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Selected reproductive biotechniques used in dog breeding

Summary

Out of numerous reproductive biotechniques applied in domestic animals, as far as dogs are concerned, it
was only possible to obtain in vitro embryos, and to clone a dog, though the results are still unsatisfactory. Until
now, transferring in vitro embryos to bitches has produced no offspring. Paradoxically, it has been possible to
obtain puppies by cloning. In contrast to farm animals and primates, the problem with obtaining in vitro dog
embryos results from the enormous role of the bitch’s oviduct especially during oocyte maturation as well as
fertilisation and early embryo development. For this reason, it is very difficult to optimise in vitro conditions,
and the adoption of in vitro procedures used in others species is ineffective. Therefore, it is necessary to under-
take detailed studies of the dog’s procreation physiology and the functions of different elements of the environ-
ment of maturing oocytes, and developing embryos, as well as the factors affecting these processes.
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Z wielu biotechnik rozrodu stosowanych u zwierzat
gospodarskich (uzyskiwanie zarodkow in vitro, klo-
nowanie, tworzenie osobnikow transgemcznych oraz
chimer), u pséw udato si¢ jedynie otrzymac zarodki
in vitro oraz sklonowac psa, cho¢ obie te biotechniki
sa nadal w fazie eksperymentalnej (21).

Uzyskiwanie zarodkow in vitro moze by¢ stosowa-
ne w rozrodzie wspomaganym u psow, gdy w inny
sposOb nie mozna otrzymac potomstwa. Duzym wy-
zwaniem jest ratowanie osobnikow zagrozonych wy-
ginigciem, jak chociazby australijskich pséw dingo.
Zupelnie nowym kierunkiem jest natomiast tworzenie
osobnikoéw odpornych badz podatnych na okreslone
jednostki chorobowe. Szacuje sig, ze istnieje ponad
370 chorob genetycznych dotykajacych psy, wsrod kto-
rych wiele przypomina te wystgpujace u ludzi. Dlate-
go procedura uzyskiwania in vitro zarodkéw psoéw
moze by¢ wykorzystana jako model do badan medycz-
nych Wielkie nadzieje budzi perspektywa stworzenia
psow nie wywotujacych alergii u ludzi, zwlaszcza, ze
udato si¢ tego dokonac u kotow (5, 9, 13 21).

Uzyskiwanie zarodkow in vitro obejmuje dojrzewa-
nie oocytow in vitro, zaptodnienie in vitro oraz ho-
dowlg zarodkow in vitro. Otrzymane tq droga zarodki
moga by¢ przeniesione do macicy suki lub zosta¢ za-
mrozone (21). O ile do tej pory potomstwo po prze-
niesieniu zarodkdw in vitro otrzymano u wielu gatun-

kéw zwierzat gospodarskich (3), laboratoryjnych oraz
czlowieka, to u psow badania w tym kierunku nie przy-
niosty zadowalajacych wynikow. Paradoksalnie, szcze-
nigta otrzymano po przeniesieniu do biorczyn zarod-
kéw uzyskanych w wyniku klonowania somatyczne-
go (6, 10).

Problem z uzyskaniem zarodkow in vitro u psoéw
moze wynikac z ogromnej roli, jaka peini jajowdd pod-
czas dojrzewania oocytow, zaptodnienia oraz wczes-
nego rozwoju zarodkoéw. Z tego tez powodu o wiele
trudniej zoptymalizowa¢ warunki in vitro, a przysto-
sowanie procedury uzyskiwania zarodkow in vitro
wykorzystywaneJ u innych gatunkow jest nieskutecz-
ne, poniewaz roznice sa zbyt duze (21).

W przeciwienstwie do zwierzat gospodarskich oraz
naczelnych, oocyty suk dojrzewaja w jaj jowodzie, a nie
w pecherzyku jajnikowym, co wigeej — w obecnosm
podwyzszonego poziomu progesteronu, a nie estroge-
néw. Poszczegolne odcinki jajowodu moga rdznié si¢
migdzy soba pod wzgledem rodzaju komorek wydziel-
niczych oraz wydzielanych przez nie substancji, co
moze wplywac¢ zarowno na dojrzewanie oocytow, jak
1 na zaplodnienie oraz wczesny rozwdj zarodkow (1,
11, 21).

