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1.Wstep

ednym z czynnikéw ograniczajacych produkcje oraz postep hodowlany
Ju bydfa jest stosunkowo niska rozrodczo$¢ samic. Obecnie istniejg dwie

technologie pozwalajgce zwiekszy¢ liczbe zarodkdéw, a w konsekwencji potom
stwa u bydta. Jedng z nich jest uzyskiwanie zarodkéw w warunkach in vivo,
ktére obejmuje hormonalne wywotywanie mnogich owutacji (MO), sztuczne
unasienianie (Al), niechirurgiczne wyptukiwanie zarodkdéw i ich przenoszenie
do drég rodnych zsynchronizowanych biorczyn (ET) — technologia ta zna-
lazta zastosowanie praktyczne w programach hodowlanych MOET. Drugim
sposobem jest uzyskiwanie zarodkdw przy uzyciu kompleksowej metody in
vitro (IVP). Ta technologia obejmuje uzyskiwanie i dojrzewanie oocytéw in vitro,
zaptodnienie in vitro oraz hodowle zarodkdéw in vitro. Prowadzone w ostatnim
dziesiecioleciu badania przyczynity sie do jej znacznego udoskonalenia. Obe-
cnie istnieje mozliwos¢ uzyskania w wyniku dojrzewania in vitro ponad 90%
oocytow w stadium metafazy Il, po zaptodnieniu in vitro 70 do 80% rozwija-
jacych sie zarodkow, z ktérych okoto 50% osigga stadium biastocysty. Mimo
postepu w rozwoju tej technologii, kontynuowane sg badania, w ktérych zmie-
rza sie do poprawy jakosci zarodkow wyprodukowanych in vitro. Obserwuje
sie bowiem znaczne réznice miedzy zarodkami uzyskanymi w efekcie dojrze-
wania in vivo i in vitro. Zarodki dojrzewajace in vivo wykazujg zdecydowanie
wyzszy potencjat rozwojowy. Biorac pod uwage, ze stadium metafazy Il, a za-
tem dojrzatos¢ jadra, osigga podobny odsetek oocytdéw dojrzewajacych in vivo
i in vitro, mozna przypuszczac, ze istniejgce réznice sg konsekwencjg roznic
w dojrzatosci cytoplazmy. Stwierdza sie rowniez roznice w ilosci i jakosci za-
rodkow uzyskiwanych w kolejnych powtérzeniach tego samego doswiadczenia.
Moga one wynika¢ z trzech zasadniczych przyczsnn, a mianowicie: z jakosci
oocytéw: ze zroznicowanej zdolno$ci zaptadniajgcej nasienia buhajow czy tez
z wamnkow hodowli.
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Celem opracowania jest okreslenie roli niektérych czynnikéw warunkuja-
cych efektywnos¢ technologii IVP u bydla, a zatem ilo$¢ i jakos¢ uzyskiwa-
nych zarodkéw.

2. Uzyskiwanie i dojrzewanie in vitro oocytow

Zdecydowana wiekszo$¢ oocytéw jajnikowych zawarta jest w puli peche-
rzykéw pierwotnych o $rednicy ponizej 0,06 mm. Pecherzyki te w sposob
ciggly opuszczaja wspomniang pule rozpoczynajac wzrost. W konsekwencji
»rekrutacji” pecherzykéw pierwotnych do populacji pecherzykéw rosngcych
liczba pecherzykéw maleje wraz z wiekiem, a jajniki mtodych zwierzat sg
znacznie bogatszym Zzrédtem oocytow (15). Jednakze, liczba pecherzykéw an-
tralnych (o $rednicy > 2 mm) u kréw starszych jest tylko nieznacznie nizsza
niz u jatdwek czy kréw miodszych. Do takiego wniosku doprowadzity porow-
nawcze obserwacje liczby i jakosci oocytéw uzyskiwanych od bydia o zroz-
nicowanym wieku (35). Uzyskiwanie przydatnych do hodowli oocytéw, row-
niez od zwierzat starszych, stwarza mozliwos¢ wykorzystania tych samic jako
zrédta oocytow, a w konsekwencji zarodkéw, co ma szczegblne znaczenie
w odniesieniu do bydta o znacznej wartosci hodowlanej (45).

