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Abstrakt

Na obecnym etapie badan niezbedne jest zarowno przyspieszenie prac nad stworzeniem stra-
tegii badawczych typu ,,game changer”, pozwalajgcych na znaczgcq poprawe wydajnosci
otrzymywania stabilnych — pod wzgledem potencjatu proliferacyjnego i cech pluripotencji —
blastodermalno-pochodnych zarodkowych komorek macierzystych (B-ESCSs) kury domowej,
jak i optymalizacja uprzednio opracowanych metod wyprowadzania i hodowli namnazajgcych
komorek B-ESCs, w wielu przypadkach w wigkszym lub mniejszym stopniu suboptymalnych,
a takze W niedostatecznym stopniu powtarzalnych pod kqtem uzyskiwanej efektywnosci. Nale-
Zy rowniez wspomnie¢ 0 braku jakichkolwiek postepéw W opracowaniu procedur pozwalajg-
cych na efektywngq i trwatq cytodyferencjacje ex ovo komorek B-ESCs kury domowej, a takze
o0 braku jakichkolwiek metod pozajajowego wyprowadzania, namnazania, pluripotentnej sta-
bilizacji czy tez roznicowania komorek B-ESCs innych gatunkow ptakow, W tym innych niz
kura domowa gatunkow drobiu hodowlanego. W ramach niniejszej pracy bedg zaprezento-
wane dziatania majgce na celu opracowanie zupetnie nowych procedur badawczych ukierun-
kowanych na stworzenie innowacyjnych modeli in vitro wyprowadzania blastodermalno-
pochodnych zarodkowych komorek macierzystych (B-ESCs) wybranych gatunkow drobiu ho-
dowlanego (kura, kaczka, ges) na potrzeby:

1) okreslenia warunkow fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji, proliferacji,
zewngtrzkomorkowej stabilizacji fenotypowych cech pluripotencji oraz systemow réznicowa-
nia (cytodyferencjacji) ex ovo komorek B-ESCs lub Sciezek pozaustrojowej transformacji no-
wotworowej (kancerogenezy) komorek B-ESCs lub ich zroznicowanych pochodnych (komorek
somatycznych szeregu mezo-, endo- lub ektodermalnego) — przy wykorzystaniu nowoczesnych
technik biologii i biotechnologii reprodukcyjnej oraz molekularnej, a takze embriologii eks-
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perymentalnej i stosowanej, W ramach technologii wspomaganego rozrodu zwierzqt, inzynie-
rii zarodkowej oraz inzynierii komorkowej,

2) okreslenia szerokiego spektrum predylekcyjnych parametrow molekularnych, obejmujg-
cych detekcje biomarkerow transkryptomicznych, proteomicznych, egzosomalnych oraz bial-
kowych wskaznikow immunofluorescencyjnych, determinujgcych:

a) albo stabilne utrzymanie pluripotencji i charakteru macierzystego przez niezréznicowane
komorki B-ESCs:;

b) albo zachowanie cech odpowiedzialnych za trwatq (nieodwracalng) cytodyferencjacje ko-
morek B-ESCs W kierunku czesciowo/nisko lub ostatecznie/wysoko wyspecjalizowanych ko-
morek somatycznych pochodzenia mezo-, endo- i/lub ektodermalnego;

¢) albo utrwalenie warunkow sprzyjajgcych transformacji onkogennnej (neoplastycznej)
W kierunku nisko zroznicowanych/ztosliwych lub wysoko zroznicowanych/nieztosliwych ko-
morek nowotworowych, co pozwala na identyfikacje endogennych czynnikow molekularnych
odpowiedzialnych za inicjacje 1 progresje tumorogenezezy (nowotworzenia) i metastazy
(przerzutowania) w przedstawionych w ramach niniejszej pracy, nowatorskich biomedycz-
nych modelach in vitro kancerogenezy cztowieka, bazujgcych na namnozonych ex ovo liniach
komorek B-ESCs kury domowej, kaczki domowej i gesi domowej.

