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W latach osiemdziesiątych wykonano szereg
prac dotyczących lrisekcji zarodków zwierząt go-
spodarskich, głównie bydlęcych (l, 2, 7, 12, 15,
20), a także owczych (3, 4, 5), kozich (16), świń-
skich (11) i końskich (14).

W większości przeprowadzonych prac przed
zabiegiem bisekcji usuwano osłonki przejrzyste,
Następnie otrzymane połówki ponownie umiesz-
czano w zastępczych osłonkach przejrzystych.
Uzyskiwano je z zarodków morfologicznie nie-

oocy-

rffiT
ób po-

stępowania uzyskano u bydła efektywność prze-
noszenia połówek zarodków wahającą się od 160/o
do ok. 70Vo (1, 2,7, 12,15, 20).

Jaks rezultatyt w
'wyniku apołóuleku w
zastępcz ch przejrzys a-
bieg dość czasochłonny, stąd losnące zaintereso-
wanie próbami przenoszenia ,,nagich" połówek
zarodków.

Jak dotychczas stosunkowo nieliczne obser-

Podobne rezultaty uzyskali ostatnio Warfield i
wsp. (1B) oraz Mc Evoy i wsp. (9).

Materiał i metodv

morule clo ekspanclują-
od dawczyń rasy ncb w
wynoszącej co najmniej
owywanych według na-
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mrożonego. Zarc;dki uzyskiwano po 7-8 dniach od
r,,lystąpienia rui (dzień rui:dzień 0), Wypłukiwanie
zarodkó-"v odbvr,ł,ało się na drodze niechirur-giczne j,
przy użyciu katetera Cassou.

Do wypłukil,,rania zarodków używano płynu Dul-
becco l,tzupełnionego albuminą w ilości l g/litr. Za-
rodki po wyszukaniu i ocenie umieszczano w plynie
Dulbecco z doda,tkiem 20% surou,icy płodóvł cielęcych
(FCS).

Bisekc ji poddałl,ano wyselekc jonowane zarodki o
pra.łr,idłorł,e1 budorvie morf ologiczne j. W celu prze-
prowadzenia bisekcji zarodki umieszczano rra szkieł_
ku podstawowym w małej objętości płynu. zabiegu
Cbkonywano przy użyciu mikroskalpela urnocowaneq]
na ramieniu mikromanipulaiora Prior. Zarodek dzie-
lono v; pla.szczyźnie pionowej dokonując cięcia przez
osłonlrę przejrzystą w przybliżeniu na dwie równe
części. Zwtacano przy tym ur,vage na prawidłowv oo-
dział korrrórek węzła zarodkowego i trofoblastu. Po-
łór,vki zarodków uzyskane po l-.isekc ji przetrzymy-
wano w poży,wce N{anezo B, (10) pod olejem para-
1in6lr,rym r,,,, atmcsferze 5% CO" w powietrzu, w tem-
peraturze pokojol,vej (22-25oC) przez okres 2-3 go-
dzin. Zaroclki ti,ansportowano z laboratorium do obór
hicrcz l,ń rv słomkach rł,ypełnionvch także pożywką
NTelrezo B2 o temperaŁltze 20-25aC. Czas transportu
złicclkór,,- rł,ynosił od 30 do 60 min.

Połólł-ki zarodków przenoszono zsynchronizowanym
iałórvkom rasy ncb w lvieku 18 miesięcy, o ciężarze
o]< 350 kg. Synchronizację cyklu. rujowego z wiekiem
}]rzsnoszonych zarodl<ów uzyskilvano przez iednora-
zr-lwe podanie 2 m1 analogu prostaglandyny PGF2
(Oestrophan). K,"valifikac ja biorczvń była dokonywa-
na na oodstavrie badania rektalnego narządów rod-
nych sllnicy, przellrcwadzonego w przeddzień plano-
.n,anego zabiegu. Zvzi:acano szczególną uwagę na obec-
rrlś! prav"iclłori,o .",rykształconego ciałka żółtego, Piz--
noszenie zarodków odbvlvało się na clrodze niechirur-
qiczrrej przy użl,ciu pistoletu Cassou, Oceny skutecz-
r_.ości przenoszenia dokonywano na podsta'wie wycie-
]erj lM ocenie ,sta.tvst,ycznei lryyr-rików zastosowano test
chi-krł,ac]rat.
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przeniesieniu zarodka poddanego bisekcji
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'Iab. 1. Wyniki prze,noszenia połówe'k zarodków bydlęcych

