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Influence of heat shock on the development of bovine embryos in the early preimplantation stage

Summary

This article presents the results of thermal stress on embryos exposed to heat stress during early preim-
plantation stage. The repercussions of heat stress are, among others, uterus hyperthermia, the inhibition of
embryonic development and death. It seems that embryos are most frequently endangered or damaged by
heat shock the early stage of development (2-4 cells), because during this period most embrionic genes remain
inactive. Embryos at a more advanced stage of development are able to activate a range of mechanisms in
order to protect embryonic cells against the destructive influence of heat shock. One of the defensive reactions
activated by embryos is the increased secretion of antioxidants and HSP; i.e. Heat Shock Proteins. Apoptosis
is a natural process activated as a response to heat shock, eliminating the damaged cells. Consequently, some
embryos at the stage of = 8 cells have developed mechanisms responsible for activating apoptosis, thus
damaged cells go under selective and controlled elimination with omitting general necrosis. If damage con-
cern a small number of embryonic cells, the embryo is still able to continue its development. Subtle biological
mechanisms responsible for embryonic reaction to heat shock are still unknown. There are attempts to
explain a part of them of through laboratory research.
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Ujemny wptyw podwyzszonej temperatury otocze-
nia na ptodnos¢ kréw jest zjawiskiem znanym 1 opisy-
wanym w wielu publikacjach (9, 22). W warunkach
klimatu subtropikalnego 1 tropikalnego, a takze latem
w strefie klimatu umiarkowanego wywotuje przejscio-
wy spadek ptodnosci, przejawiajacy si¢ obnizeniem
zapladnialno$ci oraz zaburzeniami w sekrecji hormo-
néw plciowych, dojrzewania pecherzykow jajniko-
wych 1 przebiegu cyklu rujowego (22). U krow nara-
zonych na stres cieplny dochodzi do pogorszenia ja-
ko$ci oocytow oraz wzrostu $miertelnosci zarodkowej
(3, 4, 27). Nalezy podkresli¢ jednak, ze poréwnywa-
nie procesOw zachodzacych w komorkach zarodkow
rozwijajacych si¢ in vivo oraz w warunkach laborato-
ryjnych jest niemozliwe. Obserwuje sig znaczace roz-
nice w ekspresji genow waznych w procesie rozwoju
w zarodkach hodowanych in vitro oraz in vivo (12).
Poréwnano grupe szesciu markeréw genowych zaan-
gazowanych w kompakcje, metabolizm, podatnosci na
stres oraz przetwarzanie RNA w blastocystach bydlg-
cych rozwijajacych sig in vivo oraz produkowanych in
vitro. Ekspresja trzech sposrod badanych gendéw (trans-
portera glukozy 1, desmocollin 2 oraz plakophilin) byta

znaczaco wyzsza w zarodkach rozwijajacych sig in vivo
w porownaniu do zarodkéw hodowanych in vitro. Po-
dobnych roznic nie stwierdzono natomiast w ekspre-
sji genoéw bialka szoku cieplnego 70.1, E-kadheryny
oraz poly(A) polimerazy (12). Rozw0j zarodkow in
vitro, w okreslonych pozywkach i warunkach inkuba-
cji przebiega odmiennie od analogicznych procesow
zachodzacych w jajowodach i macicy. Pelne odtwo-
rzenie specyficznego Srodowiska macicznego oraz
subtelnych biochemicznych i fizjologicznych zaleznos-
ci istniejacych pomiedzy organizmem matki a zarod-
kiem w warunkach stresu cieplnego nie zawsze jest
mozliwe. W niniejszym opracowaniu przedstawiono
skutki stresu cieplnego w odniesieniu do zarodkow
bydta hodowanych in vitro 1 eksponowanych na dzia-
tanie podwyzszonej temperatury otoczenia we wczes-
nym okresie przedimplantacyjnym.

