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Produkcja zarodkow Swin in vitro — nowsze aspekty
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In vitro production (IVP) of pig embryos: recent aspects

Summary

This review presents the evolution and current possibilities, state of knowledge and prospects for in vitro
production of pig embryos. Development of this technology for use in the international pig industry remains
slow. IVP systems are generally comprised of three stage-specific culture environments: in vitro oocyte
maturation (IVM), in vitro fertilization (IVF), and in vitro embryo culture (IVC). Hormonal supplements,
such as FSH, eCG or hCG and follicular fluid, are added to the IVM medium in order to mimic the in vivo
situation and stimulate nuclear maturation of the oocyte. Important elements are the cumulus cells that play
a protective and metabolic role in oocyte cytoplasmic maturation. Efficiency of cytoplasmic maturation
includes the ability of the oocyte to block the penetration of more than one sperm and also to support the
decondensation of the sperm head within the ooplasm of the fertilized oocyte. The main feature, widely
perceived to be a distinctive trait in porcine IVF, is the high prevalence of polyspermic fertilization. In the
great majority of IVP studies on the pig, oocytes are harvested from the ovaries of prepubertal gilts out of
necessity, due to the relative unavailability of adult sow ovaries. In fact, penetration rates exceeding 80% are
typically achieved in prepubertal gilt oocytes, but polyspermy rates rarely measure less than 40%. When
using sow oocytes, polyspermy rates in the range of 10% are routinely achieved. Instead, a number of porcine
IVP groups routinely obtain a blastocyst formation rate of about 30% from in vitro matured oocytes, which
is on par with that achieved in other farm animal species. Parameter for evaluating the success of a given
porcine IVP system are also not without their pitfalls. Parameters used to define embryo quality include
blastocyst morphology, total and inner cell mass, cell number, chromosomal abnormalities, metabolism, gene
expression and apoptosis. One parameter of particular interest in the pig is apoptosis. The nuclear apoptotic
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features can be visualized using relatively simple fluorescent DNA-labeling techniques called TUNEL.
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Proces produkcji zarodkéw in vitro sklada sig
z trzech nastepujacych po sobie etapow: dojrzewanie
in vitro COC (IVM — in vitro maturation), zaptodnie-
nie in vitro (IVF — in vitro fertilization) oraz hodowla
in vitro zarodkow (IVC — in vitro culture). Gtownym
zadaniem badaczy jest zapewnienie w wszystkich eta-
pach procesu odpowiednich warunkow pH, statego
ci$nienia osmotycznego, temperatury oraz sktadu mie-
szaniny gazow. U trzody chlewnej, w przeciwienstwie
do innych gatunkéw zwierzat gospodarskich nie opra-
cowano jak dotad skutecznego protokotu produkcji
zarodkow — IVP (in vitro production). Jest to wynik
szeregu odmienno$ci indywidualnych jak réwniez zja-
wiska polispermi u §win (17, 21).

W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan
wiedzy na temat poszczegdlnych etapow produkcji
zarodkow in vitro u $win.

Pozyskiwanie, ocena i dojrzewanie COGC in vitro

Dojrzewanie oocytow jest procesem ztozonym, na
ktory sktada si¢ sktada sig szereg zmian biochemicz-
nych zachodzacych w jadrze i cytoplazmie. W warun-

kach in vivo gameta zefiska osiaga dojrzatos$¢ z chwila
zakonczenia podziatow mejotycznych i wyrzutu LH
do krwi. W momencie peknigcia pecherzyka Graafa
1 wznowienia podzialow mejotycznych maja miejsce
charakterystyczne procesy, takie jak: kondensacja chro-
matyny, zanikanie pecherzykow piciowych i organi-
zowanie si¢ chromosoméow na powierzchni wrzecio-
na podziatowego metafazy pierwszej. Po wyrzuceniu
pierwszego ciatka kierunkowego oocyt wehodzi w fazg
drugiego podziatu mej otycznego umozhw1aj aca doj-
rzewanie jadra, ktore przebiega rownocze$nie ze zmia-
nami zachodzacymi w cytoplazmie. Proces ten jest
niezbedny do prawidlowego przebiegu dekapitacji
nasienia podczas zaptodnienia. Dojrzewanie cytoplaz-
my 1 jadra przebiega rownolegle, a ich maksymalna
synchronizacja w warunkach in vitro stwarza poten-
cjalne mozliwosci zwigkszenia efektywnosci tego pro-
cesu (1).

