Nr 7

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XLIV

MARIA SKRZYSZOWSKA, RYSZARD ZNANIECKI*
STANISEAW BYCHAWSKI* ZDZISLAW SMORAG

Przenoszenie dzielonych zarodkéw bydlecych®)

Zaktad Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat Instytutu Zootechniki,
32-083 Balice k. Krakowa
* Wojewddzki Zakiad Weterynarii, Osrodek Przenoszenia Zarodkéw, ul. Bocznal, 82-200 Malbork

W latach osiemdziesiatych wykonano szereg
prac dotyczacych bisekeji zarodkow zwierzat go-
spodarskich, gléwnie bydlecych (1, 2, 7, 12, 15,
20), a takze owczych (3, 4, 5), kozich (186), $win-
skich (11) i konskich (14).

W wiekszosci przeprowadzonych prac przed
zabiegiem bisekeji usuwano ostonki przejrzyste.
Nastepnie otrzymane poldwki ponownie umiesz-
czano w zastepczych ostonkach przejrzystych.
Uzyskiwano je z zarodkéw morfologicznie nie-
prawidlowych, badz z pecherzykowych oocy-
tow bydleeych lub swinskich. Wykorzystywano
takze macierzyste oslonki przejrzyste zarodkéw
poddawanych bisekeji. Stosujge ten sposéb po-
stepowania uzyskano u bydta efektywnosé prze-
noszenia potéwek zarodkow wahajaca sie od 16%
do ok. 70% (1, 2, 7, 12, 15, 20),

Jak stwierdzono, rezultaty te otrzymano w
wyniku przenoszenia potdwek umieszezanych w
zastepczych oslonkach przejrzystych. Jest to za-
bieg dos¢ czasochlonny, stgd rosngce zaintereso-
wanie prébami przenoszenia ,nagich” poléwek
zarodkow.

Jak dotychczas stosunkowo nieliczne obser-
wacje przeprowadzono nad przenoszeniem po-
lowek pozbawionych oslonek przejrzystych. Wy-
niki pierwszych badan z tego zakresu byly jed-
nak zachecajace. Voelkel i wsp. (17) poréwny-
wali skutecznosé przenoszenia ,nagich” poléwek
zarodkéw bydlecych z umieszczanymi w oslon-
kach stwierdzajgc, ze odsetek ciezarnych bior-
czyn ukladal sie na zbizonym poziomie, gdyz
efektywnoéé przenoszenia ,nagich” polowek wy-
nosila 42%, a umieszezanych w ostonkach 371%.
Podobne rezultaty uzyskali ostatnio Warfield i
wsp. (18) oraz Mc Evoy i wsp. (9).

Podjete przez nas badania mialy na celu ok-
relenie mozliwosci uzyskiwania monozygo-
tycznego potomstwa u bydla po przeniesieniu
~nagich” polowek otrzymanych w wyniku bi-
sekeji zarodkdw.

Materiati metody

Zaradki 7—8-dniowe (péine morule do ekspandujg-
cych blastocyst) uzyskiwano od dawczyh rasy nch w
wieku 5—8 lat o wydajnosci wynoszacej co najmniej
6 tys. litrow mleka przygotowywanych wedlug na-
stepujacego schematu,

Superowulacje wywolvwano podajac w 9, 10 lub 11
dniu cyklu gonadotropiny (PMSG lub FSH). W priy-
padku PMSG podawano 3000 jm. w dwu rownych
dawkach. Po dwoch dniach od iniekeji hormonu po-
dawano 3 ml analogu prostaglandyny PGFs (Qestrop-
han). Po kolejnych dwéch dniach wystepowala ruja
1 wowezas krowy byly dwukrotnie inseminowane w
odstepach  12-godzinnych podwéjna dawks nasienia
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mrozonego. Zarcdki uzyskiwano po 7—8 dniach od
wystapienia rui (dzien rui=dzien 0). Wyplukiwanie
zarodkow odbywalo sie na drodze miechirurgicznej,
przy uzyciu katetera Cassou.

Do wyplukiwania zarodkéw uzywano plynu Dul-
becco uzupelnionego albuming w iloSci 1 g/litr. Za-
rodki po wyszukaniu i ocenie umieszczano w plynie
Dulkecco z dodatkiem 20% surowicy ptodéw cielecych
(FCS).

