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Przeszczepianie zarodkéw u bydta

Sposrod licznych nowoczesnych technik w
rozrodzie zwierzat gospodarskich przeszczepia-
nie zarodkdéw staje sie coraz bardziej stosowa-
ng metodg w hodowli bydla.

Sama idea przeszczepiania zarodkéw nie jest
nowa. Pierwszego udanego przeszczepiania za-
rodkéw dokonal Heape (32) u kroélika na Uni-
wersytecie w Cambridge w 1890 r. Jednakze
na przeprowadzenie podobnego udanego zabie-
gu trzeba bylo czekaé¢ az do 1951 r. (52). Po
tym okresie wraz z rozwojem popularnosci
unasieniania bydia rozpoczeto intensywne ba-
dania nad mozliwo$cig zastosowania przeszcze-
piania zarodkéw w hodowli bydla jako metody
stuzgcej do szybkiego zwiekszenia populacji
i polepszenia potencjalu genetycznego (23).

Glownym o$rodkiem eksperymentéw stal sie
Uniwersytet w Cambridge, dajgc podstawy do
badah wielu innym osrodkom na $wiecie. W
ostatnich latach wzrost zainteresowania na ryn-
kach $wiatowych rasami bydla tzw. ,egzotycz-
nego” jak Limousin, Gelveih, Maine-Anjou,
Charolais przy réwnoczesnych ograniczeniach
importowych daly podstawy do stworzenia sze-
regu klinik gléwnie w Kanadzie, Stanach Zjed-
noczonych, Australii i Wielkiej Brytanii zaj-
mujacych sie wylgcznie zabiegami przeszcze-
piania zarodkéw dla celéw ustugowych. Mimo
matej doskonalo$ci techniki przeszczepiania
i nie najlepszych rezultatow, proceder jest
oplacalny, wobec przedstawionej sytuacji ryn-
kowej. Koszt zabiegu jest bardzo wysoki i ak-
tualnie np. w Kanadzie wynosi 2 tys. dol. plus
nastepne 2 tys. dol. w przypadku pozytywne-
go wyniku. Kliniki zajmujgce sie zawodowo
przeszczepianiem zarodkéw u bydla zrzesza
miedzynarodowe towarzystwo (International
Embryo Transfer Society) z siedzibg w Ne-
brasce w Stanach Zjednoczonych.

Do gléwnych korzysci wynikaiacych z zasto-
sowania przeszczepiania zarodkéw u bydia mie-
dzy innymi nalezy wymienié: poprawe gene-
tyczna wartoSciowego materialu zenskiego,
zwiekszenie liczby potemstwa od jednej mat-
ki w ciggu roku, mozliwoéé otrzymania bliz-
niat i cielat ras miesnych od krdéw ras mlecz-
nych, uzyskanie jednakowych zwierzat do ba-
dan naukowych. Innymi zagadnieniami $cile
powiagzanymi z problemem jest przechowywa-
nie zarodkéw w niskich temperaturach i kon-
trola plci.

Metoda przeszczepiania zarodkdéw polega na
pobieraniu ich (przed okresem implantacii) z
ukladu rozrodczego tzw. dawey a nastepnie
przeniesieniu ich do drég rodnych innej sami-
cy tego samego gatunku (biorcy), u ktorej na-

stepuje dalszy rozwdj zarodka az do wyciele-
nia. Na cato$¢ metody sklada sie szereg eta-
pow Scifle ze sobg powigzanych i uzalezniajg-
cych uzyskanie pozytywnych efektow. Do naj-
wazniejszych z nich nalezy: hormonalne przy-
gotowanie dawcy, technika pozyskiwania i kon-
serwacji zarodkéw, przygotowanie biorcy oraz
technika przeszczepiania.

