POSTEPY NAUK ROLNICZYCH
nr 4/79

KATARZYNA ZIELINSKA
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzqt Polskiej Akademii Nauk
-w Jastrzebcu

WYKORZYSTANIE TRANSPLANTACJI ZARODKOW
W HODOWLI ZWIERZAT I BADANIACH NAUKOWYCH

Badania nad transplantacjg zygot u ssakow zostaly zapoczgtkowane
jeszcze w XIX wieku. W 1890 r. angielski padacz Heape, jako pierwszy
dokonal udanego przeszczepu zarodka kroélika. Jednak wlasciwy rozwaj
tej dziedziny nauki rozpoczgl si¢ dopiero po II wojnie Swiatowej.
Transplantacja zarodkow u zwierzat laboratoryjnych stata si¢ juz rutyno-
wg technikg w wielu badaniach genetycznych, fizjologicznych, fizjopatolo-
gicznych lub zwigzanych z rozrodem. Stosuje sie rowniez przeszcze-
pianie zarodkéw u zwierzat gospodarskich. Zastosowanie omawianej me-
tody otwiera przed hodowlg nowe mozliwosci, a w szczegolnosci:

— zwiekszenie liczby potomstwa wybitnie wartosciowych genetycznie
samic, ktére rodzone bedzie przez zdrowe, lecz mniej doskonatle
,mamki”’, jak réwniez ulatwienie hodowli rzadkich ras w czystosci
i z uniknieciem inbredu,

— umozliwienie wzmozenia intensywnosci selekcji hodowlanej samic,

— zwiekszenie zakresu i ulatwienie oceny wartosci hodowlanej samic
na podstawie wiekszej liczby potomstwa,

— skrécenie odstepu miedzy pokoleniami dzigki uzyskaniu komoérek
jajowych od niedojrzatych piciowo samic poddanych uprzednio za-
biegom hormonalnym,

— uzyskanie wiekszej liczby ciaz blizniaczych, co jest szczegoélnie cenne
u bydla ras miesnych,

— osigganie zaré6wno wysokiej produkcji mlecznej jak i migsnej w jed-
nym stadzie dzieki przenoszeniu zarodkéw od krow typu migsnego
(dawczynie) de krow mlecznych (biorczynie),

— usprawnienie transportu zwierzat, ktéore przewozone bedg w stadium
embrionalnym dzieki opracowaniu techniki przechowywania zarod-
kow.

Zabieg transplantacji polega na pobraniu od samicy—dawczyni jaj,
najczesciej po wywolaniu u niej superowulacji i zdeponowaniu ich
W narzgdach rodnych biorczyni o zsynchronizowanym cyklu piciowym.
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Prowadzi sie obecnie intensywne prace badawcze nad udoskonaleniem
poszczegolnych etapow przeszczepiania zarodkow. Dazy sie do maksy-
malnego uproszczenia tego zabiegu, tak aby skutecznie mozna bylo
stosowac go na szerokg skale réwniez w warunkach fermowych.