Wybdr 1 selekcja odpowiednich rozmiaré6w peche-
rzykow jajnikowych (o Srednicy powyzej 3 mm) poz-
wala na pozyskiwanie dojrzatych occytow o duzej zdol-
nos¢ do podjgcia i zakonczenia mejozy (18, 19). Oocyty
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pozyskiwane od niedojrzatych ptciowo loszek gwaran-
tuja wyzszy odsetek zarodkéw osiagajacych stadium
blastocysty w poréwnaniu do oocyt()w pozyskiwanych
od wielorodek. Nalezy zaznaczy¢, ze oocyty pozyski-
wane od niedojrzalych ptciowo samic bydta i owiec
oceniano negatywnie (13, 24).

W warunkach laboratoryjnych pozyskiwanie kom-
pleksow oocyt-wzgorek jajonosny (COC — cumulus-
oocyts complexes) odbywa si¢ poprzez cigcie w plas-
try jajnika lub naktucie 1 aspiracje pecherzykow jaj-
nikowych. Pozyskane w ten sposéb komorki jajowe
znajduja si¢ w stadium G2 pierwszego podzialu mejo-
tycznego. Znaczne zréznicowanie pod wzgledem za-
awansowania poszczegolnych etapéw mejozy znajduje
jednak swoje odzwierciedlenie w mato powtarzalnych
wynikach IVM. W celu zwigkszenia stabilnosci pro-
cesu dojrzewania in vitro oocytow Swin wykorzys-
tywano oocyty we wezesniejszym stadium podziatu
(diktioten profazy i metafazy plerwszego podziatu
mejotycznego). Dowiedziono, ze zarodki uzyskane
z oocytow w profazie i metafazie [ wykazuja taka sama
zdolno$¢ do osiagania stadium blastycysty jak zarod-
ki hodowane z oocytéw znajdujacych si¢ w stadium
metafazy drugiej. Nie odnotowano tez istotnych ro6z-
nic odnosne do liczby komorek wezta zarodkowego
(ICM) w poroéwnaniu do liczby komorek trofoblastu
(TE) (26).

Warunkiem powodzenia hodowli in vitro oocytow
jestuzyskanie petnej dojrzatosci cytoplazmy. Konsek-
wencja tej dojrzatosci jest wyksztatcenie przez zaro-
dek megskiego przedjadrza. Dojrzalo$¢ ta jest niezbgd-
na do wytworzenia bloku polispermii oraz przebiegu
dekondensacji nasienia w ooplazmie oocytu (7). Sto-
pien dojrzalosci cytoplazmy jest niezbednym warun-
kiem do osiagnigcia zdolno$ci komorki rozrodczej do
zaplodnienia i dalszego rozwoju zarodka. Kontrola
przebiegu tego procesu jest mozliwa poprzez dodatek
hormonow (FSH, PMSG lub hCG) i ptynu pecherzy-
kowego (8). Stosowana stymulacja hormonalna regu-
luje odbudowg aktyn cytoszkieletu w warstwie mig-
dzystrefowej 1 korowej oocytu oraz ma posredni wptyw
na zdolnos¢ occytu do zaptodnienia i tworzenia zygo-
ty (1, 8). Natomiast ptyn pecherzykowy stwarza opty-
malne warunki do rozwoju oocytu, umozliwiajac osiag-
nigcie jego petnej dojrzatosci (31).

