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Artyku³ przegl¹dowy Review

Metody manipulacji na gametach i zarodkach u ssa-
ków maj¹ ju¿ szerokie zastosowanie praktyczne, nato-
miast u ptaków nadal pozostaj¹ na etapie eksperymen-
talnym, co wynika m.in. z trudno�ci w pozyskiwaniu
wystarczaj¹cej ilo�ci oocytów do badañ i specyfiki roz-
woju zarodków ptasich. W rozrodzie ptaków wystêpu-
j¹ pewne ró¿nice w porównaniu z rozrodem ssaków.
Samica jest heterogametyczna i posiada uk³ad chromo-
somów p³ciowych ZW, natomiast samiec jest homoga-
metyczny � ZZ. Obecno�æ chromosomów ZW prowa-
dzi do rozwoju tylko lewego jajnika i jajowodu, a uk³ad
chromosomów ZZ do rozwoju parzystych j¹der. W jaj-
niku obecnych jest kilkadziesi¹t pêcherzyków ró¿nej
wielko�ci. ̄ ó³te pêcherzyki (u kury o �rednicy 8-36 mm)
tworz¹ charakterystyczn¹ hierarchiê, w której najwiêk-
szy pêcherzyk przedowulacyjny okre�lany jest jako F1,
drugi co do wielko�ci F2 itd. (7). Po owulacji najwiêk-
szego pêcherzyka, uwolniony oocyt, ob³adowany du¿¹
ilo�ci¹ ¿ó³tka i otoczony cytolemm¹ i b³on¹ oko³o¿ó³t-
kow¹ wychwytywany jest przez lejek jajowodu. W lej-
ku nastêpuje zap³odnienie i tworz¹ siê dwie dalsze b³o-
ny: b³ona ci¹g³a i b³ona poza¿ó³tkowa, które wraz z b³o-
n¹ oko³o¿ó³tkow¹ tworz¹ tzw. b³ony ¿ó³tkowe. Zap³od-
nienie musi nast¹piæ przed wytworzeniem b³ony poza-
¿ó³tkowej (do 15 min. po owulacji), gdy¿ plemniki nie
s¹ zdolne do jej penetracji (9). U ptaków wystêpuje
polispermia fizjologiczna, tzn. wiele plemników prze-
chodzi przez b³onê oko³o¿ó³tkow¹ do blastodysku oocy-
tu (tarczki zarodkowej), gdzie ich chromatyna ulega
dekondensacji i tworz¹ siê przedj¹drza mêskie, jednak
tylko jedno ³¹czy siê z przedj¹drzem ¿eñskim, tworz¹c
zygotê. Pozosta³e przedj¹drza degeneruj¹ podczas
wczesnych etapów rozwoju zarodka (27, 31, 36). Rola

dodatkowych przedj¹drzy jest nieznana. Po³¹czenie
przedj¹drza ¿eñskiego i mêskiego (syngamia) zacho-
dzi w magnum, odcinku bia³kotwórczym (oko³o 3,5 h
po zap³odnieniu), a pierwszy podzia³ w cie�ni lub po
wej�ciu jaja do gruczo³u skorupowego (31). Dalszy roz-
wój zarodka ptaka zachodz¹cy w gruczole skorupowym,
obejmuje dziesiêæ stadiów (I do X) opisanych dla kury
przez Eyal-Giladi i Kochav (6). Stadia od I do VI to
okres bruzdkowania, w wyniku którego powstaje tarcz-
ka zarodkowa, zawieraj¹ca oko³o 2 tysiêcy komórek u³o-
¿onych w 5 warstw oddzielonych od ¿ó³tka jam¹ pod-
zarodkow¹ (6, 17). Z kolei stadia VII do X to okres
tworzenia pola jasnego na skutek wypadania komórek
ze strony brzusznej centralnej czê�ci zarodka. W sta-
dium X centrum tarczki zarodkowej stanowi jednoko-
mórkow¹ warstwê, tzw. pole jasne, natomiast obrze¿e
stanowi wielokomórkow¹ warstwê, tzw. pole ciemne.
W zniesionym jaju zarodek kury liczy 40-60 tys. ko-
mórek (stadium X) (6, 17). Opracowanie metod hodowli
oocytów ptaków, zap³odnienia i hodowli zarodków poza
organizmem w kontrolowanych warunkach laboratoryj-
nych u³atwi badanie mechanizmów zap³odnienia i roz-
woju oraz manipulacje genomem prowadz¹ce do uzy-
skiwania ptaków transgenicznych.