Jajniki bydla zawierajg okoto 700 000 peche-
rzykow pierwotnych (15) i liczba ich pozosta-
je stala az do 4 roku zycia, a nastepnie zaczy-
na sie zmniejszaé. W czasie normalnego cyklu
rujowego owuluje jeden lub dwa pecherzyki
Graafa. Poprzez odpowiednig stymulacje jaj-
nikéw na drodze hormonalnej mozna wywolaé
zjawisko superowulacji, a tym samym zwiek-
szy¢ znacznie liczbe zaptodnionych komoérek ja-
jowych pozyskiwanych od jednej krowy. Sze-
reg badaczy wywoluje superowulacje poprzez
podawanie podskérne lub domiesniowe hormo-
néw gonadotropowych FSH lub PMS. Gonado-
tropina PMS zwykle jest podawana w 16 dniu
cyklu rujowego w ilo§ciach 1000—3000 i.m.
(13, 17, 40). Efekt po takim traktowaniu zwie-
rzat jest bardzo rézny i zalezny od dawki hor-
monu, indywidualnej wrazliwosci zwierzecia,
pory roku, a nawet serii lub firmy produkuijg-
cej specyfik (2, 10, 20). Liczba uzyskanych
owulacji w jajnikach moze wynosié od kilku
do ponad stu. Pomimo mozliwosci otrzymania
tak znacznej liczby owulujacych pecherzykéw
ilos¢ pozyskiwanych komoérek jajowych jest
znacznie mniejsza. Both i wsp. (9) stwierdzili,
iz u niektérych kréw w wyniku stosowania
preparatéw PMS wystepuje zjawisko hyper-
stymulacji jajnikéw, polegajace na dojrzewa-
niu pecherzykéw Graafa, z ktérych pewien pro-
cent nie ulega owulacji. W konsekwencji, do-
chodzi do wzrostu poziomu hormonéw estro-
gennych, co odbija sie na transporcie komorek
jaijowych lub tez powoduje uszkodzenie ich
ostonek przeirzystych. Od takich zwierzat uzy-
skuje sie zmniejszong liczbe komoérek iajowych.
Z danych pismiennictwa wynika, ze od jedne-
go zwierzecia po zabiegu superowulacji pozy-
skuje sie okolo 10 komérek jajowych, z czego
liczba zaplodnionych wynosi 4 (18, 19, 24). Nie-
ktérzy badacze w celu uzyskania lepszego przy-
gotowania hormonalnego zwierzat stosujg kom-
binacje hormonéw PMS, estradiolu i HCG (18,
19). Ostatnio caraz czes$ciej zwierzeta po poda-
niu PMS traktuje sie prostaglandyng PGF, lub
jej analogami w celu uzyskania szybszego efek-
tu luteolitycznego (14, 44). Ruja po opisanych
zabiegach jest oczekiwana na 4—5 dzien. Zwie-
rzeta sg kryte lub unasieniane czesto nasie-
niem §wiezym, co wg niektérych autoréw ma
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da¢ wiekszg liczbe zaplodnionych komoérek ja-
jowych (27) w poréwnaniu z nasieniem mro-
zonym.

Wywolanie superowulacji jest rowniez moz-
liwe u niedojrzalych jaléwek. Reaguja one la-
twie] na podany PMS i uzyskuje sie wickszg
liczbe owulacji niz w przypadku osobnikéw
dojrzatych plciowo (21, 31, 43). Ze wzgledu jed-
nak na trudno$ci w pozyskiwaniu zarodkéw
spowodowanego malymi rozmiarami narzgdéw
rozrodczych, rzadziej zwierzeta tego typu sa
uzywane do eksperymentow.

Powtarzanie zabiegu podawania gonadotropi-
ny PMS u tych samych sztuk powodowaé¢ mo-
ze wytworzenie sie przeciwcial (29), a tym sa-
mym zmniejszona reakcje na hormon, jednak-
ze trzykrotny zabieg jest praktykowany (5).

