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2. Wstęp 

 Przedimplantacyjny rozwój zarodków ssaków łożyskowych to okres intensywnych 

podziałów komórkowych, różnicowania oraz zmian metabolicznych, prowadzących do implantacji 

zarodka w ścianie macicy i adaptacji do dalszego rozwoju. Jednym z czynników odpowiadających za 

prawidłowy rozwój zarodka na etapie przedimplantacyjnym jest różnicowanie jego komórek na trzy 

pierwsze linie komórkowe: epiblast (EPI), endodermę pierwotną (PrE) oraz trofektodermę (TE). 

Błędy w tym procesie mogą skutkować zahamowaniem rozwoju i obumarciem zarodka na etapie 

implantacji.  

 Badanie rozwoju zarodkowego i towarzyszących mu procesów jest możliwe dzięki 

opracowaniu technik pozaustrojowej hodowli zarodków (IVC, ang. in vitro culture), której celem jest 

zapewnienie optymalnych warunków do prawidłowej realizacji rozwoju poza organizmem samicy. 

Królik (Oryctolagus cuniculus) jest zwierzęciem od lat wykorzystywanym jako model w badaniach 

rozwoju przedimplantacyjnego ssaków. Warunki hodowli in vitro umożliwiające rozwój zarodków 

królika na etapie przedimplantacyjnym, zostały opracowane ponad 50 lat temu i wciąż są one 

ulepszane. Warto jednak podkreślić, że warunki w hodowli in vitro zarodków królika, podobnie jak 

innych ssaków, różnią się znacząco od warunków występujących w drogach rodnych samicy a 

zarodki hodowane pozaustrojowo wykazują wiele rozbieżności w porównaniu z zarodkami 

rozwijającymi się in vivo.  

 Jak dotąd nie prowadzono badań określających wzorzec różnicowania trzech pierwszych 

linii komórkowych w zarodkach królika w trakcie rozwoju przedimplantacyjnego oraz 

porównujących jak powszechnie używane warunki hodowli in vitro, takie jak: poziom stężenia tlenu, 

obecność i rodzaj dodatków białkowych, system hodowli (sekwencyjny lub jednoetapowy) czy 

współhodowla z komórkami somatycznymi, wpływają na jakość, różnicowanie i determinację losu 



4 
 

komórek w przedimplantacyjnych zarodkach królika. Wiedza ta może pomóc w ocenie, czy dane 

warunki pozwalają na uzyskanie rozwoju podobnego do obserwowanego in vivo.  

 Ponadto przedimplantacyjny rozwój zarodka jest nierozerwalnie związany z aktywnością 

szlaków metabolicznych w jego komórkach. W środowisku rozwoju, w tym w hodowli in vitro 

egzogenne substraty metaboliczne, dzięki aktywności odpowiednich ścieżek metabolicznych, stają 

się źródłem energii oraz substancji niezbędnych do rozwoju zarodka. Ustalenie, które szlaki 

metaboliczne są aktywne na danym etapie rozwoju zarodkowego królika oraz jaki jest ich wpływ na 

rozwój jest jednym z kluczowych aspektów zrozumienia wymagań przedimplantacyjnych zarodków 

królika.  

3. Hipoteza 

Jednym z celów badań nad warunkami hodowli in vitro zarodków ssaków jest 

pozaustrojowe otrzymanie zarodków jakościowo i morfologicznie jak najbardziej zbliżonych do tych 

otrzymywanych in vivo. Dzięki temu możliwe jest m.in. badanie i poznanie procesów rozwoju 

przedimplantacyjnego. W przypadku zarodków mysich, których wymagania w okresie 

przedimplantacyjnym są stosunkowo niewielkie i których rozwój in vitro badany jest od ponad 70 

lat, metody hodowli pozaustrojowej w okresie przedimplantacyjnym umożliwiają rozwój w sposób 

zbliżony do rozwoju in vivo. Między innymi dzięki temu mechanizmy warunkujące rozwój myszy są 

najlepiej poznane ze wszystkich ssaków. Jednak przedimplantacyjny rozwój gryzoni różni się pod 

wieloma względami od rozwoju innych ssaków, zatem konieczne są badania na innych modelach 

zwierzęcych. Pomimo że królik jest dogodnym modelem do badań z zakresu biologii rozwoju, 

aspekty hodowli pozaustrojowej zarodków tego gatunku takie jak wpływ hodowli na rozwój i 

różnicowanie pierwszych linii komórkowych oraz aktywność metaboliczna króliczych zarodków w 

okresie przedimplantacyjnym, nie zostały dostatecznie poznane.  

Zatem, w niniejszej pracy postanowiono zweryfikować następujące hipotezy: 

1. Rozwój i różnicowanie pierwszych linii komórkowych w przedimplantacyjnych zarodkach 

królika hodowanych in vitro zależy od czynników środowiskowych takich jak: skład pożywki 

hodowlanej, system hodowli (sekwencyjny, jednoetapowy lub współhodowla z komórkami 

somatycznymi), stężenie tlenu i rodzaj dodatków białkowych.  

2. Aktywność i niezbędność szlaków metabolicznych (glikolizy, fosforylacji oksydacyjnej, szlaku 

pentozofosforanowego oraz β-oksydacyjnego) w przedimplantacyjnych zarodkach królika jest 

skorelowana ze stadium rozwoju zarodkowego. 
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4. Cel pracy 

Zarodki królika wymagają specyficznych warunków rozwoju, które nie są jeszcze 

dostatecznie poznane, co znacznie ogranicza nasze rozumienie procesów jakie zachodzą we 

wczesnym rozwoju ssaków, w tym procesów różnicowania się pierwszych linii komórkowych.  

Celem pracy było zatem: 

Opracowanie i określenie systemu hodowli zarodków króliczych in vitro, pozwalającego na przebieg 

rozwoju zarodków odpowiadający rozwojowi in vivo, z zachowaniem ram czasowych, stopnia 

proliferacji i zróżnicowania komórek. 

Cel ten był realizowany poprzez:  

1. Określenie modelowego wzorca rozwoju i różnicowania zarodków królika in vivo. 

2. Analizę aktywności szlaków metabolicznych w przedimplantacyjnych zarodkach królika. 

3. Określenie wpływu stężenia tlenu w atmosferze hodowlanej, rodzaju dodatku białkowego 

w pożywce, systemu hodowli (jednoetapowy, sekwencyjny lub współhodowla z króliczymi 

komórkami nabłonka jajowodu) na rozwój i morfokinetykę przedimplantacyjnych zarodków 

króliczych oraz na różnicowanie w zarodkach pierwszych linii komórkowych. 

 

5. Materiały i metody 

 Do przeprowadzenia doświadczeń użyto zarodków w stadiach przedimplantacyjnych, 

uzyskanych z królików (Oryctolagus cuniculus) rasy Popielniańskiej białej, pochodzących  

z zarejestrowanej hodowli Instytutu Genetyki i Biotechnologii Zwierząt Polskiej Akademii Nauk  

w Jastrzębcu (nr użytkownika: 030). W celu uzyskania jak największej liczby zarodków z jednej 

samicy, królice podawane były stymulacji hormonalnej.  

W ramach niniejszej pracy użyto zarodków w następujących stadiach rozwoju: zygota (19-

20 hpc – godzin po kryciu, hours post coitum), E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0. Zarodki ze 

stadiów E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0 użyte zostały do ustalenia wzorca różnicowania 

zarodków in vivo. Liczba zarodków, użytych do analiz na poszczególnych etapach rozwoju: E3.0 

(n=6), E3.25 (n=4), E3.5 (n=4) E3.75 (n=4), E4.0 (n=3), E5.0 (n=2), E6.0 (n=2). Zarodki w stadium 

zygoty poddano hodowli in vitro w celu zbadania jak warunki hodowli in vitro wpływają na rozwój i 

różnicowanie pierwszych linii komórkowych oraz sprawdzenia aktywności szlaków metabolicznych. 

Warunkami hodowli in vitro jakie badano w niniejszej pracy były: stężenie tlenu (21% - 

atmosferyczne, 5% - nazywane hipoksyjnym (w porównaniu do atmosferycznego) lub 
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fizjologicznym), dodatki białkowe do pożywek, system hodowli (sekwencyjny i jednoetapowy) oraz 

hodowla z komórkami somatycznymi. Poniżej znajduje się skrótowy opis wszystkich 3 grup 

doświadczalnych (wraz z wariantami) oraz grupami kontrolnymi. 

1. Hodowla zarodków w pożywce RDH (RPMI:DMEM:Ham’s F10, w stosunku 1:1:1 1) z 

dodatkami białkowymi w dwóch stężeniach tlenu: ~21% O2 i 5% O2  

A. Hodowla w atmosferze ~21% O2 w powietrzu: 

a. z dodatkiem 0,3% BSA (Bovine Serum Albumin, SigmaAldrich, USA), 

b. z dodatkiem 10% FBS (Foetal Bovine Serum, SigmaAldrich, USA), 

c. z dodatkiem 10% KSR (Knockout Serum Replacement, Merck, USA), 

d. kontrola – hodowla bez dodatków białkowych.  

B. Hodowla w atmosferze 5% O2 w powietrzu: 

a. z dodatkiem 0,3% BSA, 

b. z dodatkiem 10% FBS, 

c. z dodatkiem 10% KSR, 

d. kontrola – hodowla bez dodatków białkowych.  

2. Hodowla zarodków w pożywkach komercyjnych: jednoetapowych i sekwencyjnych  

A. Pożywki jednoetapowe 

a. Hodowla w pożywce Global® (wcześniej LifeGlobal, USA, obecnie 

CooperSurgical, USA):  

a) Global z dodatkiem białkowym 0,3% BSA (Global+),  

b) Global bez dodatku białkowego (Global). 

b. Hodowla w pożywce SAGE 1-step™ (CooperSurgical, USA).  

c. Kontrola dla pożywek jednoetapowych – hodowla w pożywce RDH:  

a) z dodatkiem białkowym 0,3% BSA (kontrola JE+), 

b) bez dodatku białkowego (kontrola JE-). 

B. Hodowla w pożywkach sekwencyjnych 

a. Hodowla w pożywce G-1™/G-2™ (Vitrolife, Szwecja): 

a) G-1/G-2 z dodatkiem białkowym HSA (G1G2+), 

b) G-1/G-2 bez dodatku białkowego (G1G2). 

b. Hodowla w pożywce Quinn’s Advantage™ Clevage Medium/Quinn’s 

Advantage™ Blastocyst Medium (QASM) (CooperSurgical, USA: 

a) QASM z dodatkiem białkowym 0,3% BSA (QASM+).  

b) QASM bez dodatku białkowego (QASM). 

c. Hodowla w pożywce ORIGIO® Cleav/ORIGIO® Blast (CooperSurgical, USA).  

d. Kontrola dla pożywek sekwencyjnych – hodowla z odnowieniem pożywki RDH 

po 48 hpc:  

a) z dodatkiem białkowym 0,3% BSA (kontrola SEK+), 

b) bez dodatku białkowego (kontrola SEK-). 

 3. Hodowla zarodków z agregatami z króliczego nabłonka jajowodu (ROEC, rabbit oviductal 

epithelial cells). Kontrolą dla tej grupy doświadczalnej była hodowla w pożywce RDH 0,3% BSA z 

odnowieniem pożywki. 
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Dodatkowo w pracy zbadano aktywności szlaków metabolicznych niezbędnych dla rozwoju 

zarodków królika na różnych etapach rozwoju. Aktywność była badana za pomocą inhibitorów 

blokujących poszczególne szlaki (Tabela 1), dodanych do standardowej pożywki RDH + 0,3% BSA. 

Zarodki królicze hodowano w pożywce z dodatkiem inhibitorów od stadium zygoty (19-20 hpc) lub 

od stadium moruli (72 hpc). Kontrolą dla tej grupy doświadczalnej była hodowla zarodków w 

pożywce RDH z dodatkiem jednego z trzech rozpuszczalników dla użytych inhibitorów: (metanol, 

DMSO lub woda do pożywek EMSURE).  

Tabela 1. Inhibitory szlaków metabolicznych użyte w doświadczeniu 

l.p 
Nazwa inhibitora/ 

grupa doświadczalna 
Akronim Blokowany szlak metaboliczny Producent/Nr katalogowy 

Rozpuszczalnik 

(rozpuszczalność) 

1 Etomoxir ETMOX Β-oksydacyjny SigmaAldrich/ E1905-5MG 
Woda 

(6,41mg/ml) 

2 Antymycyna-A ANTY-A 
Fosforylacja oksydacyjna 

(OXPHOS) 
SigmaAldrich/A8674-25MG DMSO (2 mg/ml) 

3 2,4-dinitrofenol 2,4-DNF 
Fosforylacja oksydacyjna 

(OXPHOS) 
SigmaAldrich/40057 

Metanol (5 

mg/ml) 

4 IACS-010759 IACS 
Fosforylacja oksydacyjna 

(OXPHOS) 
Axon Medchem/ B2231-1,5 DMSO (27 mg/ml) 

5 2-deoksy-D-glukoza DDGLU Glikoliza 
SigmaAldrich/D3179-

250MG 

Woda (330 

mg/ml) 

6 
Kwas 

bromopirogronowy 
3-BP Glikoliza Sigma/16490-10G Woda (100mg/ml) 

7 6-aminonikotynamid 6-AN Szlak Pentozofosforanowy (PPP) SigmaAldrich/A68203-1G DMSO (1 mg/ml) 

8 
Diphenyleneiodonium 

 
DPI Szlak Pentozofosforanowy (PPP) SigmaAldrich/D2926-10MG DMSO (10 mg/ml) 

 

Zarodki hodowane do stadium 5.0 lub 6.0 dpc oraz zarodki uzyskane bezpośrednio poprzez 

zabieg płukania jajowodu i/lub macicy, były utrwalane w 4% roztworze paraformaldehydu (4% PFA, 

Formaldehyde Solution, SigmaAldrich, USA) w PBS z dodatkiem 10% Tween (SigmaAldrich, USA; 

P9416) i 1% Triton X (SigmaAldrich, USA; X100). Następnie mechanicznie usuwano z zarodków 

osłonki mucynową i przejrzystą.  

Głównymi celami niniejszej pracy było określenie wzorca różnicowania zarodków królika in 

vivo oraz wpływu badanych warunków hodowli in vitro na różnicowanie pierwszych linii 

komórkowych w zarodkach królika. Aby uzyskać te cele w utrwalonych, pozbawionych osłonek 

zarodkach, za pomocą metody immunofluorescencji pośredniej oraz barwienia jąder 

komórkowych, badano liczbę oraz lokalizację komórek wykazujących obecność w jądrze 

komórkowym białek, będących markerami poszczególnych linii komórkowych: CDX2 dla TE, SOX2 
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dla EPI oraz SOX17 dla PrE.  Użyto przeciwciał: anty-CDX2 (1:100, BioGenex, USA), anty-SOX2 (1:200, 

Abcam, UK), anty- SOX17 (1:100, R&D, USA). 

W celu zobrazowania białek charakterystycznych dla pierwszych linii komórkowych oraz 

jąder komórkowych użyto mikroskopu konfokalnego (Nikon A1R, Japonia). Zdjęcia zebrano w stosy 

po 28-45 skanów uzyskanych wzdłuż osi Z. Umożliwiło to stworzenie obrazu trójwymiarowego i 

oglądanie zarodków w przekroju na dowolnej głębokości. Analizę obrazów z mikroskopu 

konfokalnego wykonano przy użyciu programu graficznego IMARIS (Bitplane, Szwajcaria).  

 

Rozwój zarodków w doświadczeniach z użyciem pożywki RDH z dodatkami białkowymi w 

dwóch stężeniach tlenu monitorowany był przy pomocy systemu Primo Vision EVO+ (Vitrolife). 

Zygoty, umieszczano w mikrodołkach za pomocą szklanej, zakrzywionej pipety. Zdjęcia poklatkowe 

zarodków, wzdłuż osi Z, wykonywano co 10 minut przez cały czas hodowli ~ 125 godzin. Powstałe 

filmy analizowano w programie PrimoVision i VLC media player. 

 

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono za pomocą skryptów napisanych w języku 

Python 3.7.3 z wykorzystaniem bibliotek pandas 0.24.2, numpy 1.16.4 oraz scipy 1.2.1. Metody 

użyte do analizy poszczególnych doświadczeń opisano poniżej: 

 Wpływ stężenia tlenu oraz dodatku białkowego został zbadany także przy użyciu 

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z interakcjami. Pierwszy czynnik (stężenie tlenu) 

działał na dwóch poziomach odpowiadającym stężeniu tlenu w środowisku hodowli (5% oraz 

21%). Drugi czynnik obejmuje cztery warianty dodatku białkowego do pożywki RDH (brak 

dodatku białkowego, BSA, FBS, KSR). 

 Wpływ dodatku białkowego na liczbę komórek oraz na średni czas osiągnięcia poszczególnych 

stadiów rozwoju został sprawdzony za pomocą testu Kruskala-Wallisa i testu post hoc Dunna. 

 Wpływ stężenia tlenu oraz dodatku białkowego został zbadany także przy użyciu 

dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). 

 Zależności między czasem osiągnięcia poszczególnych stadiów a liczebnością komórek były 

określane za pomocą współczynnika korelacji rang Spearmana. 

6. Wyniki 

6.1 Różnicowanie pierwszych linii komórkowych w przedimplantacyjnych zarodkach 

królika 

Pierwszymi liniami komórkowymi zarodków ssaków, w tym królika, różnicującymi się w 

okresie przedimplantacyjnym są: trofektoderma (TE), epiblast (EPI) i endoderma pierwotna (PrE). 
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Określenie w jaki sposób poszczególne warunki hodowli in vitro, takie jak stężenie tlenu, rodzaj 

dodatku białkowego, pożywka czy współhodowla z komórkami nabłonka jajowodu, wpływają na 

różnicowanie komórek może pomóc w identyfikacji, które czynniki najlepiej wpływają na rozwój 

zarodków i przybliżają go do rozwoju in vivo. Jednak aby móc porównywać różnicowane zarodków 

in vitro, konieczne było określenie wzorca różnicowania pierwszych linii komórkowych w 

zarodkach królika in vivo.  

Analiza zarodków królika rozwijających się in vivo i otrzymanych na poszczególnych stadiach 

rozwoju: E3.0, E3.25, E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0 wykazała, że pierwsze komórki TE, w których 

zlokalizowany jest marker CDX2 pojawiają się w stadium wczesnej blastocysty – E3.25 (Rycina 1 – 

A). W zarodkach w stadium blastocysty E3.5 (Rycina 1 – B) i E3.75 (Rycina 1 – C) obserwujemy 

sukcesywne zwiększanie się udziału komórek CDX2+ w TE, jednak na tym etapie rozwoju in vivo 

obserwujemy zarówno komórki TE posiadające marker CDX2 (Rycina 1 – C, biały grot) jak i takie, 

które nie posiadają markera CDX2 w jądrze komórkowym (Rycina 1 – C, czerwony grot). Od 

stadium E4.0 marker CDX2 obecny jest we wszystkich komórkach TE blastocysty (Rycina 1 – D) i 

wraz ze zwiększaniem się liczby komórek zarodka, zwiększa się liczba komórek CDX2+ (Rycina 1 – 

E, F). 

W zarodkach królika różnicowanie komórek w kierunku linii endodermy pierwotnej i 

epiblastu, rozpoczyna się w węźle zarodkowym (ICM) w stadium wczesnej blastocysty. 

