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Zjawisko obumierania zarodkéw we wczesnych,
przedimplantacyjnych stadiach rozwojowych obser-
wowane jest czesto u zwierzat i pociaga za sobg
wymierne straty ekonomiczne. Anomalie chromo-
somowe stanowia jedna z najczgsciej obserwowanych
przyczyn zamierania zarodkéw (22, 24). Najlepie]
inajszerzej udokumentowane badania w tym zakresie
zostaly do tej pory przeprowadzone na ludzkich oo-
cytach i zarodkach, ktére nie zostaty zaptodnione
badZ nie podjety podziatéw komérkowych po za-
ptodnieniu in vitro (45, 52). Jednocze$nie na pod-
kreslenie zasluguje fakt, ze czgsto$¢ pojawiania si¢
nosicieli aberracji wsréd zywo urodzonych zwierzat
jest niska, co sugeruje, ze zarodki obcigzone ano-
maliami podlegaja stopniowej eliminacji podczas
ontogenezy. Potwierdzaja to badania wskazujace na
wyzsza czgstotliwos$é pojawiania sie anomalii chro-
mosomowych wéréd zarodkéw we wczesnych sta-
diach rozwojowych (14, 37).

Ze wzgledu na rodzaj pochodzenia, aberracje chro-
mosomowe mozna zaliczyé do dwdéch kategorii:

— anomalie dziedziczne; pojawiaja si¢ w gametach
nosicieli aberracji;

— anomalie powstajace de novo; sa efektem za-
burzen podczas gametogenezy, zaptodnienia lub roz-
woju zarodka. Obserwowane sa w gametach lub
zarodkach pochodzacych od osobnikéw o prawidio-
wym genotypie. Stwierdzono, ze okoto 1/4 tych ano-
malii powstaje podczas gametogenezy (aneuploidie),
natomiast pozostate 3/4 w czasie zaptodnienia i pier-
wszych podziatéw bruzdkowania (haploidie, poliploi-
die, mixoploidie) (22).

Opanowanie techniki dojrzewania i zaplodnienia
oocytéw in vitro umozliwilo objecie kontrola cyto-
genctyczna poszczegdlnych etapéw dojrzewania i
zaptodnienia oocytéw oraz pierwszych podzialow
bruzdkowania zarodkéw. Badania cytogenetyczne
znalazly szerokie zastosowanie w biotechnologii roz-
rodu zwierzat (44). W szczeg6lnosci maja one na
celu:

— kontrole przebiegu dojrzewania oocytow in vivo
oraz in Vvitro;

— oceng czestosci wystgpowania oraz rodzajow
aberracji chromosomowych w oocytach drugiego
rzedu;

— oceng prawidlowosci zestawu chromosomowego
plemnika (analiza przedjadrza meskiego w zygotach)
przy wykorzystaniu metody zaplodnienia heterolo-
gicznego (test penetracji dojrzatych oocytéw chomika
ztocistego) lub zaplodnienia homologicznego, ktore
jednoczesnie pozwala na ocen¢ zdolnoSci zaplad-
niajacej plemnikow;

— analiz¢ prawidtowosci zestawu chromosomowe-
go zarodkéw uzyskanych metoda zaplodnienia in
vitro lub in vivo;

— cytogenetyczne oznaczanie pici zarodkow.

Kontrola przebiegu procesu dojrzewania
oocytow in vitro

Mejoza w gametach zeriskich rozpoczyna si¢ juz
w jajnikach plodu (u bydia okoto 80 dzien ciazy),
a nastepnie zatrzymywana jest w profazie pierwsze-
go podzialu w stadium diplotenu (u bydia okoto
200 dnia ciazy). Po osiagnigciu tego stadium jadro
komérkowe oocytu przechodzi w stan spoczynku
zwany diktiotenem. Ponowienie zahamowanego po-
dzialu w warunkach in vivo indukowane jest hor-
monalnie i nastgpuje tuz przed owulacja, natomiast
in vifro ma miejsce w momencie usunigcia oocytu
z pecherzyka jajnikowego. Po osiggnigciu stadium
metafazy drugiego podzialu mejotycznego, mejoza
jest ponownie zatrzymywana, a podziat jest finali-
zowany tylko w przypadku zaptodnienia lub akty-
wacji oocytu.