W celu otrzymania jak najwiekszej liczby komorek jajowych od
jednej samicy—dawczyni stosuje sie hormonalne pobudzenie jajnikow,
dajgce w efekcie zwiekszenie liczby owulacji. Stosowane sg rozne spo-
soby wywolywania superowulacji u réznych gatunkéw zwierzat. Smith
i Engle [za 34] 'stwierdzili, ze iniekcja ekstraktu gruczotow sluzowych
zwieksza liczbe rownoczesnie dojrzewajgcych pecherzykéw Graafa
u myszy. Nie otrzymuje sie natomiast takiego efektu w przypadku
zwierzat o cyklicznej owulacji, po podaniu hormonéw gonadotropo-
wych. Tylko w okres§lonych fazach zycia, tj. w okresie przed osiggnig-
ciem dojrzalosci plciowej oraz w cigzy samice reagujag na iniekcje
gonadotropin wystgpieniem superowulacji. Przezywalnos¢ zygot uzys-
kanych tg drogg jest jednak niewielka, dla niedojrzalych piciowo —
14,29/, dla ciezarnych — 20%.. Jak podaje Maurer [21] podawanie FSH
i LH powodowalo superowulacje u krolic, a liczba wytwarzanych ko-
morek jajowych byla odwrotnie proporcjonalna do wieku i kolejnej
owulacji. Ten sam autor [19] zajal sie rowniez problemem zywotnosci
i zdolnosci do dalszego rozwoju komérek jajowych otrzymanych droga
superowulacji. Samicom pedawano FSH i LH lub PMSG i HCG, a po-
brane jaja poéréownywano z otrzymanymi z owulacji naturalnych na
drodze transplantacji. Nie zanotowano istotnych roznic w procencie
cigzy rozwijajgcych sie z komorek pochodzgcych z superowulacji w sto-
sunku do plodnoséci zwierzat kontrolnych. Hormonalne pobudzenie jaj-
nikow nie powodowalo wiec zmniejszenia zdolnosci podziatlu i rozwoju
komoérek jajowych, skoro srednio 54,5% jaj otrzymanych z superowu-
lacji rozwinelo sie¢ w plody.

U bydla wystepuja zazwyczaj pojedyncze owulacje, chociaz znane
g wypadki urodzenia przez krowe trzech, czterech, a nawet siedmiu
cielat [7]. Wazne jest, aby od wartosciowej genetycznie krowy uzyskac
jak najwiecej komorek jajowych. Potencjalne mozliwosei sg duze.
W jajnikach 3-miesiecznej cieliczki znajduje sig okolo 75 tysiecy peche-
rzykéw pierwotnych [18] i chociaz z wiekiem liczba ta spada, w dal-
szym ciagu wspomniane mozliwosci sg kilka tysiecy razy wieksze " od
przecietnej liczby cielat urodzonych przez krowe.

Skutecznie superowulacje wywoluje si¢ wieloma sposobami, glow-
nie przez podawanie [7]:

1) PMS w 4—10 dni po rui, a po 4 dniach usuniecie ciatka zoltego,

2) PMS w 16—18 dni po rui, '



Wykorzystanie transplantacji zarodkdéw 53

3) ekstraktu gruczotéw sluzowych konia przez 3 kolejne dni w 14—20
dni od wystagpienia rui, ' - ~ :

4) PMS w srodku cyklu plciowego. ;

Wydaje sig, ze trzecia metoda daje najlepsze rezultaty. Srednio otrzy-
mano ta droga 6,5 owulacji u krowy (maksymalnie 25 owulacji) i 909/,
pobranych komérek bylo zaptodnionych. _

Onuma [27] wywolal superowulacje u 9-tygodniowych cieliczek sto-
sujgc  FSH, a nastepnie LH poprzedzone lub nie iniekcjg PMSG.
W przypadku uzycia serogonadotropiny znacznie wzrosta liczba owu-
lacji (srednia 15,4) w stosunku do zabiegéw, gdzie nie podawano tego
hormonu ($rednia 3,8). Sugie [44] wywolywal u jaléwek superowulacje
przez podanie hormonéw gonadotropowych, PMS i HCG. Inni autorzy
[42, 43] przez stosowanie analogéw prostaglandyn (np. F,) 1lgcznie
z PMSG otrzymali od dawczyn srednio ponad 6 zaplodnionych jaj.