U suk podczas owulacji uwalniane sa niedojrzate
oocyty (w profazie pierwszego podzialu mejotyczne-
go), w przeciwienstwie do samic innych gatunkow,
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u ktérych owulowane sa dojrzate oocyty (w metafazie
drugiego podzialu mejotycznego). Dopiero po okoto
44 godzinach przebywania w _]aJOWOdZIC niedojrzate
oocyty podejmuja przerwana mejozg. Najwczesniej
dojrzate oocyty obserwowane sa okoto 54 godzin od
owulacji. Mimo kilkugodzinnej obecnosci dojrzatych
00CytOw 1 plemmkow w jajowodzie, do zaptodnienia
dochodzi znacznie pdzniej — okoto 83, a nawet 110-
-120 godzin po owulacji (7, 21). In vivo plemmk rzad-
ko wnika do niedojrzatego oocytu. Przypuszczalnie
ma to zwiazek z obecnoscia komorek jajowodu, ktore
zapobiegaja kapacytacji, cho¢ nie maja wplywu na
zywotnos¢ plemnikéw, zachowujacych zdolnosé do
zaplodnienia jeszcze przez 11 dni po kopulacji (7).

U suk bardzo trudno jest okresli¢ tempo rozwoju
zarodkow. Wedlug niektorych autorow, zygoty obser-
wowane sa migdzy 72. a 96. godzina, a wedtug innych
migdzy 94. a 124. godzing (2, 18, 21). Sprzecznosci
dotycza réwniez pdzniejszych stadiow. W stadium
8 blastomeréw dochodzi do przejgcia kontroli przez
genom zarodkowy. Do stadium moruli, czyli przez
6-7 dni, zarodki przebywaja w jajowodzie, a nastep-
nie przechodza do macicy (5, 18).

Badania nad uzyskaniem zarodkéw in vitro u psa
maja juz 30 lat i zostaty zapoczatkowane w 1976 r.
przez Mahi i Yanagimachi (12). W pierwszych do-
swiadczeniach u 25% oocytéw obserwowano wzno-
wienie mejozy 1 osiagnigcie metafazy drugiego podzia-
tu, natomiast ich penetracj¢ przez plemniki u 70%
dojrzatych oocytow. Od tego czasu nie udato si¢ do-
kona¢ duzego postepu, przecigtnie tyle samo oocytow
konczy dojrzewanie in vitro (21) i tylko w sporadycz-
nych przypadkach obserwowany jest rozwdj zarodkoéw
po dojrzewaniu 1 zaptodnieniu in vitro (4, 15, 19, 22).

Od suk oocyty mozna pozyska¢ stosujac wycigcie
jajowodu i przep%ukanle jego $wiatta. Jednakze jestto
trudne, poniewaz $ciana jajowodu jest cienka, a jego
$wiatlo mate. Innym sposobem jest kolekcja oocytow
przez skrawanie jajnikow usunlqtych przy zabiegu ste-
rylizacji. Mozna tez aspirowac oocyty z pecherzykow
widocznych na powierzchni jajnika. Laparoskopowe
pozyskiwanie oocytow od suk nie jest wykonywane
ze wzgledu na obecnos¢ kieszonki jajnikowej (21).
Najwigksza liczbg oocytow mozna uzyskaé¢ od suk
w wieku od roku do szesciu lat. Jakkolwiek nie wyka-
zano roznic wynikajacych z rasy suki (22) to jednak
mieszance sa w stanie dostarczy¢ wigcej oocytow (21).

Dane na temat wplywu fazy cyklu ptciowego na
zdolno$¢ dojrzewania oocytow sa sprzeczne, wydaje
si¢ jednak, ze oocyty uzyskane w fazie estrus lub pro-
estrus dojrzewaja czesciej niz te pochodzace z innych
faz (8, 16).