Inng metodg stwarzajgcg mozliwosci uzyska-
nia znacznej liczby potomstwa od jednego daw-
cy jest podzial zarodka w stadium 2—8 blasto-
merdéw na poszczegoélne indywidualne fragmen-
ty (22, 28). Kazdy z wyosobnionych blastome-
réw po odpowiednim przygotowaniu, podlega
dalszemu rozwojowi u biorcy, jak to ma miej-
sce w przypadku pojedynczej komodrki jajowej.
Ta metoda, jakkolwiek pozostaje w fazie eks-
perymentalnej, stwarza potencjalng szanse
otrzymania setek cielgt od jednej krowy.

Zabieg pozyskiwania zarodkow od dawcy po-
lega na wyplukiwaniu ich z jajowodow lub ma-
cicy zaleznie od czasu, ktory uplynagl od mo-
mentu owulacji. Komorki jajowe u bydla osig-
gajg macice zwykle w stadium 8—12 blasto-
merow, okolo 5 dnia po owulacji. W warun-
kach in vivo najcze$ciej stosowang metoda po-
zyskiwania zarodkdéw jest zabieg chirurgiczny
poprzez wykonanie laparotomii w linii bialej
i ulozeniu grzbietowym zwierzecia. Po wyko-
naniu ciecia dilugosci 15—20 cm rogi macicy
sg zblizane do rany. Nastepnie od strony jaj-
nika wprowadza sie do jajowodu kaniule, przez
ktéra wstrzykuje sie kilkanascie ml plynnego
medium w kierunku rogéw macicy (40). Ko-
moérki jajowe wraz z medium zbierane sg do
odpowiedniego naczynka poprzez otwor po-
wstaly z naciecia Sciany rogéw macicznych.
Kazdy z rogdéw macicznych przeptukiwany jest
w ten sposob osobno, a powtdrzenie kilkakrot-
ne zabiegu zwieksza liczbe uzyskanych komo-
rek jajowych (5).

Proby nie wymagajace chirurgicznej inter-
wencji ,,non-surgical” w celu uzyskania komo-
rek jajowych podejmowano na przestrzeni wie-
lu lat, jednak nie znalazly rozwigzania nadaja-
cego sie juz obecnie dla praktyki. Kilku auto-
row opisato instrumenty stosowane przy postu-
giwaniu sie tg metods (13, 34, 48, 49). Urza-
dzenia te, zwykle w formie zmodyfikowanych
cewnikow metalowych lub z tworzyw sztucz-
nych byly wprowadzane przez pochwe do ro-
géw macicy.

We wszystkich opisanych przypadkach ko-
moérki jajowe po uzyskaniu ich od dawcy prze-
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noszone sg w plynach fizjologicznych do labo-
ratorium, gdzie pod mikroskopem stereotak-
tycznym dokonuje sie ich oceny pod wzgledem
ilosci i wygladu morfologicznego. W zasadzie
dla celéw przeszczepiania przeznacza sie za-
redki wykazujgce prawidlowe podzialy, jednak
z roznych eksperymentéw wynika, ze niektore
zarodki o nieprawidlowych podziatach moga
podlega¢ dalszemu rozwojowi w organizmie
biorcy (14).

Sciste warunki aseptyczne podczas zabiegdw
pozyskiwania zarodkéw jak i w czasie dalsze-
go postepowania warunkujg dalszy ich rozwoj.
Bardzo waznym czynnikiem jest utrzymanie
stalej temperatury $rodowiska, w ktéorym prze-
bywajg zarodki. Plyny uzywane do wypluki-
wania, konserwacji i przeszczepiania zarodkéw
majg ten sam lub zblizony sklad chemiczny. W
wiekszosci przypadkow sg to roztwory soli fi-
zjologicznych, albuminy i antybiotykéw. Media
takie jak plyn pecherzykowy czy surowica by-
dleca okazaly sie malo przydatne (46). Rowson
i wsp. (40) stosujac jako medium surowice by-
dlecg na 33 przeszczepione zarodki nie uzyskal
ani jednej rozwijajacej sie cigzy. Obecnie co-
raz czesciej stosuje sie syntetyczne standardo-
we medium o nazwie TMC 199 (Tissue Medium
Culture) lub jego modyfikacje. Zarodki prze-
chowywane sg w nim w warunkach stalego pH
okolo 7,2 i zwykle w temperaturze 37°C (5, 14,
40) az do chwili przeszczepienia ich do macicy
krowy biorcy. Réwniez narzady rozrodcze kro-
lika moga stuzy¢ z powodzeniem jako ,,zywy
inkubator” do przechowywania zarodkow hy-
dia lub sledzenia ich rozwoju (24, 46, 54).