Stadium rozwoju zarodkow

Przedimplantacyjny rozwoj zarodkowy jest dyna-
micznym procesem, ktory obejmuje takie etapy, jak:
namnazanie komorek, ich réznicowanie i Smier¢. Pro-
cesy te sa $cisle regulowane przez sygnaly wymienia-
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ne pomigdzy zarodkiem i §rodowiskiem matczynym.
Przypuszcza si¢, ze w efekcie dziatania podwyzszo-
nej temperatury otoczenia w warunkach in vivo, zabu-
rzona zostaje synteza PGE,, w konsekwencji nasﬂe-
niu ulegaja reakcje 1mmun010glczne majace na celu
eliminacj¢ zarodka (27). U przezuwaczy, podczas
wczesnej ciazy zarodek wytwarza interferon 7 (IFN-7),
ktéry przez oddziatywanie na receptory endometrial-
ne hamuje wydzielanie hormonu luteolitycznego i za-
pewnia dalsza sekrecje progesteronu niezbedna do
utrzymanla 01qzy Wydaje si¢, ze w warunkach stresu
cieplnego $mier¢ zarodkéw moze by¢ spowodowana
zaburzeniami w przebiegu hormonalnej wymiany syg-
naléw pomiegdzy Srodowiskiem matczynym a zarod-
kiem (3, 27). Brak jest jednak blizszych danych od-
nos$nie do ekspresji genu odpowiedzialnego za sekre-
cj¢ interferonu 7 oraz wytwarzania tej cytokiny przez
kilkukomorkowe zarodki narazone na stres cieplny
w warunkach in vitro.

Ekspozycja zarodkéw na dziatanie podwyzszonej
temperatury jest takze bodZcem do powstawania w ich
komorkach HSP 70 — biatek szoku goraca (heat shock
protein). Proteina ta posiada przypuszczalnie zdolno$¢
odbudowy uszkodzonych biatek oraz ochrony RNA
zarodkow podczas stresu termicznego (6). Wedtug
wigkszos$ci autorow, zarodek nabywa zdolno$¢ do syn-
tezy HSP 70 dopiero w momencie aktywacji wtasne-
g0 genomu, przy czym najwczesniej obecnos¢ tego
biatka obserwowano w zarodkach 8-komoérkowych (6).
Zarodki we wczesnym stadium rozwoju (2-4 komor-
kowym) sa najbardziej narazone na uszkodzenia spo-
wodowane podwyzszona temperatura, poniewaz w tym
okresie wigkszo$¢ gendw zarodkowych pozostaje nie-
aktywna (6, 13, 17, 20). Z innych badan wynika jed-
nak, ze pod wptywem ostrego stresu cieplnego (42°C)
do syntezy HSP 70 zdolne sa réwniez zarodki 2-ko-
morkowe (4, 6). Ekspozycja dwukomoérkowych zarod-
kow na temperature 41°C spowodowata rowniez
wzrost odsetka skondensowanych jader z 4,5% do
21,8% odpowiednio w grupie kontrolnej i doswiad-
czalnej. Stres cieplny spowodowat zablokowanie roz-
woju zarodkoéw w stadium 8-komoérkowym. Swoj roz-
woj do stadium > 8-komoérkowego kontynuowato je-
dynie 25% zarodkéw w pordéwnaniu do 67% zarod-
kéw w grupie kontrolnej. O zablokowaniu rozwoju
dopiero w stadium 8-komoérkowym moze swiadczy¢
wysoki odsetek zarodkéw rozwijajacych sig do stadium
2- oraz 4-komoérkowego (odpowiednio w grupie kon-
trolnej i doswiadczalnej 100% 1 98% oraz 98% 1 96%)
(23).

Role mechanizmu kontroli, ktorego celem jest eli-
minacja uszkodzonych morfologicznie lub funkcjonal-
nie komorek odgrywa we wczesnym stadium rozwoju
zarodka apoptoza (2, 21). Zmiany apoptotyczne sa tak-
ze jednym z mierzalnych skutkéw ekspozycji zarod-
kéw na podwyzszong temperature. Najbardziej popu-
larna metoda wykrywania uszkodzen powstalych m.in.
pod wptywem dziatania wysokiej temperatury w za-
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Ryec. 1. Obraz z mikroskopu konfokalnego przedstawiajacy
apoptoze w 7-dniowych zarodkach (10)