Reasumujgc, najwazniejszym atutem i najmocniejszq strong przedstawionego W tym
artykule profilu badawczego ukierunkowanego na opracowanie strategii wyprowadzania,
roznicowania czy transformacji neoplastycznej in vitro stabilnych linii zarodkowych komorek
macierzystych wywodzgcych sie z komorek blastodermalnych wybranych przedstawicieli tak-
sonomicznych ptakow hodowlanych (kura, kaczka, ges) jest jego pionierski I innowacyjny
charakter, ktory stanowi solidng podstawe programowq dla realizacji | powodzenia zalozen
dalszych, bardziej zaawansowanych prac badawczo-rozwojowych z zakresu: 1) biotechnolo-
gii rolniczej i reprodukcyjnej oraz 2) badan interdyscyplinarnych na styku biomedycyny,
transgeniki, biologii i biotechnologii molekularnej, a takze 3) biotechnologicznie
i embriologicznie wspomaganej ochrony ex situ i restytucji gingcych lub wymartych gatunkow
I ras ptakow hodowlanych \ wolnoZyjgcych.

Stowa kluczowe: ptaki hodowlane, drob grzebigcy, drob wodny, blastodermalno-pochodne
zarodkowe komorki macierzyste (B-ESCs), inzynieria hodowli komérkowych, biotechnologia
rolnicza i reprodukcyjna, embriologia eksperymentalna i stosowana

Wstep

Badania ukierunkowane na wyprowadzanie oraz kriogeniczne zabezpieczanie linii komorko-
wych pochodzenia zarodkowego stopniowo stajg si¢ | mogg stanowi¢ W stosunkowo nieodle-
glej przysztosci immanentny element biotechnologicznie wspomaganej ochrony ex situ oraz
genetycznego ratowania roznych gatunkéw i ras ptakow hodowlanych, w tym kury domowej
(Gallus gallus domesticus), kaczki domowej (Anas platyrhynchos forma domestica oraz Cai-
rina moschata f. domestica) i gesi domowej (Anser domesticus) (Carsience i in., 1993; Black-
burn, 2006; Hu iin., 2022). Ponadto opracowanie systeméw €x 0vO, pozwalajacych na za-
chowanie stabilnych warunkow cytokinetycznych, ktore generujag mikrosrodowisko mitogen-
ne i antycytostatyczne sprzyjajace stymulacji aktywnosci proliferacyjnej i zachowaniu pluri-
potencji komodrek pochodzenia embrionalnego (np. blastodermalno-pochodnych komorek
macierzystych lub pierwotnych komorek piciowych) wytycza catkiem alternatywny kierunek
w stosunku do modeli badawczych ex vivo, opartych na hodowli i réznicowaniu linii komorek
fibroblastycznych uktadu skorno-powtokowego lub linii mezenchymalnych komorek macie-
rzystych wywodzacych sie z tkanek i organéw miodocianych lub dojrzatych piciowo ptakoéw
udomowionych (Wu i in., 2008; Guan i in., 2010; Na i in., 2010; Bai i in., 2011; 2013; Nandi
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i in., 2016; Svoradova i in., 2018). Dlatego tez zniesione okoto 24 godziny po zaptodnieniu
jaja wybranych gatunkow drobiu hodowlanego (kura, kaczka, ges$) stanowig doskonaty biore-
zerwuar subpopulacji komoérek blastodermalnych (BCs; ang. blastodermal cells) wywodza-
cych si¢ z tarczki zarodkowej (embriodysku), ktore w jajach poli- i telolecytalnych ptakow
prowadza do powstania W wyniku bruzdkowania czesciowego tarczkowego (meroblastyczne-
go) — wobrgbie bieguna animalnego (tworczego) jaj — zarodkoéw w stadiach blastu-
li/dyskoblastuli lub gastruli. Wyizolowane komorki blastodermy sg z kolei idealnym Zrodiem,
z ktérego wyprowadzane moga by¢ stabilne mitotycznie, permanentne linie zarodkowych
komorek macierzystych, tj. pierwotnych komorek zarodkowych (ESCs; ang. embryonic stem
cells) kur, kaczek i gesi (Petitte iin., 1990, 2004; Xiong i in., 2020). Wymierna korzyscia
wynikajacg z kompleksowego wdrazania rozwigzan z zakresu gatunkowo-specyficznej bio-
technologii reprodukcyjnej oraz genetycznej inzynierii embrionalnej opartej na réznych sys-
temach wyprowadzania, kolekcjonowania, pozaustrojowej hodowli oraz réznicowania (cyto-
dyferencjacji) ex ovo blastodermalno-pochodnych komoérek ESCs (ang. blastoderm-derived
ESCs; B-ESCs) jest trwate zachowanie biotechnologicznej ochrony ex situ oraz zwigkszenie
poziomu bior6znorodnosci genotypowej rzadkich, rodzimych ras zachowawczych wybranych
gatunkéw ptakoéw hodowlanych, w tym kury domowej, kaczki domowej i gesi domowej (Sa-
miec i Trzcinska, 2022; Sun i in., 2022).