Dojrzewanie cytoplazmy occytow SWin w warun-
kach in vitro mozna przyspleszyc poprzez redukcjg
stresu tlenowego, ktory ma miejsce w momencie ich
pozyskiwania z pecherzykow (29, 30). Stezenie reak-
tywnego tlenu na poziomie komoérkowym jest posred-
nio kontrolowane przez enzymy, takie jak np. gluta-
tion, ktory chroni oocyt przed niepozadanymi efekta-
mi stresu tlenowego, aminokwasow dodatkowo zwigk-
sza migracj¢ aminokwasow oraz stymuluje syntezg
biatek i DNA (16, 25). Poziom tego enzymu w cyto-
plazmle mozna w warunkach laboratoryjnych zwigk-
szac przez dodatek do pozywek aminokwasow 1 zwiaz-
koéw zawierajacych grupy tiolowe, takich jak: cyste-
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ina, cystamina, glutamina, f-merkaptanol. Cennym ich
zrédlem jest takze ptyn pecherzykowy (2, 10). Kolej-
nym czynnikiem stymulujacym dojrzewanie jadra i cy-
toplazmy jest hodowla oocytu w wspoltkulturze z ko-
morkami somatycznymi lub dodatek stymulatorow
wzrostu do pozywki (1).

Waznym elementem w procesie dOJrzewama jadra
i cytoplazmy sa komorki wzgorka jajonosnego. Ko-
morki te in vivo zapewniaja kontakt pomigdzy oocy-
tem a srodowiskiem wewngtrznym pecherzyka, nato-
miast w warunkach in vitro pomigdzy oocytem a po-
zywka. Ta wewnetrzna komunikacja jest mozliwa dzig-
ki tzw. mikrofilamentarnej projekcji mlqdzystrefowej,
w ktorej udziat biora komorki wzgorka 1 wienca pro-
mienistego (3). Komorki wzgdrka uczestnicza rowniez
w procesie wychwytywania cysteiny przez oocyt,
zmniejszajac wystgpowanie stresu oksydacyjnego.
Wspotuczestnicza takze w reakcji redukeji cystyny do
cysteiny. Przypuszcza sig, ze komorki wzgdorka moga
stabilizowa¢ takze rozmieszczenie ziaren korowych
w cytoplazmie oraz wspomagac migracj¢ organelli
komorkowych, takich jak mitochondria i retikulum cy-
toplazmatyczne (30). Bezposredni transport substan-
cji niezbednych do wzrostu oocytu jest mozliwy dzig-
ki ostonce przejrzystej, ktora pelni w tym procesie rolg
membrany plazmowej (28).

Do oceny stopnia dojrzatosci jadra stosuje si¢ pro-
ste metody barwienia, takie jak oceto-orcynowa lub
odczynnikiem DAPI (4,6-diamino-2-fenoloindol), pod-
czas gdy dojrzatos¢ cytoplazmy oceniana jest metoda
posrednia poprzez okreslenie stopnia rozwojowego
blastocysty, hczbq komorek, zawartos¢ glutationu oraz
poziom rozwoju meskiego przedjadrza.

Zaptodnienie in vitro

W pozaustrojowym zaptodnieniu u §win (IVF) uzy-
wa si¢ wytacznie plemnikoéw uprzednio poddanych
procesowi kapacytacji. Zaptodnienie in vitro przepro-
wadza si¢ w matych kroplach pozywki, w ktérych
umieszcza si¢ dojrzate oocyty 1 wprowadza nastgpnie
plemniki. O wyniku zaptodnienia w duzym stopniu
decyduja czynniki osobnicze, takie jak dobor dawcy
nasienia i koncentracja plemnikow w nasieniu oraz
warunki inkubacji: czas hodowli, temperatura i sktad
atmosfery.

Istotnym problemem podczas zaptodnienia in vitro
jest zjawisko polispermii. Ma ono miejsce w momen-
cie wniknigcia do komorki jajowej wigcej niz jednego
plemnika i jest wynikiem zaklocenia przebiegu reak-
cji bloku polispermi (17). W wigkszos$ci przypadkoéw
polispermia prowadzi do wczesnego obumarcia zarod-
ka. Poréwnanie przebiegu zaptodnienia prawidtowe-
go 1 polispermicznego przedstawiono na rycinie 1.

