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artykut przeglgdowy

Hodowla zarodkow ssakow in vitro

Zaktad Fizjologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki, 32-083 Balice k. Krakowa

W ostatnich latach nastapil znaczacy postep w
pracach z zakresu biotechnologii rozrodu zwierzat.
Stato si¢ to gléwnie za sprawg dynamicznego roz-
woju embriologii, tak eksperymentalnej jak i sto-
sowanej. Jedna z technik znajdujaca szerokie zasto-
sowanie w tych pracach jest hodowla zarodkow.
Stosuje si¢ ja zaréwno w badaniach do§wiadczal-
nych, jako metod¢ oceny przezywania zarodkow
poddanych mikromanipulacjom lub kriokonserwacji
oraz w pracach aplikacyjnych, np. przy krétkotrwa-
tym przechowywaniu zarodkéw lub ich uzyskiwaniu
poprzez zaptodnienie in vitro.

Rozwdj zarodkéw ssakéw poza organizmem daw-
cy wymaga stworzenia warunkéw, ktore pozwola
na kolejne podziaty mitotyczne prowadzace do utwo-
rzenia blastocysty, a wigc najbardziej zaawansowa-
nego, przedimplantacyjnego (u wigkszosSci gatun-
kéw) stadium rozwoju zarodka. O rozwoju zarodka
in vitro decyduja takie cechy jak przynalezno$¢ ga-
tunkowa i osiggnigte stadium rozwoju, a takze czyn-
niki §rodowiskowe. Pewne ogdlne wymogi odno-
szace si¢ do warunkéw Srodowiskowych obowiazuja
w kazdym systemie hodowli in vitro.

Pierwsze udane préby hodowli in vitro zarodkéw
przeprowadzono w latach 60-tych, jednakze pozwa-
laly one na uzyskanie rozwoju zarodkéw tylko 2
gatunkéw ssakéw, a mianowicie krélika 1 myszy
(6). Zarodki innych gatunkéw okazaty si¢ znacznie
bardziej wymagajace i rozwijaly si¢ jedynie w po-
jedynczych przypadkach (44) lub wykazywaly ogra-

niczona liczbe podziatéw mitotycznych (2). Zaha-
mowanie rozwoju nastgpowato zwykle w okreslonym
stadium krytycznym dla poszczegdlnych gatunkow;
i tak np., u szczura w 8-komérkowym; u chomika
w 2- i 8-komérkowym; u owcy i krowy w 8-16-ko-
moérkowym; u §wini w 4-komérkowym. Pozniejsze
badania doprowadzity do rozpoznania, ze w tym
krytycznym okresie rozwoju nastgpuje transkrypcyj-
na aktywacja genomu zarodka, przejawiajaca si¢ w
postaci jako$ciowych i ilosciowych zmian w syntezie
biatka i RNA (8, 12, 22). Stosowane w tych przy-
padkach pozywki do hodowli in vitro nie zapewniaty
zatem dostatecznej ilosci czy jakosci substratow po-
trzebnych w tym okresie rozwoju zarodka.
Zarodki hodowane sa w pozywkach ztozonych
lub o prostym sktadzie chemicznym, przy czym
niektére z prostszych pozywek okazaly si¢ bardzie]
przydatne (np. zmodyfikowany syntetyczny plyn ja-
jowodowy SOF dla zarodkéw owczych i bydlecych,
a zmodyfikowany ptyn Whittena dla zarodkéw Swi-
ni). Dotychczas posiadamy, niestety, stosunkowo
niewiele informacji nt. przydatnosci poszczegdlnych
sktadnikéw nieorganicznych pozywki (16, 47). Istot-
na role w pozaustrojowej hodowli zarodkow odgrywa
objetos$¢ pozywki, a takze czgstotliwo$¢ jej wymiany.
Dowiedziono bowiem, Ze zwiazki produkowane przez
przedimplantacyjne zarodki dzialaja stymulujgco na
ich wlasny rozw6j (regulacja autokrynalna), a takze
reguluja rozwdj innych zarodkéw znajdujacych sig
w tym samym naczynku do hodowli (regulacja pa-
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rakrynalna) — zatem hodowla zarodkoéw w grupie,
w niewielkiej objetosci pozywki, umozliwia oddzia-
tywanie obydwu rodzajéw regulacji (29, 33). Z dru-
giej jednak strony, metabolity, a szczegdlnie jony
amonowe, gromadzace si¢ W pozywce 1 osiggajace
toksyczny poziom juz po 48 godz. hodowli, narzucaja
konieczno$c¢ czgéciowej lub catkowitej wymiany po-
zywki w regularnych odstgpach czasu (16).