Przebieg procesu dojrzewania oocytow w warun-
kach in vitro zostat do$¢ doktadnie zbadany w od-
niesieniu do bydta. Wigkszo§¢ niedojrzatych oocytow
(okoto 96%) pozyskanych z pgcherzykéw jajniko-
wych posiada jadro komérkowe w stadium diktio-
tenu, okres§lane mianem pgcherzyka zarodkowego
(18). Stadium to mozliwe jest do zaobserwowania
przez pierwsze 6-10 godzin hodowli (16, 43). Proces
kondensacji chromosoméw rozpoczyna si¢ W mo-
mencie przejscia ze stadium diktiotenu do diakinezy
(faza rozpadu pecherzyka zarodkowego — germinal
vesicle breakdown-GVBD). Stopieni kondensacji chro-
matyny w tym stadium moze by¢ zréznicowany.
Oocyty w diakinezie dominuja migdzy 11 a 17 go-
dzina hodowli (43). Biwalenty w diakinezie sa sto-
sunkowo dhugie, czasami z widocznymi miejscami
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krzyzowania si¢ chromatyd (chiazmy). Przejscie do
metafazy pierwszego podzialu mejotycznego (MI)
jest raczej trudno dostrzegalne. Stopiefi kondensacji
chromatyny jest wigkszy niz w diakinezie, a biwa-
lenty krétsze. Liczba oocytéw w stadium MI wzrasta
poczawszy od 8 godziny inkubacji, uzyskujac ma-
ximum okolo 14 godziny. Jadra komdérkowe w sta-
dium anafazy pierwszej mejozy (Al) obserwuje si¢
rzadko ze wzgledu na krétki czas jej trwania. W
tym czasie dochodzi do rozchodzenia sig chromo-
soméw homologicznych do przeciwlegtych biegundw
wrzeciona podzialowego. Stwierdzono, ze proces
rozchodzenia si¢ chromosoméw moze by¢ zakiGcany,
czego wynikiem jest op6znienic w rozchodzeniu si¢
do biegunéw niektérych chromosoméw, co wptywa
na nieréwnomierne rozdzielenie diploidalnego ze-
stawu chromosoméw i powstanie jader potomnych
o zmienionej liczbie chromosomdéw (zjawisko non-
dysjunkeji) (9). Komérki w stadium telofazy pier-
wszego podzialu mejotycznego dominuja miedzy
15-16 godzing inkubacji. W fazie TI rozdzielenie
chromosoméw jest zakonczone i dochodzi do wy-
rzucenia pierwszego ciatka kierunkowego (18). Sto-
piefi rozproszenia chromosoméw zardwno oocytu
jak i cialka kierunkowego jest zblizony, a identy-
fikacja poszczegdlnych chromosoméw jest niemozli-
wa. Przejscie jadra komérkowego oocytu ze stadium
TI do metafazy drugiego podziatu mejotycznego (MID)
trwa krotko. Maksymalne nasilenie wystepowania tego
stadium stwierdzono miedzy 18 a 24 godzina hodowli
(16, 17, 43). W tym stadium zestaw chromosomow
oocviu jest przewaznie dobrze rozproszony, co umo-
zliwia identyfikacje poszczegdlnych chromosomow,
natomiast chromosomy ciatka kierunkowego sa sil-
nie upakowane.

Ocena czgstoéci wystepowania oraz rodzajow aber-
racji chromosomowych w oocytach drugiego rzedu.
Mutacje chromosomowe dzieli si¢ na dwie podsta-
wowe kategorie:

— mutacje strukturalne polegajace na zmianach w
uktadzie genéw w chromosomach; do tej grupy na-
leza translokacje, inwersje, delecje 1 duplikacje;

— mutacje liczbowe polegajace na odchyleniach
od statej dla danego gatunku, diploidalnej liczby
chromosomodw: w grupie tej wyrdznia sig:

— aneuploidie — gdy w miejscu pary chromosoméw
homologicznych wystepuje nietypowa ich liczba, np.
jeden tj. 2n-1 = monosomia, lub trzy chromosomy
tj. 2n+1 = trisomia;

— euploidie — gdy haploidalny zestaw chromoso-
moéw wystepuje w zwiclokrotnionej liczbie (np. 3n =
= triploidia).

