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Wstęp 

 
Zakład Biologii Molekularnej Zwierząt wywodzi się z Zakładu Immu-

nogenetyki, który powstał w strukturze Instytutu Zootechniki PIB w 1964 r. 

jako pracownia odpowiedzialna za badania grup krwi. W 1977 r. zakres badań 

poszerzono o analizy cytogenetyczne, a laboratorium kontynuowało funkcjo-

nowanie pod nazwą Zakład Immuno- i Cytogenetyki Zwierząt. W kolejnych 

dekadach Zakład dostosowywał prowadzone badania do światowych trendów, 

wychodząc jednocześnie naprzeciw potrzebom hodowców. Zmieniający się 

profil badań znajdował odzwierciedlenie w kolejnych nazwach – począwszy 

od Zakładu Immunogenetyki, poprzez Dział Immuno- i Cytogenetyki Zwie-

rząt, Dział Cytogenetyki Zwierząt, Dział Biologii Molekularnej Zwierząt do 

Zakład Biologii Molekularnej Zwierząt, który pod tą nazwą funkcjonuje od 

końca 2017 r. 

W strukturze Zakładu Biologii Molekularnej Zwierząt znajdują się 

Laboratorium Genomiki oraz Laboratorium Genetyki Molekularnej. Labora-

toria wykonują prace badawcze i aplikacyjne oraz badania związane z realiza-

cją programu wieloletniego w zakresie kontroli rodowodów i oceny prawidło-

wości kariotypów zwierząt hodowlanych oraz genotypowania trzęsawki 

owiec. Zadaniem Zakładu Biologii Molekularnej Zwierząt jest zastosowanie 

najnowszych osiągnięć genetyki molekularnej w praktyce hodowlanej, obej-

mujące m.in.: identyfikację osobniczą i gatunkową zwierząt na poziomie ge-

nomu; charakterystykę struktury genetycznej różnych ras zwierząt gospodar-

skich oraz ocenę zmienności genetycznej populacji; skanowanie genomu 

w poszukiwaniu markerów SNP cech produkcyjnych i monitorowanie bioróż-

norodności populacji; poszukiwanie i identyfikację podłoża chorób genetycz-

nych oraz polimorfizmów w genach warunkujących oporność (wrażliwość) na 

choroby. Przy zastosowaniu najnowocześniejszych narzędzi biologii moleku-

larnej Zakład prowadzi badania obejmujące genomikę strukturalną i funkcjo-

nalną na poziomie analizy genomu, transkryptomu, miRNAomu, metylomu 

oraz degradomu oraz identyfikację markerów białkowych charakterystycz-

nych dla cech użytkowych zwierząt hodowlanych. 

W 2016 r. po raz pierwszy kompetencje Laboratorium Genetyki Mo-

lekularnej do spełnienia normy PN-EN ISO/IEC 17025 zostały potwierdzone 

przez Polskie Centrum Akredytacji certyfikatem AB1587. Od tego czasu La-

boratorium ciągle poszerza zakres metod akredytowanych, bierze udział w ba-

daniach biegłości, prowadząc badania zgodnie ze standardami międzynarodo-

wych towarzystw ISAG (International Society for Animal Genetics) i ICAR 

(International Committee for Animal Recording), wykonuje usługi badawcze 

oraz prowadzi działalność szkoleniową i upowszechnieniową. 
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1. Syntetyczne wprowadzenie do zagadnienia  

markerów genetycznych wykorzystywanych  

w kontroli rodowodów zwierząt 
 

Anna Koseniuk, Dominika Rubiś, Agnieszka Fornal,  

Angelika Podbielska, Agnieszka Szumiec, Anna Radko 

 
Instytut Zootechniki PIB, Zakład Biologii Molekularnej Zwierząt,  

32-083 Balice k. Krakowa 

 

 

Kontrola rodowodów zwierząt gospodarskich wolno żyjących i towa-

rzyszących jest prowadzona na świecie w oparciu o markery genetyczne. Po-

czątkowo, kontrola pochodzenia bydła, owiec, świń i koni była prowadzona 

z zastosowaniem markerów klasy I, na które składają się układy grup krwi 

oraz polimorfizm białek krwi i enzymów. Grupy krwi oznaczano z wykorzy-

staniem reakcji serologicznych. Polegają one na użyciu surowic testowych za-

wierających przeciwciała skierowane przeciw konkretnej determinancie biał-

kowej znajdującej się na powierzchni erytrocytów (antygen krwinkowy). Ana-

lizy polimorfizmu białek i enzymów wykonywano z wykorzystaniem technik 

elektroforezy w żelu poliakrylamidowym lub skrobiowym. Weryfikacja jako-

ści i specyficzności oraz ujednolicenie nomenklatury reagentów testowych 

stanowiła o ich uniwersalności i sprawiała, że mogły być wykorzystywane na 

arenie międzynarodowej. Jakość reagentów testowych pochodzących z róż-

nych laboratoriów na całym świecie, w tym także uzyskiwanych w Instytucie 

Zootechniki była systematycznie weryfikowana w międzynarodowych testach 

porównawczych organizowanych przez European Society for Animal Blood 

Group Research (ESABR) w latach 1966–1972, International Society for Ani-

mal Blood Group Research (ISABR) w latach 1974–1988 oraz International 

Society for Animal Genetics (ISAG) w latach 1990–2004 (ISAG_History). 

Aktualne wytyczne dotyczące kontroli pochodzenia zwierząt określane są 

przez Międzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierząt (ISAG, ang. Inter-

national Society for Animal Genetics) w celu zapewnienia międzynarodowej 

standaryzacji badań. Kontrola rodowodów u zwierząt na podstawie polimor-

ficznych antygenów erytrocytarnych nie zawsze dawała możliwość jedno-

znacznego wskazania pary rodzicielskiej, szczególnie w stadach o podwyż-

szonym współczynniku inbredu (Holm i Bendixen, 1996). Dodatkowym 

utrudnieniem było uzyskiwanie wysokiej jakości monowalentnych surowic te-

stowych, a także ich standaryzacja. Proces produkcji surowic był długotrwały 

i kosztochłonny, wymuszony koniecznością prowadzenia szeregu immuniza-

cji (specjalnie do tego celu przeznaczonych zwierząt) krwią o odpowiednim 

składzie antygenowym. Należy także podkreślić, że identyfikacja antygenów 
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erytrocytarnych może odbywać się wyłącznie w oparciu o świeżą, nie mro-

żoną krew pobraną od żyjących zwierząt. Od lat 90. poprzedniego wieku Mię-

dzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierząt (ISAG) zalecało stopniowe 

odchodzenie od badań grup krwi na rzecz analizy mikrosatelitarnych sekwen-

cji DNA. 

Markery mikrosatelitarne (STR, ang. short tandem repeat) są to se-

kwencje tandemowe, które zawierają od 10 do 50 powtórzeń motywu o dłu-

gości od 1 do 6 pz (par zasad). Wysoki stopień ich polimorfizmu, losowe roz-

mieszczenie w genomie, dziedziczenie zgodnie z prawami Mendla oraz rela-

tywnie mniejszą pracochłonność metody, możliwość automatycznego okre-

ślania genotypów, wysokie prawdopodobieństwo wykluczenia niewłaściwego 

rodzica spowodowały, że znalazły one szerokie zastosowanie w badaniach po-

krewieństwa. 

Analiza mikrosatelitarnych sekwencji polega na określeniu różnic 

w długości powtórzonego motywu. Podstawową techniką wykorzystywaną do 

analizy mikrosatelitarnych sekwencji jest łańcuchowa reakcja polimerazy 

(PCR, ang. Polymerase Chain Reaction) multiplex. Przy odpowiednio dobra-

nych barwnikach fluoroscencyjnych (fluorofory), które służą do oznakowania 

starterów oraz zastosowaniu optymalnej temperatury przyłączania się ich do 

sekwencji mikrosatelitarnych możliwe jest powielenie nawet kilkunastu mar-

kerów mikosatelitarnych w jednej reakcji. Po amplifikacji sekwencji mikrosa-

telitarnych DNA otrzymuje się różnej długości fragmenty DNA (zawierające 

różną liczbę kopii motywu nukleotydowego), warunkujące wielkości poszcze-

gólnych alleli. Długości zidentyfikowanych alleli określa się podczas roz-

działu elektroforetycznego, który w Laboratorium Genetyki Molekularnej 

przeprowadza się w sekwenatorze 3130xl lub 3500xl Genetic Analyzer (Ap-

plied Biosystems). W trakcie elektroforezy kapilarnej różnej długości pro-

dukty PCR migrują w żelu poliakrylamidowym zgodnie z regułą, że fragmenty 

dłuższe, o większym ciężarze molekularnym migrują wolniej niż fragmenty 

krótsze. Wyniki elektroforezy w postaci barwnych prążków na żelu otrzymuje 

się dzięki fluorescencyjnie znakowanym starterom, użytym w reakcji amplifi-

kacji. Fluorescencyjne sygnały z żelu są skanowane w trakcie rozdziału elek-

troforetycznego przez czytnik laserowy, a w programie komputerowym są re-

jestrowane w postaci wykresów przedstawiających długości produktów PCR 

w kształcie pików (ryc. 1). Długości produktów PCR wyrażone w parach za-

sad, odpowiadające wielkościom alleli, są określane w oparciu o standard dłu-

gości DNA, który dołącza się do każdej próbki przed rozpoczęciem elektrofo-

rezy. Otrzymane dane są importowane do programu komputerowego (Gene-

Mapper® Software, Applied Biosystems) przygotowanego do ustalania pro-

filu – genotypu charakterystycznego dla danego osobnika (Radko i in., 2012). 

Testy genetyczne wykorzystujące polimorfizm sekwencji mikrosate-

litarnych powinny cechować się powtarzalnymi wynikami, porównywalnymi 

między laboratoriami oraz nie być podatne na błędy wynikające z warunków 
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prowadzonych oznaczeń (Marklund i in., 1994). Z tego względu kompetencje 

laboratoriów są weryfikowane poprzez badania porównawcze, organizowane 

co dwa lata przez ISAG. Testy kompetencji potwierdzają jakość i rzetelność 

prowadzonych analiz, a poprzez normalizację wyników zapewniają ich po-

równywalność pomiędzy laboratoriami. Dzięki normalizacji i standaryzacji 

analiz badania oraz profile genetyczne, prowadzone w laboratoriach poddają-

cych się weryfikacji ISAG, są uznawane na całym świecie. 

Innym typem markera DNA wykorzystywanym do identyfikacji osob-

niczej i potwierdzania danych rodowodowych są polimorfizmy pojedynczych 

nukleotydów (SNP, ang Single Nucleotide Polymorphism). Występują one 

licznie w genomie, są stosunkowo łatwe do identyfikacji, charakteryzują się 

najczęściej polimorfizmem binarnym i mogą być oznaczane za pomocą wy-

soko wydajnych metod genotypowania, takich jak np. mikromacierze (Vignal 

i in., 2002). Do tej pory najbardziej zaawansowane są techniki wykorzystujące 

badania rodowodowe na podstawie SNP u bydła. 

 

 

a) 
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b) 

 

Ryc. 1. Przykładowy elektroforegram obrazujący odczyt liczby tandemowych  

powtórzeń: a) w 14 mikrosatelitarnych loci u świni; b) w 21 mikrosatelitarnych loci 

DNA i AMEL locus u psa. Barwniki użyte przy syntezie starterów to FAM  

– niebieski, VIC – zielony, PET – czerwony, NED – żółty  

(podczas odczytu oznaczony kolorem czarnym). 
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2. Kontrola pochodzenia bydła – ponad 50 lat  

doświadczenia, przeszłość, teraźniejszość  

i osiągnięcia 
 

Dominika Rubiś,  Anna Koseniuk, Agnieszka Szumiec,  

Grzegorz Smołucha, Agata Piestrzyńska-Kajtoch,  

Mariusz Kościelny, Anna Radko, Katarzyna Ropka-Molik 

 
Instytut Zootechniki PIB, Zakład Biologii Molekularnej Zwierząt, 

32-083 Balice k. Krakowa 

 

 

Dynamiczny rozwój badań nad zróżnicowaniem serologicznym krwi-

nek czerwonych u bydła przypadł na lata 40. ubiegłego wieku, kiedy to wy-

kryto dużą liczbę cech antygenowych u tego gatunku (Ferguson, 1941). 

W 1951 r. Stormont, Irwin i Owen przedstawili interpretację badań antygenów 

krwinkowych z wykorzystaniem surowic monowalentnych (Stormont, 1978). 

Uzyskane wyniki pozwoliły na wykorzystywanie antygenów grupowych krwi 

jako markerów genetycznych, które dziedziczą się zgodnie z  prawami Men-

dla, a ich identyfikacja jest możliwa przy użyciu metod analitycznych. U bydła 

liczba i zmienność wykrytych czynników antygenowych była na tyle duża, że 

umożliwiła identyfikację zwierząt, a tym samym zagwarantowanie wiarygod-

ności danych zawartych w prowadzonej dokumentacji hodowlanej dotyczącej 

rodowodów zwierząt. 

W Polsce od lat 60. XX w. zaczęto wykorzystywać grupy krwi w kon-

troli rodowodów bydła. Systematycznie zwiększająca się liczba zwierząt ob-

jętych badaniami z zakresu kontroli rodowodów spowodowała, że w 1964 r. 

utworzono Zakład Immunogenetyki w Zootechnicznym Zakładzie Doświad-

czalnym Instytutu Zootechniki w Balicach, w którym prowadzono działalność 

z tego zakresu. W kwietniu 1969 r. zarządzeniem Ministerstwa Rolnictwa, In-

stytut Zootechniki został zobowiązany do organizowania i prowadzenia Kra-

jowego Systemu Kontroli Pochodzenia Zwierząt Gospodarskich. W ramach 

tego systemu Zakład Immunogenetyki koordynował pracę 10 laboratoriów, tj. 

Pracowni Badania Grup Krwi zlokalizowanych przy Okręgowych Stacjach 

Hodowli Zwierząt, a także przy ZZD Chorzelów oraz ZZD Balice (Rychlik 

i Radko, 2013). 

U bydła zidentyfikowano ponad 100 antygenów erytrocytarnych, 

dziedziczących się w 12 układach grupowych krwi 

(A,B,C,F,J,L,M,S,Z,N’,R’,T’). Do najbardziej polimorficznych zalicza się 

układy grupowe B i C, w których znanych jest kilkadziesiąt antygenów krwin-

kowych. Jest to największe rozpoznane zróżnicowanie antygenów erytrocy-

tarnych wśród wszystkich zwierząt gospodarskich (Rychlik i Duniec, 2006). 
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Wykorzystywanie grup krwi do potwierdzania rodowodów zwierząt gospo-

darskich, czy też oceny struktury genetycznej konkretnego gatunku wymagało 

posiadania odpowiedniego zestawu monowalentnych surowic testowych 

o wysokiej jakości. Zakład Immunogenetyki IZ (przekształcony w później-

szych latach w Zakład/Dział Immuno- i Cytogenetyki Zwierząt) był jedynym 

ośrodkiem w Polsce uzyskującym reagenty testowe identyfikujące poszcze-

gólne antygeny krwinkowe bydła. Dysponował 96 surowicami testowymi od-

powiadającymi międzynarodowym standardom (Rychlik i Kościelny, 2009). 

