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Zjawisko obumierania zarodków we wczesnych,
przedimplantacyjnych stadiach rozwojowych obser-
wowane jest często tl zwierząt i pociąga za sobą
wymierne straty ekonomiczne. Anomalie chromo-
somowe stanowią jedną z najczęściej obserwowanych
przyczyn zamierania zarodków (2ż, 24). Najlepiej
inajszerzej udokumentowane badania w tym zakresie
zostały do tej pory przeprowadzone na ludzkich oo-
cytach i zarodkach, które nie zostały zapłodnione
bądź nle podjęły podziałów komórkowych po za-
płodnieniu in yitro (45, 52). Jednocześnie na pod-
kreślenie zasługuje fakt, że częstość pojawiania się
nosicieli aberracji wśród zywo urodzonych zwlerząt
jest niska, co sugeruj e, że zarodki obciązone ano-
maliami podlegają stopniowej eliminacji podczas
ontogenezy. Potwierdzają to badania wskazujące na
wyższą częstotliwość pojawiania się anomalii chro-
mosomowych wśród zarodków we wczesnych sta-

diach rozwojowych (I4, 31).
Ze w zględu na ro dz aj pochodzeni a, aberracj e chro-

mosomowe mozna zaltczyć do dwóch kategorii:

- anomalie dziedziczne; pojawiają się w gametach

nosicieli aberracji;
- anomalie powstające de novo; są efektem za-

bur zeń podc zas gameto gen ezy, zapło dnienia lub roz-
woju zarodka. Obselwowane są w gametach lub
zarodkach pochodzących od osobników o prawidło-
wym genotypie. Stwierdzono, ze około Il4 tych ano-
malii powstaje podczas gametogenezy (anelploidie),
natomiast pozostałe 3l4 w czasie zapłodnienia i pier-
wszych podziałów bruzdkowania (haploidie, poliploi-
die, mixoploidie) (22).

Opanowanie techniki dojrzewania i zapłodnienia
oocytów ilt vitro umozliwiło objęcie kontrolą cyto-
genetyczną poszczególnych etapów dojrzewania i
zapłodnienia oocytów oraz pierwszych podziałów
bruzdkowania zarodków. Badania cytogenetyczne
znalazły szerokie zastosowanie w biotechnologii roz-
rodu zwierząt (44). W szczególności mają one na
celu:

- kontrolę przebiegu dojrzewania oocytów in vivo
oraz in vitro;
- ocenę częstości występowania oraz rodzajów

aberracji chromosomowych w oocytach drugiego
rzędu;

niającej plemników;
- anallzę prawidłowo ści zestawu chromosomowe-

go zarodków uzyskanych metodą zapłodnlenta in
vitro lub in vivo;
- cytogenetyczne oznaczan:re płci zarodków.

Kontrola przebiegu procesu dojrzewania
oocytów in vitro

Mejoza w gametach zeńskich rozpoczyna się juz
w jajnikach płodu (u bydła około 80 dzień ciąży),
a następnie zatrz pierwsze-
go podziału w dła około
Ż00 dnia cląży). ium jądro
komórkowe oocytu przechodzi w stan spoczynku
zw any dikti otenem. Ponowienie zahamow ane go p o-
działrl w warunkach in vivo indukowane jest hor-
monalnie i następuje tuż ptzed owulacją, natomiast
in yitro ma miejsce w momencie usunięcia oocytu