Objasnienia: Chromatyna — obszar wybarwiony na czerwono przy
pomocy jodku propidyny (PI), zdegenerowane jadra apoptotycz-
ne — obszary wybarwione na zielono (pozytywny wynik reakcji
TUNEL); A — morula z jednym skondensowanym jadrem apop-
totycznym; B — morula z kilkunastoma jadrami apoptotycznymi;
C, D —blastocysta z wieloma apoptotycznymi, skondensowany-
mi i pofragmentowanymi jadrami; E — blastocysta z apoptotycz-
nymi jadrami tylko w wewngtrznej masie komorek (Inter Cell
Mass — ICM); F — blastocysta, na ktorej linia oddzielono ICM
w celu utatwienia liczenia jader

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

Rycina 1 ukazuje obraz z mikroskopu konfokalne-
go przedstawiajacy apoptoze w 7-dniowych zarodkach
bydta. Komorki martwe (apoptotyczne) dajace pozy-
tywny wynik reakcji TUNEL, zabarwiaja si¢ na kolor
zielony, natomiast komorki zywe (prollferuj ace), bar-
wione jodkiem propidyny przyjmuja zabarwienie czer-
wone (11, 16). Wynikiem reakcji TUNEL jest mikro-
skopowy obraz zarodka z wyraznie zaznaczonymi
miejscami degeneracji.

Zarodki we wczesnym stadium rozwoju (2-4-komor-
kowe), nie posiadajace jeszcze zdolnosci do akty-
wacji mechanizmow apoptotycznych zamieraja (21).
Rycina 2 przedstawia zalezno$¢ pomigdzy stadium roz-
woju zarodkdw eksponowanych na dziatanie podwyz-
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Ryec. 2. Zalezno$¢ pomiedzy stadium rozwoju zarodkow eks-
ponowanych na dzialanie podwyzZszonej temperatury a licz-
ba wszystkich komorek prawidlowych oraz liczba komérek
apoptotycznych powstalych na skutek dzialania podwyzszo-
nej temperatury (20)

Objasnienia: Grupa kontrolna — zarodki hodowane w temperatu-
rze 38,5°C; grupa eksperymentalna zarodki eksponowane na dzia-
fanie podwyzszonej temperatury (40-41°C).

szonej temperatury a liczba wszystkich komorek pra-
widtowych oraz liczba komorek apoptotycznych, po-
wstatych na skutek dziatania podwyzszonej tempera-
tury. Po 9-godzinnej ekspozycji zarodkow w stadium
2- 1 4-komoérkowym na temperaturg 41°C obserwuje
si¢ istotne zmniejszenie liczby komorek zarodka, jed-
nak zjawisku temu nie towarzyszy wzrost liczby ko-
morek apoptotycznych (4, 5). Fakt ten wydaje si¢ wska-
zywac, ze zamieranie zarodkéw we wczesnych sta-
diach rozwoju w efekcie dziatania podwyzszonej tem-
peratury moze mie¢ charakter procesu nekrotycznego.

Skutki dzialania stresu termicznego sa istotnie
mniejsze w bardziej zaawansowanym stadium rozwo-
ju zarodkow. Jak wynika z niektorych badan, = 8-ko-
moérkowy zarodek posiada juz dobrze wyksztalcone
mechanizmy aktywacji apoptozy, w zwiazku z tym
uszkodzone komorki ulegaja selektywnej i kontrolo-
wanej eliminacji, z pominig¢ciem przebiegajacej w nie-
kontrolowany sposéb uogdlnionej nekrozy. Jesli uszko-
dzenie dotyczy niewielkiej liczby komorek zarodka,
to jest on zdolny do kontynuacji swego rozwoju (17).

Wysokosé temperatury i czas ekspozycji

W wielu badaniach przedstawiano wptyw r6znego
czasu ekspozycji oraz wysoko$ci temperatury na roz-
woj zarodkow we wezesnym stadium przedimplanta-
cyjnym (1, 4, 5, 21, 38). Modele doswiadczalne obej-
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Ryc. 3. Nasilenie apoptozy w 16-komoérkowych zarodkach
bydla eksponowanych na dzialanie podwyzszonej tempera-
tury (20)

mowaly oceng rozwoju, w warunkach in vitro, zarod-
kéw narazonych na dziatanie podwyzszonej tempera-
tury zardwno stalej, jak i zmiennej (5, 21, 25, 27, 28).

