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Urodzenie cielgcia z zarodka uzyskanego in vitro

Zaklad Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasienniania Zwierzat Instytutu Zootechniki,
32-.8s Balice k. Krakowa

W dniu 31 marca 1990 r. w Zakladzie Fizjologii Roz-
rodu i Sztucznego Unasienniania Zwierzat Instytutu
Zootechniki przeprowadzono pordéd, w rezultacie kto-
rego urodzilo sie pierwsze ciele pochodzace z zarodka
uzyskanego przy zastosowaniu kompleksowej metody
in vitro, obejmujgce zaplodnienie, a nastepnie hodowle
zarodka, wszystko poza organizmem samicy. Ze wzgle-
du na znaczng dysproporcje miedzy wielkoscia ciele-
cia (41 kg) a matki (352 kg), pordéd rozwiazano stosu-
jac cesarskie cigcie. Przypadek powyzszy zastuguje na
przedstawienie, bowiem stanowi dowéd, co prawda
Jeszcze jeden z bardzo nielicznych na $wiecie, mozli-
wosci uzyskiwania potomstwa z oocytéw pobieranych
z jajnikow kréw rzeznych. Stanowi to réwnoczeénie
jedng z mozliwosci zwiekszania wydajnoéei rozrodezej
krowy, istotng zaréwno w perspektywie programow
hodowlanych, jak i produkcji zwierzecej.

U wigkszosci gatunkéw ssakéw, w tym réwniez
bydta, znaczny odsetek oocytow pobranych z peche-
rzyk6w jajnikowych, a nastepnie hodowanych przez
okolo 24 godziny in wvitro, osiaga stadium metafazy II.
Stosowane w latach 70-tych i pierwszej polowie lat
80-tych metody hodowli oocytéw pozwalaly wpraw-
dzie na uzyskiwanie wysokiego, bo osiggajgcego na-
wet ponad 80°¢ odsetka oocytéw wykazujageych dojrza-
lo$¢ jadra (10). jednakze zdolno$é tak dojrzewajacych
oocytow do zaplodnienia, a szcrzegélnie Tozwoju za-
rodkowego, byta bardzo ograniczona (2, 10, 11). Do-
piero w ostatnich latach nastapil znaczny postep w
rozwoju metody. Osiagnieto go zachowujac $ciSle okre-
$lone proporcje miedzy liczbg hodowanych oocytow,
iloScig komorek ziarnistych pecherzyka a objetoscig
uzytej do hodowli pozywki. Réwnoczeénie opracowano
szereg metod kapacytacji nasienia buhaja in vitro,
pozwalajacych na wilasciwe przygotowanie plemnikow
do zaplodnienia pozaustrojowego (1, 4, 8, 9, 14, 15).
Istotny postep nastgpil roéwniez w rozwoju metod ho-
dowli zarodkéw wezesnych stadiéw rozwojowych. Byt
on rezultatem zastosowania techniki wsp6thodowli
zygot z komoérkami nablonka jajowodu bydlecego
(7, 13). Metoda umozliwia hodowle zygot bydlecych do
stadium moruli/blastocysty z zachowaniem zdolnosci
do pelnego rozwoju in vitro.

Pierwsze cieleta urodzone po przeniesieniu blasto-
cyst otrzymanych w wyniku dojrzewania, zaplodnie-
nia i hodowli in wvitro, uzyskali w 1988 r. Lu i wsp.
(13), a nastepnie Pavlok i wsp. (15); o uzyskaniu cie-

zarnych biorczyn donoszy réwniez inni autorzy (1, 8).
Efektywno$¢ metody oceniana zaréwno na podstawie
odsetka uzyskanych blastocyst, jak i wycielonych bior-
czyn, jest jednak stosunkowo niska.

Celem podjetych badan bylo okreslenie mozliwoseci
produkcji zarodkéow z dojrzewajacych i zaptodnianych
in vitro pecherzykowych oocytéw bydlecych, ich poza-
ustrojowego rozwoju do stadium moruli/blastocysty
oraz zdolnosci do pelnego rozwoju in vivo.