Czas przechowywania zarodkéw w tempera-
turach dodatnich jest znacznie ograniczony
i wynosi najwyzej kilka godzin. Podczas préb
ochtadzania zarodkéw do temperatur blisko
0°C okazalo sie, ze stadium zarodka ma wplyw
na jego dalsze przezywanie. Wg badan Troun-
son’a 1 wsp. (61) 32% zarodkow w stadium mo-
ruli przezywalo oziebianie w zakresie 7,5°C—
0°C, podczas gdy tylko 7% w stadium blasto-
cysty.

Prace nad konserwacjg zarodkow w niskich
temperaturach (—196°C) po wielu prébach zo-
staly uwieniczone sukcesem na Uniwersytecie
w Cambridge. Pierwsze cieleta po zabiegu
przeszczepienia zarodkéw konserwowanych w
plynnym azocie urodzily sie w 1973 roku (53).
Nowsze badania z tego zakresu potwierdzaja,
ze zarodki bydla mogg by¢ skutecznie przecho-
wywane w tym zakresie niskich temperatur
(7, 54).

Jednym z bardzo waznych momentow cate-
go przedsicwziecia jest zgodnosé fazy cyklu
rujowego biorcy z faza, w ktoérej zostaly pozy-
skane zarodki od dawcy. Badania Rowsona
i wsp. (37) wykazaly, ze rezim tej synchroni-
zacji pomiedzy dwoma partnerami jest bar-
dziej krytyczny u bydla niz innych gatunkéw
zwierzat . gospodarskich. Dopuszczalne granice
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rozbieinosci wynoszg praktycznie =2 dni. W
przypadku bardzo dokladnej synchronizacji
autorzy ci otrzymali 91% zwierzat w ciazy, pod-
czas gdy juz przy roznicy *1 dzien tylko 55%.

W pisSmiennictwie brak jest szczegélowych
wskazowek, ktory okres cyklu rujowego jest
najbardziej optymalny dla przeszczepiania za-
rodkow u bydla. Jednak z niektérych prac wy-
nika, ze jest nim dzien 5 cyklu rujowego lub
dalsze. W tym okresie ciatko z6ite produkuje
wystarczajacg ilos¢ progesteronu, co ogranicza
kurczliwos¢ mie$ni macicy. Tym tlumaczy sie
otrzymanie lepszych wynikéw po =zabiegach
przeszczepiania zarodkéw przeprowadzonych
w 6—9 dnia cyklu niz 3—5 (25, 30).

Pozadany okres cyklu rujowego u zwierzgt
przeznaczonych do przeszczepiania zarodkéw
otrzymaé mozna przez stosowanie gestagenow
syntetycznych takich jak CAP, MAP, MGA itp.
(6) lub coraz czesciej przez podawanie prosta-
glandyny PGF, (4) lub jej analogéw (11). Inny
spos6b czesto praktykowany na kontynencie
amerykanskim to utrzymywanie stad poten-
cjalnych biorcow, po 400—600 sztuk, sposrod
ktérych wybiera sie zwierze do zabiegu w od-
powicdniej fazie cyklu rujowego (3). Metoda
ta jest jednak kosztowna i wymaga stosowania
urzgdzen do wykrywania rui np. typu KAMAR
(16).

Tab. 1.

Bedirian i Baker (4) stosowali metode depo-
nowania zarodkéw diugg igla do macicy po
uprzednim nacieciu goérnego sklepienia poch-
wy. W przypadkach wykonywania laparotomii
zarodki wprowadza sie do rogéw macicy pipetg
Pasteura lub cewnikiem w poblizu przeweze-
nia jajowodowo-macicznego (40).

