Technologia uzyskiwania monogenetycznych
biiznigt u ssakow

Maria Skrzyszowska

Zdzistaw Smorag

Zaktad Fizjologii Rozrodu Zwierzat
Instytut Zootechniki

Balice k. Krakowa

T3ozwdj technik niechirurgicznego pozyskiwania i przenoszenia zarodkow
Xxprzede wszystkim bydlecych, zaowocowat komercjalizacjg tych zabiegdw
i powstaniem osrodkéw przenoszenia zarodkow, ktore w swojej ofercie pro-
ponuja rowniez techniki umozliwiajgce produkcje identycznych genetycznie
bliZniat.

Upowszechnienie tego sposobu uzyskiwania bliznigt poprzedzone zostato
szeregiem eksperymentéw zaréwno na zarodkach zwierzat laboratoryjnych
jak i gospodarskich.

Celem pracy jest podsumowanie dotychczasowych badan nad uzyskiwa-
niem monogenetycznego potomstwa na bazie mikrochirurgicznego dzielenia
zarodkdéw, ze szczegblnym uwzglednieniem czynnikéw warunkujacych efe-
ktywnos$¢ metody.

Ponadto opisana zostanie opracowana przez nas nowa, alternatywna me-
toda uzyskiwania monogenetycznych bliznigt u bydta oparta na zmodyfiko-
wanej bisekcji.

Poczatki badan siegaja lat czterdziestych naszego wieku. Podejmowane
woéweczas proby dotyczyty okreslenia potencjatu rozwojowego pojedynczych
blastomeréw pochodzacych z wczesnych zarodkdéw szczurzych (15) i kroki-
C™ych (18). Problemy te zostaly szczeg6towo zdiagnozowane i opracowane
pod koniec lat piecdziesigtych i w latach sze$édziesigtych przez Tarkowskiego
i wsp. (25-27). Stworzyto to podstawy do przeprowadzenia intensywnych ba-
dan tak z zakresu embriologii eksper3mientalnej jak i stosowanej, w tym
takze do opracowania procedur umozliwiajacych mukhtiplikacje zarodkéw me-
todami mikrochirurgicznymi, Z badan Tarkowskiego i wsp. wynikato, ze ist-
nieje mozliwo$¢ rozwoju pojedynczych blastomerow z zarodkéw 2-komérko-
wych, blastomeiy izolowane bowiem z zarodkéw w pézniejszych stadiach
rozwojowych (4- lub 8-komdrkowych) wyksztatcaty w znacznym odsetku for-
my nieprawidtowe.

Willadsen (33) wykorzystat technike izolacji blastomerdéw w celu uzyskania
identycznych genetycznie wieloraczkéw u bydta i owiec. W ramach tej proce-
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dury blastomery izolowane mechanicznie z zarodkéw 2-8-komdrkowych umie-
szczano w zastepczych ostonkach przejrzystych, a nastepnie zatapiano w cy-
lindrach agarowych. Cylindry umieszczano w jajowodzie posredniej biorczyni
do czasu osiggniecia przez zarodki stadium moruli lub blastocysty. Po tym
czasie wyptukiwano cylindry agarowe i uwalniano z nich zarodki. Stosujgc
te procedure autorzy uzyskali monogenetyczne bliznigta u obu wymienionych
gatunkow zwierzat gospodarskich. Pomimo zadowalajacej efektywnosci po prze-
niesieniu manipulowanych zarodkéw do drég rodnych zsynchronizowanych
biorczyn (ok. 80% implantacji), warto$¢ aplikacyjna metody byta znikoma
i w zasadzie nie wyszta poza stadium eksperymentalne. Przyczyng tego byt
skomplikowany spos6b postepowania zwigzany z koniecznos$cig przynajmniej
dwoch interwencji chinargicznych w zwigzku z wykorzystywaniem posrednich
biorczyn jako inkubatorow do hodowli nowo ufonnowanych zarodkéw.

