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W dniu 31 marca 1990 r. w Z.akładzie Fizjologii Roz-
rodu i Sztucznego Unasienniania Zwierząt Instytutu
Zootechniki przeprowadzono polód, rł, rezultacie któ-
rego urodziło się pierwsze cielę pochodzące z zarodka
uzyskanego przy zastosowaniir kompleksowej metody
żn uitro, obejmujące zapłodnienie. a następnie hodowlę
zarodka, wszystko poza organizmem samicy. Ze wzglę-
du na znaczną dysproporcję między rn,ielkością cielę-
cia (41 kg) a matki (352 kg), poród rozw),ązano stosu-
jąc cesarskie cięcie. Przypadek porvyższy zasługuje na
przedstawienie, bowiem stanowi dowód, co prawda
jeszcze jeden z bardzo nieiicznych na świecie, możli-
wości uzyskiwania potomstwa z oocytów pobieranych
z jajników krów tzeżnych, Stanorvi to równocześnie
jedną z moż]iwości zwiększania .,vydajności rozrodczej
krowy, istotną zarówno w perspektyrvie programów
hodowlanych, jak i produkcji zwierzęcej.

U większości gatunków ssaków, \^/ tym również
bydła, znaczny odsetek oocytó,ł, pobranych z pęche-
rzykórv jajnikowych, a następnie hoCowanych przez
około 24 godziny in llitro, osiąga stadir-rm metafazy II.
Stosowane w latach 70-tych i pierwszej połowie lat
80-tych metody hodowli oocytów pozwalały wpraw-
dzie rra uzyskiwanie wysokiego, bo osiągającego na-
r,vet ponad B0']/o 6fl5glka oocytórv w;rkazujących dojrza-
łość jądra (10), jednakże zdolność tak dojrzewających
oocytów do zaplocinicnia, a szczegóInie rozwoju za-
rodkowego, była bardzo ograniczotla (2, 70, 11). Do-
piero w ostatnich latach nastąpił znaczrry postęp w
rozwoju metody. Osiągnięto go zac}rorvując ściśle okre-
ślone proporcje między Iiczbą hoclor,vanych oocytów,
ilością komórek ziarnistych pęche.rzyka a objętością
użytej do hodowli pożywki. flównocześnie opracowano
szeleg metod kapacytacji nasienia buhaja in uitro,
pozwalających na właściwe prz5rgotowanie plemników
do zapłodnienia pozaustrojowego (1, 4, 8, 9, 14, 15).
Istotny postęp nastąpił również w rozwoju metod ho-
dowli zarodków wczesnych stadiów rozwojowych. Był
on rezultatem zastosowania techniki współhodowli
zygot z komórkami nabłonka jajov,odu bydlęcego
(7, 13). N{etoda umożliwia hodowlę zygot bydlęcych do
stadium moruli/blastocysty z zachowaniem zdolności
do pełnego rozwoju in uitro.

Pierwsze cielęta urodzone po przeniesieniu blasto-
cyst otrzymanych w wyniku dojrzewania, zapłodnie-
nia i hodowli in uitro, uzyskali w 1988 r. Lu i wsp.
(13), a następnie Pavlok i wsp. (15): o użyskaniu cię-

żarnych biorczyń donoszą rów-nież inni arrtorzy (1, B}.
Efektywność metody oceniana zarówno na podstawie
odsetka uzyskanych biastocyst, jak i wycielonych bior-
czyń, jest jednak stosunkowo niska.

Celem podjętych badań było określenie możliwości
orodukcji zarodków z dojrze.uaiących i zapłodnianych
in użtro pęcherzykowych oocytów bydlęcyclr, ich poza-
ustrojowego rozwoju do stadium moruli/blastocysty
oraz zdolności do pełnego rozwoju in uiuo.

Materiał i metody
oju jałówek
PBS uzupeł
35oC (dla

ziarnistych)

Pobieranie oocytów i warunki hodowli"
Oocyty uzyskiwano z 2-6 mm pęcherzyków
w drodze nacinania powierzchni jajnika. Uzy
poddawano selekcji morfologicznej. Do hodo
czano jedynie oocyty otoczone ścisłą i spoistą
mórek wzgórka jajonośnego i nie wykazujące
tycznych w cytoplazmie (10). Pożywkę do hodowli stano-
wiło uzupełnione podłoże TC 199 sóI Earla, zawierające
200/o inaktywowanej surowicy b ęcej. Fonadto do ńo-

ziarnistych pęcherzy-

;" iŁ'i1" ż'ł*:l, 
" 
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ikroskopem stereosko-
powym. Uzyskane komór ziarniste przemywano trzy-
krotnie w płynie TC 199, następnie zawieszano w nie-
wielkiej ilośći tego płynu, dodając do współhodowli z oocy-
tami 3-5 X 106 komórek na 1 ml pożywki. Hodowlę prz
prowadzano w systemie niestatycznym, w temperatur
39oC i atmósferże 5'D/o CO2 w powietrzu, przóz okr
23-24 god,zin.

