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Artyku³ przegl¹dowy Review

Proces produkcji zarodków in vitro sk³ada siê
z trzech nastêpuj¹cych po sobie etapów: dojrzewanie
in vitro COC (IVM � in vitro maturation), zap³odnie-
nie in vitro (IVF � in vitro fertilization) oraz hodowla
in vitro zarodków (IVC � in vitro culture). G³ównym
zadaniem badaczy jest zapewnienie w wszystkich eta-
pach procesu odpowiednich warunków pH, sta³ego
ci�nienia osmotycznego, temperatury oraz sk³adu mie-
szaniny gazów. U trzody chlewnej, w przeciwieñstwie
do innych gatunków zwierz¹t gospodarskich nie opra-
cowano jak dot¹d skutecznego protoko³u produkcji
zarodków � IVP (in vitro production). Jest to wynik
szeregu odmienno�ci indywidualnych jak równie¿ zja-
wiska polispermi u �wiñ (17, 21).

W niniejszej pracy przedstawiono aktualny stan
wiedzy na temat poszczególnych etapów produkcji
zarodków in vitro u �wiñ.

Pozyskiwanie, ocena i dojrzewanie COC in vitro
Dojrzewanie oocytów jest procesem z³o¿onym, na

który sk³ada siê sk³ada siê szereg zmian biochemicz-
nych zachodz¹cych w j¹drze i cytoplazmie. W warun-

kach in vivo gameta ¿eñska osi¹ga dojrza³o�æ z chwil¹
zakoñczenia podzia³ów mejotycznych i wyrzutu LH
do krwi. W momencie pêkniêcia pêcherzyka Graafa
i wznowienia podzia³ów mejotycznych maj¹ miejsce
charakterystyczne procesy, takie jak: kondensacja chro-
matyny, zanikanie pêcherzyków p³ciowych i organi-
zowanie siê chromosomów na powierzchni wrzecio-
na podzia³owego metafazy pierwszej. Po wyrzuceniu
pierwszego cia³ka kierunkowego oocyt wchodzi w fazê
drugiego podzia³u mejotycznego, umo¿liwiaj¹c¹ doj-
rzewanie j¹dra, które przebiega równocze�nie ze zmia-
nami zachodz¹cymi w cytoplazmie. Proces ten jest
niezbêdny do prawid³owego przebiegu dekapitacji
nasienia podczas zap³odnienia. Dojrzewanie cytoplaz-
my i j¹dra przebiega równolegle, a ich maksymalna
synchronizacja w warunkach in vitro stwarza poten-
cjalne mo¿liwo�ci zwiêkszenia efektywno�ci tego pro-
cesu (1).

Wybór i selekcja odpowiednich rozmiarów pêche-
rzyków jajnikowych (o �rednicy powy¿ej 3 mm) poz-
wala na pozyskiwanie dojrza³ych occytów o du¿ej zdol-
no�æ do podjêcia i zakoñczenia mejozy (18, 19). Oocyty

Produkcja zarodków �wiñ in vitro � nowsze aspekty
MARCIN JEZIORKOWSKI, PAWE£ ANTOSIK, JÊDRZEJ M. JA�KOWSKI

Katedra Weterynarii Rolniczej Wydzia³u Hodowli i Biologii Zwierz¹t AR, ul. Wojska Polskiego 52, 60-625 Poznañ

Jeziorkowski M., Antosik P., Ja�kowski J. M.
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
features can be visualized using relatively simple fluorescent DNA-labeling techniques called TUNEL.

Keywords: IVP, oocyte maturation



Medycyna Wet. 2007, 63 (6)628

pozyskiwane od niedojrza³ych p³ciowo loszek gwaran-
tuj¹ wy¿szy odsetek zarodków osi¹gaj¹cych stadium
blastocysty w porównaniu do oocytów pozyskiwanych
od wieloródek. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e oocyty pozyski-
wane od niedojrza³ych p³ciowo samic byd³a i owiec
oceniano negatywnie (13, 24).

