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Summary

The techniques for gametes, embryos and genome manipulations are poorly developed in birds due at least
in part to the difficulties of obtaining a sufficient number of oocytes for experiments and particular develop-
ment of embryos. In the present study the possibilities of manipulations of avian gametes and embryos, such
as multiple ovulations, in vitro ovulation and fertilisation, embryo culture and obtaining transgenic birds, are
reviewed. Presently, it is possible to carry out (1) in vitro maturation, ovulation and fertilisation of avian
oocytes, (2) embryo culture from one-cell to hatching, (3) producing of chimeras by using manipulated in vitro

PGCs and BCs and (4) obtaining transgenic birds.
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Metody manipulacji na gametach i zarodkach u ssa-
kéw maja juz szerokie zastosowanie praktyczne, nato-
miast u ptakow nadal pozostaja na etapie eksperymen-
talnym, co wynika m.in. z trudnosci w pozyskiwaniu
wystarczajacej ilosci oocytow do badan i specyfiki roz-
woju zarodkow ptasich. W rozrodzie ptakow wystepu-
ja pewne réznice w poréwnaniu z rozrodem ssakow.
Samica jest heterogametyczna i posiada uktad chromo-
somow ptciowych ZW, natomiast samiec jest homoga-
metyczny — ZZ. Obecno$¢ chromosoméw ZW prowa-
dzi do rozwoju tylko lewego jajnika i jajowodu, a uktad
chromosomoéw ZZ do rozwoju parzystych jader. W jaj-
niku obecnych jest kilkadziesiat pecherzykow roznej
wielkoéci. Zotte pecherzyki (u kury o $rednicy 8-36 mm)
tworza charakterystyczna hierarchig, w ktorej najwigk-
szy pecherzyk przedowulacyjny okreslany jest jako F1,
drugi co do wielkosci F2 itd. (7). Po owulacji najwigk-
szego pecherzyka, uwolniony oocyt, obtadowany duza
iloscia zottka i otoczony cytolemma i btona okotozott-
kowa wychwytywany jest przez lejek jajowodu. W lej-
ku nastgpuje zaptodnienie i tworza si¢ dwie dalsze bto-
ny: btona ciagta i btona pozazoéttkowa, ktore wraz z bto-
na okotozottkowa tworza tzw. btony zottkowe. Zaptod-
nienie musi nastapi¢ przed wytworzeniem blony poza-
z6ttkowej (do 15 min. po owulacji), gdyz plemniki nie
sa zdolne do jej penetracji (9). U ptakéw wystegpuje
polispermia fizjologiczna, tzn. wiele plemnikow prze-
chodzi przez btong okotozoéitkowa do blastodysku oocy-
tu (tarczki zarodkowej), gdzie ich chromatyna ulega
dekondensacji i tworza si¢ przedjadrza meskie, jednak
tylko jedno taczy si¢ z przedjadrzem zenskim, tworzac
zygote. Pozostale przedjadrza degeneruja podczas
wczesnych etapéw rozwoju zarodka (27, 31, 36). Rola

dodatkowych przedjadrzy jest nieznana. Polaczenie
przedjadrza zenskiego i mgskiego (syngamia) zacho-
dzi w magnum, odcinku biatkotwdrczym (okolo 3,5h
po zaplodnlemu) a pierwszy podzial w cie$ni lub po
We] $ciujaja do gruczotu skorupowego (31). Dalszy roz-
woj zarodka ptaka zachodzacy w gruczole skorupowym,
obejmuje dziesig¢ stadiow (I do X) opisanych dla kury
przez Eyal-Giladi i Kochav (6). Stadia od I do VI to
okres bruzdkowania, w wyniku ktérego powstaje tarcz-
ka zarodkowa, zawierajaca okoto 2 tysigcy komorek uto-
zonych w 5 warstw oddzielonych od zéitka jama pod-
zarodkowa (6, 17). Z kolei stadia VII do X to okres
tworzenia pola jasnego na skutek wypadania komorek
ze strony brzusznej centralnej czesci zarodka. W sta-
dium X centrum tarczki zarodkowej stanowi jednoko-
morkowa warstwe, tzw. pole jasne, natomiast obrzeze
stanowi wielokomoérkowa warstwe, tzw. pole ciemne.
W zniesionym jaju zarodek kury liczy 40-60 tys. ko-
morek (stadium X)) (6, 17). Opracowanie metod hodowli
oocytow ptakow, zaptodnienia i hodowli zarodkéw poza
organizmem w kontrolowanych warunkach laboratoryj-
nych utatwi badanie mechanizmow zaptodnienia i roz-
woju oraz manipulacje genomem prowadzace do uzy-
skiwania ptakow transgenicznych.

