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Artyku³ przegl¹dowy Review

Ujemny wp³yw podwy¿szonej temperatury otocze-
nia na p³odno�æ krów jest zjawiskiem znanym i opisy-
wanym w wielu publikacjach (9, 22). W warunkach
klimatu subtropikalnego i tropikalnego, a tak¿e latem
w strefie klimatu umiarkowanego wywo³uje przej�cio-
wy spadek p³odno�ci, przejawiaj¹cy siê obni¿eniem
zap³adnialno�ci oraz zaburzeniami w sekrecji hormo-
nów p³ciowych, dojrzewania pêcherzyków jajniko-
wych i przebiegu cyklu rujowego (22). U krów nara-
¿onych na stres cieplny dochodzi do pogorszenia ja-
ko�ci oocytów oraz wzrostu �miertelno�ci zarodkowej
(3, 4, 27). Nale¿y podkre�liæ jednak, ¿e porównywa-
nie procesów zachodz¹cych w komórkach zarodków
rozwijaj¹cych siê in vivo oraz w warunkach laborato-
ryjnych jest niemo¿liwe. Obserwuje siê znacz¹ce ró¿-
nice w ekspresji genów wa¿nych w procesie rozwoju
w zarodkach hodowanych in vitro oraz in vivo (12).
Porównano grupê sze�ciu markerów genowych zaan-
ga¿owanych w kompakcjê, metabolizm, podatno�ci na
stres oraz przetwarzanie RNA w blastocystach bydlê-
cych rozwijaj¹cych siê in vivo oraz produkowanych in
vitro. Ekspresja trzech spo�ród badanych genów (trans-
portera glukozy 1, desmocollin 2 oraz plakophilin) by³a

znacz¹co wy¿sza w zarodkach rozwijaj¹cych siê in vivo
w porównaniu do zarodków hodowanych in vitro. Po-
dobnych ró¿nic nie stwierdzono natomiast w ekspre-
sji genów bia³ka szoku cieplnego 70.1, E-kadheryny
oraz poly(A) polimerazy (12). Rozwój zarodków in
vitro, w okre�lonych po¿ywkach i warunkach inkuba-
cji przebiega odmiennie od analogicznych procesów
zachodz¹cych w jajowodach i macicy. Pe³ne odtwo-
rzenie specyficznego �rodowiska macicznego oraz
subtelnych biochemicznych i fizjologicznych zale¿no�-
ci istniej¹cych pomiêdzy organizmem matki a zarod-
kiem w warunkach stresu cieplnego nie zawsze jest
mo¿liwe. W niniejszym opracowaniu przedstawiono
skutki stresu cieplnego w odniesieniu do zarodków
byd³a hodowanych in vitro i eksponowanych na dzia-
³anie podwy¿szonej temperatury otoczenia we wczes-
nym okresie przedimplantacyjnym.

Stadium rozwoju zarodków
Przedimplantacyjny rozwój zarodkowy jest dyna-

micznym procesem, który obejmuje takie etapy, jak:
namna¿anie komórek, ich ró¿nicowanie i �mieræ. Pro-
cesy te s¹ �ci�le regulowane przez sygna³y wymienia-
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ne pomiêdzy zarodkiem i �rodowiskiem matczynym.
Przypuszcza siê, ¿e w efekcie dzia³ania podwy¿szo-
nej temperatury otoczenia w warunkach in vivo, zabu-
rzona zostaje synteza PGE

2
, w konsekwencji nasile-

niu ulegaj¹ reakcje immunologiczne maj¹ce na celu
eliminacjê zarodka (27). U prze¿uwaczy, podczas
wczesnej ci¹¿y zarodek wytwarza interferon t (IFN-t),
który przez oddzia³ywanie na receptory endometrial-
ne hamuje wydzielanie hormonu luteolitycznego i za-
pewnia dalsz¹ sekrecjê progesteronu niezbêdn¹ do
utrzymania ci¹¿y. Wydaje siê, ¿e w warunkach stresu
cieplnego �mieræ zarodków mo¿e byæ spowodowana
zaburzeniami w przebiegu hormonalnej wymiany syg-
na³ów pomiêdzy �rodowiskiem matczynym a zarod-
kiem (3, 27). Brak jest jednak bli¿szych danych od-
no�nie do ekspresji genu odpowiedzialnego za sekre-
cjê interferonu t oraz wytwarzania tej cytokiny przez
kilkukomórkowe zarodki nara¿one na stres cieplny
w warunkach in vitro.

