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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymania komorek epitelialnych z jajowodu kury w ho-
dowli pierwotnej in vitro, jako wyjsciowa hodowla komoérek do produkgciji linii komoérek kurzych, jak row-
niez jako model komérek kurzych do opracowania nowych odczynnikow do hodowli komdrkowych,
oraz do stosowania w przemysle biofarmaceutycznym np. jako model biologiczny do testowania ge-
nowych nos$nikéw przy produkcji rekombinowanych biatek o znaczeniu terapeutycznym. Komorki
OECs mogg by¢ wykorzystane rowniez do testowania dziatania konstruktow genowych z promotorami
specyficznymi tkankowo oraz do otrzymywania egzogennych biatek in vitro metodami transformaciji
genetycznej bez wykorzystania potencjalnie niebezpiecznych czgstek wirusowych.

Model organizmu kury domowej wykorzystywany jest szeroko w badaniach medycznych i w in-
zynierii genetycznej. Ostatnio intensywnie wzrosta, o ponad 50% w skali 5 lat, liczba publikacji rozwa-
zajgcych wykorzystanie ptasich komoérek jajowodu jako przydatnego modelu do badah m.in. nad bio-
reaktorami zwierzecymi. Komorki o charakterze nabtonkowym mozna utrzymaé in vitro do 7 dni
w warunkach hodowli pierwotnej. Stwierdzono, ze skuteczne utrzymanie kultur komoérek nabtonka
jajowodu kury przez dtuzszy okres czasu z mozliwoscig pasazowania odnosi sie do linii komorkowych
utworzonych z komaérek hybrydowych w wyniku fuzji ptasich komoérek gruczotowych rurkowatych jajo-
wodu z komdrkami niesmiertelnymi.

W dotychczasowym stanie techniki nie jest znana zadna dostepna komercyjnie linia normalnych
komérek COEC. Oferowane sg zestawy komoérek ptasich, jednak nie sg to linie normalnych COEC
do wykorzystania m.in. jako model do badanh in vitro (Charles River Laboratories International
Inc. USA, ATTC-LGC).

Dotychczas wytgcznie totipotentne komorki blastodermalne i pierwotne komorki piciowe byty
rozwazane jako komorki o charakterze komérek macierzystych do wykorzystania przy manipulacjach
genetycznych komoérek ptakéw w celu otrzymania odziedziczalnego efektu trwatej transgenezy. Jed-
nak, bardziej adekwatne w produkciji transgenicznych ptakéw bytoby biotechnologiczne wykorzystanie
komoérek jajowodu, ktére sg odpowiedzialne za wytwarzanie docelowych biatek w jajach, np. biatek
terapeutycznych. Potrzebne sg nowe, powtarzalne metody hodowli komérek jajowodu w celu rozwija-
nia badanh nad transgenezg i ich wykorzystania w produkciji.

Swoistg wtasciwosciag jajowodu kury jest mozliwosé regularnej produkcji duzej iloéci biatka w ja-
jach w regularnych odstepach czasu, np. u kury wyselekcjonowanej rasy White Leghorn roczna pro-
dukcja jaj moze siega¢ 330 sztuk z zawartoscig do 2200 g biatka. W tym, ponad 50% biatka moze
stanowi¢ owoalbumina. Promotor owoalbuminy zastosowany w konstrukcie genowym uzytym podczas
trans genezy moze specyficznie kierowaé obce geny (egzogeny) do komorek jajowodu, w ktérych
geny te ulegng dalej ekspresiji.

Poszukiwane sg efektywne metody nie wirusowego otrzymywania komérek jajowodu kury, ktére
zawieratyby sekwencje DNA kodujgce heterologiczne biatka np. ludzkie biatka terapeutyczne ulegaja-
ce ekspresji pod wptywem specyficznego promotora. Produkcje transgenicznych ptakéw ocenia sie
obecnie jako najbardziej efektywny sposdb wywotania ekspresji obcych biatek.