Instytut Zootechniki nie tylko zaopatrywał w surowice testowe Pracownie Ba-

dania Grup Krwi zlokalizowane w Polsce, ale także eksportował reagenty te-

stowe do innych krajów europejskich, szczególnie krajów Europy Środkowej 

i Wschodniej. 

Ostatni międzynarodowy test porównawczy u bydła dotyczący ozna-

czania antygenów erytrocytarnych odbył się w latach 2003/2004 i był koordy-

nowany przez Instytut Zootechniki w Balicach. Wyniki międzynarodowych 

testów porównawczych wykazały, że Laboratorium Zakładu  Immuno- i Cy-

togenetyki Zwierząt IZ posiadało najszerszy zestaw reagentów testowych spo-

śród wszystkich laboratoriów, które uczestniczyły w porównaniach, a ich wy-

soka specyficzność odpowiadała standardom międzynarodowym (Rychlik 

i Kościelny, 2009). 

Warto podkreślić, że w Laboratorium Instytutu Zootechniki uzyskano 

szereg surowic odpornościowych zawierających przeciwciała, które z powo-

dzeniem pozwoliły zidentyfikować nieznane wcześniej antygeny, m.in. z by-

dlęcego układu A, tj. antygen PLB-4 (Duniec i in., 1988) oraz PLB-8 (Duniec 

i in., 2000), układu C – antygen PLB-9 (Duniec i in., 1989),  czy też z układu 

B – antygen PLB-22, który po teście międzynarodowym International Com-

parison Test 1999/2000 przyjął międzynarodowe oznaczenie Q” (Duniec i in., 

2002). 

Od połowy lat 90. ubiegłego wieku Instytut Zootechniki prowadził 

systematyczną weryfikację danych rodowodowych u bydła w oparciu o zestaw 

60 reagentów testowych. Surowice testowe pozwalały na oznaczanie antyge-

nów należących do 10 układów grupowych krwi. W szczególnych przypad-

kach Laboratorium Zakładu Immuno- i Cytogenetyki Zwierząt IZ stosowało 

poszerzony panel reagentów testowych, złożony z 34 surowic testowych (Ry-

chlik i Radko, 2013). W latach 2011–2013 wystawianie ekspertyz potwierdza-

jących dane rodowodowe na podstawie grup krwi odbywało się już wyłącznie 

w Instytucie Zootechniki PIB. 

Zgodnie z rozporządzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 

30 kwietnia 2004 r. w sprawie laboratoriów uprawnionych do przeprowadza-

nia analiz grup i białek krwi lub markerów DNA (Dz. U. z dnia 14 maja 

2004 r.) Zakład Immuno- i Cytogenetyki IZ został uprawniony do przeprowa-

dzania identyfikacji osobniczej oraz kontroli rodowodów u zwierząt gospo-
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darskich, tj. u bydła, koni, owiec, kóz i trzody chlewnej. Od 2005 r. systema-

tyczną kontrolę rodowodów, prowadzoną dotychczas wyłącznie na podstawie 

analizy antygenów ertyrocytarnych, zaczęto stopniowo zastępować analizą 

markerów mikrosatelitarnych (STR). Od 2014 r. kontrola rodowodów u bydła 

odbywała się już bezwarunkowo na podstawie polimorfizmu markerów DNA. 

W latach 1994–2013 na podstawie badań grup krwi wystawiono bli-

sko 179 tysięcy ekspertyz dotyczących potwierdzania danych rodowodowych 

u bydła. W latach 2006–2013 w oparciu o polimorfizm markerów DNA wy-

stawiono ponad 31 tysięcy ekspertyz w zakresie weryfikacji danych rodowo-

dowych u tego gatunku. Spośród wszystkich wystawionych ekspertyz nie 

udało się potwierdzić pochodzenia po wskazanych rodzicach/rodzicu dla 

20 738 osobników. Szczegółowe dane z tego okresu przedstawiono na wy-

kresie 1. 

 

 
 

Wykres 1. Liczba ekspertyz dotyczących weryfikacji pochodzenia na podstawie  

polimorfizmu grup krwi oraz markerów STR w latach 1994–2013 

(Rychlik i Kościelny, 2009; Rychlik i Radko, 2013; Baza IMG BOV1 IZ PIB) 

 

Prawdopodobieństwo wykluczenia rodzicielstwa na podstawie grup 

krwi wynosiło około 98% (Rychlik i in., 2005), natomiast badania Holma 

i Bendixena (1996) z zastosowaniem jedynie 6 sekwencji mikrosatelitar-

nych wykazały prawdopodobieństwo wykluczenia niewłaściwego rodzica 

równe 99%. 

U bydła sekwencje mikrosatelitarne zostały po raz pierwszy opisane 

w 1990 r. (Fries i in., 1990). Już w 1998 r. Komitet ISAG zalecił stosowanie 

6 mikrosatelitarnych loci (BM1824, BM2113, SPS115, TGLA122, TGLA126, 
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TGLA227) jako minimalnego zestawu markerów wykorzystywanych do iden-

tyfikacji osobniczej i kontroli rodowodów bydła (Bredbacka i Koskinen, 

1999). W kolejnych latach ulegał on zwiększaniu i od 2008 r., zgodnie z de-

cyzją Komitetu ISAG do kontroli rodowodów bydła obowiązuje panel 12 loci 

STR (CMMPT, 2008). 

W Instytucie Zootechniki od 1998 r. rozpoczęto wdrażanie metody 

potwierdzania danych rodowodowych bydła w oparciu o 11 sekwencji mikro-

satelitarnych (TGLA227, BM2113, TGLA53, ETH10, SPS115, TGLA126, 

TGLA122, INRA23, ETH3, ETH225 i BM1824) (Janik i in., 2001). W 2008 

r., zgodnie z wytycznymi ISAG zwiększono liczbę markerów wykorzystywa-

nych do weryfikacji danych rodowodowych u bydła o dodatkowy marker –  

locus BM1818. 

W początkowym okresie do badań polimorfizmu mikrosatelitarnego 

kierowano wyłącznie buhaje hodowlane i matki buhajów, a w późniejszym 

czasie również materiał żeński objęty oceną wartości użytkowej. Od 2014 r. 

systematyczna kontrola rodowodów bydła jest prowadzona w Polsce wyłącz-

nie na podstawie 12 markerów mikrosatelitarnych, rekomendowanych przez 

ISAG. W latach 2014–2019 wystawiono blisko 50 tysięcy ekspertyz dotyczą-

cych potwierdzenia danych rodowodowych bydła. Spośród wystawionych 

ekspertyz nie udało się potwierdzić pochodzenia po wskazanym rodzicu/parze 

rodzicielskiej dla 3574 osobników. Szczegółowe dane dotyczące ilości eks-

pertyz wystawionych w latach 2014–2019 są zamieszczone na wykresie 2. 

 

 
 

Wykres 2. Liczba ekspertyz dotyczących kontroli rodowodów u bydła (STR),  

wydanych w Instytucie Zootechniki PIB w latach 2014–2019  

(Baza IMG BOV1 IZ PIB) 
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Z powodu pojawiających się trudności z wydaniem jednoznacznych 

opinii odnośnie rodzicielstwa w populacjach o wysokim poziomie inbredu, 

w Dziale Immuno- i Cytogenetyki Zwierząt IZ PIB opracowano dodatkowy 

panel, wykorzystywany w sytuacjach, gdy analiza na podstawie podstawo-

wego panelu 12 STR nie daje jednoznacznego wyniku. Dodatkowy panel za-

wiera 8 loci mikrosatelitarnych: CSRM60, CSSM66, ILST065, INRA072, 

AGLA293, INRA222, INRA92 oraz HUJI177 (Radko i in., 2010). Zasadność 

zwiększenia liczby markerów STR stosowanych w rutynowej kontroli rodo-

wodów poparł Komitet ISAG i na 37 konferencji w Lleida podjęto decyzję 

o dołączeniu dodatkowych loci do walidowanego panelu w najbliższym teście 

biegłości (2020/2021). Pod koniec 2019 r. Komitet ISAG opublikował na swo-

jej stronie propozycję nowego panelu markerów STR, zawierającego 4 dodat-

kowe loci: CSRM60, CSSM66, ILST006, HAUT27 (ISAG_Guidelines a). 

Przez wszystkie lata potwierdzania danych rodowodowych bydła na 

podstawie loci STR (2006–2019) Instytut Zootechniki PIB ustalił 112 800 pro-

fili DNA i wystawił ponad 80 tysięcy ekspertyz potwierdzających/wyklucza-

jących zapisane w dokumentacji dane rodowodowe. W 2020 r. planuje się 

przebadanie i ustalenie profili DNA dla około 9 tysięcy osobników. 

Pierwszy Międzynarodowy Test Porównawczy wyników genotypo-

wania loci mikrosatelitarnych, zorganizowany przez Międzynarodowe Towa-

rzystwo Genetyki Zwierząt (ISAG) odbył się w 1995 r. Od tej pory cyklicznie, 

co dwa lata ISAG organizuje testy międzynarodowe dla wszystkich jednostek 

badawczych na świecie zajmujących się identyfikacją osobniczą oraz kontrolą 

rodowodów na podstawie markerów STR u bydła (już od 2005 r.), a także 

u innych gatunków zwierząt hodowlanych (ISAG_Guidelines b). 

W celu dostosowania się do światowych standardów w Laboratorium 

Genetyki Molekularnej (LGM) Zakładu Biologii Molekularnej Zwierząt In-

stytutu Zootechniki weryfikuje się poprawność wyników genotypowania loci 

STR (ISAG code 84451), biorąc udział w międzynarodowych porównaniach 

biegłości ISAG (ISAG code 84451). Od 1997 r. laboratorium uzyskuje za każ-

dym razem najwyższą I rangę (wyniki w zakresie 98–100%). 

W 2016 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej (LGM) Zakładu Bio-

logii Molekularnej Zwierząt Instytutu Zootechniki PIB uzyskało akredytację 

Polskiego Centrum Akredytacji (PCA) wg międzynarodowej normy dla labo-

ratoriów badawczych i wzorcujących, tj. PN-EN ISO/IEC 17025:2005 (Nr AB 

1587). W zakresie akredytacji znajduje się procedura badawcza PB01 „Iden-

tyfikacja osobnicza bydła w multipleksowych systemach STR”, w ramach któ-

rej Laboratorium weryfikuje dane rodowodowe u bydła. 

W 2015 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB uzyskało rów-

nież Certyfikat Jakości ICAR w zakresie kontroli rodowodów bydła na pod-

stawie loci STR na lata 2016–2017. Obecnie Certyfikat Jakości ICAR został 

przedłużony na kolejne dwa lata, tj. 2020–2021. 
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Blisko dwie dekady temu podjęto pierwsze próby opracowania panelu 

markerów SNP przydatnego w identyfikacji osobniczej oraz kontroli rodowo-

dów bydła (Heaton i in., 2002; Werner i in., 2004). W latach 2010–2011, rów-

nież w Instytucie Zootechniki PIB podjęto próby opracowania panelu marke-

rów SNP przydatnego do kontroli rodowodów ras bydła utrzymywanych 

w Polsce. Kryterium selekcyjne opierało się o wartość MAF (minor allele 

frequency – możliwie najbliższej 0,5) lokalizacji chromosomowej oraz jak 

najniższej nierównowadze sprzężeń pomiędzy markerami. Identyfikacja 43 

markerów SNP z opracowanego panelu przebiegała w oparciu o metodę mini-

sekwencjonowania (reakcję single-base extennsion oraz elektroforezę kapi-

larną). Poprawność genotypowania markerów SNP w opracowanym panelu 

została potwierdzona poprzez sekwencjonowanie losowo wybranych próbek 

o różnych genotypach. Wynik uzyskany w oparciu o analizę 43 markerów 

SNP był rozstrzygający w sytuacjach, gdy zastosowanie podstawowego (12 

STR) i uzupełniającego (8 STR) zestawu STR uniemożliwiało wydanie jed-

noznacznej decyzji rodzicielskiej. 

W 2011 r. Komitet ISAG udostępnił panel podstawowy (core) 100 

SNP ujednolicony dla wszystkich jednostek badawczych zajmujących się kon-

trolą rodowodów u bydła. Dwa lata później panel ten został poszerzony o  ko-

lejne 100 loci SNP (ISAG additional), dedykowane dla bydła z gatunku Bos 

indicus i ras syntetycznych (ISAG – Guidelines b). Markery SNP zawarte 

w panelu core oraz additional zostały uwzględnione na wysokowydajnych mi-

kromacierzach genotypowych firmy Illumina, wykorzystywanych w progra-

mach selekcji genomowej bydła. Poprawność wyników genotypowania mar-

kerów SNP z międzynarodowych paneli (ISAG core i ISAG additional) jest 

potwierdzana na podstawie międzynarodowych testów porównawczych, or-

ganizowanych cyklicznie przez ISAG, analogicznie jak w przypadku mar-

kerów STR. 

Na 37 konferencji ISAG w Lleida (Hiszpania) w lipcu 2019 r. zade-

cydowano, aby identyfikacja osobnicza oraz kontrola rodowodów u bydła 

były prowadzone na podstawie minimum 200 SNP (panel core + additional). 

W takim przypadku kumulatywne prawdopodobieństwo wykluczenia niewła-

ściwego rodzica, przy znajomości genotypu jednego z rodziców (CPE1) oraz 

obojga rodziców (CPE2), dla połączonych paneli core i additional, czyli 200 

SNP wynosi blisko 100% (ISAG – Guidelines b). 

W Instytucie Zootechniki, w Laboratorium Genomiki – podobnie jak 

w innych jednostkach zajmujących się oceną genomową – genotypy rekomen-

dowane przez ISAG/ICAR do kontroli rodowodów na podstawie markerów 

SNP są oznaczane w ramach prowadzonej selekcji genomowej w oparciu 

o mikromacierze genotypowe firmy Illumina. 
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Laboratorium Genomiki IZ PIB (ISAG code 84451) weryfikuje po-

prawność wyników genotypowania loci SNP bydła w międzynarodowych te-

stach biegłości ISAG od 2013 r., uzyskując najwyższą I rangę (I ranga – wy-

niki w zakresie 98–100%). 

