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Summary :

The aim of the study was to improve the methods of recovery, maturation and fertilization in vitro (IVM/
/IVF) of lamb oocytes in order to get offspring from prepubertal donors. Oocytes were obtained from 4-9-
-week-old lambs, oocytes from slaughtered adult ewes were run in parallel as control. Ewe lambs received
subcutaneous implants (1 mg norgestomet) for 5 days. At the time of implant removal the animals were
injected with FSH and PMSG. After 24 h oocytes (60 per donor) were collected by laparotomy under general
anesthesia. Oocytes were matured and fertilized in vitro 24 hours after IVE, presumptive zygotes were trans-

ferred to the intermediate recipients for 6 days. From 9 definitive recipients which received 18 blastocysts, 8
were confirmed pregnant by scanning performed on days 35 and 60. One sheep has already delivered two normal

lambs.

Uzycie oocytéw od niedojrzalych plciowo samic
do produkcji zarodkow i potomstwa moze mie¢ w
przyszio$ci duze znaczenie w hodowli. W ten spo-
sob powstaje szansa znacznego skrocenia czasu
pomiedzy pokoleniami i przyspieszenia tempa do-
skonalenia genetycznego zwierzat, a takze uzyska-
nia wiekszej liczby potomstwa od osobnikéw o okre-
$lonej wartosci. Jajniki nowo narodzonego jagnig-
cia podobnie jak i innych samic zwierzat domowych
zawieraja kilkadziesiat tysigcy oocytow, ktore z wie-
kiem ulegaja atrezji i resorpcji.

Pierwsze udane proby zaplodnienia oocytow od
niedojrzalych plciowo samic przeprowadzono na
oocytach cielecych. W 1971 r. Seidel i wsp. (9) uzy-
skali ciaze zakoficzona urodzeniem zdrowego cie-
lecia po transplantacji do dorostych krow biorczyn
zarodkow uzyskanych od 1-3-miesigcznych cielat po
uprzednim sprowokowaniu u nich superowulacji i
wykonaniu inseminacji. Pomimo, ze zapiodnienie
mialo miejsce w warunkach in vivo, to jednak eks-
peryment ten juz wowczas wykazal, ze niektore
oocyty niedojrzalych piciowo samic sa zdolne do
prawidlowego zaplodnienia i dalszego rozwoju.
Okolo 20 lat p6zniej Armstrong i wsp. (1) uzyskali
w Australii po raz pierwszy potomstwo po zaplod-
nieniu in vitro oocytow 6-tygodniowych cielat. Dwa
lata pdzniej w tym samym oSrodku uzyskano po-
tomstwo w wyniku dojrzewania i zapfodnienia in
vitro oocytow 6-9-tygodniowych jagniat (6). Z do-
stepnego piSmiennictwa wynika, ze jest to dotych-
czas jedyny udany eksperyment uzyskania jagniat
po zaplodnieniu in vitro oocytow pobranych od nie-
dojrzalych plciowo owiec.
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Celem badan byta proba usprawnienia i opano-
wania metody uzyskiwania, dojrzewania i zaptod-
nienia pozaustrojowego oocytow jagnigcych oraz
otrzymania na tej drodze potomstwa. Oceniano
réwniez wplyw zastosowanych metod biotechnolo-
gicznych na czas trwania cigzy, przebieg porodu i
rozwoj urodzonych jagniat.

Material i metody

Oocyty do badan pobierano z jajnikow od 4-9-tygo-
dniowych jagniat po uboju i przyzyciowo oraz kontrol-
nie od owiec maciorek. Okoto 2 godziny po uboju zwie-
rzat oocyty uzyskiwano przez dysekcje jajnikow, a przy-
zyciowo poprzez aspiracj¢ pecherzykow po uprzednie;
laporotomii wykonanej podczas peinej narkozy zwierzat.
Celem zwickszenia liczby pecherzykéw jamistych
umieszczano u jagnigt podskorne implanty (norgesto-
met 1 mg) na 5-6 dni. W dniu usuni¢cia implantu poda-
wano im w formie iniekcji PMSG (150 j.m.) i FSH (4,5
mg Ovagen). Oocyty aspirowano okoto 24 godziny po
iniekcji hormonow.

