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Artyku³ przegl¹dowy Review

Z wielu biotechnik rozrodu stosowanych u zwierz¹t
gospodarskich (uzyskiwanie zarodków in vitro, klo-
nowanie, tworzenie osobników transgenicznych oraz
chimer), u psów uda³o siê jedynie otrzymaæ zarodki
in vitro oraz sklonowaæ psa, choæ obie te biotechniki
s¹ nadal w fazie eksperymentalnej (21).

Uzyskiwanie zarodków in vitro mo¿e byæ stosowa-
ne w rozrodzie wspomaganym u psów, gdy w inny
sposób nie mo¿na otrzymaæ potomstwa. Du¿ym wy-
zwaniem jest ratowanie osobników zagro¿onych wy-
giniêciem, jak chocia¿by australijskich psów dingo.
Zupe³nie nowym kierunkiem jest natomiast tworzenie
osobników odpornych b¹d� podatnych na okre�lone
jednostki chorobowe. Szacuje siê, ¿e istnieje ponad
370 chorób genetycznych dotykaj¹cych psy, w�ród któ-
rych wiele przypomina te wystêpuj¹ce u ludzi. Dlate-
go procedura uzyskiwania in vitro zarodków psów
mo¿e byæ wykorzystana jako model do badañ medycz-
nych. Wielkie nadzieje budzi perspektywa stworzenia
psów nie wywo³uj¹cych alergii u ludzi, zw³aszcza, ¿e
uda³o siê tego dokonaæ u kotów (5, 9, 13, 21).

Uzyskiwanie zarodków in vitro obejmuje dojrzewa-
nie oocytów in vitro, zap³odnienie in vitro oraz ho-
dowlê zarodków in vitro. Otrzymane t¹ drog¹ zarodki
mog¹ byæ przeniesione do macicy suki lub zostaæ za-
mro¿one (21). O ile do tej pory potomstwo po prze-
niesieniu zarodków in vitro otrzymano u wielu gatun-

ków zwierz¹t gospodarskich (3), laboratoryjnych oraz
cz³owieka, to u psów badania w tym kierunku nie przy-
nios³y zadowalaj¹cych wyników. Paradoksalnie, szcze-
niêta otrzymano po przeniesieniu do biorczyñ zarod-
ków uzyskanych w wyniku klonowania somatyczne-
go (6, 10).

Problem z uzyskaniem zarodków in vitro u psów
mo¿e wynikaæ z ogromnej roli, jak¹ pe³ni jajowód pod-
czas dojrzewania oocytów, zap³odnienia oraz wczes-
nego rozwoju zarodków. Z tego te¿ powodu o wiele
trudniej zoptymalizowaæ warunki in vitro, a przysto-
sowanie procedury uzyskiwania zarodków in vitro
wykorzystywanej u innych gatunków jest nieskutecz-
ne, poniewa¿ ró¿nice s¹ zbyt du¿e (21).

W przeciwieñstwie do zwierz¹t gospodarskich oraz
naczelnych, oocyty suk dojrzewaj¹ w jajowodzie, a nie
w pêcherzyku jajnikowym, co wiêcej � w obecno�ci
podwy¿szonego poziomu progesteronu, a nie estroge-
nów. Poszczególne odcinki jajowodu mog¹ ró¿niæ siê
miêdzy sob¹ pod wzglêdem rodzaju komórek wydziel-
niczych oraz wydzielanych przez nie substancji, co
mo¿e wp³ywaæ zarówno na dojrzewanie oocytów, jak
i na zap³odnienie oraz wczesny rozwój zarodków (1,
11, 21).

