z blong za posrednictwem buforu charakteryzujgcego si¢ niskim poziomem
pH (pH=2). Biatkiem referencyjnym w tym przypadku byla B-aktyna. Detekcj¢ B-aktyny
przeprowadzano na tych samych btonach, na ktore uprzednio naktadano przeciwciata.

Inicjacja procesu ,,strippingu” miata miejsce poprzez trzykrotne przeplukiwanie bton
PVDF na wytrzgsarce kotyskowej W roztworze TBS po 10 minut. Po zakonczeniu przeptuki-
wania przeprowadzono inkubacj¢ w buforze do strippingu przez 30 minut. Nastepnie przy
uzyciu wytrzasarki kotyskowej btony poddawano dwukrotnemu przeptukiwaniu po 10 minut,
a dalszej kolejnosci jednokrotnemu przeptukiwaniu przez 10 minut w buforze TBST. W ko-
lejnych etapach strippingu postepowano z btong w sposob analogiczny jak po procesie elek-
troforezy, czyli przystepowano do zainicjowania reakcji blokowania aktywnosci przeciwciat
w mleku, a w ostatnim etapie dodawano pierwszorz¢dowe przeciwciato, ktore skierowane
byto przeciwko B-aktynie.

3.8. Opracowanie wynikow Western-blot-zaleznej oceny proteomicznej komorek B-ESCs

Analize Western-blot dla badanych biatek powtorzono 2 razy. Zdjecie kazdej z bton oceniano
przy uzyciu programu ImageLab 4.0 (Bio-Rad Laboratories). Grubos$¢ prazkow zostata zmie-
rzona i znormalizowana wzgledem pomiaru wykonanego na biatku referencyjnym (B-

aktynie).

4. Immunofluorescencyjna analiza komorek B-ESCs w celu potwierdzenia ich charakte-
ru macierzystego oraz stopnia pluripotencji

Barwienie immunofluorescencyjne ukierunkowane na detekcje obecnosci biomarkerow pluri-
potencji komorek macierzystych, tj. homeotycznych czynnikéw transkrypcyjnych Sox2 (ang.
sex-determining region Y (SRY)-box 2) oraz Oct-3/4 (ang. octamer-binding transcription fac-
tor-3/4), wykonano wykorzystujac przeciwciata pierwszorzgdowe zastosowane w analizie
Western-blot. Szczegodty dotyczace przeciwcial pierwszo- i drugorzgdowych umieszczono w
tabeli 2. Po usuni¢ciu pozywki z dotkow hodowlanych utrwalano komorki przy uzyciu roz-
tworu utrwalajacego (4% roztwor paraformaldehydu — PFA w soli fizjologicznej zbuforowa-
nej fosforanami — PBS) przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie usunieto roz-
twor utrwalajacy i ptukano komorki buforem TBS. Po zakonczonej procedurze ptukania per-
meabilizowano blony komoérkowe 0,1% roztworem Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Merck) w
TBS, w temperaturze pokojowej przez 30 sekund. Po tym czasie usunigto zawarto$¢ dotkow
hodowlanych i dodano do kazdego z nich 200 pL roztworu blokujacego (szczegoty w tab. 2).
Po 40-minutowej inkubacji z dotkow usunigto roztwor blokujacy i nalozono przeciwciata
pierwszorzedowe. Inkubacj¢ prowadzono przez 24 godziny w temperaturze +4°C. Nastepne-
go dnia usunigto z dotkow przeciwciata pierwszorzedowe i przeprowadzono procedure pluka-
nia preparatow (5 razy po 3 minuty w TBST, ptukanie przeprowadzono przy wykorzystaniu
wytrzasarki kotyskowej) i kolejno natozono przeciwciata drugorzedowe (tab. 2). Po godzinnej
inkubacji przeprowadzanej w ciemnos$ci, W temperaturze pokojowej, ponownie ptukano pre-
paraty (3 razy po 3 minuty w TBS za pomoca wytrzasarki kotyskowej) 1 zamykano w zelu
wysyconym mieszaning fluorochromu 4',6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI) oraz odczynni-
ka Vectashield, przeciwdziatajacego przedwczesnemu wygasaniu sygnatow fluorescencyj-
nych tj. wydluzajacego okres poéttrwania wzbudzonych czasteczek fluorochromu (DAPI-
VECTASHIELD® HardSet™; Vector Laboratories). Tak przygotowane preparaty obrazowa-
no za pomoca skanujacego laserowego mikroskopu konfokalnego OLYMPUS FV1200 FLU-
OVIEW (OLYMPUS, Tokio, Japonia) (parametry obrazowania w tab. 3).
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Tabela 2. Kompleksowa charakterystyka pierwszo- i drugorzedowych przeciwcial wykorzystanych do analizy immunofluorescen-

cyjnej

Table 2. Comprehensive characterization of primary and secondary antibodies used for immunofluorescence analysis