Material i metody

Jajniki pobierano bezposrednio po uboju jaldwek i kréow
rzeinych, przetrzymywano w plynie PBS uzupelnionym
antybiotykami w temperaturze okolo 35°C (dla uzysku
oocytow) lub 4°C (dla uzysku komérek ziarnistych) i prze-
wozono do laboratorium.

Pobieranie oocytéw i warunki hodowli
Oocyty uzyskiwano z 2—6 mm pecherzykéw jajnikowych
w drodze nacinania powierzchni jajnika. Uzyskane oocyty
poddawano selekcji morfologicznej. Do hodowli przezna-
czano jedynie oocyty otoczone $cislg i spoistg warstwa ko-
morek wzgérka jajono$nego i nie wykazujace zmian atre-
tycznych w cytoplazmie (10). Pozywke do hodowli stano-
wilo uzupelnione podloze TC 199 — s6l Earla, zawierajgce
20%e inaktywowanej surowicy bydlecej. Ponadto do ho-
dowli dodawano populacje komoérek ziarnistych pecherzy-
ka jajnikowego, uzyskiwanych =z nieatretycznych peche-
rzykow jajnikowych o sSrednicy 7—15 mm. Zawarto$é pe-
cherzykéw poddawano ocenie pod mikroskopem stereosko-
powym. Uzyskane komoérki ziarniste przemywano trzy-
krotnie w piynie TC 199, a nastepnie zawieszano w nie-
wielkiej ilo$ci tego plynu, dodajge do wspéthodowli z oocy-
tami 3—5 X 10° komérek na 1 ml pozywki. Hodowle prze-
prowadzano w systemie niestatycznym, w temperaturze
39°C i atmosferze 5% CO, w powietrzu, przez okres
23—24 godzin.

Kapacytacja nasienia i zaplodnienie in
vitro. Do zapltodnienia uzywano mrozonego nasienia
2 buhajéw: rasy ncb i Simental * Po rozmrozeniu w tem-
peraturze 38°C plemniki przemywano przez odwirowanie
w ciagu 10 minut przy 700 g, a nastepnie poddawano roz-
dzialowi technikg podplywania (swim-up: najbardziej ruch-
liwe plemniki podplywaja w gérne partie pozywki i te plem-
niki uzywane sg do zaplodnienia) (14). Aby to umozliwié
osad ostroznie nawarstwiano 0,8 ml pozywki i pozostawia-
no w temperaturze 39°C przez 45 minut. Po tym czasie po-
bierano 0,5—0,6 ml zawiesiny plemnikéw, do ktérej doda-
wano heparyne w ilosci 10 jm. na 1 ml (15). Nastepnie
sprawdzano ruchliwosé i koncentracje plemnikéw. Do za-
plodnienia dodawano 1—1,5 X 10% plemnikéw na 1 ml po-
zywki. Pozywke do kapacytacji i zaplodnienia in vitro sta-
nowilo podloze TC 199 uzupelnione 10%v bydlecej surowicy
rujowej. Po zakonczeniu hodowli oocyty pozbawiano me-
chanicznie (przy uzyciu pipetki) wiekszosci otaczajacych

* Uzyte nasienie pochodzilo z produkcji 1976 r.
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Tab. 1. Wyniki zaplodnienia pozaustrojowego oocytéw bydlecych i rozwdj in vitro uzyskanych zygot

; P . Stwierdzone stadia rozwoju jaj i zarodkow

Liczba ococytow Liczba as . 5

o ety o ¢ poddanych hodowli in vitro (%)

| zaptodnio- zarodkow | 1 53 g T B
. 3 ) — nieprawidtowy jaja

uzytych r}:{ct;’h () | komoérkowe | komorkowe RIS IEEIRE 157 rozwo) polispermiczne
136 93 ' 30 43 l 15 1 6 13 15
(22,0) 0,7 | (4,4) (9,5) (11,0)

(31,8

(11,0)