Różnicowanie to zachodzi dwustopniowo. Jako pierwsze, w stadium E3.25 wykrywane są komórki 

endodermy pierwotnej wykazujące obecność markera SOX17. W tym stadium nie wykazano 

obecności komórek SOX2+ (Rycina 2 – A). Od stadium E3.5 w ICM zwiększa się liczba komórek 

SOX17+ oraz pojawiają się komórki SOX2+ (Rycina 2 – B). W ICM, w stadiach E3.5 i E.3.75 oba typy 

komórek: SOX17+ i SOX2+ są obecne i wymieszane między sobą (Rycina 2 – B, C). W stadium E4.0 

komórki w ICM przybierają specyficzny sposób uporządkowania, w którym komórki epiblastu – 

SOX2+ tworzą grupę komórek otoczoną komórkami endodermy pierwotnej – SOX17+. W tym 

stadium komórki SOX17+ zaczynają migrować lecz nie oddzielają jeszcze komórek epiblastu od 

jamy blastocysty (Rycina 2 – D). W stadium E5.0 i E6.0 komórki endodermy pierwotnej migrują i 

tworzą warstwę PrE pod warstwą TE, wyraźnie oddzielając epiblast od jamy blastocysty (Rycina 2 

– E, F). 
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 Rycina 1. Różnicowanie linii TE w przedimplantacyjnych zarodkach królika in vivo. Pierwsze komórki TE CDX2+ 
wykrywane są w stadium E3.25 (A). W zarodkach na stadiach E3.5 (B) i E3.75 (C) w TE obecne są komórki CDX2+ (grot 
biały) oraz komórki CDX2- (grot czerwony). Na stadiach E4.0 (D), E5.0 (E) i E6.0 (F) marker CDX2 obecny jest we 
wszystkich komórkach TE. Użyte markery: TE-CDX2, jądra komórkowe- barwnik Hoechst (A). Zdjęcia: A, C, D – A. 
Piliszek, B, E, F – A. Chołoniewska.  
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Rycina 2. Różnicowanie linii EPI i PrE w przedimplantacyjnych zarodkach królika in vivo. Pierwsze komórki PrE (SOX17+) 
wykrywane są w ICM w stadium E3.25 (A). W stadiach E3.5 (B) i E3.75 (C) w ICM komórki SOX17 i SOX2 są ze sobą 
przemieszane. W stadium E4.0 (D) w ICM komórki wykazujące obecność markera SOX17 otaczają pierścieniem grupę 
komórek SOX2. W stadiach E5.0 (E) i E6.0 (F) komórki SOX17 tworzą warstwę komórek pod komórkami TE, natomiast 
komórki SOX2 usytuowane są na jednym z biegunów blastocysty. Użyte markery linii komórkowych: EPI-SOX2, PrE-
SOX17, jądra komórkowe- barwnik Hoechst. Zdjęcia: A, C, D – A. Piliszek, B, E, F – A. Chołoniewska. 
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Od stadium E3.25 w zarodkach króliczych zwiększa się udział komórek zróżnicowanych. W 

zarodkach w stadium E3.25 komórki zróżnicowane stanowią jedynie 2% wszystkich komórek zarodka 

(1% CDX2 i 1% SOX17) a 98% stanowią komórki CDX2-/SOX2-/SOX17-. W zarodkach E3.5 komórki 

zróżnicowane stanowią około 41% wszystkich komórek, z czego 23% CDX2+, 13% SOX2+ i 6% SOX17+. 

W zarodkach E3.75 komórki zróżnicowane stanowią 52% wszystkich komórek z czego 25% CDX2+, 18% 

SOX2+ i 9% SOX17+. W zarodkach E4.0 komórki zróżnicowane stanowią 100% wszystkich komórek, z 

czego najwięcej jest komórek CDX2+ (57%), komórki SOX2+ stanowią 11% a SOX17+ 32%. W zarodkach 

E5.0 i E6.0, komórki CDX2 stanowią około 45% wszystkich komórek zarodka, podobnie jak komórki 

SOX17 (46%), natomiast komórki SOX2+ stanowią kolejno 11% i 9% wszystkich komórek zarodka.  

Wykres 1. Udział procentowy komórek wykazujących obecność markerów linii: trofektodermy – CDX2, epiblastu – SOX2 oraz 
endodermy pierwotnej – SOX17, w zarodkach królika rozwijających się in vivo, pozyskanych na stadiach rozwoju: E3.0, E3.25, 
E3.5, E3.75, E4.0, E5.0, E6.0. 

Markery pierwszych linii komórkowych: CDX2, SOX2 oraz SOX17, obecne są w zarodkach 

króliczych od stadium wczesnej blastocysty. Marker trofektodemy – CDX2 oraz marker endodermy 

pierwotnej – SOX17 pojawiają się w pojedynczych komórkach zarodka w stadium E3.25. W stadium 

E3.5 zaczyna być wykrywany marker komórek epiblastu – SOX2. Od stadium E3.25 do stadium E4.0, 

w zarodkach obecne są także komórki nie posiadające markerów pierwszych linii komórkowych, 

jednak wraz z rozwojem zarodka ich udział procentowy maleje. Od stadium E4.0, każda komórka 

zarodka należy do jednej z trzech linii komórkowych TE, EPI lub PrE.  

6.2 Aktywność szlaków metabolicznych w rozwoju przedimplantacyjnym zarodków królika  

Jednym ze szlaków metabolicznych dostarczającym substratów w do produkcji ATP w zarodkach 

ssaków jest szlak β-oksydacyjny. Aktywność szlaku β-oksydacyjnego nie była do tej pory badana w 

% CDX2-/SOX2-/SOX17- 

% CDX2+ 

% SOX2+ 

% SOX17+ 
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zarodkach króliczych. W celu zbadania aktywności szlaku β-oksydacyjnego, wykorzystano inhibitor 

etomoxir (ETMOX), blokujący białko CPT1B na zewnętrznej błonie mitochondrium.  

W grupie hodowanej z ETMOX w rozcieńczeniu 0,1 – 57% zarodków osiągnęło stadium 2- lub 4-

komórkowe i nie podjęło dalszego rozwoju, natomiast w grupach: 0,0001, 0,001, 0,01 odpowiednio 

89%, 100% i 88% zarodków przeszło proces kompakcji, 89%, 94%, 81% osiągnęło stadium moruli, a 

89% 69%, 44% zarodków wytworzyło jamkę i rozwinęło się do stadium blastocysty (Tabela 2). W 

porównaniu z grupą kontrolną, w której 90% zarodków rozwinęło się do stadium blastocyst 

zauważono, że ETMOX w rozcieńczeniu 0,0001, nie wpływa na aktywność szlaku β-oksydacyjnego. 

Natomiast ETMOX w rozcieńczeniach 0,001 i 0,01 zmniejsza procent uzyskanych blastocyst, co może 

wskazywać na istotną rolę szlaku β-oksydacyjnego w dostarczaniu energii użytecznej w procesie 

kawitacji. 

Tabela 2. Aktywność szlaku β-oksydacyjnego w przedimplantacyjnych zarodkach królika. W tabeli 9 przedstawiono procent 
zarodków, hodowanych w obecności inhibitora szlaku metabolicznego β-oksydacyjnego, które w czasie obserwacji, czyli 48, 
72, 96 i 120 hpc osiągnęły dane stadium rozwoju. Użyty inhibitor: Etomoxir (ETMOX) 

HODOWLA ZARODKÓW Z INHIBITOREM  
SZLAKU Β-OKSYDACYJNEGO 

     

Inhibitor Rozcieńczenie 

Stadiu
m w 

hodowl
i 

l. 
zarodkó

w 

stadium 2-
/4-

komórkow
e 

kompakcja Morula Kawitacja blastocysta 

KONTROL
A-Emsure 

0,001 
Zygota 

29 100% 100% 97% 93% 90% 

ETMOX 0,0001 Zygota 9 100% 89% 89% 89% 89% 

ETMOX 0,001 Zygota 16 100% 100% 94% 69% 69% 

ETMOX 0,01 Zygota 16 100% 88% 81% 44% 44% 

ETMOX 0,1 Zygota 7 57% 0% 0% 0% 0% 

 

Glikoliza jest jednym z kluczowych szlaków metabolicznych wykorzystywanym przez komórki 

do produkcji energii w postaci ATP oraz innych substratów niezbędnych w procesach metabolicznych 

m.in. pirogronianu i NADH. W celu potwierdzenia czy w RDH – standardowej pożywce wykorzystywanej 

w Zakładzie Embriologii Doświadczalnej IGBZ, uzyskamy podobne wyniki dotyczące aktywności i 

wpływu szlaku glikolizy na rozwój zarodków króliczych, co inne grupy badawcze 2, użyto dwóch 

inhibitorów: 2-deoksyglukozy (DDGLU) i kwasu 3-bromopirogronowy (3-BP).  

Aktywność DDGLU zbadano wykorzystując 3 rozcieńczenia inhibitora: 0,001, 0,01 i 0,1. W 

grupie DDGLU odpowiednio 78%, 94%, 100% rozwinęło się do stadium moruli a 78%, 59%, 63% 

osiągnęło stadium blastocysty (Tabela 3). Zarodki, które nie rozwinęły się do stadium moruli, 

zatrzymały się w rozwoju w stadium zygoty.  



14 
 

W grupie 3-BP hodowano zarodki w 2 rozcieńczeniach inhibitora: 0,001 i 0,01. W grupie 0,001 

– 100% zarodków rozwinęło się do stadium blastocysty, natomiast w grupie 0,01 69% zarodków 

rozwinęło się do stadium blastocysty. Otrzymane wyniki wskazują, że w zarodkach królika na etapie 

bruzdkowania szlak glikolizy nie jest niezbędny dla rozwoju zarodka. Natomiast wydaje się, że od 

stadium moruli, zablokowanie szlaku glikolizy niekorzystnie wpływa na rozwój zarodków. Efekt ten 

jednak nie jest radykalny, mimo użycia wysokiego stężenia inhibitora - 0,1  (DDGLU) i 0,01 (3-BP). 

 

Tabela 3. Aktywność szklaku glikolizy w przedimplantacyjnych zarodkach królika. W tabeli przedstawiono procent zarodków, 
hodowanych w obecności inhibitorów szlaku metabolicznego – glikolizy, które w czasie obserwacji, czyli po 48, 72, 96 i 120 
hpc w osiągnęły określone stadium rozwoju. Użyte inhibitory: 2-deoxyglukoza (DDGLU), kwas bromopirogronowy (3-BP).  

HODOWLA ZARODKÓW Z INHIBITORAMI GLIKOLIZY 

     

Inhibitor Rozcieńczenie 
stadium 

w 
hodowli 

l. zarodków 

stadium 
2-/4-

komórko
we 

kompakcja morula kawitacja blastocysta 

KONTROLA
- Emsure 

0,001 Zygota 29 100% 100% 97% 93% 90% 

DDGLU 0,001 Zygota 9 100% 78% 78% 78% 78% 

DDGLU 0,01 Zygota 17 100% 94% 94% 59% 59% 

DDGLU 0,1 Zygota 16 100% 100% 100% 63% 63% 

3-BP 0,001 Zygota 18 100% 100% 100% 100% 89% 

3-BP 0,01 Zygota 13 100% 92% 77% 69% 69% 

 

Szlak pentozofosforanowy (PPP) jest ściśle związany ze szlakiem glikolizy. Produkty glikolizy 

kierowane są jako substraty do tworzenia NADPH oraz rybozo-5-fosforanu (R5P) i ksylulozo-5-

fosforanu (X5P) w szlaku PPP. W celu zbadania aktywności szlaku pentozofosforanowego (PPP) użyto 

dwóch inhibitorów: DPI (diphenyleneiodonium 3,4) i 6-AN (6-aminonikotynamid 5–7).  

Zarodki hodowane w inhibitorze DPI, zarówno w rozcieńczeniu 0,0001 jak i 0,00001 nie 

podejmują podziałów komórkowych i obumierają w stadium zygoty. Podobny efekt zaobserwowano 

jeśli hodowlę w inhibitorze DPI rozpoczęto od stadium moruli (Tabela 4).  

W grupie hodowanej z 6-AN użyto inhibitora w dwóch rozcieńczeniach: 0,000002 i 0,00002. W 

grupie 6-AN w rozcieńczeniu 0,000002 – 88% zarodków rozwinęło się do stadium moruli, 75% 

zarodków rozpoczęło kwitację a 50% zarodków rozwinęło się do stadium blastocysty. W grupie 0,00002 

– 86% zarodków rozwinęło się do stadium blastocysty. Uzyskane wyniki są niejednoznaczne. Hodowla 

z wykorzystaniem inhibitora DPI, wskazuje na istotną rolę szlaku PPP w rozwoju zarodków królika. 

Natomiast hodowla z wykorzystaniem inhibitora 6-AN w rozcieńczeniu 0,000002, wpływa zmniejszenie 

ilości uzyskanych w hodowli blastocyst (50%), jednak efekt jest słabszy niż w przypadku DPI (0%).  
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Tabela 4. Aktywność szklaku pentozofosforanowego (PPP) w przedimplantacyjnych zarodkach królika. W tabeli 
przedstawiono procent zarodków, hodowanych w obecności inhibitorów szlaku metabolicznego – pentozofosforanowego 
(PPP), które w czasie obserwacji, czyli 48, 72, 96 i 120 hpc w osiągnęły określone stadium rozwoju. Użyte inhibitory: 
diphenyleneiodonium (DPI), 6-aminonikotynamid (6-AN). 

HODOWLA ZARODKÓW Z INHIBITORAMI 
 SZLAKU PENTOZOFOSFORANOWEGO 

     

Inhibitor Rozcieńczenie 
stadium 

w 
hodowli 

l. 
zarodk

ów 

stadium 2-
/4-

komórkowe 
kompakcja morula kawitacja Blastocysta 

KONTROLA 
-DMSO 

0,001 zygota 24 100% 96% 67% 33% 33% 

DPI 0,00001 zygota 16 0% 0% 0% 0% 0% 

DPI 0,0001 zygota 16 0% 0% 0% 0% 0% 

DPI 0,00001 morula 8 – – 100% 0% 0% 

DPI 0,0001 morula 8 – – 100% 0% 0% 

6-AN 0,0000002 zygota 8 100% 88% 88% 75% 50% 

6-AN 0,000002 zygota 7 100% 86% 86% 86% 86% 

 

Fosforylacja oksydacyjna (OXPHOS) obok glikolizy, jest jednym z głównych szlaków, w którym 

z pirogronianu pozyskiwana jest energia oraz substraty niezbędne do rozwoju komórek. W celu 

zbadania aktywności szlaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), zostały zastosowane 3 inhibitory: 

antymycyna A (ANTY-A), 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF) oraz IACS-010759 (IACS). Rozpuszczalnikiem dla 

inhibitorów ANTY-A i IACS, było DMSO, zatem grupę kontrolną dla tych inhibitorów stanowiła hodowla 

w pożywce RDH z dodatkiem DMSO (rozcieńczenie 0,001). Rozpuszczalnikiem 2,4-DNF, był metanol, 

zatem grupę kontrolną dla hodowli z tym inhibitorem stanowiła hodowla w pożywce RDH z dodatkiem 

metanolu (rozcieńczenie 0,01). Aktywność OXPHOS, badana była w zarodkach na hodowanych od 

stadium zygoty i moruli.  
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Tabela 5. Aktywność szklaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) w przedimplantacyjnych zarodkach królika. W tabeli 
przedstawiono procent zarodków, hodowanych w obecności inhibitorów szlaku metabolicznego – fosforylacji oksydacyjnej 
(OXPHOS), które w czasie obserwacji, czyli 48, 72, 96 i 120 hpc w osiągnęły określone stadium rozwoju. Użyte inhibitory: 
antymycyna–A (ANTY-A), IACS-010759 (IACS), 2,4-dinitrofenol (2,4-DNF). 

 W grupie ANTY-A zarodki w dwóch stadiach rozwoju, hodowano w rozcieńczeniach: 0,0001 

oraz 0,001. Około 80% zarodków hodowlanych od zygoty nie podjęło rozwoju i zatrzymało się w tym 

stadium. Zarodki hodowane od moruli również nie podjęły rozwoju i obumarły (Tabela 5).  

W grupie 2,4-DNF użyto dwóch rozcieńczeń: 0,001 oraz 0,01. Odpowiednio 90% i 50% 

zarodków hodowanych od stadium zygoty rozwinęło się do stadium 2-4-komórkowego lecz nie podjęło 

dalszego rozwoju. W grupie hodowanej od moruli 57% zarodków rozwinęło się do stadium blastocysty 

(Tabela 5).  

Inhibitor IACS nie był do tej pory stosowany do inhibicji OXPHOS w zarodkach. W celu zbadania 

aktywności IACS na OXPHOS, użyto inhibitora w 2 rozcieńczeniach: 0,0001 i 0,001. Kiedy użyto IACS w 

rozcieńczeniu 0,0001, liczba zarodków osiągających poszczególne stadia rozwoju malała: 88% 

zarodków rozwinęło się do stadium moruli, 75% zarodków rozpoczęło proces kawitacji a 63% zarodków 

rozwinęło się do stadium blastocysty. Podobnie było w grupie 0,001: 60% rozpoczęło kompakcję i 

rozwinęło się do stadium moruli, 47% zarodków rozpoczęło kawitację a 40% zarodków rozwinęło się 

do stadium blastocysty (Tabela 5). Jednak podobny wynik co w grupie 0,001 IACS, otrzymano w grupie 

kontrolnej o takiej samej zawartości DMSO, co może wskazywać na cytotoksyczny efekt samego DMSO, 

a nie użytego inhibitora. Powyższe wyniki wskazują, że szlak fosforylacji oksydacyjnej w zarodkach 

HODOWLA ZARODKÓW Z INHIBITORAMI  
SZLAKU FOSFORYLACJI OKSYDACYJNEJ 

     

Inhibitor Stężenie 
stadium 

w 
hodowli 

l. 
zarodków 

stadium 2-
/4-

komórkowe 
kompakcja morula kawitacja Blastocysta 

KONTROLA - 
DMSO 

0,001 zygota 24 100% 96% 67% 33% 33% 

ANTY-A 0,0001 zygota 17 18% 0% 0% 0% 0% 

ANTY-A 0,001 zygota 18 22% 0% 0% 0% 0% 

ANTY-A 0,0001 morula 7 – – 100% 0% 0% 

ANTY-A 0,001 morula 15 – – 100% 0% 0% 

IACS 0,0001 zygota 8 100% 88% 88% 75% 63% 

IACS 0,001 zygota 15 87% 60% 60% 47% 40% 

IACS 0,001 morula 7 – – 100% 71% 28% 

KONTROLA - 
metanol 

0,01 zygota 25 100% 92% 92% 60% 60% 

2,4-DNF 0,001 zygota 10 90% 0% 0% 0% 0% 

2,4-DNF 0,01 zygota 8 50% 0% 0% 0% 0% 

2,4-DNF 0,001 morula 7 – – 100% 57% 57% 



17 
 

królika jest aktywny od stadium zygoty i może być zablokowany przez inhibitory: antymycynę-A oraz 

2,4-dinitrofenol.  

Rozwój przedimplantacyjnych zarodków królika hodowanych in vitro, podobnie jak innych 

ssaków, na etapie bruzdkowania (do stadium moruli) kontrolowany jest przez szlak fosforylacji 

oksydacyjnej. Od stadium moruli (72 hpc) wzrasta aktywność innych szlaków metabolicznych: 

glikolizy oraz szlaku β-oksydacyjnego.  

6.3 Analiza wpływu poziomu stężenia tlenu i rodzaju dodatku białkowego na rozwój i 

różnicowanie przedimplantacyjnych zarodków królika w warunkach hodowli in vitro 

W celu zbadania wpływ poziomu stężenia tlenu i rodzaju dodatku białkowego na rozwój i 

różnicowanie zarodków królika w hodowli in vitro, zarodki od stadium zygoty hodowano w jednym z 

dwóch stężeń tlenu: 5% oraz atmosferycznym (~21%); wykorzystując do hodowli pożywkę RDH 

suplementowaną jednym z trzech dodatków białkowych: BSA, FBS lub KSR. Kontrolą doświadczenia 

była hodowla zarodków w pożywce RDH bez dodatku białkowego. Zarodki hodowano przez 124-126 

godzin, do osiągnięcia stadium 6 dpc. Zarodki, które osiągnęły stadium blastocysty poddano barwieniu 

immunocytochemicznemu na obecność markerów linii komórkowych TE - CDX2, EPI - SOX2 oraz PrE – 

SOX17.  

Dodatkowo część zarodków poddano analizie morfokinetycznej wykorzystując dane z filmów 

poklatkowych wykonywanych metodą time-lapse. Zarodki, których użyto do analizy morfokinetyki 

hodowane były w dwóch stężeniach tlenu 5% lub 21%, w pożywce RDH suplementowanej jednym z 

dwóch dodatków białkowych: BSA lub KSR. Grupę kontrolą doświadczenia stanowiła hodowla w 

pożywce RDH bez dodatków białkowych. 