Piszac o technologii uzyskiwania identycznych genetycznie bliznigt mamy
na uwadze przede wszystkim techniki bisekcji zarodkéw, ktére w stosunkowo
prosty sposob umozliwiaja rozdzielenie zarodka na dwie czesci. W 1982 r.
niezaleznie od siebie Williams (35) i Ozil (17) opracowali skuteczng metode
dzielenia morul i blastocyst bydlecych. Postugujac sie mikronozem lub szkla-
ng igta umocowang na ramieniu mikromanipulatora dokonywano przeciecia
zarodka na dwie czesci, z ktorych kazda miata potencjalne szanse na nor-
malny rozwdj.

Wczesniej proby dzielenia zarodkoéw owczych podejmowali Trounson i Moor
(29). Zaowocowaty one wprawdzie uzyskaniem potomstwa z ,,potéwek” zarod-
kéw, nie stanowito ono jednak monogenetycznej pary, gdyz uzyskane osobniki
rozwijaly sie z roznych zarodkéw. Podobne préby wykonane kilka lat pdzniej
przez Meinecke-Tillman (11) doprowadzity do uzyskania identycznych gene-
tycznie bliznigt u owiec. W Polsce pierwsze bliznieta u owiec uzyskano w po-
fowie lat osiemdziesigtych (24), a bydlece dwa lata p6zniej (19).

Stosujagc metode bisekcji uzyskano monogenetyczne bliznieta u réznych
gatunkow ssakéw miedzy innymi u myszy (13,14), kozy (30), Swini (16) i ko-
nia (23). Wiekszo$¢ prac z tego zakresu przeprowadzono jednak na zarodkach
bydlecych (1,2,8,9,17).

Jakkolwiek bisekcja jest do$¢ prostg i wydajng metodg multiplikacji za-
rodkéw i produkcji identycznych genetycznie blizniat, to jednak nie do konca
jasne sg jej praktyczne mozliwosci. Uzyskiwane rezultaty przenoszenia ,,po-
towek” zarodkéw do drég rodnych zsynchronizowanych biorczyn bywaja zroz-
nicowane i czesto sg one bardzo niskie. Pozostaje zatem pytanie jakie czyn-
niki mogg mie¢ na to wpfyw? Rozwazano szereg czynnikdéw ograniczajacych
rozwoj dzielonych zarodkow (2,8). Z calg pewnoscig z punktu widzenia mo-
zliwosci rozwojowych ,,potdwek” wyjsciowa jakos$¢ zarodka poddawanego bi-
sekcji odgrywa istotng role. Dowiodly tego badania Brema (3) i Voelkela (31),
z ktérych wynikato, ze zadowalajace rezultaty mozna uzyskac jedynie po
przenoszeniu ,,potéwek” uzyskanych z zarodkéw ocenianych jako bardzo do-
bre (ponad 50%), podczas gdy efektywnos¢ przenoszenia ,,potéwek” otrzyma-
nych po bisekcji zarodkéw, o watpliwym wygladzie morfologicznym, ksztat-
towala sie na poziomie kilku procent.



Technologia uzyskiwania monogenetycznych bliznigt u ssakéw 139

Drugim waznym kryterium przydatnosci zarodka do bisekcji jest jego
wiek. W zasadzie bisekcji poddawane sa zarodki w stadium pdznej moruli
oraz w stadium blastocysty, a zatem w tych stadiach, w ktérych kompakcja
blastomerdw jest juz mocno zaawansowana. Korzystniejsze wyniki przezy-
wania obserwuje sie w przypadku ,,potéwek” uzyskanych po bisekcji blasto-
cyst w poréwnaniu z potdwkami uzyskanymi po bisekcji morul (35). Wiasnie
zarodki w stadium blastocysty, jak sie wydaje, sa bardziej przydatne do tych
zabiegow.

