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Obtaining in vitro embryos from farm animals

Summary

The article presents the present state of knowledge about obtaining in vitro embryos from farm animals.
This biotechnique includes: in vitro maturation of oocytes, in vitro fertilizing matured oocytes and in vitro
culture of embryos. The aim of in vitro production of embryos is to obtain more blastocysts and blastocysts of
good quality which will determine the efficiency of embryo transfer and facilitate the production of a greater
number of healthy offspring. Offspring were produced after transferring embryos produced in vitro in sheep,
cattle, pigs, goats and horses. This biotechnique is used in farm animal breeding, biotechnology and basic

research.
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Uzyskiwanie zarodkéw zwierzat gospodarskich in
vitro jest wieloetapowa biotechnika. W pierwszym eta-
pie zwanym dojrzewaniem oocytow, komorki te po-
bierane sa od dawczyn przyzyciowo albo poubojowo.
Proces dojrzewania oocyty przechodza w warunkach
in vitro. W kolejnym etapie zwanym zaptodnieniem
in vitro, dojrzale oocyty inkubowane sa z plemnika-
mi. Trzecim etapem jest hodowla zarodkdéw in vitro.
Powstate w wyniku zaplodnienia zygoty najczesciej
hodowane sa do stadium blastocysty. W tym stadium
zarodki moga by¢ przeniesione do biorczyn lub tez
moga by¢ zamrozone albo witryfikowane i wykorzy-
stane w pozniejszym okresie. Do kluczowych elemen-
tow uzyskiwania zarodkdéw zwierzat gospodarskich in
vitro nalezy zaliczy¢: pozywki do dojrzewania oocy-
tow, zaptodnienia 1 hodowli zarodkow (w sktad kto-
rych wchodzi: woda, aminokwasy, witaminy, hormo-
ny, czynniki wzrostowe, dodatek bialka, i inne), wa-
runki podczas dojrzewania, zaplodnienia 1 hodowli
(temperatura, poziom CO,, wilgotno$¢) oraz czas doj-
rzewania, zaptodnienia i hodowli. Wszystkie te wy-
magania sa charakterystyczne dla poszczegolnych ga-
tunkow zwierzat gospodarskich i zostaly one szcze-
gbétowo opisane w opracowaniach z tego zakresu: byd-
to (13), $winie (1), owce i1 kozy (4) i konie (26).

Celem procedury uzyskiwania zarodkow in vitro jest
otrzymanie duzej liczby 1 dobrej jako$ci blastocyst.
Liczba uzyskiwanych blastocyst jest uzalezniona od
liczby pobranych oocytéw 1 warunkéw podczas ich
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dojrzewania. Natomiast jako$¢ blastocyst jest uzalez-
niona od warunkéw podczas ich hodowli. Zaréwno
jako$¢, jak 1 liczba blastocyst decyduje o wynikach
przeniesienia tych zarodkéw do biorczyn, a tym sa-
mym o liczbie potomstwa 1 Jego zdrowotnosci (23, 28).

Potomstwo po przeniesieniu do biorczyn zarodkow
uzyskanych in vitro otrzymano u wszystkich gatun-
koéw zwierzat gospodarskich: owce — 1987 (11), bydto
— 1988 (17), $winie — 1989 (18), kozy 1993 (5). U koni
zarowno dojrzewanie, jak i zaptodnienie in vitro przez
lata nastrgczato wiele probleméw. Dopiero w 2002 r.
otrzymano dwa zrebigta, z tym ze oocyty dojrzewaly
w warunkach naturalnych, natomiast zaptodnienie
1 hodowlg zarodkow przeprowadzono w warunkach
in vitro. Obecnie u tego gatunku stosowane jest wpro-
wadzenie plemnika do cytoplazmy dojrzatego in vitro
oocytu — ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection),
a nastgpnie hodowle zarodkow in vitro 1 przeniesienie
ich do biorczyn (26).