Otrzymane dane pozwoliły na scharakteryzowanie wpływu poszczególnych warunków hodowli 

in vitro na rozwój zarodków króliczych. Następnie za pomocą analizy wariancji określono wpływ 

poszczególnych czynników: (stężenie tlenu i rodzaj dodatku białkowego) oraz ich interakcji na 

różnicowanie zarodków. Dane uzyskane z filmów poklatkowych posłużyły do analizy korelacji między 

czasem osiągania poszczególnych stadiów rozwojowych a różnicowaniem zarodków. Końcowym 

etapem badań było porównanie pod względem różnicowania komórek pierwszych linii komórkowych 

zarodków hodowanych in vitro z zastosowaniem badanych czynników z zarodkami rozwijającymi się in 

vivo.  
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W trakcie badań zaobserwowano, że zarodki królika hodowane in vitro nie wykluwały się 

(Rycina 3 – A) lub wykluwały się z osłonek częściowo (Rycina 3 – B, C), co skutkowało zjawiskiem 

określanym jako „wyklucie ósemkowe” (8 shape hatching – Rycina 3 – B) lub „przepuklina” (herniation 

– Rycina 3 – C) 8,9. 

W warunkach ~21% stężenia O2, w grupie kontrolnej 71% zarodków osiągnęło stadium 

blastocysty, natomiast we wszystkich trzech grupach z dodatkami białkowymi: BSA, FBS i KSR, około 

85% osiągnęło stadium blastocysty (Wykres 2, stężenie tlenu: 21%, kolumny błękitne). Ponadto w 

grupie kontrolnej 65% zarodków wykluło się, natomiast w grupach z dodatkami białkowymi: BSA, FBS 

i KSR, wykluło się odpowiednio 55%, 67% i 77% zarodków (Wykres 2, stężenie O2: 21%, kolumny 

różowe). W warunkach 5% stężenia O2, grupie kontrolnej 94% zarodków osiągnęło stadium 

blastocysty, natomiast w grupach z dodatkami białkowymi: BSA – 87% zarodków, FBS – 81% zarodków 

i KSR – 77% zarodków osiągnęło stadium blastocysty (Wykres 1, stężenie tlenu: 5%, kolumny błękitne). 

Ponadto w grupie kontrolnej 78% zarodków wykluło się, natomiast w grupach z dodatkami białkowymi: 

BSA, FBS i KSR, wykluło się odpowiednio 55%, 72% i 59% zarodków (Wykres 2, stężenie tlenu: 5%, 

kolumny różowe).  

 

Rycina 3. Morfologia zarodków królika hodowanych in vitro. Zarodki osiągały stadium blastocysty niewyklutej (A) lub 
wyklutej (B, C). Zarodki utrwalone, mechanicznie pozbawione osłonek.  
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  Najwięcej zarodków (94%) rozwinęło się do stadium blastocysty i wykluło (78%) przy 

zastosowaniu w hodowli pożywki RDH bez dodatku białkowego, w warunkach 5% stężenia tlenu. 

 

Zarodki, które osiągnęły stadium blastocysty analizowane były pod względem całkowitej liczby 

komórek (Wykres 3, A) oraz markerów pierwszych linii komórkowych: TE (CDX2 – Wykres 3, B); EPI 

(SOX2 – Wykres 3, C); PrE (SOX17 – Wykres 3, D).  
 

Wykres 3. Udział procentowy komórek niezróżnicowanych (kolor szary) i zróżnicowanych na trzy pierwsze linie 
komórkowe: TE-CDX2 (kolor zielony), EPI-SOX2 (kolor biały), PrE-SOX17 (kolor czerwony) w zarodkach hodowanych 
w dwóch stężeniach tlenu, w pożywce RDH z jednym z trzech dodatków białkowych: BSA, FBS, KSR lub bez 
dodatków (kontrola). 

Wykres 2. Procent zarodków królika hodowanych od stadium zygoty do stadium 6 dpc, które osiągnęły stadium blastocysty 
oraz procent zarodków wyklutych. Hodowla prowadzona była w pożywce RDH z jednym z trzech dodatków białkowych (BSA, 
FBS, KSR) lub bez dodatku białkowego (kontrola) oraz w dwóch stężeniach tlenu: 5% i 21%. Słupki niepewności oznaczają 68% 
przedział ufności dla odsetka obliczony metodą Wilsona. 
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W przedimplantacyjnych zarodkach królika rozwijających się in vitro, określono udział 

procentowy poszczególnych linii komórkowych w zarodkach z każdej grupy doświadczalnej: kontrola 

21% i 5%, BSA 21% i 5%, FBS 21% i 5% oraz KSR 21% i 5% (Wykres 4). Zarodki hodowane w 5% stężeniu 

O2 miały średnio większy udział, komórek zróżnicowanych w porównaniu z zarodkami hodowanymi w 

~21% stężeniu O2, zarówno w kontroli (65% vs. 29%) jak i przy zastosowaniu któregokolwiek z 

dodatków białkowych: BSA (30% vs. 17%), FBS (32% vs. 22%) lub KSR (59% vs. 56%) (Wykres 4). 

Największy udział komórek CDX2+ obserwowano grupie KSR hodowanej w ~21% stężeniu O2 (39%). 

Największy udział komórek SOX2+ i SOX17+ obserwowano grupie kontrolnej hodowanej w 5% stężeniu 

O2 (18% i 23%).  

 

Hodowla zarodków króliczych w pożywce RDH w 5% stężeniu O2 ma wpływ na zwiększenie 

ogólnej liczby komórek zarodków oraz liczby komórek CDX2+, SOX2+ i SOX17+ w porównaniu z 

hodowlą w ~21% stężeniu O2. Ponadto zauważono, że mimo osiągania stadium blastocysty 6 dpc, 

zarodki królicze hodowane in vitro składają się w znacznej liczbie z komórek niewykazujących 

obecności markerów CDX2, SOX2 i SOX17. Warunki, w których stwierdzono największy procent 

komórek zróżnicowanych to: hodowla bez dodatku białkowego w tlenie o stężeniu 5% (65%), 

hodowla z dodatkiem KSR w 5% stężeniu O2 (59%) oraz hodowla z dodatkiem KSR w ~21% stężeniu 

O2 (56%). Dodatek KSR „niweluje” negatywny wpływ hodowli w 21% stężeniu tlenu. 

 

W celu zbadania hipotezy o wpływie stężenia tlenu (czynnik 1) i rodzaju dodatku białkowego 

(czynnik 2), oraz wpływie interakcji między tymi czynnikami na rozwój zarodków, przeprowadzono 

Wykres 4. Średnia całkowita liczba komórek (A) oraz komórek wykazujących obecność markerów poszczególnych linii 
komórkowych: CDX2 – trofektoderma (B), SOX2 – epiblast (C) i SOX17 – endoderma pierwotna (D), w zarodkach 
hodowanych w dwóch stężeniach tlenu oraz w pożywce RDH z dodatkiem białkowym (BSA, FBS i KSR) lub bez dodatku 
(kontrola). p–wartość: **** – p < 0,001; *** – p < 0,005; ** – p < 0,01;* – p < 0,05; . – p < 0,1 (test Kruskala–Wallisa). 

 

% CDX2-/SOX2-/SOX17- 

% CDX2+ 

% SOX2+ 

% SOX17+ 

Grupy doświadczalne 
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analizę statystyczną z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA). Analizie podlegał 

wpływ czynników na: całkowitą liczbę komórek w zarodkach (Wykres 5 – A), oraz liczbę komórek 

wykazujących obecność markerów poszczególnych linii komórkowych: CDX2 (Wykres 5 – B), SOX2 

(Wykres 5 – C), SOX17 (Wykres 5 – D). Na Wykresie 5, w tabelach znajdują się liczby stopni swobody 

(df), wartości statystyki F (F) oraz p-wartości (PR>F) dla wykonanej 2-czynnikowej analizy wariancji 

(ANOVA), zaś na wykresach przedstawiono występowanie (linie czerwona i niebieska przecinają się) 

lub brak (nieprzecinające się linie czerwona i niebieska) interakcji między czynnikami.  

Jak wynika z analizy wariancji, na całkowitą liczbę komórek zarodka wyraźny wpływ ma użycie 

wybranego dodatku białkowego (p<10-6), zaś zarówno wpływ poziomu tlenu (p<0,05), jak i wpływ 

interakcji między badanymi czynnikami były na granicy istotności statystycznej (p<0,05) (Wykres 5 – 

A). Analiza wykresu interakcji wskazuje na zwiększenie całkowitej liczby komórek w zarodku przy 

zastosowaniu 5% stężenia O2 w grupach: kontrolnej, BSA i FBS (Wykres 5 – A). 

Statystycznie istotny wpływ na liczbę komórek CDX2+ ma rodzaj zastosowanego dodatku 

białkowego (p<10-13) oraz interakcji między dodatkiem białkowym a stężeniem tlenu (p<10-6), lecz nie 

ma podstaw do uznania wpływu stężenia tlenu za znaczący (p<0,05). Analiza wykresu interakcji 

wskazuje na zwiększenie liczby komórek CDX przy zastosowaniu 5% stężenia O2 w hodowli zarodków 

bez dodatku białkowego lub z dodatkiem BSA i FBS zaś nie dla KSR. (Wykres 5 – B).  

W przypadku SOX2 i SOX17 zarówno stężenie tlenu (odpowiednio: p<10–4, 10–6), jak i rodzaj 

dodatku białkowego w pożywce były istotne statystycznie (odpowiednio: p<10–7, 10–4). Interakcje 

między badanymi czynnikami nie były istotne statystycznie (p<:0,05 w obu przypadkach). Zastosowanie 

5% stężenia O2 w warunkach hodowli wyraźnie zwiększa w zarodkach liczbę komórek SOX2 (Wykres 5 

– C) i SOX17 (Wykres 5 – D). 
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Zastosowanie 5% stężenia O2 w hodowli in vitro zarodków królika, zwiększa zarówno ogólną 

liczbę komórek, jak i liczbę komórek poszczególnych linii komórkowych. Obserwacja ta jest 

prawdziwa w grupie kontrolnej oraz dla dodatków BSA i FBS, lecz nie dla KSR. W hodowlach z 

dodatkiem KSR uzyskiwano zarodki ze średnio mniejszą liczbą komórek przy zastosowaniu 5% 

stężenia O2 niż przy zastosowaniu ~21% stężenia O2. Ponadto zastosowanie KSR zwiększało odsetek 

komórek CDX2+ względem grupy kontrolnej a procent ten był większy w hodowli z atmosferycznym 

stężeniem tlenu niż w hodowli z 5% stężeniem tlenu. 

Wykres 5. Badanie wpływu czynników: stężenie tlenu i rodzaj dodatku białkowego oraz ich interakcji, na całkowitą liczbę 
komórek (A), liczbę komórek CDX2 (B), liczbę komórek (SOX2) oraz liczbę komórek SOX17 (D), za pomocą dwuczynnikowej 
analizy wariancji (ANOVA). Na wykresach pokazana jest interakcja między czynnikami. df - liczba stopni swobody, F - 
wartość statystyki F-Snedecora, PR(>F) - p-wartość. 
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Analiza filmów poklatkowych umożliwiła określenie czasu rozpoczęcia następujących stadiów: 

2-komórkowego (2-kom.), 4-komórkowego (4-kom.), kompakcji, moruli, kawitacji oraz (jeśli zachodzi) 

wykluwania się blastocysty z osłonek (Rycina 4). Kompakcją określono stadium, w którym po raz 

pierwszy blastomery zarodka zaczynają do siebie ściślej przylegać i zacierają się granice między nimi. 

Morulą określono stadium, w którym komórki zarodka przylegają do siebie tak ściśle, że całkowicie 

zacierają się widoczne dla oka granice przylegania. W monitorowanych zarodkach, powyżej stadium 4-

komórkowego, nie udało się policzyć dokładnej liczby blastomerów. Blastomery w zarodkach króliczych 

dzielą się szybko, a maksymalna częstotliwość wykonywania zdjęć w systemie PrimoVision (co 10 

minut) w wielu przypadkach nie pozwalała na ustalenie dokładnego początku stadium 8-komórkowego 

czy 16-komórkowego. W związku z tym, stadia te nie zostały uwzględnione na wykresach. 

Średni czas osiągania poszczególnych stadiów rozwojowych dla wszystkich grup 

doświadczalnych i kontrolnych przedstawiono w Tabeli 6. 

Tabela 6 Średni czas (w godzinach po kryciu, hpc) rozpoczęcia poszczególnych stadiów rozwoju dla zarodków króliczych 
hodowanych in vitro w 5% lub ~21% stężeniu tlenu, w pożywce RDH z dodatkami białkowymi: BSA lub KSR oraz w pożywce 
bez dodatku białkowego (kontrola)  

  2-kom. 4-kom. kompakcja morula kawitacja wyklucie 

stężenie 
tlenu 

dodatek 
białkowy 

Średnia 
(hpc)  

SE 
Średnia 

(hpc) 
SE 

Średnia 
(hpc) 

SE 
Średnia 

(hpc) 
SE 

Średnia 
(hpc) 

SE 
Średnia 

(hpc) 
SE 

5% 

BSA 25,0 0,9 31,2 1,0 48,8 2,4 71,8 1,4 80,3 1,6 95,3 2,5 

KSR 26,7 1,2 32,1 1,2 50,2 2,4 71,5 3,0 98,7 5,0 115,7 9,9 

kontrola 24,7 0,6 29,7 0,8 43,5a 1,8 71,4 1,9 83,6 2,0 90,6 5,2 

21% 

BSA 28,2 0,7 34,6 1,2 52,8 2,3 75,0 0,9 81,6 1,0 103,0 4,7 

KSR 29,8 0,9 35,0 0,8 53,0 1,3 77,8 2,9 97,0 3,7 124,3 4,4 

kontrola 23,8 0,4 28,5 1,0 41,5 1,1 75,8 1,8 85,6 2,0 100,7 2,6 

 

Analiza morfokinetyki zarodków hodowanych w 5% stężeniu O2 wskazuje, że na etapie 

bruzdkowania (od zygoty do stadium moruli) zarodki osiągają poszczególne stadia rozwoju w 

podobnym czasie niezależnie od użytego dodatku białkowego (Tabela 8, Wykres 6). Zauważono 

również, że średni czas do osiągnięcia przez zarodki królicze stadium moruli wynosi 71 hpc i jest niemal 

jednakowy w grupach doświadczalnych: BSA (71 hpc, SE=1) i KSR (71 hpc, SE=3) oraz grupie kontrolnej 

(71 hpc, SE=1). W grupie doświadczalnej, gdzie dodatkiem białkowym był KSR, czas do rozpoczęcia 

kawitacji był znacząco dłuższy w porównaniu z BSA (p<0,005) i granicznie dłuższy w porównaniu z 

Rycina 4. Przykładowe zdjęcia zarodków królika rozwijających się in vitro w systemie PrimoVision na poszczególnych stadiach 
rozwoju Stadia te były brane pod uwagę w analizie morfokinetycznej.  
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kontrolą (p<0,05). Wykluwanie się zarodków hodowanych z dodatkiem KRS, również następowało 

później niż grupie kontrolnej i BSA 

Wykres 6 Analiza filmów poklatkowych z rozwoju przedimplantacyjnych zarodków królika w warunkach tlenu 5% dla grup 
doświadczalnych BSA (kolor pomarańczowy) i KSR (kolor zielony) oraz grupy kontrolnej (kolor niebieski). Na osi y oznaczono 
czas po kryciu (hpc), na osi x kolejne stadia rozwojowe. P-wartość **** – p < 0,001; *** – p < 0,005; ** – p < 0,01;* – p < 
0,05; . – p < 0,1 (test Kruskala–Wallisa) 

Analiza morfokinetyki zarodków hodowanych w ~21% stężeniu O2 na etapie bruzdkowania 

wskazuje na istotne różnice w tempie osiągania poszczególnych stadiów rozwojowych, w zależności od 

użytego dodatku białkowego, w porównaniu z kontrolą (Tabela 8, Wykres 7). Zarodki królika, w 

pożywce bez dodatku białkowego istotnie szybciej osiągają stadium 2-komórkowe, 4-komórkowe oraz  

zaczynają kompakcję niż zarodki w grupach doświadczalnych BSA i KSR (p<0,005). 

Wykres 7 Analiza filmów poklatkowych z rozwoju przedimplantacyjnych zarodków królika w warunkach tlenu 
atmosferycznego dla grup doświadczalnych BSA (kolor pomarańczowy) i KSR (kolor zielony) oraz grupy kontrolnej (kolor 
niebieski). Na osi y oznaczono czas po kryciu (hpc), na osi x kolejne stadia rozwojowe. p–wartość **** – p < 0,001; *** – p < 
0,005; ** – p < 0,01;* – p < 0,05; . – p < 0,1 (test Kruskala–Wallisa) 
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 Pomimo istotnych różnic w tempie osiągania poszczególnych stadiów na etapie bruzdkowania 

zauważono, że podobnie jak w przypadku hodowli w 5% stężeniu O2 zarodki królicze osiągają stadium 

moruli w podobnym czasie – średnio 75 hpc, niezależnie od użytego dodatku białkowego (grupa BSA: 

75 hpc, SE=0,8; grupa KSR: 77 hpc, SE=2, grupa kontrolna 75 hpc, SE=1). W grupie kontrolnej czas, w 

którym dochodzi do kawitacji i wykluwania się wydaje się być krótszy w porównaniu z grupą 

doświadczalną KSR (kawitacja: p<0,05; wykluwanie: p<0,005). Widoczne są również różnice między 

czasem kawitacji i wykluwania między grupami BSA i KSR. W grupie BSA zarodki rozpoczynają kawitację 

istotnie szybciej niż zarodki z grupy KSR (p<0,005) oraz wydaje się, że wykluwanie grupie BSA zachodzi 

szybciej niż w grupie KSR (p<0,05). 

 

W celu sprawdzenia czy istnieje zależność monotoniczna między obecnością markerów 

pierwszych linii komórkowych a czasem osiągania przez zarodki kolejnych stadiów rozwojowych, 

wszystkie zarodki analizowane za pomocą systemu PrimoVision, potraktowano jako jedną grupę 

badawczą, nie biorąc pod uwagę warunków tlenowych i dodatku białkowego i wyznaczono macierz 

korelacji metodą Spearmana (Wykres 11). Wartości dodatnie oznaczają pozytywną korelację między 

czasem osiągnięcia danego stadium a liczbą komórek w zarodku (im więcej czasu zajęło osiągnięcie 

danego stadium, tym więcej było komórek danego rodzaju); wartości ujemne – negatywną korelację 

(im mniej czasu zajęło osiągnięcie danego stadium tym więcej było komórek danego rodzaju). Wartości 

bezwzględne bliskie 1 (tj. -1 i 1) oznaczają silną liniową zależność między parą zmiennych; wartości 

bliskie 0 wskazują na brak liniowej zależności między zmiennymi. 

Na Wykresie 12 pokazano, że całkowita liczba komórek oraz liczba komórek SOX2+ i SOX17+ 

jest negatywnie skorelowane z czasami osiągnięcia wszystkich stadiów rozwojowych (oprócz kawitacja 

vs SOX17), zaś liczba komórek CDX2+ i łączna liczba zróżnicowanych komórek w zarodku – skorelowane 

pozytywnie. Oznacza to, że zarodki, które rozwijają się szybciej, mają zwykle więcej komórek oraz 

więcej komórek SOX2+ i SOX17+, zaś te, które rozwijają się wolniej – więcej komórek CDX2+. 

W szczególności, całkowita liczba komórek jest negatywnie skorelowana (rho=-.37) z czasem 

kawitacji, zatem im szybciej to stadium było osiągane, tym więcej komórek w 6 dniu hodowli liczył dany 

zarodek. Analogicznie liczba komórek SOX2+ była negatywnie skorelowana (rho=-.34) z czasem 

osiągnięcia stadium 4-komórkowego. Liczba komórek SOX17+ nie wykazywała wyraźnych korelacji z 

obserwowanymi czasami rozpoczęcia poszczególnych stadiów. Odwrotnie niż całkowita liczba 

komórek, oraz liczba SOX2+ i SOX17+, liczba komórek CDX2+ była pozytywnie skorelowana z czasem 

osiągnięcia stadium 2-komórkowego (rho=0.50), z czasem kawitacji (rho=0.35) i czasem wykluwania 

(rho=0.42). Oznacza to, że im więcej czasu zajęło osiągnięcie tych stadiów, tym więcej komórek CDX2+ 

było obserwowanych w zarodku. Podobnie, łączna liczba zróżnicowanych komórek w zarodkach (zroz) 
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była pozytywnie skorelowana z czasem osiągnięcia stadium 2-komórkowego (rho=0.31) oraz kawitacji 

(rho=0.31). Co ciekawe, łączna liczba zróżnicowanych komórek była niezależna od czasu osiągnięcia 

kompakcji (rho=0.03) i stadium moruli (rho=-0.04), ale w zależności od tego czasu, zmieniały się 

proporcje zróżnicowanych komórek. Zarodki, które szybko osiągały te stadia miały (średnio) więcej 

komórek ogółem oraz SOX2+ i SOX17+; te zaś, które osiągały te stadium stosunkowo wolno – więcej 

komórek CDX2+. 

