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Abstrakt

Biorgc pod uwage filogenetyczny rozwdj kregowcow (ssakow, ptakow, ryb), wiele taksonow
reprezentujgcych typ strunowce (Chordata) oraz podtyp kregowce (Vertebrata) posiada aktu-
alnie status gatunkow zagrozonych lub skrajnie zagrozonych wyginieciem bgdz wymartych
W stanie dzikim. Dlatego tez zabezpieczanie ex vivo oraz charakterystyka biologiczna
i molekularna linii komorek somatycznych | macierzystych wyizolowanych z réznych eksplan-
tow tkankowych pochodzqcych od zwierzqt wolnozyjgcych umozliwi: 1) opracowanie modeli
badawczych ex vivo na bazie inzynierii hodowli komorkowych itoksykologii cytologicznej
oraz 2) wykorzystanie zgromadzonego materiatu biologicznego W technologiach wspomaga-
nego rozrodu zwierzgt (ARTs; ang. assisted reproductive technologies), majgcych zastosowa-
nie w programach ochrony ex situ i restytucji zagrozonych wyginieciem przedstawicieli kre-
gowcow. Uwzgledniajqc powyzsze uwarunkowania, celem niniejszej pracy jest zaprezentowa-
nie mozliwosci wielokierunkowej oceny komorkowych modeli in vitro roznych gatunkow zwie-
rzqt dziko zyjgcych (w tym ich krajowych przedstawicieli, m.in. dzikow, saren, jeleni, lisow,
Jjenotow, ptactwa townego, ryb stodkowodnych) dla potrzeb: 1) identyfikacji i poznania czyn-
nikow oraz mechanizmow cytologicznych, biochemicznych, molekularnych, epigenetycznych,
transkryptomicznych i proteomicznych; oraz 2) okreslenia wphywu réznych suplementow tro-
ficznych i mitogennych oraz toksyn srodowiskowych na procesy wewngtrzkomorkowe, ze
szczegdlnym  uwzglednieniem komorek i thanek ukladu rozrodczego. Zrédlem tkanek
I narzgdow niezbednych do wyprowadzania linii komorek somatycznych | macierzystych mogg
by¢ meskie | Zenskie osobniki W réznym wieku, bedgce przedstawicielami wybranych gromad
kregowcow | wywodzqce si¢ 7 krajowych subpopulacji roznych gatunkow dziko Zyjgceych: 1)
ssakow — dziki, sarny, jelenie, jenoty, lisy i inne; oraz 2) ptakéw — bazanty, kuropatwy i inne;
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atakze 3) ryb stodkowodnych (roslinozernych | drapieznych). W oparciu 0 wyprowadzone
linie komorkowe mogq zosta¢ opracowane modele badawcze in vitro na potrzeby inzynierii
komorkowej | tkankowej oraz biotechnologii i toksykologii reprodukcyjnej. W tym celu stabil-
ne mitotycznie linie komorek somatycznych | multipotentnych komorek macierzystych roznego
pochodzenia mozna poddaé: 1) ocenie strukturalno-funkcjonalnej w oparciu o szeroki panel
metod m.in. z zakresu: biologii molekularnej, transkryptomiki, proteomiki, epigenomiki, im-
munocytochemii oraz 2) biofizycznym i biochemicznym testom funkcjonalnym z wykorzysta-
niem technik nanotechnologii i toksykologii molekularnej. Podsumowujgc, opracowane
w ramach realizacji niniejszego profilu prac badawczych komoérkowe modele in vitro zwierzqt
dziko zZyjgcych mozna ekstrapolowac na inne gatunki ssakow, W tym cztowieka oraz zwierzqt
hodowlanych, szczegolnie tych ich przedstawicieli, ktore cechuje bliski stopien pokrewienstwa
filogenetycznego z odpowiednimi gatunkami zwierzqt wolnozyjgcych. Pomocna W tym kontek-
Scie bedzie rowniez szczegolowa charakterystyka porownawcza modeli komorkowych zwie-
rzqt dziko zyjgcych i hodowlanych.