W opisie patentu US 7351582 podanych jest szereg aplikacji, ktére opierajg sie nha metodach
mogacych stuzy¢é produkcji transgenicznych ptakéw jako zwierzecych bioreaktoréw do otrzymania
obcych (egzogennych) biatek.

Jajowdd ptaka skiada sie z 5 podstawowych segmentéw: lejka jajowodu (tac. Infundibulum),
czesci biatkotworczej (tac. Magnum), ciesni jajowodu (tac. Isthmus), gruczotu skorupowego czyli maci-
cy (fac. Uterus) oraz ujscia jajowodu (fac. Vagina) stosuje sie rowniez inne metody niz sposéb wyna-
lazku: np. z tkanki jajowodu pobiera sie cze$¢ biatkotwérczag Magnum, kolejno za pomocg enzyméw
np. kolagenazy lub dispazy, wytrawia sie tkanke aby uzyska¢ agregaty komérek nadajgce sie do kroét-
kotrwatej hodowli in vitro. Jednak w okresie do 3 dni hodowli in vitro komorki takie ulegajg procesom
réznicowania i apoptozy (Smierci), ktére eliminujg je jako potencjalne bioreaktory do produkcji hetero-
logicznych biatek.

Poszukuje sie takiej metody hodowli komérek OECs in vitro aby otrzymac proliferujgce holoklo-
ny komoérek o charakterze epiteliainym, ktére utrzymatyby swoj prawidtowy charakter co najmniej
przez 7 dni. Jednak, opisane w literaturze metody sg w duzej mierze niepowtarzalne. I1zolacja komérek
z odcinka magnum jajowodu nie gwarantuje sukcesu hodowli in vitro.

Do niedawna problemem byto opracowanie wydajnych metod trwatego wprowadzania genéw
do komdrek hodowanych in vitro. Bardzo wydajne w transfekcji komorek ptasich sg wektory wirusowe.
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Jednak przy wysokiej wydajnosci wirusy majg wiele wad, ktére dyskwalifikujg je jako metode uniwer-
salng. M.in. mogg wywotywac¢ odpowiedz immunologiczng w organizmie biorcy, a ich przygotowanie
jest dlugotrwate i wymaga duzych nakladéw finansowych. Istnieje réwniez niebezpieczenstwo rekom-
binacji wprowadzonych czgsteczek z innymi patogennymi szczepami bytujgcymi w organizmie.
Ponadto, genom wirusa ma ograniczong wielko$¢ uniemozliwiajgc wprowadzenie dtuzszych fragmen-
téw DNA, ktére sg niezbedne do prawidlowej ekspresiji obcego genu. Rozwigzaniem stosowanym do
tej pory byto wykorzystanie duzych czgstek lentiwirusow o wysokim stopniu inwazyjnosci komérkowej.

Z uwagi na te cechy poszukuje sie innych bezpieczniejszych nie wirusowych procedur. Jedng
z alternatyw dla wirusdw sg syntetyczne nosniki DNA. Wydajnos$¢ syntetycznych nosnikéw DNA jest
wypadkowg kilku procesow: sitg transportu kompleksow do komaérek docelowych, wnikaniem DNA do
whnetrza komorki, uwolnieniem do cytoplazmy, wniknieciem do jadra, transkrypcjg i ekspresjg obcego
genu, czy wreszcie stopniem toksycznosci uzytych zwigzkéw chemicznych. W $wietle powyzszego
poszukiwano ujednoliconego sposobu otrzymania komérek OECs in vitro, powtarzalny w wynikach
i tanszy w poréwnaniu do innych modeli komérkowych. Potrzebny jest ujednolicony protokét do testo-
wania dostepnych na rynku nosnikéw egzogendéw lub do opracowania nowych metod bezpiecznej nie
wirusowej transfekcji ptasich komoérek w celu otrzymania heterologicznych biatek. Wiadomo, Ze jajo-
woéd odgrywa wiodgca role w procesie reprodukciji stanowigc optymalne srodowisko do wzrostu i doj-
rzewania zenskich komoérek rozrodczych a takze do przebiegu zaptodnienia i regulacji wielu innych
mechanizmoéw. Poszukiwana jest powtarzalna metoda otrzymywania komérek OECs do wykorzystania
jako model in vitro w szerokim spektrum badan podstawowych dotyczgcych m.in. mechanizméw regu-
lacji hormonalnej, rozwoju komérek i nowotworéw zwigzanych z jajowodem. Kazdy organ i tkanka
posiadajg specyficzne miejsca wystepowania odpowiadajgcych im nisz komoérek epitelialnych. Np.
rejon rgbka rogowki jest miejscem ulokowania progenitorowych komérek rogéowki oka, a komorki pro-
genitorowe jelit majg swojg lokalizacje ponad dnem krypt jelitowych. Poznanie lokalizacji nisz komdrek
macierzystych/progenitorowych jest waznym czynnikiem odpowiedzialnym za prawidiowg izolacje
komoérek i za szanse na uzyskanie homogenicznej hodowli in vitro.