Przyczyny polispermii nie zostaty dotychczas do-
ktadnie poznane. Z ostatnich badan wymka ze wyste-
powanie wielozaplemnienia u §win moze mie¢ zwia-
zek z wiekiem dawczyni oocytow lub zbyt wezesnym
pozyskiwaniem ich z pgcherzykoéw (32). U niedojrza-
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Ryc. 1. Poréwnanie procesu zaplodnienia prawidlowego
i polispermicznego

Objasnienia: A — prawidtowo zaptodniony oocyt z dwoma ciat-
kami kierunkowymi: Zenskim i mgskim oraz garnitur chromoso-
mowy bioracy udzial w procesie syngamii; B — zaptodniony poli-
spermicznie oocyt z widocznymi dwoma ciatkami kierunkowymi
i wystapita dodatkowa dekondensacja gtowki plemnika oraz sil-
na agregacja chromosomoéw. (2 pb — 2 ciatka kierunkowe; ds —
zdekondesowana gtéwka plemnika; PN — przedjadrze, AG —agre-
gacja chromosomow)

tych ptciowo loszek odsetek zaptodnionych oocytow
wynosit powyzej 80%, podczas gdy polispermia wy-
stapita w ponad 40% przypadkoéw. W oocytach pozys-
kanych od $win wielorédek polispermia wystepuje
zaledwie w 10%, jednak odsetek zaptodnionych ga-
met zenskich jest niski i wynosi od 40% do 50% (20,
23).

Ze wzgledu na czestos¢ wystepowania polispermii
podczas IVF morfologiczna ocena jakos$ci zarodka
$wini jest trudna 1 niejednoznaczna. Zygoty, w kto-
rych wystqpllo wielozaplemnienie moga wprawdzie
osiagna¢ stadium blastocysty, jednak ich zywotnos¢
po transferze do macicy biorczyn jest ograniczona.
W 78% przypadkow stwierdzono takze niewlasciwa
temu gatunkowi liczbg chromosomow oraz wolniejszy
rozwoj zarodkéw w porownaniu do zarodkow powsta-
tych w wyniku monospermicznego zaptodnienia (21).

Nowsze dane dowodza, ze zastosowanie dodatku
ptynu pecherzykowego do pozywki ogranicza wystg-
powanie polispermii. Dowiedziono, rowniez ze ptyn
pecherzykowy pozyskiwany ze Srednich pqcherzyk(')w
silniej redukuje zjawisko polispermii niz dodatek su-
rowicy ptodow bydlecych (FCS — fetal calf serum)
odpowiednio o 18% w poréwnaniu do 48%. Uzupel-
nienie pozywki ptynem pecherzykowym mrozonym
pozwala na ograniczenie zjawiska polispermi z 29%
do 18%. Zastosowany dodatek ptynu o statym skla-
dzie uzyskanego z przetrzymywanych w warunkach
in vitro jajowodow pochodzacych od samic bedacych
w fazie owulacji pecherzykowej spowodowal wzrost
odsetka prawidlowych zaptodnien do 95% (13).