Dojrzewanie oocytow in vitro. Zastosowano pozywke
TCM 199 z dodatkiem: FSH i LH po 10 pg/ml, estra-
diolu 1 pg/ml, pirogronianu sodu 0,3 mM i1 10% FCS
(surowica ptodow cielgcych). Pozywke wzbogacano cy-
stamina tj. zwigzkiem tiolowym, ktéry powoduje wzmo-
zenie syntezy glutationu odgrywajacego wazna rolg
ochronna komorek przed niszczacym dziataniem tlenu
(oxidative stres) (5). Po odszukaniu oocytéw hodowano
je w pozywce o objetosci 0,5 ml w systemie stabilnym w
liczbie po okoto 30 oocytéw w jednym dotku w 4-dotko-
wej plytce (Nunc, Nuncklon, Denmark). Hodowlg oocy-
tow kontynuowano przez 24 godz. w temp. 3°C przy wil-
gotnosci 95% i stgzeniu CO, 5% w powietrzu.

Kapacytacja plemnik6w i zaptodnienie in vitro. Swie-
ze nasienie tryka o sprawdzonej plodnosci poddawano



rutynowej ocenie makro i mikroskopowej. Nast¢pnie
rozrzedzano plemniki pozywka SOF (Synthetic Oviduc-
tal Fluid) (11) z dodatkiem 20 mM Hepes i 4 mg/ml
albuminy bydlecej (BSA) i wirowano dwukrotnie z sila
200 g przez 5 min. Po wirowaniu nakrywano 1 ml nasie-
nia 2 ml roztworu SOF z dodatkiem 20% inaktywowa-
nej surowicy owczej pobranej w dniu owulacji i podda-
wano nasienie krotkotrwalej inkubacji (15 min.) w temp.
3°C przy kontrolowanym przeplywie powietrza. Nasie-
nie o koncentracji plemnikéw 1x10%/ml dodawano do
poszczegolnych kropli (50 ml) zbuforowanej NaHCO,
pozywki SOF (11) z dodatkiem 20% surowicy owcze;.
W kazdej kropli znajdowalo si¢ po 15-20 oocytéw.
Hodowla zarodkéw in vitro i in vivo. Okolo 17 godz.
po inseminacji oocytow przenoszono je do kropli (4
oocyty/1 kropla) ztozonej z 20 pl pozywki SOF wzboga-
conej 0 8 mg/ml BSA-FAF (Bovine Serum Albumin-
-Fatty Acid Free), 1% MEMaa (Minimum Essential
Medium amino acids) i 2% BMEaa (Basal Medium
Eagle amino acids, Sigma Chemical Co) i hodowano w
warunkach O, 5%, CO, 5%, N,90% w 3°C. Nastepnie
dwukomorkowe zarodki po 30 godzinach od chwili in-
seminacji oocytow umieszezano na 6 dni w podwiaza-
nych jajowodach odpowiednio zsynchronizowanych ma-
ciorek biorczya posrednich. Po tym czasie wyplukiwano
zarodki z jajowodow, poddawano ocenie i selekeji. Za-
rodki, ktore osiagnely stadium blastocysty transplanto-
wano do rogow macicy maciorek biorczyn ostatecznych.

Po uplywie okolo 1 miesigca od dnia transplantacji za-
rodkow biorezynie badano w kierunku cigzy przy uzyciu
ultrasonografu. Maciorki, u ktorych stwierdzono cigze
pozostawaly pod stala kontrola weterynaryjna i kontro-
lowano u nich przebieg cigzy i porodu. Po porodzie okre-
Slano masg ciala urodzonych jagniat, ich rozwéj i stan
zdrowotny.