Wsrod innych czynnikéw rozwazano takze wptyw liczby przenoszonych
potowek. Z obserwacji Kilku autoréw (9,10,17) wynikato bowiem, ze poziom
imptantacji zalezny byt od tego, czy wprowadzano do drdg rodnych samicy
pojedyncze potdwki czy pary potdwek. Nizsze wyniki uzyskiwane po przeno-
szeniu pojedynczych potéwek moglty byé spowodowane m.in. niedostateczna
masg komdrkowa, jaka dysponowata pojedyncza ,,potéwka”, co w rezultacie
sprawiato, ze zarodek taki wysytat zbyt staby sygnat cigzowy. Potwierdzaty
to badania dotyczgce dzielenia zarodkéw na cztery czesci (32). W tym przy-
padku uzyskiwana efektywnos$¢ byta zdecydowanie nizsza niz po przeniesie-
niu potéwek. Trzeba jednak wzig¢ pod uwage réwniez ograniczone zdolnosci
regulacyjne zarodkow dysponujacych drastycznie zredukowang liczbg komo-
rek. W kontekscie tych rozwazan interesujgce byty obserwacje Heymana
i wsp. (5) dotyczace poréwnania efektywnosci przenoszenia ,,potéwek” zarod-
kéw bydlecych uzyskanych w wyniku bisekcji, catych zarodkéw oraz dwoch
zarodkéw. Najwyzszg efektywnos$¢ uzyskali autorzy po przeniesieniu dwoch
zarodkoéw, co sugerowato zaleznos¢ stopnia imptantacji od ogdlnej masy ko-
morek wprowadzonych do drog rodnych samicy. W zwigzku z tym autorzy
ci podjeli proby wzmocnienia wczesnego sygnatu ciaizowego wprowadzajac do
drog rodnych biorczyni dodatkowg mase komorek trofoektodermatnych w po-
staci pecherzykow trofobtastycznych wyprodukowanych z fragmentéw trofob-
tastu kitkunastodniowego zarodka bydlecego (6). Zabieg ten wptywat korzy-
stnie na poziom imptantacji zarodkéw o zredukowanej masie komorkowej.
Badania z tego zakresu nie byly jednak podejmowane przez innych autoréw,
zatem role pecherzy trofobtastycznych jakg moga petni¢ w procesie imptan-
tacji ,,potowki” nalezy uznac¢ za nie w peini rozstrzygnieta.

Wsrod czynnikdédw majacych wplyw na ostateczng efektywnos¢ bisekcji nie
sposéb poming¢ faktu strat komoérkowych ponoszonych w trakcie tego za-
biegu. Liczba komoérek, jaka dysponuje ,,potéwka” zarodka, teoretycznie od-
powiada potowie z catkowitej liczby komérek zarodka catego, w rzeczywistosci
jednak jest mniejsza o odsetek komorek niszczonych w trakcie mikrochi-
rurgicznego ciecia zarodka. Wedlug naszych szacunkéw straty komérkowe
ksztattujg sie na poziomie kilkunastu procent (20). Odsetek niszczonych ko-
mébrek zalezy od wielu czynnikdw i jest uwarunkowany m.in. wiekiem za-
rodka. Najwyzszy odsetek niszczonych komdrek zanotowano podczas bisekcji
zarodkéw w stadium wczesnej blastocysty. Odsetek ten byt o kilka procent
nizszy w przypadku poéznych blastocyst. Badania Chesne i wsp. (4), w Kto-
rych poréwnywano mozliwosci implantacyjne ,,potéwek” z 8-, 9- i 10-dnio-
wych zarodkéw owczych wykazaty wyzszg skuteczno$¢ przenoszenia potowek
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z 10-dniowych zarodkéw. Dane te mogg posrednio $wiadczyé o wystepowaniu
mniejszych strat komdrkowych w trakcie bisekcji zarodkéw dysponujacych
wyjsciowo wieksza liczba komoérek. Rozpatrujac problem strat komérkowych
w dzielonych blastocystach nalezy uwzglednié jeszcze to, ze straty dotycza
zaréwno komorek trofoektodermalnych, jak i komorek wezta zarodkowego.
Wiadomo, ze komodrki te petnig rézne funkcje w dalszym rozwoju zarodko-
wym. Szczegolnie istotne znaczenie mogg mie¢ straty komorkowe w obrebie
wezta zarodkowego. Dlatego bardzo wazna jest poprawno$¢ wykonania za-
biegu bisekcji polegajagca na tym, aby obie potowki dysponowaly nie tylko
zblizong liczbg komorek, ale zachowaty takze wiasciwe proporcje komorek
trofoektodermalnych do komoérek wezta zarodkowego poréwnywalne z wyste-
pujacymi w zarodku catym.