Antygen Roztwor blokujacy Przeciwcialo pierwszorzedowe Przeciwcialo drugorzedowe

Antigen Blocking solution Primary antibody Secondary antibody

Sox2 5% normalna poliklonalne krolicze kozie anty-krélicze

Sex- surowica kozia Anty-Sox2 znakowane

determining Sigma-Aldrich 1:50 AlexaFluor488

region Y Abcam 1:500

(SRY)-box 2 ThermoFisher
SCIENTIFIC

Oct-3/4 5% normalna monoklonalne krélicze kozie anty-krolicze

Octamer- surowica kozia anty-Oct-3/4 znakowane

binding tran- Sigma-Aldrich 1:100 AlexaFluor488

scription Abcam 1:500

factor-3/4 ThermoFisher
SCIENTIFIC

Tabela 3. Parametry obrazowania struktur komorkowych w mikroskopie konfokalnym OLYMPUS FV1200 FLUOVIEW
Table 3. Parameters of imaging the cell structures in confocal microscope OLYMPUS FV1200 FLUOVIEW

Fluorochrom
Fluorochrome

Laser (DIODA)
Laser (DIODE)

Dlugosé fali promieniowania absorp-
cyjnego/wzbudzajacego (Aaviex); Dhu-
gos¢ fali promieniowania emitowane-
g0 (Rem)
Wavelength of absorbed/exciting
radiation (lavex); Wavelength of emitted
radiation (lem)

Alexa Fluor 488 473 nm Aabrex = 473 nm; Aem = 520 nm
DAPI 405 nm Aabrex = 405 nm; Aem= 461 nm
WyniKki

Stwierdzono, ze po 96 godzinach hodowli z wykorzystaniem polistyrenowych butelek hodow-
lanych SPL Life Sciences (ryc. 1A) oraz Nunc™EasYFlask™ (z podtozem typu A; ryc. 1B),
pomimo wczesniej zaobserwowanej progresji w procesach adhezji 1 proliferacyjnego wzrostu
in vitro, komoérki BCs zaczely masowo odklejaé sie od podloza. Natomiast po 15 pasazach
hodowli namnazajacej ESCs z wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z
podtozem powlekanym syntetycznym substratem polimerowym — poli-L-lizyng (u-Slide 8
Well high Poly-L-Lysine; ryc. 1C) oraz plastikowych szalek hodowlanych powlekanych ko-
lagenem typu I (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated Dishes; Rycina 1D)
wyizolowano bialtko catkowite, w kierunku okreslenia profilu proteomicznego wybranych
czynnikow transkrypcyjnych warunkujacych pluripotencje wyprowadzonych linii komorek B-
ESCs, poprzez przeprowadzenie analizy Western-blot (W-B) oraz analiz¢ immunofluorescen-
cyjng biatek markerowych komorek pluripotentnych: Oct3/4 (ang. octamer-binding trans-
cription factor 3/4) oraz Sox2 (ang. sex-determining region Y (SRY)-box 2) (ryc. 2 i 3).

Wplyw podloza hodowlanego na aktywnos$¢ proliferacyjna blastodermalno-pochodnych
komorek ESCs kury domowej

Test BrdU stanowi procedure, ktora w sposob ilosciowy obrazuje synteze DNA, a wigc proli-
feracje komorek. 5-bromo-2’-deoksyurydyna jest syntetycznym analogiem nukleozydu — ty-
midyny, ktory wbudowywany jest do DNA w dzielacej si¢ komoérce w trakcie fazy S cyklu
podziatlowego komorki. Inkorporacja czgsteczek BrdU i ich specyficzne wigzanie (addycja) z
DNA jadrowym nastgpuje w wyniku wielokrotnego zaj$cia reakcji substytucji — przez atomy
bromu, pochodzace z czasteczek BrdU — grup metylowych przytagczonych do atoméw wegla
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znajdujacych si¢ w pozycji 5 (5-C) tymidyny (Kolb i in., 1999). Detekcja wbudowanych cza-
steczek BrdU jest mozliwa wskutek uzycia specyficznego przeciwciata sprzgzonego z enzy-
mem peroksydaza (tj. koniugatu anty-BrdU-POD) i jego reakcji z dodawanym substratem.
Reakcja ta pozwala na kolorymetryczng analiz¢ zdolno$ci proliferacyjnych badanych komo-
rek (Liboska i in., 2012).