Wystgpowanie polispermii istotnie zmniejsza row-
niez prawidlowa koncentracja plemnikéw w dawce
nasienia (5 x 10 plemnikow/ml), dodatek wydzieliny
jajowodowej, glikoaminoglikonu, zwiazkow zawiera-
jacych grupe tiolowa oraz komoérek wzgorka (4, 17,
35). Zastosowanie dawki nasienia o koncentracji plem-
nikéw wyzszej lub nizszej od 5 x 10° na 1 ml powodo-
wato odpowiednio zwigkszenie lub zmniejszenie od-
setka btednych zaptodnien.
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Stwierdzono, ze sposob przeprowadzenia zaptodnie-
nia pozaustrojowego ma wpltyw na rozwdj zarodka.
Tradycyjnie do tego celu stoque si¢ metode kroplo-
wa, polegajaca na umieszczaniu w pozywce kOlG_]l’lO
oocytoéw 1 plemnikéw. W zaptodnienia in vitro u $win
nowoscia jest zastosowanie stomek o pojemnosci 0,25 ml,
do ktérych wprowadza si¢ pozywke wraz z oocytami,
nasienie oraz pecherzyk powietrza, a nastgpnie pokry-
wa si¢ stomkg olejem parafinowym i inkubuje si¢ przez
6 godzin w temperaturze 39°C. Po zastosowaniu tej
metody odsetek uzyskanych zygot byt wyzszy w po-
rownaniu do metody tradycyjnej 1 wynosit odpowied-
nio: 96,4 172,9%. Zmniejszyt si¢ takze odsetek zarod-
kow zaplodnionych polispermicznie do 34,2%, pod-
czas gdy w metodzie kroplowej wynosit 52,4% (17).

U loszek, mimo pewnej poprawy efektywnosci pro-
cesu IVF, poziom polispermii pozostaje jednak daleki
od oczekiwanego 1 znacznie wyzszy niz u loch.

Oocyty loszek, podobnie jak u cielat 1 jagniat-ma-
ciorek, wykazuja istotne réznice pod wzgledem ultra-
struktury oraz przebiegu wewnatrzkomorkowych pro-
cesow biochemicznych w poréwnaniu do oocytow
pochodzacych od dojrzatych piciowo samic (23, 25).
Ma to zwiazek gltéwnie z przemieszczaniem si¢ orga-
nelli komorkowych (ziarna korowe i mitochondria)
towarzyszacych dojrzewaniu cytoplazmy. Z kolei oocy-
ty pozyskiwane od dojrzatych ptciowo loch posiadaja
szersza przestrzen dzielaca zo6ltko 1 ostonkg przejrzy-
sta (PVS), co moze ogranicza¢ wystgpowanie polisper-
mi. Zastosowanie pozywki o niskim stgzeniu NaCl
korzystnie wptywa na rozmiary PVS (8).

Podejmowane proby obnizenia odsetka polisper-
micznych zygot poprzez usunigcie komorek wzgorka
przed zaptodnieniem wprawdzie ograniczaja wieloza-
plemnienie, jednak powoduja réwniez redukcje licz-
by zaptodnionych jaj (6, 11, 15).

Stosowana obecnie procedura IVF powinna pozwa-
la¢ na osiagnigcie wysokiej liczby zap%odnionych oocy-
tow (powyzej 80%), a tym samym ograniczy¢ do mi-
nimum zjawisko polispermi (ponizej 10%). Niestety,
do dzis$ stosowane procedury nie pozwalaja na osiag-
nigcie tak dobrych wynikow.

Hodowla zarodkow in vitro

Hodowla zarodkéw in vitro wymaga stworzenia
odpowiednich warunkéw, ktére umozliwiaja kolejne
podziaty mitotyczne. W praktyce jednak odsetek za-
rodkéw $win otrzymywanych w procesie ich produk-
cji in vitro osiagajacych stadium blastocysty wynosi
zaledwie okoto 30% (33, 34). Fakt ten jest spowodo-
wany uruchomieniem mechanizmu bloku rozwojowe-
go pojawiajacego w czterokomérkowym zarodku, kto-
ry jest indukowany przez nieodpowiednie warunki $ro-
dowiska zewngtrznego uniemozliwiajace ekspresje
genomu odpowiedzialnego za produkcjg biatek. W wa-
runkach naturalnych blok I‘OZWOJ owy pO_] awia si¢ mo-
mencie przejscia zarodka do jamy macicy i trwa prze-
waznie okoto 20-24 godzin (22). Odsetek zygot roz-
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wijajacych si¢ 48 godz. po IVF stuzy jako wskaznik
do okreslania potencjatu rozwojowego zarodka.

