— biotechnologia rozrodu -

Kamil Siatka

Mazowieckie Centrum Hodowli i Rozrodu Zwierzat sp. z 0.0. w towiczu

/7 7/

Co wptywa na efektywnosc
embriotransferu?

Obserwowany w ostatnim potwieczu rozwdj biotechnologicznych metod wsparcia rozrodu bydta jest
jednym z najlepszych przyktadow transferu technologii zakonczonego sukcesem zarowno z punktu
widzenia efektow genetycznych, jak i ekonomicznych. Pierwsza z nich byta sztuczna inseminacja, ko-
lejnymi transfer zarodkdow najpierw uzyskiwanych in vivo, a nastepnie metodg in vitro. Dalsze doko-
nanie nauki w zakresie biotechnologii zwierzat obejmowaty miedzy innymi seksowanie nasienia, trans-
geneze (modyfikacje genetyczne zwierzat) oraz klonowanie.

Chociaz wiekszos¢ stosowanych
obecnie procedur zwigzanych
z przenoszeniem zarodkow zosta-
ta opracowana w latach 70. i 80. mi-
nionego wieku to poczatki em-
briotransferu siegajg konca XIX wie-
ku. W roku 1890 Walter Heape do-
konat pierwszego skutecznego
transferu zarodkdow u krolikow,
w wyniku ktérego krolica ra-
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nia wiekszej liczby potomstwa od
najlepszych z hodowlanego punk-
tu widzenia krow niz w przypadku,
gdyby chciano uzyskiwac je droga
naturalng (maksymalnie jedno cie-
le na rok, 8-10 cielat w ciggu zycia).
Transfer zarodkdéw pozwala na przy-
spieszenie postepu hodowlanego
w stadzie, m.in. poprzez wykorzysta-
nie zamrozonych zarodkéw po-
chodzacych z czotowych, zagra-
nicznych osrodkéw hodowlanych.

47 wm



Dodatkowo embriotransfer wigze
sie ze stosunkowo niewielkim ryzy-
kiem rozprzestrzeniania chordb, co
stanowi jego szczegdlng zalete.
Niestety ET ma tez pewne wady
i ograniczenia. Podstawowa wada
tego rozwigzania jest jego koszto-
chtonnosé, ponadto skutecznosé
samego zbiegu wahajaca sie w za-
leznosci od wielu czynnikéw w
przedziale 25-70% nadal pozosta-
wia sporo do zyczenia. W ramach ni-
niejszego artykutu przyjrzymy sie
nieco czynnikom wptywajgcym na
skutecznos¢ embriotransferu u krow
ze szczegoblnym wskazaniem na
krowy mleczne.

Kluczowym elementem decy-
dujacym o efektywnosci biotrans-
feru zarodkow jest szeroko rozu-
miane zarzadzanie. Istotnym jego
elementem jest wybdor wtasci-
wych kréw na dawczynie i biorczy-
nie embriondw. Krowy wybrane na
dawczynie zarodkdw powinny ce-
chowac sie wysoka wartosciag ge-
netyczna (hodowlang), by¢ zdrowe
z prawidtowo zbudowanym i funk-
cjonujacym uktadem rozrodczym
(regularny 18-24 dniowy cykl ptcio-
wy). Niewskazane jest przeno-
szenie zarodkow od krow maja-
cych problemy zdrowotne w obre-
bie drog rodnych. Takie zwierze-
ta przed przystapieniem do proce-
dury biotransferu powinny zostac
wyleczone. Przed przystapieniem
do ET warto tez wykonac badania
w kierunku choréb takich jak BVD,
leptospiroza, IBR, paratuberkulo-
za Czy neosporoza oraz wykonac
planowe szczepienia krow. Nale-
7y rowniez zwrdci¢ uwage by nie
pobierac¢ zarodkéw wczesniej niz
60 dni po ostatnim porodzie. Je-
sli na dawczynie typowane sa
krowy, warto zwréci¢ uwage by
byty to zwierzeta, na ktérych sku-
teczne zaptodnienie wystarczaja
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2 porcje nasienia, poprzednie
Cieleta rodzity sie w interwatach
okoto 365 dniowych i nie miaty
wczesniej problemow przy wy-
cieleniu oraz nie obserwowano
u nich zaburzen ptodnosci.