Tab. 2. Wyniki przenoszenia blastocyst bydlecych uzyskanych

in vitro
Ja- ! Ruia | Przeniesione Wyniki bada- | Wycie-
lc’)wkau| J | zarodki nia rektalnego | lenia
| | 27.06. weczesna
| 2006 | 1689 blastocysta + 21.08.1989 | O 3L03-
603 i : . [ 1990
1939 $rednia | (41 ke)
| | blastocysta i g
498 ‘ 20.06. 28.06. ekspandujgca |
1989 | 1989  blastocysta — 21.08.1989 | -
501 | 29.06. 05.07. $rednia | .
| 1989 1989  blastocysta — 21.08.1989
| | 05.07. wczesna |
505 | 29.06. | 1989  blastocysta — 21.08.1989
| 1989 | wezesna ‘ o
| blastocysta

je komorek ziarnistych, przeptukiwano w pilynie do za-
plodnienia, a nastepnie umieszczano w 2 ml tego plynu,
dodajgc kapacytowane plemniki.

Inkubacje obu rodzajéw gamet przeprowadzano w cie-
plarce o regulowanej zawartosci CO,, w temperaturze 39°C
przez 16—20 godzin. Po tym czasie z powierzchni oocytoéw
usuwano mechanicznie komérki korony promienistej i przy-
legajace plemniki, przemywano w ptynie TC 199 + 20%
surowicy rujowej i umieszczano w hodowli.

Hodowla uzyskanych zygot. Zygoty uzyskane w
wyniku zaptodnienia pozaustrojowego przetrzymywano we
wspo6thodowli z komérkami nablonka jajowodowego
(3, 7, 13) az do momentu osiggniecia stadium blastocysty,
co wymagato T-dniowej hodowli. Uzyskane blastocysty
przenoszono metoda niechirurgiczng zsynchronizowanym
jalowkom-biorczyniom w 7 dniu po rui. Natomiast komor-
ki jajowe oraz zarodki zahamowane w rozwoju utrwalano
w kwasnym alkoholu (alkohol etylowy i kwas octo-
wy = 3:1), barwiono 2% roztworem orceiny i oceniano w
mikroskopie fazowo-kontrastowym.

Wyniki i omdéwienic

Ogodlem do hodowli uzyto 136 niedojrzalych oocy-
t6w bydlecych. Zaplodnienie stwierdzono u 93 (68,3%0)
oocytéw, a podzialy zarodkowe wykazywalo 30 (22,0%0)
zygot. W wyniku 7-dniowej hodowli uzyskano 6 bla-
stocyst i jedna morule (5,1%) (tab. 1). Rozwdj pozo-
statych zarodkéw ulegl zahamowaniu w stadiach od
1 do 8 blastomeréw, badz mial przebieg nieprawidio-
wy. Te ostatnig grupe stanowily zarodki, ktére posia-
daly wiecej niz jedno jadro w Dblastomerze, zarodki
z nieréwnomiernie rozwijajacymi sie blastomerami,
zygoty, w ktérych stwierdzano podzial jader bez réow-
noczesnego podziatu cytoplazmy oraz oocyty z wy-
ksztalconym przedjadrzem zenskim 1 zahamowanym
w rozwoju przedjadrzem meskim. Wystepowanie ano-

malii rozwojowych na poréwnywalnym poziomie
obserwowali Iwasaki i wsp. (9). Uzyskanych 6 bla-
stocyst przeniesiono metoda niechirurgiczna czte-

rem zsynchronizowanym jalowkom-biorczyniom. Ciaze
stwierdzono u jednej jatéwki (tab. 2). W wyniku po-
rodu, ktéry nastapit w 283 dniu cigzy, uzyskano buhaj-
ka (ryc. 1), ktérego umaszczenie i cechy budowy
wskazuja, ze ojcem byt buhaj rasy - simentalskiej.

Ryc. 1. Buhajek urodzony w wyniku rozwoju zarodka
otrzymanego w efekcie dojrzewania, zaptodnienia i hodowli
in vitro pecherzykowych oocytow bydlgeych

O matce nic nie wiadomo, bo jak powiedziano w me-
todyce, oocyty byly pobierane =z jajnikéw bydlecych
uzyskiwanych z materialu rzeZnego.