W warunkach laboratoryjnych pozyskiwanie kom-
pleksów oocyt-wzgórek jajono�ny (COC � cumulus-
oocyts complexes) odbywa siê poprzez ciêcie w plas-
try jajnika lub nak³ucie i aspiracjê pêcherzyków jaj-
nikowych. Pozyskane w ten sposób komórki jajowe
znajduj¹ siê w stadium G2 pierwszego podzia³u mejo-
tycznego. Znaczne zró¿nicowanie pod wzglêdem za-
awansowania poszczególnych etapów mejozy znajduje
jednak swoje odzwierciedlenie w ma³o powtarzalnych
wynikach IVM. W celu zwiêkszenia stabilno�ci pro-
cesu dojrzewania in vitro oocytów �wiñ wykorzys-
tywano oocyty we wcze�niejszym stadium podzia³u
(diktioten profazy i metafazy pierwszego podzia³u
mejotycznego). Dowiedziono, ¿e zarodki uzyskane
z oocytów w profazie i metafazie I wykazuj¹ tak¹ sam¹
zdolno�æ do osi¹gania stadium blastycysty jak zarod-
ki hodowane z oocytów znajduj¹cych siê w stadium
metafazy drugiej. Nie odnotowano te¿ istotnych ró¿-
nic odno�ne do liczby komórek wêz³a zarodkowego
(ICM) w porównaniu do liczby komórek trofoblastu
(TE) (26).

Warunkiem powodzenia hodowli in vitro oocytów
jest uzyskanie pe³nej dojrza³o�ci cytoplazmy. Konsek-
wencj¹ tej dojrza³o�ci jest wykszta³cenie przez zaro-
dek mêskiego przedj¹drza. Dojrza³o�æ ta jest niezbêd-
na do wytworzenia bloku polispermii oraz przebiegu
dekondensacji nasienia w ooplazmie oocytu (7). Sto-
pieñ dojrza³o�ci cytoplazmy jest niezbêdnym warun-
kiem do osi¹gniêcia zdolno�ci komórki rozrodczej do
zap³odnienia i dalszego rozwoju zarodka. Kontrola
przebiegu tego procesu jest mo¿liwa poprzez dodatek
hormonów (FSH, PMSG lub hCG) i p³ynu pêcherzy-
kowego (8). Stosowana stymulacja hormonalna regu-
luje odbudowê aktyn cytoszkieletu w warstwie miê-
dzystrefowej i korowej oocytu oraz ma po�redni wp³yw
na zdolno�æ occytu do zap³odnienia i tworzenia zygo-
ty (1, 8). Natomiast p³yn pêcherzykowy stwarza opty-
malne warunki do rozwoju oocytu, umo¿liwiaj¹c osi¹g-
niêcie jego pe³nej dojrza³o�ci (31).

Dojrzewanie cytoplazmy occytów �wiñ w warun-
kach in vitro mo¿na przyspieszyæ poprzez redukcjê
stresu tlenowego, który ma miejsce w momencie ich
pozyskiwania z pêcherzyków (29, 30). Stê¿enie reak-
tywnego tlenu na poziomie komórkowym jest po�red-
nio kontrolowane przez enzymy, takie jak np. gluta-
tion, który chroni oocyt przed niepo¿¹danymi efekta-
mi stresu tlenowego, aminokwasów dodatkowo zwiêk-
sza migracjê aminokwasów oraz stymuluje syntezê
bia³ek i DNA (16, 25). Poziom tego enzymu w cyto-
plazmie mo¿na w warunkach laboratoryjnych zwiêk-
szaæ przez dodatek do po¿ywek aminokwasów i zwi¹z-
ków zawieraj¹cych grupy tiolowe, takich jak: cyste-

ina, cystamina, glutamina, â-merkaptanol. Cennym ich
�ród³em jest tak¿e p³yn pêcherzykowy (2, 10). Kolej-
nym czynnikiem stymuluj¹cym dojrzewanie j¹dra i cy-
toplazmy jest hodowla oocytu w wspó³kulturze z ko-
mórkami somatycznymi lub dodatek stymulatorów
wzrostu do po¿ywki (1).