Bardzo dobre wyniki w międzynarodowych testach porównawczych, 

a także długoletnie doświadczenie w przeprowadzaniu analiz molekularnych 

pozwoliło Laboratorium Genomiki IZ PIB uzyskać na lata 2019–2020 akre-

dytację ICAR dotyczącą prowadzenia kontroli rodowodów bydła również 

w oparciu o markery SNP. Ponadto, w marcu 2019 r. Zakład Hodowli Bydła 

IZ PIB uzyskał akredytację ICAR dla centrów obliczeniowych w zakresie in-

terpretacji danych DNA, w ramach której w Instytucie Zootechniki PIB są wy-

dawane ekspertyzy w zakresie kontroli rodowodów bydła na podstawie reko-

mendowanych przez ISAG/ICAR markerów SNP. Analiza polimorfizmu SNP 

w zakresie potwierdzania danych rodowodowych dotyczy przede wszystkim 

zwierząt objętych oceną genomową, a więc bydła mlecznego rasy holsztyń-

sko-fryzyjskiej. Zakład Hodowli Bydła IZ PIB rozpoczął w 2019 r. wystawia-

nie ekspertyz potwierdzających dane rodowodowe na podstawie loci SNP dla 

bydła tej rasy. Jednak, dla zwierząt nie objętych selekcją genomową dane ro-

dowodowe są potwierdzane rutynowo na podstawie sekwencji mikrosatelitar-

nych. Zaprojektowana przez Spółdzielnie EuroGenomics nowa mikromacierz 

(EuroG MD firmy Illumina) zwiększa dokładność oceny wartości hodowlanej 

u innych ras bydła i jednocześnie umożliwia u nich potwierdzanie danych ro-

dowodowych (Borchersen, 2019). W perspektywie najbliższych lat spowoduje 

to zwiększenie liczby zwierząt różnych ras z potwierdzonymi danymi rodo-

wodowymi na podstawie markerów SNP. 

W Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB opracowano autorską 

metodę analizy panelu zawierającego 194 SNP z wykorzystaniem znakowa-

nych fluorescencyjnie sond TaqMan MGB (minor groove binder) i urządzenia 

QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System z OpenArray block oraz Ac-

cuFill™ System (Applied Biosystems). Opracowany panel zawiera rekomen-

dowane przez ISAG/ICAR SNP core i additional oraz loci SNP związane 

z płcią i chorobami genetycznymi. Pozwala on przede wszystkim na analizę 

próbek o mniejszej koncentracji DNA, czy też DNA o niższej jakości. Celem 

opracowania panelu było stworzenie alternatywnej metody do analiz polimor-

fizmów SNP. Poprawność wyników genotypowania markerów SNP w opra-

cowanym panelu została potwierdzona na podstawie genotypów próbek po-

chodzących z kilku międzynarodowych testów porównawczych, a także po-

przez sekwencjonowanie losowo wybranych próbek o różnych genotypach 

(Piestrzynska-Kajtoch i in., 2019). 

Wieloletnie doświadczenie w prowadzeniu kontroli pochodzenia 

u zwierząt hodowlanych oraz wysokie kompetencje pracowników Instytutu 

Zootechniki PIB potwierdzone wynikami w testach biegłości zostały dostrze-
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żone na arenie międzynarodowej. Aktualnie Instytut Zootechniki PIB jest je-

dyną w Polsce jednostką posiadającą akredytację ICAR w zakresie weryfikacji 

rodowodów u bydła na podstawie markerów STR (Laboratorium Genetyki 

Molekularnej) i SNP (Laboratorium Genomiki oraz Zakład Hodowli Bydła). 
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Badania grup krwi i polimorficznych wariantów białek krwi i surowicy 

Badania nad polimorfizmem erytrocytarnym owiec zostały zapocząt-

kowane w 1924 r. przez polskich badaczy Białosuknię i Kączkowskiego (Bia-

łosuknia i Kączkowski, 1924) w pracowni profesora Ludwika Hirszfelda – 

jednego z pionierów badań serologicznych u ludzi na świecie. 

Szczytowy okres badań nad polimorfizmem erytrocytarnym u zwie-

rząt gospodarskich na świecie i w Polsce przypada na lata 1950–1980. Ich 

efektem było m.in. wykrycie 50 cech antygenowych we krwi owiec. W tym 

samym czasie rozpoczęto badania dotyczące identyfikacji białek krwi i suro-

wicy, a przede wszystkim polimorficznych wariantów transferyny (TF) (β glo-

bulina) oraz łańcucha β hemoglobiny (HBB) (Ashton, 1958; Evans i in., 1956). 

Obydwa białka u owiec cechowały się dużą zmiennością i łatwą identyfikacją 

fenotypów, a do ich analizy wykorzystywano techniki elektroforezy w żelu 

poliakrylamidowym (Erhardt, 1986) lub skrobiowym (Smithies, 1955). Po te-

ście porównawczym przeprowadzonym przez European Society for Animal 

Blood Group Research (ESABR), organizację, która w późniejszym czasie 

przekształciła się w International Society for Animal Genetics – ISAG (Mię-

dzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierząt), podjęto pierwsze ustalenia 

dotyczące nomenklatury polimorficznych form transferyn. W 1990 r. w Mi-

chigan (USA) w teście biegłości opracowano nazewnictwo dla 22 antygenów 

erytrocytarnych owiec: Aa, Ab, Ba, Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bh, Bi, Ca, Cb, 

Cc, Da, Ma, Mb, Mc, R, 0, X i Z (Rychlik i in., 1996). 

Od 1970 r. w Instytucie Zootechniki były intensywnie prowadzone 

prace badawcze, mające na celu uzyskanie własnego zestawu surowic testo-

wych i ocenę ich przydatności do analizy rodowodów w krajowej populacji 

owiec. Zestaw surowic testowych zawierających przeciwciała do wykrywania 

poznanych antygenów erytrocytarnych pozyskiwano w Zakładzie Immunoge-

netyki według autorskich przepisów „immunizacji”, czyli stymulacji immu-

nologicznej owiec-dawców surowicy. Wyprodukowanie pełnego zestawu su-

rowic testowych było możliwe dzięki utrzymywanej przez Instytut Zootech-

niki zróżnicowanych pod względem cech antygenowych grupy owiec. 
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Wszystkie uzyskane reagenty były poddawane międzynarodowej standaryza-

cji w testach porównawczych (Rychlik i  in., 1996). 

W 1977 r. Ministerstwo Rolnictwa wprowadziło ustawowy obowią-

zek prowadzenia kontroli rodowodów w owczarniach. W Instytucie Zootech-

niki w nadesłanych do badań próbkach krwi prowadzono oznaczenie składu 

antygenowego czerwonych krwinek oraz polimorfizmu transferyny i hemo-

globiny w ramach zadania zleconego przez Ministerstwo Rolnictwa (Rychlik 

i  in., 1996). Na ryc. 1 zobrazowano jak w latach 1977–2015, czyli na prze-

strzeni 39 lat prowadzonej weryfikacji rodowodów u owiec, systematycznie 

zmniejszała się liczba niezgodnych rodowodów. Można przypuszczać, że 

przyczyniły się do tego regularnie prowadzone badania rodowodów, które da-

wały podstawę do weryfikacji zapisów w dokumentacji hodowlanej. W przy-

padku stwierdzenia w stadzie powyżej 20% niezgodnych rodowodów – ho-

dowca był pozbawiany możliwości produkowania materiału hodowlanego 

(Rychlik i  in., 1996). 

Kontrolę rodowodów u owiec w Zakładzie Immuno- i Cytogenetyki 

Zwierząt IZ rutynowo prowadzono w oparciu o analizę 6 układów grupowych 

krwi (tab. 1) oraz polimorficznych wariantów transferyny (TF) i hemoglobiny 

β (HBB) (tab. 2). Do oznaczania antygenów erytrocytarnych wykorzystywano 

16 własnych reagentów testowych: anty Aa, Ab, Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bi, 

PLB-17, Ca, Cb, Da, Ma, R i 0. Przeciwciała obecne w surowicy testowej 

wiążą się z determinantami antygenowymi. W wyniku reakcji antygen-prze-

ciwciało dochodzi do aglutynacji (zlepiania się antygenów pod wpływem re-

akcji ze swoistym przeciwciałem) lub hemolizy (rozpadu błony erytrocytów). 

U owiec antygeny z układów grupowych A, B, C, M i R oznaczano testem 

hemolitycznym, a antygen Da z układu D testem aglutynacyjnym (Rychlik 

i in., 1996). Polimorficzne warianty transferyny i hemoglobiny oznaczano za 

pomocą elektroforezy poziomej w żelu skrobiowym według zmodyfikowanej 

metody Smithies O. (1955) (Rychlik i  in., 1996; Rychlik i Krawczyk, 2008). 

Badania mające na celu porównanie skuteczności metody analizy grup 

krwi i białek surowicy oraz krwi i polimorfizmu STRs w weryfikacji zapisów 

rodowodowych dały zbliżone wyniki prawdopodobieństwa wykluczenia nie-

właściwego rodzica (PE, ang. power of exclusion). U rasy Berrichone du Cher 

wartość PE wyniosła 0,920 przy zastosowaniu markerów erytrocytarnych 

i 0,998 z wykorzystaniem polimorfizmu STR (Rychlik i in., 2003). 

 

Kontrola rodowodów owiec na podstawie markerów mikrosatelitarnych 

DNA 

W 2016 r. analiza polimorfizmu mikrosatelitarnego zastąpiła całkowi-

cie kontrolę pochodzenia owiec w oparciu o grupy krwi. Wprowadzenie no-

wych markerów genetycznych do badań rodowodowych było poprzedzone 

okresem przystosowawczym, w którym opracowano metodykę, zwalidowano 

ją w oparciu o wyniki testu porównawczego i gromadzono profile DNA owiec, 
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które służyły do wyliczeń parametrów statystyki populacyjnej, takich jak 

prawdopodobieństwo wykluczenia (power of exclusion). W tym czasie bada-

nie polimorfizmu mikrosatelitarnego stosowano w przypadkach, gdy system 

kontroli pochodzenia owiec, oparty wówczas na grupach krwi, uniemożliwiał 

jednoznaczne wskazanie pary rodzicielskiej. Udział po raz pierwszy w mię-

dzynarodowym teście biegłości dotyczącym genotypowania DNA owiec 

(2011–2012 International Ovine Comparison Test) umożliwił standaryzację 

opracowanych zestawów markerów mikrosatelitarnych. W następnych latach 

Laboratorium Genetyki Molekularnej brało udział w każdym kolejnym mię-

dzynarodowym teście biegłości ISAG, uzyskując za każdym razem najwyższą 

I rangę zgodności wyników genotypowania (wyniki w zakresie 98–100%). 

Przez lata skład panelu markerów rekomendowanego przez ISAG (In-

ternational Society of Animal Genetics) ulegał zmianom. Od 2013 r. do chwili 

obecnej w kontroli pochodzenia u owiec na podstawie mikrosatelitarnych se-

kwencji DNA Międzynarodowe Towarzystwo Genetyki Zwierząt – ISAG re-

komenduje panel 13 markerów: AMEL, CSRD247, ETH152, INRA005, 

INRA006, INRA023, INRA063, INRA172, MAF065, MAF214, McM042, 

McM527, OarFCB20. 

W Laboratorium Genetyki Molekularnej ustalono dla badanych mar-

kerów mikrosatelitarnych dwa zestawy multiplex ze względu na różne tempe-

ratury przyłączania starterów (tab. 3). Od 2016 r. w Laboratorium Genetyki 

Molekularnej przebadano 5481 owiec. Ilość błędnie podanych rodowodów 

zmieniała się w poszczególnych latach, osiągając najwyższy procent wyklu-

czeń w drugim roku badań (6,1%) a najniższy w 2018 r., który wyniósł jedynie 

0,6% (ryc. 2). 

Wyniki kontroli rodowodów są corocznie przekazywane do wiadomo-

ści Polskiego Związku Owczarskiego, co pomaga w korygowaniu błędnych 

rodowodów i porządkowaniu dokumentacji zootechnicznej. Eliminacja z ho-

dowli zarodowej osobników o niezgodnym pochodzeniu daje gwarancję unik-

nięcia skutków, jakie mogłyby wyniknąć w przypadku użycia do rozrodu 

zwierząt nie pochodzących po wartościowych, podanych w rodowodach ro-

dzicach. 

 
Tabela 1. Reagenty testowe identyfikowane przy użyciu zestawu surowic testowych 

w ramach kontroli rodowodów owiec rutynowo prowadzonej w Instytucie Zootechniki 

 

Układy grupowe Reagenty testowe 

A Aa, Ab 

B Bb, Bc, Bd, Be, Bf, Bg, Bi, PLB-17 

C Ca, Cb 

D Da 

M Ma 

R R, 0 
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Tabela 2. Polimorficzne warianty transferyny (TF) i hemoglobiny (HB) 

identyfikowanetechniką elektroforezy żelowej 

 

Locus Geny Fenotypy 

TF     TFA   AA, AB, AC, AD, AE, AP 

    TFB   BB, BC, BD, BE, BP 

    TFC   CC, CD, CE, CP 

    TFD   DD, DE, DP 

    TFE   EE 

    TFP   PP 

HB     HBA 
 AA, AB, BB 

    HBB 

 

 
Ryc. 1.  Liczba owiec badanych w Instytucie Zootechniki PIB na podstawie grup 

i białek krwi pod kątem weryfikacji rodowodów oraz liczba niezgodnych  

rodowodów na przestrzeni lat 1976–2015 

 

 
Tabela 3. Podział markerów mikrostaelitarnych na  2 zestawy multipleks 

ze względu na temperaturę przyłączania starterów 

 

PCR 
Temperatura przyłą-

czania starterów 
Markery 

Multiplex 1 61°C 
AME, INRA63, INRA006, MAF214, 

McM042, CSRD247, INRA172 

Multiplex 2 58°C 
MAF065, McM527, OarFCB20, ETH152, 

INRA005, INRA23 
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Ryc. 2. Liczba owiec badanych w Instytucie Zootechniki PIB na podstawie  

markerów mikrosatelitarnych pod kątem weryfikacji rodowodów oraz liczba  

niezgodnych rodowodów w latach 2016–2019 
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Badania grup krwi u trzody chlewnej 

Początki badań nad grupami krwi są związane z odkryciami dokona-

nymi na początku XX w. przez austriackiego immunologa Karla Landsteinera 

i polskiego lekarza immunologa Ludwika Hirszfelda oraz zespół polskich ba-

daczy – Szymanowskiego, Stetkiewicza i Wachlera. U świń znanych jest obec-

nie 16 układów grupowych krwi, w których zidentyfikowano 78 czynników 

grupowych i 82 allele (tab. 1). W 1968 r. przy współpracy z Wyższą Szkołą 

Rolniczą – Wydziałem Zootechnicznym w Poznaniu uruchomiono w Instytu-

cie Zootechniki, w Zakładzie Doświadczalnym w Pawłowicach Pracownię 

Badania Grup Krwi Świń, która w 1987 r. została przemianowana na Pracow-

nię Immunogenetyki. Jednostka ta zajmowała się badaniami grup krwi i ich 

wykorzystaniem w kontroli pochodzenia u trzody chlewnej. 