Zastosowana metoda pozwala wiec na uzyskiwanie
zarodkéw zdolnych do prawicdlowego rozwoju in vitro,
jak i pelnego rozwoju in vivo. Niemniej jednak osigg-
nieta efektywno$é jest niska, choé poréwnywalna z do-
tychczas publikowanymi wynikemi (13, 15). Efektyw-
nos¢ metody mozna wprawdzie zwigkszyé przenoszac
zygoty uzyskane w wyniku =zaplodnienia pozaustro-
jowego do jajowodu biorczyn posérednich (1, 3, 6, 12,
16, 17), jednakze takie rozwigzanie stwarza, z prak-
tycznego punktu widzenia, znaczne komplikacje. Dal-
sze prace powinny sie wiec koncentrowa¢ na zwiek-
szaniu efektywnosci poszczegélnych etapéw metody,
a zwlaszcza prawidlowego dojrzewania ococytow, za-
plodnienia pozaustrojowego i hodowli zarodkow wcze-
snych stadiow rozwojowych.
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Summary
Glycosphingolipids of bull’s spermatozcons

In bull’s spermatozoons the pressncz of sphingosine gly-
colipids was vzrified. The neutral glycosphingolipids do
not surpass 1.5 pg/10% c=lls, gangliosides 0.2 ug/168 cells.
Between them quantitatively prevailed glycosylceramide
(Gle-Cer) and trinexosylceramide. No one of studies com-
pounds contained hexosamines. The bulk of acid glycosphon-
golipids showed the chromatographic motility typical for
gangliosides GM3 (Sial-Gal-Glc-Cer).

The cont:r{ of glycosphingolipids of bulls spermatozoons
is inconsiderable. Their role is still obscure. There is a need
{er further research aimed at the elucidation of their bio-
logical function.

Glikolipidy sfingozynowe (glikosfingolipidy) stanowia
niejednorodng grupe zwigzkéw lipidowych wehodzacych
w sktad blon komérkowych zwierzat i czlowieka (15,
17, 31). Zwiazki te zostaly wyizolowane z wielu tkanek
i szczegolowo scharakteryzowane (2, 3, 5, 8, 10, 28).
Stabo poznany pod wzgledem skladu glikosfingolipido-
wego pozostaje ciagle uklad rozrodezy, w tym nasienie
ludzkie i zwierzece.

Wiadomo obecnie, ze gléwnym glikolipidem jader
1 nasienia ssakow jest tzw. seminolipid, chemicznie
opisywany jako sulfo-galaktozylo-acylo-alkilo-glicerol
(SO;H — 3Gal — AAG) lub sulfo-galaktozylo-dwuacylo-
-glicerol (SOH — 3Gal — DAG) (4). Jadra i nasienie
ssakéw zawieraja rowniez glikolipidy sfingozynowe (6,
8, 21, 22). W 1987 r. Ritter i wsp. (22) wyizolowali
1 scharakteryzowali glikosfingolipidy z masienia ludz-
kiego. Otrzymali oni glikosfingolipidy ocbojetne i gan-
gliozydy z plemnikéw w iloSci 4409 i 221+17
nmola/10° komoérek. W pilynie nasiennym stwierdzili
obecno$¢ 4,1%0,6 nmola gangliozydéw/ml i 29%15
nmola glikosfingolipidow obojetnych/ml. Gléwnymi gli-
kosfingolipidami obojetnymi nasienia byty: mono-, dwu-,
troj- i czteroheksozyloceramidy typu krwinkowego (tzw.
serii globo), wéréd gangliozydéw przewazaly sjalo
i dwusjalo-laktozyloceramidy (wg nomenklatury Sven-
nerholma (29) gangliozydy GM3 i GD3).

Celem tej pracy byla proba izolacji i charakterystyki
glikosfingolipidéw plemnikéw buhaja.

Material i metody

Glikosfingolipidy izolowano z pulowanego nasienia buha-
jow pobranego z W.Z.Wet. w Koszalinie. Wzorcowe ganglio-
zydy: GM3, GMI1, GDla, GD1b oraz glukozyloceramid
otrzymano od p. dr T. Pacuszki Z Instytutu Hemadtologii.
Wzorcowy tetraheksozyloceramid (asjalogangliozyd) przy-
gotowano z gangliozydow mozgu wolowego firmy Koch
Light.