Stowa kluczowe: gatunki zwierzqt dziko zyjgcych, modele badawcze ex vivo, komorki soma-
tyczne i macierzyste pochodzqce od dorostych osobnikow, biotechnologia i toksykologia re-
produkcyjna

Wstep

Na obecnym etapie ewolucji biologicznej wielu taksonomicznych przedstawicieli krggowcow
(ssaki, ptaki, ryby) posiada status gatunkow zagrozonych lub skrajnie zagrozonych wyginig-
ciem badZ wymartych w stanie dzikim. Przyczynami drastycznego zanikania czy wymierania
tak wielu gatunkow ssakow, ptakoéw i ryb w srodowisku naturalnym wydaja si¢ by¢:

1) rabunkowa gospodarka antropogeniczna skutkujgca wysokim stopniem ingerencji cztowie-
ka w siedliska bytowania poszczegdlnych gatunkow/podgatunkow (Comizzoli i Holt, 2019;
Perry i Mitchell, 2022);

2) rolnicza i przemystowa dewastacja biotopow zasiedlanych przez dziko zyjace gatunki;

a) eutrofizacja wod $rodladowych i akwendw morskich, wywotana nadmierng emisjg dwu-
tlenku wegla i innych gazow cieplarnianych oraz globalnym ocieplaniem stref klimatycznych
I podwyzszaniem temperatury wod powierzchniowych;

b) zanieczyszczenia w obrebie ekosystemow wodnych, wod gruntowych, w organizmach ro-
§lin uprawnych i pastewnych oraz wolnozyjacych i udomowionych zwierzat roslino-, migso-
I wszystkozernych — spowodowane bioakumulacja, jak rowniez brakiem biodegradacji zwiaz-
kow o charakterze cytotoksycznym np. toksyn syntetyzowanych przez sinice/cyjanobakterie
toksynotworcze; tj. cyjanotoksyn (Thawabteh iin., 2023; Shi iin., 2023; Kurbatova i in.,
2023; Roy i in., 2023);

3) ktusownictwo (Bolton i in., 2022; Hildebrandt i in., 2021);

4) degradacja zagrozonych nisz przyrodniczych zasiedlanych przez poszczegdlne gatun-
ki/podgatunki krggowcoéw wskutek zmian klimatycznych iklgsk zywiotowych (Roy iin.,
2023; Moreira-Gonzalez i in., 2023);

5) epidemiczne ipandemiczne transmisje patogenéow wywotujacych  wewnatrz-
I miedzygatunkowe choroby zakazne zwierzat (Caroli i Pizzi, 2012; Bolton i in., 2022).
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Praktyczne uzasadnienie podjecia prac badawczych z uzyciem komorek,
tkanek i narzadéw wyizolowanych od zwierzat dziko zyjacych w réznych
kierunkach biotechnologii i toksykologii reprodukcyjnej, a takze w szeroko
zakrojonych badaniach interdyscyplinarnych

Zmniejszajace si¢ W szybkim tempie siedliska wystgpowania wielu gingcych gatun-
kéw/podgatunkow kregowcow W efekcie zwigkszania si¢ powierzchni zurbanizowanych
i rolniczych ekosystemow stanowig glowng przyczyne ograniczenia dryftu genetycznego
migdzy dziko bytujacymi populacjami/subpopulacjami danego gatunku kregowcow. To
z kolei przyczynia si¢ do obnizenia wewnatrz- i miedzypopulacyjnej zmiennosci genotypowej
wsérod wielu zagrozonych wyginigciem przedstawicieli krggowcoéw. Gwattowny spadek cze-
stosci i zasiggu wystgpowania zagrozonych jednostek taksonomicznych kregowcoOw moze
réwniez prowadzi¢ do utraty rownowagi biologicznej lub postepujacego zaniku bioréznorod-
nosci na skutek catkowitej zagtady danego gatunku (Comizzoli i Holt, 2019; Thongphakdee
i in., 2020; Jacques i in., 2023).