Wyniki i oméwienie

Badania nad zaplodnieniem pozaustrojowym
oocytow owiec majg krotka historig. Pierwsze po-
tomstwo po zaplodnieniu in vitro i hodowli zygot w
podwigzanych jajowodach owiec biorczyn posred-
nich otrzymano w 1986 r. w Anglii (2), a nastepne
w 1987 r. we Francji (3). Kilka lat poZniej dwie nie-
zalezne grupy naukowcow w Polsce (4) i w Nowej
Zelandii (8) uzyskaly potomstwo z oocytéw owiec
poddanych dojrzewaniu, zaptodnieniu i hodowli
zygot w warunkach in vitro. W Polsce hodowle za-
rodkow prowadzono w pozywce PBS 199 z dodat-
kiem komorek nablonka jajowodu owcy maciorki,
natomiast w Nowej Zelandii w pozywce SOF z do-
datkiem 20% surowicy ludzkiej w warunkach O,5%,
CO,5% i N,90%. i

Jajniki nowo narodzonych jagniat posiadajg juz
zdefiniowang liczbe oocytow. Dotychczas nie okre-
Slono jednak dokiadnie warunkow ich hodowli i

Tab. 1. Wyniki dojrzewania i zaplodnienia in vitro oocytow 4-9-tyg. Jagniat i owiec maciorek (6 powtérzen)

Dojrzewanie in vitro 24-26 godz.

Zaptodnienie (5 godz.) i hodowla in vitro (25 godz.)

iczha (%) iczha (%) |

oocytow dojrzatych do metafazy Ii oocytow zarodkow dwukumﬂr’kuwych-
Jagniat 89* 69 (78) 206** 97 (47)
Owiec maciorek g2+ 76 (83) 187* 95 (51)

Objasnienia: * ~ oocyty pobrane po uboju zwierzat, ** — oocyty pobrane przyzyciowo lub po uboju zwierzat.

Tab. 2. Rozwdj ciazy u maciorek biorczyh po transplantacji zarodkéw uzyskanych w wyniku dojrzewania i zaplodnienia

oocytow in vitro

zarokiw przeriesionych
" do biorczyi posrednich
na 6 dni

Dm;vty

Jagniat 89

Owiec maciorek | 63

uzyska i Hi i iy
( |

19 (35,4)

23 (36.4) 2n i

Liczba

MR 90 biorcayi clgzaraych w |
- 40dniw

7 w tym jedna ciaza
zakoriczona
urodzeniem 2 jagniat
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dojrzewania in vitro. Zaraz po urodzeniu w jajni-
kach wystepuja pojedyncze male pecherzyki. Burz-
liwy wzrost pecherzykow nastepuje w 2 tygodniu,
osiggajac maksimum w 4 tygodniu zycia. Jajniki
powiekszaja wowczas swe wymiary i przybieraja
ksztalt groniasty (10). Wydaje si¢ zatem, ze dogod-
nym poczatkowym okresem uzyskiwania 0ocytow
jagniecych jest wiek 4 tygodni. Prestymulacja jajni-
kow jagniat hormonami gonadotropowymi majgca
na celu zwickszenie liczby pecherzykow jajniko-
wych, byla juz stosowana przez badaczy australij-
skich, ktorzy wykazali mozliwos¢ uzyskiwania sred-
nio po 29 blastocyst z oocytéow 8-9-tygodniowych
jagniat (7). W naszych badaniach po stymulacji hor-
monalnej PMSG i FSH uzyskiwano przyzyciowo
srednio po 60 oocytow od jednego jagniccia. Nie
zaobserwowano ubocznych powikian u jagnigt, od
ktorych uzyskiwano oocyty przyzyciowo. By¢ moze
w przysziosci bedzie mozna zabiegi te powtarzac co
2-3 tygodnie, a takze udoskonalic metody presty-
mulacji hormonalne;j jagniat. Pozwoli to prawdo-
podobnie na zwigkszenie liczby aspirowanych oocy-
tow przydatnych do zaplodnienia pozaustrojowego.