Metody bezkrwawe przeszczepiania zarod-
kéw do macicy poprzez pochwe byly przed-
miotem wielu nieskutecznych eksperymentéw
przez wiele lat (1, 12). Stosowano instrumenty
podobne do uzywanych podczas pozyskiwania
zarodkow lub réznego rodzaju pipety insemi-
nacyjne. W wyniku prac stwierdzono, ze ma-
cica w okresie wczesnej fazy lutealnej cialka
z6ltego jest bardzo podatna na infekcje i w
zwigzku z tym aseptyczne wprowadzenie in-
strumentéw przez pochwe musi by¢ rygory-
stycznie przestrzegane (35).

Inng ujemng strong tej metody jest wypie-
ranie do pochwy uprzednio zdeponowanych w
macicy zarodkow (33) na skutek skurczy mies-
ni macicy. Skurcze te wywolane prawdopodob-
nie sg na drodze hormonalnej poprzez uwol-
nienie oksytocyny z przysadki moézgowej jako
rezultat podraznienia szyjki macicznej przez
wprowadzane instrumenty (32). Poglad ten
jednak nie zostal potwierdzony (38). Aby za-
pobiec temu niepozadanemu zjawisku w dal-

Wybrane dane dotyczace przeszczepiania zarodkéw u bydla metodami chirurgicznymi

i bezkrwawymi

| Liczba . Wiek l %
—— ' Neloda zabiegow Meginmg zarodka | zacielen

Rowson i wsp. (40) chir. 20 TCM-199 8—32 blast. 65,0

Rowson i wsp. (31) chir. 24 TCM-199 3—8 dni 91,7

Sreenan i Beehan (44) chir. 23 TCM-199 3—7 dni 91,1

Betteridge i Mitchel (5) chir. 14 TCM-199 2—5 dni 71,4

Drost i wsp. (14) chir. 34 TCM-199 4 dni 56,0

Newcomb i wsp. (30) chir. 12 TCM-199 6 dni 89,0

Sreenan i wsp. (45) chir. 72 TCM-199 3—1T dni 76,4

Rowson i wsp. (40) bezkrw, 20 TCM-199 8—32 blast. 20,0
Sugie (47) bezkrw, 7 surowica

Ringer 8—16 blast. 0,07

Lawson i wsp. (25) bezkrw. 20 TCM-199 6—9 dni 40,0

Zabieg przeszczepiania zarodkéw podobnie
jak ich pozyskiwanie moze by¢ przeprowadzo-
ny metodami chirurgicznymi lub bezkrawymi.
Metody chirurgiczne jako zapewniajgce lepsze
rezultaty sg obecnie powszechnie stosowane
w praktyce. Podczas wykonywania laparotomii
zwykle w linii bialej zwraca sie uwage na ko-
rzystny wplyw znieczulenia ogdlnego prowa-
dzonego przy uzyciu halotanu. Zwigzek ten po-
woduje zwiotczenie mie$ni macicy, a tym sa-
mym ogranicéza skurcze i zmniejsza réwniez
podatnosé ich na urazy mechaniczne zwigzane
z zabiegiem (5, 40, 44). Roéwniez pozytywne
rezultaty otrzymano w przypadku wykonywa-
nia zabiegu przeszezepiania w pozycji stojace]j
wykonujac laparotomie w lewej slabiZnie
i znieczuleniu miejscowym (14).

szych poczynaniach dodatkowo stosowano in-
suflacje jamy macicy dwutlenkiem wegla lub
azotem (39, 50). Lawson i wsp. (25) przeprowa-
dzajgc szereg pordéwnawczych badan na ten
temat nie stwierdzili zwiekszonej liczby zacie-
len po takim postepowaniu.

Prace nad udoskonaleniem bezkrwawych me-
tod przeszczepiania zarodkéw u bydla sg in-
tensywnie prowadzone, jednakze wyniki sg
ciggle nizsze w poréwnaniu do opisanych me-
tod chirurgicznych (42).