Analiza cytogenetyczna oocytéw drugiego rzedu
polega na ustaleniu prawidtowosci ich haploidalnego
zestawu chromosomow. Prowadzona jest ona w oparciu
o metode wykonywania preparatéw chromosomowych
opisana przez Tarkowskiego (46). Najczescie] ob-
serwowanymi anomaliami chromosomowymi doj-

rzalych oocytéw s3 mutacje liczbowe typu aneu-
ploidii oraz euploidii — gléwnie diploidalna liczba
chromosoméw (22). Dotychczasowe badania wyka-
zuja, ze czestos¢ pojawiania si¢ oocytéw obarczo-
nych nieprawidlowosciami chromosomowymi jest
zmienna zaleznie od gatunku np. dla oocytéw byd-
lecych wynosi 1,9-16,5%, dla oocytéw $wiriskich
15,6-28,2% (tab. 1).

Czestoéé wystepowania oocytow aneuploidalnych

Przyczyna powstawania aneuploidalnych gamet
jest zjawisko nondysjunkcji. Jezeli chromosomy z
pary homologicznej przejda razem do jednego bie-
guna podczas anafazy pierwszego podzialu mejotycz-
nego, wéwczas po drugim podziale powstang komorki
o odmiennym od typowego sktadzie chromosomo-
wym np. n+1 (hiperhaploidie) oraz n-1 (hipohaploidie).
Poniewaz w wiekszos$ci prac wykazano przewage
liczby komérek hipo- nad hiperhaploidalnymi (23,
29, 45), sugeruje sig, Ze inng przyczyna powstawania
aneuploidii moga by¢ opéznienia chromosoméw pod-
czas anafazy, prowadzgce do ich zagubienia (cyt. 52).
Nalezy jednak podkresli¢, ze podczas analizy mi-
kroskopowej nie mozna stwierdzi¢. czy zmieniona
liczba chromosomdw jest efektem zaburzen w prze-
biegu anafazy podziatlu mejotycznego czy tez artefaktu
wynikajacego z zagubienia chromosomdéw podczas
procedury wykonywania preparatéw. Z tego powodu
do ustalania poziomu nondysjunkeji (ND) z reguly
stosuje si¢ nastepujaca zaleznos¢ (51):

ND = 2 x liczba metafaz hiperhaploidalnych

ogdlna liczba metafaz

Badania cytogenetyczne oocytow zwierzat wyka-
zaly réznice gatunkowe odnosnie czgstosci wyste-
powania zjawiska nondysjunkcji, ktora ksztattuje
sie §rednio na poziomie 2-7% (np. 5,8% u bydla
(23). 5.5% u konia (23), 14,2% u Swini (4)).

Czesto$¢ wystepowania oocytéw drugiego rzedu
o diploidalnej liczbie chromosoméw

Wystepowanie dojrzatych oocytéw o niezreduko-
wanej, diploidalnej liczbie chromosoméw jest drugim
typem najeczeciej obserwowanych anomalii chro-
mosomowych. Dyban i Baranow (8) wysungli kilka
hipotez thumaczacych mechanizm powstawania oo-
cytéw o diploidalnej liczbie chromosomdw (ryc. 1):

— blokada mejozy w stadium anafazy pierwszego
podziatu po rozdzieleniu si¢ biwalentéw, wskutek
czego nie dochodzi do wyrzucenia pierwszego ciatka
kierunkowego i uzyskania przez oocyt stanu haploi-
dalno$ci jadra komorkowego;

— blokada zakordczenia mejozy po zaptodnieniu
lub aktywacji w stadium anafazy drugiego podziatu,
wskutek czego nie dochodzi do wyrzucenia drugiego
ciatka kierunkowego. Na bazie pozostalego w 00-
cycie zestawu chromosomowego powstaja albo dwa
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Tab. 1

Poréwnanie czestosci wystepowania aberracji chromosomowych w gametach meskich i Zenskich