Biorgc pod uwage wszystkie wyzej wymienione agrobiotechnologiczne, biologiczne,
zootechniczne oraz gatunkowo-specyficzne uwarunkowania ornitologiczne, nadrzgdnym ce-
lem niniejszej pracy jest przedstawienie i charakterystyka zalet procedur badawczych sprofi-
lowanych na stworzenie modeli in vitro dla potrzeb:

1) izolacji komodrek BCs z zaptodnionych jaj kury domowej, kaczki domowej oraz ggsi do-
mowej;

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

3) hodowli in vitro sprzyjajacej zachowaniu warunkéw samoodnawiania i molekularnych
cech pluripotencji wyprowadzonych linii komérek ESCs pochodzenia blastodermalnego (B-
ESCs);

4) cytodyferencjacji ex ovo wyprowadzonych i stabilnych mitotycznie linii pluripotentnych
komoérek B-ESCs w czesciowo 1i/lub terminalnie zréznicowane komorki somatyczne
0 odmiennym/zdywersyfikowanym pochodzeniu histologicznym, czyli innymi stowy komorki
wywodzace si¢ z roznych listkow zarodkowych (mezo-, endo- i/lub ektodermy);

5) okreslenia ilosciowych i jakosciowych biomarkerow molekularnych (transkryptomicznych
i proteomicznych wskaznikow, egzosomalnych sygnatur mikroRNA oraz biatkowych profili
immunofluorescencyjnych z identyfikacja wewnatrzkomorkowej immunolokalizacji), deter-
minujacych:

a) stabilizacje cech pluripotencji i charakteru macierzystego poszczeg6élnych linii komoérek B-
ESCs; i/lub

b) warunkujacych trwatg (nieodwracalng) indukcje, tj. inicjacje, progresje I terminacje, proce-
sow cytodyferencjacji komorek B-ESCs w cze$ciowo lub terminalnie wyspecjalizowane ko-
morki somatyczne 0 odmiennym pochodzeniu histologicznym; i/lub

c) pozwalajacych na efektywng transformacje onkogenna/neoplastyczng w Kierunku nisko
zréznicowanych (czesto ztosliwych) lub wysoko zréznicowanych (z reguly nieztosliwych)
komoérek nowotworowych, co pozwala na detekcje predylekcyjnych biomarkeréw tumoroge-
nezezy (nowotworzenia) i metastazy (przerzutowania) w opracowanych w ramach niniejszego
zadania badawczego, innowacyjnych biomedycznych modelach ex vivo kancerogenezy czto-
wieka, opartych na wyprowadzonych ex ovo komorkach B-ESCs ptakow hodowlanych;

6) oszacowania zmiennos$ci parametrow molekularnych dla pluripotentnych komoérek B-ESCs
oraz wywodzacych si¢ z nich linii zréznicowanych komoérek mezo-, endo- i/lub ektodermal-
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nych, w zalezno$ci od oddzialywania szerokiego spektrum ektopowych czynnikéw epigene-
tycznych i/lub ekscytotoksycznych i/lub troficzno-energetycznych i/lub mitogennych (pro-
cytokinetycznych) i/lub antymitogennych (cytostatycznych) i/lub karcinogennych (rakotwor-
czych) i/lub neurodegeneracyjnych i/lub cytoprotekcyjnych i/lub antyoksydacyjnych.