Uzyskiwanie zarodkéw zwierzat gospodarskich in
vitro ma zastosowanie w hodowli, biotechnologii,
medycynie oraz w badaniach podstawowych. W ho-
dowli zwierzat uzyskiwanie zarodkéw in vitro moze
by¢ biotechnika alternatywna do inseminacji czy tez
programu MOET (Multiple Ovulation and Embryo
Transfer) polegajacego na wywolywaniu mnogich
owulacji i przenoszeniu zarodkow do biorczyn. Istnieje
mozliwo$¢ wykorzystania samic tylko jako dawczyn
oocytow bez obcigzania ich dalszymi etapami tego
programu. Dawczyniami oocytdéw moga by¢ rowniez
samice niedojrzate do rozrodu i ci¢zarne (7, 8). W ostat-



Medycyna Wet. 2007, 63 (12)

nich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ wyko-
rzystaniu tej biotechniki w celu leczenia nieptodnosci
u zwierzat gospodarskich. Oocyty oraz zarodki moga
by¢ zamrazane lub witryfikowane, co pozwala na two-
rzenie ich banku. Zarodki uzyskane in vitro maja naj-
wigksze zastosowanie w biotechnologii, poniewaz jest
to biotechnika umozliwiajaca klonowanie zarodkowe
1 somatyczne, tworzenie osobnikow transgenicznych,
klonowanie osobnikow transgenicznych, uzyskiwanie
osobnikow jako dawcoéw narzadow do ksenotrans-
plantacji czy tez tworzenia chimer (22). Ogromne na-
dzieje w medycynie ludzkiej wiaze si¢ z wykorzys-
taniem $win jako dawcoéw narzadow do ksenotrans-
plantacji (25). Z pewnoscia waznym kierunkiem, wy-
korzystujacym uzysklwanle zarodkow in vitro sa ba-
dania podstawowe, zar6wno z zakresu dojrzewania
oocytow, zaptodnienia oocyt(')w Jjak i wezesnego roz-
woju zarodkow. Wczesny rozwdj zarodkow bydlecych
jest zblizony do wezesnego rozwoju zarodkow ludz-
kich, stad tez bydto uwazane jest za gatunek modelo-

wy (19).
Dojrzewanie oocytow in vitro

Oocyty pobierane sa z pecherzykow znajdujacych
si¢ w warstwie korowej jajnika. Miedzy gatunkami
zwierzat gospodarskich istnieja roznice w uktadzie
warstw jajnika. U krowy, owcy, kozy oraz §wini war-
stwa korowa jest warstwa zewngtrzna, natomiast
u klaczy ta warstwa znajduje si¢ wewnatrz jajnika, co
nastr¢cza problemy z pobieraniem oocytow. Oocyty
mozna uzyskiwac przyzyciowo albo poubojowo (1, 4,
7,8,14,16,24,26). Z metod przyzyciowych stosowa-
na jest laparotomia (wszystkie gatunki), laparoskopia
(owce, kozy 1 $winie, jak tez krowy 1 klacze) 1 OPU
(Ovum Pick-Up), czyli pobieranie oocytéw przez na-
ktucie pecherzykow jajnikowych (krowy i klacze).
Dos¢ powszechnie u owiec i koz stosowana jest lapa-
roskopia w potaczeniu z OPU (2). Z metod poubojo-
wych najczgsciej wykonywanie jest naktucie peche-
rzyka jajnikowego za pomoca igly podtaczonej do
pompy ssacej (wszystkie gatunki), skrawanie jajnikow
(przewaznie u klaczy) lub izolacja pgcherzykow jajni-
kowych, a nast¢pnie pobranie z nich oocytow (wszyst-
kie gatunki) (1, 4, 16, 26).

NledOJrzale oocyty otoczone sa $cisle przylegaj acy-
mi kilkoma warstwami komorek ziarnistych, zwanymi
wiencem promienistym oraz pasmem komorek nale-
zacych do wzgdrka jajonosnego, co wspolnie tworzy
kompleks wzgorek jajonosny—oocyt. U klaczy oocyty
moga by¢ otoczone zaréwno Scisle przylegajacymi, jak
1 rozproszonymi warstwami komorek wienica promie-
nistego (1, 4, 10, 26).