Czestos¢ wystepowania poszczegdinych rodzajéw aberracji chromosomowych w gametach meskich i zeniskich (%)

Gatunck Aneuploidie raci p
Ogétem ‘ A e ' Diploidie Aberracje Zr6dio
Hipohaploidie Hiperhaploidie strukturalne
camety meskie
9.0 2,0 5.4 0 1.6 (26)
Czlowiek 10.9 4,7 0 0 6.2 (30)
4.0 3.3 0,7 0 | 0 [€2D)]
Mysz 8.2 0 4.4 0.2 [ 3,6 (33)
Bydto 25 25 0 0 0 (51
gamety zendskie
o 30.6 10.8 11.9 6.9 1.0 (39)
) 259 17.0 1.8 7.1 0 (45)
Czlowiek
317 19.2 6.7 5.8 0 (52)
14,3 36 0.5 0 10,2 (32)
1.9 0 0 1.9 0 (16)
36 0 0 3.6 0 (20)
Bydlo
2.4 0 0 2.4 0 (22)
16,5 5.8 0 10,7 0 (629)]
8.2 5.5 0 2.7 0 | (22)
Kon e |
19.2 13.8 2.7 27 0 (23)
N 15.6 3.4 0 12.2 0 22)
Swinia
73.8 52.5 7.1 14.2 0 (4
Krolik 10,2 7.3 2.9 0 0 (1)

haploidalne, albo jedno diploidalne przedjadrze zen-
skie;

— zaburzenie przebiegu podziatéw mitotycznych
oogonii, w wyniku czego powstaje poliploidalna
komoérka (4n) podlegajaca prawidlowemu podzia-
towi mitotycznemu. Tetraploidalne oogonium moze
powstac albo na drodze blokady anafazy mitotyczne;j,
albo wskutek fuzji dwéch diploidalnych komorek.

U zwierzat czestoSé wystgpowania diploidalnych
form oocytéw drugiego rzedu rézni si¢ migdzy ga-
tunkami i wynosi: 10,7% u bydta (51), 14,2% u
Swini (4) oraz 12,2% u konia (22). Badania prowa-
dzone na oocytach gryzoni wykazaty zaleznosci mig-
dzy liczbg diploidalnych form oocytéw w populacji
owulowanych komérek, a dawka gonadotropin uzy-
tych do superowulacji (cyt. 45). Podobne obserwacje
autorzy ci poczynili w przypadku oocytow ludzkich.
Za najczestsza przyczyne powstawania diploidal-
nych form oocytéw uznaje si¢ zaktécenie wyrzuce-
nia ciatka kierunkowego.

Ocena prawidlowosci zestawu
chromosomowego plemnika

Badania oocytéw ze wzgledu na specyfike prze-
biegu gametogenezy zenskiej oraz ograniczong liczbe
komorek rozrodczych przeprowadzane sa w znacznie
mniejszym zakresie niz badania plemnikéw. Uzy-
skanie zarodka o prawidlowym kariotypie uzalez-
nione jest m.in. od faktu, czy gamety biorgce udzial
w zaptodnieniu nie sa nosicielami anomalii chro-

mosomowych. Poniewaz spermatogeneza jest proce-
sem cigglym, charakteryzujacym dojrzatego piciowo
samca, a liczba produkowanych plemnikéw teore-
tycznie nieograniczona, zatem pozyskanie materialu
do analizy nie stanowi problemu. Jednakze, po za-
konczeniu podzialu mejotycznego chromatyna ple-
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rzedu oraz zarodkdéw triploidalnych
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mnika jest silnie upakowana w skondensowanym
jadrze komérkowym 1 dlatego poszczegdlne chro-
mosomy nie moga by¢ identyfikowane. W celu uwi-
docznienia haploidalnego zestawu plemnika stosuje
si¢ jedna z nizej wymienionych metod opartych o
zaptodnienie in vitro:

— zaptodnienie homologiczne w obr¢bie tego sa-
mego gatunku; niezbyt skuteczna metoda ze wzgledu
na problemy z identyfikacja przedjadrza meskiego
z wyjatkiem przedjadrzy, w ktorych tatwo mozna
zidentyfikowac¢ chromosom Y (np. u bydta) lub chro-
mosomy markerowe. Metoda ta pozwala jednak na
réwnoczesna oceng zdolnosci zaptadniajacej nasienia
(10, 50);