W badaniach wptywu podwyzszonej stalej tempe-
ratury na rozwoj zarodkow w warunkach in vitro po-
réwnywano trzy zakresy temperatur statych: 38,5°C —
typowa dla cieptoty wewngtrznej bydta, 41°C — cha-
rakterystyczna dla tagodnego stresu cieplnego oraz
43°C —temperature tzw. ostrego stresu cieplnego (27).
Po ekspozycji na dzialanie temperatury 39°C 1 41°C
odsetek zarodkow kontynou qcych rozwdj do stadium
= 16-komoérkowego znacznie si¢ zmniejszyt 1 wyno-
sit odpowiednio 31,4% 1 12,2% (5). Rycina 3 przed-
stawia nasilenie apoptozy w 16-komoérkowych zarod-
kach bydta eksponowanych na dziatanie podwyzszo-
nej temperatury. Dziewigciogodzinna ekspozycja 16-
-komoérkowych zarodkdéw na stala temperaturg 41°C
oraz 42°C doprowadzita do wzrostu odsetka komorek
apoptotycznych z 8,1% w kontrolnej grupie zarodkdéw
hodowanej w temp. 38,5°C do odpowiednio 16,0%
oraz 17,3% (21).

Rycina 4 ilustruje zalezno$¢ pomigdzy dlugoscia
czasu ekspozycji na podwyzszona temperature a nasi-
leniem apoptozy w 16-komodrkowych zarodkach byd-
ta. Reakcje TUNEL przeprowadzono w 5. dniu po in-
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Ryec. 4. Zalezno$¢ pomiedzy dlugoscia czasu ekspozycji na
podwyzZszona temperature a nasileniem apoptozy w 16-ko-
morkowych zarodkach bydta (20)
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seminacji, tj. 24 godziny po rozpoczeciu ekspozycji
zarodkoéw na podwyzszona temperature. Eksperyment
przeprowadzono 4-krotnie, uzywajac grup ztozonych
kazdorazowo z 30-70 zarodkoéw. Grupe kontrolna sta-
nowily 16-komorkowe zarodki hodowane przez 24
godziny w temperaturze 38,5°C. Takze w tym przy-
padku ekspozycja zarodkéw na dziatanie temperatu-
ry: 40°C oraz 41°C spowodowata wzrost odsetka ko-
morek apoptotycznych z 5,7% w grupie kontrolnej do
odpowiednio 17,5% oraz 26,3% (21).

W nielicznych badaniach zarodki poddawano wpty-
wowi podwyzszonej, zmiennej temperatury. Kontrol-
na grupe zarodkow hodowano w temperaturze 39°C
przez 144 godziny. Temperatura, na jaka eksponowa-
no zarodki z grupy eksperymentalnej wynosita poczat-
kowo 39,5°C, a nastgpnie — podczas 8 godzin — byta
stopniowo podwyzszana o 0,19°C az do osiagnigcia
warto$ci 41°C. Nastgpnie stopniowo ja obnizono
1 utrzymywano przez 12 godzin na poziomie 40,5°C.
Hodowlg zakonczono 12-godzing inkubacja w temp.
40°C. Ekspozycje wedtug identycznego schematu prze-
prowadzono 2-krotnie, a nast¢pnie zarodki umieszczo-
no w temperaturze 39°C na 96 godzin. Odsetek zarod-
koéw, ktore rozwingty si¢ do stadium = 8-komorko-
wego wyniost po 72 godzinach 2% w poréwnaniu do
28,4% zarodkdéw osiagajacych to samo stadium roz-
woju w grupie kontrolnej. Po 144 godzinach hodowli
odsetek zarodkow, ktore rozwingly si¢ do stadium
= 8-komorkowego wyniost w grupie doswiadczalnej
0,9% w pordéwnaniu do 12,3% w grupie kontrolnej
(28). Pod wptywem podwyzszonej, temperatury do-
chodzilo rowniez do zmian w ultrastrukturze i morfo-
logii komérek zarodkow (25).