I(apac;,tacja nasienia i zapłodnienie in
v i t r o. Do z-apłodnienia używano mrożonego nasienia
2 buhajót,: rasy ncb i Simental * Po rozmrożeniu w tem-
peraturze 38oC plemniki przemywano ptzez odwirowanie
w ciągu 10 minut przy ?00 g, a następnie poddawano roz-
działowi.techniką po,dpływania (swim-up: najbardziej ruch-
liwe plemniki podpływają w górne partie pożywki i te plem-
niki używane są do zapłodnienia) (1a). Abv to umożliwić
osad ostrożnie nawarstwiano 0,8 ml pożywki i pozostawia-
no w temperaturze 39oC przez 45 minut, Po tym czasie po-
bierano 0,5-0,6 ml zawiesiny plemników, do której doda-
wano heparynę ]v ilości 10 j.m, na 1 ml (15). Następnie
sprawdzano ruchliwość i koncentrację plemników. Do za-
płodnienia doclawano 1-1,5 X 100 plemników na 1 ml po-
żywki. Pożywkę do kapacytacji i zapłodnienia źn oitro sta-
nowiło podłoże TC 199 uzupełńone 100/o bydlęcej surowicy
rujowej. P.ó zakończeniu hodowli oocyty pozbawiano me-
chanicznie (przy użyciu pipetki) większości otaczających
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Tab. 1. Wyniki zapłodnienia pozaustrojowego oocytów bydlęcych i rozwój in uitro uzyskanych zygot

Liczba Stwierdzone stadia rozwoju
poddanych hodowli żn

jaj i zarodków
uitro (olt)

użytych

Liczba
dzielących się

zarodków
(0/o)

30
(22,0)

1l2_gl
komórkowe 

I 
XomOrto eI

ląrIr
I tar,ol I trr,ol

morule l niepra vricliowy I ja jablaStocYslY 
|'rozwój 

" 
Inolisneimiczne

6
(4,1)136

Tab. 2. Wyniki przenoszenia
Ln

93
(68,3)

1

(0,?) 
i

l,, lr
I ts.sl l rrr,ol

blastocyst bydlęcych uzyskanych
uźtro

,#*"I Ruja
przeniesione

zarodki
Wyniki bada-
nia rektalnego

Wycie-
1enia

603
20.06
1989

21.06. wczesna
1989 blastocysta + 21.08.1989

średnia
blastocysta

d 31.03.
1990

(41 kg)

498| 1t33 l1133
ekspandująca
blastocysta - 

21.08.1989

- ^- l 29.06. | 05.0?.5Uri 1989 ltgag
średnia
blastocysta - 21.0B.1989

05.07.
19B9

wczeSna
blastocysta - 21.08.1989
wczesna
bIastocysta

505

je komórek ziarnistych, przepłukiwano w płynie do za-
płodnienia, a następnie umieszczano w 2 ml tego płynu,
dodając kapacytowane piemniki.

Inkubację obu rodz ów gamet przeprowadzano w cie-
plarce o regulowanej wartości COr, w temperaturze 39oC
przez 16-20 godzin. Po tym czasie z powierzchni oocytów
usuwano mechanicznie komórki korony promienistej i przy-
legające plemniki, przemywano w płynie TC 199 l 200/o

surowicy rujowej i umieszczano w hodowli.
HodowIa uzyskanych zygot. Zygoly uzyskane w

wyniku zapłodnienia pozaustrojowego przetrzymywano we
współhodowli z komórkami nabłonka jajowodovlego
(3, ?, 13) aż do momentu osiągnięcia stadium blastocysty,
co wymagało 7-dniowej hodowli. Uzyskane blastocysty
przenoszono metodą niechirurgiczną zsynchronizowanym
jałówkom-biorczyniom w 7 dniu po rui. Natomiast komór-
ki jajowe oraz zarodki zahamowane w rozwoju utrwalano
w kwaśnym alkoholu (alkohol etylowy i kwas octo-
wy: 3 : 1), barwiono 28lo, tozt:worem orceiny i oceniano w
mikroskopie fazowo-kontrastowym.