Bisekcji poddawano wyselekcjonowane zarodki o
prawidlowej hudowie morfologicznej. W celu prze-
prowadzenia bisekeji zarodki umieszczano na szkiel-
ku podstawowym w malej objetodci plynu. Zabiegu
dokonywano przy uzyciu mikroskalpela umocowaneg?d
na ramieniu mikromanipulatora Prior. Zarodek dzie-
lono w plaszezyznie pionowej dokonujac ciecia przez
ostonke przejrzysta w przyblizeniu na dwie réwne
czedcl. Zwracano przy tym uwage na prawidlowy po-
dzial komorek wezla zarodkowego i trofoblastu. Po-
towki zarodkéw uzyskane po hbisekeji przetrzymy-
wano w pozywce Manezo B, (10) pod olejem para-
finowym w atmosferze 5% CO, w powietrzu, w tem-
peraturze pokojowej (22—25°C) przez okres 2—3 go-
dzin, Zarodki transportowano z laboratorium do obér
bicrezyn w stomlkach wypelnionych takze pozywka
Menezo B, o temperaturze 20—25°C. Czas transportu
zarodkéw wynosit od 30 do 60 min.

Polowki zarodkéw przenoszono zsynchronizowanym
jaléwkom rasy nch w wieku 18 miesiecy, o ciezarze
ok. 350 kg. Synchronizacje cyklu rujowego .z wiekiem
przenoszonych zarodkoéw uzyskiwano przez jednora-
zowe podanie 2 ml analogu prostaglandyny PGF,
(Oestrophan). Kwalifikacja biorczyn byla dokonywa-
na na opodstawie badania rekialnego narzadéw rod-
nych samicy, przeprowadzonego w przeddzien plano-
wanego zablegu. Zwracano szezegdlng uwage na obec-
n~s> prawidtowo wyksztalconego ciatka zoéltego. Prze-
noszenie zarodkow odbywalo sie na drodze niechirur-
gicznej przy uzyciu pistoletu Cassou. Oceny skutecz-
noséci przenoszenia dokonywano na podstawie wycie-
Jen. W ocenie statvstycznej wynikéw zastosowano test
chi-kwadrat.

#*) Praca wykonana w ramach programu CPBP 05.06.

Rye. 1,

Para monozygotycznych bliznigt urodzonych
po przeniesieniu zarodka poddanego bisekcji
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Tab. 1. Wyniki przenoszenia potowek zarodkoéw bydlecych

‘ Ogolna
Liczba Liczba . liczba eaba
przenoszonych zarodkow | Liczba przesienionych Trelchaads Y% wyrcielonych
potowek jednej poddanych biorczynh notowek lub %ior(cz i biorezyn
biorczyni bisekcji zarodkoOw ¥
catych
1 15 l 29 213 ™) 24 46,6
2 29 20 58 8**) 28 38
cate
zarodki — 72 72 26 36 36
(kontrola) |

Objasnienia: *) stwierodzono 1 pare¢ monozygolycznych bliznigt, **) cztery porody blizniacze

Wyniki i omdéwienie

29 biorczyniom przeniesiono 29 ,nagich” po-
towek uzyskanych w wyniku bisekeji 15 blaste-
cyst. Stwierdzono 7 ciezarnych biorczyn, z kto-
rych dwie daly pare monozygotycznych bliznigt
(ryc. 1). Efektywnosci przenoszenia pojedyn-
czych poléwek oceniana na podstawie liczby
przenoszonycn polowek wynosita wiec 24%, na-
tomiast oceniana na podstawie liczby uzyska-
nych cielat w stosunku do wyjsciowej liczby
zarodkow 46,6% (tab. 1).

Drugiej grupie biorczyn skladajgcej sie z 29
jatowek przeniesiono 29 par monozygotycznych
poléwek. Uzyskano 8 cigzarnych biorczyn (28%):
w 4 przypadkach byly to porody blizniacze.
Efektywnos¢ przenoszenia par polowek ocenia-
na na podstawie liczby uzyskanych cielat wy-
nosita 38%.

W grupie kontrolnej 72 biorczyniom przenie-
siono zarodki cate, stwierdzajgc 26 wycielonych
biorczyn (36%). Analiza statystyczna nie wyka-
zala istoinych réznic w odsetku ciezarnych bior-
czyn po przeniesieniu pojedynczych poléwek i
par potdwek zarodkow.

Uzyskane przez nas wyniki przenoszenia dzie-
lonych zarodkéw sg poréwnywalne ze srednimi
wynikami otrzymywanymi przez innych auto-
row (2, 7, 12, 15, 20). Efektywnos¢ przenosze-
nia osiggana przez gutoréw wymienionych prac
jest mocno zroznicowana, gdyz waha sie od 16
do 60%. Zachodzi tu wiec pytanie o powody
decydujgce o takim zréznicowaniu. Wydaje sie,
ze nie nalezy ich widzie¢ w nieprawidlowo prze-
biegajacych procesach regulacji rozwoju zarod-
kow posiadajgcych zredukowang liczbe komo-
rek. Uzyskiwane bowiem przez niektérych au-
torow wyniki wskazujg na mozliwosci osigga-
nia wysokiej efektywnosci przenoszenia polowek
(1, 15, 20).