Opisana metoda jest metodg standardowag. Wspomniano juz, ze zostata
ona zaadaptowana przez niektére osrodki transplantacji zarodkéw u bydta
do produkcji monozygotycznych blizniat.

Praktyczne wykorzystanie metody jest, jak juz wspomniano, ograniczone
obnizong zdolnoscig implantacyjng ,,potéwek” zarodkéw. Dlatego tez wszelkie
modyfikacje metody, ktére prowadzityby do poprawy efektywnosci sg dla pra-
ktycznego jej stosowania rozstrzygajace. W rezultacie badan, jakie prowadzi-
lisSmy nad poprawg efektywnos$ci dzielenia zarodkéw w tym zakresie, zostata
opracowana nowa technologia uzyskiwania monogenetycznych bliznigt w opar-
ciu na zmodyfikowanej metodzie bisekcji.

Proponowany nowy sposéb bisekcji pozwala na znaczne zmniejszenie strat
komoérkowych w poréwnaniu z tymi, ktére powstajg w trakcie standardowej
bisekcji, redukuje je bowiem do poziomu kilku komoérek. Istotg metody jest
prowokowanie specyficznego sposobu wylegania sie zarodkéw, w trakcie kto-
rego dokonuje sie zabiegu bisekcji. Jest to mozliwe do osiggniecia po wczes$-
niejszym dokonaniu perforacji w ostonce przejrzystej zarodka w stadium bla-
stocysty. Okoto potowy z perforowanych blastocyst w warunkach hodowli in
vitro ekspanduje przez otwdér w ostonce przejrzystej. Na pewnym etapie tego
procesu potowa wylegajgcego sie zarodka pozostaje ciggle w ostonce przejrzy-
stej, a druga jest juz poza ostonka przejrzysta. Wylegajacy sie wedtug tego
schematu zarodek przypomina ksztaltem posta¢ ,,6semki” (fot. 1). Obie jego
czesci potgczone sg woweczas jedynie bardzo waskim mostkiem komoérkowym.
Wtedy dokonuje sie zabiegu przeciecia mostka komdrkowego. Przeprowadza
sie to manualnie lub przy wykorzystaniu mikromanipulatora uzywajac do
tego celu szklanej igly badz mikroostrza, podobnie jak w przypadku bisekcji
konwencjonalnej. Dokonujac ciecia w miejscu duzego przewezenia zarodka,
redukujemy do minimum odsetek niszczonych komdrek. Opisana metoda jest
zatem prawie nieinwazyjna technikg dzielenia zarodkdw. Jej skuteczno$é jest
uwarunkowana szeregiem czynnikdw, ktére w znacznym stopniu zostaty juz
rozpoznane. Pierwszym istotnym czynnikiem jest stadium rozwoju zarodka.
Z naszych badan wynika, ze najbardziej przydatnym do tych manipulacji jest
stadium po6znej blastocysty. Odsetek bowiem p6znych blastocyst wylegajacych
sie wedtug oczekiwanego sposobu, tj. tworzacych na pewnym etapie wylegania
figure przypominajgca ksztattem ,,6semke”, byt zdecydowanie wyzszy niz w przy-