Obecny stan badan | wyzwania stojace przed bioinzynieria hodowli zarod-
kowych komorek macierzystych ptakow hodowlanych

Pluripotentne komorki macierzyste ptakdw majg zdolno$¢ do generowania zaréwno linii za-
rodkowej, jak i chimerowej linii somatycznej (Bradley i in., 1984). Jednakze, jak do tej pory
mozliwe byto uzyskiwanie komoérek zarodkowych ptakow wykazujacych cechy pluripotencji
jedynie w warunkach hodowli krétkoterminowych (Petitte i in. 2004; Lavial i in. 2009). War-
to zaznaczy¢, ze W ciggu dlugiego okresu obejmujacego ok. 30 lat uzyskano sukcesywne po-
stepy W badaniach nad rozwojem metod hodowli pluripotentnych komoérek macierzystych
jedynie u kury domowej (Gallus gallus domesticus), jednakze progresja tych postgpow jest
w dalszym ciggu wysoce niewystarczajaca. Pozwolito to W pierwszej kolejnosci na uzyskanie
linii komérkowej 9N2-5 (Pain i in., 1996; Acloque i in., 2001).

Niemniej jednak, biorac powyzsze pod uwage, niezbedne jest zarowno przys$pieszenie
prac nad stworzeniem strategii badawczych typu ,,game changer”, pozwalajacych na znaczaca
poprawe wydajnosci otrzymywania stabilnych — pod wzgledem potencjatu proliferacyjnego
i cech pluripotencji — blastodermalno-pochodnych zarodkowych komoérek macierzystych (B-
ESCs) kury domowej, jak i optymalizacja uprzednio opracowanych metod wyprowadzania
i hodowli namnazajacych komoérek B-ESCs, w wielu przypadkach w wigkszym lub mniej-
szym stopniu suboptymalnych, a takze w niedostatecznym stopniu powtarzalnych pod katem
uzyskiwanej efektywno$ci, nie wspominajac juz 0 jakimkolwiek braku postgpow
W opracowaniu procedur pozwalajacych na efektywng i trwalg cytodyferencjacje ex ovo ko-
morek B-ESCs kury domowej, a takze o nieistnieniu jakichkolwiek metod poza-jajowego
wyprowadzania, namnazania, pluripotentnej stabilizacji czy tez réznicowania komorek B-
ESCs innych gatunkéw ptakdéw, W tym innych niz kura domowa gatunkéw drobiu hodowla-
nego. Co wigcej, strategie namnazania in Vvitro ptasich komorek ESCs byly stopniowo udo-
skonalane poprzez: 1) wykorzystanie pozywek hodowlanych wzbogaconych o polipeptydowe
czynniki wzrostowe takie jak: zasadowy czynnik wzrostu fibroblastoéw cztowieka (hbFGF),
insulino-podobny czynnik wzrostowy typu i (IGF1), czynnik wzrostu komorek macierzystych
myszy (mSCF), ludzka interleukina-6 (hIL-6), rozpuszczalny fragment receptora interleukiny-
6 cztowieka hIL6-SR (ang. Interleukin-6 Receptor Soluble Fragment) i ludzki czynnik hamu-
jacy leukemie (hLIF) (Park i Han, 2000; Acloque i in., 2001; Choi iin., 2010; Zhang i in.,
2018) lub poprzez: 2) zastosowanie systemoéw wspothodowli z uzyciem adherentnych mono-
warstw odzywczych (ang. feeder monolayers) utworzonych z immortalizowa-
nych/unie$miertelnionych subpopulacji mysich fibroblastow ptodowych STO, czesto podat-
nych na inaktywacj¢ mitotyczng za posrednictwem cytostatykow/antymitogenéw (np. mito-
mycyny C; MMC) (Wang i in., 2006; Zhang i in., 2018). Warto podkresli¢, ze linie komorek
fibroblastycznych STO (S: SIM-pochodnych; T: 6-tioguanino-opornych; O: ouabaino-
opornych), stuzgce podtrzymywaniu aktywnosci proliferacyjnej komoérek ESCs, wywodzg si¢
z ptodow zinbredowanego szczepu myszy Sandos (SIM; Sandos inbred mice) z mutacja genu
kodujacego enzym fosforybozylotransferaz¢ hipoksantynowo-guaninowg (HPRT), ktory kata-
lizuje konwersj¢ guaniny (nalezacej do grupy puryn) oraz hipoksantyny do nukleotydoéw (Sai-
toh iin., 2012). Dlatego tez immortalizowane linie komorek fibroblastycznych STO —
W nastepstwie fenotypowego braku aktywnos$ci tego enzymu — wykazuja wysoka oporno$¢ na
dziatanie takich cytostatykow jak: gldowny metabolit/analog tiopuryn 0 nazwie 6-tioguaning;
glikozyd — ouabaina, czyli strofantyna-G (Na*-K*-zalezny inhibitor ATPaz). Linie fibrobla-
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stow STO charakteryzuje jednoczesnie wysoka wrazliwo$¢ na dziatanie enzymu HPRT oraz
triady HAT, czyli hipoksantyny (zasada azotowa/oksypuryna bedaca sktadnikiem nukleozydu
purynowego — inozyny), aminopteryny — kwasu 4-aminofoliowego (antymetabolit/antagonista
kwasu foliowego, jednego z najwazniejszych koenzymoéw w syntezie zasad purynowych
i pirymidynowych oraz nukleotydow wchodzacych w sktad kwasow nukleinowych: RNA
i DNA) i tymidyny (nukleozyd pirymidynowy) (Cong i in., 2014).