Z badan nad rozwojem in vitro wynika, ze czynni-
kiem decydujacym o prawidlowym rozwoju zarodka
podczas krotkotrwatej hodowli jest przede wszystkim
dobor odpowiedniego sktadu pozywki. Najlepsze efek-
ty uzyskano stosujac pozywke NCSU-23. Odsetek za-
rodkow uzyskanych in vitro, hodowanych z uzyciem
tej pozywki, przekraczajacych blok rozwojowy wynidst
57,3%, pozwalajac na osiagnigcie stadium moruli
i blastocysty w 42,5% przypadkéw (22). Czynnikami
umozliwiajacymi kontynuowanie tego procesu do sta-
dium wyklucia si¢ z ostonki p6znej blastocysty jest
obecnos¢ surowicy bydlecej BSA (bovine serum anty-
gen) lub FCS, aminokwasow (tauryny i hypotauryny),
dodatkow energetycznych (glukozy) i witamin.

Dowiedziono, ze zarodki zbudowane z blastome-
réw o wyrownanych rozmiarach maja wigksze szanse
pelnego rozwoju niz te z cytoplazma uleglta defrag-
mentacji, ktora czgsto nie zawiera jadra. Wielko$¢
uszkodzen cytoplazmy jest $cisle skorelowana z nasi-
leniem zjawiska polispermi. Blastocysty produkowa-
ne in vitro rdznia si¢ od pozyskanych in vivo mniejsza
liczba blastomerow. Stwierdzono, ze sytuacja ta ma
miejsce w srodowisku o ograniczonej liczbie wtdkien
aktyny, co wskazuje na uposledzona gospodarke sub-
stancjami odzywczymi w cytoplazmie. Najprawdopo-
dobniej ma to zwiazek z niedojrzatoscia cytoplazmy
oocytu (32). Stosowane obecnie metody oceny jakos-
ci zarodkow uwzgledniaja nastgpujace kryteria: bu-
dowy morfologicznej blastocysty, catkowita liczbg
komorek zarodka (TCN), liczbg komoérek wezta za-
rodkowego (ICM), kinetyke procesu rozwojowego,
zdolnos$¢ przezyciowa po kriokonserwacji, odstepstwa
chromosomalne po IVF, przemiany metaboliczne, eks-
presj¢ genomu oraz procesy apoptozy (27). Parametry
te pozwalaja na wykazanie r6éznic pomigdzy zarodka-
mi pozyskanymi in vivo a uzyskanymi na drodze IVP.

Szczegodlnie interesujace jest zjawisko apoptozy.
W blastocystach pozyskanych in vivo liczba komorek
apoptotycznych jest znikoma, wzglednie nie stwier-
dza sig ich obecnosci, podczas gdy w zarodkach in
vitro obserwuje si¢ jej znaczne nasilenie. Proces ten
moze by¢ inicjowany z zewnatrz, jak i z wewnatrz.
Wewngtrzny proces apoptotyczny jest koordynowany
przez mitochondria, a bodzcem do jego rozpoczecia
moze by¢ szereg czynnikow wyzwalajacych, takich jak:
brak hormonu wzrostu, obecno$¢ substancji toksycz-
nych, nadmiar wolnych rodnikéw czy stres metabo-
liczny. Dowiedziono, ze hormon wzrostu (GH) zwigk-
sza liczbg otrzymanych droga in vitro blastocyst oraz
poprawia ich jako$¢. GH pozwala takze na skrocenie
czasu IVM, ograniczajac tym samym czgstotliwosé
zjawiska apoptozy (36, 37). W 6. dniu hodowli uzu-
petnionej dodatkiem GH $rednica oraz objgtos¢ blas-
tocelu w blastocystach sklasyfikowanych jako mate
(pon. 180 um), nie odbiegata od wartosci otrzymanych
dla zarodkéw hodowanych bez dodatku GH. W przy-
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padku blastocyst sklasyfikowanych jako duze (pow.
180 um) odnotowano wzrost objgtosci blastocelu
o okoto 10%, ktéry byl spowodowany wzmozeniem
transportu glukozy do zarodka przez pompg sodowo-
-potasowa znajdujaca si¢ w blonie komodrkowej ko-
morek trofektodermu. Stwierdzono roéwniez, ze nie-
zaleznie od dodatku GH liczba uzyskanych komorek
zarodka byta znacznie nizsza w warunkach in vitro niz
in vivo 1 wynosita odpowiednio 40 i 51. Dodatek GH
redukowat takze odsetek komorek dotknigtych apop-
toza w blastocystach duzych, podczas gdy w grupie
blastocyst matych odsetek ten byt wyzszy i wynosit
odpowiednio 4,8 1 5,0 (14).