— zaptodnienie heterologiczne oocytow jednego
gatunku przez gatunkowo obce plemniki; w przy-
padku duzych réznic w morfologii chromosomoéw
obu gatunkéw, metoda ta okazuje si¢ najbardziej
skuteczna. Gtéwng barier¢ przy zaptodnieniu hete-
rologicznym stanowi ostonka przejrzysta, ktora po-
siada gatunkowo specyficzne receptory plemnikéw
— 7ZP3 (49). Penetracja oocytéw przez gatunkowo
obce plemniki staje si¢ mozliwa po jej usunieciu.

Najpowszechnie] stosowana forma zaptodnienia
heterologicznego stat sig test penetracji pozbawio-
nych ostonki przejrzystej, dojrzatych oocytéw chomika
ztocistego (Mesocricetus auratus) przez plemniki
réznych gatunkéw zwierzat: $wini (3, 6), owcy (47),

Tab. 2. Wyst¢powanie anomalii

bydta (17), konia (cyt. 7) a przede wszystkim czlo-
wieka (26, 41). Zestaw chromosoméw oocytdéw cho-
mika jest fatwo odrézniany od zestawu plemnikow
omawianych gatunkéw. Obejmuje on 22 chromo-
somy, wsrdd ktérych wyrdznia sie duzy, metacen-
tryczny chromosom X oraz jeden maty chromosom
akrocentryczny (28). Metodyka przeprowadzania te-
stu penetracji oocytéw chomika obejmuje kilka eta-
péw (27):

— superowulacja samic chomika (od samicy mozna
uzyskaé od 40 do 60 oocytow);

— kapacytacja analizowanego nasienia,

— inseminacja oocytow kapacytowanym nasieniem
(czesto$é penetracji wynosi Srednio 37%) 1 inkubacja
gamet przez 2-3 godziny;

— wykonanie preparatéw cytogenetycznych 1 ana-
liza zestawu chromosomowego przedjadrza meskiego.

Najczesciej pojawiajacymi si¢ aberracjami s3 aneu-
ploidie oraz anomalie strukturalne takie jak: peknigcia
chromosoméw, translokacje, duplikacje, inwersje oraz
delecje (5). U myszy stwierdzono réwniez plemniki
o diploidalnym zestawie chromosoméw, ktére sta-
nowily jednak zaledwie 0,2% analizowanej populacji
(33). Czestosé wystgpowania plemnikéw z anoma-
liami chromosomowymi jest nizsza niz czg¢stos¢ po-
jawiania si¢ aberracji wsréd oocytéw 1 wynosi: u
bydta 2,5%, u myszy 8,2% i u cztowieka 4,0-10,9%
(tab. 1).

chromosomowych w zarodkach

Liczba Typy anomalii chromosomowych w zarodkach (%)
Gatunek | Kategoria analizow. zarodkéw .aI]‘il-hZf))N. Aneuploidie Poliploidie ) .,
zarodkow | Ogétem | Haploidie Mixoploidie | Zrédlo
(100%) Hiperhapl | Hipohap! | Triplo- (3n) | Tetra- (4n)
. . 24 16.6 8.3 0 0 0 0 8.3 (19)
superowulacja (7 dziend)
34 117 | 0 0 88 | 0 0 2.9 (36)
superowulacja (7 dziedi, zarodki | g 214 0 27 0 0 27 16,0 @
niskiej jakosci)
superowulacja (7 dziei) 39 36 2,6 10.3 10,3 0 0 12.8 @
2-4 blastomery 1005 13.7 1,4 0.6 0.2 10 1,2 0.3 (12)
blastoc.: IVF 72 38,3 0 0 0 6.3 0 32,0 (15)
Bydlo |in vivo 24 29,1 0 0 0 8,3 0 20,8

blastoc : 1VF 22 18,1 45 0 0 9,1 0 4,5 (14)

m vivo 18 22,2 0 0 0 0 0 22,2

2 blastomery 19 36,9 53 0 0 10,5 5.3 158 |

8 blastomeréw 5 20.0 0 0 0 0 0 20,0

> 8 blast 265 | 135 1.1 0 0 19 3,0 7.5 (25)