Celem opracowania jest przedstawienie wybranych
osi¹gniêæ badawczych i technicznych dotycz¹cych ma-
nipulacji na gametach, embrionach i genomie ptaków.

Superowulacja
W celu uzyskania jednorazowo wiêkszej liczby oocy-

tów od ptaka stosuje siê kilkudniow¹ (5-7 dni) iniekcjê
gonadotropiny surowicy �rebnych klaczy (PMSG),
a nastêpnie pojedyncze podanie hormonu indukuj¹ce-
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go owulacjê. PMSG blokuje spontaniczn¹ owulacjê
i stymuluje wzrost pêcherzyków, czego wynikiem jest
obecno�æ w jajniku kilku pêcherzyków o jednakowej
wielko�ci (brak hierarchii). Natomiast iniekcja hormo-
nu uwalniaj¹cego gonadotropiny (LHRH), hormonu
luteinizujacego (LH) czy ekstraktu z przysadek wywo-
³uje owulacjê. Zastosowanie techniki superowulacji po-
zwala uzyskaæ 2-5 oocytów od kury (12, 15, 26). Nato-
miast u przepiórek otrzymuj¹cych PMSG odpowied�
na podanie LH jest bardzo zró¿nicowana. Uzyskano
�rednio jeden oocyt od ptaka (10).

Owulacje in vitro
Metoda opracowana przez Olszañsk¹ i wsp. (28) po-

zwala na hodowlê pêcherzyków jajnikowych ptaków
i ich owulacjê w warunkach do�wiadczalnych. Wydaj-
no�æ metody (liczba owulacji in vitro) zale¿y od czasu
izolacji pêcherzyków przed spodziewan¹ spontaniczn¹
owulacj¹. Im krótszy odstêp czasu pomiêdzy pobraniem
pêcherzyka jajnikowego a przewidywan¹ naturaln¹
owulacj¹, tym wiêkszy procent owulacji in vitro (do
70%). Metoda ta pozwala na badanie mechanizmu owu-
lacji, roli hormonów w tym procesie i wykorzystanie
oocytów do zap³odnienia in vitro.

Zap³odnienie in vitro
Po raz pierwszy klasyczne zap³odnienie in vitro oocy-

tów kury pobranych natychmiast po owulacji przepro-
wadzono ponad 30 lat temu (8). Na blastodysk nak³a-
dano zawiesinê plemników i ca³o�æ inkubowano przez
15 min., a po przemyciu dalsze 24 h. Zap³odnienie
i rozwój embrionów badano histologicznie (barwienie
hematoksylin¹). Znacznie pó�niej Nakanishi i wsp. (25)
przedstawili dokumentacjê fotograficzn¹ formowania
przedj¹drzy mêskich i ¿eñskich po zap³odnieniu in vit-
ro. ¯ywe kurczêta uzyskano po implantacji do jajowo-
du kur zastêpczych in vitro zap³odnionych oocytów (38).
Ostatnio Olszañska i wsp. (29) uzyskali u przepiórki
japoñskiej zap³odnienie in vitro oocytów owulowanych
pozaustrojowo.