Stezenie tlenu i CO, w Srodowisku hodowlanym

W warunkach hodowli in vitro wzrost temperatury
powoduje spadek stezenia CO, oraz obnizenie pH po-
zywki hodowlanej (25). Pod wplywem podwyzszonej
temperatury podobne zmiany maja takze miejsce w $ro-
dowisku macicznym. W warunkach in vitro wzrost
stgzenia CO, powoduje wzrost liczby przezywajacych
1 prawidlowo rozwijajacych si¢ zarodkow (27). Na
przezywalno$¢ zarodkow narazonych na stres cieplny
w warunkach laboratoryjnych znaczaco wptywa nie
tylko stezenie CO, ale takze koncentracja tlenu (24).
Przy 5% stezeniu tlenu w pozywce hodowlanej eks-
pozycja zarodkéw na umiarkowany stres cieplny (38,5-
-41°C) powodowata $mier¢ 39,5% zarodkow, podczas
gdy zwigkszenie zawartosci tlenu do 20,95% zmniej-
szato odsetek zamierajacych zarodkow do 26,5% (24).
W innych badaniach nie odnotowano znaczacego wply-
wu stresu cieplnego na stezenie tlenu na zewnatrz oraz
wewnatrz ostonki przejrzystej Natomiast zuzycie tle-
nu, obliczone na postawie réznicy jego stgzenia na
zewnatrz oraz wewnatrz ostonki przejrzystej, zmalalo
pod wptywem temperatury 41°C z 25,58% do 12,25%
odpowiednio w grupie kontrolnej i dosw1adczalne3
(23).
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Ryec. 5. Wplyw stresu termicznego na rozwdj zarodkéow bydla
w zaleznosci od rasy krow (18)

Roznice rasowe a wrazliwo$¢ na stres termiczny

Zagadnienie wrazliwosci zarodkow na stres termicz-
ny jest znacznie mniej poznane w odniesieniu do ras
bydta wykazujacych wysoka tolerancj¢ termiczna (20).
W celu porownania stopnia wrazliwosci na stres ter-
miczny zarodkow krow o wysokiej oraz niskiej tole-
rancji termicznej zarodki krow ras brahman, senepol,
holstein i1 angus eksponowano na temperaturg 41°C
przez 6 godzin. Zahamowanie rozwoju oraz zmniej-
szenie catkowitej liczby komorek zarodkow stwierdzo-
no u wszystkich badanych ras. Rycina 5 przedstawia
wplyw stresu termicznego na rozwoj zarodkéw bydta
w zalezno$ci od rasy krow. Ujemny wplyw podwyz-
szonej temperatury byt znacznie wigkszy w odniesie-
niu do zarodkéw krow holstein i angus niz brahman.
Rozwo6j zarodkoéw rasy senepol w warunkach hodowli
in vitro byl bardzo staby nawet w temperaturze 38,5°C,
dlatego ocena skutkow ekspozycji na podwyzszona
temperaturg nie byta mozliwa (20). Negatywne efekty
ekspozycji na podwyzszona temperature (41°C przez
6 godzin) badano rowniez w odniesieniu do zarodkow
ras brahman, romosinuano oraz angus (8). Najwigk-
sza roznice pomigdzy odsetkiem zarodkdéw rozwijaja-
cych si¢ do stadium bastocysty w grupach kontrolne;j
i eksperymentalnej zanotowano w przypadku krow rasy
angus. Podczas hodowli w temperaturze 38,5° odse-
tek ten wyniost 30,5%, natomiast po hodowli w tem-
peraturze 41°C uzyskiwano jedynie 4,8% blastocyst.
Najwyzsza opornos¢ na dziatanie podwyzszoneJ tem-
peratury wykazaty zarodki krow rasy romosinuano.
W wyniku hodowli zarodkéw > 8-komorkowych
w temperaturze 38,5°C rozwoj do stadium blastocys-
ty kontynuowato 27,5% zarodkow, natomiast w tem-
peraturze 41°C odsetek ten wyniost 17,8% (8). Praw-
dopodobnie krowy ras hodowanych w klimacie gora-
cym (brahman, senepol, romosinuano) posiadaja gen
kontrolujacy wrazliwo$¢ komorek na stres termlczny,
dzigki ktoremu ich zarodki wykazuja naturalnie wyz-
sza odpornos¢ na dzialanie podwyzszonej temperatu-
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ry (20). Podobnej zaleznosci nie stwierdzono w od-
niesieniu do 2-4 komorkowych zarodkow rasy brah-
man, gdyz geny odpowiedzialne za termotolerancje
ulegaja ekspresji najwczesniej w stadium 8-komorko-
wym (14).