Niedoj rzale oocyty znajduja si¢ w profazie I podziatu
mejotycznego, a doktadnie w fazie pgcherzyka zarod-
kowego. Dojrzewanie oocytow obejmuje przemlany
Jqdrowe 1 cytoplazmatyczne ktore zachodza rowno-
cze$nie. Wznowienie mejozy w warunkach in vitro Jest
spontaniczne u wigkszos$ci ssakow i rozpoczyna sig
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od rozpadu pgcherzyka zarodkowego, a konczy osiag-
nigciem przez oocyt metafazy II podzialu mejotycz-
nego, czyli stadium, w ktorym moze wnikna¢ do nie-
go plemnik. Dojrzewanie cytoplazmatyczne obejmu-
je szereg zmian morfologicznych (modyfikacje w orga-
nellach i migracje niektorych z nich, wzrost liczby nie-
ktérych organelli, np. mitochondridéw, tworzenie cyto-
szkieletu 1 wrzeciona podziatowego, 1 inne) oraz bio-
chemicznych (regulacj¢ cyklu komérkowego, procesy
metaboliczne, zmagazynowanie materiatu zapasowe-
go oraz materiatu informacyjnego). W procesie doj-
rzewania oocytu wazna rolg petnia komorki ziarniste
wienca promienistego, ktore odpowiadaja za kontakt
oocytu ze Srodowiskiem i tym samym posrednicza
w regulacji hormonalnej oraz metabolicznej procesu
dojrzewania (1, 4, 10, 26).

Dojrzaty oocyt charakteryzuje si¢ rozproszeniem
komorek wzgorka jajono$nego oraz rOwnomiernie roz-
tozona cytoplazma, bez zadnych oznak degenerac;i,
fragmentacji 1 wakuolizacji. U niektorych gatunkow
mozna zaobserwowac ciatko kierunkowe (krowa,
owca). Jednak u wigkszosci zwierzat gospodarskich
pierwsze ciatko kierunkowe nie jest widoczne ze
wzgledu na duza ilo$¢ lipidow w cytoplazmie (Swinie,
klacz), totez stopien dojrzatosci okresla si¢ w sposob
posredni, tj. na podstawie rozproszenia komorek ziar-
nistych wzgdrka jajonosnego (1, 4, 10, 26).

Migdzy gatunkami wystgpuja rdznice w tempie doj-
rzewania oocytow w warunkach in vitro. U krowy,
owcy i kozy, oocyty osiagaja dojrzatos¢, czyli stadium
metafazy Il po 24-godzinnej hodowli, natomiast u kla-
czy migdzy 24. a 30. godzing hodowli. Najdtuzej doj-
rzewaja oocyty $wini, gdyz stadium metafazy II osia-
gaja miedzy 40. a 48. godzina hodowli (1, 4, 10, 26).

Zaptodnienie oocytow in vitro

Kolejnym etapem jest zaptodnienie dojrzatych oocy-
tow. Najczedciej do zaptodnienia Wykorzystywane sa
plemniki po rozmrozeniu. Jednak u $win i koni wystg-
puja problemy z ich mrozeniem, dlatego u tych gatun-
kéw wykorzystywane sa plemniki $wieze, ktore pod-
dawane sa kapacytacji. Proces zaptodnienia obejmuje
reakcje akrosomowa skapacytowanych plemnikéw.
Nastgpuje zespolenie gamet i aktywacja oocytu, a na-
stepnie dokonczenie mejozy, czego wynikiem jest
wyrzucenie II ciatka kierunkowego, utworzenie przed-
jadrzy, replikacje DNA, rozpoczgcie mitozy 1 utoze-
nie chromosomoéw we wspolna ptytke metafazalna.
Réznice migdzy gatunkami moga dotyczy¢ asynchro-
nii w tworzeniu przedjadrzy oraz momentu rozpoczg-
cia replikacji (1, 4, 10, 26). U swin 1 koni, zarowno in
vivo, jak 1 in vitro obserwowana jest wysoka czgstotli-
wos$¢ polispermii, czyli wniknigcia do oocytu wigcej
niz jednego plemnika. Polispermia prowadzi do po-
wstawania zarodkow poliploidalnych. Zarodki triplo-
idalne, jakkolwiek moga si¢ rozwijac¢ do stadium bla-
stocysty, jednak w pozniejszym okresie w wigkszosci
przypadkéw ulegaja resorpcji. Z powodu duzej ilosci
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lipidéw w cytoplazmie nie ma mozliwos$ci selekcji ta-
kich zarodkow. U $win udato si¢ przezwycig¢zy¢ poli-
spermig, natomiast u koni ominig¢to ten problem sto-
suja metode ICSI (12).