W $wietle powyzszego, poszukiwany jest sposéb otrzymania komérek OECs do zastosowania
jako model in vitro do weryfikacji hipotez dotyczgcych zrédet komorek progenitorowych dla jajowodu.

Istotg sposobu wg wynalazku jest otrzymanie komérek epitelialnych z jajowodu kury w hodowli
pierwotnej in vitro polegajgcy na tgcznym zastosowaniu czynnikéw wptywajgcych na powodzenie ho-
dowli in vitro komérek OECs, powodujgcych optymalne warunki do otrzymania hodowli in vitro komo-
rek OECs, poprzez izolacje komdrek z okreslonego miejsca w jajowodzie ptaka, dolnego, rurkowatego
odcinka szyjki infundibulum jajowodu, prowadzenie hodowli in vitro normalnych komérek OECs z wy-
korzystaniem medium do bez surowicy, zastosowanie zwykfej polistyrenowej powierzchni naczyn do
hodowli in vitro, bez koniecznosci optaszczenia dodatkowymi czynnikami potencjalnie zwiekszajgcymi
adherencje komorek, czas trawienia fragmentéw tkanki jajowodu wynoszgcy 15-45 min., np. 30 min.
temperatura utrzymywana podczas hodowli in vitro w inkubatorze wysyconym atmosferg 5% CO,
wynoszgca 37.5°C lub 41.0°C, wysiewanie in vitro startowej liczby komérek OECs od 0,5 x 10° do 1,5
x 10° przypadajgcg na powierzchnie od 3 do 4 cm? naczynia do hodowli komarek in vitro.