Wiyniki testu proliferacji zostalty opracowane na podstawie przeprowadzonych pomia-
réw absorbancji mierzonych w 10. i 15. minucie od dodania roztworu substratowego (Sub-
strate solution) i przedstawione w tabeli 4 oraz na wykresie 1. Nie stwierdzono roznic istot-
nych statystycznie migdzy komorkami hodowanymi w butelkach hodowlanych SPL Life
Sciences Cell Culture Flasks z substratem polistyrenowym a komdrkami rosngcymi w butel-
kach hodowlanych Nunc™EasYFlask™ Cell Culture Flasks z substratem polistyrenowym o
powierzchni dennej typu A, zwickszajacej adherentnos¢ i sity przyciagania elektrostatycznego
komoérek do podioza. Podobnie, nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie miedzy ko-
morkami rosngcymi w wysokosciennych mikroptytkach 8-komorowych Ibidi z dnem szkla-
nym powlekanym syntetycznym substratem polimerowym — poli-L-lizyng i komoérkami ro-
snagcymi w polistyrenowych szalkach hodowlanych o $rednicy 60 mm, z podtozem powleka-
nym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated Dishes).

Przeprowadzone analizy wykazaly istotnie statystycznie wyzszy poziom proliferacji
komorek hodowanych z wykorzystaniem mikroptytek 8-komorowych Ibidi i szalek hodowla-
nych powlekanych kolagenem typu I w stosunku do komérek hodowanych zaréwno w butel-
kach hodowlanych SPL Life Sciences Cell Culture Flasks z substratem polistyrenowym jak i
w butelkach hodowlanych Nunc™EasYFlask™ Cell Culture Flasks z substratem polistyre-
nowym o powierzchni dennej typu A.

Tabela 4. Roznica bgdaca wynikiem matematycznego/arytmetycznego dziatania odejmowania sredniej absorbancji przy diugosci fali
Xem = 492 nm od $redniej wartosci absorbancji przy dtugosci fali Aabex = 370 Nm oraz analiza poziomu rdznic statystycznych przy
zastosowaniu testu t-Studenta dla $rednich warto$ci miedzy komorkami B-ESCs rosngcymi w réznych naczyniach hodowlanych w
10. i 15. minucie od dodania roztworu substratowego (Substrate solution)

Table 4. The difference being the result of mathematical (arithmetic) operation of subtracting the mean value of absorbance at an
emission wavelength of Xem =492 nm from the mean value of absorbance at an absorption/excitation wavelength of Aabex =370 nm
and the t-Student test-mediated analysis of the levels of statistical differences pinpointed for mean values between experimental
groups of B-ESCs proliferating in various cell culture vessels at the 10- and 15-minute timepoints following addition of Substrate
solution

Rodzaj naczyn/substratéw Srednia réznica Test Srednia réznica Test
uzytych do absorbancji [nm] w 10. t-Studenta absorbancji [nm] w t-Studenta
hodowli in vitro minucie t-Student test 15. minucie t-Student test
komoérek B-ESCs Average absorbance Average absorbance
The type of vessels/substrata dlfferenc_e [nm] at 10 dlfferenc_e [nm] at 15
used for in vitro culture of minutes minutes
B-ESCs
Wysokoscienne szklane 8-
komorowe mikroplytki Ibidi 1,33+£0,55 1,74 £ 0,65
(powlekane substratem polime-
rowym
poli-L-lizyna)
u-Slides 8 Well high Poly-L-
Lysine: 1.5 polymer coverslip
0,11 0,09

Polistyrenowe szalki hodowlane
SPL L.ife Sciences (powlekane

kolagenem typu I) 1,77 £ 0,54 2,27 + 0,60

SPL Life Sciences SPL Coat™

Collagen Type | Coated Dishes
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Plastikowe butelki hodowlane
SPL Life Sciences (z substratem
polistyrenowym)

SPL Life Sciences Cell Culture
Flasks

Plastikowe butelki hodowlane
Nunc™EasYFlask™
(z substratem polistyrenowym
0 powierzchni dennej
typu A)
Nunc™EasYFlask™ Cell Cul-
ture Flasks

0,56 +0,30

0,62 +0,37

0,69

0,70 £ 0,35

0,72

0,76 = 0,44

Wykres 1. Réznica absorbancji dla komorek B-ESCs rosnacych w réznych naczyniach hodowlanych po 10 i 15 minutach od dodania

roztworu substratowego (Substrate solution)

Diagram 1. The chart depicting the difference in the absorbance noticed for B-ESCs expanded in various types of cell culture ves-
sels, which has been estimated 10 and 15 minutes after supplementation with Substrate solution
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Warto$¢ p dla testu t-Studenta miedzy poszczegdlnymi grupami: *p<0,01, ***p<0,0001.