Optymalny zakres pH pozywki miesci si¢ w gra-
nicach 7,2 do 7,4, a osmolowo$¢ 276-316 mOs.
Zarodki wydaja si¢ stosunkowo malo wrazliwe na
wahania osmolowoS$ci roztworu w wymienionym
przedziale, bowiem wyniki badad nad rozwojem
zygot $wini (5) wskazuja, ze raczej stgzenie NaCl
niz osmolowo$¢ decyduje o osiagnigciu stadium bla-
stocysty.

Badania nad dodatkiem do pozywek zwiazkow
energetycznych wykazaly korzystny wptyw glukozy
na rozwoj zarodkéw, jakkolwiek stwierdzono, ze
bruzdkowanie moze przebiegac réwniez w pozywce
zawierajacej mleczan i/lub pirogronian, bez udzialu
glukozy (47). Wykazano wystgpowanie roznic w
metabolizmie glukozy zaréwno migdzy poszczegdl-
nymi stadiami rozwojowymi zarodka jak i migdzy
roznymi gatunkami. I tak, np. w przeciwienstwie
do zarodkéw gryzoni, ktére nie metabolizuja glu-
kozy przed osiagnieciem stadium 8-komorkowego,
a jej wysoki poziom wptywa wrecz negatywnie na
metabolizm zarodka (19, 39), zarodki bydlece, po-
czawszy od stadium 2-komoérkowego, wykazuja
wzrastajacy stopniowo, wraz z rozwojem, metabo-
lizm tego zwiazku (7, 45). Natomiast w przypadku,
gdy pozywka nie zawiera aminokwaséw, a w jej
sktad wchodzi glukoza i fosforan, rozwoj zarodkow
ulega zahamowaniu. Zygoty i wczesne stadia roz-
wojowe zarodkéw ludzkich, gryzoni i zwierzat do-
mowych jako giéwne Zrédio energii wykorzystuja
pirogronian, a brak w pozywce pirogronianu i/lub
mleczanu dziata hamujaco na ich rozwéj (45).

Poziom dostgpnych zwiazkéw odzywczych w wa-
runkach in vivo jest zalezny od stadium rozwoju
zarodka 1 wiazacego si¢ z nim potozenia w Swietle
drég rodnych. W kolejnych odcinkach dr6ég rodnych
obserwuje si¢ zréznicowane koncentracje poszcze-
gblnych zwiazkow. Koncentracja zwiazkéw odzyw-
czych moze zaleze¢ takze od obecnosci komoérek
wzgorka jajono$nego, np. ludzkie i mysie komérki
wzgorka produkuja znaczne ilo$ci mleczanu wokét
oocytéw i wczesnych stadiéw rozwojowych zarodka
(29). Natomiast stezenie tego zwigzku w zeriskich
drogach rodnych osiaga warto$¢ okoto 5 mM (18),
a wiec in vivo rozwojowi zarodka towarzyszy stop-
niowo malejaca koncentracja mleczanu. Zatem przy-
gotowujac pozywki do kilkudniowych hodowli zarod-
kéw powinno si¢ bra¢ pod uwage zmiany zachodzace
w fizjologii zarodka i jego zréZnicowane, w zalez-
nosci od stadium rozwoju, zapotrzebowanie na po-
szczegblne zwiazki odzywcze.