Licżba
przenoszorrych
połór,velk jednej

biorczyni

całe
zaro,dki
(kontrola)

Wyniki i omówienie

29 biorczyniom przeniesiono 29 ,,nagich" po-
łówek uzyskanych w wyniku bisekcJi 15 blastc-
cyst. Stwierdzono 7 ciężarnych biorczyń, z któ-
rych dwie dały parę monozygotycznych bliźniąt
(ryc. 1). Efektywności przenoszenia pojedyn-
czych polówek oceniana na podstawie liczby
przenoszonych polówek wynosiła więc 240/o, na-
tomiast oceniana na podstawie liczby uzyska-
nych cieląt w stosunku do wyjściowej liczby
zarodków 46,6010 (tab. 1).

Drugiej grupie biorczyń składającej się z 29
jałówek przeniesiono 29 par monozygotycznych
połówek. Uzyskano B cięzarnych biorczyń (210lo):
w 4 przypadkach były to porody bltżntacze.
Efektywność przenoszenia par połówek ocenia-
na na podstawie liczby uzyskanych cieląt wy-
nosiła 380/o,

W grupie kontrolnej 72 biorczyniom przenie-
siono zarodki całe, stwierdzając 26 wycielonych
biorczyń (360/o), Analiza statystyczna nie wyka-
zała istotnych różnic w odsetku ciężarnych bior-
czyń po przeniesieniu pojedynczych połówek i
par połówek zarodków.

Uzyskane przez nas wyniki przenoszenia dzie-
1onyc}r zarodków są porównywalne ze średnimi
wynikami otrzymywanymi przez innych auto-
rów (2, 7, 12,15, 20). Efektywność przenosze-
nia osiąganaprzez ąutorów wymienionych prac
jest mocno zróżnicowana, gdyż waha się od 16
do 60Vo. Zachodzi tu więĆ pytanie o powody
decydujące o takim zróżnicowaniu. Wydaje się,
że nie nale widzieć w nieprawidłowo prze-
biegającyc esach legulacji rozwoju zarod-
ków posiadających zredukowaną liczbę komó-
rek. Uzyskiwane bowiem przez niektórych au-
torów wyniki wskazują na możliwości osiąga-
nia wysokiej efektywności przenoszenia połówek
(1, 15, 20).

Uzyskane przez nas wl,niki przenoszenia dzie-
Ionych zarodków bydlęcych otrzymano plzeno-
sząc połówki ,,nagie", czyli pozbawione osłonek
przejrzystych. Badania porównawcze (9, l7, 1B)
przeprowadzone na dzielonych zarodkach bydlę-
cych, przenoszonych po umieszczeniu ich w za-
stępczych osłonkach przyjrzystych lub jako ,,na-

Liczba
rvycielornych

biolczyń

7")
B 

+*)

j]o

416,6

31B

3L6

gie" połówki, nie wykazały istotnych różnic w
efektywności implantacji, Można zatem ptzy-
1ąć, że brak osłonki przefzystej nie wpływa
negatywnie na uzyskiwane wyniki przenoszenia,

W przeprowadzonych badaniach bisekcji pod-
dawano jedynie zarodki o dobrym wyglądzie
morfologicznym. Przyjmowano bowiem, że z
punktu widzenia możliwości rozwojowych dzie-
lonych zarodków, wyjściowa jego jakość odgry-
wa zasadniczą rolę. Dowodzą tego badania Bre-
ma i wsp. (2), z których wynika, że zadowala-
jące rezultaty można uzyskać tylko po przenie-
sieniu połówek uzyskanych z zarodków ocenio-
nych jako bardzo dobre.

Spośród czynników mogących wpływać na
uzyskiwaną efektywność przenoszenia dzie1o-
nych zarodków należy tozważyć wpływ 1iczby
przenoszonych połówek. W naszych bada-
ni,ach stwierdzono tylko nieznacznie wyższą
efektywność po przeniesieniu dwó9h połówek w
poró-"lrnaniu z przenoszeniem jednej połówki.
Inni autorzy stwierdzali na ogół większe róż-
nice (B, 12). Najbardziej drastyczną stwierdził
Lambeth (7), który po przeniesieniu pojedyn-
czyc|t połówek otrzymał tylko kilkanaście pro-
cent ciężarnych biorczyń, podczas gdy po prze-
niesieniu par połówek czterokrotnie więcej. Wy-
daje się, że ntższe wyniki po przeniesieniu po-
jedynczych połówek są spowodowane między
innymi niedostateczną masą komórkową. W re-
zultacie zarodek taki wysyła zbyt słaby sygnał
ciążowy (6).