Opracowano takze systemy hodowli ptasich komoérek ESCs w pozywce uwarunkowa-
nej 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 dedy-
kowane cytokiny i podtoza hodowlane, aby zachowa¢ kurze komoérki ESCs w stanie nierdzni-
cowanym. Czynnik hamujacy leukemi¢ (LIF), bedacy przedstawicielem rodziny interleukin-6
(IL-6), jest uznawany za wysoko skuteczny czynnik o wiasciwosciach cytobiochemicznych
warunkujacych utrzymanie komorek 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 zapobiega¢ roéznico-
waniu si¢ zarodkowych komorek macierzystych cztowieka (Wang i in. 2005). Z kolei suple-
mentacja za posrednictwem polipeptydowego czynnika wzrostu komorek macierzystych
(SCF) sprzyja zachowaniu molekularnych cech pluripotencji komodrek pochodzenia embrio-
nalnego u kury domowej (Park i Han, 2000). Mimo ze system wspothodowli bazujacy na mo-
nowarstwie odzywczej utworzonej z mysich fibroblastow ptodowych STO oraz pozywce
BRL-CM pozwala na utrzymanie linii kurzych komérek ESCs w stanie niezréznicowanym
przez ponad 20 pasazy, subpopulacje komorkowe sg pochodzenia heterologicznego (ksenoge-
nicznego), uzyskiwanie medium hodowlanego jest skomplikowang wieloetapowa procedurs,
a jego skiad jakosciowy i ilosciowy oraz strukturalny rozktad i koncentracje poszczegdlnych
polipeptydowych czynnikow wzrostowych obecnych w medium uwarunkowanych funkcjami
cytosekrecyjnymi i parakrynnymi nie sg doktadnie zdefiniowane (van de Lavoir i Mather-
Love, 2006). W zwigzku z tym istnialo zapotrzebowanie na opracowanie uproszczonych,
a jednoczes$nie optymalnych warunkow hodowli w celu utrzymania pluripotencji kurzych
komorek ESCs podczas dlugoterminowej hodowli namnazajace;.