Zarodki, które osiągały poszczególne stadia rozwojowe w krótszym czasie, mają zwykle 

większą całkowitą liczbę komórek oraz więcej komórek SOX2+ i SOX17+, zaś te, które rozwijają się 

wolniej – więcej komórek CDX2+. 

W rozwijających się in vivo zarodkach króliczych w stadium E6.0 obserwowano obecność 

markerów wszystkich trzech linii komórkowych we wszystkich komórkach budujących zarodek (Rycina 

2, F). In vivo stadium E6.0 charakteryzuje się obecnością warstwy komórek endodermy pierwotnej (PrE) 

pod warstwą komórek trofektodermy (TE). Epiblast znajdujący się na jednym z biegunów blastocysty, 

tworzy zwarta grupa komórek SOX2+ (Rycina 2, F) z zewnątrz otoczona warstwą TE a od strony jamy 

blastocysty komórkami PrE. 

W zarodkach króliczych z hodowli in vitro 6 dpc wzór różnicowania przypominający ten w 

zarodkach in vivo nie występuje. Niezależnie od zastosowanego w hodowli stężenia tlenu czy rodzaju 

dodatku białkowego w zarodkach króliczych hodowanych do stadium 6 dpc obserwowano znaczny 

udział komórek (od 35% do 83%) niewykazujących obecności markerów charakterystycznych dla 

pierwszych linii komórkowych (Wykres 4, Rycina 5). Jest to widoczne szczególnie w komórkach 

Wykres 8. Macierz korelacji Spearmana pomiędzy czasami osiągania poszczególnych stadiów (oś pionowa) i liczbą komórek 
(DAPI), bądź komórek zróżnicowanych na poszczególne linie komórkowe: TE-CDX2, EPI-SOX2, PrE-SOX17 oraz wszystkich 
zróżnicowanych komórek w zarodku (zroz=SOX2+SOX17+CDX2). Kolorem oznaczono wartość korelacji Spearmana między parą 
"czas dojścia do stadium"-"liczba komórek”.  
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trofektodermy, gdzie znaczna część komórek wykazuje brak markera CDX2 (Rycina 5, A, B, C, czerwony 

grot). Ponadto komórki epiblastu i endodermy pierwotnej są ze sobą przemieszane i nie obserwujemy 

warstwy komórek PrE pod warstwą TE. Dodatkowo w zarodkach króliczych hodowanych in vitro, które 

się wykluwają, wyklucie jest zawsze częściowe, co oznacza, że zarodek przybiera kształt cyfry 8 (Rycina 

5). W częściowo wyklutej blastocyście często nie jest możliwe wyodrębnienie struktury węzła 

zarodkowego. W przykładowym zarodku z Ryciny 5, obserwujemy komórki SOX2+ w obu częściach 

zarodka (Rycina 5, C), natomiast komórki SOX17 tylko w jednej części zarodka (Rycina 5, D). 

W zarodkach króliczych hodowanych in vitro do stadium 6 dpc, w przeciwieństwie do 

zarodków E6.0 in vivo, znaczna liczba komórek nie wykazywała obecności markerów pierwszych linii 

komórkowych. Obecność komórek niezróżnicowanych, obserwowano w zarodkach hodowanych in 

vitro w każdym z wariantów doświadczenia, niezależnie od użytych dodatków białkowych czy 

stężenia tlenu.  

6.4 Hodowla zarodków króliczych w komercyjnych pożywkach w systemie: sekwencyjnym lub 

jednoetapowym 

Pożywki komercyjne wykorzystywane głównie w klinikach in vitro do hodowli zarodków ludzkich, 

według producentów zawierają w swoim składzie substancje umożliwiające prawidłowy rozwój 

zarodka ludzkiego od zygoty do blastocysty. W tej części doświadczeń analizowano wpływ 

Rycina 5. Różnicowanie pierwszych linii komórkowych w przykładowym zarodku króliczym w stadium 6 dpc rozwijającym 
się w hodowli in vitro. Użyte markery linii komórkowych: TE-CDX2 (B), EPI-SOX2 (C), PrE-SOX17 (D), jądra komórkowe- 
barwnik Hoechst (A). Występujące w zarodkach 6 dpc komórki TE bez markera CDX2 zaznaczono czerwonym grotem.  
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komercyjnych pożywek na rozwój i powstawanie pierwszych linii komórkowych w zarodkach królika. 

W doświadczeniach użyto pożywek dedykowanych do dwóch systemów hodowli: sekwencyjnego i 

jednoetapowego. W celu zbadania wpływu komponentu białkowego, zarodki hodowano w dwóch 

wariantach: z dodatkiem komponentu białkowego: HSA lub BSA, oznaczone na wykresach jako „+” lub 

bez dodatku białkowego. Grupą kontrolna dla doświadczeń z użyciem pożywek sekwencyjnych 

(kontrola SEK/kontrola SEK+), była hodowla zarodków z odnowieniem pożywki RDH/RDH+.  

Hodowla zarodków króliczych w pożywkach sekwencyjnych, bez dodatku białkowego: G-1™/G-

2™ (Wykres 9 – G1G2) oraz Quinn’s Advantage™ Cleavage Medium/Quinn’s Advantage™ Blastocyst 

Medium (Wykres 9 – QASM), wykazała najmniejszy odsetek uzyskanych blastocyst i wyklutych 

zarodków, w porównaniu z pożywką kontrolną bez dodatku białkowego, jak i w porównaniu z pożywką 

o takim samym składzie z dodatkiem białkowym (Wykres 9 – G1G2+, QASM+). W przypadku hodowli 

w pożywce G1G2 uzyskano rozwój 43% zarodków do stadium blastocysty oraz 21% wykluwających się 

zarodków. W przypadku hodowli w pożywce QASM uzyskano rozwój 44% zarodków do stadium 

blastocysty oraz 33% wykluwających się zarodków. W pożywce kontrolnej bez dodatku białkowego 

(Wykres 9 – kontrola SEK), uzyskano rozwój 94% zarodków do stadium blastocysty oraz 47% 

wykluwających się zarodków.  

Pożywki komercyjne, umożliwiające hodowlę zarodków w systemie jednoetapowym, użyte w 

doświadczeniach to: Global®(Wykres 9 – Global) oraz pożywka SAGE-1 step (Wykres 9 – SAGE-1+). 

Pożywka Global® używano w dwóch wariantach: suplementowaną dodatkiem białkowym 0,3% BSA 

(Wykres 9 – Global+) lub bez suplementu białkowego (Wykres 9 – Global). Pożywkę SAGE-1 producent 

suplementuje HSA. Hodowla w pożywce Global, bez suplementu białkowego wykazała mniejszy 

procent zarodków osiągajacych stadium blastocysty w porównaniu z pożywką kontrolną (Wykres 9 – 

Wykres 9. Procent zarodków króliczych, które w hodowli w poszczególnych pożywkach sekwencyjnych i jednoetapowych, 
osiągnęły stadium blastocysty (kolor niebieski) oraz procent blastocyst, które w hodowli zaczęły się wykluwać z osłonek 
(kolor różowy). Dla pożywek sekwencyjnych kontrolą była hodowla zarodków w pożywce RDH z odnowieniem pożywki po 
osiągnięciu przez zarodki stadium kompakcji tj. 48 hpc. Dla pożywek jednoetapowych kontrolą była hodowla ciągła w 
pożywce RDH. „+” oznacza pożywkę suplementowaną komponentem białkowym: BSA (kontrola+, QASM+, Global+) lub HSA 
(G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). Słupki niepewności oznaczają 68% przedział ufności dla odsetka obliczony metodą Wilsona. 
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kontrola JE) oraz pożywką o tym samym składzie suplementowaną dodatkiem białkowym (Global+). W 

pożywce Global, 64% zarodków osiągnęło stadium blastocysty w tym 15% wykluwało się. W pożywce 

kontrolnej (kontrola JE) 81% zarodków osiągnęło stadium blastocysty w tym 23% wykluwało się. W 

pożywce Global+ 83% zarodków króliczych osiąga stadium blastocysty w tym 16% wykluwa się. W 

pożywce SAGE-1+ 82% hodowanych zarodków osiągnęło stadium blastocysty w tym 4% wykluło się. W 

pożywce jednoetapowej kontrolnej (Wykres 9 – kontrola JE+) 88% zarodków osiągnęło stadium 

blastocysty, w tym 43% wykluło się.  

Powyższe wyniki wskazują, że suplementacja pożywek sekwencyjnych z dodatkiem 

białkowym HSA (G1G2+ i ORIGIO+) wpływa na zwiększenie liczby zarodków osiągajacych stadium 

blastocysty oraz liczby wyklutych blastocyst. W pożywkach jednoetapowych (Global)  

i sekwencyjnych (G1G2 i QASM) niesuplementowanych dodatkami białkowymi najmniej zarodków 

osiągało stadium blastocysty. Zauważono także, że w komercyjnych pożywkach jednoetapowych 

(Global, Global+, SAGE-1) wykluwa się znacznie mniej zarodków niż w pożywce kontrolnej (kontrola 

JE/JE+) oraz w pożywkach sekwencyjnych. 

Zarodki hodowane w systemach sekwencyjnym i jednoetapowym, które osiągnęły stadium 

blastocysty 5 dpc, zostały zanalizowane pod kątem całkowitej liczby komórek (Wykres 10) oraz liczby 

komórek wykazujących obecność białek charakterystycznych dla pierwszych linii komórkowych: CDX2 

– TE (Wykres 11), SOX2 – EPI (Wykres 12), SOX17 – PrE (Wykres 13). Grupy kontrolne dla zarodków 

hodowanych w pożywkach sekwencyjnych stanowiły zarodki hodowane w pożywce RDH 

suplementowanej 0,3% BSA (kontrola SEK+) lub bez dodatku białkowego (kontrola SEK) z odnowieniem 

pożywki. Odnowienie pożywki, to znaczy przeniesienie zarodków do świeżej kropli pożywki RDH, 

następowało po 48 hpc, czyli w tym samym czasie kiedy przenoszono zarodki z jednej pożywki 

sekwencyjnej do drugiej. Dzięki temu zarodki w grupach kontrolnych, podobnie jak zarodki z grup 

doświadczalnych narażone były przy wyjęciu z inkubatora na chwilowe zmiany warunków 

fizykochemicznych otoczenia (temperatury, pH, stężenia CO2) oraz na wpływ światła. Grupy kontrolne 

dla zarodków hodowanych w pożywkach jednoetapowych stanowiły zarodki hodowane w pożywce 

RDH z 0,3% BSA (kontrola JE+) lub bez dodatku białkowego (kontrola SEK). Blastocysty 5 dpc uzyskane 

w hodowli in vitro w systemie sekwencyjnym bez dodatków białkowych osiągały średnio 120 komórek 

w grupie kontrolnej, 95 komórek w grupie G1G2 i 110 komórek w grupie QASM (Wykres 10).. W 

hodowli w pożywkach sekwencyjnych z dodatkiem białkowym blastocysty osiągały średnio 110 

komórek w grupie kontrola SEK+, 110 komórek w grupie G1G2+, 98 komórek w grupie QASM+ oraz 

126 komórek w grupie ORIGIO+ (Wykres 10). W przypadku pożywek sekwencyjnych nie obserwowano 

jednoznacznego, pozytywnego wpływu dodatku białkowego na liczbę komórek zarodka. W przypadku 

pożywki G1/G2 stwierdzono zwiększenia liczby komórek w wariancie pożywki z dodatkiem białkowym, 
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jednak wynik nie jest istotny statystycznie (p<0,1) (Wykres 10). W pożywce QASM oraz kontroli 

zaobserwowano zmniejszenie liczby komórek zarodka w wariancie z dodatkiem białkowym, jednak 

wynik ten również nie jest istotny statystycznie (Wykres 10). Blastocysty 5 dpc otrzymane w hodowli 

w systemie jednoetapowym bez dodatków białkowych osiągały średnio 110 komórek w grupie 

kontrolnej oraz 91 komórek w grupie Global. W grupach z dodatkiem białkowym, blastocysty osiągały 

średnio 111 komórek w grupie kontrola JE+, 85 komórek w grupie Global+ oraz 118 w grupie SAGE-1+ 

(Wykres 10). W grupie Global, dodatek białkowy istotnie wpłynął na zmniejszenie się liczby komórek 

w zarodku (p<0,001) (Wykres 10).  

Analiza zarodków hodowanych w pożywkach sekwencyjnych wykazała, że w przypadku 

markera trofektodermy – CDX2, największa liczba komórek CDX2+ występuje w zarodkach z grupy 

kontrolnej z dodatkiem białkowym (18, SE=3) (Wykres 11). W przypadku wszystkich badanych pożywek 

komercyjnych sekwencyjnych najwięcej komórek CDX2+ wykazują zarodki hodowane w pożywce 

sekwencyjnej ORIGIO+(6, SE=1). Zauważono także, że zarodki hodowane w pożywkach komercyjnych 

w systemie sekwencyjnym z dodatkiem białkowym posiadały istotnie więcej komórek CDX2+ niż w 

wariantach bez dodatku białkowego (dla G1G2: p<0,01; dla QASM: p<0,05) (Wykres 11).  

Wykres 10. Średnia liczba komórek w zarodkach hodowanych w dwóch typach systemów hodowli: sekwencyjnym i 
jednoetapowym. Dla pożywek sekwencyjnych kontrolą była hodowla zarodków w pożywce RDH z odnowieniem pożywki po 
osiągnięciu przez zarodki stadium kompakcji tj. 48 hpc. Dla pożywek jednoetapowych kontrolą była hodowla ciągła w 
pożywce RDH. „+” oznacza pożywkę suplementowaną komponentem białkowym: BSA (kontrola SEK+, kontrola JE+ QASM+, 
Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-value: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; . - p < 0,1 
(test Kruskala-Wallisa) 
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W grupie pożywek jednoetapowych największą liczbę komórek CDX2+ stwierdzono w 

zarodkach z grupy kontrolnej z dodatkiem białkowym (13, SE=1). Zauważono także, że w grupie kontrolnej 

dodatek białkowy istotnie zwiększył liczbę komórek CDX2+, w porównaniu z hodowlą bez dodatku 

(p<0,001). Hodowla w pożywce Global dała efekt odwrotny. Suplementacja pożywki Global dodatkiem 

białkowym istotnie wpłynęła na zmniejszenie liczby komórek CDX2+ w hodowanych zarodkach 

(p<0,001) (Wykres 11).  

Wykres 11. Średnia liczba komórek SOX2 w zarodkach hodowanych w dwóch typach systemów hodowli: sekwencyjnym i 
jednoetapowym. Dla pożywek sekwencyjnych kontrolą była hodowla zarodków w pożywce RDH z odnowieniem pożywki po 
osiągnięciu przez zarodki stadium kompakcji tj. 48 hpc (kontrola SEK). Dla pożywek jednoetapowych kontrolą była hodowla 
ciągła w pożywce RDH (kontrola JE). „+” oznacza pożywkę suplementowaną komponentem białkowym: BSA (kontrola SEK+, 
kontrola JE+, QASM+, Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartość: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 
0,01;* - p < 0,05; . - p < 0,1 (test Kruskala-Wallisa). 

 

Wykres 12. Średnia liczba komórek CDX2 w zarodkach hodowanych w dwóch typach systemów hodowli: sekwencyjnymi i 
jednoetapowym. Dla pożywek sekwencyjnych kontrolą była hodowla zarodków w pożywce RDH z odnowieniem pożywki po 
osiągnięciu przez zarodki stadium kompaktnej moruli – 48 hpc. Dla pożywek jednoetapowych kontrolą była hodowla ciągła 
w pożywce RDH. „+” oznacza pożywkę suplementowaną komponentem białkowym: BSA (kontrola SEK+, kontrola JE+, 
QASM+, Global+) lub HSA (G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartość: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; 
. - p < 0,1 (test Kruskala-Wallisa). 
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Analizując zróżnicowanie zarodków w kierunku linii epiblastu wykazano, że w pożywkach 

sekwencyjnych najwięcej komórek SOX2+ było w zarodkach hodowanych w pożywce kontrolnej bez 

dodatku białkowego (22, SE=3) (Wykres 12). Biorąc pod uwagę jedynie pożywki komercyjne 

sekwencyjne, największą liczbę komórek SOX2+ uzyskano w hodowli w pożywce ORIGIO+ (17, SE=1) 

(Wykres 12). Ponadto zarodki hodowane do stadium 5 dpc w pożywkach sekwencyjnych bez dodatków 

białkowych mają większą liczbę komórek epiblastu niż zarodki hodowane w wariantach tych samych 

pożywek sekwencyjnych z dodatkiem białkowym. W przypadku grupy kontrolnej SEK oraz G1G2 wynik 

ten jest istotny statystycznie (dla kontroli: p<0,01; dla G1G2: p<0,05).  

W pożywkach jednoetapowych największą liczbę komórek epiblastu uzyskano hodując zarodki 

w pożywce kontrolnej bez dodatku białkowego (17, SE=2) a biorąc pod uwagę jedynie pożywki 

komercyjne jednoetapowe najwięcej komórek SOX2+ uzyskano hodując zarodki w pożywce Global bez 

dodatku białkowego (15, SE=1) (Wykres 12). Zauważono także, że dodanie do pożywki Global dodatku 

białkowego istotnie zmniejsza liczbę komórek SOX2+ w porównaniu z tą samą pożywką bez dodatku 

(p<0,01).  

Analizując różnicowanie komórek zarodka w kierunku endodermy pierwotnej wykazano, że 

grupie pożywek sekwencyjnych najwięcej komórek SOX17+ uzyskano w pożywce kontrolnej bez 

dodatku białkowego – kontrola SEK (12, SE=3). Biorąc pod uwagę jedynie pożywki, komercyjne 

sekwencyjne, największą liczbę komórek SOX17+ uzyskano hodując zarodki w pożywce G1G2+ (6, 

SE=1) (Wykres 13). Ponadto stwierdzono istotnie mniej komórek SOX17+ w wariancie pożywki z 

dodatkiem białkowym w porównaniu z pożywką bez dodatku białkowego (kontrola i QASM: p<0,01).  

Wykres 13. Średnia liczba komórek SOX17 w zarodkach hodowanych w dwóch typach systemów hodowli: sekwencyjnym i 
jednoetapowym. Dla pożywek sekwencyjnych kontrolą była hodowla zarodków w pożywce RDH z odnowieniem pożywki po 
osiągnięciu przez zarodki stadium kompakcji tj. 48 hpc. Dla pożywek jednoetapowych kontrolą była hodowla ciągła w 
pożywce RDH. „+” oznacza pożywkę suplementowaną komponentem białkowym: BSA (kontrola+, QASM+, Global+) lub HSA 
(G1G2+, ORIGIO+, SAGE-1+). p-wartość: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; . - p < 0,1 (test Kruskala-
Wallisa). 
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Zarodki hodowane w pożywkach jednoetapowych, posiadały największą liczbę komórek 

endodermy pierwotnej w pożywce kontrolnej bez dodatku białkowego (19 SE=3) a biorąc pod uwagę 

jedynie pożywki komercyjne jednoetapowe najwięcej komórek SOX17+ uzyskaliśmy w hodowli w 

pożywce Global bez dodatku białkowego (15, SE=1) (Wykres 13). Zauważono także, że w hodowla w 

pożywce kontrolnej oraz pożywce Global istotnie zmniejsza liczbę komórek PrE.Zarodki hodowane w 

komercyjnych pożywkach sekwencyjnych i jednoetapowych wykazywały większy udział komórek 

niezróżnicowanych w stosunku do kontroli (w pożywkach sekwencyjnych G1G2 (79 vs. 60), G1G2+ (82 

vs 74), QASM (80 vs.60), QASM+ (88 vs. 74) i ORIGIO+ (77 vs. 74); w pożywkach jednoetapowych: 

Global (79 vs. 69), Global+ (91 vs. 71), SAGE-1 (89 vs. 71)) (Wykres 14). Zauważono, że zarodki w 

stadium 5 dpc hodowane in vitro niezależnie od użytego systemu i pożywki wykazywały obecność 

komórek SOX2+, natomiast w niektórych z pożywek zarodki, mimo że morfologicznie osiągały w 

stadium blastocysty, nie wykazywały obecności komórek CDX2+ (pożywka G1G2, pożywka Global+) 

i/lub komórek SOX1+ (pożywka Global+, pożywka QASM+) (Wykres 14). 