Ekspozycja zarodków na dzia³anie podwy¿szonej
temperatury jest tak¿e bod�cem do powstawania w ich
komórkach HSP 70 � bia³ek szoku gor¹ca (heat shock
protein). Proteina ta posiada przypuszczalnie zdolno�æ
odbudowy uszkodzonych bia³ek oraz ochrony RNA
zarodków podczas stresu termicznego (6). Wed³ug
wiêkszo�ci autorów, zarodek nabywa zdolno�æ do syn-
tezy HSP 70 dopiero w momencie aktywacji w³asne-
go genomu, przy czym najwcze�niej obecno�æ tego
bia³ka obserwowano w zarodkach 8-komórkowych (6).
Zarodki we wczesnym stadium rozwoju (2-4 komór-
kowym) s¹ najbardziej nara¿one na uszkodzenia spo-
wodowane podwy¿szon¹ temperatur¹, poniewa¿ w tym
okresie wiêkszo�æ genów zarodkowych pozostaje nie-
aktywna (6, 13, 17, 20). Z innych badañ wynika jed-
nak, ¿e pod wp³ywem ostrego stresu cieplnego (42°C)
do syntezy HSP 70 zdolne s¹ równie¿ zarodki 2-ko-
mórkowe (4, 6). Ekspozycja dwukomórkowych zarod-
ków na temperaturê 41°C spowodowa³a równie¿
wzrost odsetka skondensowanych j¹der z 4,5% do
21,8% odpowiednio w grupie kontrolnej i do�wiad-
czalnej. Stres cieplny spowodowa³ zablokowanie roz-
woju zarodków w stadium 8-komórkowym. Swój roz-
wój do stadium > 8-komórkowego kontynuowa³o je-
dynie 25% zarodków w porównaniu do 67% zarod-
ków w grupie kontrolnej. O zablokowaniu rozwoju
dopiero w stadium 8-komórkowym mo¿e �wiadczyæ
wysoki odsetek zarodków rozwijaj¹cych siê do stadium
2- oraz 4-komórkowego (odpowiednio w grupie kon-
trolnej i do�wiadczalnej 100% i 98% oraz 98% i 96%)
(23).

Rolê mechanizmu kontroli, którego celem jest eli-
minacja uszkodzonych morfologicznie lub funkcjonal-
nie komórek odgrywa we wczesnym stadium rozwoju
zarodka apoptoza (2, 21). Zmiany apoptotyczne s¹ tak-
¿e jednym z mierzalnych skutków ekspozycji zarod-
ków na podwy¿szon¹ temperaturê. Najbardziej popu-
larn¹ metod¹ wykrywania uszkodzeñ powsta³ych m.in.
pod wp³ywem dzia³ania wysokiej temperatury w za-

rodkach jest TUNEL (TdT-mediated deoxyuridine tri-
phosphate-biotin/digoxygenin nick end-labeling) (30).

Rycina 1 ukazuje obraz z mikroskopu konfokalne-
go przedstawiaj¹cy apoptozê w 7-dniowych zarodkach
byd³a. Komórki martwe (apoptotyczne) daj¹ce pozy-
tywny wynik reakcji TUNEL, zabarwiaj¹ siê na kolor
zielony, natomiast komórki ¿ywe (proliferuj¹ce), bar-
wione jodkiem propidyny przyjmuj¹ zabarwienie czer-
wone (11, 16). Wynikiem reakcji TUNEL jest mikro-
skopowy obraz zarodka z wyra�nie zaznaczonymi
miejscami degeneracji.