Rozpatrując problem efektywności przenosze-
nia dzielonych zarodków, naieży uwzględnić
również wybór właściwego stadium tozwoju za-
rodka poddawanego bisekcji. Z badań Williamsa
i wsp. (19) wynika, że znacznie wyższą efektyw-
nośó przenoszenia uzyskuje się po przeniesieniu
połówek otrzymanych po bisekcji blastocyst w
porównaniu z pcłór,vkami otrzymanymi w wy-
niku bisekcji moru1.

Obserwacje te znajdują pośrednie potwier-
dzenie w naszych badaniach dotyczących okre-
ślenia strat komórkowych powstałych w wyni-
ku bisekcji (13). Stwierdzono bowiem, że odse-
tek niszczonych komórek uzależniony jest od
stadium rozwoju poddawanego bisekcji zarod-
ka, Nizszy procent niszczonych komórek zano-

Liczba
zaro dków
pod,cianych

bisekcj i

Liczba
biorczyń

OrgóJlna
lic,z]ra

przesienionych
połó-łek 1ukl

zaro dlkó-ł
całych
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objaśnienia: +) StWieIodzono 1 parę monozygotycznych bliźniąt, **) cztely porody bliŹniacze
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Skrzyszowska M., Znanlecki R., Bychawski S., Smo-
r?żg Z. - Transpląrrtation of bissected cattle embryos

,ąte cattle blastccysts were bissected through zona
peiiucida 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, mcrnozygotic twins included, The second
grcup of 29 recipients received two halve,s each and
B pregnancies were obtained. 4 of which resulted in
twins. The control gro,up of 72 recipients received orre
intact embryo each atnd 26 ca]ves were bo,rn.

stosunkowo odległe genetycznie i próby prze-
niesienia zarodków owcy do biorczyni kozy 1ub
zarodków kozy do biorczyni owcy nie dopro-
wadaały do normalnego rozwoju płodu i uro-
dzenia potomstwa (6). Dzięki technice mikro-
manipulacji możliwe jest przekroczenie barie-
Iy pomiędzy owcą i kozą, ale tylko wtedy, gdy
działa mechanizm ochronny przeciwdziałający
rozpoznaniu obcego płodu i jego zniszczoniu,.
Dzieje się to tyiko wtedy, gdy nabłonek kos-
mówki rozwija się z trofoblastu chimerycznej
blastocysty, pochodzącego z blastomerów ga-
tunku, do którego dokonuje się przeniesienia
zarodka (4, B).

Przeprowadzone badania zmterzały do wy-
tworzenia chimery kozo-owcy przez agregację
blastomerólv obu tych gatunków.

Materiał i metody
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Z pozyskanych 8 i 12 blastomerowych zarodków
przy użyciu mikrcmanipulatora Zeiss-Carl-Jena (NRD)
usuwano osłonki przejrzyste, a następnie rozdzielano
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Chimera w pojęciu nowoczesnej biologii jest
kompozycją zawielającą mieszaninę komórek
pochodzących z więcej niz jednego zwierzęcia.
W publikacjach dotyczącyclt tego zagadnienia
do określania takich zwierząt używa się termi-
nów, takich jak: chimera genetyczna, zwieTzę
allofeniczne lub tetrapalentalne (pochodzące po
czwolgu rodzicach). Terminy te oznaczają, że
,,wytworzon e" zwierzę powstało poprzez wymie-
szanie komórek wczesnych stadiów rozwojo-
wych dwóch różnych zarodków (7). Chimery
tworzone były w obrębie kilku różnych ga-
tunków ssaków, głównie jednak u myszy (1,
2,.9, l0), Znane są dwie podstawowe techniki
uzywane w preparowaniu chimer, Pierwsza
polega na agregowaniu wczesnych stadiów roz-
wojowych obejmujących zarodki od 2 blasto-
merowych aż do moruii (1, 9), a druga na iniek-
cji komórek embrionalnych do blastocysty (4,
11).
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Chimeryzm między owcq i kozq
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