Hodowla zarodków królika zarówno w komercyjnych pożywkach sekwencyjnych, jak i 

jednoetapowych (z dodatkiem białkowym, jak i bez dodatku) nie zwiększa liczby komórek 

pierwszych linii komórkowych w porównaniu z hodowlą zarodków w pożywce kontrolnej RDH 

(kontrola JE/JE+) lub RDH z odnowieniem (kontrola SEK/SEK+). Hodowla zarodków króliczych w 

pożywce Global+ i G1G2 negatywnie wpływa na różnicowanie komórek TE. Natomiast hodowla w 

pożywce QASM+ i Global+ negatywnie wpływa na różnicowanie komórek PrE. Największą liczbę 

komórek zróżnicowanych na wszystkie trzy pierwsze linie komórkowe wykazywały zarodki 

hodowane w pożywce RDH bez dodatku białkowego z odnowieniem (kontrola SEK).  

 

Wykres 14. Udział procentowy komórek niezróżnicowanych (kolor szary) i zróżnicowanych na trzy pierwsze linie 
komórkowe: TE-CDX2 (kolor zielony), EPI-SOX2 (kolor biały), PrE-SOX17 (kolor czerwony) w zarodkach hodowanych w 
dwóch systemach hodowlanych: sekwencyjnym i jednoetapowym.  

% CDX2-/SOX2-/SOX17- 

% CDX2+ 

% SOX2+ 

% SOX17+ 

Grupy doświadczalne 
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Zarodki królicze, w stadium blastocysty E5.0 rozwijające się in vivo zbudowane są z minimum 

2048 komórek. W stadium E5.0, każda z komórek blastocysty wykazuje przynależność do linii 

komórkowej epiblastu, endodermy pierwotnej lub trofektodermy (Rycina 1 i 2). W zarodkach E5.0 

komórki trofektodermy wykazują obecność czynnika transkrypcyjnego CDX2 i nie obserwujemy w 

warstwie TE, komórek niezróżnicowanych. W zarodkach E5.0 endoderma pierwotna tworzy warstwę 

komórek SOX17+h pod warstwą TE (Rycina 1 i 2, E), natomiast epiblast stanowi grupa komórek SOX2+, 

na jednym z biegunów blastocysty (Rycina 2, E). 

W przypadku hodowli w zarodków królika do stadium blastocysty 5 dpc w pożywkach 

komercyjnych, zarówno sekwencyjnych, jak i jednoetapowych nie obserwujemy podobnego wzoru 

zróżnicowania co in vivo. Najmniej komórek zróżnicowanych uzyskano w hodowli w pożywce Global+. 

Zarodki królicze hodowane w pożywce Global+, mimo osiągniecia stadium blastocysty, w znacznej 

większości nie wykazywały obecności markerów linii komórkowych: TE i PrE (Rycina 6, B, D). Jedynym 

markerem obecnym w zarodkach po hodowli w pożywce Global+ był SOX2 (Rycina 6, C).  

W pożywkach sekwencyjnych G1G2+, QASM, ORIGIO+ oraz w pożywce jednoetapowej Global, 

zarodki królicze wykazywały obecność wszystkich trzech linii komórkowych, chociaż wciąż występują 

komórki niewykazujące obecności markerów TE, EPI i PrE (Rycina 7, B, C, D). 

Rycina 6. Różnicowanie komórek w blastocyście króliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pożywce jednoetapowej 
Global+. Użyte markery linii komórkowych TE–CDX2 (B), EPI–SOX2 (C), PrE–SOX17 (D), jądra komórkowe – barwnik Hoechst 
(A) 
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Rycina 7. Różnicowanie komórek w blastocyście króliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pożywce sekwencyjnej 
ORIGIO+. Użyte markery linii komórkowych TE–CDX2 (B), EPI–SOX2 (C), PrE–SOX17 (D), jądra komórkowe – barwnik Hoechst 
(A). 

6.5 Współhodowla przedimplantacyjnych zarodków króliczych z pęcherzykami z króliczych 

komórek nabłonkowych jajowodu (ROEC) 

Współhodowla zarodków ssaków z komórkami somatycznymi jest jedną ze stosowanych 

obecnie technik mających poprawić jakość zarodków w hodowli in vitro. Zastosowanie współhodowli, 

teoretycznie ma przybliżyć warunki rozwoju, z którymi zarodek styka się w rozwoju in vivo, ponieważ 

komórki somatyczne parakrynnie wydzielają do pożywki hodowlanej czynniki wzrostu i substancje 

odżywcze. Rozwój przedimplantacyjnych zarodków królika z zastosowaniem technik współhodowli był 

wcześniej badany jednak uzyskane wyniki nie pozwalają na jednoznaczne potwierdzenie korzyści 

płynących z zastosowania współhodowli 10,11 

Fragmenty tkanek jajowodu królika, w pożywce kontrolnej RDH, zachowywały żywotność, a ze 

względu na ciągły ruch rzęsek komórek urzęsionych ROEC, pęcherzyki stale przemieszczały się w kropli 

pożywki, poruszając również zarodki.  

Pęcherzyki ROEC w hodowli zachowały epitelialną morfologię nabłonka jajowodu. Oznacza to, 

że posiadały one komórki wyposażone w rzęski (α-tubulina /kolor czerwony/) skierowane na zewnątrz 

pęcherzyka oraz białka cytoszkieletu: F-aktynę /kolor zielony/ usytuowaną pod błoną komórkową oraz 

β-kateninę /kolor fioletowy/ usytuowaną głownie w powierzchniach bocznych, stykających się ze sobą 

komórek. Zostało to potwierdzone za pomocą immunofluorescencji pośredniej (Rycina 8). 
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Rycina 8. Morfologia ROEC. Rzęski (α–tubulina–kolor czerwony), cytoszkielet (β–katenina–kolor fioletowy, f–aktyna–kolor 
zielony), jądra komórkowe (kolor niebieski). Fragment pęcherzyka ROEC z projekcji 3D zaznaczony przerywanymi liniami jest 
przedstawony w projekcjach 2D. Zdjęcia z mikroskopu konfokalnego. 

W grupie hodowanej w obecności pęcherzyków z ROEC, 83% zarodków osiągnęło stadium 

blastocysty (Wykres 15, A, kolumny zakreskowane, kolor niebieski) w tym 19% z wykluło się (Wykres 

15, A, kolumny zakreskowane, kolor różowy). W grupie kontrolnej 81% zarodków osiągnęło stadium 

blastocysty (Wykres 15, A, kolumny niezakreskowane, kolor niebieski) czego 39% wykluło się (Wykres 

15, A, kolumny niezakreskowane, kolor różowy). Zarodki z obu grup, które osiągnęły stadium 

blastocysty wykazywały taką samą średnią liczbę komórek (106 vs. 106) (Wykres 15, B). W grupie ROEC, 

w porównaniu z grupą kontrolną, brak wyraźnych różnic w liczbie zarodków osiągających stadium 

blastocysty (Wykres 15, A) oraz całkowitej liczbie komórek, (Wykres 15, B). Jednak hodowla zarodków 

króliczych z pęcherzykami ROEC znacząco wpływa na różnicowanie pierwszych linii komórkowych. 

Zarodki z grupy ROEC wykazywały średnio znacznie więcej komórek niezróżnicowanych w porównaniu 

z zarodkami z grupy kontrolnej (97% vs 70%) (Wykres 16, D). Porównując liczbę komórek wykazujących 

obecność markerów linii komórkowych: trofektodermy (CDX2) (Wykres 16, A), epiblastu (SOX2) 

(Wykres 16, B) oraz endodermy pierwotnej (SOX17) (Wykres 16, C) zauważono, że zarodki hodowane 
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w obecności pęcherzyków z ROEC, wykazują znacznie mniejszą liczbę komórek charakteryzującą się 

markerami dla tych linii: kolejno 4 vs. 13; 2 vs. 6; 2 vs. 16, w porównaniu z grupa kontrolną. Różnice w 

liczbie komórek niezróżnicowanych oraz zróżnicowanych w epiblast oraz trofektodermę są istotne 

statystycznie (dla l. kom. niezróżnicowanych: p<0,005; dla EPI: p<0,01; dla TE: p<0,001).  

  

A B 

Wykres 15 (A) Odsetek zarodków, które osiągnęły stadium blastocysty (kolor błękitny) w tym procent zarodków, które 
wykluły się (kolor różowy). (B) Średnia liczba komórek w blastocystach z grupy doświadczalnej i kontrolnej. Grupa 
doświadczalna (ROEC) – kolumny zakreskowane, grupa kontrolna (zarodki hodowane pożywce kontrolnej) – kolumny 
niezakreskowane  

A B 

C D 

Wykres 16 Średnia liczba komórek TE - CDX2+ (A), EPI - SOX2+ (B), PrE– SOX17+ (C) oraz komórek niezróżnicowanych 
(D) w zarodkach grupy kontrolnej (niezakreskowane kolumny) oraz grupy hodowanej z pęcherzykami ROEC 
(zakreskowane kolumny); p-wartość: **** - p < 0,001; *** - p < 0,005; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; . - p < 0,1 
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Przykładowe zdjęcia zarodków, z grupy ROEC i kontrolnej, uzyskane z mikroskopu konfokalnego, 

przedstawiające zróżnicowanie komórek zarodków na poszczególne linie komórkowe: epiblast – SOX2, 

endodermę pierwotną – SOX17 oraz trofektodermę – CDX2, zostały przedstawione na rycinie 9 i 10. 

Rycina 9. Różnicowanie komórek w blastocyście króliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli z ROEC. Użyte markery linii 
komórkowych TE–CDX2 (B), EPI–SOX2 (C), PrE–SOX17 (D), jądra komórkowe – barwnik Hoechst (A). 

 

Rycina10. Różnicowanie komórek w blastocyście króliczej stadium 5 dpc, uzyskanych z hodowli w pożywce kontrolnej – RDH. 
Użyte markery linii komórkowych TE–CDX2 (B), EPI–SOX2 (C), PrE–SOX17 (D), jądra komórkowe – barwnik Hoechst (A). 
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Hodowla przedimplantacyjnych zarodków królika z pęcherzykami z komórek nabłonka jajowodu 

królika (ROEC) nie wpływa na liczbę uzyskanych blastocyst oraz całkowitą liczbę komórek zarodków, 

natomiast znacząco zmniejsza liczbę komórek CDX2 i SOX2 w porównaniu z hodowlą w pożywce bez 

ROEC. 
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7. Dyskusja 

Wiedza na temat przedimplantacyjnego rozwoju zarodkowego pochodzi w dużej mierze z 

wdrażanych technik hodowli zarodków in vitro. Obecnie techniki IVC są wykorzystywane powszechnie 

m.in. w klinikach wspomaganego rozrodu ludzkiego oraz w produkcji zwierzęcej. Hodowla zarodków 

in vitro jest także szczególnie ważnym narzędziem w badaniach z zakresu embriologii 

eksperymentalnej. Modelem zwierzęcym, na którym w większości oparta jest wiedza na temat rozwoju 

zarodkowego i powstawania pierwszych linii komórkowych w zarodkach ssaków jest mysz (Mus 

musculus). Jednak rozwój zarodkowy gryzoni, różni się pod wieloma względami od rozwoju innych 

ssaków, w tym również człowieka. Modelem, który wydaje się łączyć aspekty praktyczne uzyskiwania 

zarodków z cechami rozwoju zarodkowego podobnymi do innych ssaków (w tym naczelnych), jest 

królik (Oryctolagus cuniculus) 12–18. Królik, uznawany niegdyś za klasyczny model w embriologii ssaków, 

nie jest obecnie wykorzystywany na szerszą skalę w badaniach rozwoju zarodkowego, w tym 

różnicowania pierwszych linii komórkowych.  

Celem przedstawionych w tej pracy badań było poznanie jak warunki hodowli in vitro wpływają 

na naturalny przebieg rozwoju przedimplantacyjnych zarodków królika a szczególnie na różnicowanie 

pierwszych linii komórkowych. Odpowiedź na pytanie, które z zastosowanych w badaniach warunków 

hodowli in vitro umożliwiają uzyskanie zarodków najbardziej podobnych morfologicznie i molekularnie 

do zarodków in vivo, może pomóc w określeniu wymagań przedimplantacyjnych zarodków królika w 

warunkach hodowli in vitro. Ponadto poprzez użycie inhibitorów szlaków metabolicznych zbadano 

aktywność metaboliczną zarodków królika hodowanych in vitro na poszczególnych stadiach rozwoju. 

Badania te pozwoliły na określenie wymagań metabolicznych w przedimplantacyjnych zarodkach 

królika. 

7.1 Aktywność metaboliczna w rozwijających się in vitro zarodkach królika 

Zarodki królika podobnie jak innych ssaków charakteryzują się znacznymi zdolnościami 

adaptacyjnymi do różnych warunków hodowli in vitro. Dzięki tym zdolnościom zarodek jest w stanie 

przeżyć w szerokim spektrum pH, stężenia tlenu czy pożywek hodowlanych. Adaptacja i plastyczność 

zarodków w dużym stopniu wynikają z procesów metabolicznych związanych z rozwojem. Reakcje 

chemiczne, składające się na metabolizm, połączone są w szlaki lub łańcuchy i zachodzą w odrębnych 

miejscach w komórce. Jednak mimo przestrzennego rozlokowania, szlaki metaboliczne są ze sobą 

wzajemnie związane, gdyż produkty jednego szlaku są/mogą być substratem w kolejnym. Dzięki temu 

tworzona jest skomplikowana sieć oddziaływań, w której utrzymanie równowagi pomiędzy rozpadem 

oraz produkcją związków zapewnia prawidłowe funkcjonowanie komórek. Zachwianie tej równowagi 

może doprowadzić do śmierci komórek i obumarcia zarodka.  
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W drogach rodnych oraz w hodowli in vitro zarodek ma kontakt z egzogennymi substratami 

metabolicznymi takimi jak węglowodany, aminokwasy czy kwasy tłuszczowe, które dzięki aktywności 

odpowiednich ścieżek metabolicznych mogą zostać przemienione w energię oraz substancje niezbędne 

dla rozwoju zarodka. Ustalenie, które szlaki metaboliczne działają na danym etapie rozwoju oraz jaki 

jest ich wpływ na zarodek jest jednym z kluczowych aspektów zrozumienia rozwoju zarodkowego.  

Wiele badań na zarodkach ssaczych 19–23, w tym na zarodkach króliczych 2,24,25 wskazuje na to, że 

metabolizm komórek zarodka zmienia się w czasie rozwoju przedimplantacyjnego. W początkowych 

etapach rozwoju do produkcji energii oraz substratów komórkowych, zarodki wykorzystują oddychanie 

tlenowe w szlaku fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS), na który składa się cykl Krebsa i łańcuch 

oddechowy. Natomiast na etapie rozwoju blastocysty, gdzie po raz pierwszy dochodzi do 

wyodrębnienia się dwóch typów linii: TE i ICM, zarodki wykorzystują oprócz OXPHOS także glikolizę. 

Jednak nie tylko szlaki prowadzące do powstania energii użytecznej metabolicznie odgrywają rolę w 

metabolizmie komórkowym. Równie istotne są przemiany substratów w szlaku pentozofosforanowym 

(PPP) prowadzące do powstania równoważnika redukcyjnego w postaci NADPH oraz substratów do 

produkcji nukleotydów 26–28. Obecnie dużą uwagę poświęca się badaniom dotyczącym przemian 

kwasów tłuszczowych w zarodkach w szlaku β-oksydacyjnym 29–31. Funkcją tego szlaku jest produkcja 

FADH2 i NADH, a także acetylo-CoA, substratu niezbędnego do produkcji ATP w OXPHOS 32. 

Aktywność glikolizy i OXPHOS 

Kluczowymi substratami energetycznymi zasilającymi szlaki metaboliczne są węglowodany i 

ich pochodne: pirogronian czy mleczan 33. W początkowych etapach rozwoju zarodkowego, jak 

zademonstrowano na zarodkach płazów 34 oraz potwierdzono na zarodkach ssaków 35, energia 

niezbędna do rozwoju komórek zarodka pozyskiwana jest poprzez szlak fosforylacji oksydacyjnej 

(OXPHOS). Zarodki na etapie bruzdkowania mają niewielkie potrzeby energetyczne praktycznie w 

całości zaspokajane przez niską aktywność OXPHOS 36,37. Od stadium moruli (~72 hpc) zarodek zaczyna 

wykorzystywać glukozę obecną w płynie macicznym lub w pożywkach, za pomocą szlaku glikolizy 35. 

Oznacza to, że na etapie blastocysty zarodek pozyskuje energię oraz substraty do pozostałych szlaków 

metabolicznych wykorzystując zarówno OXPHOS jak i glikolizę. Wynika to z faktu, że na etapie moruli 

zaczynają się wyodrębniać komórki prekursorowe dwóch linii komórkowych: TE oraz ICM. Linie te 

cechują się różnymi wymaganiami metabolicznymi 22,38,39. ICM oraz komórki pochodzące z ICM, jakimi 

są zarodkowe komórki macierzyste (ESc), mają duży potencjał proliferacyjny, w związku z czym 

korzystają głównie z glikolizy. Wysoka aktywność glikolizy nie wytwarza znacznych ilości ATP (w 

porównaniu z OXPHOS) ale zapewnia komórkom ICM substraty budulcowe dla białek, tłuszczów i 

kwasów nukleinowych 40,41. Natomiast komórki TE wymagają produkcji dużej ilości ATP ze względu na 

aktywność obecnych w błonach komórek TE, pomp Na+/K+ zależnych od ATP. Działanie tych pomp 
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umożliwia komórkom TE utworzenie i podtrzymanie napięcia jamy blastocysty. Zatem w komórkach 

TE aktywna jest ścieżka OXPHOS zapewniająca produkcję dużych ilości ATP (w porównaniu z glikolizą) 

42–45. Różnicowanie komórek na TE i ICM wiąże się także z wzrastającym zapotrzebowaniem na tlen jak 

pokazały badania na zarodkach mysich, ludzkich i bydlęcych 46–48. . 

 Jak wynika z badań wykonanych w latach 70-tych XX w. w przedimplantacyjnych zarodkach 

królika, podobnie jak u innych gatunkach ssaków 22,49,50, OXPHOS wydaje się być dominującym szlakiem 

pozyskiwania energii na etapie bruzdkowania, natomiast na etapie blastocysty dominuje glikoliza 2. 

Zatem mimo, że aktywność metaboliczna OXPHOS oraz glikolizy w zarodkach króliczych była już 

wcześniej badana 2, w niniejszej pracy postanowiono porównać działanie kilku inhibitorów dla obu tych 

szlaków. Użyte inhibitory wykazują hamujące działanie na konkretny szlak, jednak oddziałują na różne 

jego etapy. Dodatkowym celem badań było sprawdzenie czy standardowa pożywka do hodowli 

zarodków królika – RDH, wpłynie na aktywność inhibitorów danego szlaku. Jak wykazują badania, 

niektóre substraty energetyczne obecne w pożywkach (np. glukoza czy aminokwasy) wpływają na 

aktywność metaboliczną zarodków, dzięki czemu do pewnego stopnia mogą one dostosować swój 

metabolizm, by niwelować skutki działania niekorzystnych warunków panujących w środowisku, w tym 

niwelować działanie inhibitorów 51–53. 

Aktywność OXPHOS w trakcie przedimplantacyjnego rozwoju zarodków królika badano przy 

użyciu trzech inhibitorów tego szlaku: (1) antymycyny A (ANTY-A), (2) 2,4-dinitrofenolu (2,4-DNF) oraz 

(3) IACS-010759 (IACS).  