Zarodki we wczesnym stadium rozwoju (2-4-komór-
kowe), nie posiadaj¹ce jeszcze zdolno�ci do akty-
wacji mechanizmów apoptotycznych zamieraj¹ (21).
Rycina 2 przedstawia zale¿no�æ pomiêdzy stadium roz-
woju zarodków eksponowanych na dzia³anie podwy¿-

Ryc. 1. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiaj¹cy
apoptozê w 7-dniowych zarodkach (10)
Obja�nienia: Chromatyna � obszar wybarwiony na czerwono przy
pomocy jodku propidyny (PI), zdegenerowane j¹dra apoptotycz-
ne � obszary wybarwione na zielono (pozytywny wynik reakcji
TUNEL); A � morula z jednym skondensowanym j¹drem apop-
totycznym; B � morula z kilkunastoma j¹drami apoptotycznymi;
C, D � blastocysta z wieloma apoptotycznymi, skondensowany-
mi i pofragmentowanymi j¹drami; E � blastocysta z apoptotycz-
nymi j¹drami tylko w wewnêtrznej masie komórek (Inter Cell
Mass � ICM); F � blastocysta, na której lini¹ oddzielono ICM
w celu u³atwienia liczenia j¹der
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szonej temperatury a liczb¹ wszystkich komórek pra-
wid³owych oraz liczb¹ komórek apoptotycznych, po-
wsta³ych na skutek dzia³ania podwy¿szonej tempera-
tury. Po 9-godzinnej ekspozycji zarodków w stadium
2- i 4-komórkowym na temperaturê 41°C obserwuje
siê istotne zmniejszenie liczby komórek zarodka, jed-
nak zjawisku temu nie towarzyszy wzrost liczby ko-
mórek apoptotycznych (4, 5). Fakt ten wydaje siê wska-
zywaæ, ¿e zamieranie zarodków we wczesnych sta-
diach rozwoju w efekcie dzia³ania podwy¿szonej tem-
peratury mo¿e mieæ charakter procesu nekrotycznego.

Skutki dzia³ania stresu termicznego s¹ istotnie
mniejsze w bardziej zaawansowanym stadium rozwo-
ju zarodków. Jak wynika z niektórych badañ, ³ 8-ko-
mórkowy zarodek posiada ju¿ dobrze wykszta³cone
mechanizmy aktywacji apoptozy, w zwi¹zku z tym
uszkodzone komórki ulegaj¹ selektywnej i kontrolo-
wanej eliminacji, z pominiêciem przebiegaj¹cej w nie-
kontrolowany sposób uogólnionej nekrozy. Je�li uszko-
dzenie dotyczy niewielkiej liczby komórek zarodka,
to jest on zdolny do kontynuacji swego rozwoju (17).

Wysoko�æ temperatury i czas ekspozycji
W wielu badaniach przedstawiano wp³yw ró¿nego

czasu ekspozycji oraz wysoko�ci temperatury na roz-
wój zarodków we wczesnym stadium przedimplanta-
cyjnym (1, 4, 5, 21, 38). Modele do�wiadczalne obej-

mowa³y ocenê rozwoju, w warunkach in vitro, zarod-
ków nara¿onych na dzia³anie podwy¿szonej tempera-
tury zarówno sta³ej, jak i zmiennej (5, 21, 25, 27, 28).

W badaniach wp³ywu podwy¿szonej sta³ej tempe-
ratury na rozwój zarodków w warunkach in vitro po-
równywano trzy zakresy temperatur sta³ych: 38,5°C �
typow¹ dla ciep³oty wewnêtrznej byd³a, 41°C � cha-
rakterystyczn¹ dla ³agodnego stresu cieplnego oraz
43°C � temperaturê tzw. ostrego stresu cieplnego (27).
Po ekspozycji na dzia³anie temperatury 39°C i 41°C
odsetek zarodków kontynuuj¹cych rozwój do stadium
³ 16-komórkowego znacznie siê zmniejszy³ i wyno-
si³ odpowiednio 31,4% i 12,2% (5). Rycina 3 przed-
stawia nasilenie apoptozy w 16-komórkowych zarod-
kach byd³a eksponowanych na dzia³anie podwy¿szo-
nej temperatury. Dziewiêciogodzinna ekspozycja 16-
-komórkowych zarodków na sta³¹ temperaturê 41°C
oraz 42°C doprowadzi³a do wzrostu odsetka komórek
apoptotycznych z 8,1% w kontrolnej grupie zarodków
hodowanej w temp. 38,5°C do odpowiednio 16,0%
oraz 17,3% (21).