M. Samiec i in.

Rycina 1. Opracowanie modelu in vitro wyprowadzania blastodermalno-pochodnych zarodkowych komorek
macierzystych (ESCs) kury domowej na potrzeby okres§lenia warunkow fizyko-chemicznych i biologicznych ich
izolacji, adhezji oraz proliferacji ex ovo

Figure 1. Elaborating the model of in vitro establishment of chicken blastoderm-derived embryonic stem cells
(B-ESCs) for the purposes of determining the physico-chemical and biological conditions of their isolation, ex
ovo adhesion and proliferation

. 8

100'um

100 pm *o

Analiza proliferacyjnego wzrostu oraz ocena cytologiczna blastodermalno-pochodnych zarodkowych komoérek
macierzystych (B-ESCs) kury domowej w mikroskopie skanujacym CELLCYTE X (CELLLINK Life Science)
po 7 dniach hodowli in vitro z wykorzystaniem: A) butelek hodowlanych SPL Life Sciences Cell Culture Flasks
(o pojemnoéci 25 cm?) z substratem polistyrenowym; B) butelek hodowlanych Nunc™EasY Flask™ Cell Culture
Flasks (o pojemnosci 25 ¢cm?) z substratem polistyrenowym o powierzchni dennej typu A; C) szklanych mikro-
ptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym syntetycznym substratem polimerowym — poli-L-lizyng (p-
Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) oraz D) polistyrenowych szalek hodowlanych o $redni-
cy 60 mm, z podtozem powlekanym kolagenem typu I (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated
Dishes). W adherentnych hodowlach prowadzonych z wykorzystaniem polistyrenowych szalek hodowlanych o
srednicy 60 mm, z podtozem powlekanym kolagenem typu I (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type 1
Coated Dishes) (D) zaobserwowano komorki B-ESCs proliferujace w monowarstwie. Zaréwno w hodowlach
prowadzonych z wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-
lizyna (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) (C), jak i z wykorzystaniem szalek hodowla-
nych typu SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated Dishes (D) komorki B-ESCs posiadajg cha-
rakterystyczne duze jadra (oznaczone gwiazdkami); w ultrastrukturalnym obrazie nukleoplazmy jader komor-
kowych mozna zidentyfikowa¢ rowniez jaderka — najczesciej zlokalizowane blisko wewnetrznej warstwy otocz-
ki jadrowej (oznaczone strzatkami).

Aby rozpoznaé¢ pluripotentny charakter komérek B-ESCs, w wyizolowanym biatku
calkowitym, otrzymanym na skutek ultrasonicznej dezintegracji (lizy) komorek, pochodza-
cych z hodowli podtrzymujacych linii/szczepéw komorkowych poddanych minimum 15 pa-
sazom (podwojeniom populacji), wykazano ekspresj¢ wybranych, biatkowych markeréow plu-
ripotencji (Oct-3/4, Sox-2) (ryc. 2). Stwierdzono obecno$¢ obydwu homeotycznych czynni-
kow transkrypcyjnych, co dowodzi charakteru pluripotentnego komoérek B-ESCs.
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Rycina 2. Opracowanie modelu in vitro wyprowadzania blastodermalno-pochodnych zarodkowych komorek
macierzystych (B-ESCs) kury domowej na potrzeby okreslenia profilu proteomicznego wybranych czynnikdéw
transkrypcyjnych (Oct-3/4; Sox-2) determinujacych stabilne utrzymanie pluripotencji ex ovo przez komorki
ESCs

Figure 2. Elaborating the model of in vitro establishment of chicken blastoderm-derived embryonic stem cells
(B-ESCs) for the purposes of recognizing the proteomic profile of selected transcription factors (Oct-3/4; Sox-2)
that determine a sustainable maintenance of the ex-ovo pluripotency by B-ESCs

A B

Oct-3/4 m — 52 kDA

B-aktyna | e ... | 42 kDA

Sox-2 34 kDA

B-aktyna " 42 kDA

Analiza poétilosciowa Western-blot (W-B) biomarkerow pluripotencji Oct-3/4 i S0x-2 na poziomie biatka catko-
witego, wyizolowanego z blastodermalno-pochodnych komérek ESCs w ok. 15. pasazu ich hodowli in vitro z
wykorzystaniem szklanych mikroptytek 8-komorowych Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-lizyna (p-Slide 8
Well high Poly-L-Lysine: 1.5 polymer coverslip) (A) oraz z wykorzystaniem polistyrenowych szalek hodowla-
nych z podtozem powlekanym kolagenem typu I (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated Di-
shes) (B).