Hodowlg zarodkéw przeprowadza sie w atmosfe-
rze 5% COy w powietrzu lub mieszance gazowej
o sktadzie CO2: O2: N2. DoSwiadczenia prowadzone
na zarodkach owczych i bydlecych wskazuja, ze
korzystniejszym wariantem (w przypadku hodowli
bez wspétudziatu komoérek somatycznych) jest uzy-
cie mieszanki gazowej, w ktérej zawarto$¢ tlenu
jest zredukowana do 5%, a wigc mieszanki o skiadzie
5% CO2 + 5% O2 + 90% N2 (31, 47).

Obecnie istnieje mozliwos$¢ uzyskania rozwoju za-
rodkéw przy uzyciu jednego z trzech systemow
hodowli, a mianowicie: 1. hodowla in vivo, w ja-
jowodzie biorczyni posredniej (homologicznym lub
heterologicznym); 2. hodowla in vitro we wspétho-
dowli z komérkami somatycznymi; 3. hodowla in
Vitro W samej pozywce.

W 1955 r. Averill i wsp. (1) wykazali zdolno§¢é
zarodkéw owczych do rozwoju po przeniesieniu do
jajowodu biorczyni poSredniej — krélicy. Mozliwos¢
ta byta wykorzystywana dla potrzeb transportu za-
rodkéw na znaczne odlegltosci, jest réwniez niekiedy
stosowana dla uzyskania rozwoju zarodkoéw otrzy-
mywanych w wyniku zaptodnienia in vitro (11).
Biorczynig posrednia zarodkéw bydlgcych moze by¢
krowa, owca lub krélik. Zabieg ten jest jednak ko-
sztowny i ktopotliwy, gdyz wymaga dwukrotnej in-
terwencji chirurgicznej, a ponadto znaczna czg$¢
komoérek jest gubiona w trakcie tych manipulacji
(25). Z tych powodéw prowadzono intensywne ba-
dania nad znalezieniem metody pozwalajacej na kil-
kudniowa hodowle zarodkéw w warunkach in vitro.

Momentem przetomowym dla opracowania metod
hodowli in vitro bylo zastosowanie wspdéthodowli
z komérkami somatycznymi — pozwolito ono na
pokonanie bloku rozwojowego zarodka (15, 23, 27,
28). Istota tej koncepcji jest zatozenie, ze hodowane
komérki somatyczne, wykazujac podobny typ
aktywno$ci jaki przejawiaja te same komorki in
vivo, moga dostarczaé¢ dzielacym si¢ zarodkom po-
trzebnych metabolitéw i specyficznych stymulato-
row wzrostu (11) lub tez ich dzialanie ogranicza
si¢ do roli ,,odtruwajacej”, polegajac na inaktywacji
substancji toksycznych, bedacych produktami me-
tabolicznymi hodowanych komérek (3). Takim tok-
sycznym metabolitem (powstajacym jako koncowy
produkt metabolizmu aminokwaséw) okazat si¢ jon
amonowy (NH4), ktéry osiagajac koncentracj¢ 150
UM zahamowuje rozwdj blastocyst, a juz 75 UM
blokuje bruzdkowanie (16).

Prowadzone sg hodowle zarodkéw z zastosowa-
niem roznych rodzajéw komérek somatycznych, tj.
pecherzy trofoblastycznych, komdrek nabtonka ja-
jowodu, komérek ziarnistych pecherzyka jajniko-
wego, komoérek endometrium macicznego, z fibro-
blastami pochodzacymi z jader buhaja, z komodrkami
watroby szczura, z fibroblastami ptodowymi czy
wreszcie z komérkami owodni. Wspéthodowla za-
rodkéw z komérkami ziarnistymi oraz komdrkami
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nabtonka jajowodowego bywa stosowana najcze-
Sciej dla zarodkéw wczesnych stadiéw rozwojo-
wych, natomiast fibroblasty stosuje si¢ we wspot-
hodowli z morulami i blastocystami (11, 15, 27,
28).