Podstawowym zrodlem oocytéw uzywanych w technologii 1VP sg peche-
rzyki jajnikowe bydta rzeznego. W badaniach zaleznosci miedzy wielkoscig
pecherzyka jajnikowego a zdolnoscia rozwojowa oocytu wykazano, ze rosnie
ona wraz ze wzrostem wielko$ci pecherzyka (10,47,53,54,64). Tak zatem,
pecherzyk musi osiggna¢ Srednice minimum 3-4 mm aby zawarty w nim
oocyt byt zdolny do dojrzewania, zaptodnienia i podjecia rozwoju zarodko-
wego. Te zdotnosci rozwojowe oocytu rosng (co wyraza sie wzrostem odsetka
rozwijajacych sie zarodkéw) w miare redukcji tempa wzrostu pecherzyka,
ktora nastepuje atbo w momencie osiggniecia statusu pecherzyka dominu-
jacego, atbo podczas wczesnej atrezji pecherzyka. Sygnat zapoczatkowujacy
dojrzewanie oocytu, ktéry dociera do pecherzyka w czasie przedowulacyjnego
wyrzutu LH, mozna wywota¢ w warunkach in vitro poprzez kitkugodzinng
poubojowa inkubacje jajnikéw w odpowiednich warunkach termicznych
(9,10,61). Istnieje hipoteza, ze oocyty pochodzace z pecherzykdéw we wczesnej
atrezji moga reagowac, podobnie jak oocyty z pecherzykéw przedowulacyj-
nych, a inkubacja w jajnikach przetrzymywanych w temperaturze okoto 35°C
pozwala na ich prawidiowy rozwéj po zaptodnieniu (10,61).

Podstawowe kryteria, ktére pozwalajg odrdzni¢ oocyty morfologicznie nor-
malne (przydatne do hodowli in vitro) od atretycznych (nieprzydatnych) to
obecnos¢ i stan otaczajacych oocyt komorek wzgorka jajonosnego oraz wy-
glad morfologiczny cytoplazmy oocytu (35). Niedojrzaty, morfologicznie nor-
malny oocyt powinien posiada¢ jednolicie granulowana, bez zmian morfolo-
gicznych cytoplazme i by¢ otoczony Scistg i spoistg warstwg komorek wzgér-
ka. Obecno$é komorek wzgdrka zapewnia: dostarczenie do oocytu zwiazkow
energetycznych niezbednych w procesie wzrostu, utworzenie ostonki przej-
rzystej, a takze, po przedowutacyjnym wyrzucie LH, synteze matruc, ztozonej
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Z biatek i kwasu hialuronowego, wspomagajacej transport jajowodowy i pe-
netracje plemnikéw (5). Otaczajace niedojrzaty oocyt komorki wzgdrka jajo-
nosnego skiadajag sie z komorek wienca promienistego (warstwa lezgca naj-
blizej ostonki przejrzystej i komunikujgca sie z oocytem poprzez wypustki
cytoplazmatyczne) i zewnetrznej warstwy komoérek wzgorka potaczonych
z komorkami wienca promienistego poprzez ztacza szczelinowe (13). Przepro-
wadzono szereg badan zmierzajgcych do okre$lenia zalezno$ci miedzy mor-
fologia komdrek wzgorka a potencjatem rozwojowym oocytdéw i zarodkow
(10,13,23,29,46,60). Na ich podstawie mozna wnioskowa¢, ze szanse rozwo-
jowe oocytow sg tym wieksze im grubsza warstwa komorek wzgorka otacza
niedojrzaty ooc}rt, warstwg Scistg i spoistg otoczone sa oocyty pochodzace ze
zdrowszych pecherzykéw, natomiast widoczne zmiany degeneracy]ne w ko-
morkach wzgorka $wiadczg o ich pochodzeniu z pecherzykéw o zaawanso-
wanym procesie atrezji. Oocyty pochodzgce z tych ostatnich wykazuja naj-
nizszy potencjat rozwojowy (10,28). Niezbedno$¢ komdrek wzgdrka w procesie
dojrzewania oocytéw wykazano w dos$wiadczeniach, w ktérych oocyty me-
chanicznie pozbawiano otaczajacych je komorek (44,61).

Wspomniano juz, ze jajniki uzyskane poubojowo stanowia gtowne zrédio
oocytow uzywanych w badaniach nad pozaustrojowym uzyskiwaniem zarod-
koéw. Pobieranie oocytow mozna przeprowadzi¢ poprzez: 1) aspiracje zawartosci
pecherzyka za pomocg strzykawki i igly; 2) rozrywanie izolowanych pecherzy-
kéw; 3) nacinanie powierzchni jajnika przy uzyciu skalpela czy zyletki (26,33).