Dlatego tez rozwdj i optymalizacja metod zabezpieczania ex situ materiatu biologicz-
nego pochodzacego od zwierzat dziko zyjacych daje mozliwos¢é opracowania nowych modeli
in vitro inzynierii komoérkowej i tkankowej na potrzeby:

1) ochrony réznorodno$ci gatunkowej;

2) zachowania i stabilizacji rownowagi ekosystemowej miedzy biocenoza a biotopem;

3) redukcji liczebno$ci populacji gatunkéw wysoce inwazyjnych 0 wysokich zdolnosciach
adaptacji w ekosystemach antropogenicznych i zurbanizowanych (dziki, lisy, jenoty) (Woel-
dersiin., 2012; Ryder i Onuma, 2018; Gavin-Plagne i in., 2020; Praxedes i in., 2021; Soglia
i in., 2021).

Szczegélowa specyfikacja kierunkéow badawcezych z wykorzystaniem mate-
rialu biologicznego pozyskanego od wybranych gatunkow zwierzat bytuja-
cych w krajowych ekosystemach naturalnych

W tym kontekscie dziatania Zaktadu Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1Z-P1B ukierunkowa-
ne na zabezpieczanie ex vivo oraz charakterystyke strukturalno-funkcjonalng aktywnych proli-
feracyjnie linii komoérek somatycznych i macierzystych wyizolowanych z réznych eksplantow
tkankowych pochodzacych od zwierzat wolnozyjacych (tab. 1) stanowia atrakcyjny profil
badawczy. Niniejszy panel badan umozliwi opracowanie modeli badawczych na bazie roz-
nych systeméw hodowli i toksykologii in vitro. Takie komorkowe modele ex vivo mogg by¢
Z powodzeniem ekstrapolowane na eksperymentalne modele komorkowe u cztowieka oraz
réznych gatunkow kregowcoéw udomowionych, W tym zwierzat gospodarskich. Wspomniane
modele postuza m.in. do badania wptywu toksyn srodowiskowych oraz zwigzkéw biotok-
sycznych syntetyzowanych przez sinice toksynogenne na linie komorkowe wyprowadzone
Z bioptatow wyizolowanych z réznych tkanek i organéw, w tym tkanek inarzadow uktadu
rozrodczego. Modele takie przyczynig si¢ rowniez do ulatwienia Sciezek dokomorkowego
transportu zwigzkow egzogennych 0 wlasciwosciach wspomagajacych funkcje komorek za
posrednictwem eksperymentalnie skonstruowanych nanoczasteczek nosnikowych (Kikuchi
i in., 2016; Chen i in., 2018; Borges i in., 2020; Son i in., 2021; Dua i in., 2021; Elyasi Gorji
i in., 2021).
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Tabela 1. Biorepozytoria 1Z-PIB w postaci zabezpieczonych ex vivo linii komérek macierzystych i somatycznych wywodzacych sig
z bioptatow tkankowych pozyskanych od wybranych gatunkow ssakow dziko zyjacych

Table 1. The biorepositories in the form of ex vivo protected adult stem and somatic cell lines originating from the selected wild
mammalian species deposited in the National Research Institute of Animal Production in Poland

Pochodzenie komérek Metoda zabezpieczenia

. - . - . Liczba
macierzystych ex vivo Liczba linii Liczba daweow
Gatunek lub somatycznych Method of komoérkowych dawczyn
. - . Number
Species The provenance of adult ex vivo protection Number Number of male
stem or of cell lines of female
. donors
somatic cells donors
Dzik euroazjatycki AETs'I\é(S:CS g i g
Wild boar iy )
EC-CTs 9 - 7
. . AT-MSCs 4 4 -
Jenot azjatycki
Common raccoon do ES-FCs ; ; 5 4 )
g EC-CTs Kriokonserwacja 4 4 -
. . AT-MSCs Cryoconservation 6 1 7
European red fox. ES-FCs 3 2 !
EC-CTs 6 2 3
Sarna europejska AT-MSCs 6 i 2
European rcFJ]eJdeer ES-FCs 5 ) 3
EC-CTs 6 - 3

AT-MSCs — Mezenchymalne komoérki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (ang. adipose tissue-derived mesenchymal stem
cells); ES-FCs — Komorki fibroblastyczne pochodzgce z tkanki skérnej matzowin usznych (ang. ear skin-derived fibroblast cells);
EC-CTs — Chondrocyty pochodzace z tkanki chrzgstnej matzowin usznych (ang. ear cartilage-derived chondrocytes).