Wyniki i omó\ń,ienic

Ogółem do hodowli użyto 136 niedojrzałych oocy-
tów bydięcych. Zapłodnienie stwierdzono u 93 (68,30/o)

oocytów, a podziały zarodko,vve wykazywało 30 (22,01/o)

zygot. W wyniku ?-dniowej hodowli uzyskano 6 bla-
stocyst i jedną morulę (5,10/o) (tab. 1). Rozwój pozo-
stałych zarodków uległ zaharnowaniu w stadiach od
1 do 8 'blastomerów, bądź miał przebieg nieprawidło-
wy. Tę ostatnią grupę stanolviły zarodki, które posia-
dały więcej niż jedno jądro w blastomerze, zarodki
z nierównomiernie rozwijającymi się blastomerami,
zygoty, w których stwierdzano podział jąder bez rów-
noczesnego podziału cytoplazmy otaz oocyty z wy-
kształconym przedjądrzem żeńskim i zahamowanym
w rozwoju przedjądrzem męskim. Występowanie ano-
malii rozwojowych na porównywalnym poziomie
obserwowali Iwasaki i wsp. (9). Uzyskanych 6 bla-
stocyst przeniesiono metodą niechirurgiczną czte-
rem zsynchronizowanym jałówkom-biorczyniom. Ciążę
stwierdzono u jednej jałówki (tab. 2). 'W wyniku po-
iodu, który nastąpił w 283 dniu ciąży, uzyskano buhaj-
ka (ryc. 1), którego umaszczenie i cechy budowy
wskazują, że ojcem był buhaj rasy , simentalskiej.

Ryc, 1. Buhajek urodzony w wyniku rozwoju zarodka
otrzymanego rv efekcie dojrzewania, zapłodnienia i hodowli

'in użtro pęcherzykowych oocytó,nr bydlęcych

O matce nic nie wiadomo, bo jak powiedziano w me-,
todyce, oocyty były pobierane z jajników bydlęcych
Llzyskiwanych z materiału rzeźnego.

Zastosowana metoda pozwala więc na uzyskiwanie
zarodków zdolnych do prawidłowego roz\^,oju in użtro,
jak i pełnego rozwoju in użuo. Niemniej jednak osiąg-
nięta efcktywność jest niska, choć porównywalna z do-
t;gchczas publikowanymi wynikami (13, 15). Efektyw-
nośc mctody można wprawdzie zlviększyc pTzenosząc
zygoty uzyskane w wyniku za.płodnienia pozaustro-
jou,ego do jajowodu biorczyń pośrednich (!, 3, 6, 12,

16, 1?), jednakże takie rozwiązanie stwarza, z prak-
tycznego punktu widzenia, z\laczrle komplikacje. DaI-
sze pface powinny się więc koncentrować na zwięk-
szaniu efektywności poszczególnych etapów metody,
a zwłaszcza prawidłowego dojrzewania oocytów, za-
płodnienia pozaustrojowego i hodowli zarodków wcze-
snych stadiów rozwojowych.
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TOMASZEWSKI

Glikolipidy sfingozyn,orwe (glikosfingolipńdy) stano\Mią
nie j e dn cr o,dną grupę zw tązków lipidowych wcho dzących
w skład błon komónkowych zwierząt i człowieka (15,
1,7, 3I). Związki te zostały wyizolowan,e z wielu tkanek
l szczegółowo scharakteryzowane (2, 3, 5, B, 10, 2B),
Slabo pozrlany pod względern składu glikosfirrgolipido-
wego pozostaje ciągle układ, rozroCczy, w tyrn nasienie
Iudzkie i zwierzęce.

Wiadorno oibecnie, że głównym glikolipidem jąder
i nasienia ssaków jes,t tzw. semi,nolipid, chemicznie
o,pilsywał-ry jako suIfo-galaktozyIo-acy]o-aJ.kilo-glicerol
(SO'H > 3GaI - AAG) lub sł.rlfo-gal,aktozylo-dwuacytro-
-glicerol (SO'H + 3Gał - DAG) (4). Jądra i rrasienie
ssaków zawierają równrież glikołipidy sfingozynowe (6,
B, 2l, 22). W 1987 r. Ritter i wsp. (22) rvyizolowali
i scharakteryzowali glikosfirrg,ołipidy z rrasdenia ludz-
kiego. Otrzyrnali orri g i,kosfingortipidy o)oojętne i gan-
glioeydy z płemników lv itości 41t 0,9 i 22,1 t I,7
nrnola/108 kornórek. W płynie nasienny,m sltwierdzili
obecność 4,I t 0,6 rrrnola gan,§liozydów/rnl i 29 ! L,5
nmoila glikosfingolipńdów o;bo jętnych,4m[. Głównyrni gli-
kosf ingoIli,pidarni o bo j ę,tnyrni nasienia były : mono-, dwu-.
tró j- i,czteiroheksozyiocer amidy typu krwinkowego (tzw.
se,rii glolbo), wśród gangliozydórv przeważały s jal.o
i,dwtrs,jalo-1aktozylocerarnidy (wg nornenklatury Sven-
nerhołlrna (29) gangliozydy GNt3 i GD3),

Celern tej pracy była próba iaola,cji i chanak;terystyki
glikolsfingol,ip,idów plernników buhaja.