Do dojrzewania in vitro pobierane sg oocyty o $red-
nicy minimum 100-120 um (14, 15). Czas inkubacji
oocytow, niezbedny do uzyskania dojrzatosci do za-
ptodnienia, wynosi od 48 do 72 godzin (ze sporymi
odchyleniami od tych wartos$ci) (18). Wedtug niekto-
rych badaczy, optymalny okres wynosi 48 godzin (co
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przektada si¢ rowniez na lepsze wyniki rozwoju za-
rodkowego po zaptodnieniu in vitro), a dtuzszy czas
nie tylko nie wptywa na ilo$¢ dojrzatych oocytdw, ale
moze réwniez przyczyni¢ si¢ do wzrostu przypadkoéw
ich degeneracji (17, 21).

Kolejnym etapem tworzenia zarodkow in vitro jest
zaplodnienie. W celu zaplodnienia plemniki musza
przejs$¢ proces kapacytacji oraz reakcj¢ akrosomalna.
Oba te procesy sa niezbg¢dne, aby plemnik mogt pe-
netrowa¢ ostonke przejrzysta oocytu. Opracowano
techniki pozwalajace na uzyskanie tych dwoch zjawisk
w warunkach in vitro (5).

Badania in vitro wykazaly, ze w wigkszosci przy-
padkow plemnik wnika do dojrzatego oocytu cho¢
moze on réwniez penetrowac niedojrzaty oocyt. Taki
niedojrzaty oocyt podejmuje przerwana mejozeg, co
moze sugerowac, ze plemnik jest czynnikiem aktywu-
jacym (20). kamqme plemnika do niedojrzatego
oocytu o wiele czgsciej prowadzi do polispermii
(6-59%) (22).

Technika pozwalajaca na zaptodnienie nasieniem
o bardzo malej koncentracji czy ruchliwo$ci plemni-
kow jest wprowadzenie plemnika lub jego gtéwki do
ooplazmy komorki jajowej (ICSI — intracytoplasmic
sperm injection). Proby zastosowania tej techniki
u psOéw na razie przynosza znikome efekty, bo przed-
jadrza obserwowano zaledwie w 8% oocytow, co
wigcej, w zadnym z tych przypadkow nie doszto do
bruzdkowania zarodkow (21).

Ostatnim etapem jest hodowla zarodkow in vitro od
stadium zygoty do blastocysty. U psow nie udato si¢
do tej pory opracowac powtarzalnego systemu hodowli
zarodkow in vitro. Zaptodniony oocyt osiaga stadium
2 blastomerow w 48 godzin od zaptodnienia, a sta-
dium 8 blastomeréw w 72 godzmy W tym stadium
dochodzi do zahamowania rozwoju zarodkéw w wa-
runkach in vitro, czyli do wystapienia tzw. bloku, kto-
ry przypada na moment przejecia kontroli nad dalszym
rozwojem przez genom zarodkowy. Rodrigues i wsp.
(19) obserwowali rozwdj zarodkowy w zaledwie 10%
zygot, z czego zaden zarodek nie rozwinal si¢ powy-
zej 8 blastomerdéw. Songsasen 1 wsp. (22) uzyskali za-
ledwie siedem zarodkéw (2-12-blastomerowych) po
zaptodnieniu 85 oocytow. Tylko w nielicznych przy-
padkach zarodki osiagaja stadium blastocysty. Otoi
i wsp. (14, 15) poddali zaptodnieniu 217 oocytow
in vitro 1 uzyskali tylko jedna blastocyste.

Ze wzgledu na maty postep w uzyskiwaniu blasto-
cyst in vitro rbwniez badania nad ich transferem i mro-
Zeniem sg ograniczone. Do tej pory nie udalo si¢ otrzy-
mac szczeniat po transferze zarodkdéw uzyskanych in
vitro. W literaturze zanotowano jeden przypadek prze-
niesienia blastocysty in vitro do biorczyni, jednak nie
uzyskano szczenigcia (14, 15). Podejmowano réwniez
proby przeniesienia zarodkow in vitro we wczesniej-
szych stadiach. Po transferze zygot 1 dwukomorkowych
zarodkow zanotowano jeden przypadek ciazy (wykry-
tej za pomoca USG po 20 dniach od transferu), jed-
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nakze suka poronita juz w dwa dni po jej rozpozna-
niu (4).