Rycina 4 ilustruje zale¿no�æ pomiêdzy d³ugo�ci¹
czasu ekspozycji na podwy¿szon¹ temperaturê a nasi-
leniem apoptozy w 16-komórkowych zarodkach byd-
³a. Reakcjê TUNEL przeprowadzono w 5. dniu po in-

Ryc. 2. Zale¿no�æ pomiêdzy stadium rozwoju zarodków eks-
ponowanych na dzia³anie podwy¿szonej temperatury a licz-
b¹ wszystkich komórek prawid³owych oraz liczb¹ komórek
apoptotycznych powsta³ych na skutek dzia³ania podwy¿szo-
nej temperatury (20)
Obja�nienia: Grupa kontrolna � zarodki hodowane w temperatu-
rze 38,5°C; grupa eksperymentalna zarodki eksponowane na dzia-
³anie podwy¿szonej temperatury (40-41°C).

Ryc. 3. Nasilenie apoptozy w 16-komórkowych zarodkach
byd³a eksponowanych na dzia³anie podwy¿szonej tempera-
tury (20)

Ryc. 4. Zale¿no�æ pomiêdzy d³ugo�ci¹ czasu ekspozycji na
podwy¿szon¹ temperaturê a nasileniem apoptozy w 16-ko-
mórkowych zarodkach byd³a (20)
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seminacji, tj. 24 godziny po rozpoczêciu ekspozycji
zarodków na podwy¿szon¹ temperaturê. Eksperyment
przeprowadzono 4-krotnie, u¿ywaj¹c grup z³o¿onych
ka¿dorazowo z 30-70 zarodków. Grupê kontroln¹ sta-
nowi³y 16-komórkowe zarodki hodowane przez 24
godziny w temperaturze 38,5°C. Tak¿e w tym przy-
padku ekspozycja zarodków na dzia³anie temperatu-
ry: 40°C oraz 41°C spowodowa³a wzrost odsetka ko-
mórek apoptotycznych z 5,7% w grupie kontrolnej do
odpowiednio 17,5% oraz 26,3% (21).

W nielicznych badaniach zarodki poddawano wp³y-
wowi podwy¿szonej, zmiennej temperatury. Kontrol-
n¹ grupê zarodków hodowano w temperaturze 39°C
przez 144 godziny. Temperatura, na jak¹ eksponowa-
no zarodki z grupy eksperymentalnej wynosi³a pocz¹t-
kowo 39,5°C, a nastêpnie � podczas 8 godzin � by³a
stopniowo podwy¿szana o 0,19°C a¿ do osi¹gniêcia
warto�ci 41°C. Nastêpnie stopniowo j¹ obni¿ono
i utrzymywano przez 12 godzin na poziomie 40,5°C.
Hodowlê zakoñczono 12-godzin¹ inkubacj¹ w temp.
40°C. Ekspozycjê wed³ug identycznego schematu prze-
prowadzono 2-krotnie, a nastêpnie zarodki umieszczo-
no w temperaturze 39°C na 96 godzin. Odsetek zarod-
ków, które rozwinê³y siê do stadium ³ 8-komórko-
wego wyniós³ po 72 godzinach 2% w porównaniu do
28,4% zarodków osi¹gaj¹cych to samo stadium roz-
woju w grupie kontrolnej. Po 144 godzinach hodowli
odsetek zarodków, które rozwinê³y siê do stadium
³ 8-komórkowego wyniós³ w grupie do�wiadczalnej
0,9% w porównaniu do 12,3% w grupie kontrolnej
(28). Pod wp³ywem podwy¿szonej, temperatury do-
chodzi³o równie¿ do zmian w ultrastrukturze i morfo-
logii komórek zarodków (25).

Stê¿enie tlenu i CO2 w �rodowisku hodowlanym
W warunkach hodowli in vitro wzrost temperatury

powoduje spadek stê¿enia CO
2
 oraz obni¿enie pH po-

¿ywki hodowlanej (25). Pod wp³ywem podwy¿szonej
temperatury podobne zmiany maj¹ tak¿e miejsce w �ro-
dowisku macicznym. W warunkach in vitro wzrost
stê¿enia CO

2
 powoduje wzrost liczby prze¿ywaj¹cych

i prawid³owo rozwijaj¹cych siê zarodków (27). Na
prze¿ywalno�æ zarodków nara¿onych na stres cieplny
w warunkach laboratoryjnych znacz¹co wp³ywa nie
tylko stê¿enie CO

2
 ale tak¿e koncentracja tlenu (24).

