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LUCYNA KĄTSKA

artykuł przeglądouy

Hodowla zatodków ssaków in vitro
ZakładFizjologii Rozrodu Zwierząt Instytutu Zootechniki,32-083 Balice k. Krakowa

niczoną ltczbę podziałów mitotycznych (2). Zaha-
mowanie rozwoju następowało zwykle w okreŚlonym
stadium krytycznym dla poszczególnych gatunków;
i tak np., u szczura w S-komórkowym; u chomika
w 2- t S-komórkowym; u owcy i krowy w 8-16-ko-
mórkowym; u świni w 4-komórkowym. Późniejsze
badania doprowadziły do rozpoznania, że w tym
kryty cznym okre sie rozwoj u n astępuj e tran skrypcyj -

na aktywacja genomu zarodka, przeiawiająca się w
postaci jakościowych i ilościowych zmian w syntezie
białka i RNA (8, 72,22), Stosowane w tych przy-
padkach pozywki do hodowli in vitro nie zapewniały
zatem dostatecznej ilości czy jakości substratów po-
trzebnych w tym okresie rozwoju zarodka.

Zarodkt hodowane są w pozywkach złożonych
lub o prostym składzie chemicznym, ptzy czym
niektóre z prostszych pozywek okazńy się bardziej
przydatnę (np. zmodyfikowany syntetyczny płyn ja-
jowodowy SOF dla zarodków owczych i bydlęcych,
a zmodyfikowany płyn Whittena dla zarodków świ-
ni). Dotychczas posiadamy, niestety, stosunkowo
ni ew iel e in formacj i nt. przy datno śc i po szcze gólny ch
składników nieorganicznych pozywki (16, 47). Istot-
ną rolę w pozaustrojowej hodowli zarodków odgrywa
objętość pozywki, a także częstotliwość jej wymiany.
Dowiedziono bowiem, że zwiryki produkowane przez
przedimplantacyjne zarodki działają stymulująco na
ich własny rozwój (regulacja autokrynalna), a takze
regulują rozwój innych zarodków znajdljących się
w tym samym naczynku do hodowli (regulacja pa-

W ostatnich latach nastąpił znaczący postęp w
pracach z zakresu biotechnologii rozrodl zw|erząt.
Stało się to głównie za sprawą dynamicznego roz-
woju embriologii, tak eksperymentalnej jak i sto-
sowanej. Jedną z technik znajdującą szerokie zasto-
sowanie w tych pracach jest hodowla zarodków.
Stosuje się ją zarówno w badaniach doświadczal-
nych, jako metodę oceny przeżywania zarodków
poddanych mikromanipulacjom lub kriokonserwacji
oraz w pracach aplikacyjnych, np. przy krótkotrwa-
łym przechowywaniu zarodków lub ich uzyskiwaniu
poprzęZ zapłodnienie in vitro.

Rozwój zarodków ssaków poza organizmem daw-
cy wymaga Stworzenia warunkÓW, które pozwolą
nakolejne podziały mitotyczne prowadzące do utwo-
tzenia blastocysty, a więc najbardziej zaawansowa-
nego, przedimplantacyjnego (u większoŚci gatun-
ków) stadium rozwoju zarodka. O rozwoju zarodka
in vitro decydują takie cechy jak przynależność ga-
tunkowa i osiągnięte stadium rozwoju, atakżę czyn-
niki środowiskowe. Pewne ogólne wymogi odno-
szące się do warunków środowiskowych obowiązują
w kazdym systemie hodowli in vitro.

Pierwsze udane próby hodowli in vitro zarodków
przeprowadzono w latach 60-tych, jednakze pozwa-
lały one na uzyskanie rozwoju zarodków ty|ko ż
gatunków ssaków, a mianowicie królika i myszy
(6), Zarodki innych gatunków okazały się znacznte
bardziej wymagające i rozwijały się jedynie w po-
jedynczych przypadkach (44) lub wykazywały ogra-
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rakrynalna) - zatem hodowla zarodków w grupie,
w niewielkiej objętości pozywki, umozliwia oddzia-
ływanie obydwu rodzajów regulacji (29, 33). Z drl-
giej jednak strony, metabolity, a szczególnie jony
amonowe, gromadzące się w pozywce i osiągające
toksyczny poziom juz po 48 godz. hodowli, narzucaj4
konieczność częściowej lub całkowitej wymiany po-
zywki w regularnych odstępach czasu (16).