Pierwsza z tych technik, tj. aspiracja jest najszerzej stosowang, a z pra,
ktycznego punktu widzenia najwygodniejszg metodg. Pozwala bowiem na uzy-
skanie od 30 do 60% oocytow w stosunku do liczby aspirowanych peche-
rzykdw, a okoto 50% uzyskanych oocytow wykazuje normalny wyglad mor-
fologiczny. Jezeli dysponuje sie duzg liczbg zwierzat/jajnikdw, technika ta
pozwala na stosunkowo szybkie pobranie dostatecznej ilosci materiatu.

Druga z omawianych technik pozwala na uzyskanie praktycznie wszy-
stkich oocytéw z izolowanych pecherzykow, a oocyty morfologicznie normalne
stanowig ponad 60%. Jej stosowanie pozwala ponadto precyzyjnie okresli¢
wielkos¢ izolowanych pecherzykdw i stopierh zaawansowania zmian atretycz-
nych. Technika ta nie moze by¢ stosowana dla potrzeb programéw hodow-
lanych, bowiem oocyty uzyskiwane od zwierzat rzeznych na ogét nie stanowig
materiatlu cennego pod wzgledem genetycznym.

Obecnie istnieje mozliwos¢ uzycia réwniez zywych zwierzat jako dawcéw
niedojrzatych oocytéw, poniewaz opracowano nowy sposéb ich przyzyciowego
pobierania, tzw. metoda OPU {Ovum Pick-Up; szersze omdéwienie tego zagad-
nienia w odrebnym artykule, w biezgcym numerze).

3. Wplyw buhaja na efektywnos¢ produkcji zarodkow

Wiadomo, ze buhaj, a Scislej zréznicowana podatno$¢ na kapacytacje jego
nasienia, wywiera zdecydowany wplyw na jako$¢ produkowanych in vitro
zarodkoéw (3,16,32,34,36,38,62). Oznacza to konieczno$¢ selekcji buhajow.
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czy nawet ejakulatow przeznaczanych do zaptodnienia pozaustrojowego.
Z praktycznego punktu widzenia niezwykle istotne byloby zatem dyspono-
wanie metodg pozwalajaca na uzycie nasienia nie selekcjonowanych samcow.
Z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze usuniecie osocza z nasie-
nia, a zatem eliminacja czynnikéw dekapacytujacych, oddziatuje korzystnie
na przebieg procesu kapacytacji in vitro, a w konsekwencji prowadzi do wzro-
stu odsetka dzielagcych sie zarodkéw oraz zarodkéw osiggajacych stadium
blastocysty (38). Jest to szczegdlnie istotne w przypadku buhajéw o obnizo-
nych zdolnosciach zaptadniajacych in vitro. WykazaliSmy réwniez, ze plemni-
ki otrzymywane z ogona najadrza moga by¢ zamrazane, a nastepnie wyko-
rzystane do zaptodnienia pozaustrojowego. Uzycie takich plemnikéw pozwala
nie tylko na zwigkszenie efektywnosci metody, lecz réwniez na uzyskanie
bardziej stabilnych wynikéw niz przy stosowaniu nasienia ejakulowanego.
Tak tez, odsetek blastocyst rozwijajacych sie po zaptodnieniu przy uzyciu
nasienia najadrzowego oscylowat miedzy 21,0 i 36,5%, warto$¢ Srednia
30,6%, podczas gdy odpowiednie wartosci dla nasienia ejakulowanego wy-
nosity od 2,6 do 38,0%, a $rednia 18,0% (34). Podobne obserwacje poczynili
ostatnio Rath i Niemann (57) badajac przydatno$¢ do zaptodnienia poza-
ustrojowego mrozonych plemnikéw pobieranych z ogona najadrza knura.

4. Hodowla zarodkoéw in vitro

Hodowla zarodkéw jest najbardziej newralgicznym etapem technologii IVP.
Opracowano kilka systeméw hodowli zarodkéw in vitro pozwalajacych na
rozwoj zygot do stadium blastocysty. Mozna je podzieli¢ na dwa podstawowe
rodzaje: a) takie, w ktorych prowadzi sie wspéthodowle z komérkami soma-
tycznymi, lub przynajmniej uzywana jest pozywka pobierana z hodowli ko-
mdrek somatycznych: b) takie, w ktérych nie stosuje sie wspéthodowli, a za-
tem niezalezne od obecnosci komdrek somatycznych.