Biorgc powyzsze pod uwagg, stworzenie modeli badawczych ex vivo dla identyfikacji
i poznania molekularnej sieci czynnikéw i procesow wewnatrzkoméorkowych jest catkowicie
uzasadnione z uwagi na fakt, ze komodrki somatyczne i macierzyste réznego pochodzenia (w
tym takze narzadow i tkanek uktadu rozrodczego osobnikéw obojga pici) stanowiag zrodto
komorek-dawcow jader w klonowaniu somatycznym roéznych gatunkow zwierzat dziko zyja-
cych i hodowlanych (Li iin., 2013; Xu i in., 2019; Jeong i in., 2020; Hildebrandt i in., 2021;
Nguyen iin., 2021; Comizzoli iin., 2022). Z kolei klonowanie somatyczne w uktadzie we-
wnatrz- | miedzygatunkowym moze stanowi¢ skuteczne narzg¢dzie badawcze wykorzystywane
do ochrony ex situ i biotechnologicznego ratowania gingcych lub wymartych gatunkow kre-
gowcoOw (Magalhaes iin., 2020; Wang i in., 2020; Nguyen i in., 2021; Thongphakdee i in.,
2020; Hildebrandt i in., 2021; Samiec i Skrzyszowska, 2021). Nie bez znaczenia pozostaja
w tym zakresie réwniez metody biotechnologicznie wspomaganej restytucji zagrozonych wy-
ginigciem lub wymartych przedstawicieli kregowcow, ktore sa ukierunkowane na wtorng in-
trodukcj¢ i odtwarzanie bioréznorodnosci gatunkow/podgatunkow w wielu niszach ekosyste-
moOw naturalnych, w tym tych pozostajacych pod Scisty protekcja cztowieka (np. rezerwatach
przyrody) (Le6n-Quinto i in., 2014; Comizzoli, 2015; De Oliveira Silva i in., 2021; Sun i in.,
2022; Hu i in., 2022).

W tym aspekcie istotna jest kompleksowa ocena komoérkowych modeli in vitro roz-
nych gatunkow zwierzat dziko zyjacych (w tym ich krajowych przedstawicieli, m.in. dzikow,
saren, jeleni, lisow, jenotow, ptactwa townego, ryb slodkowodnych) pod katem identyfikacji
I poznania czynnikéw i mechanizméw molekularnych, epigenetycznych, transkryptomicznych
I proteomicznych, atakze pod katem badania wpltywu roznych suplementéw troficznych
I mitogennych oraz toksyn $rodowiskowych na procesy wewnatrzkomérkowe (Thomas i in.,
2022; Yan iin., 2022; Afshar iin., 2023; Lautaoja i in., 2023). W tym ostatnim przypadku
niezwykle przydatnym narzedziem jest rowniez okreslenie tempa wchianiania, a takze ufa-
twienie transportu dokomodrkowego egzogennych zwigzkdéw 0 charakterze cytotoksycznym za
posrednictwem nanoczastek nosnikowych, jak rowniez ocena kinetyki tworzenia
I wydzielania eksosomow (mikropecherzykow zewnatrzkomorkowych) wraz z rozpoznaniem
ich sktadu biochemicznego (rozktad ilosciowy fosfolipidow, glikolipidow, biatek i czgsteczek
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MiRNA jako modulatoréw/regulatorow informacji epigenetycznej) (Zhang iin., 2015; Yoo
i in., 2015; Rincon-Benavides i in., 2023; Williams i in., 2023). Pozwoli to na stworzenie mo-
deli badawczych z udzialem hodowli komérkowych pochodzacych od zwierzat wolnozyja-
cych, w tym ryb stodkowodnych bytujacych w akwenach srédladowych zanieczyszczonych
W nastepstwie eutrofizacji wywotanej lawinowym oddziatywaniem endotoksyn (mikrocystyn,
nodularyn), syntetyzowanych przez sinice/cyjanobakterie toksynogenne (Microcystis aerugi-
nosa, Nodularia spumigena) (Yu i in., 2023; Kurbatova i in., 2023; Roy i in., 2023).