U suk podczas owulacji uwalniane s¹ niedojrza³e
oocyty (w profazie pierwszego podzia³u mejotyczne-
go), w przeciwieñstwie do samic innych gatunków,
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u których owulowane s¹ dojrza³e oocyty (w metafazie
drugiego podzia³u mejotycznego). Dopiero po oko³o
44 godzinach przebywania w jajowodzie niedojrza³e
oocyty podejmuj¹ przerwan¹ mejozê. Najwcze�niej
dojrza³e oocyty obserwowane s¹ oko³o 54 godzin od
owulacji. Mimo kilkugodzinnej obecno�ci dojrza³ych
oocytów i plemników w jajowodzie, do zap³odnienia
dochodzi znacznie pó�niej � oko³o 83, a nawet 110-
-120 godzin po owulacji (7, 21). In vivo plemnik rzad-
ko wnika do niedojrza³ego oocytu. Przypuszczalnie
ma to zwi¹zek z obecno�ci¹ komórek jajowodu, które
zapobiegaj¹ kapacytacji, choæ nie maj¹ wp³ywu na
¿ywotno�æ plemników, zachowuj¹cych zdolno�æ do
zap³odnienia jeszcze przez 11 dni po kopulacji (7).

U suk bardzo trudno jest okre�liæ tempo rozwoju
zarodków. Wed³ug niektórych autorów, zygoty obser-
wowane s¹ miêdzy 72. a 96. godzin¹, a wed³ug innych
miêdzy 94. a 124. godzin¹ (2, 18, 21). Sprzeczno�ci
dotycz¹ równie¿ pó�niejszych stadiów. W stadium
8 blastomerów dochodzi do przejêcia kontroli przez
genom zarodkowy. Do stadium moruli, czyli przez
6-7 dni, zarodki przebywaj¹ w jajowodzie, a nastêp-
nie przechodz¹ do macicy (5, 18).

Badania nad uzyskaniem zarodków in vitro u psa
maj¹ ju¿ 30 lat i zosta³y zapocz¹tkowane w 1976 r.
przez Mahi i Yanagimachi (12). W pierwszych do-
�wiadczeniach u 25% oocytów obserwowano wzno-
wienie mejozy i osi¹gniêcie metafazy drugiego podzia-
³u, natomiast ich penetracjê przez plemniki u 70%
dojrza³ych oocytów. Od tego czasu nie uda³o siê do-
konaæ du¿ego postêpu, przeciêtnie tyle samo oocytów
koñczy dojrzewanie in vitro (21) i tylko w sporadycz-
nych przypadkach obserwowany jest rozwój zarodków
po dojrzewaniu i zap³odnieniu in vitro (4, 15, 19, 22).

Od suk oocyty mo¿na pozyskaæ stosuj¹c wyciêcie
jajowodu i przep³ukanie jego �wiat³a. Jednak¿e jest to
trudne, poniewa¿ �ciana jajowodu jest cienka, a jego
�wiat³o ma³e. Innym sposobem jest kolekcja oocytów
przez skrawanie jajników usuniêtych przy zabiegu ste-
rylizacji. Mo¿na te¿ aspirowaæ oocyty z pêcherzyków
widocznych na powierzchni jajnika. Laparoskopowe
pozyskiwanie oocytów od suk nie jest wykonywane
ze wzglêdu na obecno�æ kieszonki jajnikowej (21).
Najwiêksz¹ liczbê oocytów mo¿na uzyskaæ od suk
w wieku od roku do sze�ciu lat. Jakkolwiek nie wyka-
zano ró¿nic wynikaj¹cych z rasy suki (22), to jednak
mieszañce s¹ w stanie dostarczyæ wiêcej oocytów (21).

Dane na temat wp³ywu fazy cyklu p³ciowego na
zdolno�æ dojrzewania oocytów s¹ sprzeczne, wydaje
siê jednak, ¿e oocyty uzyskane w fazie estrus lub pro-
estrus dojrzewaj¹ czê�ciej ni¿ te pochodz¹ce z innych
faz (8, 16).

Do dojrzewania in vitro pobierane s¹ oocyty o �red-
nicy minimum 100-120 µm (14, 15). Czas inkubacji
oocytów, niezbêdny do uzyskania dojrza³o�ci do za-
p³odnienia, wynosi od 48 do 72 godzin (ze sporymi
odchyleniami od tych warto�ci) (18). Wed³ug niektó-
rych badaczy, optymalny okres wynosi 48 godzin (co

przek³ada siê równie¿ na lepsze wyniki rozwoju za-
rodkowego po zap³odnieniu in vitro), a d³u¿szy czas
nie tylko nie wp³ywa na ilo�æ dojrza³ych oocytów, ale
mo¿e równie¿ przyczyniæ siê do wzrostu przypadków
ich degeneracji (17, 21).