4.1. Wspéthodowla z komdérkami somatycznymi

Wspéthodowla z innymi typami komorek jest najczesciej stosowanym sy-
stemem hodowli zarodkéw bydlecych. Dla wspomagania rozwoju zarodkow
moga byé stosowane r6zne rodzaje komdrek, tj. pecherze trofoblastyczne
(2,11,30); komorki wzgoérka jajonosnego (6,18,24,49); endometrium macicz-
nego (41,48): nabtonka jajowodu bydlecego ,,BOE" (2,6,20,37); watroby szczu-
ra bawotowego ,,.BRL" (8,28,39,66) i nerki afrykanskiej matpy zielonej ,,VERO"
(25,39,55).

Najczesciej do wspéthodowli stosowane sg komorki nabtonka jajowodu
bydlecego (BOEC). Komorki te uzyskuje sie z jajowoddw pobieranych poubo-
jowo, materiat ten nie jest zatem poddawany testom bakteriologicznym. Uzy-
cie kriokonserwowanych komorek, zaréwno BOEC jak i innych, umozliwia
przeprowadzenie testow przed rozpoczeciem hodowli/wspothodowli in vitro.
Wykazano, ze linie mrozonych komdérek BOEC, BRL lub VRRO moga by¢
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Z powodzeniem uzyte do wspoéthodowli z zygotami bydlecymi. Zastosowanie
tych komercyjnych linii komoérkowych, ktére charakteryzuje tatwos¢ pasazo-
wania i zamrazania, pozwala na prowadzenie hodowli w kontrolowanych wa-
runkach (8,25,28,39,55,66,70).

Najczesciej uzywanymi pozywkami do wspéthodowli zarodkéw z komor-
kami somatycznymi sg TCM 199, SOF, Menezo Bz. Poréwnujac przydatnosci
tych pozywek wykazano, ze Menezo Bz zdecydowanie przewyzsza TCM 199
lub SOF (28,37). Préby wyjasnienia roznic miedzy pozywkami sg tylko spe-
kulacjami. Istnieje ocz}rwiscie szereg roznic w ich skiadzie. Pozywka SOF
nalezy do najprostszych pod wzgledem skiadu chemicznego i, jak sie wydaje,
jest niewystarczajaca dla prawidtowej aktywnosci komorek somatycznych (37),
Pozywki TCM 199 i Menezo Bz oprocz soli mineralnych zawierajg szereg
aminokwasow i zwigzkdéw energetycznych niezbednych dla prawidtowego roz-
woju zarodkéw do stadium blastocysty (50).

Porownujac rozwdéj zarodkow bydlecych we wspoéthodowli z réznymi ro-
dzajami komorek somatycznych (39) stwierdzono niewielkie réznice w odset-
kach blastocyst rozwijajacych sie we wspothodowli z komérkami BRL (39,8%),
VERO (55,3%) czy BOEC (43,0%), natomiast znacznie réznita sie jakos$¢ za-
rodkdéw pochodzacych z tych trzech systemow hodowli. Przejawiato sie to
w zdolnosci blastocyst do wylegania (74,5; 58,0 i 34,7%), a takze w zrézni-
cowanej liczbie komorek blastocysty (112,0 + 27,7; 76,8 + 20,0 i 94,0 £ 23,6
komorek w 8-dniowych blastocystach rozwijajacych sie we wspothodowli
z BRL, VERO i BOEC).

Woczesniej stwierdzono, ze 7-8-dniowe zarodki bydlece rozwijajgce sie in
vivo (u bydta poddanego superowulacji) w stadium ekspandujgcej blastocysty
sktadajg sie z okoto 120-160 komoérek (31,63). Podobna liczbe komérek moga
osiggnac blastocysty rozwijajgce sie we wspdthodowli z komérkami BRL. Na-
tomiast, niezaleznie od uzytego systemu wspéthodowli, obserwowano znacz-
ng asynchronie rozwoju, na co wskazuje, np. obecno$¢ zarodkéw w stadium
od wczesnej do wylegtej blastocysty w 6smym dniu od zaptodnienia. Oce-
niajac przydatnos¢ uzytych systeméw hodowli na podstawie jakosci blasto-
cyst (tj. zdolnosci do wylegania i osiggnietej liczby blastomeréw) mozemy
wnioskowa¢, ze wspothodowla z komdrkami BRL stwarza korzystniejsze wa-
runki rozwoju w poréwnaniu z innymi systemami, tj. VERO i BOEC (39).
Ponadto, jak wynika z badan prowadzonych przez Voelkel i Hu (67), wspot-
hodowla zarodkéw z komérkami BRL ma jeszcze te zalete, ze juz 24-godzinna
hodowla przed zamrazaniem zarodkéw wptywa korzystnie na ich przezywanie
po rozmrozeniu.