W przypadku biorczyn oprécz
odpowiedniej jakosci typowanych
zwierzat nalezy zwroci¢ uwage by
byta ich odpowiednia ilos¢ (2-3 na
jedna dawczynie). Podobnie jak
w przypadku dawczyn musza to
by¢ krowy o prawidtowo funkcjo-
nujacym uktadzie rozrodczym.
Optymalna sytuacja ma miejsce
wtedy, gdy biorczynie cechuja
sie budowa ciata zblizong do
dawczyn lub sg od nich wieksze.
Ma to szczegdlne znaczenie
w kontekscie tatwosci przysztych
poroddw, a na uwadze miec nale-
zy, ze procedura embriotramsfe-
ru nie nalezy od najtanszych i utra-
ta cielecia w momencie narodzin
wigze sie ze znacznymi stratami fi-
nansowymi. Zaleca sie réwniez by
biorczyniami byty krowy o niz-
szej wartosci hodowlanej niz daw-
czynie, najlepiej w wieku 3-10 lat.
Przypuszczalnie wyniki ET od-
zwierciedlajg normalne funkcjono-
wanie rozrodu w stadach krow
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mlecznych — wskaznik zacielen
w przypadku kréw holsztynskich
spada o 0,5-1% kazdego roku.
Przemawiaja za tym analizy prze-
prowadzone w trakcie przektada-
nia zarodkéw Swiezych, jak i mro-

zonych wskazujace, ze lepszych
efektéw mozna spodziewac sie,
gdy biorczyniami sa jatowki. Co
prawda starsze krowy moga by¢
réownie interesujacymi biorczynia-
mi, ale tam gdzie jest to mozliwe
zaleca sie wybieranie mtodszych
zwierzat z dobrymi wynikami oce-
ny uktadu rozrodczego.

Nastepnym czynnikiem decydu-
jacym o powodzeniu embriotranse-
feru jest synchronizacja cykli ptcio-
wych biorczyn i dawczyn. Jest to
istotne ze wzgledu na to, ze na réz-
nych etapach cyklu macica ce-
chuje sie odmiennymi witasciwo-
Sciami, przez co nie zawsze stano-
wi idealne srodowisko do implan-
tacji i rozwoju zarodkéw w wyniku
czego obumierajg. Maksymalna
dopuszczalna réznica w tym zakre-
sie wynosi jeden dzien.

Kolejnym elementem majgacym
wptyw na skutecznos¢ ET jest liczba
owulujgcych komorek jajowych. W ce-
lu jej zwiekszenia, czyli wywotania



tzw. superowulacji wykorzystuje
sie obecnie, opracowane specjal-
nie w tym celu programy stymula-
cji hormonalnej. W wyniku iniekcji
hormonéw w okresie 8-12 dnia
cyklu uzyskuje sie zwiekszona licz-
be owulujgcych komaérek jajowych,
w efekcie czego od dawczyni
otrzymuje sie zazwyczaj okoto b-
6 oocytow, choc zdarzaja sie przy-
padki, ze uzyskuje sie ich nawet 12.
W przypadku zdrowych krow
u okoto 85% (75-90%) z nich moz-
na spodziewac sie pozytywnej re-
akcji w postaci zwiekszonej liczby
owulujgcych oocytéw, jednoczenie
nawet 20- 30% krow moze produ-
kowac zarodki nie nadajace sie do
transferu. Korzystajac z najnow-
szych programéw owulacje u daw-
czyh mozna uzyskiwac¢ co 40-60
dni a nawet czesciej. Obecnie na
Swiecie w wyniku superowulacji
uzyskuje sie okoto 750 tys. zarod-

kéw rocznie, a ponad 450 tys.
krgzacych po catym Swiecie zarod-
kéw uzyskuje sie metoda in vitro.
Dla podniesienia skutecznosci
procedury nalezy pamietac¢ o wy-
korzystaniu wiekszej ilosci nasienia
niz ma to miejsce standardowo. Za-
zwyczaj jest to od 2-3 do 5 porcji
nasienia wysokiej klasy rozptodni-
kow. Zostaty takze opracowane
specjalne procedury unasienia
krow poddawanych superowulagji.
Krowy takie unasienia¢ mozna we-
dtug schematu 12, 24, 36 od po-
czatku rui stojacej obserwowanej
po podaniu hormondw lub w opar-
ciu o planowane, 2-3 krotne krycie
ustalane w odniesieniu do terminu
iniekcji wspomnianych substancji.
W tym kontekscie na uwage zastu-
gujg doniesienia, ze wykorzystanie
nasienia wyzszej jakosci (zdolnosci
do zaptodnienia) sprzyja uzyskiwa-
niu zarodkoéw o lepszej jakosci.