Kolejnym etapem tworzenia zarodków in vitro jest
zap³odnienie. W celu zap³odnienia plemniki musz¹
przej�æ proces kapacytacji oraz reakcjê akrosomaln¹.
Oba te procesy s¹ niezbêdne, aby plemnik móg³ pe-
netrowaæ os³onkê przejrzyst¹ oocytu. Opracowano
techniki pozwalaj¹ce na uzyskanie tych dwóch zjawisk
w warunkach in vitro (5).

Badania in vitro wykaza³y, ¿e w wiêkszo�ci przy-
padków plemnik wnika do dojrza³ego oocytu choæ
mo¿e on równie¿ penetrowaæ niedojrza³y oocyt. Taki
niedojrza³y oocyt podejmuje przerwan¹ mejozê, co
mo¿e sugerowaæ, ¿e plemnik jest czynnikiem aktywu-
j¹cym (20). Wnikniêcie plemnika do niedojrza³ego
oocytu o wiele czê�ciej prowadzi do polispermii
(6-59%) (22).

Technik¹ pozwalaj¹c¹ na zap³odnienie nasieniem
o bardzo ma³ej koncentracji czy ruchliwo�ci plemni-
ków jest wprowadzenie plemnika lub jego g³ówki do
ooplazmy komórki jajowej (ICSI � intracytoplasmic
sperm injection). Próby zastosowania tej techniki
u psów na razie przynosz¹ znikome efekty, bo przed-
j¹drza obserwowano zaledwie w 8% oocytów, co
wiêcej, w ¿adnym z tych przypadków nie dosz³o do
bruzdkowania zarodków (21).

Ostatnim etapem jest hodowla zarodków in vitro od
stadium zygoty do blastocysty. U psów nie uda³o siê
do tej pory opracowaæ powtarzalnego systemu hodowli
zarodków in vitro. Zap³odniony oocyt osi¹ga stadium
2 blastomerów w 48 godzin od zap³odnienia, a sta-
dium 8 blastomerów w 72 godziny. W tym stadium
dochodzi do zahamowania rozwoju zarodków w wa-
runkach in vitro, czyli do wyst¹pienia tzw. bloku, któ-
ry przypada na moment przejêcia kontroli nad dalszym
rozwojem przez genom zarodkowy. Rodrigues i wsp.
(19) obserwowali rozwój zarodkowy w zaledwie 10%
zygot, z czego ¿aden zarodek nie rozwin¹³ siê powy-
¿ej 8 blastomerów. Songsasen i wsp. (22) uzyskali za-
ledwie siedem zarodków (2-12-blastomerowych) po
zap³odnieniu 85 oocytów. Tylko w nielicznych przy-
padkach zarodki osi¹gaj¹ stadium blastocysty. Otoi
i wsp. (14, 15) poddali zap³odnieniu 217 oocytów
in vitro i uzyskali tylko jedn¹ blastocystê.

Ze wzglêdu na ma³y postêp w uzyskiwaniu blasto-
cyst in vitro równie¿ badania nad ich transferem i mro-
¿eniem s¹ ograniczone. Do tej pory nie uda³o siê otrzy-
maæ szczeni¹t po transferze zarodków uzyskanych in
vitro. W literaturze zanotowano jeden przypadek prze-
niesienia blastocysty in vitro do biorczyni, jednak nie
uzyskano szczeniêcia (14, 15). Podejmowano równie¿
próby przeniesienia zarodków in vitro we wcze�niej-
szych stadiach. Po transferze zygot i dwukomórkowych
zarodków zanotowano jeden przypadek ci¹¿y (wykry-
tej za pomoc¹ USG po 20 dniach od transferu), jed-
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nak¿e suka poroni³a ju¿ w dwa dni po jej rozpozna-
niu (4).