Wazne jest aby hormonalnie pobudzajac jajniki stosowaé optymal-
ne dawki odpowiednich preparatéw. Stanowi to jednak pewng trud-
nos¢. Zbyt mate dawki nie wywotuja pozadanych efektéw, przedawko-
wanie zas powoduje produkowanie przez zwierzeta zwiekszonej liczby
gamet niezdolnych do rozwoju. Nie wszystkie zwierzeta reaguja row-
niez jednakowo na zabiegi hormonalne. Réznice moga byé spowodo-
wane wiekiem zwierzecia, rasg, porg roku, sposobem utrzymania itp.
Istnieje w tym zakresie takze duza zmienno$¢ osobnicza [11]. Okoto
31% zwierzat nie reaguje na zabiegi hormonalne w sposéb zadowala-
Jacy. Czesto jest to wynikiem nieprawidiowosci w budowie drog rod-
nych, co zwykle mozna stwierdzi¢ droga badania rektalnego. Przy wy-
borze kréow — dawczyn — pewnym wskaznikiem moze by¢ poziom
GOT i choresteroli u metabolicznie zdrowych osobnikow [11]. Wyka-
zuje on pewng dodatnig korelacje z po6zniejszg reakcja na zabiegi hor-
monalne w celu uzyskania superowulacji.

Pozyskiwanie komorek jajowych (zwykle zaplodniopych} z dr’ég
rodnych dawczyni odbywa sie poprzez przeplukiwaryei .]a]owodc?w
(weze$niejsze stadia rozwoju zygoty) lub z macicy (pézme.]sze stadia)
odpowiednimi plynami. Zwykle sa to: roztwor fizjologiczny [44], plyn
Ringera [15], rozcienczona surowica krwi homologiczna ’lub.h.eterolo-
giczna dla danego gatunku [4, 5, 45], stosowane s3a réwniez plyny
TCM 199 (Tissue Culture Medium), BMOC; (Brinsters Mouse Ova
Culture Medium), PBS (Phosphate Buffered Saline Solution) lub pityn
Parkera [18]. , . .

Pierwsze proby pobierania ja] odbywaly sig bezposredm’o po zabi-
ciu dawezyn i wypreparowaniu narzadow rozrodf:zych. Sp_osob ten. sto-
suje sie dotychczas dosy¢ czesto w doswiadczeniach, gdzie materialem

s3 male zwierzeta laboratoryjne (myszy, szczury).
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Obecnie rozwijane sa metody pobierania komoérek jajowych z za-
chowaniem zwierzat przy zyciu. Ma to szczegdlne znaczenie w przy-
padku duzych zwierzat gospodarskich. Zabiegi wykonu\Je sie metodami
chirurgicznymi i niechirurgicznymi. Za pomocg metod chirurgicznych
mozna uzyska¢ nawet 100%0 komoérek jajowych powstalych w jajnikach
[18]. S to jednak zabiegi drogie i skomplikowane. Polegaja one na
przecieciu powlok ciala, dostaniu sie do jajowodu lub macicy i wy-
plukaniu jaj. Zabiegu tego mozna dokona¢ na drogach rodnych w ciele
samicy lub amputowanych.

Obecnie dazy sie do opracowania prostych, skutecznych sposobow
pozyskiwania komorek jajowych metodami niechirurgicznymi, cho¢ nie
dajg one jeszcze tak dobrych efektow jak zabiegi operacyjne. Doko-
nuje sie wiec plukania macicy via cervix za pomoca specjalnie do
tego celu skonstruowanych przyrzagdéw np. Rowsona i Dowlinga [7],
jednak nawet przy bardzo ostroznym wyplukiwaniu jaj mozliwos¢ ich
uszkodzenia jest nadal duza [49]. Zabiegi takie wykonywane sg glow-
nie na krowach, ale eksperymentalnie rowniez na klaczach [23].

Najczesciej pobierane sg juz zaplodnione komorki jajowe, chociaz
spotyka sie w literaturze dane odnosnie pobierania jajeczek operacyj-
nie juz z pecherzykéw Graafa [2]. Zazwycza] podczas rui zwierzeta
sg zapladniane i dopiero po odpowiednim czasie, zaleznie od zalozonej
metodyki doswiadczenia, poddawane sg odpowiedniemu zabiegowi.