Wyniki naszych badan wstepnych sugeruja, ze opracowane systemy hodowli ex ovo
komorek B-ESCs kury i kaczki domowej bazujace na takich naczyniach hodowlanych jak:
szklane mikroptytki 8-komorowe Ibidi z podtozem powlekanym poli-L-lizyng oraz polistyre-
nowe szalki z podtozem powlekanym kolagenem typu i (SPL Life Sciences SPL Coat™ Col-
lagen Type i Coated Dishes), a takze oparte na medium hodowlanym wzbogaconym o takie
suplementy o wiasciwosciach mitogennych oraz energetyczno-troficznych jak: SCF, B-27™
Plus oraz FBS, zapewniaja optymalne poza-jajowe mikrosrodowisko sprzyjajace utrzymaniu
morfologicznych i ultrastrukturalnych cech fenotypowych kurzych i kaczych komorek zarod-
kowych o atrybutach znamiennych dla komérek macierzystych przez ponad 15 pasazy in vitro
(Samiec iin., 2023). Okragly i charakterystyczny dla komoérek B-ESCs ksztalt skupisk ko-
morkowych zostal potwierdzony poprzez obserwacje morfologiczne. Skupiska komoérkowe
posiadaty ksztalt sferyczny, ale nie byly tak okragte i zwarte jak komorki zarodkowe cztowie-
ka, myszy lub $wini. Komoérki B-ESCs obu gatunkéw drobiu hodowlanego nie odznaczaty si¢
réwniez tak wyraznymi granicami jak zarodkowe komorki macierzyste myszy (mESCs)
I zarodkowe komorki macierzyste cztowieka (hESCs). Embrionalne komorki macierzyste
kury domowej lub kaczki domowej sag komorkami 0 silnie zarysowanym kulistym ksztalcie
morfologicznym, co determinuje brak zdolnosci ich $cistego przylegania do siebie. Ponadto
charakteryzuja si¢ one obecno$cig sferycznego jadra komorkowego oraz niskim stosunkiem
cytoplazmy do jadra (Samiec i in., 2023). W ramach tego panelu prac badawczych utworzono
w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji 1Z-PIB biorepozytoria dedykowane
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komorkom B-ESCs obu wyzej wymienionych gatunkéw drobiu hodowlanego. Specyfikacje
tych biorepozytoriow przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Biorepozytoria w postaci zabezpieczonych ex ovo zarodkowych komorek macierzystych wyizolowanych z zaptodnionych
in vivo jaj ptakéw hodowlanych

Table 1. The biorepositories involving ex ovo protected embryonic stem cells isolated from in vivo-fertilized eggs of breeding birds

Metoda Liczba zaplodnionych jaj
Pochodzenie komérek konserwacji Liczba linii komérkowych Number of
Gatunek . Method of conservation Number of fertilized eggs
Speci macierzystych i
pecies cell lines
The provenance of stem cells
Kura domowa 18 90

Domestic chicken

Gallus gallus domesticus . .
( 9 ) Kriokonserwacja

Cryoconservation

B-ESCs

Kaczka domowa 28
Domestic duck
(Anas platyrhynchos forma domestica;
Cairina moschata f. domestica)
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B-ESCs - blastodermalno-pochodne zarodkowe komoérki macierzyste (ang. blastoderm-derived embryonic stem cells).

Docelowe kierunki potencjalnego zastosowania bioinzynierii zarodkowych
komorek macierzystych wywodzacych si¢ z blastodermy jaj ptakow hodow-
lanych

Badania z zakresu inzynierii hodowli blastodermalno-pochodnych zarodkowych komorek
macierzystych (B-ESCs) charakteryzuja si¢ szerokim potencjatem aplikacyjnym, ktory moze
znalez¢ odzwierciedlenie W opracowaniu zupetnie nowych procedur badawczych ukierunko-
wanych na stworzenie innowacyjnych modeli in vitro wyprowadzania komorek B-ESCs wy-
branych gatunkow drobiu hodowlanego (kura, kaczka, ges) na potrzeby:

1) okreslenia warunkéw fizyko-chemicznych i biologicznych: izolacji, adhezji, proliferacji,
zewnatrzkomorkowej stabilizacji fenotypowych cech pluripotencji oraz systemow réznicowa-
nia (cytodyferencjacji) ex ovo komorek B-ESCs lub $ciezek pozaustrojowej transformacji
nowotworowej (kancerogenezy) komorek B-ESCs lub ich zréznicowanych pochodnych (ko-
morek somatycznych szeregu mezo-, endo- lub ektodermalnego) — przy wykorzystaniu nowo-
czesnych technik biologii i biotechnologii reprodukcyjnej oraz molekularnej, a takze embrio-
logii eksperymentalnej i stosowanej, w ramach technologii wspomaganego rozrodu zwierzat,
inzynierii zarodkowej oraz inzynierii komorkowej;