Preparatyka glikosfingolipidéw. Nasienie bu-
hajow (lacznie 450 ml) wirowano stosujac obroty 14000/min
{(MPW 310, Mechanika Precyzyjna). Osad homogenizowano
z wodg (150 ml) i ekstrahowano 600 ml mieszaniny chloro-
formu z metanolem (1:2 stos. objetosciowy) przez 2 go-
dziny w temp. 37°C. Nastepnie zawiesine wirowano i osad
reekstrahowano dwa razy stosujgc mieszanine chloroform :
:metanol = 1:2 (50 ml) i mieszanine chloroform : metanol =
= 1:1 (50 ml). Polgczone ekstrakty odparowano na obro-
towe] wyparce prozniowej i z otrzymanego materiatu izolo-
wano glikostingolipidy obojetne i gangliozydy stosujgc stam-
dardowe metody tj. hydrolize alkaliczng, odsolenie, chroma-
tografie jonowymienng na DEAE-Sephadexie A-25 oraz
chromatografie kolumnows i cienkowarstwowa na kwasie
krzemowym (19). Do rozdziatu glikosfingolipidéw obojetnych
na kolumnie z kwasu krzemowego stosowano dolng faze
ukladu powstalego przez zmieszanie chloroformu : metano-
lu:wody w stosunku objetosciowym 65 :30:8. Preparatyw-
ne chromatogramy cienkowarstwowe z naniesionymi gan-
gliozydami 1 glikosfingolipidami obojetnymi rozwijano w
tych samych ukladach co w metodach analitycznych. Chro-
matogramy wybarwiano jodem i material z zaznaczonych
pol, po zeskrobaniu ze szkla, ekstrahowano nadmiarem mie-
szaniny chloroform :metanol = 1:1 1 1:2 w przypadku gli-
kosfingolipidow obojetnych i nadmiarem mieszaniny chloro-
form : metanol = 2:3 w przypadku gangliozydow. Ganglio-

zyd GM3 czyszczono dodatkowo drogg acetylacji. Glikolipid

acetylowano w mieszaninie pirydyny i bezwodnika octowego
(stosunek objetnosciowy 3:2) przez noc w temp. pokojowej.
Nastepnie po odparowaniu rozpuszczalnikéw nakladano na
kelumienke z kwasu krzemowego. Stosowano w tym przy-
padku jako uklad rozwijajgcy mieszanine chloroformu : me-
tanolu : wody = 90 : 10 : 1.

Metody analityczne Sfingozyne ozmiaczano wg
Lautera i Tramsa (11). Cukry analizowano drogg chroma-
tografii gazowe] po uprzednim przeksztaleeniu ich w etery
sjelowe (33). Metods chromatografii gazowej rozdzielano
takie kwasy tluszezowe. W celu wykryeia hydroksykwasow
analize prowadzono przed i po reakeji z odezynnikiem sjali-
lujgeym (32). Chromatografie cienkowarstwowa wykonywa-
no na plytkach firmy Merck, fabrycznie powleczonveh kwa-
sem krzemowym. Przy rozdzielaniu gangliozydow stosowano
uklad rozwijajacy chloroform : metanol : woda : 2% CaCl,y =
- 60:35:7:1, przy analizie glikosfingolipidéw obojetnych
uzywano fazy dolnej powstale] po zmieszaniu chlorofarmu -
s metanolu : wody = 65 : 30 : 8. Glikosfingolipidy obojetne wy-
barwiono na plytkach odezynnikiem oreynolowym (10, gan-
gliozydy — odeczynnikiem rezorcvnolowym (19). '

Wyniki i omdéwienie

Stosujac standardowe metody izolacji otrzymano
z plemnikéw buhaja szereg glikosfingolipidéw obojet-
nych i kwasnych (gangliozydéw). Na podstawie poi-
iloSciowe]j oceny chromatogramow cienkowarstwowych
dokonywanych na wstepnych etapach preparatyki osza-
cowano, ze zawartos¢ glikosfingolipidéw obojetnych w
plemnikach byla nie mmiejsza niz 1,5 ng/10® komorek,
zawarto§¢ gangliozydéw nie mniejsza mniz 0,2 ng/10°
komorek. Daje to lgczng wartosé 1,7 ng czyli 1,7 nmola/