wacji oocytu.
Przebieg procesu dojrzewania oocytów w wafun-

kach in vitro został dość dokładnie zbadany w od-
niesieniu do bydła. Większość niedojrzałych oocytów
(około 96Vo) poz,vskanych z pęcherzyków jajniko-
wych posiada jądro komórkowe w stadium diktio-
tenu, określane mianem pęcherzyka zarodkowego
(18). Stadium to mozliwe jest do zaobserwowania
przęz pierwsze 6-10 godzin hodowli (16,43). Proces
kondensacji chromosomów rozpoczyna się w mo-
mencie przejścl,aze stadium diktiotenu do diakinezy
(faza rozpadu pęcherzyka zarodkowego - germinal
vesicle breakdown-GvBD). Stopień kondensacj i chro-
matyny w tym stadium może być zróżnicowany.
Oocyty w diakinezie dominuj ą między II a I7 go-
dziną hodowli (43). Biwalenty w diakinezie są sto-
sunkowo długie, czasami z wtdocznymi miejscami
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krzyżowania się chromatyd (chiazmy). Przejście do
melafazy pierwszego podziału mejotycznego (MI)
jest r aczej trudno do strze galne. S topień konden sacj i
chromatyny jest większy niz w diakinezie, a biwa-
lenty krótsze.Liczbaoocytów w stadium MI wzrasta
począwszy od 8 godziny inkubacji, uzyskując ma-
ximum około 14 godziny.Iądra komórkowe w sta-

dium anafazy plerwszej mejozy (AI) obserwuje się
rzadko ze wzg\ędu na krótki czas jej trwania. W
tym czasie doĆhodzi clo rozchodzenia się chromo-
somów homologicznych do przeciwległych biegunów
wrzeciona podziałowego. Stwierdzono, ze proces
rozchodzenia się chromosomów moze być zaYJócany,
częgo wynikiem jest opóźnienie w rozchodzęniu się
do biegunów niektórych chromosomów, co wpływa
na nierównomierne rozdzielenie diploidalnego ze-
stawu chromosomów i powstanie jąder potomnych
o zmienionej liczbie chromosomów (zjawisko non-

w stadium telofazy pier-
znego dominują między
W fazie TI rozdzielenie

chromosomów jest zakończone i dochodzi do wy-
rzucenia pierwszego ciałka kierunkowego (18). Sto-

TI do metafazy drugiego podziału mejotycznego (MII)
trwa krótko. Maksymalne nasilenie występowania tego

stadium stwierdzono między I8 aż4 godzinąhodowli
(16, I],43), W tym stadium zestaw chromosomów
oo rozp
zll lnyc
na kier
nie upakowane.

Ocóna częstości występowania oraz rodzajów aber-

racji chromosomowych w oocytach drugiego rzędu.
Mutacje chromosomowe dzieli się na dwie podsta-
wowe kategorie:

- mutacje strukturalne polegające na zmianach w
układzie genów w chromosomach; do tej grupy na-

Iezą translokacje, inwersje, delecje i duplikacje;
zbowe po dchyleniach

od anego gat alnej liczby
chr w grupie się:

- aneuploidie - gdy w miejscu ptuy chromosomów
homologicznych występuje nietypowa ich liczba, np.
jeden tj, 2n-1 = Inonosoilia, lub trzy chromosomy
ti. 2n+I = trisomia;
- euploidie - gdy haploidalny zestaw chromoso-

mów Ńystępuje w zwielokrotnionej liczbie (np. 3n =

= triploidi
An}liza ocytów drugiego rzędtl

polega na wości ich haploidalnego
Żestiwu ch adzonajestonaw oparciu

o metodę wykonywan
opisaną prlez Tarko
serwowanyml anom

rzałych oocytów są typu aneu-
ploidii oraz euploidi dalna liczba
chromosomów (żż). dania wyka-
zuj4, się oocytów obarczo-
nych hromosomowymi jest
zmlę np. dla oocytów byd-
lęcych wynosi I,9-I6,5Vo, dla oocytów świńskich
15,6-28,2Vo (tab. 1).

Częstość występowania oocytów aneuploidalnych

Przyczyną powstawania aneuploidalnych gamet

o odmiennym od typowego składzie chromosomo-
wymnp. n+1 (hiperhaploidie) oraz n-1 (hipohaploidie).
Poniewaz w większości prac wykazano przewagę
Itczby komórek hipo- nad hiperhaploidalnymi (23,

ltczba chromosomów jest efektem zabllrzeń w prze-

Częstość występowania oocytów drugiego rzędu
o diploidalnej liczbie chromosomów

dalności jądra komórkowego;
- blokóda zakończenta mejozy po zapłodnieniu
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Tab l Potównanie częstości występowania abenacji chromosonrowych w gametach męskich i żeńskich