Wyniki badania opisane w niniejszej pracy wykazały, że zablokowanie OXPHOS przez ANTY-A 

oraz 2,4-DNF w stadium zygoty skutkuje obumarciem króliczych zarodków w stadium 2- i 4-

komórkowym co potwierdza tezę, że OXPHOS jest kluczowym szlakiem w początkowych stadiach 

rozwoju. Natomiast, zablokowanie OXPHOS na późniejszym etapie rozwoju zarodków króliczych (od 

stadium moruli) przez 2,4-DNF, w przeciwieństwie do ANTY-A, nie powoduje obumarcia zarodków 

króliczych a jedynie obniża odsetek zarodków osiągających stadium blastocysty. Na podstawie 

uzyskanych wyników można sugerować, że zmniejszenie produkcji ATP wywołane przez 2,4-DNF tylko 

częściowo wpływa na rozwój późnych zarodków królika. Zatem może to potwierdzać fakt, że szlak 

OXPHOS w zarodku, w którym zachodzi kawitacja nie pełni już tak istotnej roli, jak na wczesnych 

etapach rozwoju. Inną przyczyną dla której 2,4-DNF nie spowodowało obumarcia zarodków króliczych 

od stadium moruli może być fakt, że inhibitor ten poprzez zmniejszenie produkcji ATP, może zmniejszać 

tym samym stres oksydacyjny w komórkach. Antyoksydacyjny wpływ 2,4-DNF potwierdziły badania z 

wykorzystaniem blastocyst bydlęcych 54. Na uzyskanie 57% zarodków osiągających stadium blastocysty 

w hodowli z inhibitorem 2,4-DNF od stadium moruli, mogła również wpłynąć obecność w pożywce 

rozpuszczalnika 2,4-DNF – metanolu. Ze względu na zbyt małą ilość materiału doświadczalnego 

przeprowadzono jedynie hodowlę kontrolą (RDH + metanol) dla zarodków od stadium zygoty. Nie 
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przeprowadzono hodowli kontrolnej dla zarodków hodowanych od stadium moruli. Wynikiem hodowli 

kontrolnej od zygoty było uzyskanie 60% zarodków osiągających stadium blastocysty. Zatem 

interpretacja wyniku tego doświadczenia nie jest możliwa, jednak nie należy wykluczać potencjalnego 

wpływu metanolu na rozwój króliczych zarodków.  

Hodowla zarodków króliczych od stadium zygoty i moruli w pożywce z inhibitorem kompleksu 

I – IACS powodowała, że część zarodków osiągała stadium blastocysty. Przy czym zarodki, które nie 

osiągnęły stadium blastocysty przestawały się rozwijać stopniowo, na wszystkich ocenianych etapach 

rozwoju (w stadium 2-/4-komórkowym, stadium kompakcji, moruli i w czasie kawitacji). Może to 

oznaczać, że IACS w zarodkach króliczych jedynie częściowo hamuje aktywność OXPHOS. Podobny 

wynik działania IACS uzyskano w badaniach komórek nowotworowych białaczki limfocytowej (CLL), 

gdzie wykazano, że IACS jedynie zmniejsza aktywność OXPHOS i nie powoduje śmierci wszystkich 

komórek 55. Komórki CLL wykazywały przy tym znaczną aktywność glikolizy, jako mechanizmu 

kompensującego obniżenie aktywności OXPHOS.  

Wpływ aktywności glikolizy na rozwój przedimplantacyjnych zarodków królika badano przy 

użyciu dwóch inhibitorów tego szlaku: 2-deoksyglukozy (DDGLU) i kwasu 3-bromopirogronianowego 

(3-BP). Wyniki niniejszej pracy potwierdzają, że zablokowanie glikolizy w zarodkach królika od stadium 

zygoty nie wpływa na ich rozwój do stadium moruli. Jak wykazały badania na zarodkach króliczych, od 

stadium moruli wzrasta aktywność glikolizy 2, co może potwierdzać, że użycie inhibitorów glikolizy w 

hodowli zmniejszyło odsetek zarodków przechodzących proces kawitacji i osiągających stadium 

blastocysty, w porównaniu z kontrolą. Jednak mimo użytych inhibitorów glikolizy ponad 50% zarodków 

osiągała stadium blastocysty, co może być spowodowane składem pożywki hodowlanej RDH. Jak 

wynika z innych badań z wykorzystaniem DDGLU na zarodkach króliczych, hamujący wpływ inhibitora 

można zniwelować, dodając do pożywki glukozę 2. Użyta w niniejszych badaniach pożywka RDH 

zawiera znaczne ilości glukozy (14,07 mmoli), co może tłumaczyć uzyskane wyniki. Dodatkowo 

uzyskane wyniki mogą świadczyć o tym, że glikoliza jest aktywna w komórkach, jednak nie jest jedyną 

ścieżką pozyskiwania energii. Jak wykazały badania, na etapie kawitacji i tworzenia blastocysty aktywna 

jest nadal ścieżka OXPHOS 56 a także szlak β-oksydacyjny 29,57. Być może w zarodkach króliczych istnieje 

mechanizm kompensacji, dzięki któremu mimo zahamowania aktywności glikolizy, w zarodku możliwe 

jest tworzenie substratów koniecznych dla rozwoju za pomocą innych ścieżek metabolicznych. 

Aktywność szlaku pentozofosforanowego (PPP) 

Rola aktywności szlaku pentozofosforanowego w zarodkach ssaczych nie jest do końca 

poznana. Wzmożoną aktywność PPP obserwuje się w zarodkach świńskich w stadium zygoty oraz w 

stadium 2-komórkowym 58, w zarodkach owczych od stadium 2- do 16-komórkowego 26, natomiast w 

zarodkach bydlęcych w stadium 6-komórkowym 59. Uważa się również, że w zarodkach bydlęcych PPP 
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odgrywa szczególną rolę w przemianach glukozy do stadium 16-komórkowego, na którym zaczyna 

wzrastać aktywność glikolizy. W zarodkach mysich wzmożona aktywność szlaku PPP obserwowana jest 

w stadium 2-komórkowym i w stadium moruli 60. Związane jest to prawdopodobnie z tym, że od 

stadium moruli wzrasta tempo proliferacji komórek i zapotrzebowanie na tlen, zatem konieczna jest 

wzmożona produkcja kwasów nukleinowych oraz, aby zachować równowagę oksydacyjno-redukcyjną, 

wzrasta również zapotrzebowanie na NADPH. Ostatnio stwierdzono, że w zarodkach mysich aktywność 

PPP jest niezbędna do zajścia kawitacji i rozwoju blastocysty 7. W zarodkach króliczych aktywność 

szlaku pentozofosforanowego nie była do tej pory badana, stwierdzono natomiast obecność 

metabolitów PPP w stadium blastocysty 61. W niniejszej pracy inhibicję szlaku pentozofosforanowego 

uzyskano za pomocą dwóch inhibitorów: 6-aminonikotynamidu (6-AN) oraz diphenyleneiodonium 

(DPI).  

W niniejszej pracy zaobserwowano, że inhibicja szlaku PPP w zarodkach królika za pomocą DPI 

doprowadziła do ich obumarcia, niezależnie czy hodowla prowadzona była od stadium zygoty czy 

stadium moruli. Natomiast hamując aktywność PPP poprzez 6-AN stwierdzono, że zarodki królika 

hodowane od zygoty rozwinęły się do stadium blastocysty. Podobny wpływ DPI i 6-AN na PPP uzyskano 

hodując oocyty i zarodki świńskie 62. DPI w szlaku pentozofosforanowym blokuje powstawanie NADP+ 

z NADPH 3. Działanie tego inhibitora na PPP może zaburzać rozwój komórek zarodka na kilku 

płaszczyznach. Po pierwsze, DPI może wpływać bezpośrednio na PPP przez zablokowanie produkcji 

NADP. W PPP NADP jest substratem dwóch reakcji, w wyniku których powstają 6-fosfoglukono-δ-

lakton oraz rybulozo-5-fosforan. Zablokowanie PPP przez DPI prowadzi w rezultacie do zablokowania 

szlaku i braku produkcji rybulozo-5-fosforanu, który jest substratem do syntezy nukleotydów 

budujących RNA oraz jest prekursorem deoksyrybozy. Po drugie, NADP jest także substratem w 

reakcjach biosyntezy kwasów tłuszczowych a jak dowiedziono na zarodkach myszy, synteza kwasów 

tłuszczowych jest niezbędna dla ich rozwoju 63. Po trzecie, nieodpowiednia proporcja NADPH/NADP 

powoduje zaburzenie balansu oksydacyjno-redukcyjnego w komórkach, indukując tym stres 

oksydacyjny 4,64. Po czwarte, pokazano, że DPI może blokować nie tylko oksydazę NADPH ale też inne 

kofaktory enzymatyczne m.in. dehydrogenazę NADPH, oksydazę ksantynową (XO) lub syntazę tlenku 

azotu (NOS) 65,66, co również może być przyczyną obumarcia komórek zarodków 67–70. Po piąte, 

zablokowanie oksydazy NADPH hamuje wytwarzanie ROS w postaci nadtlenku wodoru (H2O2) i anionu 

ponadtlenkowego (O2
•−) 71,72. W nadmiarze ROS są odpowiedzialne za toksyczne efekty stresu 

oksydacyjnego w komórkach jednak, z drugiej strony, obecność ROS w komórkach jest niezbędna, gdyż 

pełnią one rolę regulatorów ścieżek sygnałowych oraz transkrypcji i ekspresji genów 73,74, zatem 

zablokowanie produkcji ROS również mogło przyczynić się do braku rozwoju zarodków królika w 

obecności inhibitora PPP.  

Wpływ zablokowania szlaku PPP przez inhibitor 6-AN na zarodki nie jest w pełni poznany. W 
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zarodkach mysich wpływa on na oksydacyjną fazę PPP, w której produkowany jest NADPH i rybuluzo-

5-fosforan, prowadząc do akumulacji 6-fosfoglukonianu co w rezultacie skutkuje zatrzymaniem 

rozwoju zarodka w stadium kompaktnej moruli 7. Wyniki niniejszej pracy wskazują natomiast, że 

zarodki królicze są w stanie rozwinąć się do stadium blastocysty w obecności 6-AN w pożywce. Być 

może jest to skutkiem bogatego składu pożywki RDH, zawierającego glukozę oraz antyoksydanty w 

postaci BSA 75, w której hodowane były zarodki, gdyż jak dowiedziono urydyna i/lub antyoksydanty 

mogą odwrócić inhibicję PPP 7. Ponadto 6-AN wpływa jedynie na oksydacyjną fazę PPP. Jak 

dowiedziono, oksydacyjna faza PPP odgrywa mniejszą rolę w rozwoju zarodków niż faza 

nieoksydacyjna, zatem może to oznaczać, że produkcja substratów dla nukleotydów może zachodzić 

mimo inhibicji fazy oksydacyjnej 76,77.  

Powyższe wyniki wskazują, że w rozwoju zarodków królika in vitro szlak pentozofosforanowy 

oraz równowaga oksydacyjno-redukcyjna odgrywają istotną rolę zarówno na etapie bruzdkowania jak 

i blastocysty, jednak niezbędne są dalsze badania w celu zrozumienia wpływu wpływ PPP na rozwój 

zarodków ssaków.  

Aktywność szlaku β-oksydacyjnego 

Większość dotychczasowych badań metabolizmu zarodków królika skupiała się na szlakach 

przemian cukrów w energię w postaci ATP, to jest na OXPHOS i glikolizie 2,24,25, natomiast metabolizm 

kwasów tłuszczowych i wytwarzanie energii w szlaku β-oksydacyjnym (β-OX) nie były badane. 

Podejrzewa się, że zarodki królika, które są zdolne do 3 serii podziałów bruzdkowania in vitro w 

pożywce nie zawierającej egzogennych źródeł energii mają zmagazynowaną pewną ilość endogennych 

kwasów tłuszczowych, mogących służyć jako źródło energii użytecznej metabolicznie 52. Potwierdza to 

fakt, że zarodki królika w hodowli in vitro na etapie bruzdkowania mogą wykorzystywać 

długołańcuchowe (oprócz arachidowego) oraz niektóre krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe jako 

jedyne źródło energii 51. Dodatkowo w trakcie rozwoju okołoimplantacyjnego obserwuje się 

zwiększanie ilości nasyconych kwasów tłuszczowych w blastocystach oraz płynie macicznym 78, co 

może oznaczać, że są one potrzebne zarodkom króliczym w rozwoju.  

W badaniach niniejszej pracy w celu sprawdzenia wpływu aktywności szlaku β-OX na rozwój 

zarodków królika użyto Etomoxiru (ETMOX) 79. Związek ten nieodwracalnie blokuje białko CPT-1 

(karnityno palmitoyltransferazę I) zlokalizowane na zewnętrznej błonie mitochondriów. Inhibicja CPT-

1 powoduje, że wolne kwasy tłuszczowe nie mogą przemieścić się do wnętrza mitochondriów i stać się 

substratami w szlaku β-OX. Szlak ten jest niezwykle istotny kiedy w komórkach wzrasta 

zapotrzebowanie na energię w postaci ATP, gdyż dzięki β-oksydacji kwasów tłuszczowych, możliwie 

jest wytworzenie 2-razy większej liczby cząsteczek ATP niż w wyniku utleniania węglowodanów 

poprzez OXPHOS 80,81. Badania na komórkach nowotworowych wykazały, że inhibicja szlaku β-OX 
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poprzez ETMOX, skutkowała nie tylko obniżeniem ilości produkowanego ATP ale także obniżeniem 

ilości NADPH oraz zredukowanego glutationu, co z kolei powodowało nadprodukcję ROS 82. Oznacza 

to, że szlak ten nie tylko bierze udział w tworzeniu energii ale bierze także udział w redukcji stresu 

oksydacyjnego.  

 Wyniki niniejszej pracy pokazują, że w przedimplantacyjnych zarodkach królika aktywność 

szlaku β-OX może być skorelowana z tworzeniem się jamy blastocysty. Zauważono, że odsetek 

zarodków króliczych rozwijających się w obecności inhibitora β-OX nie zmieniał się od stadium zygoty 

do stadium moruli natomiast od stadium moruli zarodki zatrzymywały się w rozwoju i tylko część z nich 

przeszła proces kawitacji. Podobne wyniki uzyskano w badaniach prowadzonych na zarodkach mysich, 

w których blokowano szlak β-OX (w tym, za pomocą ETMOX) 29,83. Wykazały one, że szlak β-OX jest 

szczególnie istotny w procesie tworzenia jamy blastocysty, gdyż ponad 50% zarodków hodowanych w 

obecności ETMOX nie przechodziło procesu kawitacji. Dodatkowo w przytoczonych badaniach 

zauważono, że część zarodków mysich obumierała w stadium 8-komórkowym 29. Podobnego efektu 

nie zaobserwowano na zarodkach królika w badaniach niniejszej pracy. Zmniejszenie odsetka 

zarodków przechodzących proces kawitacji i osiągających stadium blastocysty, związane z 

blokowaniem szlaku β-OX, może wynikać z niewystarczającej ilości energii produkowanej przez 

komórki. Na etapie kawitacji zwiększona produkcja energii w postaci ATP jest konieczna ze względu na 

działanie w komórkach zewnętrznych zarodka zależnej od ATP pompy Na+/K+ 39. Ponadto komórki TE 

pobierają dużo więcej tlenu i posiadają więcej mitochondriów niż komórki ICM 84,85, co wiąże się ze 

zwiększonym stresem oksydacyjnym. Prawdopodobnie rozpad kwasów tłuszczowych w szlaku β-OX 

jest potrzebny aby jednocześnie zapewnić energię oraz siłę redukcyjną w postaci NADPH i FADH2 

potrzebnych zarodkom do tworzenia jamki i redukcji stresu oksydacyjnego. Nie jest zatem wiadomo 

dlaczego część zarodków króliczych jednak przechodzi proces kawitacji i osiąga stadium blastocysty. 

Proponowaną hipotezą jest, że inhibicja szlaku β-OX w niektórych zarodkach kompensowana jest 

wzrostem aktywność innych szlaków metabolicznych i zwiększonym wykorzystaniem egzogennych 

substratów energetycznych z pożywek do hodowli in vitro, jednak potrzebne są dalsze badania, by to 

stwierdzić.  

7.2 Schemat różnicowania pierwszych linii komórkowych w przedimplantacyjnych zarodkach 

królika in vivo 

 W pierwszej części badań określono schemat powstawania pierwszych linii komórkowych w 

przedimplantacyjnych zarodkach królika in vivo. Celem tych doświadczeń było ustalenie i opisanie 

wzorca różnicowania przedimplantacyjnych zarodków króliczych. W dalszych etapach badań, ustalony 

wzorzec umożliwił porównanie zarodków hodowanych in vitro z zarodkami uzyskanymi in vivo. W 
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zarodkach porównywano całkowitą liczbę komórek oraz liczbę komórek, w których były obecne 

markery pierwszych linii komórkowych.  

 Obecnie wiedza dotycząca powstawania pierwszych linii komórkowych w ssaczych zarodkach, 

oparta jest głównie z badań na modelu mysim 86–91, jednak wiele badań wskazuje, że część procesów 

związanych z rozwojem zarodka może zachodzić inaczej u gryzoni niż u innych ssaków, w tym u bydła 

92,93 oraz ssaków naczelnych 94.  

Różnicowanie pierwszych linii komórkowych w zarodkach królika jak dotąd było przedmiotem 

niewielu badań 18,95–97. Ramy czasowe różnicowania endodermy pierwotnej i epiblastu w zarodkach 

króliczych in vivo do stadium E4.5 opisano w publikacji Piliszek i wsp. 18, a w niniejszej pracy zostały one 

uzupełnione danymi dotyczącymi zarodków w stadiach E5.0 i E6.0. Czynniki odpowiedzialne za 

różnicowanie oraz ramy czasowe powstawania linii trofektodermy w zarodkach in vivo są obecnie 

przedmiotem intensywnych badań w Zakładzie Embriologii Doświadczalnej IGBZ, jednak ich wyniki nie 

zostały dotychczas opublikowane. Do identyfikacji linii epiblastu i endodermy pierwotnej użyto 

specyficznych dla tych linii markerów, odpowiednio – SOX2 i SOX17. Użycie markera trofektodermy – 

CDX2, zostało podyktowane faktem, iż jak dotąd jest to jedyny znany marker lokalizujący się 

specyficznie w komórkach TE w zarodku królika 98, chociaż nie jest on niezbędny do powstawania TE 99. 

Inne markery TE, takie jak GATA3 i EOMES – prawdopodobnie pojawiają się w rozwoju zarodkowym 

królika znacznie później i lokalizują się w niespecyficznie (A. Piliszek, K. Barłowska – dane 

nieopublikowane).  

Na podstawie wyników uzyskanych w tej pracy oraz badań Piliszek i wsp. 18 opracowano 

schemat, obrazujący chronologię różnicowania zarodków królika na trzy pierwsze linie zarodkowe 

(Schemat 5).  

 

Schemat 1. Wzorzec różnicowania zarodków królika in vivo. 
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Warto zaznaczyć, że w zarodkach króliczych in vivo, liczba komórek zwiększa się wykładniczo i w 

stadium E3.25 wynosi >128 komórek, w stadium E3.5 >256 komórek, w stadium E3.75 >512 komórek, 

w stadium E.4.0 > 1024 komórek, w stadium E5.0 >2048, w stadium E6.0 >4096 komórek 18.  

7.3 Charakterystyka przedimplantacyjnych zarodków królika hodowanych in vitro  

 Wieloletnie badania mające na celu opracowanie składu pożywek i metod hodowli 

naśladujących warunki panujące w drogach rodnych samicy spowodowały, że obecnie z dużą 

skutecznością i powtarzalnością możliwa jest hodowla zarodków in vitro od zygoty do stadium 

blastocysty, umożliwiająca tym samym badanie ich przedimplantacyjnego rozwoju. W przypadku 

zarodków królika, pełny rozwój przedimplantacyjny uzyskano, zarówno w wieloskładnikowych, jak i 

prostych pożywkach, opartych o skład soli fizjologicznych 1,8,100–104. Jednak mimo uzyskiwania przez 

zarodki w hodowli in vitro, poszczególnych etapów rozwoju (m.in. kompakcji, kawitacji), zauważa się 

wiele różnic morfologicznych, epigenetycznych i molekularnych pomiędzy rozwojem zarodków w 

warunkach in vitro i in vivo.  

Wyniki badań przedstawionych w niniejszej pracy, w której badano zarodki w stadium 

blastocysty 5 i 6 dpc jak również badania innych autorów pokazują, że zarodki królika hodowane in 

vitro w porównaniu z in vivo, charakteryzują się mniejszą średnicą zarodka a co za tym idzie mają 

znacząco mniejszą liczbę komórek 100 105 106. Zarodki hodowane in vitro charakteryzują się także 

mniejszą masą białek (od zygoty do 7.0 dpc) niż te uzyskiwane in vivo 107. Budowa struktur 

komórkowych: mitochondriów, rybosomów, retikulum endoplazmatycznego czy jąderek do stadium 

3.5 dpc jest zbliżona do obserwowanej w zarodkach in vivo, natomiast w stadium 4.0 i 5.0 dpc wyraźne 

są różnice w budowie tych struktur 108. Warunki in vitro wpływają także na poziom ekspresji mRNA 

wielu kluczowych genów takich jak: Oct, Nanog, Klf4 czy Sox2 95. Hodowla in vitro wpływa również na 

poziom modyfikacji epigenetycznych DNA 109,110. W zarodkach królika hodowanych in vitro nie 

występuje też przebudowa osłonek 111–113. Jak pokazują wyniki przedstawione w niniejszej pracy oraz 

inne źródła 8 skutkuje to nieprawidłowym wykluwaniem się zarodka w stadium blastocysty („wyklucie 

ósemkowe”) 9. Zarodki wykluwające się w sposób ósemkowy charakteryzują się niefizjologiczną 

morfologią węzła zarodkowego. Dodatkowo brak osłonki mucynowej w zarodkach hodowanych od 

stadium zygoty powoduje, że tylko niewielki odsetek zarodków poddanych embriotransferowi 

implantuje się 1,114.  