W celu potwierdzenia wynikow uzyskanych w oparciu o analize Western-blot, po za-
konczeniu hodowli przeprowadzono immunofluorescencyjng identyfikacj¢ wewnatrzkomor-
kowej lokalizacji wybranych biomarkerow pluripotencji z grupy homeotycznych czynnikow
transkrypcyjnych Oct-3/4 i Sox-2. W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze w ko-
morkach B-ESCs, po zakonczeniu ich hodowli namnazajacej, sa obecne biatka markerowe
pluripotencji, co jest dowodem wprost wskazujagcym na istnienie molekularnych cech fenoty-
powych zwigzanych z pluripotentnym charakterem komorek macierzystych (ryc. 3).
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Rycina 3. Immunofluorescencyjna lokalizacja wybranych biatek markerowych pluripotencji (Oct-3/4 i Sox-2) w
blastodermalno-pochodnych zarodkowych komoérkach macierzystych (B-ESCs), wywodzacych ze stabilnych
mitotycznie linii/szczepdw poddanych minimum 15 pasazom w warunkach hodowli namnazajacej €x ovo

Figure 3. Immunofluorescent localization of selected pluripotency-related protein biomarkers (Oct-3/4 and Sox-
2) in the ex-ovo-expanded blastoderm-derived embryonic stem cells (B-ESCs) originating from mitotically stable
lines/strains subjected to a minimum number of passages equal to 15

OCT-3/4 OCT-3/4 / DNA

Sox-2 / DNA

ESCs wybarwione na obenos¢ wybranych markeréw
pluripotencji (hodowla 14-dniowa)

Mikrofotografie przedstawiaja komorki B-ESCs rosnace w postaci monowarstwy — obecnos¢ zielonego sygnatu
pochodzacego od barwnika fluorescencyjnego AlexaFluor 488 oznacza obecno$¢ biatka markerowego Oct-3/4
(gérny panel) i Sox-2 (dolny panel) w tych komoérkach. Na wszystkich zdjeciach niebieski sygnat pochodzi od
fluorochromu DAPI, ktory znakuje DNA jader komérkowych. Skala: 100 um.

Omowienie wynikow

W ramach przeprowadzonych prac badawczych podjeto efektywne dziatania majgce na celu
opracowanie nowej procedury badawczej ukierunkowanej na stworzenie modelu in vitro wy-
prowadzania blastodermalno-pochodnych zarodkowych komorek macierzystych (B-ESCs)
kury domowej na potrzeby:

1) okreslenia warunkow fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji oraz prolifera-
cji ex ovo komorek B-ESCs kury domowej, przy wykorzystaniu nowoczesnych technik bio-
technologii reprodukcyjnej oraz embriologii eksperymentalnej i stosowanej — w ramach tech-
nologii wspomaganego rozrodu zwierzat, inzynierii zarodkowej oraz inzynierii komérkowe;j;
2) okreslenia profilu proteomicznego wybranych czynnikow transkrypcyjnych determinujg-
cych stabilne utrzymanie pluripotencji przez komoérki B-ESCs kury domowej (ryc. 2), przy
wykorzystaniu nowoczesnych technik biotechnologii i biologii molekularnej — w ramach
technologii wspomaganego rozrodu zwierzat, inzynierii zarodkowej oraz inzynierii komor-
kowej.