Gatunck

Częstość występowania poszczegóinych rodzajów aberracjl chromosomowych w gametach llęskich i żeńskich (%)

Ogółenr
Aneuploidie

Diploidie
Aberracje

strukturalne
Ztódło

Hipohaploidie Hiperhaploidie

Czhwiek

90 20 _5,4 0 I6 (26)

t09 41 0 0 62 (30)

+0 3,3 0,7 0 0 (3l)

Mysz 82 0 44 0.ż 36 (33)

Bydło 2_5 ]5 0 0 0 (51)

gamety Żeńskie

Czlowiek

306 l0 8 ll9 69 l0 (39)

)5 c) 11 ,0 l8 ,7 l 0 (,1_5 )

_]].7 9ż 67 58 0 (52)

l4,3 1-6 0_5 0 l02 (32)

Byd}o

t.9 0 0 |.9 0 ( I6)

36 0 0 36 0 (20)

21 0 0 24 0 l )1\

l6,5 58 0 I0,1 0 (5l )

Koń
82 5.5 0 2.7 0

19.2 13 8 2,7 11 0 (23)

Swinia
l5,6 jĄ 0 lż.2 0 (:2)

73,8 525 7.1 1,4 2 0 (1)

Kró]ik 02 1-3 29 0 0 (1)

haploidalne, albo jedno diploidalne przedjądrze żęń-
skie;
- zaburzenie przebiegu podziałów mitotycznych

oogonii, w wyniku czego powstaje poliploidalna
komórka (4n) podlegająca prawidłowemu podzia-
łowi mitotycznemu. Tetraploidalne oogonium moze
pows tać albo na drodze blokady anaf azy mitotycznej,
albo wskutek fuzji dwóch diploidalnych komórek.

U zwterząt częstość występowania diploidalnych
folm oocytów drugiego rzędu rózni się między ga-
tunkami i wynosi: IO,]7o u bydła (5I), I4,2Va u
świni (4) oraz Iż,2Vo u konia (2ż). Badania prowa-
dzone na oocytach gryzoni wykazaŁy zalezności mię-
dzy ltczbą diploidalnych form oocytów w populacji
owulowanych komólek, a dawką gonadotropin uzy-
tych do superowulacji (cyt.45). Podobne obserwacje
autorzy ci poczynili w przypadku oocytów ludzkich.
Za najczęstszą przyczynę powstawania diploidal-
nych form oocytÓw uznaję się zakłócenie wyrzuce-
nia ciałka kierunkowego.

Ocena prawidłowości zestawu
chromosomowego plemnika

Badania oocytów ze względl na specyfikę prze-
biegu gametogene zy żeńsklej oraz o grani czoną Iiczbę
komórek rozfodczy ch przeprow adzane są w znacznie
mniejszym zaklesie niz badania plemników. Uzy-
skanie zarodka o prawidłowym kariotypie lzależ-
nione jest m.in. od faktu, czy gamety biorące udział
w zapłodnieniu nie są nosicielami anomalii chro-

mosomowych. poniewaz spermatogeneza jest proce-
sem ci ągłym, c haraktery zujący m doj rzałego płcio wo
samca, a liczba produkowanych plemników teore-
ty cznrc nieo graniczon a, z atem po zy skanie materi ału
do analizy nie stanowi problemu, Jednakze, po za-
kończeniu podziału mejotycznego chlomatyna ple-

n9 + 2nd=3n
l DYANORlA )

( 0Y6YNlA l

Mechanizmy powstawania diploidalnych fbrm oocytów drugiego
rzędu oraz zarodków triploidalnych

(zmodyfikowane wg Dybana i Baranowa, l989)

Ryc l
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mnika jest silnie upakowana w skondensowanym
jądrze komórkowym i dlate 8o poszczęgólne chro-
mosomy nie mogą być identyfikowane. W celu uwi-
docznienia haploidalnego zestawu plemnika stosuje
się jedną z niżej wymienionych metod opartych o
zapłodnienle in vitro:
- zapłodnienie homologiczne w obrębie tego sa-

mego gatunku; niezbyt skuteczna metoda ze względu
na problemy z identyfikacją przedlądrza męskiego
z wyjątkiem przedjądrzy, w których łatwo można
zidentyfikować chromosom Y (np u bydła) lub chro-
mosomy markerowe. Metoda ta pozwala jednak na
równoczesn ą ocenę zdolno ści zapładniającej n asienia
(10, 50);