2) okreslenia szerokiego spektrum predylekcyjnych parametréw molekularnych, obejmuja-
cych detekcje biomarkeréw transkryptomicznych, proteomicznych, egzosomalnych, oraz
biatkowych wskaznikéw immunofluorescencyjnych, determinujacych:

a) albo stabilne utrzymanie pluripotencji i charakteru macierzystego przez niezré6znicowane
komorki B-ESCs;
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b) albo zachowanie cech odpowiedzialnych za trwalg (nieodwracalng) cytodyferencjacj¢ ko-
moérek B-ESCs w kierunku cze$ciowo/nisko lub ostatecznie/wysoko wyspecjalizowanych
komorek somatycznych pochodzenia mezo-, endo- i/lub ektodermalnego;
c) albo utrwalenie warunkéw sprzyjajacych transformacji onkogennnej (neoplastycznej)
W kierunku nisko zroéznicowanych/ztosliwych lub wysoko zréznicowanych/nieztosliwych
komoérek nowotworowych, co pozwala na identyfikacj¢ endogennych czynnikow molekular-
nych odpowiedzialnych za inicjacje i progresje¢ tumorogenezezy (nowotworzenia) i metastazy
(przerzutowania) w opracowanych w ramach niniejszego zadania badawczego, absolutnie
nowatorskich biomedycznych modelach in vitro kancerogenezy cztowieka, bazujacych na
namnozonych ex ovo liniach komoérek B-ESCs kury domowej i/lub kaczki domowe;j i/lub gesi
domowej.

Podsumowujac, zasadniczym wyzwaniem naukowo-badawczym dla przysztych badan
z zakresu ornitologicznej embriologii eksperymentalnej i stosowanej oraz biotechnologii re-
produkcyjnej hodowlanego drobiu grzebigcego i wodnego bedzie opracowanie efektywnych
systemOw wyprowadzania oraz hodowli proliferacyjnej, gwarantujacych stabilizacje fenoty-
powych cech pluripotencji zarodkowych komoérek macierzystych wybranych gatunkoéw pta-
kow hodowlanych (kura, kaczka, ges) w warunkach ex ovo. Nalezy podkresli¢c nowatorski
kierunek badawczo-rozwojowy tego profilu dziatan badawczych z uwagi na fakt, ze wedtug
naszej najlepszej wiedzy nie byty dotad prowadzone takie prace naukowo-badawcze jak: 1)
badania ukierunkowane na stworzenie modeli ex ovo réznicowania komoérek B-ESCs kury
domowej w kierunku wysoko wyspecjalizowanych komoérek somatycznych pochodzenia me-
z0-, endo- i/lub ektodermalnego; 2) badania w kierunku stworzenia modeli ex vivo wyprowa-
dzania i hodowli namnazajacych niezréznicowanych komorek B-ESCs 0 wtasciwosciach plu-
ripotentnych u udomowionych przedstawicieli taksonomicznych drobiu wodnego (kaczki,
gesi); a takze 3) badania w kierunku filogenetycznej charakterystyki poréwnawczej moleku-
larnych atrybutow dla $ciezek pozajajowego zachowania fenotypowych cech pluripotencji
oraz dla S$ciezek pozajajowej indukcji pro-mezodermalnej, pro-endodermalnej lub pro-
ektodermalnej cytodyferencjacji pierwotnych komoérek zarodkowych migdzy réznymi gatun-
kami ptakow, w tym takze migdzy ich udomowionymi taksonami reprezentowanymi przez
kure domowa, kaczke domowa i ge§ domowa.

Finalnie, najwazniejszym atutem inajmocniejsza strong zaprezentowanych
W niniejszym artykule zagadnien badawczych, ukierunkowanych na opracowanie strategii
wyprowadzania, roznicowania czy transformacji neoplastycznej in vitro stabilnych linii za-
rodkowych komorek macierzystych (pierwotnych komorek zarodkowych) wywodzacych si¢ z
komorek blastodermalnych wybranych przedstawicieli taksonomicznych ptakéw hodowla-
nych (kura, kaczka, ge$) jest ich pionierski I innowacyjny charakter, ktory stanowi solidng
podstawe programowa dla realizacji | powodzenia zatozen dalszych, bardziej zaawansowa-
nych prac badawczo-rozwojowych z zakresu: 1) biotechnologii rolniczej i reprodukcyjnej
oraz 2) badan interdyscyplinarnych na styku biomedycyny, transgeniki, biologii
i biotechnologii molekularnej, a takze 3) biotechnologicznie i embriologicznie wspomaganej
ochrony ex situ i restytucji gingcych lub wymartych gatunkéow iras ptakow hodowlanych
i wolnozyjacych (Blackburn, 2006; Wang iin., 2006; Lavial iin., 2009; Woodcock i in.,
2019; Soglia iin., 2021; Rieblinger iin., 2021; Sun iin., 2022; Samiec i Trzcinska, 2022;
Samiec i in., 2023).
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BIOENGINEERING BASED ON EMBRYONIC STEM CELLS OF SELECTED
SPECIES OF BREEDING POULTRY - SCIENTIFIC, RESEARCH
AND APPLICATION POTENTIAL