Wa¿nym elementem w procesie dojrzewania j¹dra
i cytoplazmy s¹ komórki wzgórka jajono�nego. Ko-
mórki te in vivo zapewniaj¹ kontakt pomiêdzy oocy-
tem a �rodowiskiem wewnêtrznym pêcherzyka, nato-
miast w warunkach in vitro pomiêdzy oocytem a po-
¿ywk¹. Ta wewnêtrzna komunikacja jest mo¿liwa dziê-
ki tzw. mikrofilamentarnej projekcji miêdzystrefowej,
w której udzia³ bior¹ komórki wzgórka i wieñca pro-
mienistego (3). Komórki wzgórka uczestnicz¹ równie¿
w procesie wychwytywania cysteiny przez oocyt,
zmniejszaj¹c wystêpowanie stresu oksydacyjnego.
Wspó³uczestnicz¹ tak¿e w reakcji redukcji cystyny do
cysteiny. Przypuszcza siê, ¿e komórki wzgórka mog¹
stabilizowaæ tak¿e rozmieszczenie ziaren korowych
w cytoplazmie oraz wspomagaæ migracjê organelli
komórkowych, takich jak mitochondria i retikulum cy-
toplazmatyczne (30). Bezpo�redni transport substan-
cji niezbêdnych do wzrostu oocytu jest mo¿liwy dziê-
ki os³once przejrzystej, która pe³ni w tym procesie rolê
membrany plazmowej (28).

Do oceny stopnia dojrza³o�ci j¹dra stosuje siê pro-
ste metody barwienia, takie jak oceto-orcynow¹ lub
odczynnikiem DAPI (4,6-diamino-2-fenoloindol), pod-
czas gdy dojrza³o�æ cytoplazmy oceniana jest metod¹
po�redni¹ poprzez okre�lenie stopnia rozwojowego
blastocysty, liczbê komórek, zawarto�æ glutationu oraz
poziom rozwoju mêskiego przedj¹drza.

Zap³odnienie in vitro
W pozaustrojowym zap³odnieniu u �wiñ (IVF) u¿y-

wa siê wy³¹cznie plemników uprzednio poddanych
procesowi kapacytacji. Zap³odnienie in vitro przepro-
wadza siê w ma³ych kroplach po¿ywki, w których
umieszcza siê dojrza³e oocyty i wprowadza nastêpnie
plemniki. O wyniku zap³odnienia w du¿ym stopniu
decyduj¹ czynniki osobnicze, takie jak dobór dawcy
nasienia i koncentracja plemników w nasieniu oraz
warunki inkubacji: czas hodowli, temperatura i sk³ad
atmosfery.

Istotnym problemem podczas zap³odnienia in vitro
jest zjawisko polispermii. Ma ono miejsce w momen-
cie wnikniêcia do komórki jajowej wiêcej ni¿ jednego
plemnika i jest wynikiem zak³ócenia przebiegu reak-
cji bloku polispermi (17). W wiêkszo�ci przypadków
polispermia prowadzi do wczesnego obumarcia zarod-
ka. Porównanie przebiegu zap³odnienia prawid³owe-
go i polispermicznego przedstawiono na rycinie 1.

Przyczyny polispermii nie zosta³y dotychczas do-
k³adnie poznane. Z ostatnich badañ wynika, ¿e wystê-
powanie wielozaplemnienia u �wiñ mo¿e mieæ zwi¹-
zek z wiekiem dawczyni oocytów lub zbyt wczesnym
pozyskiwaniem ich z pêcherzyków (32). U niedojrza-
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³ych p³ciowo loszek odsetek zap³odnionych oocytów
wynosi³ powy¿ej 80%, podczas gdy polispermia wy-
st¹pi³a w ponad 40% przypadków. W oocytach pozys-
kanych od �wiñ wieloródek polispermia wystêpuje
zaledwie w 10%, jednak odsetek zap³odnionych ga-
met ¿eñskich jest niski i wynosi od 40% do 50% (20,
23).