W sposobie wg wynalazku pobieramy post mortem tkanke jajowodu od ptakéw w okresie nie-
$nosci, nastepnie z jajowodu wycinamy odcinek lejka jajowodu (tac. Infundibulum) stanowigcy od 2 cm
do 5 cm dt. odcinek szyjki lejka jajowodu, tak pozyskang tkanke jajowodu odptukujemy z pozostatosci
tkanki tgcznej w roztworze soli fizjologicznej ogrzanym do fizjologicznej temperatury ptaka (41°C),
z dodatkiem roztworu penicyliny/streptomycyny w zakresie od 1:20 do 1:100. Nastepnie wyktadamy
wstepnie oczyszczong tkanke jajowodu na ptytke Petriego, po czym odcinamy lub zdzieramy resztki
mesenterium (krezka) oraz tunica serosa (btona surowicza) jajowodu. Kolejno, tkanke Infundibulum
jajowodu przecinamy i uktadamy na powierzchni ptytki Petriego eksponujgc powierzchnie Sciany jajo-
wodu. Po czym, jeszcze raz odrywamy pozostatosci tela suberosa (tkanka podsurowicza) i tkanki na-
czyniowej oraz ptuczemy tkanke jajowodu w PBS, opcjonalnie z dodatkiem antybiotykéw penicyliny
i amfoterycyny B. Nastepnie, tkanke szatkujemy za pomocg skalpela na fragmenty o powierzchni od
ok. 2 mm? do 5 mm®. Na zakonczenie, przenosimy cato$¢ poszatkowanej tkanki jajowodu do sterylnej
probowki wiréwkowej o obj. 45ML w celu poddania procedurze trawienia enzymami np. kolagenazg
lub dispaza. Podczas inkubacji z enzymem w inkubatorze wysyconym atmosferg 5% CO,, w tempera-
turze 37,5°C lub 41°C zwracamy uwage na regularne wytrzgsanie r-ru z tkankg i enzymem, np. co
5-10 minut. W ten sposdb traktujemy tkanke jajowodu enzymatycznie od 15 do 45 minut. Natychmiast
po uptywie czasu trawienia probowke z tkankg jajowodu poddajemy wirowaniu przez 10-30 min. przy
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predkosci wirowania 500-700 RCF, w temp. 4°C. Odwirowany tzw. pierwszy supernatant zlewamy do
nowej probowki wirobwkowej i wirujemy przez 5-15 min, az uzyskamy tzw. Druki supernatant. Osady
uzyskane z pierwszego i drugiego supernatantu zawieszamy w 5-15 ML medium DMEM i poddajemy
filtrowaniu przez sita molekularne o srednicy 80-120 um. Nastepnie, zawiesine komoérek po filtrowaniu
wirujemy co najmniej 2-krotnie, przez okres 5-15 minut przy predkosci wirowania od 500 do 700 RCF,
w temp. 4°C. Ostatecznie zawieszamy komorki w 2-5ML medium do hodowli komérek in vitro i przy-
stepujemy do oceny przezywalnosci i liczby wyizolowanej populacji komérek OECs, np. konwencjo-
nalng metodg mikroskopowg z wykorzystaniem komory do zliczania komérek. Do ptukan komoérek
OECs podczas izolacji z tkanki jajowodu uzywamy medium DMEM bez surowicy. Do hodowli OEC
in vitro uzywamy polistyrenowej powierzchni naczyn do hodowli komoérek in vitro - np. o powierzchni
jednego dotka wynoszacej od 3 do 5 cm®. Na takg powierzchnie mozemy wysia¢ od 0,5 x 10° do 1,0
x 10° uzyskanych komérek OEC. Do hodowli in vitro stosujemy medium bez surowicy, zdefiniowane-
moze by¢ z dodatkiem hormonéw insulina i estradiol. W celu zapobiegania rozwojowi mikoplazmy
mozemy dodawac preparat przeciw mykoplazmatyczny. Medium hodowlane w czasie procesu hodowli
komorek in vitro wymieniamy na swieze co 2-3 dni.

W znanych sposobach nie ma ustalonej linii normalnych komérek nabtonkowych kury, a tym
bardziej linii komérek jajowodu. Wynalazek moze by¢ wykorzystywany jako model do wypracowania
nowych komercyjnych linii komérek kurzych np. poprzez transformacje komérek uzyskanych za po-
mocg wynalazku w kierunku uniesmiertelnienia. Nie istnieje ujednolicony model sposobu otrzymania
normalnych komoérek OECs in vitro.

Sposéb wg wynalazku umozliwia rutynowe korzystanie z metody izolacji normalnych OECs
i prowadzenie intensywnych testow np. komercyjnych czynnikéw transfekcyjnych, komercyjnych kon-
struktéw tkankowo - specyficznych lub innych komercyjnych odczynnikéw do hodowli komérkowych
in vitro.

Zaletami przedmiotowego rozwigzania w stosunku do rozwigzan istniejgcych jest powtarzalnosé
w wykonania, mniejsza czasochtonno$¢ i pracochtonnos¢ np. nie wymaga mechanicznego usuwania
kontaminantéw (np. komaérek fibroblastéw) podczas prowadzenia hodowli in vitro, w poréwnaniu do
opisanych wczeéniej metod, bezpieczehstwo stosowania, poniewaz wykorzystujemy media bez suro-
wicy czyli bez biatek odzwierzecych, oraz innowacyjnosé - wskazuje na nowy komérkowy model ba-
dawczy np. do testowania markerow komdérek macierzystych w jajowodzie.