2 bl - morula 158 2.5 2,5 0 0 0 0 0 (13)

ptody (8 mies.) 55 10,7 0 0 0 0 0 0 (42)

superowulacja (2-8 blast.) 73 | 110 4.1 1.4 0 0 0 5,5 (33)
5 superowulacia (7 dzief) 103 46,6 0 o | o 0 0 46.6 37

wca [

plody (24-32 dni) 116 69.0 0 0 0 0 69,0

superowulacja 2-7 dni 48 6.3 2.1 0 0 2.1 0 2,1 (38)
2 - 421 4.7 0.2 0 0 1.4 1.0 2.1 (cyt. 22)
Swinia

4 dni 197 17.7 12,2 25 0 2,0 1.0 0 (48)
Krélik |2-4 blastomery 121 22.3 0 0 5 16.5 0,8 0 (D

Objasnienie: IVF — zarodki uzyskane metoda zaplodnienia in vitro.
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Analiza zestawu chromosomowego zarodkéw

Analiza cytogenetyczna umozliwia identyfikacjg
typoéw anomalii chromosomowych w zarodkach oraz
ocene czestosci ich pojawiania si¢. Wymaga ona
obecnosci jader komérkowych blastomeréw w sta-
dium metafazy mitotycznej, ktérych udziat w populacji
analizowanych komoérek okresla indeks mitotyczny.
Parametr ten wyraza stosunek liczby jader komor-
kowych w stadium metafazy do ogélnej liczby ob-
serwowanych jader. Indeks mitotyczny uzyskiwany
przy analizie zarodkow nie przekracza zwykle 20%
(14, 15, 40). Stwierdzono, ze udzial blastomeréw
w metafazie zalezy m.in. od jakosci analizowanych
zarodkow. Z zarodkéw o prawidiowej morfologii
zwykle uzyskuje si¢ wiccej metafaz przydatnych do
analizy niz z zarodkéw, w ktérych stwierdzono zmia-
ny degeneracyjne (21). Analiza cytogenetyczna mo-
zliwajest do przeprowadzenia w stosunku do 34-87%
zarodkéw, z ktérych wykonano preparaty chromo-
somowe, przeci¢gtnie okoto 48% (11, 22, 35, 37).

Z zestawienia przedstawionego w tab. 2 wynika,
ze czgstoS¢ wystepowania anomalii chromosomo-
wych waha si¢ w szerokich granicach i wynosi: u
czlowieka 14,3-44,6%, u bydta 2,5-36,2%, u owcy
6,3-69%, u Swint 5-17,8%. Duza rozpigto$¢ wyni-
koéw spowodowana jest prawdopodobnie faktem, ze
czesto badaniami obejmuje si¢ stosunkowo niewiel-
ka liczbe zarodkow. Poza zarodkami o prawidtowym
kariotypie stanowiacych wigkszo$¢, pojawiaja si¢ za-
rodki posiadajace linie komérkowe o réznym poziomie
ploidalnosci tzw. zarodki miksoploidalne (0,3-69%),
wsrdd ktorych najezestszy jest uktad n/2n (cyt. 22).
Wsrod zarodkow poliploidalnych pojawiajacych sie
z czgstoScia 2,1-17,3%, najczeSciej obserwuje sig
triploidie, rzadziej tetraploidie. Dodatkowy zestaw
haploidalny w zarodkach triploidalnych — jak po-
kazano naryc. 1 — moze pochodzié z gamety zenskiej
(dygynia) lub meskiej (dyandria). Ostatnio, badania
McFadden i wsp. (34) przeprowadzone na ptodach
ludzkich z wykorzystaniem analizy polimorfizmu
DNA wykazaty okoto 75% triploidii typu dygynii,
a 25% typu dyandrii, co wskazuje na znaczny udziat
czynnika matecznego w powstawaniu tego typu ano-
malii. Zarodki aneuploidalne wystgpuja u zwierzat
z czestoscia 0,9-20,5%, a haploidalne 1,1-11,2%
(tab. 2).
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