Zasadniczym celem tej pracy bylo opracowanie stabilnej i uproszczonej metody ho-
dowli komorek zarodkowych kury domowej, wykazujacych cechy komorek macierzystych
ESCs (tj. komorek pluripotentnych) w warunkach ex ovo. Pluripotentne komorki macierzyste
ptakow majg zdolnos¢ do generowania zaréwno linii zarodkowej, jak i chimerowej linii soma-
tycznej (Bradley i in., 1984). Jednakze, jak do tej pory mozliwe byto uzyskiwanie komorek
zarodkowych ptakow wykazujgcych cechy pluripotencji jedynie w warunkach hodowli krot-
koterminowych (Petitte i in., 2004; Lavial i in., 2009). Warto zaznaczy¢, ze w ostatnich latach
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nastgpit niezwyktly postep w hodowli pluripotentnych komoérek macierzystych ptakow. Po-
zwolilo to na uzyskanie linii komorkowej 9N2-5 (Pain i in., 1996; Acloque i in., 2001). Co
wigcej, strategie namnazania in vitro ptasich komorek ESCs byly stopniowo udoskonalane
poprzez: 1) wykorzystanie pozywek hodowlanych wzbogaconych o polipeptydowe czynniki
wzrostowe takie jak: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow cztowieka (hbFGF), insulino-
podobny czynnik wzrostowy typu | (IGF1), czynnik wzrostu komoérek macierzystych myszy
(mSCF), ludzka interleukina-6 (hIL-6), rozpuszczalny fragment receptora inteleukiny-6 czto-
wieka hIL6-sR (ang. Interleukin-6 Receptor Soluble Fragment) i ludzki czynnik hamujacy
leukemi¢ (hLIF) (Park i Han, 2000; Acloque i in., 2001; Choi i in., 2010; Zhang i in., 2018)
lub poprzez: 2) zastosowanie systemow wspothodowli z uzyciem adherentnych monowarstw
odzywczych (ang. feeder monolayers) utworzonych z immortalizowanych / unie$miertelnio-
nych subpopulacji mysich fibroblastoéw ptodowych STO, czesto podatnych na inaktywacje
mitotyczng za posrednictwem cytostatykow/antymitogenow (np. mitomycyny C; MMC)
(Wang i in., 2006; Zhang i in., 2018). Warto podkresli¢, ze linie komorek fibroblastycznych
STO (S: SIM-pochodnych; T: 6-tioguanino-opornych; O: ouabaino-opornych), stuzace pod-
trzymywaniu aktywnosci proliferacyjnej komorek ESCs, wywodza si¢ z plodow zinbredowa-
nego szczepu myszy Sandos (SIM; Sandos inbred mice) z mutacja genu kodujacego enzym
fosforybozylotransferaze hipoksantynowo-guaninowa (HPRT), ktory katalizuje konwersjg
guaniny (nalezacej do grupy puryn) oraz hipoksantyny do nukleotydow (Saitoh i in., 2012).
Dlatego tez immortalizowane linie komorek fibroblastycznych STO — w nastgpstwie fenoty-
powego braku aktywnosci tego enzymu — wykazuja wysoka opornos¢ na dziatanie takich cy-
tostatykow jak: gldowny metabolit/analog tiopuryn o nazwie 6-tioguanina; glikozyd — ouabai-
na, czyli strofantyna-G (Na*-K*-zalezny inhibitor ATPaz). Linie fibroblastow STO charakte-
ryzuje jednocze$nie wysoka wrazliwos¢ na dziatanie enzymu HPRT oraz triady HAT, czyli
hipoksantyny (zasada azotowa/oksypuryna bedaca sktadnikiem nukleozydu purynowego —
inozyny), aminopteryny — kwasu 4-aminofoliowego (antymetabolit/antagonista kwasu folio-
wego, jednego z najwazniejszych koenzymow w syntezie zasad purynowych i pirymidyno-
wych oraz nukleotydow wchodzacych w sktad kwasow nukleinowych: RNA i DNA) i tymi-
dyny (nukleozyd pirymidynowy) (Cong i in., 2014). Opracowano takze systemy hodowli pta-
sich komorek ESCs w pozywce uwarunkowanej aktywnoscig sekrecyjng komorek watroby
szczura bawolego (BRL-CM; ang. buffalo rat liver-conditioned medium) i na monowarstwie
odzywczej uformowanej z mysich fibroblastow ptodowych STO (van de Lavoir i Mather-
Love, 2006). Obecnie stosuje si¢ specjalnie dedykowane cytokiny i podtoza hodowlane, aby
zachowaé kurze komoérki ESCs w stanie nier6znicowanym. Czynnik hamujacy leukemie
(LIF), bedacy przedstawicielem rodziny interleukin-6 (IL-6), jest uznawany za wysoko sku-
teczny czynnik o wlasciwosciach cytobiochemicznych warunkujacych utrzymanie komoérek w
stanie cytofizjologicznego niezréznicowania (Nichols i in., 1990; Horiuchi i in., 2004; Zhang
i in., 2018). Udowodniono rowniez, ze zastosowanie egzogennego zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastow (bFGF) moze zapobiegaé roznicowaniu si¢ zarodkowych komoérek ma-
cierzystych cztowieka (Wang i in., 2005). Z kolei suplementacja za posrednictwem polipep-
tydowego czynnika wzrostu komoérek macierzystych (SCF) sprzyja zachowaniu molekular-
nych cech pluripotencji komoérek pochodzenia embrionalnego u kury domowej (Park i Han,
2000). Mimo ze system wspothodowli bazujacy na monowarstwie odzywczej utworzonej z
mysich fibroblastoéw ptodowych STO oraz pozywce BRL-CM pozwala na utrzymanie linii
kurzych komoérek ESCs w stanie niezroznicowanym przez ponad 20 pasazy, subpopulacje
komorkowe sg pochodzenia heterologicznego (ksenogenicznego), uzyskiwanie medium ho-
dowlanego jest skomplikowang wieloetapowa procedura, a jego sktad jakosciowy i ilo§ciowy
oraz strukturalny rozktad i koncentracje poszczegdlnych polipeptydowych czynnikéw wzro-
stowych obecnych w medium uwarunkowanych funkcjami cytosekrecyjnymi i parakrynnymi
nie sg doktadnie zdefiniowane (van de Lavoir i Mather-Love, 2006). W zwigzku z tym istnia-
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o zapotrzebowanie na opracowanie uproszczonych, a jednocze$nie optymalnych warunkoéw
hodowli w celu utrzymania pluripotencji kurzych komoérek ESCs podczas dtugoterminowe;j
hodowli namnazajacej.