Badania prowadzono z wykorzystaniem własnych reagentów testo-

wych, których jakość była sprawdzana w Międzynarodowych Testach Porów-

nawczych (Comparison Test). Pod patronatem Międzynarodowego Towarzy-

stwa Genetyki Zwierząt (ISAG) w 1996 r. organizatorem testu była Pracownia 

Immunogenetyki w Pawłowicach. 

Za pomocą standardowego zestawu surowic testowych (w 1996 r. 

było to 25 reagentów testowych należących do 9 układów grupowych krwi) 

możliwe było sprawdzenie w chlewniach zarodowych prawidłowości zapisów 

dokumentacji dotyczącej pochodzenia trzody chlewnej. W początkowym 

okresie (1968–1970) zamierzano badać jedynie materiał przesyłany do 

SKURTCh, ale zmiana organizacji hodowli świń w kraju, w tym utworzenie 

centrów hodowlanych, rozszerzyło zakres tych badań na cały obszar kraju. 

W latach 1978–1984 kontroli danych rodowodowych poddano 4200 osobni-

ków. Niezgodności w danych rodowodowych wynosiły 8–10%. Kontrola po-

chodzenia wykonana w 1990 r. wykazała, że w 22 chlewniach zarodowych 

niezgodności w pochodzeniu wynosiły 5,7% badanych zwierząt. W latach 

1991–1995 sprawdzono pochodzenie 11 065 szt. świń, spośród których u 461 
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szt. wykluczono pochodzenie po rodzicach zapisanych w dokumentacji ho-

dowlanej, co stanowiło 4,2% badanych zwierząt (Kamyczek, 1997). W bada-

niach wykonanych w chlewniach zarodowych w latach 2011–2015 wykazano, 

że niezgodności w pochodzeniu nie przekraczały 1,4%  (tab. 2). Od 2016 r. 

została zmieniona metodyka kontroli pochodzenia u trzody chlewnej, co spo-

wodowało przeniesienie prowadzonych badań do Instytutu Zootechniki w Ba-

licach, gdzie identyfikuje się rodzicielstwo na podstawie markerów mikrosa-

telitarnych. 

 

Kontrola rodowodów u świń na podstawie polimorfizmu DNA 

W akredytowanym według wymogów normy PN-EN ISO/IEC 

17025:2018-02 Laboratorium Genetyki Molekularnej (LGM) Instytutu Zoo-

techniki PIB od 2016 r. prowadzi się weryfikację rodowodów świń w oparciu 

o markery mikrosatelitarne DNA. Przy wykorzystaniu mieszaniny znakowa-

nych czterema fluoroforami (FAM, VIC, NED, PET) sekwencji starterowych 

o odpowiednim stężeniu, podczas jednej reakcji PCR multiplex powieleniu 

ulega 14 markerów mikrosatelitarnych z podstawowego zestawu rekomendo-

wanego przez ISAG, tj.: S0090, S0101, S0155, S0227, S0228, S0355, S0386, 

SW24, SW240, SW72, SW857, SW911, SW936, SW951. Otrzymane pro-

dukty PCR poddaje się elektroforezie w żelu poliakrylamidowym w obecności 

standardu długości 500 LIZ, w urządzeniu 3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). Odczyt wyniku elektroforezy kapilarnej następuje z wykorzysta-

niem programu GeneMapper® v. 4.0 (Applied Biosystems). 

W Instytucie Zootechniki PIB badania weryfikacji rodowodów świń 

na podstawie markerów STR prowadzone są w ramach zleconego przez Mini-

sterstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi programu wieloletniego. Odbiorcami wy-

ników badań kontroli pochodzenia świń są hodowcy zrzeszeni w Polskim 

Związku Hodowców i Producentów Trzody Chlewnej „POLSUS”. Najwięk-

szą liczbę próbek do badań DNA przesłano w 2018 r. i w tym też roku odno-

towano najwyższy procent nieprawidłowych rodowodów (tab. 2). 

Laboratorium Genetyki Molekularnej brało udział do tej pory 

w dwóch testach biegłości w profilowaniu świń na podstawie mikrosatelitar-

nych sekwencji DNA (Pig Comparison Test 2016–2017 i 2018–2019). 

W oparciu o uzyskane rezultaty w obydwu testach biegłości laboratorium 

LGM zakwalifikowano do pierwszej rangi laboratoriów, które w profilowaniu 

uzyskały zgodne wyniki w przedziale 100–98% (ryc. 1). 
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Tabela 1.  Grupy krwi u świń (ISAG – Pig Workshop, 1996) 

 

Układ 

gru-

powy 

Czynniki grupowe Allele 

A A (A, Aw),  O (O,-) A, O 

B Ba,  Bb a,  b 

C Ca a,  - 

D Da,  Db a,  b 

E Ea,  Eb,  Ed,  Ee,  Ef,  Eg,  

Eh, 

Ei,  Ej,  Ek,  El,  Em,  En,  

Eo, 

Ep,  Es,  Et  

bdgkmps,  deghkmnps,  aeglns,  defhkmnps, 

bdfkmps,  aeflns,   degklnps,  aegils,  

deghjmnt, 

abgklps,  abgkmps,  aegmnops,  bdgklps, 

deghjmnr,  abgkmops,  bdgjmt,  bdgjmr 

F Fa,  Fb,  Fc,  Fd ac,  ad,  bc,  bd 

G Ga,  Gb a,  b 

H Ha,  Hb,  Hc,  Hd,  He a,  b,  ab,  cd,  bd,  bc,  be,  - 

I Ia,  Ib a,  b 

J Ja,  Jb a,  b,  - 

K 
Ka,  Kb,  Kc,  Kd,  Ke,  

Kf, Kg 
acf,  bf,  acef,  ade,  adeg,  - 

L La,  Lb,  Lc,  Ld,  Lf,  Lg,  

Lh, 

Li,   Lj,   Lk,  Ll,  Lm    

adhi,  bcgi,  bdfi,  agim,  adhjk,  adhjl 

M Ma,  Mb,  Mc,  Md,  Me,  

Mf, 

Mg,  Mh,  Mi,  Mj,  Mk,  

Ml 

ab(e),  aem,  aejm,  ade(m),  b,  bcd,  bcdi,  

bd, bdg,    

be(f)m,  cd,  cdi,  cdk,  d,  djk,  dk,  ef, efm,  

h,  - 

N Na,  Nb,  Nc a,  b,  bc 

O Oa,  Ob a,  b 

P Pa a,  - 
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Tabela 2. Wyniki kontroli pochodzenia w chlewniach zarodowych na podstawie 

grup krwi w latach 2011–2015 i polimorfizmu mikrosatelitarnego  

w latach 2016–2019 

 

Rok Liczba badanych sztuk % niezgodności 

2011 1799 0,9 

2012 1700 0,1 

2013 1567 1,1 

2014 975 1,4 

2015 1021 0,0 

2016 1039 1,8 

2017 1326 2,4 

2018 1380 7,8 

2019 754 0,5 

 

 

 
 

Ryc. 1. Certyfikaty potwierdzające kompetencje Laboratorium Genetyki  

Molekularnej, w międzynarodowych testach porównawczym organizowanych  

przez ISAG w latach 2016–2017 i  2018–2019 
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Obecnie w Polsce badania kontroli pochodzenia na podstawie marke-

rów genetycznych są prowadzone w Laboratorium Genetyki Molekularnej Za-

kładu Biologii Molekularnej Zwierząt Instytutu Zootechniki PIB, Zakład Im-

munogenetyki Zwierząt Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN w Ja-

strzębcu oraz Laboratorium Badań Markerów Genetycznych u Koni Uniwer-

sytetu Przyrodniczego w Poznaniu. 

W Instytucie Zootechniki pierwsze analizy markerów klasy I koni za-

częto prowadzić w latach osiemdziesiątych XX w. W Laboratorium Grup 

Krwi Zakładu Doświadczalnego w Chorzelowie badania były wykonywane 

wyłącznie w oparciu o markery klasy I. Markery klasy I nie były jednak ide-

alne jako narzędzie do kontroli pochodzenia – prawdopodobieństwo potwier-

dzenia właściwie ustalonego rodowodu u koni wynosiło 98–99%. 

Wraz z rozwojem metod biologii molekularnej zaczęto stosować po-

limorfizm markerów mikrosatelitarnego DNA – klasy II, STR (ang. short tan-

dem repeat). Dla koni pierwotnie zaproponowano dziewięć sekwencji mikro-

satelitarnych, które stworzyły minimalny zestaw do weryfikacji rodowodów. 

Dalsze badania nad zastosowaniem mikrosatelitów w kontroli rodowodów 

skupiały się na poszukiwaniu nowych sekwencji dla zwiększenia wiarygod-

ności analiz i efektywności w wykluczeniu błędnie oszacowanego rodziciel-

stwa (Fornal i in., 2014). W 2000 r. laboratorium rozpoczęło badania kontroli 

rodowodów z zastosowaniem markerów mikrosatelitarnych. 

Markery klasy II pozwalają na uzyskanie wyższego niż markery klasy 

I prawdopodobieństwa potwierdzenia właściwie ustalonego rodowodu 

z 99,999% pewnością, czyli wyższą niż markery klasy I, graniczącą z pewno-

ścią. Z uwagi na powyższe rekomendacje, kontrola pochodzenia koni w Insty-

tucie Zootechniki była prowadzona do 2015 r. z zastosowaniem jednocześnie 

markerów klasycznych i mikrosatelitarnego DNA. Przez kilkanaście lat ana-

liza markerów klasy I i II była prowadzona równolegle dla zachowania spój-

ności badań oraz ciągłości pokoleń w badaniach. Laboratorium Grup Krwi 

w Chorzelowie formalnie zakończyło działalność 30 listopada 2015 r., a kon-

trola pochodzenia jest obecnie prowadzona w oparciu o polimorfizm mikrosa-

telitarnego DNA w Laboratorium Genetyki Molekularnej w Balicach. 
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Zestaw markerów genetycznych powinien cechować się uniwersalno-

ścią i nie powinien być rasowo-specyficzny, tak aby dla różnych populacji 

i ras koni wykazywać wystarczający polimorfizm. ISAG monitoruje zmien-

ność genetyczną i użyteczność zaproponowanego zestawu mikrosatelitów do 

kontroli pochodzenia na całym świecie (Kakoi i in., 2019). 

Identyfikację osobniczą i kontrolę pochodzenia koni prowadzimy 

w naszym Laboratorium zgodnie z bieżącymi wytycznymi ISAG. Do potwier-

dzenia pochodzenia stosowany jest aktualnie zestaw 12 podstawowych oraz 5 

dodatkowych markerów DNA (tab. 1). 

 

 
Tabela 1. Zestaw siedemnastu mikrosatelitarnych loci stosowanych obecnie  

w kontroli pochodzenia koni (Dimsoski, 2003; Equine Genetics and Parentage  

Analysis Workshop, 2012; Van de Goor i in., 2010) 

 

Locus 
Lokalizacja  

(chromosom) 
Motyw powtórzony 

Zakres  

alleli (pz) 

AHT4 24q14 (AC)nAT(AC)n 144–164 

AHT5 8 (GT)n 126–144 

ASB2 15q21.3-q23 (GT)n 216–250 

ASB17 2p14-p15 (AC)n 87–129 

ASB23 3q22.1-q22.3 (TG)n and (TG)nTT(TG)4 175–211 

CA425* 28q18 (GT)n 226–246 

HMS1* 15 (TG)n 170–186 

HMS2 10 (CA)n(TC)2 222–248 

HMS3 9 
(TG)2(CA)2TC(CA)n oraz 

(TG)2(CA)2TC(CA)nGA(CA)5 
148–170 

HMS6 4 (GT)n 151–169 

HMS7 1q25 (AC)2(CA)n 165–185 

HTG4 9 
(TG)nAT(AG)5AAG(GA)5, 

ACAG(AGGG)3 
127–139 

HTG6* 15q26-q27 (TG)n 84–102 

HTG7* 4 (GT)n 118–128 

HTG10 21 (TG)n and TATC(TG)n 95–115 

LEX3* Xq (TG)n 142–164 

VHL20 30 (TG)n 87–105 

 

* markery dodatkowe 
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Efektywność stosowanego obecnie zestawu siedemnastu rekomendo-

wanych sekwencji mikrosatelitarnych scharakteryzowano dla wielu ras koni, 

potwierdzając skuteczność ich działania. Badania te były prowadzone między 

innymi dla polskich populacji koni (Gralak i in., 1998; Ząbek i in., 2006). Ba-

dania z użyciem markerów DNA wraz ze szczegółową analizą rodowodową 

umożliwiają nie tylko weryfikację pochodzenia. Mogą być także stosowane 

m.in. w doborze optymalnego wariantu krzyżowania, tak aby zminimalizować 

efekty związane ze wzrostem inbredu w rasach. Markery mikrosatelitarne są 

użytecznym narzędziem w badaniu struktury ras, a także w przypadku prowa-

dzenia selekcji na określone cechy użytkowe pożądane przez hodowców (Ne-

gro i in., 2016). 

Głównym celem badań kontroli rodowodów koni jest weryfikacja po-

chodzenia przed wprowadzeniem zwierzęcia do hodowli. W Polsce kontrola 

pochodzenia koni stanowi warunek wpisania konia do ksiąg hodowlanych. 

Poza weryfikacją rodowodową, świadczoną dla związków hodowlanych i ho-

dowców indywidualnych, w Laboratorium Genetyki Molekularnej IZ PIB pro-

wadzimy monitoring zmienności genetycznej, oceniamy skuteczność potwier-

dzania pochodzenia oraz efektywność weryfikacji rodowodów na podstawie 

badań niezgodnych. Gdy badania prowadzono wyłącznie w oparciu o markery 

klasy pierwszej, odsetek liczby badań niezgodnych względem wszystkich ba-

dań w danym roku był znaczny, na poziomie kilku procent (rys. 1). 

  

 
 

Rys. 1. Liczba badań niezgodnych oraz procent wykluczeń w oparciu o markery 

klasy I dla badań prowadzonych 

w latach 2000–2005 w Instytucie Zootechniki 

 

Lata pracy naszego Laboratorium, Laboratorium Grup Krwi w Cho-

rzelowie oraz Polskiego Związku Hodowców Koni nad rzetelnością zapisów 
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i weryfikacją rodowodów koni przyczyniły się do sukcesywnego zmniejszania 

liczby badań niezgodnych. Przyczyniły się do tego również – obowiązek wy-

konywania i powszechność badań genetycznych. Analiza badań niezgodnych 

w ostatnich latach (rys. 2) wskazuje skuteczność i zasadność prowadzonych 

prac genetycznych. 

 

 
 

Rys. 2. Liczba badań niezgodnych oraz procent wykluczeń w oparciu o markery 

klasy II dla badań prowadzonych w latach 2010–2019 w Instytucie Zootechniki 

 

 

 

Poza testami rutynowymi prowadzimy między innymi badania nau-

kowe nad zmiennością genetyczną i genetyką populacyjną na podstawie poli-

morfizmu markerów mikrosatelitarnych dla ras koni hodowanych w Polsce. 