Przy 5% stê¿eniu tlenu w po¿ywce hodowlanej eks-
pozycja zarodków na umiarkowany stres cieplny (38,5-
-41°C) powodowa³a �mieræ 39,5% zarodków, podczas
gdy zwiêkszenie zawarto�ci tlenu do 20,95% zmniej-
sza³o odsetek zamieraj¹cych zarodków do 26,5% (24).
W innych badaniach nie odnotowano znacz¹cego wp³y-
wu stresu cieplnego na stê¿enie tlenu na zewn¹trz oraz
wewn¹trz os³onki przejrzystej. Natomiast zu¿ycie tle-
nu, obliczone na postawie ró¿nicy jego stê¿enia na
zewn¹trz oraz wewn¹trz os³onki przejrzystej, zmala³o
pod wp³ywem temperatury 41°C z 25,58% do 12,25%
odpowiednio w grupie kontrolnej i do�wiadczalnej
(23).

Ró¿nice rasowe a wra¿liwo�æ na stres termiczny
Zagadnienie wra¿liwo�ci zarodków na stres termicz-

ny jest znacznie mniej poznane w odniesieniu do ras
byd³a wykazuj¹cych wysok¹ tolerancjê termiczn¹ (20).
W celu porównania stopnia wra¿liwo�ci na stres ter-
miczny zarodków krów o wysokiej oraz niskiej tole-
rancji termicznej zarodki krów ras brahman, senepol,
holstein i angus eksponowano na temperaturê 41°C
przez 6 godzin. Zahamowanie rozwoju oraz zmniej-
szenie ca³kowitej liczby komórek zarodków stwierdzo-
no u wszystkich badanych ras. Rycina 5 przedstawia
wp³yw stresu termicznego na rozwój zarodków byd³a
w zale¿no�ci od rasy krów. Ujemny wp³yw podwy¿-
szonej temperatury by³ znacznie wiêkszy w odniesie-
niu do zarodków krów holstein i angus ni¿ brahman.
Rozwój zarodków rasy senepol w warunkach hodowli
in vitro by³ bardzo s³aby nawet w temperaturze 38,5°C,
dlatego ocena skutków ekspozycji na podwy¿szon¹
temperaturê nie by³a mo¿liwa (20). Negatywne efekty
ekspozycji na podwy¿szon¹ temperaturê (41°C przez
6 godzin) badano równie¿ w odniesieniu do zarodków
ras brahman, romosinuano oraz angus (8). Najwiêk-
sz¹ ró¿nicê pomiêdzy odsetkiem zarodków rozwijaj¹-
cych siê do stadium bastocysty w grupach kontrolnej
i eksperymentalnej zanotowano w przypadku krów rasy
angus. Podczas hodowli w temperaturze 38,5° odse-
tek ten wyniós³ 30,5%, natomiast po hodowli w tem-
peraturze 41°C uzyskiwano jedynie 4,8% blastocyst.
Najwy¿sz¹ oporno�æ na dzia³anie podwy¿szonej tem-
peratury wykaza³y zarodki krów rasy romosinuano.
W wyniku hodowli zarodków > 8-komórkowych
w temperaturze 38,5°C rozwój do stadium blastocys-
ty kontynuowa³o 27,5% zarodków, natomiast w tem-
peraturze 41°C odsetek ten wyniós³ 17,8% (8). Praw-
dopodobnie krowy ras hodowanych w klimacie gor¹-
cym (brahman, senepol, romosinuano) posiadaj¹ gen
kontroluj¹cy wra¿liwo�æ komórek na stres termiczny,
dziêki któremu ich zarodki wykazuj¹ naturalnie wy¿-
sz¹ odporno�æ na dzia³anie podwy¿szonej temperatu-

Ryc. 5. Wp³yw stresu termicznego na rozwój zarodków byd³a
w zale¿no�ci od rasy krów (18)
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ry (20). Podobnej zale¿no�ci nie stwierdzono w od-
niesieniu do 2-4 komórkowych zarodków rasy brah-
man, gdy¿ geny odpowiedzialne za termotolerancjê
ulegaj¹ ekspresji najwcze�niej w stadium 8-komórko-
wym (14).