Uzyskane przez nas wyniki przenoszenia dzie-
lonych zarodkéw bydlecych otrzymano przeno-
szgc polowki ,nagie”, czyli pozbawione ostonek
przejrzystych. Badania poréwnawcze (9, 17, 18)
przeprowadzone na dzielonych zarodkach bydle-
cych, przenoszonych po umieszezeniu ich w za-
stepczych oslonkach przyjrzystych lub jako ,na-

gie” potdéwki, nie wykazaly istotnych réznic w
efektywnosci implantacji. Mozna zatem przy-
ja¢, ze brak ostonki przejrzystej nie wplywa
negatywnie na uzyskiwane wyniki przenoszenia.

W przeprowadzonych badaniach bisekeji pod-
dawano jedynie zarodki o dobrym wygladzie
morfologicznym. Przyjmowano bowiem, ze z
punktu widzenia mozliwosei rozwojowych dzie-
lonych zarodkéw, wyjsciowa jego jakos¢ odgry-
wa zasadniczg role. Dowodzg tego badania Bre-
ma 1 wsp. (2), z ktérych wynika, ze zadowala-
jace rezultaty mozna uzyskaé¢ tylko po przenie-
sieniu poléwek uzyskanych z zarodkéw ocenio-
nych jako bardzo dobre.

Sposréd czynnikéw mogacych wplywaé¢ na
uzyskiwang efektywno$¢ przenoszenia dzielo-
nych zarodkéw nalezy rozwazy¢ wplyw liczby
przenoszonych potéowek. W mnaszych bada-
niach stwierdzono tylko nieznacznie wyzszg
efektywnos¢ po przeniesieniu dwoch potéwek w
porownaniu z przenoszeniem jednej polowki.
Inni autorzy stwierdzali na ogél wieksze roz-
nice (8, 12). Najbardziej drastyczna stwierdzil
Lambeth (7), ktéry po przeniesieniu pojedyn-
czych potdwek otrzymal tylko kilkanascie pro-
cent ciezarnych biorczyn, podczas gdy po prze-
niesieniu par poldéwek czterokrotnie wigcej. Wy-
daje sie, ze nizsze wyniki po przeniesieniu po-
jedynczych poléwek sg spowodowane miedzy
innymi niedostateczng masg komdrkowg. W re-
zultacie zarodek taki wysyla zbyt staby sygnat
cigzowy (6).

Rozpatrujgc problem efektywnosci przenosze-
nia dzielonych zarodkéw, nalezy uwzglednie
réwniez wybér wlasciwego stadium rozwoju za-
rodka poddawanego bisekcji. Z badan Williamsa
i wsp. (19) wynika, ze znacznie wyzszg efektyw-
nos¢ przenoszenia uzyskuje sie po przeniesieniu
poldwek otrzymanych po bisekeji blastocyst w
poréwnaniu z poléwkami otrzymanymi w wy-
niku bisekcji morul.

Obserwacje te znajduja posrednie potwier-
dzenie w naszych badaniach dotyczgcych okre-
$lenia strat komoérkowych powstalych w wyni-
ku bisekeji (13), Stwierdzono bowiem, ze odse-
tek niszczonych komérek uzalezniony jest od
stadium rozwoju poddawanego bisekcji zarod-
ka. Nizszy procent niszczonych komoérek zano-
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towano w poéznych blatocystach w poréwnaniu
z blastocystami wezesnymi lub Srednimi. Zatem
zarodek w stadium poéznej blastocysty mozna
uzna¢ za najbardziej przydatny obiekt do prze-
prowadzania bisekcji.
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CrummmroBckada M., Suanenguit P., Beixarckmuit C., Cmo-
pour 3, — Ilepenoc pa3aeaseMbIX 3apObIIEi CKOTA

[Iogeeprany OucerUMM II03MHME OIACTOIIIMALI CKOTA,
Onepanui MPOBOAMIM CKBO3L MNPO3padHy0 0L0I0UKY,
a MonydYeHHbIe , ToJkIe" TOJCBUAKN TPAHCIIIAHTHDOBAIN
PPPPPPPPPPs0’a0H
CUHXPOHM3MPCBAaHHBIM PeMIMEeHTKaM., 29 DeUMiIMeHT-
KaM NePeHECaN II0 OLHONM IMOJICBUHEKE, IMOJYYMB 7 TEJAT,
B TOM Hapy MOHO3UTOTUIECKUX OIM3HEICB.