Przeprowadzenie zap³odnienia in vitro u ptaków nie
jest ³atwe, wynika to m.in. z trudno�ci w ustaleniu cza-
su naturalnej owulacji oraz pozyskania oocytów tylko
z b³on¹ oko³o¿ó³tkow¹. Poniewa¿ klasyczna metoda
zap³odnienia in vitro jest utrudniona, postanowiono za-
stosowaæ metodê bezpo�redniej iniekcji plemnika do
cytoplazmy (ICSI), jednak pierwsze próby zakoñczy³y
siê niepowodzeniem. Dokonano tego po raz pierwszy
dopiero w 2003 r. (11). Autorzy wykazali, ¿e bezpo-
�rednia iniekcja pojedynczego plemnika do oocytu prze-
piórki mo¿e aktywowaæ oocyt i prowadziæ do zap³od-
nienia. Ponadto wyd³u¿one spermatydy i plemniki po-
brane z j¹dra s¹ kompetentne do zap³odnienia, tak jak
plemniki pochodz¹ce z nasienia. Zastosowanie techni-
ki ICSI mo¿e byæ bardzo u¿yteczn¹ metod¹ do badania
mechanizmu zap³odnienia, roli gamet w tym procesie,
a tak¿e do produkcji ptaków transgenicznych przez u¿y-
cie plemników jako wektorów do wprowadzania obce-
go DNA do oocytu.

Hodowle embrionów
Z koñcem lat 80. opracowano metodê hodowli em-

brionów kurzych od stadium jednej komórki do wylê-
gu w warunkach in vitro (20, 32). Metoda ma III etapy.
Pierwszy etap obejmuje okres od zap³odnienia (stadium
jednej komórki) do wytworzenia blastodermy, czyli
okres rozwoju zachodz¹cy naturalnie w jajowodzie. Za-
p³odniony oocyt pobrany z magnum jest umieszczany
w naczyniu zawieraj¹cym medium sk³adaj¹ce siê z bia³-
ka rzadkiego i roztworu soli mineralnych. Inkubacja
prowadzona jest przez jedn¹ dobê. W drugim etapie
embriony przenoszone s¹ do skorup zastêpczych wy-
pe³nionych medium i hodowane przez kolejne 3 doby
embriogenezy. Nastêpny etap obejmuje okres wzrostu
embrionów od czwartej doby do wylêgu i prowadzony
jest w wiêkszych skorupach zastêpczych w celu wy-
tworzenia komory powietrznej nad embrionem. Ta pro-
cedura jest równie¿ opracowana do hodowli embrio-
nów przepiórek w skorupach jaj kurzych (30).

Inn¹, zas³uguj¹c¹ na uwagê metod¹ jest metoda ho-
dowli zarodków opracowana przez Chapmana i wsp.
(2). Metoda jest przeznaczona do hodowli embrionów
od stadium gastrulacji do neurulacji (do 59-64 h) i na-
zywana jest EC (Early Chick). Hodowla embrionów
prowadzona jest na szalkach Petriego wype³nionych me-
dium sk³adaj¹cym siê z bia³ka jaja kurzego, agaru i an-
tybiotyku. Zalet¹ tej metody jest mo¿liwo�æ przepro-
wadzania zabiegów mikrochirurgicznych w obrêbie
zarodków, mikroiniekcji, implantacji i elektroporacji
oraz obserwowania zarodków bezpo�rednio w hodowli.

Otrzymywanie ptaków transgenicznych
Cele i metody uzyskiwania ptaków zmienionych ge-

netycznie opisano w kilkunastu pracach przegl¹dowych
(1, 3-5, 13, 14, 16, 19, 23, 33-35, 37). Procedury trans-
feru genów s¹ adaptowane z technik u¿ywanych u ssa-
ków lub rozwijane specjalnie dla ptaków. Stosowane
metody uzyskiwania ptaków transgenicznych maj¹ na
celu wprowadzenie nowego genu do komórek p³cio-
wych lub ich prekursorów. Opracowano kilka spo-
sobów wprowadzania egzogennego DNA do genomu
ptaków.

