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Pozaustrojowa produkcja zarodkéw (IVP) u $win wciaz pozostaje obiektem wielu
badan, gdyz nadal nie rozwigzano szeregu problemow jakie napotykaja stosujacy te metode.
W  pozaustrojowej produkcji zarodkéw znaczacymi problemami s3: jako$¢ oocytow
dojrzewajacych in vitro, jako$¢ nasienia po kapacytacji, polispermia oraz jako$¢ uzyskanych
in vitro zarodkow. Mimo niewatpliwego postepu, efektywnos¢ i powtarzalno$é metody IVP,
zwlaszcza w przypadku §wini, nie jest jeszcze zadawalajaca.

Celem przeprowadzonych badan byta modyfikacja warunkéw hodowli in vitro
niedojrzalych oocytow $wini oraz ustalenie parametrow jakos$ci nasienia knura po kapacytacji
mogacych mie¢ wptyw na prawidtowe zaptodnienie in vitro u $wini. W ramach celu gldownego
podjeto badania nad: 1. wptywem tymozyny, kwasu hialuronowego oraz wysokiego cisnienia
hydrostatycznego na dojrzewanie in vitro oocytdéw $wini oraz zaplodnienie in vitro;
2. podatnos$cia na kapacytacje nasienia ejakulowanego, najadrzowego i pozbawionego osocza;
3. oceng in vitro i in vivo zarodkow $wini uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro.

Material do§wiadczalny stanowity niedojrzate oocyty $wini pozyskiwane z jajnikéw
poubojowo, nasienie ejakulowane pochodzace od knuréw réznych ras oraz nasienie najagdrzowe
uzyskane z najadrzy knurow po uboju. Niedojrzale oocyty hodowano in vitro do stadium
metafazy II w pozywce z dodatkiem hormonu grasicy-tymozyny (TYM) lub kwasu
hialuronowego (HA). Czg¢$¢ oocytow przed lub po dojrzewaniu poddawano wysokiemu
ci$nieniu hydrostatycznemu (HHP). Grupe kontrolng stanowity niedojrzate oocyty hodowane
w pozywce standardowej i1 nie poddawane HHP. Nasienie ejakulowane 1 najadrzowe
poddawano ocenie pod mikroskopem oraz przy uzyciu komputerowo wspomaganej analizy
SCA. Czg$¢ nasienia ejakulowanego wirowano w celu usunigcia osocza. Wyselekcjonowane
nasienie ejakulowane, najadrzowe i pozbawione osocza poddawano kapacytacji. Nasienie
o prawidlowych parametrach po kapacytacji przeznaczano do zaptodnienia in vitro. Uzyskane
potencjalne zygoty hodowano in vitro do stadium ekspandujacej blastocysty Czas trwania

hodowli wynosit 6-8 dni. Uzyskane blastocysty poddawano ocenie jakosci ktorej kryterium



stanowita liczba komodrek oraz stopien fragmentacji jadrowego DNA. Cz¢$¢ potencjalnych
zygot oraz 2-4 komorkowych zarodkéw poddano ocenie in vivo, po transferze do
zsynchronizowanych biorczyn. Oceng skutecznosci transferu dokonywano na podstawie
badania biorczyn przy pomocy USG w 30 1 45 dniu po przeniesieniu zarodkow.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze =zastosowana modyfikacja warunkow
dojrzewania in vitro oocytow $wini polegajaca na suplementacji pozywki do hodowli
hormonem grasicy-tymozyna umozliwita uzyskanie wysokiego odsetka kompetentnych
oocytow (97%) charakteryzujacych si¢ wysoka zdolnos$cig do zaptodnienia i rozwoju do
stadium blastocysty. Jednoczesnie tymozyna zastosowana w pozywce do dojrzewania oocytow
swini miata korzystny wplyw na jako$¢ uzyskanych blastocyst poprzez ograniczenie
wystepowania apoptozy. Stwierdzono, ze dodatek kwasu hialuronowego do pozywki do
dojrzewania oocytow $wini nie przyniost poprawy ich kompetencji rozwojowych oraz
zdolnos$ci do zaptodnienia in vitro. Nie wykazano pozytywnego wptywu wysokiego cisnienia
hydrostatycznego na dojrzewanie oocytdw $wini oraz na zaptodnienie in vitro. Poddajac
nasienie knura kapacytacji in vitro obserwowano podobng podatno$¢ na ten proces zardowno
nasienia ejakulowanego i najadrzowego jak i pozbawionego osocza. Metoda usuwania osocza
z nasienia knura nie miata pozytywnego wptywu na jego zdolno$¢ do kapacytacji jak rowniez
na zaptodnienie in vitro. Najwyzsza efektywnos$¢ zaptodnienia in vitro mierzong odsetkiem
blastocyst uzyskano w przypadku nasienia ejakulowanego (26%) 1 najadrzowego (30%).
Zarodki $wini uzyskane po zaptodnieniu in vitro oocytow dojrzatych w obecnosci tymozyny

byty zdolne do pelnego rozwoju in vivo, po transferze do zsynchronizowanych biorczyn.
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