Optymalny zakres pH pozywki mieści się w gra-
nicach 7,2 do 7,4, a osmolowość 216-316 mOs.
Zarodki wydają się stosunkowo mało wrazliwe na
wahania osmolowości roztworu w wymienionym
ptzedzia|e, bowiem wyniki badań nad rozwojem
zygot świni (5) wskazują, że raczej stęzenie NaCl
niz osmolowość decyduje o osiągnięciu stadium bla-
stocysty.

Badania nad dodatkiem do pozywek związków
energetycznych wykazały korzy stny wpływ glukozy
na rozwój zarodków, jakkolwiek stwierdzono, ze
bruzdkowanie moze przebtegać równiez w pozywce
zawierającej mleczan i/lub pirogronian, bez udziału
glukozy (a7). Wykazano występowanie różnic w
metabolizmie glukozy zarówno między poszczegól-
nymi stadiami rozwojowymi zarodkajak i między
różnymi gatunkami. I tak, np. w przeciwieństwie
do zarodków gryzoni, które nie metabolizują glu-
kozy ptzed osiągnięciem stadium S-komórkowego,
a jej wysoki poziom wpływa wręcz negatywnie na
metabolizm zarodka (19,39), zarodki bydlęce, po-
cząwszy od stadium 2-komórkowego, wykazują
wzrastający stopniowo, wraz z rozwojem, metabo-
lizm tego zwtązkll (1, 45). Natomiast w przypadku,
gdy pozywka nie zawiera aminokwasów, a w jej
skład wchodzi glukoza i fosforan , rozwój zarodków
ulega zahamowanfu. Zygoty i wczesne stadia roz-
wojowe zarodków ludzkich, gryzoni i zwierząt do-
mowych jako głównę źródŁo energii wykorzystują
pirogronian, a brak w pozywce pirogronianu i/lub
mleczanu działa hamująco na ich rozwój (45).

Poziom dostępnych związków odżywczych w wa-
runkach in vivo jest za|eżny od stadium rozwoju
zarodka l wi4żącego się z nim połozenia w świetle
dróg rodnych. W kolejnych odcinkach dróg rodnych
obserwuj e się zr óżnicowane koncentracj e poszczę-
gólnych zwtązków. Koncentracj a zwtązków odzyw-
czych moze zależeć takze od obecności komórek
wzgórkajajonośnego, np. ludzkie i mysie komórki
wzgórka produkują znacznę ilości mleczanu wokół
oocytów i wczesnych stadiów rozwojowych zarodka
(29). Natomiast stęzenie tego związku w żeńskich
drogach rodnych osiąga wartość około 5 mM (18),
a więc in vivo rozwojowi zarodka towarzyszy stop-
niowo malejąca koncentracja mleczanu. Zatem przy-
gotowując pozywki do kilkudniowych hodowli zarod-
ków powinno się brać pod uwagę zmiany zachodzące
w fizjologii zarodka i jego zróżnicowane, w zależ-
ności od stadium rozwoju, zapotrzebowanie na po-
szcze gólne zw tązkt odżyw cze.

Hodowlę zarodków przeprowadza się w atmosfe-
rze 5Vo COz w powietrzu lub mieszance gazowej
o składzie CO1 Oz: Nz. Doświadczentaprowadzone
na zarodkach owczych i bydlęcych wskazują, że
korzystniejszym wariantem (w przypadku hodowli
bez współudziałll komórek somatycznych) jest uzy-
cie mieszanki gazowej, w której zawartość tlenu
jest zredukowana do 5Vo, a więc mieszanki o składzie
5Vo COz + 5Vo Oz + 90Vo Nz (3I, 4]).

Obecnie istnieje mozliwość uzyskania rozwojl za-
rodków przy użyciu jednego z trzech systemów
hodowli, a mianowicie: 1. hodowla in vivo, w ja-
jowodzie biorczyni pośredniej (homologicznym lub
heterologicznym);2. hodowla in vitro we współho-
dowli z komórkami somatycznymi; 3. hodowla ilr
vitro w samej pozywce.

W 1955 r. Averill i wsp, (1) wykazali zdolność
zarodków owczych do rozwoju po przeniesieniu do
jajowodu biorczyni pośredniej - królicy. Mozliwość
ta była wykorzystywana dla potrzeb transportu za-
rodków na znacznę odległośc i, j est równiez niekiedy
stosowana dla uzyskania rozwoju zarodków otrzy-
mywanych w wyniku zapłodnienia in vitro (1I).
B ior czy ntąpo średni ą z aro dków bydlę cy ch mo że by ć
krowa, owca lub królik. Zabieg ten jest jednak ko-
sztowny i kłopotliwy, gdyż wymaga dwukrotnej in-
terwencji chirurgicznej, a ponadto znaczna część
komórek jest gubiona w trakcie tych manipulacji
(25).Z tych powodów prowadzono intensywne ba-
dania nad znalezieniem metody pozwalającej na kil-
kudniową hodowlę zarodków w warunkach in vitro.