Runner i wsp. [34] pobierali od myszy niezaplodnione komorki ja-
jowe bezposrednio po owulacji (0—8 godzin). Najlepsze wyniki dala
transplantacja jaj najwczesniej pozyskanych (0—2 godziny). Podobnie
Miyamoto i wsp. [22] pobierali komorki krotko po wystapieniu owu-
lacji, zaplodnienie nastepowalo in vitro, jednak odsetek rozwijaja-
cych sie zygot byl bardzo niski 13%.

Jak stwierdzila Kardymowicz (za Wtlodarska 49) zygoty krolicze
w 25 godzin po pokryciu sa w stadium 2 blastomeréow, a w 26,0 go-
dziny w stadium 4 blastomeréw. Z narzgdow rodnych krolikéow ko-
moérki jajowe wyplukiwane moga byé w roznym czasie. Harper [12]
wyplukiwal jaja juz w 12—15 godzin po owulacji, a wiec jeszcze przed
rozpoczeciem ich podzialu. Inni [20] w stadium 2—4 blastomerow lub
w dalszych fazach podziatu [1, 7, 37, 46] na -2—4 doby po owula(‘jjl.
Czynione s réwniez proby pozyskiwania komorek jajowych krolikow
w pozniejszych stadiach rozwoju. Witenberger-Torrés [48] pobierat 5,5—
dniowe zarodki, a Chang [56] nawet w 6 dni po zaplodnieniu. Prze7jyj
walnosé zarodkéow nie jest wtedy duza, jednak metoda ta moze mIEC
duze znaczenie, poniewaz jaja w tej fazie znajduja si¢ juz w macicy,
mozna wiec latwiej stosowaé niechirurgiczne metody transplantacji.

Loginowa i wsp. [17] pobieral od owiec zarodki w stadium 2 do 8
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blastomerow w 28—52 godzin po zaplodnieniu. W tym samym mniej
wiecej czasie Sijacki [36] wyplukiwal komérki jajowe z narzgdow rod-
nych swin (33--52 godziny po pokryciu). Natomiast Hunter [13] po-
bieral od loch zygoty w 7—9 dni po unasienieniu. Oguri [26] dokony-
wat pobrania zarodkéw od klaczy w 6—17 dni po owulacji, a w innym do-
swiadczeniu [27] po 5—10.dniach. Transplantacje wykonane byly me-
todg niechirurgiczng.

Od kréow i jalowek zabieg wyplukiwania komérek jajowych stosuje
si¢ najczeSciej w granicach od 2 do 8 dni po zaplodnieniu [7, 15, 16,
24, 30, 32, 40, 42, 44]. Jak podaje Mc Laren [15] najlepsze wyniki
ofrzymano w przypadku transplantacji 6-dniowych zygot.

Czynione sg réwniez préby zapladniania pobranych komoérek jajo-
wych in wvitro [2, 22]. Procent rozwijajacych sie w ten sposob otrzy-
manych zygot nie jest jeszcze wysoki, w doswiadczeniu Miyamoto [22]
wynosit on 13%, a u Bracketta [2] — 22,6%b.

Wigkszos¢ wykonywanych transplantacji jaj odbywa sie bezposred-
nio po ich pobraniu. Wymaga to obecnosci biorczyn o zsynchronizowa-
nym w stosunku do dawczyn cyklu plciowych [9, 33, 49, 50]. Synchro-
nizacje rui osigga sie¢ stosujac prostaglandyne F2a lub analogi prosta-
glandyny [33], iniekcje progesteronu lub przez wyluszczanie cialka
zoltego [9]. U Swin dodaje sie w tym celu do paszy substancje hamu-
Jaca owulacje (metal]ibuf), a nastepnie wycofuje jg stosujgc roéwno-
czesnie iniekcje hormonéw gonadotropowych [50]. W Australii opraco-
wano bardzo skuteczng metode wywolywania rui u owiec w okreslo-
nym czasie. Polega ona na stosowaniu ggbek pochwowych [49].