Ze wzglêdu na czêsto�æ wystêpowania polispermii
podczas IVF morfologiczna ocena jako�ci zarodka
�wini jest trudna i niejednoznaczna. Zygoty, w któ-
rych wyst¹pi³o wielozaplemnienie mog¹ wprawdzie
osi¹gn¹æ stadium blastocysty, jednak ich ¿ywotno�æ
po transferze do macicy biorczyñ jest ograniczona.
W 78% przypadków stwierdzono tak¿e niew³a�ciw¹
temu gatunkowi liczbê chromosomów oraz wolniejszy
rozwój zarodków w porównaniu do zarodków powsta-
³ych w wyniku monospermicznego zap³odnienia (21).

Nowsze dane dowodz¹, ¿e zastosowanie dodatku
p³ynu pêcherzykowego do po¿ywki ogranicza wystê-
powanie polispermii. Dowiedziono, równie¿ ¿e p³yn
pêcherzykowy pozyskiwany ze �rednich pêcherzyków
silniej redukuje zjawisko polispermii ni¿ dodatek su-
rowicy p³odów bydlêcych (FCS � fetal calf serum)
odpowiednio o 18% w porównaniu do 48%. Uzupe³-
nienie po¿ywki p³ynem pêcherzykowym mro¿onym
pozwala na ograniczenie zjawiska polispermi z 29%
do 18%. Zastosowany dodatek p³ynu o sta³ym sk³a-
dzie uzyskanego z przetrzymywanych w warunkach
in vitro jajowodów pochodz¹cych od samic bêd¹cych
w fazie owulacji pêcherzykowej spowodowa³ wzrost
odsetka prawid³owych zap³odnieñ do 95% (13).

Wystêpowanie polispermii istotnie zmniejsza rów-
nie¿ prawid³owa koncentracja plemników w dawce
nasienia (5 × 106 plemników/ml), dodatek wydzieliny
jajowodowej, glikoaminoglikonu, zwi¹zków zawiera-
j¹cych grupê tiolow¹ oraz komórek wzgórka (4, 17,
35). Zastosowanie dawki nasienia o koncentracji plem-
ników wy¿szej lub ni¿szej od 5 × 106 na 1 ml powodo-
wa³o odpowiednio zwiêkszenie lub zmniejszenie od-
setka b³êdnych zap³odnieñ.

Stwierdzono, ¿e sposób przeprowadzenia zap³odnie-
nia pozaustrojowego ma wp³yw na rozwój zarodka.
Tradycyjnie do tego celu stosuje siê metodê kroplo-
w¹, polegaj¹c¹ na umieszczaniu w po¿ywce kolejno
oocytów i plemników. W zap³odnienia in vitro u �wiñ
nowo�ci¹ jest zastosowanie s³omek o pojemno�ci 0,25 ml,
do których wprowadza siê po¿ywkê wraz z oocytami,
nasienie oraz pêcherzyk powietrza, a nastêpnie pokry-
wa siê s³omkê olejem parafinowym i inkubuje siê przez
6 godzin w temperaturze 39°C. Po zastosowaniu tej
metody odsetek uzyskanych zygot by³ wy¿szy w po-
równaniu do metody tradycyjnej i wynosi³ odpowied-
nio: 96,4 i 72,9%. Zmniejszy³ siê tak¿e odsetek zarod-
ków zap³odnionych polispermicznie do 34,2%, pod-
czas gdy w metodzie kroplowej wynosi³ 52,4% (17).

U loszek, mimo pewnej poprawy efektywno�ci pro-
cesu IVF, poziom polispermii pozostaje jednak daleki
od oczekiwanego i znacznie wy¿szy ni¿ u loch.