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy świadczą również o tym, że zarodki królika hodowane in 

vitro różnią się znacząco pod względem różnicowania pierwszych linii komórkowych od zarodków 

rozwijających się in vivo. Zarodki królicze hodowane in vitro do stadiów 5.0 i 6.0 dpc charakteryzowały 

się podobnym stopniem różnicowania pierwszych linii komórkowych jaki obserwowano w zarodkach 

E3.25, E3.5 lub E3.75 rozwijających się in vivo. W większości przypadków blastocysty 5.0 i 6.0 dpc 
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uzyskane in vitro posiadały komórki z markerami charakterystycznymi dla poszczególnych linii 

komórkowych: CDX2 – TE, SOX2 – EPI oraz SOX17 – PrE, jednak liczba tych komórek była znacznie 

mniejsza niż w zarodkach E5.0 i E6.0 rozwijających się in vivo. Ponadto znaczna liczba komórek w 

zarodkach hodowanych in vitro nie wykazywała obecności markerów CDX2, SOX2 i SOX17. 

W hodowanych in vitro  zarodkach obserwujemy mały odsetek komórek EPI i PrE. Może 

wynikać z nieprawidłowości związanych z powiększaniem się jamki blastocysty 115,116. Jak wykazały 

badania, zarodki królika hodowane in vitro w stadium 3.5 dpc charakteryzują się nieprawidłową 

budową połączeń międzykomórkowych w tym połączeń ścisłych (TJ) oraz niewielką liczbą 

desmosomów 108. Wadliwa budowa TJ w czasie powstawania jamy blastocysty mogła doprowadzić do 

uzyskania nieprawidłowych wartości siły nacisku płynu na warstwę komórek TE w czasie powstawania 

jamy blastocyst 116. Niedawne badania na zarodkach mysich pokazują, że nacisk na ściany komórek 

blastocysty wpływa na rozmiar zarodka oraz na różnicowanie i segregację komórek EPI i PrE 115.  

Podobnie jak w blastocystach E3.5 i E3.75 rozwijających się in vivo, w zarodkach 5.0 dpc i 6.0 

dpc hodowanych in vitro obserwowano duży odsetek komórek TE nie wykazujących obecności markera 

Cdx2. Obecnie nie znany jest mechanizm kierowania komórek zarodka królika na drogę różnicowania 

w TE. W zarodkach mysich, według hipotezy inside-outside, już w stadium 8-16 komórkowego zarodka 

ustala się podział na pierwsze linie komórkowe: TE i ICM 117. Komórki, które w wyniku podziałów 

komórkowych zlokalizowane będą na zewnątrz zarodka wejdą na drogę różnicowania w TE. Jak zostało 

później potwierdzone, komórki zewnętrzne dziedziczą domeny polaryzacyjne 118–120 i wykazują 

aktywność innych szlaków sygnałowych niż komórki wewnętrzne 121. Jednym z czynników 

transkrypcyjnych odpowiedzialnych za tworzenie TE w zarodkach mysich jest białko TEAD4 122,123. 

Badania dotyczące wpływu czynnika Tead4 na rozwój zarodkowy myszy wykazały, że w zarodkach 

pozbawionych ekspresji Tead4 zewnętrzne, spolaryzowane komórki nie wykazują obecności markerów 

charakterystycznych dla trofektodermy takich jak: Cdx2, Eomes, Fgfr2. Białko CDX2 w zarodkach mysich 

pojawia się w stadium 8-komórkowym 87,122,124, po czym w stadium blastocysty występuje jedynie w 

TE. W zarodkach króliczych uzyskanych ex vivo czynnik transkrypcyjny Cdx2 zaczyna być wykrywany w 

komórkach TE dopiero w stadium blastocysty E3.25. Brak markera Cdx2 w komórkach TE zarodków 

królika hodowanych in vitro, może być związany z faktem, że w stadium E3.25–E3.5 in vivo, zachodzą 

istotne zmiany w rozwoju, związane również z procesem różnicowania komórek. W tym czasie zarodek 

królika przechodzi kawitację oraz przemieszczając się przez cieśń jajowodu zmienia środowisko 

rozwoju z jajowodu na macicę. Przypuszczać można, że warunki hodowli in vitro wystarczające 

zarodkowi na etapie bruzdkowania, nie wspierają dostatecznie rozwoju zarodka królika na etapie 

tworzenia się blastocysty. Może się to wiązać z faktem, że między zarodkami królika hodowanymi in 

vitro a in vivo, od stadium 3.5 obserwowane są różnice w budowie organelli komórkowych m.in. 

mitochondriów 108. Analiza budowy mitochondriów w zarodkach królika w stadium blastocysty 
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wykazała, że są on większe oraz posiadają znacznie więcej grzebieni mitochondrialnych, niż w stadium 

moruli 125 Odmienna struktura mitochondriów w stadium blastocysty oznacza, że są one bardziej 

aktywne metabolicznie. Jak potwierdzają badania na modelu mysim, bydlęcym, króliczym, świńskim 

oraz ludzkim w stadium blastocysty zmienia się zapotrzebowanie komórek zarodka na substraty 

energetyczne oraz wyraźne stają się różnice między metabolizmem komórek TE oraz ICM, związane z 

funkcjami pełnionymi przez komórki tych dwóch linii 20,22,23,38,39,126. Komórki TE w celu wytworzenia, 

powiększania i utrzymania jamki, wymagają - ze względu stałe działanie zależnej od ATP pompy Na+/K+ 

– znacząco więcej energii pochodzącej z rozpadu ATP. Można więc sądzić, że nieprawidłowa budowa 

mitochondriów w zarodkach hodowanych in vitro, wpływa na metabolizm i funkcje komórek TE. Może 

być to związane z aktywnością czynnika transkrypcyjnego Tead4. W zarodkach mysich czynnik Tead4 

odpowiedzialny jest za aktywację Cdx2 oraz bierze udział w przeciwdziałaniu stresowi oksydacyjnemu 

127,128. Czynnik Tead4 przeciwdziała powstawaniu reaktywnych form tlenu (RFT), powstających jako 

skutek uboczny działania ścieżki metabolicznej fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) w komórkach TE. 

Wykazano, że zarodki mysie pozbawione genu Tead4 posiadały mitochondria o obniżonym potencjale 

błony mitochondrialnej a komórki TE tych zarodków produkowały znacząco więcej RFT. Wiele badań 

dowodzi również, że mysie zarodki Tead4–/– nie są w stanie utrzymać ekspresji genów 

charakterystycznych dla TE m.in. Cdx2 a także wytworzyć jamki blastocysty oraz zaimplantować się w 

macicy 123,127,129–133. Jednak w części badań, zmiana warunków hodowli, w tym dodanie 

antyoksydantów do pożywek hodowlanych skutkowała rozwinięciem się zarodków Tead4–/–do stadium 

blastocysty oraz lokalizacją białka CDX2 w komórkach TE tych zarodków 123,127. Opisane powyżej wyniki 

badań mogą świadczyć o tym, że Tead4 pełni ważną funkcję w przeciwdziałaniu szkodliwym warunkom 

środowiska i stresowi oksydacyjnemu i dzięki temu jest pośrednio zaangażowany w powstawanie jamy 

blastocysty i aktywację Cdx2. Zatem można przypuszczać, że podobny mechanizm może występować 

również w przedimplantacyjnych zarodkach królika hodowanych in vitro, jednak aby to potwierdzić 

konieczne są dalsze badania. 

 W komórkach TE zarodków króliczych hodowanych in vitro w przeciwieństwie do komórek TE 

zarodków rozwijających się in vivo brak jest wtrętów krystalicznych (CIB ang. Crystalline Inclusions 

Bodies), co również może wpływać na nieprawidłowości w różnicowaniu obserwowane w 

trofektodermie 108,134. CIB wykrywa się także w komórkach zarodków mysich 135, owczych 136 i ludzkich 

137 oraz z komórkach endometrium samic królika 134, owiec 138 oraz człowieka 139. CIB zbudowane są z 

agregatów mikrotubul 140. W zarodkach rozwijających się in vivo CIB lokalizują się pod błoną 

komórkową komórek TE. Jak wykazały badania na modelu owczym, CIB powstają dzięki galektynom 

wydzielanym przez komórki endometrium wpływają na rozwój i różnicowanie komórek TE 141. 

Dodatkowo wiele badań wskazuje na kluczową rolę galektyn w migracji komórek trofoblastu podczas 

implantacji zarodka (Farmer i wsp., 2008; Kolundžić i wsp., 2011; Bojić-Trbojević i wsp., 2016, 2019). 
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Do tej pory nie zbadano wpływu galektyn na powstawanie wtrętów krystalicznych w TE zarodków 

króliczych a tym bardziej ich wpływu na różnicowanie komórek TE, jednak może to być kolejny z 

potencjalnych mechanizmów mogących wyjaśnić różnice obserwowane w zarodkach rozwijających się 

in vivo i in vitro.  

7.4 Wpływ warunków hodowli na rozwój i różnicowanie pierwszych linii komórkowych w 

przedimplantacyjnych zarodkach królika 

Zarodki ssaków hodowane in vitro nie tylko znacząco różnią się od zarodków rozwijających się 

in vivo, ale także różnią się od siebie nawzajem, w zależności od warunków w jakich były hodowane. 

Różnice obserwowane między zarodkami występują na poziomie ekspresji genów, modyfikacji 

epigenetycznych, metabolizmu komórek 109,146–150 oraz – jak pokazują wyniki niniejszej pracy – również 

pod względem różnicowania komórek pierwszych linii komórkowych. Wpływ różnych warunków 

hodowli zastosowanych w badaniach niniejszej pracy [5% i 20% stężenie tlenu, różne rodzaje dodatków 

białkowych, rodzaj systemu hodowli (jednoetapowy i sekwencyjny) oraz współhodowla z komórkami 

nabłonka jajowodu] na różnicowanie pierwszych linii komórkowych w zarodkach królika nie był do tej 

pory badany.  

Poziom stężenia tlenu 

Bruzdkujący zarodek potrzebuje tlenu jako substratu do produkcji ATP na ścieżce fosforylacji 

oksydacyjnej (OXPHOS), jednak zapotrzebowanie na tlen na wczesnych etapach rozwoju jest 

niewielkie, gdyż zarodek praktycznie nie zwiększa na tym etapie swojej masy 151. W stadium 

blastocysty, kiedy dochodzi do wyodrębnienia trofektodermy i węzła zarodkowego, zmienia się 

metabolizm zarodka. W komórkach ICM dominującą ścieżką pozyskiwania energii staje się glikoliza 152, 

natomiast w komórkach TE zwiększa się aktywność OXPHOS, wzrasta zapotrzebowanie na energię w 

postaci ATP, a co za tym idzie również zapotrzebowanie zarodka na tlen 153,154. Zwiększona aktywność 

OXPHOS niesie ze sobą zwiększoną produkcję reaktywnych form tlenu. Komórki zarodka do pewnego 

stopnia potrafią regulować produkcję energii i RTF aby utrzymać homeostazę 155. Zachwianie 

homeostazy może skutkować zwiększeniem stresu oksydacyjnego, zmianami potencjału redox oraz 

nieprawidłowościami w biosyntezie związków, co w ostateczności może doprowadzić do obumarcia 

komórek zarodka 156–160.  

Hodowla w 5% stężeniu tlenu określana jest mianem hipoksyjnej (w stosunku do stężenia 

atmosferycznego – ~21%) lub fizjologicznej, ponieważ stężenie tlenu w jajowodzie samic ssaków 

wynosi 5-8,7%, natomiast w macicy: 1,5-5% 161–163. W wielu badaniach podkreśla się, że obniżone (≤5%) 

w stosunku do atmosferycznego stężenie tlenu poprawia rozwój zarodków w hodowli in vitro 64,146,164–

167. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki to potwierdzają i pokazują, że hodowla przedimplantacyjnych 
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zarodków króliczych w 5% stężeniu tlenu nie wpływa na odsetek zarodków osiągających stadium 

blastocysty oraz na odsetek wykluć, natomiast prowadzi do zwiększenia liczby komórek w otrzymanych 

zarodkach. Wyniki te są zgodne ze wcześniejszymi badaniami na zarodkach króliczych, w których 

wykazano, że w porównaniu z hodowlą w 21% stężeniu tlenu, hodowla zarodków od stadium moruli 

do blastocysty w obniżonym stężeniu tlenu (1% i 5%) nie zwiększyła odsetka uzyskanych blastocysty, 

jednak wpłynęła korzystnie na ich morfologię i zwiększyła liczbę komórek blastocysty 168. Korzystny 

wpływ 5% stężenia tlenu w hodowli in vitro na proliferację komórek związany jest z obniżeniem 

produkcji RFT 156,169. W badaniach na liniach komórkowych embrionalno-rakowych ECa 247 

stwierdzono, że zwiększony stres oksydacyjny w wyniku podniesienia poziomu RFT, powoduje 

nieodwracalne zniszczenia DNA i prowadzi do zwiększenia częstotliwości apoptozy 170. Potwierdzeniem 

negatywnego wpływu RFT na komórki zarodków jest to, że po dodaniu do pożywek antyoksydantów 

zmniejszających stres oksydacyjny również obserwuje się zwiększenie liczby komórek w rozwijających 

się in vitro zarodkach gatunków takich jak mysz 171–173, szczur 174, bydło 175,176 oraz królik 177. 

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy po raz pierwszy pokazują, że hodowla 

przedimplantacyjnych zarodków królika w 5% stężeniu O2, w porównaniu z hodowlą w 21% stężeniu 

O2, wpływa także na zwiększenie liczby komórek wykazujących obecność czynników transkrypcyjnych 

i zarazem markerów każdej z linii zarodkowych: epiblastu (SOX2), endodermy pierwotnej (SOX17) oraz 

trofektodermy (CDX2). Być może związane jest to obecnością w komórkach zarodków (i innych 

komórkach ssaczych), białek z rodziny czynników indukowanych hipoksją – HIF (ang. hipoxia inducible 

factor) 178,179. Czynniki HIF są częścią mechanizmu odpowiedzi komórki na stężenie tlenu w środowisku 

i pełnią one rolę czynników transkrypcyjnych. W warunkach hipoksyjnych lokalizują się w jądrze 

komórkowym wpływając na ekspresję genów, w tym genów pluripotencji. Wpływ stężenia tlenu w 

hodowli na ekspresję genów przedimplantacyjnych zarodków obserwowano na modelu mysim 146 i 

bydlęcym 178.  

 Nie ma jak do tej pory, żadnych informacji dotyczących wpływu poziomu stężenia tlenu na 

różnicowanie komórek zarodkowych i obecność czynników transkrypcyjnych Sox2, Sox17 oraz Cdx2 w 

zarodkach ssaków hodowanych in vitro. Wpływ ten zaobserwowano jednak w badaniach z 

wykorzystaniem ludzkich zarodkowych komórek macierzystych (hESC). Zauważono, że hodowla w 21% 

stężeniu tlenu skutkuje zmniejszoną syntezą i zaburzoną lokalizacją białek HIF, co prowadziło do 

obniżenia ekspresji genów pluripotencji w tym markera epiblastu: Sox2, w porównaniu z hodowlą w 

warunkach hipoksyjnych 180,181. Ponadto w badaniach z wykorzystaniem kul zarodkowych (embryoid 

bodies) powstałych z ludzkich ICM oraz linii komórkowych hESC H1 i H9 zauważono zwiększoną 

ekspresję genów związanych z różnicowaniem w kierunku endodermy pierwotnej, w tym Sox17, przy 

hodowli in vitro w warunkach ściśle hipoksyjnych: 3% O2 182 i 1,5% O2 183. Brak jest danych 

potwierdzających wpływ warunków hipoksyjnych na ekspresję genu Cdx2 oraz syntezę białka CDX2, 
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jednak istnieją badania dowodzące, że hipoksja jest niezbędna do różnicowania komórek trofoblastu 

w zarodkach świni 184 i myszy 185.  

Prawdopodobnie wpływ hipoksji na różnicowanie komórek w kierunku markerów 

charakterystycznych dla linii EPI oraz PrE związany jest także z glikolizą, która jest ścieżką metaboliczną 

dominującą w komórkach ICM. Hipotezę tę potwierdza fakt, że w zarodkach mysich 186 oraz w ludzkich 

kulach zarodkowych 182 hipoksja zwiększa syntezę białek z rodziny HIF oraz wpływa na zwiększenie 

ekspresji genu SLC2A1 kodującego białka transportera glukozy z rodziny GLUT: GLUT1. Dodatkowo 

hipoksja stymuluje syntezę czynników HIF, co z kolei wpływa na zwiększenie syntezy enzymów 

wykorzystywanych na drodze glikolizy, zwiększając tym samym jej aktywność. Ponadto białko HIF-1 

zwiększa ekspresję kinazy 1 dehydrogenazy pirogronianowej (PDK), która wpływa na inhibicję 

dehydrogenazy pirogronianowej (PDH), kierującej pirogronian do cyklu kwasów trójkarboksylowych 

187. W wyniku inhibicji PDH w komórkach ICM wyciszana jest aktywność OXPHOS i zwiększana 

aktywność glikolizy. W zarodkach króliczych obecność i rodzaj białek HIF nie została jeszcze zbadana 

zatem badania dotyczące roli i aktywności białek HIF w zarodkach królika mogłyby w pełniejszym 

stopniu wyjaśnić korzystny wpływ hodowli w 5% stężeniu tlenu na ich rozwój i różnicowanie 

pierwszych linii komórkowych.  

Dodatki białkowe 

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy nie wskazują jednoznacznie czy dodanie do pożywki białek 

w formie BSA, HSA, FBS lub KSR jest wymagane i czy korzystnie wpływa na rozwój oraz różnicowanie 

pierwszych linii komórkowych zarodków króliczych od stadium zygoty do stadium blastocysty 5.0 lub 

6.0 dpc. Wydaje się, że odpowiedź na pytanie czy określony dodatek białkowy wpływa korzystnie lub 

niekorzystnie na rozwój zarodków, uzależniona jest od pozostałych warunków hodowli takich jak 

stężenie tlenu czy rodzaj zastosowanej pożywki. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazują, że w 

przypadku hodowli w warunkach hipoksyjnych użycie BSA i FBS nie wpływa, a niekiedy pogarsza rozwój 

zarodków króliczych pod względem ogólnej liczby komórek i różnicowania na poszczególne linie 

komórkowe. W przypadku KSR widoczny jest korzystny wpływ na różnicowanie jedynie komórek 

CDX2+. Natomiast zastosowanie w warunkach hodowli 21% stężenia tlenu oraz dodanie FBS lub KSR, 

powoduje zwiększenie ogólnej liczby komórek oraz liczby komórek CDX2+ . Oznacza to, że dodatek KSR 

najkorzystniej wpływa na różnicowanie komórek TE, niezależnie od użytego stężenia tlenu, nie 

wpływając tym samym na zwiększenie liczby komórek pozostałych linii. Podobny efekt zauważono w 

badaniach z wykorzystaniem zarodków bydlęcych, w których hodowla w pożywce z dodatkiem KSR 

zwiększyła odsetek blastocyst, ich wykluć oraz liczbę komórek TE, jednocześnie nie wpływając na liczbę 

komórek ICM 188. W badaniach niniejszej pracy zauważono także, że dodanie KSR do pożywki wydłuża 

czas potrzebny do osiągnięcia kawitacji oraz wyklucia się zarodka, w porównaniu z pożywką 
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niesuplementowaną, a jak wykazała analiza morfokinetyki zarodków króliczych, istnieje pozytywna 

korelacja między liczbą komórek CDX2+ a czasem, który musi upłynąć aby zarodek osiągnął 

poszczególne stadia rozwojowe. Pozytywny wpływ FBS i KSR na ogólną liczbę komórek zarodka i liczbę 

komórek TE można tłumaczyć antyoksydacyjnym wpływem surowicy w hodowli zarodków, 

potwierdzonym w badaniach na zarodkach świni, w których pożywka suplementowana była FBS 189. 