Wraz z rozwojem badañ nad uzyskiwaniem zarod-
ków psów in vitro postêpowa³ rozwój metod kriokon-
serwacji oocytów oraz zarodków. O ile na szerok¹ skalê
mrozi siê i przechowuje nasienie psów, o tyle prace
nad mro¿eniem lub te¿ witryfikacj¹ oocytów oraz za-
rodków nie przynios³y jeszcze po¿¹danych efektów
(21, 23).

Ogromnym sukcesem by³o uzyskanie w 2005 roku
psa w wyniku klonowania somatycznego. Dokonano
tego za pomoc¹ przeszczepu j¹dra komórki somatycz-
nej do wyj¹drzonego oocytu (SCNT � somatic cell
nuclear transfer). W pierwszym etapie tych badañ
z ucha psa � charta afgañskiego � pobrano fragment
tkanki przy pomocy biopsji, a nastêpnie wyizolowano
z niej fibroblasty (dawcy j¹der do klonowania). Po krót-
kotrwa³ej hodowli fibroblasty zamro¿ono i przecho-
wywano w ciek³ym azocie. W kolejnym etapie od suk
pobrano dojrza³e oocyty i usuniêto z nich p³ytki meta-
fazalne II podzia³u mejotycznego (biorcy j¹der komór-
kowych). Nastêpnie do wyj¹drzonych oocytów pod
os³onkê przejrzyst¹ wprowadzano fibroblasty. Tak
powsta³e pary fuzjowano i aktywowano. Zrekonstru-
owane zarodki (1095) przeniesiono do biorczyñ rasy
labrador (123). Po 22 dniach stwierdzono trzy ci¹¿e,
jednak tylko jedna z nich zakoñczy³a siê powodzeniem,
czyli urodzeniem szczeniêcia � charta afgañskiego,
któremu dano na imiê Snuppy (Seoul National Uni-
versity Puppy). Snuppy wa¿y³ 530 g i nie przejawia³
¿adnych nieprawid³owo�ci rozwojowych i zdrowot-
nych (10).

Dwa lata pó�niej Jang i wsp. (6) uzyskali klon z³o-
¿ony z trzech suczek identycznych fenotypowo i geno-
typowo z dawczyni¹ komórek (chart afgañski). Do klo-
nowania zastosowano identyczn¹ metodê, jak w przy-
padku Snuppy�ego, czyli przeszczepu j¹der komórek
somatycznych. Uzyskane w wyniku klonowania zre-
konstruowane zarodki (167) przeniesiono do jajo-
wodów 12 suk znajduj¹cych siê w odpowiedniej fazie
cyklu rozrodczego. Po 23 dniach wykryto ci¹¿e u kil-
ku suk, które monitorowano za pomoc¹ USG co 2 ty-
godnie. Otrzymano trzy zdrowe suczki o wagach 520,
469 i 520 g, które nie wykazywa³y ¿adnych zaburzeñ.

U psów stosowane jest obecnie uzyskiwanie zarod-
ków in vitro oraz klonowanie. Pozosta³e mo¿liwo�ci
oferowane przez biotechnologiê rozrodu nie s¹ wyko-
rzystywane, a przynajmniej na razie nie ma na ten te-
mat ¿adnych wiarygodnych doniesieñ. Jednak zainte-
resowanie siê tymi aspektami biotechnologii rozrodu
psa jest tylko kwesti¹ czasu, podobnie jak kwesti¹ cza-
su jest poprawienie wyników i sukces w uzyskiwaniu
zarodków in vitro. Sukces wi¹¿e siê �ci�le z dalszym
poznawaniem fizjologii rozrodu psów, funkcji jak¹
pe³ni¹ poszczególne elementy �rodowiska otaczaj¹ce-
go dojrzewaj¹ce oocyty i rozwijaj¹ce siê zarodki oraz
wp³ywaj¹cych na te procesy czynników i w³a�nie
w tym kierunku powinny i�æ kolejne badania.
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