Oocyty loszek, podobnie jak u ciel¹t i jagni¹t-ma-
ciorek, wykazuj¹ istotne ró¿nice pod wzglêdem ultra-
struktury oraz przebiegu wewn¹trzkomórkowych pro-
cesów biochemicznych w porównaniu do oocytów
pochodz¹cych od dojrza³ych p³ciowo samic (23, 25).
Ma to zwi¹zek g³ównie z przemieszczaniem siê orga-
nelli komórkowych (ziarna korowe i mitochondria)
towarzysz¹cych dojrzewaniu cytoplazmy. Z kolei oocy-
ty pozyskiwane od dojrza³ych p³ciowo loch posiadaj¹
szersz¹ przestrzeñ dziel¹c¹ ¿ó³tko i os³onkê przejrzy-
st¹ (PVS), co mo¿e ograniczaæ wystêpowanie polisper-
mi. Zastosowanie po¿ywki o niskim stê¿eniu NaCl
korzystnie wp³ywa na rozmiary PVS (8).

Podejmowane próby obni¿enia odsetka polisper-
micznych zygot poprzez usuniêcie komórek wzgórka
przed zap³odnieniem wprawdzie ograniczaj¹ wieloza-
plemnienie, jednak powoduj¹ równie¿ redukcjê licz-
by zap³odnionych jaj (6, 11, 15).

Stosowana obecnie procedura IVF powinna pozwa-
laæ na osi¹gniêcie wysokiej liczby zap³odnionych oocy-
tów (powy¿ej 80%), a tym samym ograniczyæ do mi-
nimum zjawisko polispermi (ponizej 10%). Niestety,
do dzi� stosowane procedury nie pozwalaj¹ na osi¹g-
niêcie tak dobrych wyników.

Hodowla zarodków in vitro
Hodowla zarodków in vitro wymaga stworzenia

odpowiednich warunków, które umo¿liwiaj¹ kolejne
podzia³y mitotyczne. W praktyce jednak odsetek za-
rodków �wiñ otrzymywanych w procesie ich produk-
cji in vitro osi¹gaj¹cych stadium blastocysty wynosi
zaledwie oko³o 30% (33, 34). Fakt ten jest spowodo-
wany uruchomieniem mechanizmu bloku rozwojowe-
go pojawiaj¹cego w czterokomórkowym zarodku, któ-
ry jest indukowany przez nieodpowiednie warunki �ro-
dowiska zewnêtrznego uniemo¿liwiaj¹ce ekspresjê
genomu odpowiedzialnego za produkcjê bia³ek. W wa-
runkach naturalnych blok rozwojowy pojawia siê mo-
mencie przej�cia zarodka do jamy macicy i trwa prze-
wa¿nie oko³o 20-24 godzin (22). Odsetek zygot roz-

Ryc. 1. Porównanie procesu zap³odnienia prawid³owego
i polispermicznego
Obja�nienia: A � prawid³owo zap³odniony oocyt z dwoma cia³-
kami kierunkowymi: ¿eñskim i mêskim oraz garnitur chromoso-
mowy bior¹cy udzia³ w procesie syngamii; B � zap³odniony poli-
spermicznie oocyt z widocznymi dwoma cia³kami kierunkowymi
i wyst¹pi³a dodatkowa dekondensacja g³ówki plemnika oraz sil-
na agregacja chromosomów. (2 pb � 2 cia³ka kierunkowe; ds �
zdekondesowana g³ówka plemnika; PN � przedj¹drze, AG � agre-
gacja chromosomów)
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wijaj¹cych siê 48 godz. po IVF s³u¿y jako wska�nik
do okre�lania potencja³u rozwojowego zarodka.