- zapłodnienie heterologiczne oocytów jednego
gatunku przez gatunkowo obce plemniki; w przy-
padku duzych różntc w morfologii chromosomów
obu gatunków, metoda ta okazuje się najbardziej
skuteczna. Główną barierę przy zapłodnieniu hete-
rologicznym stanowi osłonka przejrzysta, która po-
siada gatunkowo specyficzne receptory plemników
- ZP3 (49). Penetracja oocytów przez gatunkowo
obce plemniki staje się mozliwa po jej usunięciu.

Najpowszechniej stosowaną formą zapłodnienia
heterologicznego stał się test penetracji pozbawio-
nych osłonk i pr zejr zy stej, dojr zaĘch oocytów chomika
złocistego (Mesocricetus auratus) przez plemniki
różnych gatunków zwierząt,, świni (3, 6), owcy (47),

bydła (17), konia (cyt.7) a ptzede wszystkim czło-
wieka (26, 4I). Zestaw chromosomów oocytów cho-
mika jest łatwo odrózniany od zestawu plemników
omawianych gatunków. Obejmuje on 22 chromo-
somy, wśród których wyróznia się duzy, metacen-
ttyczny chromosom X orazjeden mały chromosom
akrocentry czny (28) . Me to dyka pr zępt ow adzania te -

stu penetracji oocytów chomika obejmuje kilka eta-
pów (ż7):

- supelowulacja samic chomika (od samicy można
lzyskać od 40 do 60 oocytów);
- kapacytacja analizowanego nasienia;
- inseminacj a oocytów kapacytowanym nasieniem

(częstość penetracji wynosi średnio 37Vo) i inkubacja
gamet przęz ż-3 godziny;

- wykonanie preparatów cytogenetycznych i ana-
liza ze stawu chromo somowego przedj ądrza mę skie go,

Najczęściej pojawiającymi się abenacjami są aneu-
ploidie oraz anomalie strukturalne takie jak pęknięcia
chromosomów, translokacje, duplikacje, inwersje oraz
delecje (5). U myszy stwierdzono również plemniki
o diploidalnym zestawie chromosomów, które sta-
nowiły jednak zaledwie 0,ZVo analizowanej populacji
(33). Częstośó występowania plemników z afloma-
liami chromosomowymi jest nizszantż częstość po-
jawiania się aberracji wśród oocytów i wynosi: u
bydła 2,5Vo, u myszy 8,ZVo i u człowieka 4,0-I0,9%a
(tab. 1).

Tab, 2. Występowanie anomalii chromosomowych w zarodkach

Gatunek Kategoria ana]izow zarodków

Liczba
analizow

Typy anomalii chromosomowych w zarodkach (7o)

Ogółem Haploidie
Aneuploidie Poliploidie

Zródlo
(l00Vo) Hiperhapl Hipohapl Triplo- (3n) Tetra- (4n)

Bydlo

superowulacja ('l dzień)
2Ą 166 83 0 0 0 0 83 (9)

]4 Il7 0 0 88 0 0 ,o (36)

superowulacja (7 dzieri, zar-odki
niskiej jŃości) 15 2|4 0 27 0 0 ż,7 160 (21)

superowulacja (7 dzieó) 39 36 ż6 103 10,3 0 0 128 (ż)

2 4 blastomerv 005 31 I,4 06 (\) l0 l) 03 ( 12)

blastoc : IVF

Il1 \:Il'0

,7ż

1^

3 8,3

ż9,1

0

0

0

0

0

0

6,3

8,3

0

0

32,a

20,8

( l5)

blaStoc : lVF
In vIy0

2 blastomery

8 blastomerów

22

lE

l9

_5

1 8,1

)))
36,9

20.0

4,5

0

51

0

0

0

0

0

0

0

0

0

9,1

0

ln 5

0

0

0

5,3

0

4,5

1r,)