Kiedy dojdzie juz do zaptodnie-
nia nalezy zwréci¢ uwage na czyn-
nik jakim jest wybor prawidtowego
momentu ptukania zarodkéw. Naj-
korzystniejszym okresem do wyko-
nania tej procedury jest czas, w kto-
rym zarodek znajduje sie w stadium
moruli lub wczesnej blastocysty (7-
8 dzien) wczesniejsze lub pdzniej-
sze ptukanie zarodkdéw wigze sie
z ryzykiem obnizonej skutecznosci
catej procedury. Po wyptukaniu za-
rodki podlegajg ocenie. Ocena ta
obejmuje dwa zasadnicze elemen-
ty, tzn. faze rozwoju w skali 1-9,
gdzie 1 oznacza niezaptodniong
komorke jajowa, a 9 jednokomorko-
wy embrion. Optymalna do transfe-
ru faza rozwoju ma miejsce w sta-
diach okreslanych jako 3-6, czyli wy-
zej wymienionych. Drugim elemen-
tem jest jakos¢ oceniana w skali 1-
4. Najlepszej jakosci embriony otrzy-
mujg ocene 11 nadaja sie one do
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mrozenia, klasa jakosci 2-3 informuje, o tym, ze za-
rodki nadaja sie do transferu bezposredniego, 4 ozna-
cza z kolei embriony martwe lub zdegenerowane. Ca-
tos¢ dokonywanej oceny jest ocena subiektywna, dla-
tego przy braku odpowiedniej wiedzy i/lub doswiad-
czenia oceniajgcego wyniki transferu moga byc
stabsze od zaktadanych.

Innym czynnikiem decydujacym o skutecznosci ET
jest prawidtowe wykonanie samego wyptukania za-
rodkéw oraz dalsze postepowanie z nimi, czyli pra-
widtowe zamrozenie w ciektym azocie (-130 do
196°C), a nastepnie rozmrozenie oraz wprowadzenie
do drég rodnych biorczyni. Kluczowym elementem
moze okazac sie rowniez miejsce deponowania za-
rodkéw w macicy. Korzystniejszych wynikow spodzie-
wac mozna sie, gdy wprowadzane sg one do rogu
macicy po tej stronie, po ktorej stwierdzono obecnosé
ciatka zottego na jajniku. Wydaje sie to szczegdlnie
istotne, zwtaszcza gdy sg one nizszej jakosci (2-3 kla-
sa). Wyniki badan wskazujg, ze najkorzystniejszym
miejscem ich ztozenia jest gérna lub srodkowa 1/3
czesc rogu macicy. Nalezy zwréci¢ uwage by w trak-
cie wykonywania procedury nie uszkodzi¢ sluzowki
macicy biorczyni, gdyz wszelkiego rodzaju stany za-
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palne czy jej uszkodzenia przyczyniaja sie do obni-
zenia skutecznosci zabiegu. Istnieje ogdlina zasada
— krowy ktérych ptukanie przyniosto dobre wyniki, be-
da dawac dobre wyniki w przysztosci, natomiast te,
ktore sg pod tym wzgledem stabe, rowniez w przy-
sztosci beda niezadawalajace.

Jak juz wspomniano wczesniej w zaleznosci od ja-
kosci embrionéw moga by¢ one przenoszone do ma-
cic biorczyn ,na Swiezo” (zaraz po ocenie), po schto-
dzeniu (na czas transportu) lub tez podobnie jak na-
sienie mrozone i przeznaczone do pdzniejszego wy-
korzystania. W przypadku transferu niepoprzedzone-
go zamrazaniem zarodkdw waznym elementem jest
czas catej operacji. Embriony takie powinny byc
transferowane najszybciej jak to mozliwe (najlepiej po-
nizej 8 godz.). Czas jest czynnikiem istotnym réwniez
w przypadku mrozenia zarodkoéw. Przeprowadzone do-
tychczas badania wskazuja, ze krotszy okres oczeki-
wania na mrozenie sprzyja lepszej przezywalnosci za-
rodkoéw w jego trakcie. Na skutecznos¢ ET wptywa row-
niez wybor techniki przenoszenia zarodkéw. Szacuje
sie, ze w przypadku prawidtowo prowadzonej proce-
dury przenoszenia zarodkéw Swiezych skutecznosc
zabiegu rutynowo siega 60-70%, z kolei mrozonych
>50% (50-60%). Generalnie mrozenie i rozmrazanie po-
woduje spadek skutecznosci w poréwnaniu z zarod-
kami swiezymi 0 10-20%. W przypadku zarodkéw o niz-
szej jakosci, nie nadajgcych sie do mrozenia przeno-
szenie ich na Swiezo jest czynnikiem podnoszacym
skuteczno$¢ omawianej procedury.