Z badañ nad rozwojem in vitro wynika, ¿e czynni-
kiem decyduj¹cym o prawid³owym rozwoju zarodka
podczas krótkotrwa³ej hodowli jest przede wszystkim
dobór odpowiedniego sk³adu po¿ywki. Najlepsze efek-
ty uzyskano stosuj¹c po¿ywkê NCSU-23. Odsetek za-
rodków uzyskanych in vitro, hodowanych z u¿yciem
tej po¿ywki, przekraczaj¹cych blok rozwojowy wyniós³
57,3%, pozwalaj¹c na osi¹gniêcie stadium moruli
i blastocysty w 42,5% przypadków (22). Czynnikami
umo¿liwiaj¹cymi kontynuowanie tego procesu do sta-
dium wyklucia siê z os³onki pó�nej blastocysty jest
obecno�æ surowicy bydlêcej BSA (bovine serum anty-
gen) lub FCS, aminokwasów (tauryny i hypotauryny),
dodatków energetycznych (glukozy) i witamin.

Dowiedziono, ¿e zarodki zbudowane z blastome-
rów o wyrównanych rozmiarach maj¹ wiêksze szanse
pe³nego rozwoju ni¿ te z cytoplazm¹ uleg³¹ defrag-
mentacji, która czêsto nie zawiera j¹dra. Wielko�æ
uszkodzeñ cytoplazmy jest �ci�le skorelowana z nasi-
leniem zjawiska polispermi. Blastocysty produkowa-
ne in vitro ró¿ni¹ siê od pozyskanych in vivo mniejsz¹
liczb¹ blastomerów. Stwierdzono, ¿e sytuacja ta ma
miejsce w �rodowisku o ograniczonej liczbie w³ókien
aktyny, co wskazuje na upo�ledzon¹ gospodarkê sub-
stancjami od¿ywczymi w cytoplazmie. Najprawdopo-
dobniej ma to zwi¹zek z niedojrza³o�ci¹ cytoplazmy
oocytu (32). Stosowane obecnie metody oceny jako�-
ci zarodków uwzglêdniaj¹ nastêpuj¹ce kryteria: bu-
dowy morfologicznej blastocysty, ca³kowit¹ liczbê
komórek zarodka (TCN), liczbê komórek wêz³a za-
rodkowego (ICM), kinetykê procesu rozwojowego,
zdolno�æ prze¿yciow¹ po kriokonserwacji, odstêpstwa
chromosomalne po IVF, przemiany metaboliczne, eks-
presjê genomu oraz procesy apoptozy (27). Parametry
te pozwalaj¹ na wykazanie ró¿nic pomiêdzy zarodka-
mi pozyskanymi in vivo a uzyskanymi na drodze IVP.

Szczególnie interesuj¹ce jest zjawisko apoptozy.
W blastocystach pozyskanych in vivo liczba komórek
apoptotycznych jest znikoma, wzglêdnie nie stwier-
dza siê ich obecno�ci, podczas gdy w zarodkach in
vitro obserwuje siê jej znaczne nasilenie. Proces ten
mo¿e byæ inicjowany z zewn¹trz, jak i z wewn¹trz.
Wewnêtrzny proces apoptotyczny jest koordynowany
przez mitochondria, a bod�cem do jego rozpoczêcia
mo¿e byæ szereg czynników wyzwalaj¹cych, takich jak:
brak hormonu wzrostu, obecno�æ substancji toksycz-
nych, nadmiar wolnych rodników czy stres metabo-
liczny. Dowiedziono, ¿e hormon wzrostu (GH) zwiêk-
sza liczbê otrzymanych drog¹ in vitro blastocyst oraz
poprawia ich jako�æ. GH pozwala tak¿e na skrócenie
czasu IVM, ograniczaj¹c tym samym czêstotliwo�æ
zjawiska apoptozy (36, 37). W 6. dniu hodowli uzu-
pe³nionej dodatkiem GH �rednica oraz objêto�æ blas-
tocelu w blastocystach sklasyfikowanych jako ma³e
(pon. 180 µm), nie odbiega³a od warto�ci otrzymanych
dla zarodków hodowanych bez dodatku GH. W przy-