Zsynchronizowanie stanéw fizjologicznych dawczyni i biorczyni ma
szczegoOlnie duze znaczenie u matych zwierzat (myszy, szczury), u kto-
rych wystepuja krotkie cykle plciowe oraz szybka implantacja zarodkow
W macicy [49]. Jednak u duzych zwierzat™ gospodarskich, gdzie ruje
powtarzajg sie w wiekszych odstepach czasu, a zagniezdzenie jaja na-
stepuje poézniej, czynnik ten odgrywa réwniez duzig role [13, 23, 28,
29, 31, 32, 33, 38, 41, 42, 43, 50]. U jalowek Rowson i wsp. [32]ustalili,
ze podczas gdy ruje dawczyn i biorczyn zostaly zsynchronizowane,
$19/p sposréd nich byto cielnych po przeprowadzeniu zabiegu transplar}—
tacji zygot. Natomiast, gdy ruja u biorczyni nastepowata 3 dni wczes-
niej lub pézniej, odsetek ten zmalal odpowiednio do 0 i 20%.. Podobng
zalezno$¢ wykryt Doyle [8] u myszy. Najwyzszg plodnosc obserwo.wan.o
po przeszczepieniu komorki jajowej do samic o zsynchrorfizm)’v’an.ej. ru.1'.
Zygoty nie rozwijaly sie, gdy owulacja byta u da'fyczyn .pozme] .mz
u biorczyn. Natomiast embriony o 1-—2 dni starsze niz stgdlum macicy,
do ktérej nastepowat transfer rozwijaly sie. Jak podaje Chang [4]

u krolikéw wystepuje podobna prawidiowose.
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Istnieje jednak zawsze grozba naruszenia rownowagi hormonalnej
organizméow wskutek podawania preparatow siuzgcych synchronizacj'i
cyklow plciowych [41]. Czynione sa wigc proby przechowywania jaj,
aby w odpowiednim czasie przeprowadzi¢ ich- transfer do narzadow
rodnych biorczyn. Juz w 1929 roku Revis i Gregory (za Brinster 3)
opracowali skuteczng metode inkubacji w sztucznych warunkach za-
plodnionych jaj kroliczych od stadium jednej komorki i do blastocysty.
Zygoty przechowywano w roéznych roztworach zawierajgcych surowice
krwi. Od tego czasu odkryto wiecej rodzajow roztworow, w ktorych
zachodzi¢ moze rozwo6j komorek jajowych. Mogag to byc plyny zawiera-
jace bialko jaja kurzego, glukoze, albuminy surowicy krwi i inne
[3, 20, 45]. Bardzo dobrg metode przechowywania jaj opracowat
Brinster [3]. Uzyty przez niego roztwoér zawieral oproécz licznych sub-
stancji chemicznych rowniez antybiotyki i krystaliczng surowice by-
dlecg. 60—100%¢ zygot w stadium 2 blastomerow rozwineto sig¢ w tycn
warunkach az od poéznej blastocysty. Kane [14] stwierdzil, ze rozwoj
zaptodnionych komorek jajowych krolika zachodzi rowniez w roztwo-
rze glukozy z aminokwasami z dodatkiem surowicy bydlece].

‘Przechowywanie komoérek jajowych ssakéw in vitro mozliwe jest
jednak tylko przez krotki czas. Maurer [20] dowiodl, ze zdolnos¢ za-
rodkow krolika do rozwoju maleje wprost proparcjonalnie do czasu
ich przechowywania w surowicy z dodatkiem glukozy.

Rozwoj zygot zwierzat gospodarskich mozliwy jest rowniez w dro-
gach rodnych samic innych gatunkow. Najczesciej do tego celu uzy-
wane sg krolice [7, 16, 17]. Samice pokrywa sig odpowiednio wczesnie]
wazektomowanym samcem w celu przygotowania srodowiska macicy
do przyjecia zarodkéw. W doswiadczeniu Lawsona [16] przezywalnosc
zarodkow krowy wynosila 85 po 2—4 dniach przebywania w jajo-
wodzie krolicy.