Ostatnio coraz czesciej stosuje si¢ wspéthodowle
zarodkéw bydlecych z komercyjnie dostgpnymi li-
niami mrozonych komérek watroby szczura (Buffalo
rat liver cells = komoérki BRL), ktére zachowuja
zdolnosci wspomagania rozwoju zarodkOw nawet
po kilkunastu pasazach (22, 35, 46). Niewatpliwa
zaleta uzycia do wspéthodowli kriokonserwowanych
komoérek jest standaryzacja warunkéw hodowli. Po-
dobny warunek zostaje spetniony gdy uzywa si¢ do
wspothodowli kriokonserwowane komorki nabtonka
jajowodowego, jednak w tym przypadku nie mozna
stosowaé pasazy (28). Wykazano, ze komérki BRL
syntetyzuja i wydzielaja tzw. czynnik przeciwbiata-
czkowy (LIF = leukemia inhibiting factor; 17, 40)
oraz inne biologicznie aktywne substancje (10, 43).
dodatek LIF do hodowli pierwotnych komoérek za-
rodkowych pozwalat na ich wiclokrotne pasazowa-
nic (34), a w przypadku zarodkéw zwigkszat ich
zdolnosci do rozwoju in vitro (12).

Mimo, ze zastosowanie wsp6thodowli zarodkéw
z komoérkami somatycznymi zdecydowanie popra-
wia zdolno$ci rozwojowe to jednak uwaza sig, ze
taki system hodowli nie jest w petni zdefiniowany
i uniemozliwia badania fizjologii zarodka. Z najnow-
szych prac wynika, ze istnieje mozliwo$¢ prowa-
dzenia efektywnej hodowli od stadium zygoty do
blastocysty w samej pozywce, bez komorek soma-
tycznych, a nawet bez dodatku surowicy (16).

Z badan poréwnawczych nad rozwojem in vitro
zygot bydlecych w réznych systemach hodowli wy-
nika, ze pozywka SOF (syntetyczny ptyn jajowo-
dowy) uzupelniona surowica ludzka (28, 47) lub
aminokwasami (16, 20, 45) moze by¢ z powodze-
niem stosowana w hodowli in vitro zygot stanowiac
alternatywna metode hodowli do wspéthodowli z
komoérkami nablonka jajowodu bydlecego czy ko-
mérkami BRL.

W przypadku hodowli zarodkéw bez wspétudziatu
komérek somatycznych czynnikiem wyraznie wpty-
wajacym na rozwdj zarodka jest rodzaj uzytego biat-
ka. Wykazano szczegélnie korzystny wplyw suro-
wicy ludzkiej (w poréwnaniu z innymi surowicami
czy albuming) na liczb¢ zarodkéw osiagajacych sta-
dium blastocysty (28, 47).

Surowica zawiera szereg peptydow, biatek 1 wiele
innych zwigzkéw. Czgs¢ tych zwiagzkéw nie wyste-
puje jednak w ptynie jajowodowym i macicznym,
a wigc w naturalnym Srodowisku, w ktérym rozwija
sie zarodek (18). Badania nad rola surowicy w ho-
dowli zarodkéw zwierzat domowych wykazaty, ze
mimo korzystnego wplywu na odsetek zarodk6w
osiagajacych bardziej zaawansowane stadiarozwoju,
tj. stadium moruli i blastocysty, obecno$¢ surowicy