Wp³yw podwy¿szonej temperatury
na cytoszkielet komórek zarodków

Kluczow¹ rolê w rozwoju zarodków oraz podzia-
³ach ich komórek odgrywa cytoszkielet (26). Jest to
kompleks w³ókien bia³kowych rozci¹gniêtych w cy-
toplazmie, koordynuj¹cy jej strukturê oraz ruchy. Cy-
toszkielet jest wysoce dynamiczn¹ struktur¹, która
nadaje komórce formê trójwymiarow¹, kontroluje jej
kszta³t, jak równie¿ przemieszczanie siê organelli i se-
gregacjê chromosomów. Cytoszkielet zbudowany jest
z trzech typów w³ókien bia³kowych, którymi s¹: mi-
krofilamenty (zbudowane z aktyny), mikrotubule (zbu-
dowane z tubuliny) oraz filamenty po�rednie. Elementy
cytoszkieletu s¹ bardzo wra¿liwe na uszkodzenia spo-
wodowane szokiem termicznym (26). W nielicznych
badaniach oceniano wp³yw podwy¿szonej temperatu-
ry na zmiany cytoszkieletu podczas mejozy zachodz¹-
cej w oocytach oraz podczas zap³odnienia i formowa-
nia zygoty. W oocytach nara¿onych na dzia³anie ³a-
godnego stresu termicznego (40-41°C) zaobserwo-
wano zahamowanie mejozy w stadium metafazy I,
anafazy I lub telofazy I, podczas gdy oocyty grupy
kontrolnej nie nara¿onej na stres cieplny znajdowa³y
siê w fazie metafazy II. Oocyty z grupy eksperymen-
talnej nie zosta³y zap³odnione, wzglêdnie nieprawid³o-
wo przebiega³ proces formowania zygoty (26). Ryci-
na 6 ilustruje anomalie kszta³tu oraz zmiany po³o¿e-
nia organelli w komórkach zarodków zwi¹zane
z uszkodzeniem struktur cytoszkieletu pod wp³ywem
dzia³ania podwy¿szonej temperatury. Zmiany te i za-
burzenia � m.in. ruch organelli do centrum blastome-
ru, powiêkszenie odleg³o�ci pomiêdzy b³onami j¹dro-
wymi � mo¿na obserwowaæ przy pomocy mikroskopu
�wietlnego lub elektronowego (25).

Zapobieganie uszkodzeniom zarodków
w warunkach in vitro

Zdolno�æ do prze¿ycia zarodka nara¿onego na dzia-
³anie stresu cieplnego zwiêksza indukowana termoto-
lerancja (1, 10, 21). W odpowiedzi na podwy¿szon¹
temperaturê otoczenia komórki zarodka produkuj¹
zwiêkszon¹ ilo�æ bia³ek szoku gor¹ca (HSP � Heat
Shock Protein) oraz antyoksydantów (np. glutationu).
Wydaje siê, ¿e ekspozycja zarodków na ³agodny stres
cieplny (39-40°C) jest bod�cem do wytworzenia sub-
stancji uodparniaj¹cych komórki zarodka na dzia³anie
pó�niejszego, ostrego szoku termicznego (6). W wa-
runkach hodowli in vitro istnieje mo¿liwo�æ ochrony
komórek zarodka przed uszkodzeniami spowodowa-
nymi podwy¿szon¹ temperatur¹ przez dodawanie do
po¿ywki hodowlanej substancji ochronnych. Stres
cieplny oddzia³uj¹cy na komórkach zarodków powo-