Wyniki naszych badan sugeruja, ze opracowany system hodowli wykorzystujacy na-
czynia hodowlane: szklane mikroptytki 8-komorowe Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-
lizyng oraz polistyrenowe szalki hodowlane z podtozem powlekanym kolagenem typu I (SPL
Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated Dishes), a takze wykorzystujagcy medium
hodowlane wzbogacone o SCF oraz B-27™ Plus (Wartalski i in., 2021), jest w stanie utrzy-
ma¢ komorki zarodkowe o cechach znamiennych dla komoérek macierzystych przez ponad 15
pasazy in vitro. Okragly i charakterystyczny dla komoérek ESCs ksztatt skupisk komoérkowych
zostal potwierdzony poprzez obserwacje morfologiczne. Skupiska komoérkowe majg ksztalt
sferyczny, ale nie sa tak okragle i zwarte jak komorki zarodkowe cztowieka, myszy lub swini.
Nie posiadajg rowniez tak wyraznych granic jak zarodkowe komorki macierzyste myszy
(mESCs) i zarodkowe komorki macierzyste cztowieka (nESCs). Embrionalne komorki macie-
rzyste kury domowej sa komorkami o silnie zarysowanym kulistym ksztatcie morfologicz-
nym, co determinuje brak zdolnosci ich $cistego przylegania do siebie. Ponadto charakteryzu-
ja sie one obecnoscia sferycznego jadra komorkowego oraz niskim stosunkiem cytoplazmy do
jadra.

Chociaz niektore hodowane komorki ESCs moga wykazywaé wyglad morfologiczny i
profil epitopowy o cechach typowych dla embrionalnych komoérek macierzystych, najbardziej
rygorystycznym testem potwierdzajacym potencjatl rozwojowy jest sprawdzenie obecnosci
biomarkerow wlasciwych dla pluripotentnych komoérek ESCs. Co ciekawe, komorki B-ESCs
kury domowej, hodowane przez minimum 15 pasazy W hOwo opracowanym przez nasz zespot
naukowo-badawczy systemie ex ovo, odznaczaty si¢ ekspresjg wybranych markerow charak-
terystycznych dla pluripotentnych komorek macierzystych (Oct-3/4 i Sox2) na poziomie pro-
teomicznym.

W rezultacie realizacji naszych badan stabilne mitotycznie linie komoérek zarodko-
wych o morfologii oraz profilach immunofenotypowych (epitopowych) specyficznych dla
komorek macierzystych, ktore zostalty wyprowadzone z blastodermy embriodyskow wyizo-
lowanych z zaptodnionych jaj kurzych w stadium X, byty zdolne do utrzymania wysokiej
aktywnosci proliferacyjnej w warunkach dhugotrwatej hodowli in vitro, jednoczesnie zacho-
wujac cechy typowe dla charakteru macierzystego (ang. stemness), przy wsparciu odpowied-
niego podtoza naczyn hodowlanych oraz podstawowego medium hodowlanego wzbogacone-
go jedynie trzema suplementami o wlasciwosciach mitogennych oraz energetyczno-
troficznych (FBS, B-27™ Plus, SCF). Zastosowany alternatywny i stosunkowo prosty model
ex ovo pozwolil na utrzymanie cech znamiennych dla pluripotentnych komoérek zarodkowych
ptakow w warunkach dtugoterminowej hodowli in vitro. Te wysoce zachgcajace wyniki beda
stanowi¢ punkt wyjscia do dalszego doskonalenia i postgpu w zastosowaniu technologii pta-
sich komoérek B-ESCs.

Whioski koncowe

Na podstawie oceny morfologicznej, potilosciowej analizy Western-blot oraz analizy immu-
nofluorescencyjnej stwierdzono, ze wyizolowane frakcje komorek blastodermalnych, z kto-
rych wyprowadzono stabilne linie zarodkowych komorek macierzystych (ryciny 1C i 1D),
wykazujg cechy fenotypowe dla niezroznicowanych komoérek ESCs, w tym obecno$¢ czynni-
kow transkrypcyjnych Oct3/4 oraz Sox2, determinujacych charakter pluripotentny (rycina 2).
W zwigzku z powyzszym, do dalszych eksperymentéw ukierunkowanych na stworzenie mo-
deli in vitro wyprowadzania stabilnych mitotyczne linii komérek ESCs (ryciny 1C i 1D), po-
chodzacych z blastodermy dyskoblastuli kury domowej, z powodzeniem moga by¢ wykorzy-
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stywane zaro6wno szklane mikroptytki 8-komorowe Ibidi z podtozem powlekanym syntetycz-
nym substratem polimerowym — poli-L-lizyng (u-Slide 8 Well high Poly-L-Lysine), jak i po-
listyrenowe szalki hodowlane z dnem powlekanym kolagenem typu | (SPL Life Sciences SPL
Coat™ Collagen Type I Coated Dishes).