Efektem prac jest weryfikacja przydatności markerów jako narzędzi moleku-

larnych do rutynowych testów kontroli pochodzenia oraz monitorowanie 

zmian zachodzących w strukturach genetycznych badanych ras i populacji 

koni. W zakresie naszych prac badawczych są także badania z zastosowaniem 

polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (ang. Single Nucleotide Poly-

morphism – SNP). Markery te odgrywają coraz większą rolę w kontroli po-

chodzenia zwierząt, jednakże prace nad nowym panelem SNP dla koni nie są 

tak intensywne i zaawansowane jak na przykład w przypadku kontroli pocho-

dzenia bydła. Na chwilę obecną trzy zespoły zgłosiły swoje propozycje paneli 

SNP do kontroli pochodzenia koni (Tozaki SNPs (53 SNPs) – Japonia, Etalon 

SNPs (101 SNPs) – USA oraz nasze laboratorium – LGM (66 SNPs). Prace 

nad zestawami tych markerów są na etapie testowania zmienności różnych ras 

koni i weryfikacji SNP jako narzędzi do kontroli pochodzenia. Markery SNP 

są bialleliczne, mają najniższy wskaźnik zmienności ze wszystkich markerów 
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genetycznych i są łatwiejsze do walidacji. Istnieje prawdopodobieństwo, że 

tak, jak to się już dzieje powoli u bydła mlecznego, markery SNP mogą zastą-

pić markery STR w przyszłości. 
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Identyfikacja zwierząt towarzyszących i wolno żyjących 

W Instytucie Zootechniki PIB identyfikacja zwierząt hodowlanych na 

podstawie analizy DNA znalazła szerokie zastosowanie w kontroli rodowo-

dów bydła, koni, owiec i świń. W ostatnich latach badania te znalazły również 

zastosowanie w badaniach zwierząt towarzyszących, tj. psów, kotów, gołębi, 

alpak oraz zwierząt wolno żyjących: jeleni, wilków i dzików. 

Największe zapotrzebowanie na badania identyfikacyjne obserwu-

jemy u psów, które cieszą się bliskim związkiem z człowiekiem jako towarzy-

sze rodziny, ale także jako zwierzęta hodowlane. W Laboratorium Genetyki 

Molekularnej IZ PIB, wychodząc naprzeciw potrzebom hodowców i właści-

cieli psów wprowadzono metodę identyfikacji psów na podstawie analizy 

DNA. Opracowano i zastosowano metodę multipleksowej analizy markerów 

mikrosatelitarnych DNA, określanych jako STR (short tandem repeats). Mar-

kery te są obecnie najpopularniejszym narzędziem do identyfikacji osobniczej 

i analizy rodowodowej zarówno ludzi (Kling i in., 2017; Coble i in., 2016; 

Dumache i in., 2016), jak i zwierząt (Linacre i in., 2011), w tym również psów 

(Halverson i Basten, 2005; Scharnhorst i Kanthaswamy, 2011; Ciampolini 

i in., 2017). 

Do 2015 r. do rutynowych badań identyfikacyjnych psów w Labora-

torium Genetyki Molekularnej stosowano zestaw zawierający panel 18 mar-

kerów mikrosatelitarnych DNA: AHTk211, CXX279, REN169O18, INU055, 

REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, AHTh260, AHTk253, 

INU005, INU030, FH2848, AHT121, FH2054, REN162C04, AHTh171, 

REN247M23 oraz genu amelogeniny – AMEL, zalecanych przez Międzyna-

rodowe Towarzystwo Genetyki Zwierząt – ISAG. Obecnie w LGM stosowany 

jest rekomendowany przez ISAG zestaw 21 markerów, który zawiera 3 uzu-

pełniające markery: AHTh130, REN64E19 i REN105L03. Analiza 21 marke-

rów mikrosatelitarnych oraz genu AMEL jest przeprowadzana w dwóch ze-

stawach multipleksowych STR: 13-plex i 11-plex. Pierwszy z nich zawiera: 

AHTk211, REN169O18, REN54P11, INRA21, REN169D01, AHTh260, 

INU005, INU030, AMEL, AHT121, FH2054, AHTh171 i REN247M23. 

W skład drugiego wchodzą: CXX279, INU055, REN105L03, AHT137, 

AHTK253, AHTH130, FH2848, REN64E19, REN162C04, REN247M23 
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i AHTk211. Markery REN247M23 i AHTk211 amplifikowane w każdym ze-

stawie stanowią wewnętrzne markery kontrolne. 

Identyfikacja alleli w 21 loci mikrosatelitarnych DNA i na tej podsta-

wie ustalenie profilu DNA unikalnego dla każdego osobnika (rys. 1), pozwala 

na przeprowadzenie analizy porównawczej profili DNA, która poparta staty-

styką stanowi skuteczną metodę identyfikacji osobniczej psów (Halverson 

i Basten, 2005; Scharnhorst i Kanthaswamy, 2011; Ciampolini i  in., 2017). 

Szacowane prawdopodobieństwo wykluczenia (PE) na podstawie stosowa-

nego zestawu 21 loci STR daje ponad 99,9 % prawdopodobieństwo właściwie 

potwierdzonego pochodzenia i 100% pewność wykluczenia pochodzenia 

(Radko i Słota, 2009; Radko i in., 2018). 

Markery stosowane w laboratorium są co dwa lata testowane i standa-

ryzowane w międzynarodowych testach porównawczych DNA organizowa-

nych przez ISAG, a metoda „Identyfikacja osobnicza psów w multiplekso-

wych systemach STR” – PB03 w LGM IZ PIB jest akredytowana przez Pol-

skie Centrum Akredytacji. Wykonywanie badań na najwyższym poziomie po-

twierdzonych Certyfikatem Jakości umożliwia wystawianie uznawanych mię-

dzynarodowo ekspertyz pochodzenia i certyfikatów DNA psów. 

W ostatnich latach do IZ PIB zaczęły wpływać zapytania dotyczące 

identyfikacji osobniczej kotów. Na potrzeby hodowców, Laboratorium Gene-

tyki Molekularnej przygotowało metodę identyfikacji osobniczej opartej, po-

dobnie jak dla psów, na analizie mikrosatelitarnego DNA. Do badań zastoso-

wano markery rekomendowane przez ISAG do identyfikacji i kontroli rodo-

wodów kotów. Przygotowany panel markerów mikrosatelitarnych DNA za-

wiera 10 loci:  FCA310, FCA220, FCA069, FCA441, FCA075, FCA229, 

FCA678, FCA149, FCA105 oraz AMEL locus. Laboratorium Genetyki Mo-

lekularnej po raz pierwszy wzięło udział w międzynarodowym teście porów-

nawczym Cat Comparison Test 2018–2019, co pozwoliło na standaryzację 

wartości alleli i możliwość wystawiania profilu DNA, który może być porów-

nywalny z laboratoriami na całym świecie. 
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Rys. 1. Profil DNA w 21 mikrosatelitarnych loci DNA i AMEL locus u psa 
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W ostatnich latach hodowla gołębi pocztowych budzi coraz większe 

zainteresowanie. Organizowane są wystawy, wyścigi i olimpiady tych ptaków, 

a ich ceny sięgają nawet kilkadziesiąt tysięcy euro. 

Pierwsze próbki w postaci gołębich piór z dutką wpłynęły do Labora-

torium Genetyki Molekularnej w 2011 r. Celem przeprowadzonej analizy było 

ustalenie profilu DNA w 10 loci STR oraz ustalenie płci danego osobnika. 

Markerami, na podstawie których ustalano profil DNA były: CliμD01, 

CliμD16, CliμD32, CliμT13, CliμT17, PG2, PG3, PG5, PG6, PG7 oraz mar-

ker CHD do ustalenia płci. 

Od 2017 r. wprowadzono panel mikrosatelit rekomendowany przez 

ISAG: CliμD01, CliμD11, CliμD16, CliμD17, CliμD19, CliμD35, CliμT02, 

CliμT13, CliμT17, CliμT43, PIGN4, PIGN57, PIGN10, PIGN12, PIGN15, 

PIGN26. Standaryzowaną nomenklaturę uzyskano dzięki udziałowi w mię-

dzynarodowych testach biegłości i zarówno w teście Pigeon Comparison Test 

2015/2016, jak i Pigeon Comparison Test 2018/2019 uzyskano 1 rank zgod-

ności genotypowania. Dzięki standaryzowanej nomenklaturze certyfikat uzy-

skany w Laboratorium Genetyki Molekularnej może być wykorzystany na ca-

łym świecie, a profile porównywane z innymi laboratoriami, które również 

maja standaryzację ISAG. 

W 2019 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej zgłosiło udział jako 

Duty Laboratory w kolejnym teście biegłości Pigeon Comparison Test 

2020/2021, co wiąże się z funkcją organizowania takiego międzylaboratoryj-

nego testu porównawczego. 

Od 2020 r. Laboratorium Genetyki Molekularnej posiada akredytację 

Polskiego Centrum Akredytacji procedury badawczej PB07 pt.: „Identyfikacja 

osobnicza gołębi w multipleksowych systemach STR” zgodnie z normą PN-

EN ISO/IEC 17025:2017. W ramach procedury Laboratorium zgodnie z wy-

tycznymi PCA oferuje: 

 ustalenie profilu DNA danego osobnika – genotyp, 

 przeprowadzenie badania jednostronnego – potwierdzenie bądź wy-

kluczenie osobnika po wskazanej matce lub ojcu, w tym przypadku 

badany jest tylko jeden z rodziców, a prawdopodobieństwo pochodze-

nia osobnika po wskazanym rodzicu obliczono na poziomie wyższym 

niż 99,8%, 

 przeprowadzenie badania obustronnego – potwierdzenie bądź wyklu-

czenie osobnika po wskazanej parze rodzicielskiej, w tym przypadku 

badani są obydwoje rodzice, a prawdopodobieństwo pochodzenia 

osobnika po wskazanych rodzicach obliczono na poziomie wyższym 

niż 99,99%, 

 ustalenie płci. 
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Alpaki są hodowane ze względu na wysoką jakość wełny. Wykorzy-

stuje się je zarówno jako zwierzęta użytkowe w hodowli, jak i towarzyszące 

w tzw. alpakoterapii. Na wniosek Ministra Rolnictwa w 2019 r. Rada Mini-

strów przyjęła projekt ustawy o organizacji hodowli i rozrodzie zwierząt go-

spodarskich. Zgodnie z postulatami hodowców alpak, została rozszerzona lista 

zwierząt gospodarskich o ten gatunek, aby umożliwić prowadzenie hodowli 

alpak w sposób właściwy dla zwierząt gospodarskich. Po uznaniu alpak za 

zwierzęta gospodarskie i utworzeniu dla nich ksiąg hodowlanych prognozo-

wano zwiększenie ich populacji w Polsce, a tym samym przeprowadzanie 

kontroli pochodzenia, którą wykonuje się w oparciu o markery DNA sekwen-

cji mikrosatelitarnych. 

Laboratorium Genetyki Molekularnej w 2019 r. opracowało proce-

durę badawczą pt.: „Identyfikacja osobnicza alpak i lam w multipleksowych 

systemach STR” i jako pierwsze w Polsce rozpoczęło komercyjne badania ge-

netyczne z zakresu identyfikacji osobniczej oraz potwierdzenia pochodzenia 

dla alpak i lam. Jest to bardzo istotna kwestia przy weryfikacji pochodzenia, 

niezbędnej do wpisywania kolejnych osobników do ksiąg hodowlanych. Moż-

liwość identyfikacji osobniczej alpak i lam może być również istotnym narzę-

dziem w kwestiach spornych, które zawsze występują w procesie hodowli 

zwierząt. 

Do przeprowadzenia kontroli pochodzenia wykorzystywany jest reko-

mendowany przez ISAG panel 12 markerów mikrosatelitarnych: LCA5, 

LCA8, LCA19, LCA37, LCA56, LCA65, LCA66, LCA94, LCA99, LGU49, 

LGU50, YWLL44. Obecnie rozpoczęły się próby opracowania drugiego pa-

nelu mikrosatelitarnego, który pozwoliłby na oznaczenie pozostałych marke-

rów wykorzystywanych u alpak i lam. Opracowywany jest także test moleku-

larny, umożliwiający odróżnienie hybrydy powstałej z krzyżowania alpaki 

i lamy od alpaki, gdy zawodzą metody oceny fenotypowej. 

Laboratorium Genetyki Molekularnej planuje również wziąć udział 

w najbliższym międzynarodowym teście biegłości organizowanym przez 

ISAG – Llama/Alpaca Comparison Test 2020/2021, aby nomenklatura, która 

jest wykorzystywana do przeprowadzania kontroli pochodzenia na podstawie 

powyższych markerów była standaryzowana, a certyfikaty z profilem DNA 

uzyskane w Laboratorium Genetyki Molekularnej mogły być wykorzystane 

na całym świecie. 

Obecnie LGM oferuje badania: 

 ustalenie profilu DNA danego osobnika (genotyp), 

 przeprowadzenie badania jednostronnego (potwierdzenie bądź wy-

kluczenie osobnika po wskazanej matce lub ojcu, w tym przypadku 

badany jest tylko jeden z rodziców), 
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 przeprowadzenie badania obustronnego (potwierdzenie bądź wyklu-

czenie osobnika po wskazanej parze rodzicielskiej, w tym przypadku 

badani są obydwoje rodzice). 

 

Wykorzystanie automatycznej analizy DNA do badań identyfikacji 

osobniczej zwierząt pozwoliło na wprowadzenie takich badań u zwierząt 

wolno żyjących, co w ostatnim czasie spotkało się ze znacznym zainteresowa-

niem. Analiza DNA jeleni, dzików czy wilków umożliwia identyfikację osob-

niczą zwierząt na potrzeby prokuratury, sądów, policji, towarzystwa opieki 

nad zwierzętami. Są to sprawy karne, najczęściej dotyczące kradzieży, kłu-

sownictwa, znęcania się nad zwierzętami bądź uśmiercania ich w okrutny spo-

sób, gdzie materiałem dowodowym są różnego rodzaju mikroślady znalezione 

w miejscu zbrodni. 