Celem opracowania jest przedstawienie wybranych
osiagni¢¢ badawczych i technicznych dotyczacych ma-
nipulacji na gametach, embrionach i genomie ptakow.

Superowulacja

W celu uzyskania jednorazowo wigkszej liczby oocy-
tow od ptaka stosuje si¢ kilkudniowa (5-7 dni) iniekcje
gonadotropiny surowicy zrebnych klaczy (PMSG),
a nastgpnie pojedyncze podanie hormonu indukujace-
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go owulacj¢. PMSG blokuje spontaniczna owulacje
1 stymuluje wzrost pecherzykéw, czego wynikiem jest
obecnos¢ w jajniku kilku pgcherzykow o jednakowe;j
wielkosci (brak hierarchii). Natomiast iniekcja hormo-
nu uwalniajacego gonadotropiny (LHRH), hormonu
luteinizujacego (LH) czy ekstraktu z przysadek wywo-
huje owulacjg. Zastosowanie techniki superowulacji po-
zwala uzyskac 2-5 oocytow od kury (12, 15, 26). Nato-
miast u przepiorek otrzymujacych PMSG odpowiedz'
na podanie LH jest bardzo zréznicowana. Uzyskano
srednio jeden oocyt od ptaka (10).

Owulacje in vitro

Metoda opracowana przez Olszanska i wsp. (28) po-
zwala na hodowle pecherzykow jajnikowych ptakow
i ich owulacje w warunkach doswiadczalnych. Wydaj-
no$¢ metody (liczba owulacji in vitro) zalezy od czasu
izolacji pecherzykow przed spodziewana spontaniczna
owulacja. Im krétszy odstep czasu pomigdzy pobraniem
pecherzyka jajnikowego a przewidywana naturalna
owulacja, tym wigkszy procent owulacji in vitro (do
70%). Metoda ta pozwala na badanie mechanizmu owu-
lacji, roli hormonow w tym procesie i wykorzystanie
oocytow do zaptodnienia in vitro.

Zaptodnienie in vitro

Po raz pierwszy klasyczne zaptodnienie in vitro oocy-
tow kury pobranych natychmiast po owulacji przepro-
wadzono ponad 30 lat temu (8). Na blastodysk nakta-
dano zawiesing plemnikéw i calo$¢ inkubowano przez
15 min., a po przemyciu dalsze 24 h. Zaptodnienie
1 rozw6j embriondéw badano histologicznie (barwienie
hematoksyling). Znacznie p6zniej Nakanishi i wsp. (25)
przedstawili dokumentacj¢ fotograficzng formowania
przedjadrzy meskich i zenskich po zaptodnieniu in vit-
ro. Zywe kurczgta uzyskano po implantacji do jajowo-
du kur zastepczych in vitro zaptodnionych oocytoéw (38).
Ostatnio Olszanska i wsp. (29) uzyskali u przepiorki
japonskiej zaptodnienie in vitro oocytdéw owulowanych
pozaustrojowo.