Podsumowanie: Mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych rezul-
tatow badan. Przyszle cele i wyzwania oraz perspektywiczne kierunki wy-
nikajace z szerokiego potencjalu aplikacyjnego podjetych prac badawczych

Najwazniejszym autem i najmocniejszg strong przeprowadzonych badan ukierunkowanych na
opracowanie strategii wyprowadzania stabilnych linii zarodkowych komoérek macierzystych
(pierwotnych komorek zarodkowych) z wyizolowanych komoérek blastodermalnych kury do-
mowej jest ich pionierski i innowacyjny charakter, ktory stanowi solidng podstawe progra-
mowa dla realizacji 1 powodzenia zatozen dalszych, bardziej zaawansowanych prac badaw-
czo-rozwojowych z zakresu: 1) biotechnologii rolniczej i reprodukcyjnej oraz 2) badan inter-
dyscyplinarnych na styku biomedycyny, transgeniki, biologii i biotechnologii molekularnej, a
takze 3) biotechnologicznie i embriologicznie wspomaganej ochrony ex situ i restytucji ging-
cych lub wymartych gatunkéw i ras ptakoéw hodowlanych i wolnozyjacych (Blackburn, 2006;
Wang i in., 2006; Lavial i in., 2009; Woodcock i in., 2019; Soglia i in., 2021; Rieblinger i in.,
2021; Sun i in., 2022; Samiec i Trzcinska, 2022).
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DEVELOPMENT OF THE EFFECTIVE STRATEGY USED FOR ESTABLISHMENT
OF MITOTICALLY STABLE LINES OF EMBRYONIC STEM CELLS DERIVED
FROM BLASTODERM ISOLATED FROM IN VIVO-FERTILIZED EGGS OF
DOMESTIC FOWL (GALLUS GALLUS DOMESTICUS)

Marcin Samiec, Monika Trzcinska, Katarzyna Poltowicz, Malgorzata Duda
SUMMARY

Pluripotent embryonic stem cell (ESC) lines established from the blastoderm, which had been
isolated from embryonic discs of the domestic fowl (Gallus gallus domesticus) embryos at the
stage X not only serve as an innovative model for studying avian embryonic development but
are also gaining increasing importance, both in the context of safeguarding various popula-
tions outside their natural environment and in preserving the genetic diversity of poultry spe-
cies and breeds. The main objective of this study was to develop an efficient protocol for: (1)
isolating chicken BCs; (2) generating stable BC-derived ESC lines under ex ovo conditions;
and (3) determining their pluripotency-related proteomic signatures based on the expression
of such biomarkers as Oct-3/4 (octamer-binding transcription factor-3/4, also designated as
POUSF1; a member of the family of POU (Pit-Oct-Unc)-domain- and homeodomain-
containing transcription factors) and Sox2 (sex-determining region Y (SRY)-box 2; a member
of the high mobility group (HMG)-box family of DNA-binding transcription factors). ESCs,
which had been established from BCs isolated from fertilized eggs at the stage X, were cul-
tured for a minimum of 15 passages under ex vivo conditions. During the ex-ovo expansion of
blastoderm-derived ESCs, their adhesive and proliferative capabilities were compared de-
pending on the type of vessels utilized for in vitro culture. By using Western-blot analysis and
immunofluorescence staining, the proteomic landscapes have been examined for the pluripo-
tency-related biomarkers that have been represented by the members of a family of homeobox
(Hox) transcription factors (Oct-3/4 and Sox2), which display the presence of homeodomain,
i.e., a conserved 60-amino acid helix-turn-helix motif-containing and DNA-binding domain.
Throughout the extended in vitro culture, chicken B-ESCs have been found to retain the typi-
cal morphology of embryonic stem cells. Moreover, the expression of selected pluripotency-
related markers of stemness was confirmed at the proteomic levels based on the detecting the
presence of such homeotic (homeodomain/homeobox-containing) transcription factors as Oct-
3/4 and Sox2. Finally, the use of 8-well Ibidi glass-bottomed microplates coated with synthet-
ic polymeric substrate (poly-L-lysine), and cell culture dishes comprised of polystyrene plas-
tic and coated with type I collagen (SPL Life Sciences SPL Coat™ Collagen Type I Coated
Dishes) exerted a significant impact on the proliferative capabilities of chicken B-ESC lines.

Key words: domestic fowl, blastodermal cells, embryonic stem cells, pluripotency markers,
homeotic (homeobox) transcription factors, Oct-3/4, Sox2