Jednym z najważniejszych zwierząt łownych, jak również hodowla-

nych występujących w Polsce jest jeleń szlachetny. Duże zainteresowanie 

zróżnicowaniem genetycznym jeleni, zarówno wolno żyjących, jak i hodow-

lanych oraz wykonywanie badań w celu opracowania opinii DNA dotyczą-

cych identyfikacji jeleni spowodowały konieczność opracowania w LGM pa-

nelu markerów STR do ich identyfikacji. Badania mające na celu ocenę poli-

morfizmu wybranych sekwencji mikrosatelitarnych, opracowanie zestawów 

multipleksowych STR mających zastosowanie w badaniach identyfikacyj-

nych u jeleniowatych przeprowadzono w wielu krajach na całym świecie 

(Martinez i in., 2002; Cosse i in., 2007; Frantz i in., 2008; Pérez-Espona i in., 

2008). W przeprowadzonych badaniach własnych testowano 45 sekwencji mi-

krosatelitarnych specyficznych dla gatunków Bovidae i Cervidae u ponad 450 

jeleni. Na podstawie przeprowadzonych w 2011 r. analiz konserwatyzmu ge-

netycznego ustalono panel polimorficznych markerów mikrosatelitarnych 

DNA, który z powodzeniem znalazł zastosowanie w identyfikacji jeleni wy-

stępujących w polskiej populacji.  Opracowany zestaw zawiera 12 markerów 

STR: BM1818, OarAE129, OarFCB5, OarFCB304, RM188, RT1, RT13, T26, 

T156, T193, T501, TGLA53 oraz gen amelogeniny – AMEL, analizowane 

w jednej reakcji multipleksowej w sekwenatorze kapilarnym (Radko, 2011) 

(rys. 2).  
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Rys. 2. Profil DNA w 12 mikrosatelitarnych loci DNA i AMEL locus u jelenia 

 

 

Badania polimorfizmu mikrosatelitarnego wilków i dzików są prze-

prowadzane zarówno na zlecenie prokuratur, sądów i komisariatów policji 

w ekspertyzach sądowych, jak i na zamówienia prywatne, gdyż są doskona-

łym narzędziem do monitorowania populacji danego gatunku. 

Do przeprowadzenia identyfikacji osobniczej wilków wykorzysty-

wany jest panel 19 markerów mikrosatelitarnych: AHTk211, CXX279, 

REN169O18, INU055, REN54P11, INRA21, AHT137, REN169D01, 

AHTh260, AHTk253, INU005, INU030, FH2848, AHT121, FH2054, 

REN162C04, AHTh171, REN247M23 i AMEL. 

Do przeprowadzenia identyfikacji osobniczej dzików wykorzysty-

wane są 2 panele po 8 markerów mikrosatelitarnych. Iplex składający się z: 

IGF1, S026, S215, SW72, SW857, SW1492, SW2021, SW2532 oraz II plex, 

w skład, którego wchodzą: S0090, S0155, S0355, SW24, SW122, SW461, 

SW951, SW2496. Laboratorium wykorzystuje również komercyjny zestaw 

„Animaltype Pig Multiplex PCR Test kits” firmy Biotype Diagnostic GmbH 

składający się z 11 mikrosatelitarnych loci: SBH1, SBH2, SBH4, SBH10, 

SBH13, SBH18, SBH19, SBH20, SBH22, S0655, 387A12F oraz SBH23 do 

ustalania płci. 
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Zakres badań cytogenetycznych obejmuje analizy struktury i funkcjo-

nowania aparatu genetycznego komórki z uwzględnieniem efektów fenotypo-

wych identyfikowanych nieprawidłowości kariotypu. Konwencjonalna dia-

gnostyka cytogenetyczna polega na mikroskopowej analizie chromosomów 

metafazowych lub prometafazowych uzyskanych metodą hodowli limfocytów 

krwi in vitro i barwionych odczynnikiem Giemsy, co pozwala określić liczbę 

diploidalną i morfologię chromosomów. Następny etap diagnostyczny to róż-

nicujące barwienie prążkowe QFQ, GTG lub RBA i jego modyfikacje (o roz-

dzielczości 5–10 mln par zasad oraz od 300 do 450 prążków Q, G i R w ha-

ploidalnym zestawie chromosomów), które umożliwiają identyfikację po-

szczególnych par chromosomów homologicznych oraz ustalenie kariotypu 

konkretnego osobnika. Rozszerzeniem standardowej analizy cytogenetycznej 

są wysokorozdzielcze techniki prążkowe – HRBT (2–5 mln par zasad), w wy-

niku których uzyskuje się rozdzielczość od 600 do 900 prążków i subprążków 

G lub R w haploidalnym zestawie chromosomów prometafazowych. Należy 

zaznaczyć, że techniki barwienia różnicującego są podstawowym narzędziem 

w diagnostyce nieprawidłowości chromosomowych oraz cytogenetycznych 

badaniach przesiewowych, a także niezbędnym elementem badań genomu do-

tyczących międzygatunkowych homologii chromosomów, fizycznego mapo-

wania genów, lokalizacji konstruktów genowych w genomach zwierząt trans-

genicznych, jak również konstrukcji gatunkowych map cytogenetycznych. 

Badania cytogenetyczne zwierząt hodowlanych prowadzone w Polsce 

od połowy lat siedemdziesiątych ubiegłego wieku początkowo obejmowały 

dwa gatunki: bydło i świnie. Kariotyp bydła, ze względu na akrocentryczną 

morfologię autosomów, oceniano głównie na podstawie analizy chromoso-

mów barwionych konwencjonalnie i tylko w uzasadnionych przypadkach sto-

sowano techniki barwienia różnicowego. Z kolei, ze względu na duże zróżni-

cowanie morfologii autosomów w kariotypie świni, ocenę cytogenetyczną 

u tego gatunku przeprowadzano na podstawie chromosomów metafazowych 

barwionych głównie technikami GTG, QFQ i RBA (Słota i in., 1988, 2004; 

Danielak-Czech i Słota, 2007, 2008 a). 

Wieloletnie badania populacji bydła wykazały, że najczęstszą mutacją 

chromosomową są fuzje centryczne zwane translokacjami robertsonowskimi. 
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Dotychczas na świecie zdiagnozowano ponad 60 różnych translokacji robert-

sonowskich w wielu rasach, zarówno prymitywnych jak i szlachetnych, przy 

czym najczęściej identyfikowano translokację robertsonowską 1;29. Również 

w Polsce fuzję centryczną 1;29 diagnozowano w populacji bydła rasy Charo-

laise, u potomstwa trzech buhajów rasy Blond d’Aquitaine, a także u osobni-

ków ras: nizinnej czarno-białej, nizinnej czerwono-białej i polskiej czerwonej 

(Słota i in., 2004). W polskiej populacji bydła, oprócz fuzji 1;29, zidentyfiko-

wano dwie inne translokacje robertsonowskie. W pierwszą zaangażowane 

były chromosomy z par 13 i 24, natomiast w drugą – dicentryczną autosomy 

z par 5 i 22 (Słota i in., 1988; Słota i Świtoński, 1992). Następna aberracja 

stwierdzana u bydła to trisomia XXY. Spośród kilkunastu zarejestrowanych 

na świecie nosicieli tego syndromu cztery przypadki zdiagnozowano w Polsce 

– u trzech buhajków aberracja wystąpiła w postaci prostej – 61,XXY, nato-

miast u czwartego w formie chimeryzmu 60,XX/61,XXY (Słota i in., 2003). 

Z kolei, efektem monitoringu cytogenetycznego, którym objęto liczne 

populacje świń na świecie, jest identyfikacja około 200 wad kariotypu, głów-

nie strukturalnych aberracji chromosomowych (ok. 150 translokacji wzajem-

nych), nielicznych aneuploidii heterosomów oraz kilkunastu przypadków chi-

meryzmu leukocytarnego. Spośród dotychczas opisanych u tego gatunku mu-

tacji chromosomowych dziewięć zdiagnozowano w Polsce (wszystkie, z wy-

jątkiem jednej, w Instytucie Zootechniki PIB): dwie inwersje, pięć translokacji 

wzajemnych, jedną tandem fuzję-translokację i translokację robertsonowską 

(Rejduch i in., 2003; Danielak-Czech i Słota, 2007, 2008 b; Danielak-Czech 

i in., 2006, 2010, 2016). 

Systemy kontroli kariotypu rozpłodników funkcjonują od wielu lat 

w licznych krajach europejskich, natomiast w Polsce w Instytucie Zootechniki 

PIB w Balicach od 1989 r. realizowany jest monitoring cytogenetyczny buha-

jów i knurów zarodowych. Skuteczność funkcjonowania tego systemu, po-

twierdzona identyfikacją licznych aberracji chromosomowych, uzasadnia po-

trzebę kontynuacji i intensyfikacji badań cytogenetycznych (Słota i in., 2004; 

Danielak-Czech i Słota, 2008 a; Kozubska-Sobocińska i Danielak-Czech, 

2017). 

Możliwości analizy cytogenetycznej w znaczący sposób wzbogaciła 

technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Obserwacje sygnałów 

hybrydyzacyjnych na heterosomach pozwoliły na zdiagnozowanie licznych 

przypadków aneuploidii u koni (Bugno i in., 2006, 2007; Bugno i Słota, 2007), 

chimeryzmu leukocytarnego u bydła, owiec i kóz (Kozubska-Sobocińska i in., 

2003, 2011, 2016, 2018, 2019; Rejduch i in., 2004; Rychlik i in., 2005), triso-

mii XXY u buhajka (Słota i in., 2003). Metoda ta została również wykorzy-

stana do identyfikacji chromosomów płci w plemnikach (Kozubska-Sobociń-

ska i Rejduch, 2008), a także w analizie przebiegu mejozy w preparatach uzy-

skanych z fragmentów gonad (Kozubska-Sobocińska i in., 2009). 



49 

Obecnie, dzięki rozwojowi molekularnych technik cytogenetycznych 

możliwe jest wykorzystanie do analizy kariotypu innowacyjnej, wysoko pre-

cyzyjnej techniki porównawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy 

(aCGH). 

 

 
 

Ryc. 1. Przykładowy wykres przedstawiający mapę rozmieszczenia CNV  

na chromosomach konia, uzyskany po analizie techniką porównawczej  

hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (schemat własny) 

 

 

Pozwala ona na identyfikację zmian niewidocznych w standardowym 

badaniu cytogenetycznym aberracji submikroskopowych z niespotykaną jak 

dotąd rozdzielczością, sięgającą od kilkuset do kilku-kilkunastu par zasad, bez 

konieczności prowadzenia hodowli komórkowej. Technika ta umożliwia jed-

noczesną identyfikację aneuploidii, duplikacji, delecji oraz amplifikacji każ-

dego fragmentu genomu obecnego na macierzy. Metoda polega na wyznako-

waniu dwóch izolatów DNA (badanego i referencyjnego) rożnymi fluorochro-

mami i porównaniu natężenia fluorescencji w chromosomach danej pary. Róż-

nice w intensywności fluorescencji w próbie badanej w stosunku do DNA 

wzorcowego świadczą o zaburzeniach w liczbie kopii analizowanych frag-

mentów genomu (CNV – ang. Copy Numer Variation). Warianty liczby kopii 

definiowane jako segmenty DNA o wielkości od 1 kpz do kilku Mpz, w któ-

rych zaobserwowano relatywne zwiększenie lub zmniejszenie liczby kopii 
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w porównywanych genomach (Scherer i in., 2007), mogą mieć istotny wpływ 

na fenotypową różnorodność, przystosowanie środowiskowe, zmienność 

w genach kontrolujących rozwój płciowy, funkcje rozrodcze czy regulację 

hormonalną organizmu (Lin i in., 2009). Obecnie w Instytucie Zootechniki 

Państwowym Instytucie Badawczym identyfikowane są zmiany chromoso-

mowe i mikrorearanżacje w genomie końskim u osobników obarczonych za-

burzeniami rozrodczymi lub rozwojowymi (Kowalska i in., 2017). 

Techniki molekularne (FISH, PRINS i aCGH) wprowadzane do dia-

gnostyki cytogenetycznej zwierząt znacznie zwiększają zakres i precyzję ba-

dań cytogenetycznych, gdyż oprócz oceny prawidłowości kariotypu umożli-

wiają identyfikację chromosomów, fizyczną lokalizację genów (Danielak-

Czech i in., 2014), identyfikację rearanżacji chromosomowych oraz ocenę po-

limorfizmu chromosomowego, konserwatyzmu genetycznego i badań filoge-

netycznych w aspekcie ewolucji kariotypu (Bugno-Poniewierska i in., 2009). 
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Początki identyfikacji gatunkowej sięgają lat 80. i pierwszych 

rozpoznanych przypadków choroby szalonych krów. W odpowiedzi na 

wykrycie przyczyn tego zjawiska wprowadzono szereg ustaw, mających na 

celu zakaz spożywania mączek mięsno-kostnych przez przeżuwacze. Aby 

przepis ten nie pozostał jedynie na papierze, konieczne stało się regularne 

sprawdzanie potencjalnej obecności zakazanych składników. 

Początkowo takie analizy polegały na zastosowaniu metod mi-

kroskopowych do badania głównie tkanek twardych, natomiast do tkanek 

miękkich wykorzystywano techniki oparte na analizie białek – ich elektro-

forezie lub wykrywaniu zawartych w nich przeciwciał. W Laboratorium 

Genetyki Molekularnej trwały w tym czasie prace nad metodą identyfikacji 

białek bydlęcych w mięsie i jego przetworach, np. w karmie dla zwierząt czy 

produktach spożywczych. Opracowane metody miały szereg ograniczeń 

związanych ze swoistością biologiczną, uzależnioną od rodzaju tkanki lub 

sposobu jej przetworzenia. O ile dla tkanek świeżych specyficzność była 

100%, to oznaczenie mączek zwierzęcych nie zawsze było możliwe. 

Postęp nauk biologicznych, a w szczególności metod opartych na 

technologii DNA, umożliwił pokonanie wspomnianych ograniczeń i znacznie 

ułatwił oraz przyspieszył analizę. Największy rozwój użytecznych tu metod 

molekularnych nastąpił na początku XXI wieku. Również w Laboratorium 

Genetyki Molekularnej rozpoczęto w tym czasie badania nad możliwością 

oznaczenia gatunkowego komponentów zwierzęcych na podstawie DNA. 

Początkowo opracowane metody ograniczały się do identyfikacji 

jakościowej, w której fragmenty DNA specyficzne gatunkowo powielano 

w reakcji PCR, Następnie, po rozdziale w procesie elektroforezy w żelu 

agarozowym i analizie wyników w żelu otrzymujemy informację o obecności 

lub braku oznaczanego gatunku w badanym materiale. Metodę PCR 

wykorzystywano w laboratorium również  jako analizę polimorfizmu długości 

fragmentów restrykcyjnych (RFLP), głównie do oznaczania jeleniowatych, 

tzn. saren, jeleni, kóz (Natonek-Wiśniewska i in., 2010). Technika ta polega 

na amplifikacji fragmentów DNA pochodzących od kilku gatunków, 

a następnie trawieniu odpowiednio wybranymi enzymami restrykcyjnymi, co 

pozwala na różnicowanie gatunków. 
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Obecnie w laboratorium, stosując klasyczny PCR, można jakościowo 

oznaczyć 13 indywidualnych gatunków: bydło, świnie, owce, kury (Natonek-

Wiśniewska i in., 2013), kaczki, gęsi (Natonek-Wiśniewska i in., 2016) indyki, 

konie, koty (Natonek-Wiśniewska, 2009), psy, sarny, kozy, jelenie (Natonek-

Wiśniewska i Słota, 2008, 2010) oraz 4 grupy gatunków: drób, przeżuwacze, 

królestwo zwierząt i domeny eukariotów. 