Badanie mechanizmoéw toksycznosci zewnatrz- | wewnatrzkomorkowej, spowodowa-
nej toksynami $rodowiskowymi w oparciu o modele in vitro ma szczegdlne znaczenie
w kontek$cie bioakumulacji tych zwigzkow cytotoksycznych w organizmach réznych gatun-
kow kregowcoOw wodnych i ladowych, w tym czlowieka i zwierzat hodowlanych (Nowruzi
I in., 2023; Schwark i in., 2023; Shi i in., 2023). Przydatnym narzgdziem badawczym dla roz-
poznania réznych $ciezek molekularnych wchtaniania cytotoksyn, jak i oddziatywania suple-
mentow zewnatrzkomorkowych badz nanoczastek nosnikowych optaszczonych suplementami
zewnatrzkomorkowymi lub toksynami §rodowiskowymi lub cyjanotoksynami, na namnazane
w warunkach ex vivo komorki somatyczne | macierzyste jest potaczenie charakterystyki profi-
lu transkryptomicznego RNA i miRNA oraz profilu proteomicznego (za pomoca analiz RT-
gPCR i Western blot), z immunolokalizacja biatek czy glikoprotein w specyficznych regio-
nach i organellach wewnatrzkomorkowych, wtacznie ze szkieletem btonowym (membranosz-
kieletem) i cytoszkieletem, jak réwniez w formowanych i eksternalizowanych przez komorki
eksosomach (Han iin., 2016; Yoo iin., 2017; Samiec i in., 2022; Yan i in., 2022; Yu i in.,
2023).

Opracowane w ramach niniejszego kierunku prac badawczych komoérkowe modele in
vitro zwierzat dziko zyjacych mozna ponadto ekstrapolowaé na inne gatunki ssakow, w tym
cztowieka oraz zwierzat udomowionych i hodowlanych, szczegdlnie tych ich przedstawicieli,
ktorych cechuje bliski stopien pokrewienstwa filogenetycznego z odpowiednimi gatunkami
zwierzat wolnozyjacych. Pomocna w tym zakresie bedzie szczegdtowa charakterystyka po-
rownawcza takich modeli komérkowych na poziomie cytofizjologicznym i molekularnym.

Podsumowanie, wnioski koncowe 1 przyszle cele badawcze

Opracowanie skutecznych metod zabezpieczania komorek i tkanek pochodzacych od zwierzat
dziko zyjacych, wtym réznych gatunkéw bytujacych w ekosystemach krajowych, a takze
opracowanie modeli in vitro inzynierii komoérkowej i tkankowej z wykorzystaniem biotechno-
logii, toksykologii oraz nanotechnologii stanowi nowatorski kierunek prac badawczo-
rozwojowych. Te ostatnie odgrywaja szczegoélnie istotng role dla ochrony réznorodnosci ga-
tunkowej, zachowania rownowagi biotopowej i biocenotycznej oraz dla dziatan ukierunko-
wanych na redukcje liczebnos$ci populacji gatunkéw wysoce inwazyjnych 0 wysokich zdolno-
$ciach adaptacji w ekosystemach antropogenicznych i zurbanizowanych (dziki, lisy, jenoty).
Stworzenie modeli badawczych ex vivo dla identyfikacji i poznania molekularnej sieci
czynnikow i procesow wewnagtrzkomorkowych jest uzasadnione z uwagi na fakt, ze komorki
somatyczne i macierzyste réznego pochodzenia (w tym rowniez te wywodzace si¢ z tkanek
I narzadow uktadu rozrodczego osobnikéw obojga pici) stanowig zrodto komorek-dawcow
jader w klonowaniu somatycznym réznych gatunkéw zwierzat dziko zyjacych i hodowlanych.
z tego powodu zabezpieczanie ex vivo oraz charakterystyka strukturalno-funkcjonalna linii
komorek somatycznych | macierzystych wyizolowanych z réznych eksplantow tkankowych
pochodzacych od zwierzat wolnozyjacych stanowi atrakcyjny kierunek badawczy, umozliwia-
jacy opracowanie modeli badawczych z udziatem inzynierii hodowli komorkowych oraz tok-
sykologii molekularnej dzikich gatunkéw kregowcow (ssakow, ptakow i ryb). Takie komor-
kowe modele ex vivo moga by¢ z powodzeniem ekstrapolowane na eksperymentalne
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i przedkliniczne modele komérkowe u czlowieka oraz innych gatunkow krg¢gowcow, w tym
zwierzat hodowlanych, a W szczegolnosci tych, ktore sa blisko spokrewnione taksonomicznie
z ich odpowiednikami bytujgcymi w ekosystemach naturalnych i niepozostajacych pod
wplywem ingerencji czynnikéw antropogenicznych.

