METODA CZESCIOWEJ
STERYLIZACJI ZARODKOW
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Brania biomedyczna, biotechnologiczna, farmaceutyczna
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Charakterystyka rozwigzania:

Przedmiotem wynalazku jest sposob eliminacji endogennych pierwotnych komérek plcio-
wych zarodkéw kurzych z uzyciem emulsji treosulfanu, jako metody cze$ciowej sterylizaciji
embrionow. Istotq sposobu wg wynalazku jest zastosowanie po raz pierwszy substancji,
wezesniej wykorzystywanej wytgcznie jako lek w terapiach nowotworowych u ludzi oraz
uzycie modelu wysterylizowanego zarodka o wysokim potencjale transmisji germinalnej
do badan transgenicznych celem produkcji ludzkich lekéw terapeutycznych w jajowo-
dzie kury. Sposéb pozwala na otrzymanie czesciowo wysterylizowanych zarodkéw ku-
rzych przy uzyciu emulsji cytostatyku treosulfanu, poprzez zastosowanie kolejno po sobie
procedur i czynnikéw prowadzgcych do eliminacji endogennych pierwotnych komérek
piciowych z gonad zarodkéw kurzych, poprzez sporzgdzenie roztworu treosulfanu z wy-
korzystaniem Aqua pro injectione, sporzgdzenie emulsji roztworu treosulfanu w oleju se-
zamowym, inkubacje emulsji w temperaturze 37-39°C, nastepnie wprowadzenie emulsji
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cytostatyku do jamy podzarodkowej lub kuli zéttkowej, zaptodnionych jaj kurzych a na-
stepnie inkubaciji jaj przez okres 3-3,5 déb w temperaturze 37,8°C i wilgotnosci 62-65%,
nastepnie otrzymane zarodki stuzg do produkcji chimer piciowych metodq wprowadza-
nia egzogennych PGCs do krwiobiegu zarodkéw kurzych w 3-3,5 dobie rozwoju.

Zalety prezentowanego rozwigzania:

Zaletami przedstawionego rozwigzania w stosunku do rozwigzan istniejgcych sq po-
wtarzalnos$é wykonania, latwosc przeprowadzenia procedury (nawet jezeli nie mamy do
dyspozycji sprzetu w postaci mikromanipulatora wykorzystanego w sposobie A, moze-
my przeprowadzi¢ zabieg sterylizacji sposobem B, gdzie emulsje treosulfanu wstrzyku-
je sie do jaja za pomocq igly i strzykawki), redukcja kosztéw (np. zwigzanych z zakupem
odczynnikow i sprzetu do rozpuszczania innych cytostatykéw), wieksze bezpieczenstwo
stosowania (treosulfan wykazuje znacznie mniejszqg toksycznos¢ w poréwnaniu do me-
tod wykorzystujgcych np. busulfan), mniejsza czaso- oraz pracochlonnoéé (nie wymaga
zastosowania specjalnych filtréw do przeprowadzenia rozproszonej emulsyfikacji, gdyz
treosulfan z latwosciq rozpuszcza sie w roztworach na bazie wody), a takze innowacyj-
nos¢ - wskazuje na nowy model badawczy, np. do testowania w warunkach in vivo, po-
tencjatu do wbudowywania sie egzogennych PGCs modyfikowanych réznymi metodami
genetycznymi. Dodatkowq zaletq metody jest bardzo wysoka przezywalnos¢ zarodkéw
mimo wysokiej ingerencji w integralnosc tarczki zarodkowej - szczegdlnie w przypadku
sposobu A (do ok. 25% nizsza przezywalnosc zarodkéw niz w przypadku grupy kontrol-
nej), wysoki stopien eliminacji endogennych PGCs, zwiekszony potencjal transmisji ger-
minalnej w przypadku badan transgenicznych oraz brak wplywu na wystgpienie ano-
malii rozwojowych w dalszych etapach rozwoju zarodkowego. Ponadto zaletq jest to, iz
materialem wyjsciowym do sterylizacji sq zaplodnione jaja kurze, a nie same zarodki co
wplywa na etyke pracy.

Rozwiqgzanie to mozna zastosowac:

Wysterylizowane zarodki kurze mogq przede wszystkim postuzyc¢ jako biorcy egzogennych
pierwotnych komoérek plciowych - niezmienionych bgdz genetycznie modyfikowanych, co
doprowadzi do uzyskania chimer piciowych, ktére mogq znalez¢ zastosowanie w badaniach
transgenicznych (np. w biotechnologii medycznej i farmaceutycznej - do testowania dzia-
lania in vivo konstruktéw genowych z promotorami tkankowo specyficznymi wbudowany-
mi w egzogenne PGCs oraz do otrzymywania biatek terapeutycznych in vivo w komaérkach
wydzielniczych kury, w biokonserwacji zagrozonych gatunkéw ptakéw (np. do sztucznej ge-
neragcji zagrozonych gatunkéw przez wprowadzenie ich PGCs do wysterylizowanych zarod-
kéw kurzych i tym samym , produkcji” osobnikéw tych gatunkéw przez kury), oraz w hodowli
zwierzqt i przemysle miesnym (np. do zmiany proporcji pici poprzez wczesniejsze seksowanie
egzogennych PGCs), a takze jako narzedzie do zrozumienia ztozonych mechanizméw rozwoju
zarodkowego ptakéw. Wynalazek dotyczy sposobu czesciowej sterylizacji zarodkéw kurzych
z wykorzystaniem emulsji treosulfanu, co wpisuje sie w nauki biotechnologii rolniczej, zas za-
stosowanie wynalazku odnosi sie do dziedzin takich jak biotechnologia medyczna, farmako-
logia, nauki biologiczne i zachowanie bioréznorodnosci, oraz hodowla i produkcja zwierzeca.
réw oraz z uzyciem promotoréw tkankowo-specyficznych np. genu biatka jaja owoalbuminy.
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