Marcin Samiec, Monika Trzcinska

SUMMARY

At the current stage of investigations, it is indispensable both to accelerate the elaboration of
“game changer” research strategies, enabling a significant improvement in the efficiency of
generating stable — in the context of proliferative potential and pluripotency-related attributes
— blastoderm-derived embryonic stem cells (B-ESCs) of the domestic fowl, and to optimize
previously developed methods intended for establishment and in vitro expansion of B-ESCs
(in many cases more or less suboptimal), and insufficiently replicable in terms of the efficien-
cy obtained. It is also necessary to note the lack of any progress in the development of proce-
dures allowing for efficient and sustainable ex ovo cytodifferentiation of chicken B-ESCs, as
well as the non-existence of any methods for extra-ovum derivation, multiplication, pluripo-
tent stabilization or differentiation of B-ESCs in other avian species, including breeding poul-
try species other than the domestic chicken. Within the framework of the present work, efforts
will be unveiled to develop completely new research procedures aimed at creating innovative
in vitro models for establishing B-ESCs of selected species of breeding poultry (domestic
chicken, duck, goose) for the purposes of:

1) recognizing the physico-chemical and biological conditions of isolation, adhesion, prolifer-
ation, extracellular stabilization of phenotypic traits of pluripotency and systems applied to ex
ovo cytodifferentiation of B-ESCs or pathways of extracorporeal neoplastic transformation
(carcinogenesis) of B-ESCs or their differentiated derivatives (somatic cells of meso-, endo-
or ectodermal origins) — by using modern techniques of not only reproductive and molecular
biology/biotechnology, but also experimental and applied embryology, within the framework
of assisted animal reproductive technologies, and embryonic cell engineering;

2) unravelling a broad spectrum of predictive molecular parameters, including the detection
of transcriptomic, proteomic, exosomal biomarkers, and protein immunofluorescence indica-
tors that determine:

(a) either the stable maintenance of pluripotency and stemness by undifferentiated B-ESCs;
(b) or the preservation of the attributes responsible for the permanent (irreversible) cytodiffer-
entiation of B-ESCs into partially/lowly or terminally/highly specialized somatic cells of me-
so-, endo- and/or ectodermal provenance;

(c) or perpetuation of conditions conducive to oncogenic (neoplastic) transformation toward
low-differentiated/malignant or highly-differentiated/non-malignant tumor cells, which gives
the possibility to identify endogenous molecular factors responsible for the initiation and pro-
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gression of tumorigenesis and metastasis in the novel in vitro biomedical models of human
carcinogenesis deciphered within the framework of this research work, based on the ex ovo
expanded B-ESC lines of domestic chicken, domestic duck and domestic goose.

To sum up, the most important advantage and the strongest point of the research profile pre-
sented in this article targeted at the elaboration of strategic approaches to establishment, dif-
ferentiation, or in vitro neoplastic transformation of mitotically stable B-ESC lines in the se-
lected taxonomic representatives of farmed birds (chicken, duck, goose) is its pioneering and
innovative character, which provides a solid program basis for the implementation and suc-
cess of the assumptions of further, more advanced research and development work in the field
of: 1) agricultural and reproductive biotechnology, and 2) interdisciplinary research at the
interface of biomedicine, transgenics, molecular biology and biotechnology, as well as 3) bio-
technologically- and embryologically-assisted ex situ conservation and restoration of disap-
pearing or extinct species and breeds of domesticated and wild birds.

Keywords: breeding birds, landfowl, waterfowl, blastoderm-derived embryonic stem cells (B-
ESCs), cell culture engineering, agricultural and reproductive biotechnology, experimental
and applied embryology