Prace eksperymentalne nad mozliwoscig
uzyskania cigzy blizniaczych u bydla na dro-
dze przeszczepiania zarodkéw metodami chi-
rurgicznymi byly przedmiotem badan Rowsona
i wsp. (36). W wyniku ich ustalono, ze po wpro-
wadzeniu dwu zarodkéw do jednego rogu ma-
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cicznego procent wystgpienia cigzy bliZnia-
czych jest stosunkowo maty (45%). Zdepono-
wanie po jednym zarodku do obu rogéw ma-
cicznych umozliwia uzyskanie ciazy bliznia-
czych u 72—178% zwierzagt pomimo istnienia
tylko jednego cialka zéttego na jajnikach (38,
44, 45),

Ostatnio Boland i wsp. (8) przeprowadzili
szereg udanych doswiadczen z uzyskiwaniem
cigzy blizniaczych na drodze bezkrwawej. Za-
biegéw dokonywano u kréw od 5 dnia po za-
cieleniu naturalnym wprowadzajgc dodatkowy
zarodek do rogu nieciezarnego. Zarodki depo-
nowano przy uzyciu pistoletu Cassu wprowa-
dzajac go do drdog rodnych podobnie jak w
przypadku inseminacji. Na 24 zabiegi przepro-
wadzone w ten sposdb u 15 sztuk cigza zostala
utrzymana, z czego u 6 zwierzat stwierdzono
ciaze blizniacza. Metoda ta ze wzgledu na sto-
sunkowo technicznie prosty zabieg i niski koszt
wg wspomnianych autoréw bedzie miata duzg
przyszto$¢ w praktyce dla produkcji bydia
miesnego.

Niektore wyniki zacielen po przeszczepieniu
zarodkéw metodami wspomnianymi w niniej-
szym artykule przedstawia tab. 1. Zamieszczo-
no w niej tylko najlepsze rezultaty uzyskane
w zakresie cytowanej pracy.

Podsumowujgc trzeba stwierdzi¢, ze obecnie
stosowane metody w praktyce maja wiele
ujemnych stron. Koniecznos¢ wykonywania
zabiegdw chirurgicznych wymaga kosztownego
zaplecza i wyspecjalizowanego personelu. Dla-
tego przyszlo$¢ lezy w opracowaniu prostych
metod bezkrwawego pozyskiwania i przeszcze-
piania zarodkéw a takze ich diuzszej konser-
wacji.
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Przeprowadzono badania porédwnawecze kliniczne,
bakteriologiczne oraz okreS§lono ilo§¢ krwinek bia-
lych, hematokryt, stosunek bialek plazmy do fibry-
nogenu, poziom progesteronu, kortyzonu, estronu
i estradiolu u trzech macior z bezmlecznofcig i za-
paleniem gruczotu mlekowego u 3 zdrowych macior.
Badane parametry oznaczano po 8, 16, 24 { 32 go-
dzinach po porodzie. Z mleka pochodzacego z chorych
éwiartek wyizolowano Klebsiella pneumoniae i Esche-
richia coli, natomiast z mleka pochodzacego z ¢éwiar-
tek zdrowych nie wyizolowano pateczek okreznicy.
U wszystkich chorych sztuk wystepowata gorgezka
i spadek mlecznosci. We wszystkich okresach badan
liczba krwinek bialych oraz stosunek bhiatek plazmy
do fibrynogenu byl nizszy w grupie macior chorych
w pordwnaniu do grupy kontrolnej. Leukopenia po-
jawiala sie po 8—16 godz. po porodzie. Nie obserwo-
wano natomiast réznic miedzy obydwiema grupami
macior w warto§ciach hematokrytu oraz w poziomie
kortyzonu, estronu i estradiolu. Zaobserwowany wzrost
stezenia progesteronu w plazmie chorych macior nie
byt statystycznie znamienny. L