Zewngtrzna écieZka przebiegu proceséw apoptozy
inicjowana jest wigzaniem liganda z receptorem, kto-
ry oddziatluje bezposrednio na biatka wyzwalajace
apoptozg. Sa one czynnikami proteolitycznymi powo-
dujacymi rozpad sktadnikéw cytoszkieletu, takich jak
aktyna (4). Uwaza si¢, ze oceng jakosci blastocyst,
poprzez identyfikacje komoérek apoptotycznych, naj-
lepiej przeprowadza¢ stosujac metod¢ TUNEL (ter-
minal deoxynucleotide transferase — mediated deoxy-
uridine triphosphate). Jest to prosta technika fluores-
cencyjnego znakowania fragmentowych odcinkow
DNA za po$rednictwem terminalnej transferazy dez-
oksynukleotydowej. Sugeruje sig, ze optymalnym
terminem oceny zmian apoptotycznych jest 6. dzien
hodowli (21). Hodowla trwajaca dtuzej moze zwigk-
sza¢ ryzyko Wystqpowama zjawiska apoptozy. Intere-
sujacy jest fakt, iz w 5. dniu hodowli nie zaobserwo-
wano zadnych sygnalow pézniejszej Smierci komor-
ki. Dowiedziono rowniez zwiazku pomig¢dzy fragmen-
tacja cytoplazmy i jadra oraz wstrzymaniem rozwoju
zarodka z apoptoza. Pierwsze niekorzystne zmiany po-
jawiaja si¢ najpierw w cytoplazmie, a dopiero potem
w jadrze. Zmiany te regulujq i/lub aktywuja proces
apoptozy. Stwierdzono, iz istnieje zwiazek pomigdzy
budowa morfologicznq a zdolno$ciami rozwojowymi
zarodka. Nieprawidtowosci morfologiczne, takie jak:
fragmentacja cytoplazmy, kondensacja chromatyny
oraz wstrzymanie rozwoju sa gtéwnymi czynnikami
przyczyniajacymi si¢ do $mierci komorki — apoptozy.
U wigkszo$ci zarodkéw z uszkodzona cytoplazma
1 wstrzymanym rozwojem stwierdzono rowniez kon-
densacjg chromatyny. Odsetek zarodkow, w ktorych
wystapily omawiane nieprawidtowosci ulegat zmia-
nom podczas hodowli i wynosit w 6. dniu jej trwania
41,4, 1,3, 75,0%, w 7. dniu 45,3, 7,5, 100%, a w
8. dniu 51,9%, 2,1%, 97% (9).

Reasumujac, mimo zauwazalnych postgpow w ba-
daniach nad poprawa efektywnosci produkcji zarod-
kéw $win in vitro nadal nie opracowano optymalnego
modelu hodowli warunkujacego wysoki odsetek roz-
wijajacych si¢ blastocyst. Na obecnym etapie wiedzy
istotna wydaje si¢ dalsza optymalizacja sktadu poZkai
zaréwno do hodowli oocytow i zarodkow, jak row-
niez ograniczenie niekorzystnego zjawiska polisper-
mii. Coraz wigkszego znaczenia nabiera opracowanie
molekularnych metod oceny zarodka.
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