w pozywce moze oddziatywaé negatywnie na mor-
fologie, metabolizm, ultrastruktur¢ i rozwdj poim-
plantacyjny zarodkéw. Stwierdzono bowiem, ze za-
rodki rozwijajace si¢ w pozywce zawierajace]
surowice wykazuja obecno$¢ wakuoli lipidowych
w blastomerach, ktérych nie obserwuje si¢ w za-
rodkach rozwijajacych si¢ in vivo lub hodowanych
in vitro w pozywce o zdefiniowanym sktadzie che-
micznym (20). W efekcie zmian w metabolizmie
zarodka hodowanego w obecnosci surowicy obser-
wuje si¢ znaczny wzrost produkcji mleczanu pro-
wadzacy do ograniczenia zdolnosci zyciowych za-
rodka (21), a badania ultrastruktury wykazaty
zmiany degeneracyjne w mitochondriach (9). Ponad-
to uwaza si¢, ze dodatek surowicy do pozywki nie
pozwala na standaryzacje warunkéw hodowli, bo-
wiem kazda seria surowicy jest unikalng mieszaning
metabolitéw, hormondéw 1 czynnikéw wzrostu (16).

Ostatnio coraz wigksze znaczenie przypisuje sig
czynnikom wzrostu (biatka o cigzarze molekularnym
mniejszym niz 30 000, ktére sa syntetyzowane lo-
kalnie i oddzialywuja na tkanki na zasadzie regulacji
autokrynalnej lub parakrynalnej), ktérych obecnos¢
stwierdzono w plynie jajowodowym. W $wietle Zefi-
skich drég rodnych wykazano obecno$¢ insuliny,
insulino-podobnego czynnika wzrostu I, epidermal-
nego czynnika wzrostu, transformujacego wzrost
czynnika o oraz czynnika przeciwbiataczkowego
LIF (38). Czynniki te, dziatajac mitogennie, reguluja
wzrost i rozwéj wezesnych zarodkéw. Stwierdzono,
ze ekspresja receptoréw dla poszczegdlnych czyn-
nikéw wzrostu, takze ich wiazanie zalezy od stadium
rozwoju zarodka (48), ponadto wykazano korelacje
migcdzy stezeniem czynnika wzrostu a rozwojem
zarodka in vitro (26).

Najnowsze badania wskazuja, ze dodatek amino-
kwaséw do pozywki wptywa korzystnie na rozwoj
zarodkéw gryzoni (5, 16), a takze zwierzat gospo-
darskich (20, 45). Aminokwasy sa bowiem obecne
w plynie jajowodowo-macicznym (32), a takze, jako
zwiazki endogenne, zostaty stwierdzone w oocytach
i zarodkach (37).

Reasumujac, w ostatnich latach uzyskano ogromny
postep w rozwoju metod pozaustrojowej hodowli
zarodkéw ssakéw. Ocena efektywno$ci metod ho-
dowli zarodkéw zaréwno zwierzat laboratoryjnych
jak i gospodarskich wskazuje, ze istnieje mozliwosc
uzyskania rozwoju in vitro nawet powyzej 80%
zarodkéw. Niemniej jednak, szczegdlnie w przy-
padku zwierzat gospodarskich, odsetek zarodkéw
osiagajacych bardziej zaawansowane stadia rozwoju
przedimplantacyjnego, tj. stadium moruli i blasto-
cysty, a takze podejmujacych rozwdj poimplantacyjny
(po przeniesieniu do drég rodnych biorczyn) ulega
zdecydowanej redukcji i nawet w najbardziej opty-
malnych warunkach nie przekracza na ogét 40%
wyj$ciowej liczby hodowanych zygot. Zarodki ho-
dowane in vitro wykazuja réwniez obnizong, w po-
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rownaniu z zarodkami nie hodowanymi, podatnosé
na kriokonserwacje¢ (41). Wspomniane ograniczenia
narzucaja zatem konieczno$¢ dalszych badan nad
doskonaleniem metod hodowli. Niemniej jednak
uzyskiwana wydajno$¢ pozwala juz na wykorzysty-
wanie pozaustrojowych metod hodowli zarodkéw
w wielu pracach z zakresu biotechnologii rozrodu.
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