U gatunkéw zwierzat gospodarskich tempo zaptod-
nienia jest zblizone 1 wynosi od 18 do 20 godzin od
momentu inseminacji. R6znice moga wynika¢ z wpro-
wadzenia plemnika do oocytu (ICSI), co prowadzi do
wczesniejszego tworzenia zygoty (1, 4, 10, 26).

Hodowla zarodkow in vitro

Ostatnim etapem jest hodowla zarodkow in vitro,
czyli ich rozwdj od stadium zygoty do moruli i blasto-
cysty. Rozwoj obejmuje: przemiany jadrowe i cyto-
plazmatyczne oraz ich wzajemne interakcje, metabo-
lizm zarodka, przejgcie kontroli przez genom zarod-
kowy, ekspresje genow, tworzenie moruli oraz kom-
pakcja blastomerdw, tworzenie blastocyst z charakte-
rystyczna struktura zwana jama blastocysty, powstata
w procesie kawitacji, czy tez tworzenie dodatkowych
struktur w zarodkach np. kapsuly w zarodkach koni
(1,4,7,20). Kapsuta jest to twoér umieszczony migdzy
trofoblastem a ostonka przejrzysta, bedacy wytworem
zarodka. Peini ona rolg ochronna i wystepuje zard6wno
w zarodkach in vivo, jak i in vitro przez 2-3 tygodnie
rozwoju (27).

Jednym z najwazniejszych procesow maj qcych rmej-
sce podczas rozwoju zarodkow i to zaréwno in vivo,
jak tez in vitro jest przejgcie kontroli przez genom za-
rodkowy, co ma miejsce w stadium 4 blastomerdéw
u $§wini oraz 8 lub 16 blastomeréw u bydta, owciec,
kéz, koni. Do momentu uruchomienia genomu roz-
woj odbywa si¢ w oparciu o materiat zgromadzony
podczas dojrzewania oocytow.

Migdzy gatunkami wystegpuja roznice w morfologii
blastocyst uzyskanych in vitro 1 dotycza ich wielko$ci
oraz liczby blastomeréw wchodzacych w sktad wezta
zarodkowego i trofoblastu (1, 4, 10, 26). Na szczego6l-
na uwage zastuguje roznica w liczbie blastomerow
w zarodkach koni migdzy blastocystami uzyskanymi
in vivo (1761 blastomerdéw) a in vitro (255 blastome-
réw). U pozostatych gatunkow obserwowane rdznice
nie sa juz tak duze (21).

Tempo rozwoju zarodkoéw do stadium blastocysty
jest charakterystyczne dla danego gatunku i jest zwia-
zane z dlugoscia kolejnych cykli komérkowych oraz
ich liczba. Najkrocej, tj. 144 godziny, do stadium blas-
tocysty rozwijaja si¢ zarodki §wini, natomiast blasto-
cysty bydlgce oraz owcze i kozie powstaja po 168 go-
dzinach. Najdluzej do stadium blastocysty rozwijaja
si¢ zarodki konskie (od 168 do 192 godzin hodowli)
(1,4, 10, 26).

Przeniesienie zarodkow uzyskanych in vitro
do biorczyn

Po przeniesieniu do biorczyn zarodkoéw zwierzat
gospodarskich uzyskanych in vitro odsetek potomstwa
jest nizszy niz zarodkow in vivo (1, 4, 9, 10, 26). Od-
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setek ocielen, wykocen, wyzrebien wynosi odpowied-
nio 40-45%, 30%, 20% po przeniesieniu zarodkoéw in
vitro wobec 70%, 70-75%, 75% po przeniesieniu za-
rodkow in vivo. Najnizszy odsetek potomstwa stwier-
dzono u $win i wynosi tylko 5% oproszen w poréwna-
niu z 60% po przeniesieniu zarodkéw uzyskanych
w sposéb naturalny (21).