duje dysfunkcjê mitochondriów oraz aktywacjê enzy-
mów odpowiedzialnych za powstawanie wolnych rod-
ników. Rezultatem 6-godzinnej ekspozycji 2-komór-
kowych zarodków bydlêcych na temperaturê 41°C by³
obrzêk mitochondriów spowodowany obni¿eniem po-
tencja³u b³on tych organelli. W wyniku zaburzenia
funkcji b³on mitochondrialnych w komórkach zarod-
ków wzrasta³ poziom wapnia, a reaktywne formy tlenu
powodowa³y otwarcie kana³ów b³onowych. Zachodzi³a
równie¿ fosforylacja oksydacyjna blokuj¹ca syntezê
ATP (adenosine triphosphate) w mitochondriach (23).
Stwierdzono, ¿e dodanie antyoksydantów do po¿ywki
hodowlanej neutralizuje wole rodniki i zapobiega
uszkodzeniom zarodków (5, 10, 25). Nowsze badania
nie potwierdzaj¹ jednak takiego dzia³ania antyoksy-
dantów. Dodanie do po¿ywki hodowlanej 100 µM
witaminy E nie spowodowa³o zmniejszenia odsetka
uszkodzonych zarodków. Po 9-godzinnej ekspozycji
na temperaturê 41°C rozwój zarodków do stadium
blastocysty obni¿y³ siê z 51,2% do 3,4% w grupie kon-
trolnej oraz z 54% do 5,2% w hodowli z dodatkiem

Ryc. 6. Anomalie kszta³tu oraz zmiany po³o¿enia organelli
w komórkach zarodków zwi¹zane z uszkodzeniem struktur
cytoszkieletu pod wp³ywem dzia³ania podwy¿szonej tempe-
ratury (24)
Obja�nienia: Preparaty ogl¹dane w mikroskopie �wietlnym (zdjê-
cia A, C, E) barwione przy u¿yciu b³êkitu toluidynowego oraz
ogl¹dane w mikroskopie elektronowym (zdjêcia B, D, F). Zarod-
ki by³y hodowane przez 6 godzin w temperaturze 38°C (A i B),
41,0°C (C i D) oraz 43°C (E i F). Strza³ki wskazuj¹ obszary cyto-
plazmy pozbawione organelli. ZP � zona pellucida, PVS � prze-
strzeñ periwitelinowa, N � j¹dro, mv � mikrow³ókna



Medycyna Wet. 2007, 63 (1)28

witaminy E (19). Równie¿ podanie antyoksydantów
krowom nara¿onym na stres cieplny nie przeciwdzia-
³a³a �mierci zarodków (9). Niewykluczone, ¿e metod¹
hamowania apoptozy w du¿ej liczbie komórek zarod-
ka, jest uzupe³nianie po¿ywki hodowlanej o insulino-
zale¿ny czynnik wzrostu (IGF-I Insulin Growth Fac-
tor) (16). Zwi¹zek ten wykazuje silne dzia³anie anty-
apoptotyczne i mitogeniczne. Dodatek IGF-I do ho-
dowli zarodków w stadium blastuli spowodowa³ znacz-
n¹ redukcjê blastomerów TUNEL pozytywnych (apop-
totycznych) z 5% w grupie kontrolnej (hodowanej bez
dodatku IGF-I) do 2,5% w grupie hodowanej w po-
¿ywce z dodatkiem IGF-I (16). Dzia³anie ochronne
wobec zarodków eksponowanych na podwy¿szon¹
temperaturê wywiera tak¿e rekombinowany bydlêcy
hormon wzrostu � GH (rbGH) (13). W celu wykaza-
nia wp³ywu GH na czêsto�æ wystêpowania apoptozy
w zarodkach bydlêcych oceniono odsetek 8-dniowych
zarodków, w których pojawi³a siê przynajmniej jedna
komórka apoptotyczna. W przypadku hodowli prowa-
dzonej bez dodatku GH odsetek ten wynosi³ 58%, na-
tomiast w wyniku dodania GH do po¿ywki hodowla-
nej apoptoza wyst¹pi³a w komórkach 21% zarodków
(13). Jak wynika z przegl¹du pi�miennictwa, negatyw-
ny wp³yw wysokich temperatur na rozwój i prze¿y-
walno�æ zarodków bydlêcych we wczesnym okresie
przedimplantacyjnym jest niew¹tpliwy. Biologiczne
mechanizmy odpowiedzialne za reakcjê zarodka na
dzia³anie wysokiej temperatury nie zosta³y jednak
w pe³ni poznane. Czê�æ z nich próbuje siê obecnie wy-
ja�niaæ w oparciu o badania przeprowadzane w wa-
runkach laboratoryjnych.
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