Sposérdéd innych czynnikéw oddziatujgcych na rozwdj zarodkéw in vitro
istotng role odgrywa ich zageszczenie/liczba w tej samej kropli czy naczynku.
Korzystniejsze warunki rozwoju stwarza inkubacja zarodkow w wiekszej, li-
czacej ponad 30 zarodkow, grupie (65). Jest to efektem regulacji parakry-
nalnej (oddziatywanie jednego z czynnikéw wzrostu: Platelet-derived Growth
Factor). Tak zatem uzyskano 23,2; 20,2; 22,8 i 37,0% blastocyst, kiedy ho-
dowano odpowiednio: 1, 2, 3-5 i > 30 oocytéw w grupie. Ponadto, na zdol-
nosci rozwojowe zarodkéw hodowcinych w matych grupach nie miat wptywu



rodzaj komérek (BRL, VERO, BOEC) uzytych do wspéthodowli (39,52). Jed-
nakze istnieje potrzeba opracowania metod uzyskiwania zarodkéw z zygot
hodowanych w matych grupach, a nawet pojedynczo, np. gdy uzyskuje sie
oocyty od indywidualnych dawczyn, stosujgc OPU.

4.2. Hodowla zarodkéw w pozywce syntetycznej

Oprdécz wspéthodowli z komérkami somatycznymi hodowle zarodkéw moz-
na prowadzi¢ w pozywce pobieranej z hodowli komérek somatycznych (66)
lub w pozywce o prostym skiadzie chemicznym, jak na przykiad SOF, uzu-
petnionej surowicg (37,68,71). Hodowla zarodkéw w poz}rwce syntetycznej,
o okreslonym sktadzie chemicznym, okreslana jest czesto jako ,,zdefiniowany”
system hodowli, dla odréznienia hodowli w pozywce bez surowicy i bez ko-
madrek somatycznych, od innych systemow. Definicja ta nie jest catkiem pre-
cyzyjna, poniewaz istnieje mozliwos¢ niepetnej identyfikacji wszystkich zwiaz-
kéw wystepujacych w pozywce, np. niedawno okazalo sig, ze kwas hydro-
ksyetylopiperazyno-etanolosiarkowy, tj. bufor HEPES stosowany jako zwigzek
buforujacy pozywki, jest zanieczyszczony octanem, a 20 mM buforu moze
zawiera¢ 0,1 -0,3 mM octanu (1).

Opracowano szereg pozywek o prostym skiadzie chemicznym, uzupetnio-
nych pewnymi substratami i biatkami, np. CZB (12), CRI (58) czy CDM (59).
Najistotniejsze osiggniecie w tym zakresie to wykazanie korzystnego wptywu
uzupetnienia pozywki aminokwasami, zaréwno podstawowymi jak i uzupet-
niajagcymi (21,22,58). W badaniach ptynu jajowodowego i macicznego wyka-
zano, ze koncentracja niektérych aminokwasow, a szczegdlnie glicyny, tau-
ryny i alaniny jest znacznie wyzsza niz w surowicy, a uzupetnienie pozywki
alaning i glicyng o koncentracji odpowiadajgcej stezeniu jajowodowemu po-
woduje wzrost odsetka rozwijajacych sie zarodkéw (50). Negatywng konse-
kwencja dodatku aminokwaséw do pozywki jest akumulacja jonédw amono-
wych (21,22), ktore toksycznie oddziatujg na zarodki. Tej interakcji jonow
amonowych mozna przeciwdziata¢ dwoma sposobami, a mianowicie poprzez
czeSciowg wymiane pozywki, zanim ich stezenie osiggnie poziom toksyczny
lub poprzez enzymatyczng eliminacje z hodowli (21).

Wykazano réwniez korzystny wptyw niektérych czynnikéw wzrostu, tj.
Epidermal Growth Factor (EOF), Transforming Growth Factor-* (TGF-P) oraz
Platelet Derived Growth Factor (PDGF) na odsetek rozwijajacych sie blastocyst
(17,42,43,65). Ponadto, pozywki uzupetnia sie czesto biatkiem. Tradycyjnie
stosowana jest albumina surowicy, poniewaz jest ona gtdbwnym biatkiem stwier-
dzonym w ptynie pobieranym z drog rodnych. Jednakze nie ma bezwzglednej
potrzeby stosowania biatek w pozywce dla rozwoju zarodkéw (4,59). Brak
rowniez dowoddéw, ze biatko moze stanowi¢ zrodto energii metabolicznej,
w przypadku zarodkéw bydlecych ATP powstaje poprzez metabolizm wodo-
roweglanéw (40,67,68).