Cechy innowacyjne wynalazku fgczne zastosowanie optymalnych wariantéw czynnikéw wymie-
nionych wyzej, w szczegoélnosci zas 2 kluczowych czynnikéw: izolacji komérek z miejsca infundibulum
jajowodu, stosowanie w hodowli in vitro zdefiniowanego medium bez surowicy w celu otrzymania proli-
ferujgcych holoklonéw komodrek nabtonka jajowodu w hodowli in vitro. Zastosowanie modelu in vitro
komorek jajowodu otrzymanego powyzszg metodg do przeprowadzenia transfekcji i wprowadzenia
obcych genéw np. ludzkich biatek terapeutycznych bez wykorzystania czastek wirusowych jako wekto-
réw transfekcji, zastosowanie modelu in vitro komdérek jajowodu kury otrzymanego powyzszg metodg
do opracowania metody otrzymywania egzogennych biatek in vitro metodami transformacji genetycz-
nej i oceny ich ekspresji.

Dodatkowg zaletg metody jest to, Ze metoda sama w sobie nie wymaga stymulacji hormonalnej
ptakéw wykorzystywanych w doswiadczeniu ani dodatku substancji hormonalnych ponad to, co juz
jest zawarte w medium hodowlanym co wptywa na dobrostan zwierzgt dosdwiadczalnych i na bezpie-
czehstwo pracy.

Sposdb wg wynalazku przedstawiono szczegdtowo w przyktadach realizaciji.

Przyktad |

Wykorzystanie wynalazku jako modelu in vitro do testowania konstruktéw genowych niosgcych
sekwencje kodujgce obce biatka markerowe np. biatko zielonej fluorescencji (GFP ang. Green fluore-
scencje protein), z uzyciem niewirusowych wektoréow (nosnikéw) lub specjalistycznych urzadzen do
transfekcji adherentnych komaérek np. 4D-Nucleofector System (Lonza Cologne AG, Niemcy) oraz
z uzyciem promotoréw tkankowo-specyficznych np. genu biatka jaja owoalbuminy.

W tym celu pozyskano hodowle in vitro komdérek OECs z jajowodu kury metodg opisang wyze;.
Komoérki OECs w takiej hodowli bedgce holoklonami (komérki o najwyzszym potencjale namnazania
sie) ulegaty proliferacji (hamnazaniu) w formie kolonii adherentnych czyli przyczepionych do podtoza
naczynia. W przypadku, gdy kolonie komdérek OECs w naczyniu hodowlanym osiggaty niemniej niz
40% konfluencji czyli ciggtosci wzrostu (% - stopien pokrycia naczynia hodowlanego), przystepowano
do transfekcji komérek za pomocg komercyjnego odczynnika do transfekcji (np. Fugene®6, Roche
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Diagnostics). Transfekcja miata na celu sprawdzenie, czy wprowadzony do komoérek przyktadowy
konstrukt genowy zawierajgcy sekwencje genu biatka markerowego np. GFP spowoduje ekspresje
tego biatka w komorkach OECs i $wiecenie pod wptywem $wiatta UV. Ekspresje GFP w komadrkach
OECs mozna analizowa¢ pod odwréconym mikroskopem fluorescencyjnym lub pod mikroskopem
konfokalnym NICON (Rys. 3). Preparat fluorescencyjny z DAPI wykazat sygnaly fluorescencji we-
wnatrz adherentnych komoérek OECs; obserwacja pod mikroskopem konfokalnym NICON, powieksze-
nie obiektywu 100x.