Fot. 1. Specyficzny sposéb wylegania perforowanych blastocyst (formowanie figury w ksztalcie
,,0semki” przy ekwiwalentnym rozdziale komoérek wezta zarodkowego i trofobtastu w obu potéwkach).
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padku zarodkéw w stadium Sredniej czy ekspandujgcej blastocysty. Wydaje
sie, ze jest to spowodowane zmieniajgcymi si¢ wraz ze wzrostem zarodka
parametrami fizycznymi ostonki przejrzystej. Srednig blastocyste otacza jesz-
cze stosunkowa gruba ostonka przejrzysta, ktéra moze stanowi¢ trudng do
pokonania bariere dfa wylegajacego sie zarodka, zwiaszcza jesli perforacja
w ostonce przejrzystej ma niewielka Srednice. W przypadku natomiast eks-
pandujacej blastocysty mamy do czynienia z wyraznie ciefiszg ostonka przej-
rzysta wskutek rozpierania jej przez rosngcy zarodek i wzrastajace ci$nienie
ptynu w jamie blastocysty. W tym stadium zatem naruszenia integralnosci
ostonki przez wprowadzenie mikroinstrumentu stuzgcego do perforacji ostonki
przejrzystej spowodowaé moze jej rozerwanie na znacznie wiekszym odcinku
niz wielko$¢ zamierzonej perforacji. Rezultatem tego jest opuszczanie ostonki
przejrzystej przez zarodek bez przejSciowego formowania figury w ksztatcie
O0semki. Z obserwacji autoréw wynika, ze zarodki w stadium pé6znej blasto-
cysty otoczone ostonkg przejrzystg o optymalnej grubosci, a ponadto z wy-
raznie zarysowanym obszarem wezta zarodkowego, sa najbardziej przydatne
do tego rodzaju manipulacji (21).

Drugim niezwykte istotnym czynnikiem warunkujgcym efektywno$¢ me-
tody jest lokalizacja perforacji, ktéra decyduje o rownomiernym rozdzieleniu
komorek zaréwno wezta zarodkowego jak i trofoektodermy podczas prowoko-
wanego wylegania blastocysty. Dokonanie perforacji ostonki w miejscu leza-
cym nad komorkami trofoektodermalnymi w pewnej niewielkiej odlegtosci od
komodrek wezta zarodkowego prowokuje szybszg ekspansje komorek trofoe-
ktodermalnych i nieco wolniejszg komodrek wezta zarodkowego, co pozwala
na bardziej rownomierue rozmieszczenie obu typow komdrek w tworzacej sie
w trakcie wylegania figurze w ksztalcie ,,6semki”.

Stosowalnie roznych technik perforacji ostonki przejrzystej, np. przez na-
ktucie mikropipetg tub naciecie szklang igta nie miato wiekszego wptywu na
efekty zabiegu (22), chociaz w prébach biologicznych zaobserwowano nie-
wielka réznice na korzys¢ techniki nacinania ostonki w poréwnaniu z na-
kluwaniem. Obserwacje te przeprowadzano jednak na stosunkowo matym
materiale zatem nie mozemy sformutowac jeszcze ostatecznych wnioskow.

Rozstrzygajacym Kkryterium oceny wartosci opracowanej metody jest zdol-
nos¢ uzyskanych ,,potéwek” do petnego rozwoju w warunkach in vivo. Doty-
chczasowe rezultaty Swiadcza nie tylko o mozliwosci petnego rozwoju in vivo
uzyskanych przy zastosowaniu tej metody potéwek zarodkoéw, ale o mozliwosci
rozwoju obydwu ,,potowek” réwnoczesnie (tab. 1). W efekcie uzyskaliSmy juz
na tej drodze wiele par monogenetycznych bliznigt. Przeprowadzone przez nas
do tej pory badania wskazuja, jak sie wydaje, na wiekszg efektywnos¢ naszej
metody w poréwnaniu z efektywnos$cig metody standardowej. Badania te prze-
prowadzone zostaty na zarodkach uzyskanych in vivo. Nalezatoby jednak za-
uwazy¢, ze ta nowa metoda dzielenia zarodkéw powinna by¢ postrzegana jako
element kompleksowej technologii dojrzewania i zaptodnienia pozaustrojowego
u bydia. W warunkach bowiem Kkilkudniowej hodowli in vitro (ok. 7 dni),
niezbednej do wyprodukowania zarodkéw w stadium blastocysty, wydtuzenie