Rozwoj zarodkéw przebiega podobnie w obu systemach hodowli (we wsp6t-
hodowli lub w poz)rwce uzupetnionej aminokwasami i czynnikami wzrostu),
a catkowita liczba blastocyst w ésmym dniu od zaptodnienia oscyluje miedzy
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30 a 50%. Stato sie zatem mozliwe, niezaleznie od uzytego systemu hodowli,
uzyskiwanie znacznej liczby zarodkéw. Jednakze ciggle jeszcze nie znamy
odpowiedzi na pytania: Dlaczego tak wyprodukowane zarodki nie charakte-
ryzujg sie podobng odpornoscig na stres jak zarodki rozwijajace sie in vivo?;
Czy jakie$ inne kryteria niz wyleganie sie blastocyst i osiggana liczba bla-
stomerdw, np. odporno$¢ na zamrazanie czy tez synchronizacja tempa roz-
woju, powinny by¢ stosowane dla oceny jakos$ci tych blastocyst? Przezywal-
nos¢ in vitro wyprodukowanych zarodkéw okazata sie, jak dotychczas, nizsza
niz pochodzacych z rozwoju in vivo (27), szczegllnie w przypadku, gdy za-
rodki poddawane sg kriokonserwacji (56). Ponadto, w wielu doniesieniach
wskazuje sie na wystepowanie znacznych zaburzeh rozwojowych po trans-
plantacji uzyskanych in vitro zarodkéw, a mianowicie wzrost $miertelnosci
zarodkowej, przedtuzony okres trwania cigzy i znacznie wieksza masa ciata
niz u cielat uzyskanych w wyniku krycia naturalnego (7,14,27,69). Natomiast
zygoty otrzymane z dojrzatych i zaptodnionych in vitro oocytéw, rozwijajace
sie w jajowodzie biorczyni posSredniej — owcy, wykazujg zdecydowanie wyz-
szg przez}rwalnos¢ i odporno$¢ na kriokonserwacje niz zarodki pochodzace
z kompleksowej metody in vitro. Odsetek zacielenn uzyskany w wyniku trans-
plantacji tych zarodkéw byt zblizony do obserwowanego po transplantacji
zarodkow wyprodukowanych in vivo (19).

Mimo ze zarodki wyprodukowane in vitro wykazujg nieco obnizong jako$é
i odporno$¢ w poréwnaniu z rozwijajgcymi sie in vivo, produkcja zarodkow
metodami laboratoryjnymi stanowi dzisiaj realng alternatywe dla zarodkéw
uzyskiwanych in vivo. Nieodzowna wydaje sie jednak kontynuacja badan
zmierzajgcych do poprawy jakosci tych zarodkoéw, jak i efektywnosci poszcze-
gélnych etapéw technologii IVP. Jest to istotne réwniez dla innych technologii
stosowanych w biotechnologii rozrodu jak klonowanie, uzyskiwanie zwierzat
transgenicznych czy tez kriokonserwacja zarodkow.

Literatura

1. Abas L., Guppy M., (1995), Anal. Biochem., 229, 139-140.

2. Aoyagi Y. Fukui Y., lwazumi Y. Urakawa M., Ono H., (1990), Theriogenology, 34,
749-759.

3. Barandi Z. S., Solti L, Cseh S., Varga Z. S., Machaty Z., Vajta G. (1993), Anim.
Reprod. Sci., 31, 13-19.

4. Bavister B. D., Rose-Hellecant T. A., Pinyopumminter T., (1992), Theriogenology, 37,
127-146.

5. Bedford J. M., Kim H. H., (1993), J. Exp. Zool., 265, 321-328.

6. Behboodi E., Anderson G. B., BonDurant R. H., (1992), Theriogenology, 38, 1077-1084.

7. Behboodi E., Anderson G. B., Bondurant R. H., Cargill S. L., Kreuscher B. R., Medrano
J. F., Murray J. D., (199.5), Theriogenology, 44, 227-232.

8. Bevers M. M., (1995), Protocolfor the in vitro development of bovine blastocysts including
rVM and IVF, Dept. Herd Health and Reprod., University of Utrecht, 1-16.