Wraz z rozwojem badan nad uzyskiwaniem zarod-
kéw psow in vitro postgpowat rozwoj metod kriokon-
serwacji oocytow oraz zarodkow. O ile na szeroka skale
mrozi si¢ 1 przechowuje nasienie psow, o tyle prace
nad mrozeniem lub tez witryfikacja oocytow oraz za-
rodkow nie przyniosty jeszcze pozadanych efektow
(21, 23).

Ogromnym sukcesem byto uzyskanie w 2005 roku
psa w wyniku klonowania somatycznego. Dokonano
tego za pomoca przeszczepu jadra komorki somatycz-
nej do wyjadrzonego oocytu (SCNT — somatic cell
nuclear transfer). W pierwszym etapie tych badan
z ucha psa — charta afganskiego — pobrano fragment
tkanki przy pomocy biopsji, a nast¢pnie wyizolowano
zniej fibroblasty (dawcy jader do klonowania). Po krot-
kotrwatej hodowli fibroblasty zamrozono i przecho-
wywano w ciektym azocie. W kolejnym etapie od suk
pobrano dojrzale oocyty 1 usunigto z nich ptytki meta-
fazalne II podziatu mejotycznego (biorcy jader komor-
kowych). Nastgpnie do wyjadrzonych oocytow pod
ostonke przejrzysta wprowadzano fibroblasty. Tak
powstate pary fuzjowano i aktywowano. Zrekonstru-
owane zarodki (1095) przeniesiono do biorczyn rasy
labrador (123). Po 22 dniach stwierdzono trzy ciaze,
jednak tylko jedna z nich zakonczyta si¢ powodzeniem,
czyli urodzeniem szczenigcia — charta afganskiego,
ktéremu dano na imi¢ Snuppy (Seoul National Uni-
versity Puppy). Snuppy wazyt 530 g i nie przejawiat
zadnych nieprawidtowosci rozwojowych i zdrowot-
nych (10).

Dwa lata pozniej Jang 1 wsp. (6) uzyskali klon zlo-
zony z trzech suczek identycznych fenotypowo i geno-
typowo z dawczynia komorek (chart afganski). Do klo-
nowania zastosowano identyczna metodg, jak w przy-
padku Snuppy’ego, czyli przeszczepu jader komorek
somatycznych. Uzyskane w wyniku klonowania zre-
konstruowane zarodki (167) przeniesiono do jajo-
wodow 12 suk znajdujacych si¢ w odpowiedniej fazie
cyklu rozrodczego. Po 23 dniach wykryto ciaze u kil-
ku suk, ktére monitorowano za pomoca USG co 2 ty-
godnie. Otrzymano trzy zdrowe suczki o wagach 520,
4691520 g, ktére nie wykazywaly zadnych zaburzen.

U psow stosowane jest obecnie uzyskiwanie zarod-
kow in vitro oraz klonowanie. Pozostale mozliwosci
oferowane przez biotechnologig rozrodu nie sa wyko-
rzystywane, a przynajmniej na razie nie ma na ten te-
mat Zadnych wiarygodnych doniesiefi. Jednak zainte-
resowanie si¢ tymi aspektami biotechnologii rozrodu
psa jest tylko kwestia czasu, podobnie jak kwestia cza-
su jest poprawienie wynikow i sukces w uzyskiwaniu
zarodkow in vitro. Sukces wiaze si¢ $cisle z dalszym
poznawaniem fizjologii rozrodu pséw, funkcji jaka
pelnia poszczegdlne elementy srodowiska otaczajace-
go dojrzewajace oocyty i rozwijajace si¢ zarodki oraz
wplywajacych na te procesy czynnikdéw i1 witasnie
w tym kierunku powinny i$¢ kolejne badania.
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