15,8

20.0

\14)

> 8 blast 265 l3,5 1-1 0 0 o 3,0 15 (25)

2 bl - moru]a 158 25 25 0 0 0 0 0 (l3)

płody (8 mies ) 55 l0.7 0 0 0 0 0 0 (4ż)

C)wca

supetowulacja (2-8 blast )
,73 ll0 4,1 I,4 0 0 0 55 (33)

superowulacja (7 dzień)

płody (24-32 dni)

l03

ll6
46,6

69.0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

46,6

69,0

(37)

supelowulacja 2-1 dni 48 67 21 0 0 zI 0 )1 (38)

,Swinia
421 4.,7 02 0 0 I.4 l0 ż1 (cyt 2])

4 dnl 191 |7 .1 111 25 0 1o 1,0 0 (48)

Kró]lk 2-4 bJastomery |2l 22.3 0 0 _5 65 0,8 0 ( l)

Objaśnienie: IVF - zarodki uzyskane metodą zapłodnięnia in vitro
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Analiza zestawu chromosomowego zarodków

Analiza c yto ge nety czna vmo ż1 iwi a identyfikacj ę
typów anomalii chromosomowych w zarodkach oraz
ocenę częstości ich pojawiania się, Wymaga ona
obecności jąder komórkowych blastomerów w sta-
dium metafazy mitotycznej, których udziałw populacji
analizowanych komórek określa indeks mitotyczny.
Parametr ten wyraża stosunek Liczby jąder komór-
kowych w stadium metafazy do ogólnej liczby ob-
serwowanych jąder. Indeks mitotyczny uzyskiwany
przy analizie zarodków nie przekracza zwykle ZOVo
(I4, 15, 40). Stwierdzono, żę udział blastomerów
w metafazie zależy m,in. od jakości analizowanych
zarodków. Z zarodków o prawidłowej morfologii
zwykle uzyskuje się więcej metafaz przydatnych do
an alizy niż z zar o dkó w, w któryc h stwierdzon o zmla-
ny degeneracyjne (21). Analiza cytogenetyczna mo-
zliwa j est do przeprow adzentaw sto sunku do 3 4 -8] Va

zarodków, z których wykonano pleparaty chromo-
somowe, przeciętnie około 48Vo (II, 22,35,37),

Z zestawtenia przedstawionego w tab. 2 wynika,
że częstość występowania anomalii chromosomo-
wych waha się w szerokich granicach i wynosi: u
człowieka 14,3-44,6Vo, u bydła 2,5-36,2Vo, u owcy
6,3-69Vo, u świni 5-IJ,87a. Duża rozpiętość wyni-
ków spowodowana jest prawdopodobnie faktem, ze
często badaniami obejmuje się stosunkowo niewiel-
ką liczbę zarodków. Pozazarodkami o prawidłowym
kariotypie stanowiących większość, pojawiają się za-
rodki posiadające linie komórkowe o różnympoziomie
ploidalnoścl tzw. zarodki miksoploida|ne (0,3-69Vo),
wśród których najczęstszy jest układ nlŻn (cyt. 2ż).
Wśród zarodków poliploidalnych pojawiających się
z częstością 2,I-I7,3Vo, najczęściej obserwuje się
triploidie, rzadzie1 tetraploidie. Dodatkowy zestaw
haploidalny w zarodkach triploidalnych - jak po-
kazano na ryc. I - może pochodzić z gamety zeńskiej
(dygynia) lub męskiej (dyandria). Ostatnio, badania
McFadden i wsp. (34) przeprowadzone na płodach
ludzkich z wykorzystaniem analizy polimorfizmu
DNA wykazały około 75Vo trtploidii typu dygynii,
a 25Vo typu dyandrii, co wskazuje na znaczny udział
czynnika matecznego w powstawaniu tego typu ano-
malii. Zarodki aneuploidalne występują u zwierząt
z częstością 0,9-20,5Va, a haploidalne I,I-II,2Vo
(tab. 2),
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