9. Blondin P., Guibault L. A., Sirard M. A., (1995), Theriogenology, 43, 168.

10. Blondin P., Sirard M. A., (1995), Mol. Reprod. Dev., 1, 54-62.

11. Camous S., Heyman Y., Meziou W., Menezo Y., (1984), J. Reprod. Fertil., 72, 479-485.

12. Chatot C. L., Ziomek C. A., Bavister B. D., Lewis J. L., Torres 1, (1989), J. Reprod.
Fertil., 86, 679-688.



Czynniki warunkujace ilo$¢ i jakos¢ zarodkow 117

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.

49,
. Moore K., Bondioli K. R., (1993), Biol. Reprod., 48, 833-840.
51.
52.

53.
54,

de Lx)os F., Kastrop P., Vanmaurik P., Vanbeneden T. H., Kruip T. A. M., (1991), Mol.
Reprod. Develop., 28, 255-259.

Ectors F. J., Drion P. V., Delval A., Smith L. C., Sulon J., Zaaijer D., Sczenci O., Remy
B., Beckers J. F., Ectors F., (1996), Proc. 12~ Sci. Meeting of AETE, Lyon, 95-102.
Erickson B. H., (1966), J. Anim. Sci., 25, 800-805.

Eyestone W. H., First N. L., (1989), J. Reprod. Fertil., 85, 715-720.

Flood M. R., Gage T. L., Bunch T. D., (1993), Theriogenology, 39, 823-833.

Fucuda Y., Ichikawa M., Naito K. Toyoda Y., (1990), Biol. Reprod., 42, 114-119.
Galii C., Duchi R., Lazzari G., (1995), Proc. 11" Meeting of AETE, Hannover, 174.
Gandolfi F., Moor R. M., (1987), J. Reprod. Fertil., 81, 23-28.

Gardner D. K. (1994), Celi. Biol. Int., 18, 1163-1179.

Gardner D. K., Lane M., Batt P., (1994), Biol. Reprod., 50, 390-400.

Gordon I, Lu K. H., (1990), Theriogenology, 33, 77-87.

Goto K., Kajihara Y., Kosaka S., Koba M., Nakanishi Y., Ogawa K., (1988), J. Reprod.
Fertil., 83, 753-758.

Guyader-Joly C., Ponchon S., Durand M., Menck C., Heyman Y., (1996), Proc. 12/
Meeting of AETE, Lyon, 136.

. Hamano S., Kuwayama M., (1993), Theriogenology, 39, 703-712.
. Hasler J. F., Henderson W. B., Hurtgen P. J., Jin Z. Q., Mccauley A. D., Mower S. A,

Neely B., Shuey L. S., Stokes J. E., Trimmer S. A., (1995), Theriogenology, 43, 141-152.

. Hawk H. W., Wall R. J., (1994), Theriogenology, 41, 1571-1583.
. Hazeleger N. L., Stubbings R. B., (1992), Theriogenology, 37, 219.
. Heyman Y., Menezo Y., Chesne P., Camous S., Gamier V., (1987), Theriogenology, 27,

59-68.

. Heyman Y., Degrolard J., Adenot P., Chesne P., Flechon B., Renard J.P., Flechon J.E.,

(1995), Reprod. Nutr. Dev., 35, 713-723.

. Hillery F. L., Parrish J. J., First N. L., (1990), Theriogenology, 33, 249 abstr.

. Katska L., (1984), Anim. Reprod. Sci., 7, 461-463.

. Katska L., (1996), Biotechnologia, 2 (33), 95-105.

. Katska L., Smoragg Z., (1984), Anim. Reprod. Sci., 7, 451-460.

. Katska L., Rynska B., (1994), Proc. Eur. Conf. Embryo Techn. & Genet. Engin. in

Cattle and Sheep, Krakéw, 215.

. KatskaL., Ryniska B., Smorag Z., (1995), Theriogenology, 43, 859-870.

. KatskaL., Rynska B., Smorag Z., (1996), Anim. Reprod. Sci., 44, 23-31.

. Katska L., F*mska B., (1997), Folia Histochemica et C)4obiologica, 35, suppl. 2, 35 abstr.
. Kim J. H,, Niwa K., Lim J. M., Okuda K., (1993), Biol. Reprod., 48, 1320-1325.

. Kuzan F. B., Wright R. W. Jr., (1982), Anim. Reprod. Sci., 5, 57-63.

. LarsonR. C., Ignotz G. G., Currie W. B., (1992a), Development, 115, 821-826.

. LarsonR. C., Ignotz G. G., Currie W. B., (1992b), Mol. Reprod. Dev., 33, 432-435.