Zarodki uzyskane in vitro moga by¢ zamrozone lub
witryfikowane 1 przeniesione do biorczyﬁ w pdzniej-
szym okresie. Jednak ich zdolnosci TOZWO0jowe po prze-
niesieniu do blorczyn sa znacznie nizsze niz zarod-
kéw in vitro nie mrozonych. U wigkszosci zwierzat
gospodarskich potomstwo otrzymuje si¢ po przenie-
sieniu do biorczyn zarodkow zamrozonych w stadium
wczesnej blastocysty i1 blastocysty. Natomiast o wiele
mniej potomstwa uzyskuje si¢ po przeniesieniu zarod-
kéw zamrozonych in vitro w stadium moruli. Duzo
nadziei wiaze si¢ z witryfikacja zarodkoéw, po prze-
niesieniu ktorych otrzymuje sig o wiele wigcej potom-
stwa (6).

ZdolnoS$ci rozwojowe zarodkow uzyskanych in vitro

Zdolnosci rozw0J0we zarodkow uzyskanych in vit-
ro sa nizsze w poréwnaniu z zarodkami in vivo i jest
to wynikiem niedoskonatych warunkéw podczas doj-
rzewania oocytow, a nastepnie ich zaptodnienia oraz
rozwoju zarodkéw (1, 4, 10, 26).

U wszystkich gatunkéw zwierzat gospodarskich
wystepuje wysoka §miertelno$¢ we wezesnym rozwo-
ju zarodkoéw in vitro. Wérdd rodzajow $mierci poje-
dynczych, a czasami wszystkich blastomerow zarod-
ka, najczegsciej wyrdznia si¢ martwicg oraz starzenie.
0 wiele rzadziej wystgpuje zaprogramowana $mierc¢
komorek, ktora obserwowana jest przede wszystkim
w zarodkach koni. Ostatnio zwraca SIQ uwagg na inne
rodzaje $mierci komorek, a mianowicie na autofagi¢
oraz na tzw. katastrofg mitotycznq. Nie nalezy wyklu-
czaé i innych, nieznanych dotad typoéw $§mierci zarod-
kow (3, 20).

Nie zawsze dochodzi do $mierci zarodka, czasami
jedynie do zaburzen w jego rozwoju, ktore moga ujaw-
ni¢ si¢ znacznie pdzniej, czyli po implantacji albo pod-
czas rozwoju postnatalnego osobnika. Do przyczyn tak
wysokiej $miertelnosci, jak tez wystgpowania zabu-
rzen mozna zaliczy¢: zmieniony metabolizm podczas
dojrzewania oocytéw i rozwoju zarodkow, nieprawid-
towe wiaczenie si¢ genomu zarodkowego oraz wadli-
wa ekspresje genoéw, zaburzenia chromosomowe (po-
liploidia, aneuploidia, miksploidia) (28). Interesujacym
zagadnieniem sa modyfikacje epigenetyczne czyli
potranslacyjne zmiany w ekspresji genow, w tym ge-
nomowe naznaczenie zwane 1mpr1nt1ng1em do kto-
rych moze dochodzi¢ w warunkach in vitro (29). Epi-
genetyczne modyfikacje podczas dojrzewania oraz
rozwoju zarodkow, a prawdopodobnie takze w chwili
zaptodnienia moga wptywaé na przedlmplantacyjny,
poimplantacyjny, a takze postnatalny rozwo;j osobni-
kéw. To moze prowadzi¢ do rozmaitych zaburzen,
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migdzy innymi: wodoglowia, niedorozwoju lub uszko-
dzenia mézgu, nieprawidlowego rozwoju konczyn,
powigkszenia serca i watroby, wystapienia problemow
z oddychaniem, jak rowniez pojawienia si¢ syndromu
duzego potomstwa — Large Offspring Syndrom (LOS).
Epigenetyczne modyfikacje moga by¢ przyczyna
$mierci osobnikow w okresie pre- i postnatalnym (re-
sorpcji, poronien czy tez $§mierci tuz po urodzeniu) (15).
Nalezy jednak podkresli¢, ze w wigkszosci przypad-
kow potomstwo otrzymane po przeniesieniu zarodkow
uzyskanych in vitro nie rdzni si¢ ani anatomicznie, ani
fizjologicznie od potomstwa otrzymanego w warun-
kach naturalnych. Dlatego procedura uzyskiwania za-
rodkow zwierzat gospodarskich in vitro stosowana jest
obecnie na szeroka skalg i uwazana za jedng z naj-
wazniejszych biotechnik w rozrodzie, bowiem taczy
hodowlg zwierzat z biotechnologia i medycyna.
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