Przeprowadzenie zaplodnienia in vitro u ptakow nie
jest tatwe, wynika to m.in. z trudnos$ci w ustaleniu cza-
su naturalnej owulacji oraz pozyskania oocytow tylko
z btona okotozoéttkowa. Poniewaz klasyczna metoda
zaplodnienia in vitro jest utrudniona, postanowiono za-
stosowa¢ metode bezpoéredniej iniekcji plemnika do
cytoplazmy (ICSI), jednak pierwsze proby zakonczyty
si¢ niepowodzeniem. Dokonano tego po raz pierwszy
dopiero w 2003 r. (11). Autorzy wykazali, ze bezpo-
srednia iniekcja pojedynczego plemnika do oocytu prze-
pidrki moze aktywowac oocyt 1 prowadzi¢ do zaptod-
nienia. Ponadto wydtuzone spermatydy i1 plemniki po-
brane z jadra sa kompetentne do zaplodnienia, tak jak
plemniki pochodzace z nasienia. Zastosowanie techni-
ki ICSI moze by¢ bardzo uzyteczna metoda do badania
mechanizmu zaptodnienia, roli gamet w tym procesie,
a takze do produkcji ptakow transgenicznych przez uzy-
cie plemnikéw jako wektorow do wprowadzania obce-
go DNA do oocytu.
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Hodowle embrionow

Z koncem lat 80. opracowano metod¢ hodowli em-
brionow kurzych od stadium jednej komorki do wyle-
gu w warunkach in vitro (20, 32). Metoda ma III etapy.
Pierwszy etap obejmuje okres od zaptodnienia (stadium
jednej komorki) do wytworzenia blastodermy, czyli
okres rozwoju zachodzacy naturalnie w jajowodzie. Za-
plodniony oocyt pobrany z magnum jest umieszczany
W naczyniu zawierajacym medium sktadajace si¢ z biat-
ka rzadkiego i1 roztworu soli mineralnych. Inkubacja
prowadzona jest przez jedna dobg. W drugim etapie
embriony przenoszone sa do skorup zastgpczych wy-
petionych medium i hodowane przez kolejne 3 doby
embriogenezy. Nastepny etap obejmuje okres wzrostu
embriondéw od czwartej doby do wylegu i prowadzony
jest w wigkszych skorupach zastepczych w celu wy-
tworzenia komory powietrznej nad embrionem. Ta pro-
cedura jest rowniez opracowana do hodowli embrio-
now przepidrek w skorupach jaj kurzych (30).

Inna, zastugujaca na uwage metoda jest metoda ho-
dowli zarodkéw opracowana przez Chapmana i wsp.
(2). Metoda jest przeznaczona do hodowli embrionow
od stadium gastrulacji do neurulacji (do 59-64 h) i na-
zywana jest EC (Early Chick). Hodowla embrionow
prowadzona jest na szalkach Petriego wypetionych me-
dium sktadajacym sig z biatka jaja kurzego, agaru i an-
tybiotyku. Zaleta tej metody jest mozliwos¢ przepro-
wadzania zabiegoéw mikrochirurgicznych w obrgbie
zarodkow, mikroiniekcji, implantacji i elektroporacji
oraz obserwowania zarodkow bezposrednio w hodowli.

Otrzymywanie ptakow transgenicznych

Cele i metody uzyskiwania ptakow zmienionych ge-
netycznie opisano w kilkunastu pracach przegladowych
(1, 3-5,13, 14, 16, 19, 23, 33-35, 37). Procedury trans-
feru genow sa adaptowane z technik uzywanych u ssa-
kéw lub rozwijane specjalnie dla ptakoéw. Stosowane
metody uzyskiwania ptakéw transgenicznych maja na
celu wprowadzenie nowego genu do komorek picio-
wych lub ich prekursorow. Opracowano kilka spo-
sobow wprowadzania egzogennego DNA do genomu
ptakow.