Breport rpynme pelMIMEHTOK, cocToAmier u3 29 ro-
JIOB, INEPeHecar I0 2 MOJOBKHKU, Ilojdyumiay 8 pouds,
13 4ero 4 OpLIM OJIUIHEIOBLIMM.

B KOHTPOJLHCH rpylOe 72 penuIMeHTKaM BBeJaM 0
1 pgenoMy 3apoibluly, HOCJAY4YUB 26 OTEJIOB.

Skrzyszowska M., Znanjecki R., Bychawski S., Smo-
rag Z. — Transplantation of bissected cattle embryos

“2te cattle blastccysts were bissected through zona
pellucida and the obtained ,naked” halves were tran-
sfered to synchronized recipients, Twenty nine reci-
pients received one half each and 7 calves were born,
one pair cf mcenozygotic twins included. The second
grcup of 29 recipients received two halves each and
8 pregnancies were obtained, 4 of which resulted in
twins, The control group of 72 recipients received one
intact embryo each and 26 calves were born.

MARIA CZLONKOWSKA, ANDRZEJ GUSZKIEWICZ, KRZYSZTOF PAPIS,
MACIEJ KOSSAKOWSKI, JACEK DZIAK, EWA STEZYCKA

Chimeryzm miedzy owcq i kozqg

Pracownia Biotechnologii Zarodkow Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu,
05-551 Mrokow

Chimera w pojeciu nowoczesnej biologii jest
kompozycjg zawierajgcg mieszanine komorek
pochodzgeych z wiecej niz jednego zwierzecia.
W publikacjach dotyczgcych tego zagadnienia
do okreflania takich zwierzgt uzywa sie termi-
noéw, takich jak: chimera genetyczna, zwierze
allofeniczne lub tetraparentalne (pochodzgce po
czworgu rodzicach). Terminy te oznaczaja, ze
»Wytworzone” zwierze powstalo poprzez wymie-
szanie komorek weczesnych stadiow rozwojo-
wych dwéch rozinych zarodkéw (7). Chimery
tworzone byly w obrebie kilku réznych ga-
tunkéw ssakow, gtéwnie jednak u myszy (1,
2, 9, 10). Znane sy dwie podstawowe techniki
uzywane w preparowaniu chimer. Pierwsza
polega na agregowaniu wczesnych stadiéw roz-
wojowych obejmujgcych zarodki od 2 blasto-
merowych az do moruli (1, 9), a druga na iniek-
cji komoérek embrionalnych do blastocysty (4,
11).

Stosunkowo niedawno, Fehily i wsp. (4) oraz
Meinecke-Tilman i Meinecke (8) opublikowali
wyniki wskazujgce na mozliwosé ,,wyproduko-
wania” miedzygatunkowej chimery pomiedzy
owceg i kozg. Owea (2n=>54) i koza (2n=60) s3
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stosunkowo odlegte genetycznie i préby prze-
niesienia zarodkéw owcy do biorczyni kozy lub
zarodkow kozy do biorczyni owcy nie dopro-
wadzaly do normalnego rozwoju ptodu i uro-
dzenia potomstwa (6). Dzieki technice mikro-
manipulacji mozliwe jest przekroczenie barie-
ry pomiedzy owca i kozg, ale tylko wtedy, gdy
dziala mechanizm ochronny przeciwdziatajacy
rozpoznaniu obcego plodu i jego zniszczeniu.
Dzieje sie to tylko wtedy, gdy nabtonek kos-
mowki rozwija sie z trofoblastu chimerycznej
blastocysty, pochodzgcego z blastomeréw ga-
tunku, do ktérego dokonuje sie przeniesienia
zarodka (4, 8).

Przeprowadzone badania zmierzaly do wy-
tworzenia chimery kozo-owcy przez agregacje
blastomerdw obu tych gatunkéw.

Materiat i metody

Superowulacje u owiec i koz wykonano przy uzy-
ciu gabek dopochwowych nasaczonych 40 mg octanu
fluorogestonu (Chronogest-Intervet) i iniekcji 16 mg
FSH (Folicotropin-Spofa). Zarodki wyplukiwane byty
3 dnia po ruil (dzien rui=0). ‘

Z pozyskanych 8 i 12 blastomerowych zarodkéw
przy uzyciu mikrcmanipulatora Zeiss-Carl-Jena (NRD)
usuwano ostonki przejrzyste, a nastepnie rozdzielano