padku blastocyst sklasyfikowanych jako du¿e (pow.
180 µm) odnotowano wzrost objêto�ci blastocelu
o oko³o 10%, który by³ spowodowany wzmo¿eniem
transportu glukozy do zarodka przez pompê sodowo-
-potasow¹ znajduj¹c¹ siê w b³onie komórkowej ko-
mórek trofektodermu. Stwierdzono równie¿, ¿e nie-
zale¿nie od dodatku GH liczba uzyskanych komórek
zarodka by³a znacznie ni¿sza w warunkach in vitro ni¿
in vivo i wynosi³a odpowiednio 40 i 51. Dodatek GH
redukowa³ tak¿e odsetek komórek dotkniêtych apop-
toz¹ w blastocystach du¿ych, podczas gdy w grupie
blastocyst ma³ych odsetek ten by³ wy¿szy i wynosi³
odpowiednio 4,8 i 5,0 (14).

Zewnêtrzna �cie¿ka przebiegu procesów apoptozy
inicjowana jest wi¹zaniem liganda z receptorem, któ-
ry oddzia³uje bezpo�rednio na bia³ka wyzwalaj¹ce
apoptozê. S¹ one czynnikami proteolitycznymi powo-
duj¹cymi rozpad sk³adników cytoszkieletu, takich jak
aktyna (4). Uwa¿a siê, ¿e ocenê jako�ci blastocyst,
poprzez identyfikacjê komórek apoptotycznych, naj-
lepiej przeprowadzaæ stosuj¹c metodê TUNEL (ter-
minal deoxynucleotide transferase � mediated deoxy-
uridine triphosphate). Jest to prosta technika fluores-
cencyjnego znakowania fragmentowych odcinków
DNA za po�rednictwem terminalnej transferazy dez-
oksynukleotydowej. Sugeruje siê, ¿e optymalnym
terminem oceny zmian apoptotycznych jest 6. dzieñ
hodowli (21). Hodowla trwaj¹ca d³u¿ej mo¿e zwiêk-
szaæ ryzyko wystêpowania zjawiska apoptozy. Intere-
suj¹cy jest fakt, i¿ w 5. dniu hodowli nie zaobserwo-
wano ¿adnych sygna³ów pó�niejszej �mierci komór-
ki. Dowiedziono równie¿ zwi¹zku pomiêdzy fragmen-
tacj¹ cytoplazmy i j¹dra oraz wstrzymaniem rozwoju
zarodka z apoptoz¹. Pierwsze niekorzystne zmiany po-
jawiaj¹ siê najpierw w cytoplazmie, a dopiero potem
w j¹drze. Zmiany te reguluj¹ i/lub aktywuj¹ proces
apoptozy. Stwierdzono, i¿ istnieje zwi¹zek pomiêdzy
budow¹ morfologiczn¹ a zdolno�ciami rozwojowymi
zarodka. Nieprawid³owo�ci morfologiczne, takie jak:
fragmentacja cytoplazmy, kondensacja chromatyny
oraz wstrzymanie rozwoju s¹ g³ównymi czynnikami
przyczyniaj¹cymi siê do �mierci komórki � apoptozy.
U wiêkszo�ci zarodków z uszkodzon¹ cytoplazm¹
i wstrzymanym rozwojem stwierdzono równie¿ kon-
densacjê chromatyny. Odsetek zarodków, w których
wyst¹pi³y omawiane nieprawid³owo�ci ulega³ zmia-
nom podczas hodowli i wynosi³ 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).

Reasumuj¹c, mimo zauwa¿alnych postêpów w ba-
daniach nad popraw¹ efektywno�ci produkcji zarod-
ków �wiñ in vitro nadal nie opracowano optymalnego
modelu hodowli warunkuj¹cego wysoki odsetek roz-
wijaj¹cych siê blastocyst. Na obecnym etapie wiedzy
istotna wydaje siê dalsza optymalizacja sk³adu po¿ywki
zarówno do hodowli oocytów i zarodków, jak rów-
nie¿ ograniczenie niekorzystnego zjawiska polisper-
mii. Coraz wiêkszego znaczenia nabiera opracowanie
molekularnych metod oceny zarodka.
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