W pierwszej czesci niniejszego artykutu przyblizo-
no kilka kluczowych zagadnien wptywajacych na sku-
tecznos¢ embriotransferu z naciskiem potozonym bez-
posrednio na odpowiedni dobdr zwierzat, ocene zarod-
kéw, wybor optymalnej procedury. Niemniej jednak nie
tylko te czynniki wptywaja na skutecznosc zabiegu prze-
noszenia zarodkow. Literatura wskazuje réwniez na in-
ne, a wéréd nich na selekcje w celu uzyskania coraz wyz-
szej wydajnosci, ujemny bilans energii w poczatkowej
fazie laktacji, stres srodowiskowy wywotany np. zmia-
nami hierarchii w stadzie, ale takze mastitis, kulawizny
oraz choroby infekcyjne majace wptyw na ptodnosc
zwierzat. Intersujgce w tym zakresie sg badania (Kara-
sahin i wsp., 2014), ktore wskazuja, ze czynnikiem de-
cydujacym o skutecznosci ET jest poziom spokrewnie-
nia zwierzat. Wedtug cytowanych badaczy poziom in-
bredu wynoszacy 3% i wiecej w przypadku krow
holsztynskich istotnie wptywa na obnizenie liczby
transferowalnych embrionéw. Oczywiscie nie mozna tu,
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podobnie jak w przypadku inseminacji, zapomniec
0 umiejetnosciach osoby wykonujacej zabieg.

Rozwazajac wptyw réznego rodzaju stresorow
okresem kluczowym dla skutecznosci zabiegu ET
w odniesieniu do dawczyn wydaje sie byc juz okres
4-6 miesiecy bezposrednio poprzedzajgcych pobra-
nie zarodka, gdyz w tym czasie rozwija sie pecherzyk,
ktory ostatecznie bedzie owulowat. Natomiast z punk-
tu widzenia biorczyn jest to okres 6 tygodni po trans-
ferze, w trakcie ktérego dochodzi do implantacji za-
rodka. W kluczowym okresie, a zwtaszcza na 6 tygo-
dni przed i po ptukaniu zarodkdéw nie mozna zapomi-
nac o prawidtowym zywieniu krow, zaréwno biorczyn,
jak i dawczyn. Krowy w tym okresie powinny cecho-
wac sie kondycja 2,0-2,5 pkt BCS i by¢ prowadzone
w taki sposéb by w kluczowym momencie wynosita
ona 3-4 pkt. BCS. Warto tu zwrdcic rowniez uwage by
ET nie dokonywac w poczatkowym okresie laktacji, kie-
dy u zwierzat obserwujemy ujemny bilans energii oraz
nadmierne wychudzenie, dowiedziono bowiem, ze sta-
ba kondycja ujemnie wptywa na wskaznik cielnosci no-
towany po przeprowadzeniu transferu zarodkow.

Wptyw na skutecznosc ET ma réwniez pochodze-
nie zarodka. Zarodki pozyskane in vivo oraz prze-
noszone ,na $wiezo” gwarantuja wyzszg skutecznosc
omawianej procedury. Zasadniczo mrozone czy
uzyskane w wyniku réznego rodzaju manipulacji em-
briony np. dzieki procedurze in vitro, bedace wyni-
kiem klonowania, czy poddane transgenezie beda
przyczyniac sie do uzyskiwania nizszych wskaznikow
cielnosci u biorczyn.

W praktyce zaleca sie tez nieco pdzniejsze diagno-
zowanie cigzy u biorczyn (56 i 65 dniu) niz w przypad-
ku kréw unasienianych. Celem takiego dziatania jest
unikniecie rozczarowan zwigzanych ze Smiercig zarod-
kowa, a ponadto daje mozliwos¢ przewidzenia pici cie-
lecia rodzacego sie w wyniku embriotransferu.

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze embrio-
transfer nie jest ani tatwa, ani tanig metoda rozrodu
krow. Z drugiej strony skuteczne wdrozenie tej
techniki moze zagwarantowac nieprzecietne re-
zultaty, nieporéwnywalne z zadna tradycyjng droga
stuzgca poprawie wartosci hodowlanej i uzytkowej
stada. Wymaga ona jednak od zainteresowanych jej
wykorzystaniem — z jednej strony sporej wiedzy i sys-
tematycznosci — z drugiej stworzenia zwierzetom
optymalnych warunkdéw bytowania. |

Literatura dostepna u autora
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