Materiał i rnetody
Glikost izo],owano z prulowan buha-jów po;br .Z.W,et. w KoŚzalinie. anglio-

zydy: G GDla, GDlb otaz eramido Z Herna,tt ( 
''ii".rJ}

P r e p a r a t yk a g I i ko s f i n g o 1 i p i d ó w. Nasienie bu-
hajów (łącznie 450 ml) wirowarro stos,ując obroty 14000/min
(MPW 310, Mecha,nika Pnecyzyjna). Osad holmogenizowano
z wodą (150 rnl) i ekstrahowano 600 ml mieszarr,iny chloro-
forrnu z rnetano,lern (1 : 2 stos. objętościo"ły) przez 2 go-
dziny w temp. 37oC. Nasńępnie zawiesinę wirowano i osad
reekstrahowa,no dwa razy stosując miesza,ni,nę chlo of,orm :

: metanol : 1 : 2 (50 rnl) i mieszaninę chloroform : metanoI :
- 1 : 1 (50 m1). Połączone ekstnakty odpalołvano na obno-
towej wyparce pnóżniowej i z otrzyrnanego materiału izolo-
wano glikosfingolipidy obojętne i gangliorzydy stosując stan-
dardovle metody tj. hydrołizę alkaliczną, ordsolenie, chrorna-
tografię jcnowyrrrien,ną na DEAE-Sephadexie A-25 oraz
chrornatorgrafię kołumnową i cienkowarstwołvą na kwasie
krzemowyrn (19). Do ro,zdziału glikosfingol,ipidów obojętnych
na kol,umnie z kwasiu krzemowego stosowa]no dołną fazę
układ,u powstałego :przez zrnieszanie chloł:ofoLrmu : metano-
lu : wody w stosunku objętościowyrn 65 : 30 : 8. Preparatyw-
,ne chronratoglarny cienkowarst-w,owe z naniesionymi gan-
gliozydami i glikosfirrgolipidarni o,bojętnymi rozwijano w
tych sarnych układach co w metodach analitycznych. Chro-
matogranry wybarwialno j,odern i rnateriał z zazrraczonych
pól, po zeskrobalniu ze sakła, e)kstrahowano ł-rad,miarem rnie-

form : meta,nol: 2 |3 w przypadku gangliozydów. Ganglio-
zyd GM3 czyszc7nno dodatkowo drogą acetylacji, Glikolipid
acetylowarro ,w mieszanirrie pirydyny i bezwo.dłrika octowego
(stosłrnek objętnościowy 3:2) p:rzev. noc rlv ternp. pokojowej.
Następnie po odparowainiiu rozpuszcza]ników na}<ładano na

tanolu:wody-90:10:1.

Wyrniki i ornówienie

Stosują,c standardowe metody izolacji otrzynrano
z plemrrików b,utraja szereg gl,ilkosfingolipidów o;bojęt-
nych i k
i,I,ościowej
dokonywa c
cowano, że zawartość glikosfingolip,idów oiboję,tnych w
ptremnikach była nie rnln,iej§za niż 1,5 pc/10' koł-nórek,,zawartość garrgtriozydów nie rnniejsza ńż 0,2 pg/10'
kornórek, Daje to, łączną wartość I,7 vg czy,li 1,7 nrnoła/

Glikosfingolipidy plemników buhoio

dla zwielząt, ul, Bolesława Bieluta 72, 75-816 Koszalin

Summary
Glycosphingolipicls of |rull's spermatrzoons

In buil's sper sphingosine
colipids was v sprli.rgoiipid
not surpas: 1.5 0.2 pg/l[s
Between them glycosylcera
(Glc-Cer) and t cli studies
pounds contained . The bulk of acid glycosphon-
golipids showed ographic motility 1ypicat forgangliosides GM3 c-Cer).
. The cont:r_t of glycospŁingolipids of bulls spermatozoons
is inconsiderable. Their rolg is still obscure. Thire is a needIcr further research aimed at the elucidation of iheir bio-logical function.