Rozwój nauki i co tym idzie metod analitycznych umożliwił 

wdrożenie metod opartych na oznaczeniu ilościowym, czyli reakcji PCR 

w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Wprowadzenie ich jest bardzo 

korzystne, ponieważ pozwala opisać skład ilościowy poszczególnych 

gatunków. 

Obecnie, przy zastosowaniu reakcji real-time PCR, istnieje możliwość 

oznaczania ilościowego siedmiu pojedynczych gatunków: bydło, świnie, 

konie, owce (Natonek-Wiśniewska i Krzyścin, 2016), kury (Natonek-

Wiśniewska i Krzyścin, 2015), kaczki i gęsi. Przy zastosowaniu tej techniki 

możemy również oznaczyć DNA należące do domeny eukarioty. Opracowane 

metody wykorzystują sondy MGB lub barwniki wiążące się z DNA (Eva 

Green). Metody, zarówno ilościowe jak i jakościowe, wymagają analizy 

w kierunku obecności konkretnego gatunku lub jego grupy. Odrębnym 

problemem są próbki, których skład jest całkowicie nieznany. Sposobem 

umożliwiającym takie badanie jest sekwencjonowanie metodą Sangera, gdzie 

do analizy wybiera się fragment homologiczny dla kilku gatunków. W ten 

sposób możemy w szybkim czasie precyzyjnie wyznaczyć przynależność 

gatunkową próbki.  Szczegółowy schemat podziału metod znajduje się na 

rysunku 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Rys. 1. Szczegółowy schemat podziału metod stosowanych  

w identyfikacji gatunkowej 
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Każda z tych metod ma swoje zalety i ograniczenia. Zwykle mają bar-

dzo wysoką granicę oznaczalności; niejednokrotnie tak wysoką, że wielkość 

ta nie ma praktycznego znaczenia w komercyjnych analizach. Wielkość ta, 

często poniżej 0,001%, nabiera realnego znaczenia przy oznaczaniu niepożą-

danych substancji śladowych czy przypadkowych artefaktów w próbce. 

Ogromnym atutem analizy gatunkowej na podstawie reakcji PCR jest 

możliwość przeprowadzenia oznaczenia bez względu na rodzaj materiału bio-

logicznego, z którego uzyskujemy DNA. Analiza jest możliwa w materiale 

surowym (np. mięso, mleko, krew, kości, sierść), przetworzonym (np. kieł-

basa, żelatyna, ser, karma dla zwierząt domowych, mączki mięsno-kostne, 

plazma, kazeina, serwatka), czy zdegradowanym (np. plamy krwi). Skuteczna 

analiza bez względu na ilość i jakość matrycy jest związana z właściwościami 

mtDNA; w szczególności wynika ze znacznej ilości jego kopii w każdej ko-

mórce oraz z ogromnej odporności na czynniki zewnętrzne, jakim mtDNA 

może być poddane. Zaleta ta sprawia, że metoda nie ma ograniczeń i może być 

wykorzystana do bardzo szerokiego spektrum materiału. 

Ważnym zagadnieniem dla funkcjonowania Laboratorium jest wpro-

wadzenie systemu jakości laboratoriów badawczych i wzorcujących dla (ISO 

17025). Wdrożenie tej normy zaświadcza, że wszystkie badania prowadzone 

w laboratorium są z nią zgodne i wykonane z odpowiednią dbałością dla wy-

branej metody badań. Identyfikacja gatunkowa z biegiem lat zyskuje na zna-

czeniu. Jest stosowana do badania żywności dla ludzi, karmy dla zwierząt, ale 

także bardzo często do badania mikrośladów. Jest wykorzystywana zarówno 

do badań komercyjnych, regularnie powtarzalnych, jak oznaczanie wołowiny 

oraz koniny (badania żywności, paszy), jak również jednorazowych (przykła-

dowo oznaczenie DNA dorsza w plamach krwi). Z tego względu Laborato-

rium musi być otwarte na możliwość opracowywania coraz to nowych metod. 

Dostępność sekwencji e w GenBanku sprawia, że opracowanie metody iden-

tyfikacji każdego dodatkowego gatunku jest możliwe. 
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Wartość hodowlana zwierząt przez wiele lat była szacowana pośred-

nio tylko w oparciu o cechy użytkowe oraz rodowody zwierząt ze sobą spo-

krewnionych. Odbywało to się w myśl założenia, że na ogół potomstwo po 

wysoko wydajnych rodzicach również charakteryzuje się wysoką wydajno-

ścią. Pomimo iż metody te nadal spełniają swoją rolę, posiadają jednak pewne 

ograniczenia. Związane jest to z system oceny ojców-buhajów na podstawie 

oceny i porównywania ich córek przez co jest bardzo kosztowne i czaso-

chłonne (Ptak i in., 2015; Siatka, 2018; Skarwecka, 2019). Postęp w dziedzinie 

genetyki molekularnej udostępnił narzędzia genetyczne umożliwiające pozna-

nie całych genomów zwierząt hodowlanych, a w rezultacie wytypowanie ty-

sięcy markerów genetycznych, tworząc genomowo wzbogaconą ocenę warto-

ści hodowlanej. Jest ona połączeniem tradycyjnego szacowania wartości ho-

dowlanej z wartością genomową, stanowiącą sumaryczny efekt wielu marke-

rów. Wysokoprzepustową techniką, która pozwala na badanie zmienności 

w obrębie genomu są mikromacierze genotypowe, wykorzystujące polimorfi-

zmy pojedynczych nukleotydów (SNP-single nucleotide polymorphism). Naj-

częściej wykorzystywanymi, a jednocześnie dającymi wiarygodne i powta-

rzalne wyniki są mikromacierze typy BeadChip opracowane przez firmę Illu-

mina. Mikromacierze te są szklanymi płytkami, na których regularnie roz-

mieszczone są krzemowe koraliki opłaszczone sondami molekularnymi (Ka-

miński, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fot. 1. Mikromacierz EuroG MD Fot. 2. Nakładanie prób  

na mikromacierz EuroG MD 
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Wartość hodowlana zwierząt przez wiele lat była szacowana pośred-

nio tylko w oparciu o cechy użytkowe oraz rodowody zwierząt ze sobą spo-

krewnionych. Odbywało to się w myśl założenia, że na ogół potomstwo po 

wysoko wydajnych rodzicach również charakteryzuje się wysoką wydajno-

ścią. Pomimo że metody te nadal spełniają swoją rolę, posiadają jednak pewne 

ograniczenia. Związane jest to z systemem oceny ojców-buhajów na podsta-

wie oceny i porównywania ich córek, przez co jest bardzo kosztowne i czaso-

chłonne (Ptak i in., 2015; Siatka, 2018; Skarwecka, 2019). Postęp w dziedzinie 

genetyki molekularnej udostępnił narzędzia genetyczne umożliwiające pozna-

nie całych genomów zwierząt hodowlanych, a w rezultacie wytypowanie ty-

sięcy markerów genetycznych, tworząc genomowo wzbogaconą ocenę warto-

ści hodowlanej. Jest ona połączeniem tradycyjnego szacowania wartości ho-

dowlanej z wartością genomową, stanowiącą sumaryczny efekt wielu marke-

rów. 

Wysokoprzepustową techniką, która pozwala na badanie zmienności 

w obrębie genomu są mikromacierze genotypowe, wykorzystujące polimorfi-

zmy pojedynczych nukleotydów (SNP-single nucleotide polymorphism). Naj-

częściej wykorzystywanymi, a jednocześnie dającymi wiarygodne i powta-

rzalne wyniki są mikromacierze typu BeadChip opracowane przez firmę Illu-

mina. Mikromacierze te są szklanymi płytkami, na których są regularnie roz-

mieszczone krzemowe koraliki opłaszczone sondami molekularnymi (Kamiń-

ski, 2012). Poprzez hybrydyzację sondy te wykrywają komplementarne do sie-

bie sekwencje DNA badanego zwierzęcia i trwale łączą się z nimi. Dzięki za-

stosowaniu fluorescencji jesteśmy w stanie oznaczyć występowanie SNP pod-

czas skanowania mikromacierzy w skanerach o wysokiej precyzji odczytu 

(Wojciechowska i Olech, 2013). Redukcja kosztów produkcji i wykorzystania 

macierzy pozwoliła na wprowadzenie jej do praktyki hodowlanej. Pierwsza 

komercyjnie udostępniona mikromacierz bydlęca firmy Illumina została za-

projektowana w oparciu o genomy przedstawicieli 19 ras bydła, w tym mię-

snego, mlecznego, mięsno-mlecznego, a także bizona amerykańskiego. Wy-

korzystanie tak dużej ilości ras bydła pozwoliło na powszechne wykorzystanie 

jej w wielu krajach (Hayes i in., 2009; Kamiński, 2012). Macierz ta występuje 

pod komercjalną nazwą Bovine 50K SNP i zawiera zestaw 54 000 markerów 

równomiernie rozmieszczonych na chromosomach. Obecnie w użyciu wyko-

rzystuje się jej trzecią, udoskonaloną wersję. 

Prace nad dalszym obniżeniem kosztów badania, a co za tym idzie 

większą dostępnością dla hodowcy, zaowocowały powstaniem macierzy Eu-

roG10K, obejmującej panel 10 000 loci SNP. W oparciu o wykorzystane mar-

kery możliwe jest oznaczenie cech użytkowych oraz identyfikacja defektów 

genetycznych, takich jak: BLAD, DUMPS oraz HH1, HH2, HH3, HH4, HH5, 

HH6, HH7 i HCD, czy również oznaczenie prawidłowego umaszczenia i bez-

rożności. Ponadto, pozwala na weryfikację pochodzenia w oparciu o markery 
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SNP. Zastosowanie imputacji umożliwia z macierzy o mniejszej gęstości Eu-

roG10K odtworzyć prawdopodobny genotyp zwierzęcia, jaki można by uzy-

skać z macierzy o większej gęstości Bovine 50K (http://www.izoo.kra-

kow.pl/zalaczniki/wazne_ informacje/Era-genomowa-2017.pdf?ver=2; Guld-

brandtsen i in., 2017; Skarwecka, 2019). Następczynią mikromacierzy Eu-

roG10K jest macierz EuroG MD. Składa się ona z panelu 45 000 markerów, 

zawierającego markery SNP z macierzy EuroG10K v 8.0, a także część z mi-

kromacierzy BovineLD v 2.0 i BovineSNP50 v 3.0, które są stosowane do 

oceny różnych ras bydła w różnych krajach. Zwiększenie gęstości przez za-

stosowanie dodatkowych markerów podniosło dokładność oceny oraz pozwo-

liło na zastosowanie mikromacierzy EuroG MD do szacowania wartości ho-

dowlanej kolejnych ras bydła mlecznego i mięsnego (http://www.izoo.kra-

kow.pl/index.php?option=com_content&task=view&id=1941&Itemid=49). 

Polska jako jeden z pierwszych krajów wprowadziła system oceny 

wartości hodowlanej bydła. Już od 1962 r. Instytut Zootechniki Państwowy 

Instytut Badawczy bierze aktywny udział w prowadzeniu oceny hodowlanej 

buhajów ras mlecznych, zgodnie z Rozporządzeniem Ministra Rolnictwa 

i Rozwoju Wsi. Na przestrzeni lat metody oceny wartości hodowlanej uległy 

licznym zmianom oraz modernizacjom wzbogacając podejście konwencjo-

nalne o metody genomowe. Chęć wprowadzenia do powszechnej praktyki ge-

nomowej oceny wartości hodowlanej zaowocowała powstaniem w 2014 r. 

Konsorcjum Genomika Polska, do którego obok Instytutu Zootechniki PIB 

przystąpiły Polska Federacja Hodowców Bydła i Producentów Mleka w War-

szawie, Małopolskie Centrum Biotechniki Sp. z o.o. z siedzibą w Krasnem, 

Stacja Hodowli i Unasieniania Zwierząt Sp. z o.o. z siedzibą w Bydgoszczy, 

Uniwersytet Warmińsko-Mazurski w Olsztynie, Uniwersytet Przyrodniczy we 

Wrocławiu, Mazowieckie Centrum Hodowli i Rozrodu Zwierząt Sp. z o.o. 

w Łowiczu oraz Wielkopolskie Centrum hodowli i Rozrodu Zwierząt w Po-

znaniu z siedzibą w Tulcach Sp. z o.o. 

Instytut Zootechniki, jako aktywny członek Konsorcjum zajął się 

opracowaniem metod obliczeniowych i analitycznych genotypowania, które 

otrzymały pozytywną ocenę testów walidacji przez organizację INTERBULL 

(Jędraszczyk, 2013). Wraz z potrzebą zwiększenia dokładności oceny geno-

mowej Polska w 2012 r. dołączyła do Spółdzielni EuroGenimics, wiążącej 

współpracę międzynarodową pomiędzy Niemcami, Francją, Danią, Holandią, 

Szwecją, Finlandią oraz Hiszpanią. Pozwoliło to na utworzenie wspólnej bazy 

referencyjnej, wymiany wyników i doświadczenia oraz wyznaczenie wspól-

nych celów. Obecnie Spółdzielnia EuroGenomics dysponuje populacją refe-

rencyjną liczącą ponad 35 000 buhajów rasy holsztyńsko-fryzyjskiej, co przy-

czyniło się do zwiększenia dokładności oceny genomowej (http://www.euro-

genomics.com/). 
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W Instytucie Zootechniki PIB oznaczanie genotypów bydła z wyko-

rzystaniem mikromacierzy SNP wykonywane było przez Samodzielną Pra-

cownię Genomiki powstałą w 2011 r. Pracownia realizowała pierwszy etap 

oceny wartości genomowej, prowadząc bazę materiału biologicznego, izolację 

DNA i genotypowanie SNP. W wyniku restrukturyzacji Samodzielna Pracow-

nia Genomiki została przekształcona w Dział, a następnie Zakład Biologii Mo-

lekularnej Zwierząt W jego skład wchodzi Laboratorium Genetyki Molekular-

nej oraz Laboratorium Genomiki, w którym obecnie jest prowadzona część 

laboratoryjna oceny genomowej metodą techniki mikromacierzy SNP. 

Ocena wartości hodowlanej buhajów i krów jest wykonywana zgodnie 

z wytycznymi INTERBULL jako organizacji mającej status laboratorium re-

ferencyjnego Unii Europejskiej. Jest ona przeprowadzana trzy razy w roku 

wraz z oceną konwencjonalną w oparciu o dane rodowodowe. W odpowiedzi 

na wysokie zapotrzebowanie hodowców Instytut Zootechniki PIB przeprowa-

dza dodatkowe oceny krajowe we wcześniej uzgodnionych terminach 

(http://www.izoo.krakow.pl; https://crs.izoo.krakow.pl/). 