Momentem przełomowym dla opraeowania metod
hodowli in vitro było zastosowanie współhodowli
z komórkami somatycznymi - pozwoliło ono na
pokonanie bloku rozwojowego zarodka (75,23, ż'l ,
28). Istotą tej koncepcji jest założente, że hodowane
komórki somatyczne, wykazując podobny typ
aktywności jaki przejawtają te same komórki in
vivo, mogą dostarczać dzielącym się zarodkom po-
trzebnych metabolitów i specyficznych stymulato-
rów wzrostu (11) lub tez tch dzialanie ogranicza
się do roli ,,odtruwaj1ceJ", polegając na inaktywacji
substancji toksycznych, będących produktami me-
tabolicznymi hodowanych komórek (3). Takim tok-
sycznym metabolitem (powstającym jako końcowy
produkt metabolizmu aminokwasów) okazał się jon
amonowy (NHł), który osiągając koncentrację 150
pM zahamowuje rozwój blastocyst, a fiż 75 1s"M
blokuje bruzdkowanie (16).

Prowadzone są hodowle zarodków z zastosowa-
niem róznych rodzajów komórek somatycznych, tj.
pęcherzy trofoblasty czny ch, komórek nabłonka j a-
jowodu, komórek ziarnistych pęcherzyka jajniko-
wego, komórek endometrium macicznego, z fibro-
blastami pochodzącymiz jądet buhaja, z komórkami
wątroby szczlra, z fibroblastami płodowyml czy
wreszcie z komórkami owodni, Współhodowla za-
rodków z komórkami ziarnistymi oraz komórkami
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nabłonka jajowodowego bywa stosowana najczę-
ściej dla zarodków wczesnych stadiów rozwojo-
wych, natomiast fibroblasty stosuje się we współ-
hodowli z morulami i blastocystami (II, 15, żJ,
28).

Ostatnio coraz częściej stosuje się współhodowlę
zarodków bydlęcych z komercyjnie dostępnymi li-
niami mrozonych komórek wątroby szcz:ura (Buffalo
rat liver cells = komórki BRL), które zachowują
zdolności wspomagania rozwoju zarodków nawet
po kilkunastu pasazach (2ż, 35, 46). Niewątpliwą
Żaletąlży cia do współhodowli kriokonserwowanych
komórek jest standaryzacja warunków hodowli. Po-
dobny warunek zostaje spełniony gdy uzywa się do
współhodowli kriokonsefwowane komórki nabłonka
jajowodowego, jednak w tym przypadku nie mozna
stosować pasaży (28). Wykazano, że komórki BRL
syntetyzują i wydzielaj ątzw. czynnik przeciwbiała-
czkowy (LIF = leukemia inhibiting factor; 7], 40)
oraz inne biologicznie aktywne substancje (10, 43),
dodatek LIF do hodowli pierwotnych komórek za-
rodkowych pozwalał na ich wielokrotne pasazowa-
nie (34), a w plzypadku zarodków zwiększał ich
zdolności do rozwoju in vitro (I2).

Mimo, ze zastosowanie współhodowli zarodków
z komórkami somatycznymi zdecydowanie popra-
wia zdolności rozwojowe to jednak uważa się, ze
taki system hodowli nie jest w pełni zdefiniowany
i uniemozl iwia b adania fizj o1o gii zarodka. Z najnow -

szych prac wynika, że istnieje mozliwość prowa-
dzenia efektywnej hodowli od stadium zygoty do
blastocysty w samej pozywce, bez komórek soma-
tycznych, a nawet bez dodatku surowicy (16).

Z badań porównawczych nad rozwojem in vitro
zygotbydlęcych w różnych systemach hodowli wy-
nlka, żę pozywka SOF (syntetyczny płyn jajowo-
dowy) uzupełniona surowicą ludzką (28, 47) |lb
aminokwasami (16, ż0, 45) może być z powodze-
niem stosowana w hodowli in vitro zygot stanowiąc
alternatywną metodę hodowli do współhodowli z
komórkami nabłonka jajowodu bydlęcego czy ko-
mórkami BRL.

W przypadku hodowli zarodków bez współudzińu
komórek s omaty czny ch czynnikiem wyra źnte w pły -

wającym na rozwój zarodka jestrodzaj uzytego biał-
ka. Wykazano szcze1ólnie korzystny wpływ suro-
wicy ludzkiej (w porównaniu z innymi surowicami
czy albuminą) na |iczbę zarodków osiągających sta-
dium blastocysty (28, 41).