Obecnie brak publikacji stwierdzającej efekt antyoksydacyjny KSR ponieważ jednak dodatek ten 

zawiera w swoim składzie albuminy 190 zatem możliwy jest ich wpływ na obniżenie stresu 

oksydacyjnego w komórkach zarodków hodowanych in vitro 75. Nie znając dokładnego składu i stężenia 

składników KSR trudno określić, który z nich mógł wpłynąć na zwiększenie liczby komórek CDX2+ oraz 

wydłużenie czasu, który musi upłynąć od kawitacji do wyklucia się zarodka na etapie blastocysty, w 

porównaniu z hodowlą z FBS oraz pożywką bez dodatków białkowych. Być może kluczowym 

składnikiem KSR dodawanym do przez producenta jest AlbuMAX, czyli albuminy wysokonasycone w 

kwasy tłuszczowe 190. Kwasy tłuszczowe służą jako substrat w ścieżce β-oksydacji. Funkcją tego szlaku 

jest między innymi produkcja zredukowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego 

(NADPH) 32. Jak wykazano w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem zarodków mysich, wzrost 

aktywność szlaku β-oksydacyjnego, obserwowano od stadium 8-komórkowego do blastocysty 191,192. 

Ponadto badania na zarodkach mysich prowadzone z wykorzystaniem inhibitorów wykazały, że szlak 

β-oksydacyjny może być jednym ze źródeł energii niezbędnej do tworzenia jamy blastocysty 29,83. Zatem 

ze względu na wyraźnie korzystny wpływ KSR na zwiększenie liczby komórek TE, warto rozważyć dalsze 

badania z użyciem tego suplementu. 

Wyniki badań na zarodkach innych gatunków niż królik również nie dają jednoznacznych 

odpowiedzi na pytania o wpływ surowicy na rozwój zarodków. Dodatek FBS do hodowli zarodków od 

stadium moruli zwiększa odsetek uzyskanych blastocyst, ogólną liczbę komórek blastocysty oraz 

przyspiesza tempo podziałów komórkowych w zarodkach szczurzych 193, jelenich 194, bydlęcych 195 czy 

świńskich 189,196. Natomiast jeśli hodowla zarodków prowadzona była w pożywce z dodatkiem FBS od 

stadium zygoty, surowica wpływała hamująco na rozwój zarodków szczurzych 193 i zmniejszała odsetek 

uzyskanych kocich blastocyst 197, w porównaniu z hodowlą w pożywce bez FBS. Stwierdzono także, że 

FBS może wpływać na zmniejszenie liczby komórek TE oraz nieprawidłowości w budowie łożyska w 

zarodkach mysich 198,199. Badania na zarodkach mysich wykazały również że istnieją różnice pomiędzy 

zachowaniem zwierząt, których rozwój przedimplantacyjny zachodził in vitro w pożywce 

suplementowanej surowicą i niesuplementowanej, co wskazuje na długotrwałe efekt użycia surowicy 

w hodowli 200. Suplementacja pożywki FBS powoduje także występowanie syndromu dużego 

potomstwa (LOS, ang. large offspring syndrome) u owiec i bydła 201. Niejednoznaczne wyniki badań z 

użyciem FBS mogą wynikać między innymi z tego, że partie surowicy otrzymywane są z krwi różnych 

cieląt przez co różnią się między sobą składem, w tym rodzajem i stężeniem czynników wzrostu 164,202,203 
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Wcześniejsze badania na zarodkach króliczych wskazują na pozytywny wpływ suplementacji 

pożywki albuminami w porównaniu z pożywką niesuplementowaną. Dodanie BSA do pożywki 

zwiększało odsetek uzyskiwanych blastocyst oraz liczby komórek w blastocystach 1,52,204. W przypadku 

badań przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, w których pożywka suplementowana była BSA 

lub HSA, trudno o jednoznaczną ocenę wpływu suplementacji na różnicowanie pierwszych linii 

komórkowych w zarodkach królika. Zauważono jednak, że porównując rozwój zarodków królika w 

pożywkach z dodatkiem BSA lub HSA z rozwojem zarodków w pożywkach niesuplementowanych, 

suplement białkowy znacząco zmniejszał liczbę komórek SOX2+.  

 Pożywki komercyjne 

Szacuje się, że światowy rynek związany z technologią wspomaganego rozrodu w 2018 roku 

wart był 23,6 miliardów dolarów a do 2027 roku, wartość ta osiągnie poziom 37,6 miliardów dolarów 

(Global Assisted Reproductive Technology Market to Surpass US$ 37.6 Billion by 2027 - Coherent 

Market Insights, 2019). Silnie rozwija się też sektor produkujący komercyjne pożywki do hodowli 

ludzkich zarodków. W klinikach wspomaganego rozrodu używa się pożywek dedykowanych do dwóch 

systemów hodowli: sekwencyjnego lub jednoetapowego. Pożywki sekwencyjne w teorii próbują 

naśladować in vitro warunki fizjologiczne. Założeniem systemu hodowli sekwencyjnej jest hodowla 

zarodka od stadium zygoty do moruli w pożywce o kompozycji składników bazującej na składzie płynu 

jajowodowego a następnie przeniesienie zarodka i hodowlę w pożywce o składzie przypominającym 

skład płynu macicznego. Pożywki wspomagające rozwój od zygoty do moruli i od moruli do blastocysty 

różnią się zazwyczaj składem aminokwasów oraz stężeniem glukozy 206,207. Natomiast system 

jednoetapowy zakłada hodowlę w pożywce o składzie zawierającym wszystkie niezbędne składniki 

umożliwiające nieprzerwany rozwój od zygoty do blastocysty. Systemy jednoetapowe wykorzystuje się 

z powodzeniem do hodowli zarodków myszy 208,209, bydła 210,211, świni 212–214, człowieka 215,216 czy królika 

1,11. Natomiast pierwszy system sekwencyjny został zaproponowany przez Gardnera i Lane do hodowli 

zarodków myszy 217 i z powodzeniem wykorzystywany jest do hodowli zarodków ludzkich 206,218, 

makaków 219, bydła 220, świni 221 oraz królika 109. Obydwa podejścia do IVC mają swoje wady i zalety. 

Jedną z zalet hodowli w systemie sekwencyjnym jest to, że poprzez zmianę pożywki w trakcie hodowli 

usuwa się produkty przemiany materii produkowane przez metabolizujące komórki zarodka, m.in. 

szkodliwy amoniak 53. System sekwencyjny uwzględnia także zmieniające się wymagania metaboliczne 

zarodka na etapie bruzdkowania oraz na etapie blastocysty 222. Z drugiej strony w systemie 

jednoetapowym, zarodek otrzymuje substraty niezbędne do rozwoju od zygoty do blastocysty 223 i nie 

naraża się go na nagłe zmiany warunków hodowli i ekspozycję na światło, tak jak się to dzieje w 

systemie sekwencyjnym przy przenoszeniu zarodka z jednej pożywki do drugiej 224,225. Zatem wybór 
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odpowiedniego systemu hodowli nie jest prosty i wciąż potrzebne są badania, mogące pomóc w 

odpowiedzi na pytanie, który z systemów jest bardziej optymalny dla rozwoju zarodków ssaczych.  

Zarodki królicze, w porównaniu z zarodkami gryzoni, cechują się pod wieloma względami 

większym podobieństwem do zarodków innych ssaków, w tym naczelnych 12–14,16–18. Z tego powodu 

coraz częściej wykorzystuje się zarodki królicze jako model w badaniach dotyczących wpływu 

czynników warunkujących rozwój zarodków ludzkich, m.in. składu pożywek używanych w klinikach in 

vitro 109 czy chorób cywilizacyjnych, np. cukrzycy ciężarnych 226–230. Zatem wykonane w tej pracy 

badania dotyczące wpływu pożywek komercyjnych na rozwój i różnicowanie pierwszych linii 

komórkowych w zarodkach królika nie tylko pozwalają określić wymagania hodowlane zarodków 

króliczych, ale też stanowią podstawę do dyskusji, czy zarodki królicze są dobrym modelem do badań 

nad optymalizacją warunków hodowli in vitro dla zarodków ludzkich.  

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wskazują na to, że hodowla zarodków króliczych w 

pożywkach komercyjnych nie wpływa korzystnie na różnicowanie linii komórkowych 

przedimplantacyjnych zarodków. Zauważono także, że w dwóch z trzech użytych w badaniach pożywek 

sekwencyjnych rozwój zarodków królika był silnie zaburzony. W pożywkach: G-1™/G-2™ (G1/G2) oraz 

Quinn’s Advantage™ Cleavage Medium/Quinn’s Advantage™ Blastocyst Medium (QASM) mniej niż 

50% hodowanych zarodków osiągnęło stadium blastocysty, w porównaniu z hodowlą w pożywce RDH 

z odnowieniem, w której ponad 85% zarodków osiągnęło stadium blastocysty. Możliwym 

wytłumaczeniem tego zjawiska jest fakt, że pożywki G1/G2 oraz QASM dedykowane do hodowli 

zarodków od stadium zygoty do moruli nie mają w swoim składzie aminokwasów egzogennych (EAA). 

Natomiast w jajowodzie samic królika obecne są oba typy aminokwasów EAA oraz NEAA 231. Brak EAA 

w pożywkach stosowanych do hodowli in vitro na wczesnych etapach rozwoju zarodków królika, mógł 

wpłynąć na zmniejszenie odsetka zarodków osiągających stadium blastocysty. Do podobnych 

wniosków doszły też inne grupy badawcze badające wpływ aminokwasów na modelu króliczym oraz 

mysim 232–234. W badaniach na modelu mysim udowodniono, że aminokwasy mogą pełnić rolę 

substratu do produkcji energii poprzez OXPHOS zatem dodatek pełnego zestawu aminokwasów (NEAA 

i EAA) w hodowli zarodków od stadium zygoty, wpływa na zwiększenie odsetka zarodków osiągających 

stadium blastocysty oraz liczby komórek zarodka w tym komórek ICM oraz TE 232,233,235–237. Natomiast 

brak aminokwasów w pożywce powoduje zaburzenia w metabolizmie zarodka, m.in. obserwuje się 

niefizjologiczną, zwiększoną produkcję energii poprzez glikolizę i obniżoną aktywność OXPHOS 238–240.  

Wpływ pożywek sekwencyjnych i jednoetapowych dedykowanych i wykorzystywanych w 

klinikach wspomaganego rozrodu był i jest przedmiotem wielu badań, jednak podobnie jak w niniejszej 

pracy, konsensus dotyczący wyboru systemu, który korzystniej wpływa na rozwój zarodków nie został 

uzyskany. Podobne wnioski wysnuto na podstawie badań dotyczących modyfikacji epigenetycznych w 

przedimplantacyjnych zarodkach królika hodowanych w pożywkach sekwencyjnych i jednoetapowych 
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109. Z badań tych wynika, że istnieją istotne różnice w profilu metylacji i hydroksymetylacji DNA 

pomiędzy zarodkami hodowanymi w pożywce sekwencyjnej G-1™ PLUS/G-2™ PLUS (G1/G2+, 5% HSA) 

i jednoetapowej Global® (Global+, 10% HSA). Stwierdzono jednak, że żadna z zastosowanych pożywek, 

nie umożliwia zarodkom uzyskania profilu metylacji podobnego do obserwowanego in vivo zatem 

trudno ocenić, który system stwarza bardziej korzystne warunki dla rozwoju zarodków. W badaniach 

na modelu mysim porównujących efektywność hodowli zarodków od zygoty do blastocysty, w pożywce 

jednoetapowej z odnowieniem (pożywka KSOM+, odnowienie w 3 dniu hodowli) z hodowlą w pożywce 

sekwencyjnej (G1/G2+), stwierdzono zarówno większy odsetek blastocysty i wyklutych blastocyst, jak 

również większą liczbę komórek ICM w blastocystach powstałych w systemie jednoetapowym 241. 

Badania innych autorów przedstawiają jednak przeciwstawne wyniki, iż hodowla mysich zarodków w 

pożywce sekwencyjnej G1/G2+ pozwoliła na uzyskanie większego odsetka blastocyst po 117 godzinach 

hodowli, w porównaniu z pożywką jednoetapową KSOM 242. W przytaczanych badaniach zarodki 

hodowano ok. 120 godzin, jednak używano myszy różnych szczepów, co mogło wpłynąć na uzyskanie 

przeciwstawnych wyników 243. Badania nad hodowlą in vitro zarodków ludzkich również nie dają 

jednoznacznej odpowiedzi, który z systemów jest najkorzystniejszy dla ich rozwoju. Zarówno w 

badaniu z użyciem ślepej próby jak i metaanalizie, nie wykazano różnic istotnych statystycznie w jakości 

zarodków 244 oraz w liczbie poronień i liczbie utrzymanych ciąż uzyskanych po transferze ludzkich 

zarodków, hodowanych z wykorzystaniem obu systemów 245. 

Stworzenie idealnych warunków hodowli in vitro dla zarodków ssaków jest bardzo trudne, gdyż 

należy uwzględnić wiele czynników wpływających na zarodek w hodowli. Wybór pomiędzy systemem 

jednoetapowym a sekwencyjnym wiąże się z przyjęciem pewnych kompromisów, gdyż uwzględnienie 

jednego czynnika (np. zmieniające się wymagania zarodków przechodzących z etapu bruzdkowania do 

etapu blastocysty), wyklucza uwzględnienie drugiego (utrzymanie niezmiennych warunków hodowli 

takich jak pH, temperatura). Dodatkowo zarodki różnych gatunków ssaków, mimo że pod wieloma 

względami są do siebie podobne (np. zarodki królika i człowieka), cechują się odmiennymi 

wymaganiami na substraty energetyczne i budulcowe (np. aminokwasy). Zatem, co potwierdzają 

wyniki uzyskane w niniejszej pracy, królik nie jest odpowiednim modelem do badań porównujących 

rozwój zarodków w pożywkach komercyjnych, jednoetapowych i sekwencyjnych, gdyż dedykowane do 

hodowli ludzkich zarodków pożywki niekorzystnie wpływają na rozwój zarodków króliczych i 

różnicowanie w nich pierwszych linii komórkowych.  

Współhodowla z komórkami somatycznymi 

 Wykorzystując technikę współhodowli (ang. co-culture) zakłada się naśladowanie 

fizjologicznych warunków rozwoju, poprzez hodowlę zarodków w obecności komórek somatycznych. 

Często są to komórki, z którymi zarodek ma kontakt w drogach rodnych samicy, takie jak komórki 
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nabłonkowe jajowodu (OEC) lub macicy (UEC). Wyniki badań wskazują, że komórki somatyczne w 

hodowli in vitro mogą wspierać rozwój zarodków dzięki wydzielanym parakrynnie substancjom 

odżywczym 246–249 i czynnikom wzrostu 250–252. Substancje wydzielane przez komórki somatyczne mogą 

wpływać na redukowanie czynników toksycznych 253,254, stanowić ochronę przed stresem 

oksydacyjnym 255–257 oraz mogą modulować właściwości fizykochemiczne pożywki 258,259. W rozwoju 

zarodkowym in vitro wykorzystanie technik współhodowli umożliwiło przezwyciężenie bloku 

rozwojowego w stadium 2-komórkowym u myszy 260 oraz u bydła 261, a także pomogło zwiększyć 

odsetek zarodków osiągających stadium blastocysty 262,263. Współhodowlę zarodków z komórkami 

somatycznymi z powodzeniem wykorzystywano także do hodowli ludzkich zarodków od stadium 

zygoty do blastocysty 264–266. 

 Wpływ współhodowli na rozwój przedimplantacyjnych zarodków królika badano zwykle 

wykorzystując królicze komórki nabłonka jajowodu (ROEC), jednak wyniki tych badań nie pozwalają na 

wyciągnięcie jednoznacznych wniosków dotyczących wpływu ROEC na rozwój króliczych zarodków. W 

jednym z badań z wykorzystaniem warstwy komórek ROEC zauważono, że hodowla zarodków 

króliczych z ROEC wpływa na przyspieszenie tempa podziałów komórkowych 11. Zarodki hodowane z 

ROEC wykazywały średnio o 2 godziny krótszy cykl komórkowy i po takim samym czasie hodowli miały 

znacząco więcej komórek, niż te hodowane bez ROEC. Inni autorzy wykazali, że warstwa ROEC może 

istotnie zwiększać liczbę komórek zarodków królika, hodowanych in vitro przez 65 godzin, pod 

warunkiem, że warstwa ta została założona wcześniej i była ustabilizowana i konfluentna 267. Wykazano 

również, że rodzaj pożywki ma większe znaczenie niż sama współhodowla, gdyż dodanie ROEC do 

pożywek Ham's F10 i CZB nie zwiększało odsetka blastocyst, w porównaniu z hodowlą bez ROEC. 

Uzyskano także znacząco więcej zarodków, które rozwinęły się do stadium blastocysty w pożywce 

Medium199 z ROEC, jednak obecność ROEC w tej pożywce nie wpłynęła znacząco na liczbę komórek 

zarodka, w porównaniu z hodowlą w tej samej pożywce bez ROEC. Ci sami autorzy, porównywali 

również wpływ współhodowli zarodków króliczych i bydlęcych, hodowanych na warstwie z różnych 

typów somatycznych komórek króliczych 10. Wyniki tych doświadczeń wykazały, że nie ma różnic 

między odsetkami uzyskanych i wyklutych blastocyst, niezależnie od tego czy zarodki królicze 

hodowane były prowadzone w czy bez współhodowli. Zauważono jednak znaczący, pozytywny wpływ 

współhodowli na rozwój bydlęcych zarodków. Zatem możliwe są dwa wytłumaczenia uzyskanych 

wyników: (A) zarodki królicze nie odbierają sygnałów od komórek somatycznych we współhodowli lub 

(B) komórki somatyczne nie wydzielają substancji, które mogłyby zostać wykorzystane przez zarodki 

królika.  

Dodatkowo zauważono, że czynnikiem, który mógł wpłynąć na rozwój zarodków króliczych w 

hodowli z ROEC jest niemal ciągłe przemieszczanie się zarodka w kropli, gdyż zarodki we współhodowli 

były stale poruszane przez rzęski urzęsionych komórek nabłonkowych. Stwierdzono że, ruch zarodka 
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w kropli i ruch pożywki poprawia rozwój mysich i ludzkich zarodków in vitro 268–270. Wyniki niniejszej 

pracy pokazują jednak, że być może w przypadku zarodków królika przemieszczanie się zarodka w 

kropli pożywki bądź nie wpływa na różnicowanie komórek w zarodkach królika, bądź też – w niektórych 

przypadkach – obniża nawet stopień ich zróżnicowania.  

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazują, że współhodowla przedimplantacyjnych króliczych 

zarodków z pęcherzykami z komórek nabłonkowych jajowodu królika (ROEC), nie jest odpowiednią 

techniką hodowli in vitro dla króliczych zarodków.  

8. Wnioski 

 Obecnie stosowane warunki hodowli in vitro zarodków królika nie są warunkami optymalnymi, 

zapewniającymi prawidłowy rozwój przedimplantacyjny. 

 Warunki hodowli zarodków króliczych in vitro wpływają zarówno na morfokinetykę, ogólną 

liczbę komórek, jak i na procesy różnicowania pierwszych linii komórkowych, zaburzając czas 

powstawania i wzór lokalizacji czynników transkrypcyjnych związanych z różnicowaniem tych 

linii. 

 Hodowla in vitro w zbliżonym do fizjologicznego stężeniu tlenu ma najsilniejszy wpływ na 

poprawę jakości i różnicowanie pierwszych linii komórkowych zarodków królika, jednak rozwój 

ten nie jest równoważny z obserwowanym in vivo. 

 Komercyjnie dostępne pożywki do hodowli zarodków w systemie sekwencyjnym oraz 

jednoetapowym nie zapewniają optymalnych warunków dla rozwoju zarodków królika.  

 Zastosowanie komercyjnych pożywek do hodowli zarodków w systemie sekwencyjnym oraz 

jednoetapowym stwarza mniej korzystne warunki do rozwoju zarodków króliczych w 

porównaniu do hodowli w standardowej w niekomercyjnej pożywce RDH. 

 Aktywność szlaków metabolicznych w zarodkach króliczych jest skorelowana z etapem 

rozwoju zarodkowego. 
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