| czasu hodowli o kilkanascie czy kilkadziesigt godzin (po dokonaniu perforacji
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ostonki przejrzystej) nie komplikuje w zasadniczy sposéb procedury. Wiadomo
jednak, ze zarodki uzyskane w rezultacie zaptodnienia in vitro dysponuja
mniejszg liczbg komérek w poréwnaniu z zarodkami uzyskiwanymi od super-
owulowanych dawczyn (7), co moze czyni¢ ten materiat mniej przydatny do
zabiegu bisekcji. Wydaje sie jednak, ze stosowane obecnie nowe metody
wspothodowli zarodkéw z komérkami somatycznymi, rokujg uzasadnione na-
dzieje na poprawe jakosci blastocyst produkowanych metodami in vitro, co
znajduje odzwierciedlenie w liczbie komorek blastocysty poréwnywalnej z li-
czba komoérek w blastocystach uzyskiwanych od samicy-dawczyni. Szczegdlnie
wazne jednak w przypadku wykorzystywania do bisekcji zarodkéw wypro-
dukowanych metodami in vitro jest to, aby uzyskane ,,potéwki” zostaty prze-
niesione do drég rodnych biorczyn w jak najkrétszym czasie po zabiegu dzie-
lenia. Przetrzymywanie bowiem potéwek zarodkéw w suboptymalnych warun-
kach powoduje ograniczenia ich szansy na petny rozwoj, a tym samym zmniej-
sza mozliwos¢ uzyskania identycznych genetycznie blizniat.

Tabela 1
Wyniki przenoszenia pokéwek zarodkéw bydlecych
WYPRODUKOWANYCH METODA ZMODYFIKOWANEJ BISEKCJI

. . Liczba biorczyn/ Liczba - .
bII;;i(Z)t():as t T:rcfzrr];ﬁ liczba transplantowanych cielnych L|cztIJiaCth\)/Zc(|:?;?r}[ych/
Y P ! potéwek biorcz}m a
5 naktucie 8/1 pOk,)Wk.l 4 al
1/2 potéwki 1 1/2
30 naciecie 41 po+0}/vk|'
28/2 potowki 12 12/14**
13 kontrola 13/2 potowki 2 2/3*

W tym 1 para monogenetycznych bliZniat,
2 pary monogenetycznych blizniat.

Dotychczas uzyskane wyniki przenoszenia potdwek zarodkéw bydlecych
daja podstawy do oczekiwan, ze opracowana metoda moze by¢ rozwazana
jako alternatywa dla standardowej bisekcji. To czy stanie sie metodg wyko-
rzystywang praktycznie do produkcji identycznych genetycznie bliZzniat bedzie
zalezato od oceny jej efektywnos$ci przeprowadzonej na wiekszym materiale.

Korzysci wynikajace z produkcji identycznych genetycznie zwierzat sg wy-
mierne zaréwno w aspekcie praktycznym, jak i badawczym, zwiaszcza w eks-
permentach embriologicznych i fizjologicznych przy szczegolnym uwzgled-
nieniu prac o charakterze zywieniowym. Wiaczenie efektywnej metody bise-
kcji zarodkéw do programu hodowlanego MOET, ktéry w odniesieniu do
bydfa odgrywa wazng role w przyspieszeniu postepu hodowlanego, moze
zwiekszy€¢ jego mozliwosci. Stwarza to m.in. lepszg mozliwo$¢ okreslenia pici
zarodka poprzez pobierdnie komoérek do analizy molekularnej w trakcie prze-
prowadzania zabiegu dzielenia.
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Monogenetic twin production technique in mammais
Summary

The development of non-surgical methods of embryo collection and transfer, primarily in
cattle, has led to the commercialization of these techniques, including the production of gene-
tically identical twins. The aim of this paper is to review the progress of the studies on the
production of monogenetic progeny using microsurgical bisection of embryos, with a special
emphasis put on factors affecting the efficiency of this method. We have also described our new
alternative method of monogenetic twin production in cattle based on modified bisection of
specifically hatching blastocysts, whose zona pellucida had been perforated.
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