Wplyw podwyzszonej temperatury
na cytoszkielet komérek zarodkow

Kluczowa rolg w rozwoju zarodkow oraz podzia-
fach ich komorek odgrywa cytoszkielet (26). Jest to
kompleks wtokien biatkowych rozciagnigtych w cy-
toplazmie, koordynujacy jej strukture oraz ruchy. Cy-
toszkielet jest wysoce dynamiczna struktura, ktora
nadaje komorce formg trojwymiarowa, kontroluje jej
ksztalt, jak rowniez przemieszczanie si¢ organelli i se-
gregacje chromosomow. Cytoszkielet zbudowany jest
z trzech typow wldkien biatkowych, ktorymi sa: mi-
krofilamenty (zbudowane z aktyny), mikrotubule (zbu-
dowane z tubuliny) oraz filamenty posrednie. Elementy
cytoszkieletu sa bardzo wrazliwe na uszkodzenia spo-
wodowane szokiem termicznym (26). W nielicznych
badaniach oceniano wptyw podwyzszonej temperatu-
ry na zmiany cytoszkieletu podczas mejozy zachodza-
cej w oocytach oraz podczas zaptodnienia i formowa-
nia zygoty. W oocytach narazonych na dzialanie ta-
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 narazonej na stres cieplny znajdowatly
si¢ w fazie metafazy II. Oocyty z grupy eksperymen-
talnej nie zostaly zaptodnione, wzglgdnie nieprawidto-
wo przebiegat proces formowania zygoty (26). Ryci-
na 6 ilustruje anomalie ksztaltu oraz zmiany potloze-
nia organelli w komorkach zarodkéw zwigzane
z uszkodzeniem struktur cytoszkieletu pod wptywem
dziatania podwyzszonej temperatury. Zmiany te i za-
burzenia — m.in. ruch organelli do centrum blastome-
ru, powigkszenie odlegtosci pomigdzy btonami jadro-
wymi —mozna obserwowac przy pomocy mikroskopu
swietlnego lub elektronowego (25).

Zapobieganie uszkodzeniom zarodkow
w warunkach in vitro

Zdolno$¢ do przezycia zarodka narazonego na dzia-
tanie stresu cieplnego zwigksza indukowana termoto-
lerancja (1, 10, 21). W odpowiedzi na podwyzszona
temperaturg otoczenia komorki zarodka produkuja
zwigkszona ilo$¢ biatek szoku goraca (HSP — Heat
Shock Protein) oraz antyoksydantow (np. glutationu).
Wydaje sig, ze ekspozycja zarodkéw na tagodny stres
cieplny (39-40°C) jest bodzcem do wytworzenia sub-
stancji uodparniajacych komorki zarodka na dziatanie
pdzniejszego, ostrego szoku termicznego (6). W wa-
runkach hodowli in vitro istnieje mozliwo$¢ ochrony
komorek zarodka przed uszkodzeniami spowodowa-
nymi podwyzszona temperatura przez dodawanie do
pozywki hodowlanej substancji ochronnych. Stres
cieplny oddziatujacy na komoérkach zarodkéw powo-

Ryc. 6. Anomalie ksztaltu oraz zmiany polozenia organelli
w komorkach zarodkéw zwiazane z uszkodzeniem struktur
cytoszkieletu pod wplywem dzialania podwyzszonej tempe-
ratury (24)