. Leibfried-Rutledge M. L., Critser E. S., Parrish J. J., First N. L., (1989), Theriogenology,

31, 61-74.

. Lohuis M. M., (1995), Theriogenology, 43, 51-60.
. Lonergan P., (1992), Ph.D. Thesis, National University of Ireland, Dublin.
. Lonergan P., Monaghan P., Rizis D., Boland M., Gordon L, (1994), Mol. Reprod. De-

velop., 37, 48-53.

. Marquant-Le Guienne B., Gerard M., Solari A., Thibault C.. (1989), Reprod. Nutr. Dev.,

30, 259-266.
Mochizuki H., Fukui Y., Ono H., (1991), Theriogenology, 36, 973-986.

Nancarrow C. D., Hill J. L., Connell P. J., (1992), Proc. Aust. Soc. Reprod. Biol., 24, 71.
O'Doherty E. M., Wade M. G., Hill J. L., Boland M. P., (1996), Arch. Tierz., Dummer-
storf, 39, Special Issue, 84.

Pavlok A., Lucas-Hahn A., Niemann H., (1992), Mol. Reprod. Develop., 31, 63-67.
Pavlok A., Kopecny V., Lucas-Hahn A., Niemann H., (1993), Mol. Reprod. Develop.,
35, 233-243.

biotechnologia 2 (41) 98



118 Lucyna Katska

55. Pegoraro L. M. C., Thuard J. M., Delalleau N., Guerin B., Humblot P., Marquant-Le
Guienne B., (1996), Proc. 12" Meeting AETE, Lyon, 182.

56. Pollard J. W., Leibo S. P., (1994), Theriogenology, 41, 101-106.

57. Rath D., Niemann H., (1997), Theriogenology, 47, 785-793.

58. Rozenkrans C. F. Jr, First N. L., (1994), J. Anim. Sci., 72, 434-437.

59. Seidel G. E. Jr, Glass T., Olson S. E., (1991), Biol. Reprod., 44, suppl. 1, 155.

60. Sirard M. A., Leibfried-Rutledge M. L., Parrish J. J., Ware C., First N. L., (1988), Biol.
Reprod., 39, 546-552.

61. Sirard M. A., Blondin P., (1996), Anim. Reprod. Sci., 42, 417-426.

62. Shi D. S., Lu K. H., Gordon 1., (1990), Theriogenology, 33, 324 abstr.

63. Skrzyszowska M., Smorag Z., (1989), Theriogenology, 32, 115-122.

64. Tan S. J., Lu K. H.,, (1990), Theriogenology, 33, 335.

65. Thibodeaux J. K., Myers M. W., Hansel W., (1995), Theriogenology, 43, 336.

66. Vansteenbrugge A., Vanlangendonckt A., Scutenaire C., Massip A., Dessy F., (1994),
Theriogenology, 42, 931-940.

67. Voelkel S. A, Hu Y. X., (1992), Theriogenology, 37, 687-697.

68. Walker S. K., Heard T. M., Seamark R. F., (1992), Theriogenology, 37, 111-126.

69. Wilson J. M., Williams J. D., Bondioli K. R., Loonley C. R., Westhusin M. E., McCalla
D. F., (1995), Anim. Reprod. Sci., 38, 73-83.

70. Yang Y. B.,, Lu K. H., (1990), Theriogenology, 33, 355 abstr.

71. Younis A. 1., Brackett B. G., Fayrer-Hosken R. A., (1989), Gamete Res., 23, 189-202.

Factors influencing quality and quantity of in vitro produced bovine embryos
Summary

In vitro production of bovine embryos has become a routine, increasingly available technology.
Presently this technique can yield approximately 40% of blastocysts in relation to the number
of oocytes used for in vitro maturation and fertilization. However, available data indicate that in
vitro produced bovine embryos are more susceptible to freezing and subject to a higher incidence
of fetal loss following transfer. The comparison between in vivo (sheep oviducts) amd in vitro
(co-culture with somatic cells) embryo culture conditions revealed that in vivo conditions are
superior in terms of quality of embryos. The factors influencing quantity and quality of in vitro
produced embryos, i.e. the size of ovarian follicle for immature oocytes recovery, methods of
ooc34es recovery, morphology of immature oocytes, buli effect on IVF and possible ways to
overcome these limitations as well as the effect of different embryo culture systems have been
discussed.
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cattle, oocytes IVM, IVF, bull effect, culture system, blastocysts hatching and cell number.
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