Obie wspomniane metody dajg jednak mozliwosci przechowywania
jaj tylko przez kilka dni. Prowadzone sg wiec badania nad przechowy-
waniem jaj przez dluzszy okres w obnizonych temperaturach, podob-
nie jak przy konserwacji nasienia buhajow. Proby mrozenia zenskich
gamet ssakow nie daly pozytywnych wynikow. Z powodzeniem zamra-
zano jedynie komorki jajowe nizszych form zwierzat. Proces ten prze-
biegal w cieczach z dodatkiem glicerolu [31, 35]. Jak podaje Sherman
[35] przezywalnos¢ jaj kréliczych po przechowywaniu w temperaturze
_20°C wahala sie w granicach 20—30%, a gdy temperature obnizono
do —190°C tylko 1% ulegal podzialom po ogrzaniu. Podobne wyniki
osiggnieto w przypadku gamet myszy [35]. Istnieja dwie metody ochta-
dzania komérek jajowych: szybka i opodzniona [40]. Z literatury wy-
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nika, ze ten drugi sposob, polegajacy na stopniowym obnizaniu si¢ tem-
peratury, daje lepsze rezultaty. '

Zaleznie od stadium rozwoju zarodkéw przeszczepia sie je do jajo-
wodu wzglednie do macicy biorczyni. Najczesciej wykonuje sie to ope-
racyjnie. Przy transferze zarodkéw do macicy samicy istnieje rowniez mo-
zliwos¢ zastosowania metody niechirurgicznej. Specjalnie skonstruowa-
ne w tym celu przyrzady, podobne do uzywanych przy zabiegu sztucz-
nego unasieniania, pozwalaja na umieszczenie zarodkow w macicy via
cervix [25, 44]. Nie bez znaczenia jest wlasciwe rozmieszczenie zarod-
kéw w macicy. U kréow nalezy umieszczaé¢ po 1 zarodku w kazdym rogu
[10, 30, 31, 39]. Mozna réwniez zdeponowa¢ po 2 jaja w rogu macicy
od strony cialka zéltego, jednak straty w tym przypadku sa wieksze
[30]. Obserwuje sie rowniez wtedy czasami migracje komorek jajowych
do przeciwleglej strony macicy.

Wyniki doswiadczen nad transplantacja zygot sg wysoce zacheca-
jace. Angielscy badacze stosujac te metode uzyskali zacielenia az
u 919 krow. Jest to wyzszy wskaznik niz w optymalnych warunkach
krycia naturalnego [47]. Wielu autoréw zauwazylo rowniez, ze pod
wplywem zmiany warunkéw rozwoju prenatalnego zwigksza si¢ zywot-
nos¢ zwierzat [49]. Kwasnicki (za Wlodarska 49) podaje, ze przezywal-
nosé krolikéw urodzonych z transplantacji do czasu odsadzenia byla
znacznie wyzsza niz w grupie kontrolnej.

Poza omoOwionymi we wstepie mozliwosciami wynikajgcymi z zasto-
sowania metody przeszczepiania zygot, istnieja rowniez inne, bedgce
jeszcze w fazie eksperymentéw. Jedna z nich to mozliwos¢ otrzymy-
wania bliznigt jednojajowych na drodze izolacji blastomeréow we wczes-
nych fazach rozwoju zarodka. Bedzie mozna rowniez okreslic ptec
embrionu przez badanie jego kariotypu na drodze biopsji i zaleznie od
potrzeb zwiekszaé¢ liczbe urodzen samic lub samcow. Mozliwe tez be-
dzie badanie garnituru chromosoméw i eliminacja osobnikow obarczo-
nych wadami czy chorobami ustrojowymi.

Reasumujac nalezy stwierdzic, ze transplantacja komorek jajowych
stwarza duze szanse zarowno w dziedzinie badawcze], jak i w hodowli

i na pewno w dalszym ciggu bedzie rozwijana i udoskonalana.
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