Objasnienia: Preparaty ogladane w mikroskopie swietlnym (zdje-
cia A, C, E) barwione przy uzyciu blgkitu toluidynowego oraz
ogladane w mikroskopie elektronowym (zdjecia B, D, F). Zarod-
ki byly hodowane przez 6 godzin w temperaturze 38°C (A i B),
41,0°C (CiD) oraz43°C (E i F). Strzatki wskazuja obszary cyto-
plazmy pozbawione organelli. ZP — zona pellucida, PVS — prze-
strzen periwitelinowa, N — jadro, mv — mikrowtokna

duje dysfunkcje mitochondriow oraz aktywacje enzy-
méw odpowiedzialnych za powstawanie wolnych rod-
nikow. Rezultatem 6-godzinnej ekspozycji 2-komor-
kowych zarodkow bydlgcych na temperaturg 41°C byt
obrzgk mitochondriow spowodowany obnizeniem po-
tencjalu bton tych organelli. W wyniku zaburzenia
funkcji bton mitochondrialnych w komorkach zarod-
kow wzrastat poziom wapnia, a reaktywne formy tlenu
powodowaty otwarcie kanatéw blonowych. Zachodzita
rowniez fosforylacja oksydacyjna blokujaca syntez¢
ATP (adenosine triphosphate) w mitochondriach (23).
Stwierdzono, ze dodanie antyoksydantéw do pozywki
hodowlanej neutralizuje wole rodniki i zapobiega
uszkodzeniom zarodkow (5, 10, 25). Nowsze badania
nie potwierdzaja jednak takiego dziatania antyoksy-
dantow. Dodanie do pozywki hodowlanej 100 uM
witaminy E nie spowodowato zmniejszenia odsetka
uszkodzonych zarodkéw. Po 9-godzinnej ekspozycji
na temperaturg 41°C rozwo6j zarodkéw do stadium
blastocysty obnizyt si¢ z 51,2% do 3,4% w grupie kon-
trolnej oraz z 54% do 5,2% w hodowli z dodatkiem
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witaminy E (19). Rowniez podanie antyoksydantow
krowom narazonym na stres cieplny nie przeciwdzia-
tata $mierci zarodkow (9). Niewykluczone, ze metoda
hamowania apoptozy w duzej liczbie komorek zarod-
ka, jest uzupetnianie pozywki hodowlanej o insulino-
zalezny czynnik wzrostu (IGF-I Insulin Growth Fac-
tor) (16). Zwiazek ten wykazuje silne dzialanie anty-
apoptotyczne i mitogeniczne. Dodatek IGF-I do ho-
dowli zarodkéw w stadium blastuli spowodowat znacz-
na redukcje blastomeréw TUNEL pozytywnych (apop-
totycznych) z 5% w grupie kontrolnej (hodowanej bez
dodatku IGF-I) do 2,5% w grupie hodowanej w po-
zywce z dodatkiem IGF-I (16). Dziatanie ochronne
wobec zarodkéw eksponowanych na podwyzszona
temperatur¢ wywiera takze rekombinowany bydlecy
hormon wzrostu — GH (rbGH) (13). W celu wykaza-
nia wpltywu GH na czgsto$¢ wystgpowania apoptozy
w zarodkach bydlegcych oceniono odsetek 8-dniowych
zarodkow, w ktorych pojawita sig przynajmniej jedna
komorka apoptotyczna. W przypadku hodowli prowa-
dzonej bez dodatku GH odsetek ten wynosit 58%, na-
tomiast w wyniku dodania GH do pozywki hodowla-
nej apoptoza wystapita w komodrkach 21% zarodkow
(13). Jak wynika z przegladu pi§miennictwa, negatyw-
ny wptyw wysokich temperatur na rozwoj i przezy-
walnos$¢ zarodkéw bydlecych we wczesnym okresie
przedimplantacyjnym jest niewatpliwy. Biologiczne
mechanizmy odpowiedzialne za reakcj¢ zarodka na
dzialanie wysokiej temperatury nie zostaty jednak
w pelni poznane. Czg$¢ z nich probuje sig obecnie wy-
jasnia¢ w oparciu o badania przeprowadzane w wa-
runkach laboratoryjnych.
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