Przyktad Il

Wykorzystanie wynalazku jako modelu in vitro do identyfikacji obcego genu np. kodujgcego
ludzkie biatko terapeutyczne IFN alfa 2a, w wyniku transfekcji komoérek OECs z uzyciem niewiruso-
wych wektoréow (nosnikéw) oraz z uzyciem promotoréow tkankowo-specyficznych np. genu biatka jaja
owoalbuminy. W tym celu pozyskano hodowle in vitro komérek OECs z jajowodu kury metodg opisang
wyzej. Komorki OECs w takiej hodowli bedace holoklonami (komérki o najwyzszym potencjale nam-
nazania sie) ulegaty proliferacji (namnazaniu) w formie kolonii adherentnych czyli przyczepionych do
podtoza naczynia. W przypadku, gdy kolonie komérek OECs w naczyniu hodowlanym osiggaty nie-
mniej niz 40% konfluencji czyli ciggtosci wzrostu (% - stopien pokrycia naczynia hodowlanego), przy-
stepowano do transfekcji komoérek za pomocg komercyjnego odczynnika do transfekcji (np. Fuge-
ne®6, Roche Diagnostics). Transfekcja miata na celu sprawdzenie, czy wprowadzony do komorek
przykfadowy konstrukt genowy zawierajgcy sekwencje genu obcego biatka np. ludzkiego hIFN alfa 2a
spowoduje ekspresje tego biatka w komdrkach OECs. Obecno$¢ obcego genu hIFN alfa 2a w komor-
kach OECs mozna identyfikowa¢ protokotem PCR, np. wg Stawinska i in., 2008. Analiza PCR wykaza-
ta obecnos¢ prazka hINT o wielkosci molekularnej 713bp w 38% przygotowanych ekstraktow z komo-
rek COEC (Rys. 4). Ekspresje obcego genu hIFN alfa 2a w komoérkach OECs mozna identyfikowac
protokotem Western Blotting, z uzyciem reakcji przeciwciat: pierwszorzedowego przeciwciata mysiego
skierowanego przeciw hIFN alfa 2a oraz drugorzedowego przeciwciata np. poliklonalnego przeciwciata
koziego reagujgcego z epitopami przeciwciata mysiego.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb otrzymania komadrek epitelialnych z jajowodu kury w hodowli pierwotnej in vitro,
znamienny tym, ze komoérki izoluje sie z dolnego odcinka szyjki infundibulum jajowodu, przy czym
hodowla prowadzona jest z komdrek OECs z wykorzystaniem medium bez surowicy, przy zastosowa-
niu polistyrenowej powierzchni naczyh do hodowli, za$ czas trawienia tkanki jajowodu wynosi 15-45
min., temperatura wynosi 37.5°C, przy wysyceniu atmosferg 5% CO,, a wysiewanie in vitro startowej
liczby komérek OECs od 0,5 x 10%do 1,5 x 10° przypada na powierzchnie od 3 do 4 cm®.

2. Sposob otrzymania komérek epitelialnych z jajowodu kury w hodowli pierwotnej in vitro,
znamienny tym, ze z jajowodu wycina sie odcinek lejka, nastepnie ptucze sie w roztworze soli fizjolo-
gicznej w temperaturze korzystnie 41°C, z dodatkiem roztworu penicyliny/streptomycyny w zakresie
od 1:20 do 1:100, nastepnie odcina sie resztki mesenterium (krezka) oraz tunica serosa (btona suro-
wicza), po czym tkanke Infundibulum jajowodu przecina sie i odrywa pozostatosci tela suberosa (tkan-
ka podsurowicza) i tkanki naczyniowej po czym ptucze sie w PBS, nastepnie, tkanke szatkuje sie na
fragmenty o powierzchni korzystnie od ok. 2 mm? do 5 mm? i poddaje procedurze trawienia enzymami
i inkubacji z enzymem w atmosferze 5% CO,, i temperaturze 35-45°C przez okres 15-45 minut,
po czym poddaje wirowaniu przez 10-30 min. przy predkosci 500-700 RCF, w temp. 4°C, po czym
odwirowany tzw. pierwszy supernatant wirujemy przez 5-15 min, do uzyskania drugiego supernatantu,
przy czym osady uzyskane z pierwszego i drugiego supernatantu zawiesza sie¢ w 5-15 ML medium
DMEM i poddaje filtrowaniu przez sita molekularne o $rednicy 80-120 um, nastepnie, zawiesing komo-
rek po filtrowaniu wiruje sie od 5-15 minut z predkoscig od 500 do 700 RCF, w temp. 4°C, po czym
ostatecznie zawiesza sie komérki w 2-5ML.
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