Wyniki hodowli i zaplodnienia oocytow jagnic-
cych oraz owiec maciorek przedstawiono w tab. 1i
2. Otrzymano bardzo zblizone rezultaty zaroGwno
hodowli, jak i zaptodnienia in vitrou obu grup zwie-
rzat. Wydaje sie, ze dodatek cystaminy do pozywki
wywart korzystny wplyw na rozwoj zarodkéw do sta-
dium blastocysty (5). Rowniez procent uzyskanych
blastocyst z zarodkow dwukomaorkowych przenie-
sionych do biorczyn posrednich na 6 dni byt zblizo-
ny i wynosil okolo 36%. Sposrod 18 blastocyst uzy-
skanych po zaptodnieniu in vitro oocytow jagnig-
cych transplantowanych do 9 biorczyf ostatecznych
u 8 stwierdzono ciaze, z ktorych jedna zakonczyla
sie urodzeniem w terminie 2 normalnie rozwinig-
tych jagniat (ryc. 1). Rozwdj ciazy u pozostalych
maciorek w chwili przygotowywania opracowania
do druku przebiega normalnie.

Ze wzgledu na koszt badan transplantowano tyl-
ko dwa zarodki uzyskane po zaplodnieniu in vitro
oocytow dorostych owiec do jednej maciorki bior-
czyni ostatecznej, u ktérej badaniem USG w 401 60
dniu potwierdzono rozwoj ciazy blizniaczej. Kosz-
towny i czasochlonny okazal si¢ rowniez system
hodowli zarodkow w jajowodach owiec maciorek
posrednich. By¢ moze system ten bedzie mozna
zastapi¢ hodowla zarodkow w warunkach in vitro
w pozywkach o zdefiniowanym skladzie. Walker i
wsp. (12, 13) wykazali jednak, ze metody hodowli
zarodkOw owiec w warunakch in vitro moga pro-
wadzié¢ do szeregu anomalii rozwojowych zarodkow
i plodéw. Obserwowano fragmentacje cytoplazmy,
zbyt wezesne ksztaltowanie sie jamki oraz zredu-
kowanie liczby komorek blastocysty. W przypad-
kach gdy hodowla zarodkow byta wydiuzona wyste-
powaly rowniez takie nieprawidlowosci jak diuzszy
czas cigzy, zwickszenie masy ciala plodow i Smier-
telnodci jagniat w okresie okoloporodowym. Przy-
puszcza sie, ze nieprawidlowosci te okreslane jako

Ryc. 1. Potomstwo wraz z maciorka biorczynia urodzone w
wyniku dojrzewania i zaplodnienia pozaustrojowego oocytow
pobranych od 4 tygodniowych jagniat

,large lamb syndrom” zwiazane byly z uzyciem 20%
surowicy ludzkiej w systemie hodowli zarodkow.
Inne sposoby hodowli zarodkéw, np. z dodatkiem
do pozywek réznych komorek wspomagajacych lub
albuminy bydlecej (BSA) i aminokwasow nie po-
wodowaly opisanych zaburzen rozwojowych plodow
owiec.

Trudno jest obecnie przewidzie¢ wyniki dalszych
badan nad zaplodnieniem i hodowla zarodkow
owczych w warunkach in vitro. Uzyskane przez nas
wstepne wyniki zaplodnienia pozaustrojowego
oocytow jagniecych wskazuja na prawidlowy roz-
woj zarodkow, ciazy i potomstwa. Mozna zatem
przypuszczaé, ze zastosowane metody biotechno-
logiczne rokuja szersze wykorzystanie w dalszych
badaniach i praktyce.
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