W tym konteks$cie wydaje sie, ze warunkiem Sine qua non przysztych prac ekspery-
mentalnych i aplikacyjnych w ramach podjetego panelu badan jest kompleksowa ocena ko-
morkowych modeli in vitro réznych gatunkoéw zwierzat dziko zyjacych (w tym ich Krajowych
przedstawicieli, m.in. dzikow, saren, jeleni, lisow, jenotow, ptactwa townego, ryb stodkowod-
nych) pod katem identyfikacji i poznania czynnikow i mechanizméw molekularnych, epige-
netycznych, transkryptomicznych i proteomicznych, a takze pod katem badania wptywu roz-
nych suplementow troficznych i mitogennych oraz toksyn srodowiskowych na procesy we-
wnatrzkomorkowe, ze szczegolnym uwzglednieniem komorek i tkanek uktadu rozrodczego.
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DIRECTIONS AND POSSIBILITIES OF USING BIOLOGICAL MATERIAL
DERIVED FROM FREE-LIVING ANIMALS

Monika Trzcinska, Marcin Samiec

SUMMARY

Considering the phylogenetic development of vertebrates (mammals, birds, fish), many taxa
representing the phylum of chordates (Chordata) and the subphylum of vertebrates (Vertebra-
ta) currently have the status of endangered or extremely endangered species or are extinct in
the wild. Therefore, ex vivo preservation and biological and molecular characterization of
somatic and stem cell lines isolated from various tissue explants originating from free-living
animals will enable: 1) the development of ex vivo research models based on cell culture en-
gineering and cytological toxicology, and 2) the use of the collected biological material in
assisted reproductive technologies (ARTS), applicable to the programs intended for the ex situ
conservation and restoration of endangered vertebrate representatives. Taking into account the
above considerations, the aim of this work is to present the possibilities of multifaceted evalu-
ation of in vitro cell culture models of various wildlife species (including wild boars, roe deer,
red deer, red foxes, raccoon dogs, wildfowl and fresh-water fish) for the purposes of: 1) iden-
tifying and exploring the cytological, biochemical, molecular, epigenetic, transcriptomic and
proteomic factors and mechanisms; and 2) determining the effects of a broad spectrum of
trophic and mitogenic supplements and environmental toxins on intracellular processes, with
particular emphasis on cells and tissues of the reproductive system. The source of tissues and
organs indispensable for establishment of somatic and stem cell lines can be male and female
specimens at different age, being representatives of the selected vertebrate classes and derived
from native subpopulations of a variety of wildlife species: 1) mammals — wild boars, roe
deer, red deer, raccoon dogs, red foxes and others; and 2) birds — pheasants, partridges and
others; as well as 3) fresh-water fish (herbivorous and carnivorous). Based on the established
cell lines, in vitro research models focused on cell and tissue engineering and reproductive
biotechnology and toxicology can be elaborated. For this reason, mitotically stable somatic
cell lines and multipotent stem cell lines of various origins can be subjected to: 1) structural-
functional assessment mediated by a broad panel of methods in such research fields as molec-
ular biology, transcriptomics, proteomics, epigenomics, immunocytochemistry, among others,
and 2) biophysical and biochemical functional tests using nanotechnology and molecular toxi-
cology techniques. Summing up, the in vitro cell culture engineering models in wildlife spe-
cies, which will have been developed within the framework of the implementation of this re-
search work profile, can be extrapolated to other mammalian species, including humans and
farmed livestock species, especially those of their representatives that have a close degree of
phylogenetic relatedness with the corresponding free-living species. a detailed comparative
characterization of cell culture models between wildlife and livestock species will be also
helpful in this regard.

Keywords: wildlife species, ex vivo research models, adult somatic and stem cells, reproduc-
tive biotechnology and toxicology