Mikroiniekcja DNA do zaplodnionego oocytu.
Zaptodnione oocyty pobierane sa z magnum i DNA
zostaje wprowadzony bezposrednio do tarczki zarod-
kowej zaptodnionego oocytu, w poblize przedjadrza
zenskiego. Poniewaz u ptakow cytoplazma jest nie-
przezroczysta, nie ma mozliwosci bezposredniej iniek-
cji do zenskiego czy meskiego przedjadrza. Efektyw-
nos$¢ tej metody jest bardzo niska, poniewaz wprowa-
dzony do cytoplazmy DNA czgsto nie zostaje zintegro-
wany z DNA chromosomoéw i ulega degeneracji pod-
czas wczesnych etapow rozwoju zarodka. Zastosowa-
nie plemnikow jako wektorow do wprowadzania obce-
go DNA w potaczeniu z techmkq ICSI bytoby dobrym
rozwiazaniem i mogloby mie¢ zastosowanie praktycz-
ne. Jednak technika ta, wraz z mozliwoscia hodowli
oocytow bedacych tuz po owulacji wymaga udoskona-
lenia.
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Elektroporacja i lipofekcja. Rozw¢;j technik lipo-
fekcji 1 elektroporacji (18, 21) umozliwia transfekcje
komorek in vitro 1 in vivo. Metodami tymi wprowadza-
no DNA do plemnikéw oraz embrionow bedacych
w stadium rozwoju X (E-G&K). Plemnikow poddanych
lipofekeji, elektroporacji lub inkubacji z egzogennym
DNA uzyto do sztucznej inseminacji kur i uzyskano
pozytywne na obecno$¢ transgenu tylko jednodniowe
embriony. Uzyskane wyklute pisklgta nie posiadaty eg-
zogennego DNA (24). Stosujac elektroporacje in vivo
embrionow w stadium X (22) uzyskano wysoka
ekspresje egzogennego DNA w tkankach embrionow,
jednak podczas rozwoju zarodka DNA ulegato degra-
dacji.

Uzycie komorek zarodkowych do produkeji chi-
mer. Obecnie najbardziej obiecujaca metoda prowadza;
ca do uzyskania ptakow transgenicznych jest uzycie ko-
morek blastodermalnych (BCs) lub pierwotnych komo-
rek ptciowych (PGCs). Wykorzystuje si¢ BCs pocho-
dzace od embrionoéw bedacych w stadium X (E-G&K),
a ktore posiadaja pewna liczbg prekursoréw PGCs.
Z kolei PGCs izoluje si¢ z jamy zarodkowej embrio-
néw w stadium X-XII (E-G&K), z krwi (2.-3. dzien
inkubacji) lub z réznicujacych si¢ gonad zarodkow
(5.-6. dzien 1nkubac31) Zaréwno BCs, jak i PGCs moz-
na hodowac in vitro, zamraza¢ i wprowadzac egzogen-
ny DNA, np. na drodze elektroporacji czy lipofekcji.
W wyniku iniekcji BCs do embrionéw biorcow beda-
cych w stadium rozwoju X uzyskuje si¢ chimery feno-
typowe 1 maly procent chimer ptciowych. Natomiast
wykorzystujac PGCs wprowadza si¢ je do embrionow
bedacych w takim samym stadium rozwoju jak zarod-
ki, od ktorych pochodza i uzyskuje si¢ chimery ptcio-
we. Chimery wykorzystuje si¢ dalej do wyprowadze-
nia linii ptakow transgenicznych lub do biokonserwa-
Cji genotypow.

Podsumowanie

Obecnie mozliwe jest: (1) przeprowadzenie dojrze-
wania, owulacji 1 zaplodnienia in vitro (klasycznie
i ICSI) oocytow ptasich, (2) hodowla in vitro embrio-
néw od jednokomorkowej zygoty do wyle;gu pisklecia,
(3) uzyskanie chimer wykorzystujac $wieze, przecho-
wywane 1 manipulowane in vitro PGCs 1 BCs oraz (4)
otrzymanie ptakdéw transgenicznych. Opracowanie efek-
tywnych metod manipulacji komorkami blastodermal-
nymi i pierwotnymi komoérkami ptciowymi rokuje naj-
wigksze nadzieje w uzyskiwaniu ptakow transgenicz-
nych i biokonserwacji genotypow.
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