Mikroiniekcja DNA do zap³odnionego oocytu.
Zap³odnione oocyty pobierane s¹ z magnum i DNA
zostaje wprowadzony bezpo�rednio do tarczki zarod-
kowej zap³odnionego oocytu, w pobli¿e przedj¹drza
¿eñskiego. Poniewa¿ u ptaków cytoplazma jest nie-
przezroczysta, nie ma mo¿liwo�ci bezpo�redniej iniek-
cji do ¿eñskiego czy mêskiego przedj¹drza. Efektyw-
no�æ tej metody jest bardzo niska, poniewa¿ wprowa-
dzony do cytoplazmy DNA czêsto nie zostaje zintegro-
wany z DNA chromosomów i ulega degeneracji pod-
czas wczesnych etapów rozwoju zarodka. Zastosowa-
nie plemników jako wektorów do wprowadzania obce-
go DNA w po³¹czeniu z technik¹ ICSI by³oby dobrym
rozwi¹zaniem i mog³oby mieæ zastosowanie praktycz-
ne. Jednak technika ta, wraz z mo¿liwo�ci¹ hodowli
oocytów bêd¹cych tu¿ po owulacji wymaga udoskona-
lenia.
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Elektroporacja i lipofekcja. Rozwój technik lipo-
fekcji i elektroporacji (18, 21) umo¿liwia transfekcjê
komórek in vitro i in vivo. Metodami tymi wprowadza-
no DNA do plemników oraz embrionów bêd¹cych
w stadium rozwoju X (E-G&K). Plemników poddanych
lipofekcji, elektroporacji lub inkubacji z egzogennym
DNA u¿yto do sztucznej inseminacji kur i uzyskano
pozytywne na obecno�æ transgenu tylko jednodniowe
embriony. Uzyskane wyklute pisklêta nie posiada³y eg-
zogennego DNA (24). Stosuj¹c elektroporacjê in vivo
embrionów w stadium X (22) uzyskano wysok¹
ekspresjê egzogennego DNA w tkankach embrionów,
jednak podczas rozwoju zarodka DNA ulega³o degra-
dacji.

U¿ycie komórek zarodkowych do produkcji chi-
mer. Obecnie najbardziej obiecuj¹c¹ metod¹ prowadz¹-
c¹ do uzyskania ptaków transgenicznych jest u¿ycie ko-
mórek blastodermalnych (BCs) lub pierwotnych komó-
rek p³ciowych (PGCs). Wykorzystuje siê BCs pocho-
dz¹ce od embrionów bêd¹cych w stadium X (E-G&K),
a które posiadaj¹ pewn¹ liczbê prekursorów PGCs.
Z kolei PGCs izoluje siê z jamy zarodkowej embrio-
nów w stadium X-XII (E-G&K), z krwi (2.-3. dzieñ
inkubacji) lub z ró¿nicuj¹cych siê gonad zarodków
(5.-6. dzieñ inkubacji). Zarówno BCs, jak i PGCs mo¿-
na hodowaæ in vitro, zamra¿aæ i wprowadzaæ egzogen-
ny DNA, np. na drodze elektroporacji czy lipofekcji.
W wyniku iniekcji BCs do embrionów biorców bêd¹-
cych w stadium rozwoju X uzyskuje siê chimery feno-
typowe i ma³y procent chimer p³ciowych. Natomiast
wykorzystuj¹c PGCs wprowadza siê je do embrionów
bêd¹cych w takim samym stadium rozwoju jak zarod-
ki, od których pochodz¹ i uzyskuje siê chimery p³cio-
we. Chimery wykorzystuje siê dalej do wyprowadze-
nia linii ptaków transgenicznych lub do biokonserwa-
cji genotypów.

Podsumowanie
Obecnie mo¿liwe jest: (1) przeprowadzenie dojrze-

wania, owulacji i zap³odnienia in vitro (klasycznie
i ICSI) oocytów ptasich, (2) hodowla in vitro embrio-
nów od jednokomórkowej zygoty do wylêgu pisklêcia,
(3) uzyskanie chimer wykorzystuj¹c �wie¿e, przecho-
wywane i manipulowane in vitro PGCs i BCs oraz (4)
otrzymanie ptaków transgenicznych. Opracowanie efek-
tywnych metod manipulacji komórkami blastodermal-
nymi i pierwotnymi komórkami p³ciowymi rokuje naj-
wiêksze nadzieje w uzyskiwaniu ptaków transgenicz-
nych i biokonserwacji genotypów.
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