Surowica zawiqa szereg peptydów, białek i wiele
innych związków. Część tych zwtązków nie wystę-
puje jednak w płynie jajowodowym i macicznym,
a więc w naturalnym środowisku, w którym rozwtja
się zarodek (18). Badania nad rolą surowicy w ho-
dowli zarodków zwierząt domowych wykazały, że
mimo korzystnego wpływu na odsetek zarodków
osiągaj ących bardziej zaawans ow ane stadi a rozw oj u,
tj. stadium moruli i blastocysty, obecność surowicy

w pozywce może oddziaływać negatywnie na mor-
fologię, metabolizm, ultrastrukturę i rozwó1 poim-
plantacyjny zarodków. Stwierdzono bowiem, że za-
rodki rozwtjające się w pozywce zawterającej
surowicę wykazują obecność wakuoli lipidowych
w blastomerach, których nie obserwuje się w za-
rodkach rozwijających się in vivo lub hodowanych
in vitro w pozywce o zdefiniowanym składzie che-
micznym (20), W efekcie zmian w metabolizmie
zarodka hodowanego w obecności surowicy obser-
wuje się zr^aczny wzrost produkcji mleczanu pro-
wadzący do ograniczenia zdolności życtowych za-
rodka (2I), a badania ultrastruktury wykazały
zmiany degeneracyjne w mitochondriach (9). Ponad-
to uwaza się, ze dodatek surowicy do pozywki nie
pozwala na standaryzację warunków hodowli, bo-
wiem każda seria surowicy jest unikalną mieszaniną
metabolitów, hormonów i czynników wzrostu (16).

Ostatnio cotaz większe znaczenię przypisuje się
czynnikom wzrostu (białka o ctężarze molekularnym
mniejszym niż 30 000, które są syntetyzowane lo-
kalnie i oddziaływują na tkanki nazasadzie regulacji
autokrynalnej lub parakrynalnej), których obecność
stwierdzono w płynie jajowodowym. W świetle żeń-
skich dróg rodnych wykazano obecność insuliny,
insulino-podobnego czynnika wzrostu I, epidermal-
nego czynnika wzrostu, transformującego wzrost
czynnika a. otaz czynnika przeciwbiałaczkowego
LIF (38). Czynniki te, działając mitogennie, regulują
wzrost i rozwój wczesnych zarodków. Stwierdzono,
ze ekspresja receptorów dla poszczególnych czyn-
ników wzrostu, także ich wtązanie zależy od stadium
rozwoju zarodka (48), ponadto wykazano korelację
między stęzeniem czynnika wzrostu a rozwojem
zarodka in vitro (26).

Najnowsze badania wskazują, ze dodatek amino-
kwasów do pozywki wpływa korzystnie na rozwój
zarodków gryzoni (5, 16), a także zwierząt gospo-
darskich (ż0, 45). Aminokwasy są bowiem obecne
w płynie jajowodowo-macicznym (3ż), a takze, jako
zwtązkt endogenne , zostały stwierdzone w oocytach
i zarodkach (37).

Reasumując, w ostatnich latach uzyskano ogromny
postęp w rozwoju metod pozaustrojowej hodowli
Żarodków ssaków. Ocena efektywności metod ho-
dowli zarodków zarówno zwterząt laboratoryjnych
jak i gospodarskich wskazuje, ze istnieje mozliwość
uzyskania rozwoju in vitro nawet powyżej 80Vo

zarodków, Niemniej jednak, szczególnte w przy,
padku zwterząt gospodarskich, odsetek zarodków
osiągaj ących bardziej zaaw an sowane stadia rozw oj u
przedimplantacyjnego, tj. stadium moruli i blasto-
cy sty, a także podej muj ący ch rozwój poimplantacyj ny
(po przeniesieniu do dróg rodnych btorczyń) ulega
zdecydowanej redukcji i nawet w najbardziej opty-
malnych warunkach nie przekracza Ia ogół 40Vo

wyjściowej ltczby hodowanycI-1 zygot, Zarodki ho-
dowane in vitro wykazują równteż obnizoną, w po-
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równaniu z zarodkami nie hodowanymi, podatność
na kriokonsefwację (41). Wspomniane ograniczenia
narzucają zatem konieczność dalszych badań nad
doskonaleniem metod hodowli. Niemniej jednak
uzyskiwana wydajność pozwala już na wykorzysty-
wanie pozaustrojowych metod hodowli zarodków
w wielu pracach z zakresu biotechnologii rozrodu.
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