 
Fot. 3. Pierwszy etap analizy wyników genotypowania 

 

 

Laboratorium Genomiki posiada w swojej ofercie komercyjnie do-

stępną macierz o większej gęstości BovineSNP50 v 3.0 oraz nową, udostęp-

nianą dla członków Spółdzielni EuroGenomics mikromacierz EuroG MD. Od 

2013 r. weryfikuje poprawność genotypowania loci SNP bydła w międzyna-

rodowych testach biegłości ISAG, uzyskując najwyższą I rangę (98–100%), 

https://crs.izoo.krakow.pl/
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potwierdzając tym samym wysokie kompetencje w zakresie genotypowania 

SNP u tego gatunku. Ponadto, dzięki wieloletniemu doświadczeniu oraz 

uczestnictwu w międzynarodowych testach biegłości jako jedno z 14 labora-

toriów na świecie posiada akredytację ICAR dotyczącą prowadzenia kontroli 

rodowodów bydła w oparciu o markery SNP (https://www.icar.org/in-

dex.php/certifications/certification-and-accreditation-of-dna-genetic-labora-

tories/guidelines-for-str-and-snp-based-parentage-testing-in-cattle/accredi-

ted-laboratories-for-parentage-testing-in-cattle/). Jednocześnie, jest jedyną 

jednostką w Polsce posiadającą akredytację zgodną z procedurami ICAR, po-

zwalającą na pełną analizę rodowodów u bydła na podstawie markerów SNP. 

Dodatkowo, Instytut Zootechniki PIB chętnie angażuje się we współpracę 

międzynarodową rozpowszechniając wiedzę w zakresie oceny wartości ho-

dowlanej oraz oceny genomowej bydła mlecznego. 

Obecnie ocena genomowa cieszy się coraz większą popularnością. 

Wykorzystanie technik genotypowania pozwala uzyskać ocenę wartości ho-

dowlanej dla wszystkich istotnych w hodowli cech już zaraz po urodzeniu 

zwierzęcia. Pozwala to na redukcję kosztów, a także skrócenie odstępu poko-

leniowego, co przekłada się na szybszy postęp hodowlany. W rezultacie przy-

czynia się to do usprawnienia procesu produkcji, dzięki podejmowaniu świa-

domych i strategicznych decyzji hodowlanych dla gospodarstwa. 
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Trzęsawka owiec (ang. scrapie) to choroba neurodegeneracyjna, która 

zawsze kończy się śmiercią zwierzęcia. Chorują na nią owce i kozy, a wykryto 

ją również u muflonów. Razem z BSE bydła (ang. Bovine Spongiform Ence-

phalopathy) i przewlekłą chorobą wyniszczającą jeleniowatych (ang. Chronic 

Wasting Disease) należy do grupy pasażowalnych encefalopatii gąbczastych 

(ang. Transmissible Spongiform Encephalopathies – TSE) wywoływanych 

przez infekcyjne czynniki białkowe, tzw. priony. Zgodnie z hipotezą prionową 

(Prusiner, 1998), na skutek zmian konformacyjnych drugo-, trzecio- i czwar-

torzędowej struktury normalnego komórkowego białka PrPC (bogatego w α-

helisy) powstaje forma patogenna PrPSc (prion; bogaty w β-harmonijki). 

Priony są nierozpuszczalne, częściowo odporne na działanie enzymów prote-

olitycznych, UV i temperatury oraz mają zdolność do agregacji w centralnym 

układzie nerwowym. Podobny mechanizm, w którym białko o nieprawidłowej 

konformacji katalizuje zmiany struktury fizjologicznego białka komórko-

wego, prowadzące do powstawania i agregacji patogennych białek obserwuje 

się w chorobie Alzheimera, Parkinsona czy stwardnieniu zanikowym bocz-

nym (ALS). Akumulacja prionów w komórkach nerwowych prowadzi do neu-

rodegeneracji, a zanikające komórki nerwowe tworzą puste przestrzenie, przez 

co obraz mózgu przypomina gąbkę. Objawy kliniczne i przedkliniczne, jak 

również zmiany histologiczne w mózgu mogą być różne nawet w obrębie tej 

samej jednostki chorobowej w zależności od tego, jakim szczepem zaraziło się 

zwierzę. Chore osobniki są bardziej pobudliwe i płochliwe, tracą równowagę, 

obserwuje się u nich ataksję i mioklonie, pogarsza się ich kondycja, wydrapują 

sobie sierść. Choroba prowadzi do całkowitej fizycznej i umysłowej dezorga-

nizacji organizmu (Baylis i Goldmann, 2004; Greenlee i Greenlee, 2015; Gre-

enlee, 2019; Baral i in., 2019). Przyżyciowa diagnoza trzęsawki jest trudna 

i możliwa w zasadzie tylko w przypadku klasycznej trzęsawki metodami im-

munohistochemicznymi na podstawie biopsji trzeciej powieki, błony śluzowej 

odbytnicy i węzłów chłonnych. Ostatecznym potwierdzeniem choroby są po-

śmiertne testy immunohistochemiczne i badanie histopatologiczne różnych 

wycinków mózgowia. Wykonuje się również test różnicujący, określający czy 

patogenne białko prionowe jest typowe dla trzęsawki czy dla BSE (Polak i in., 

2006; Greenlee, 2019). 

Trzęsawka owiec może przyjmować dwie postacie: klasyczną i aty-

pową. Postać klasyczna znana jest od XVIII w., a postać atypową (Nor98) 
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wykryto po raz pierwszy dopiero w 1998 r. w Norwegii (Benestad i in., 2003). 

Uważa się, że klasyczna trzęsawka owiec jest potencjalnie zakaźna i można 

się nią zarazić drogą pokarmową lub środowiskową, a atypowa trzęsawka 

słabo przenosi się w warunkach naturalnych i występuje raczej spontanicznie 

u starszych zwierząt. Klasyczna i atypowa trzęsawka różnią się od siebie m.in. 

profilem glikozylacji białka, wrażliwością na trawienie proteazami, występo-

waniem zmian patologicznych i genetyczną opornością/podatnością zwierząt 

na zachorowanie (Tranulis i in., 2011; Fast i Groschup, 2013; Greenlee, 2019). 

Komórkowe białko PrPC jest kodowane przez gen PRNP. Stwier-

dzono, że u owiec różne warianty genu PRNP są powiązane z wrażliwością na 

klasyczną i atypową trzęsawkę. Na podstawie badań prowadzonych na całym 

świecie zaobserwowano, że cztery kodony genu PRNP – 136, 141, 154 i 171 

mają związek z występowaniem trzęsawki. Występowanie waliny (V) w ko-

donie 136, argininy w kodonie 154, glutaminy (Q) i histydyny (H) w kodonie 

171 powiązano z podatnością na klasyczną trzęsawkę. Z kolei alanina (A) 

w kodonie 136, histydyna (H) w kodonie 154 i arginina (R) w kodonie 171 

zostały powiązane z opornością na klasyczną trzęsawkę (Baylis i Goldmann, 

2004). Utworzone w ten sposób allele (np. A136H154Q171) i genotypy (np. 

A136R154R171/VRQ) pozwalają na określenie, czy dany osobnik będzie bardziej 

podatny/oporny na zachorowanie na klasyczną trzęsawkę i przypisanie go do 

grupy ryzyka narażenia na tę jednostkę chorobową (NSP1-5, gdzie NSP1 

oznacza grupę o znikomym ryzyku, a NSP5 grupę o najwyższym ryzyku za-

chorowania na klasyczną trzęsawkę). Niestety genotyp ARR/ARR, warunku-

jący oporność na klasyczną trzęsawkę nie warunkuje oporności na trzęsawkę 

atypową – ta postać choroby występuje także u owiec o tym właśnie genoty-

pie. Trzęsawkę atypową powiązano z obecnością fenyloalaniny (F) w kodonie 

141 i histydyny (H) w kodonie 154. Allel F znaleziono dotychczas tylko 

w konfiguracji z allelem ARQ (AFRQ). Z badań prowadzonych w różnych 

krajach wynika, że wśród owiec zarażonych atypową trzęsawką statystycznie 

istotnie więcej osobników posiada allele AFRQ i ALHQ (Moum i in., 2005; 

Tranulis i in., 2011; Fast i Groschup, 2013; Greenlee i Greenlee, 2015). Znając 

genotypy owiec, można skutecznie prowadzić selekcję zwierząt tak, aby 

zmniejszyć ryzyko wystąpienia chorób prionowych. W krajach europejskich 

od lat prowadzone są programy monitoringu genotypów PRNP, mające na 

celu zwiększanie częstości genotypu ARR/ARR i zmniejszenie częstości ge-

notypu VRQ/XXX (gdzie XXX oznacza dowolny wariant) w stadach owiec. 

Potwierdzono ich skuteczność. Decyzją Komisji Wspólnot Europejskich 

z dnia 18.12.2002 r. (notyfikowaną jako Dokument C(2002) 5102). Unia Eu-

ropejska zaleca krajom członkowskim badanie genotypów w populacjach 

owiec pod kątem podatności na scrapie i zwiększenie częstości warunkującego 

oporność allelu ARR w stadach o znaczeniu gospodarczym w celu zmniejsze-

nia ryzyka wystąpienia klasycznej trzęsawki owiec. 
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W Polsce badania nad polimorfizmem genu PRNP u owiec prowa-

dzone były w Instytucie Zootechniki od 2005 r. W latach 2005–2008 bada-

niami było objętych kilka tysięcy owiec w ramach projektów zamawianych 

przez Departament Bezpieczeństwa Żywności i Weterynarii Ministerstwa 

Rolnictwa i Rozwoju Wsi. Od 2009 r. badania są dalej kontynuowane w ra-

mach innych zadań, projektów i programów, a także w formie usług (Rejduch 

i in., 2009; Piestrzynska-Kajtoch i in., 2015; Piestrzynska-Kajtoch i in., 2017). 

Instytut Zootechniki PIB dostarcza wyniki genotypowania trzęsawki Głów-

nemu Inspektoratowi Weterynarii, który z kolei przekazuje te dane do Komisji 

Europejskiej w formie raportu, zgodnie z pkt. 8.2 rozdziału A załącznika III 

do Rozporządzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 

z dnia 22 maja 2001 r. Dotychczas badaniami objęto łącznie około 12 500 

owiec różnych ras. Przez cały ten czas udoskonalano metodę genotypowania 

tak, aby można było prowadzić badania rutynowo. Badanie wykonuje się na 

materiale biologicznym w postaci krwi, ale można też oznaczyć genotyp z wy-

mazu czy fragmentu tkanki. Początkowo metoda genotypowania opierała się 

w naszym Laboratorium wyłącznie na enzymach restrykcyjnych i elektrofore-

zie agarozowej (Garcia-Crespo i in., 2004) (ryc. 1). Obecnie genotypowanie 

wykonywane jest metodą dyskryminacji alleli z zastosowaniem specyficznych 

sond TaqMan MGB. Laboratorium opracowało także metodę sekwencjono-

wania genu PRNP, która pozwala na analizę polimorfizmu całego kodującego 

regionu genu (ryc. 2). Efektem badania jest określony genotyp PRNP w po-

staci czterech kodonów (np. ALRR/AFRQ), niezmienny przez całe życie, po-

twierdzony sprawozdaniem z analizy (ekspertyzą). Od 2006 r. Laboratorium 

Genetyki Molekularnej Zakładu Biologii Molekularnej Zwierząt Instytutu 

Zootechniki PIB (LGM) nieprzerwanie i zawsze z powodzeniem uczestniczy 

w międzynarodowych testach porównawczych metody genotypowania trzę-

sawki owiec, organizowanych przez EURL (Laboratorium Referencyjne Unii 

Europejskiej), które mają na celu potwierdzenie skuteczności i jakości wyko-

nywanych badań. 

W Polsce cały czas prowadzi się badania nad zmiennością genu PRNP 

u różnych ras owiec (Rejduch i in., 2009; Niżnikowski i in., 2014; Piestrzyń-

ska-Kajtoch i in., 2015; Niżnikowski i in., 2016; Piestrzyńska-Kajtoch i in., 

2017). Pozwalają one na oszacowanie frekwencji poszczególnych alleli w ba-

danych populacjach (monitoring) i tworzenie referencyjnych baz genotypów. 

Na rycinie 3 przedstawiono częstości genotypów PRNP owiec badanych 

w LGM w latach 2016–2019. 
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A.    B.  
 

Ryc. 1. Genotypowanie genu PRNP: A – kodony 136 i 154 zgenotypowane  

przy pomocy enzymu restrykcyjnego; B – kodon 171 zgenotypowany 

metodą dyskryminacji alleli 

 

             
 

Ryc. 2. Sekwencjonowanie fragmentu genu PRNP 
 

 

 

Ryc. 3. Frekwencja genotypów PRNP u owiec badanych w latach 2016–2019;  

kolory oznaczają przynależność do grupy ryzyka narażenia na klasyczną trzęsawkę: 

NSP1 – niebieski, NSP2 – zielony, NSP3 – żółty, NSP4 – pomarańczowy; 

NSP5 – czerwony 
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Instytut Zootechniki, zgodnie z wytycznymi unijnymi, oznacza rów-

nież genotypy PRNP u wszystkich owiec i kóz ze zdiagnozowaną w Polsce 

chorobą prionową. Pierwszy przypadek trzęsawki owiec zdiagnozowano 

w Polsce w 2009 r. Od tego czasu do dziś (07.2020) w naszym kraju odnoto-

wano 94 przypadki trzęsawki u owiec (76 przypadków atypowej trzęsawki 

i 18 przypadków klasycznej trzęsawki) oraz dwa przypadki encefalopatii gąb-

czastej kozy. Wszystkie owce, u których wykryto klasyczną trzęsawkę pocho-

dziły z importu. Podejrzenie przypadku TSE w stadzie, zgodnie z Rozporzą-

dzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 999/2001 z dnia 22 maja 

2001 r. (ujednolicony dokument z dnia 2.07.2020), oznacza konieczność prze-

prowadzenia dochodzenia w celu identyfikacji wszystkich narażonych zwie-

rząt i podjęcie dalszych kroków w przypadku potwierdzenia diagnozy. 

Wszystkie owce i kozy w gospodarstwie lub gospodarstwach, w których na-

stąpiło narażenie, zostają objęte urzędowym ograniczeniem przemieszczania 

do czasu uzyskania wyników potwierdzających diagnozę. Zgodnie z tym sa-

mym rozporządzeniem, w zależności od diagnozy potwierdzającej jednostkę 

chorobową, mogą zostać zastosowane różne środki, np. objęcie stada inten-

sywnym monitorowaniem TSE przez okres 2 lat, czy bezzwłoczne uśmierce-

nie narażonych zwierząt (wytypowanych na drodze dochodzenia: gdy nie 

można wykluczyć BSE). Wiąże się to ze stratami ekonomicznymi. 

W handlu wewnątrzunijnym, w aspekcie bezpieczeństwa żywności 

wymaga się od gospodarstw określenia statusu ryzyka (znikome, kontrolo-

wane) wystąpienia trzęsawki klasycznej. Owce, ich nasienie i embriony prze-

znaczone na eksport muszą pochodzić z gospodarstw spełniających te wymogi 

lub mieć potwierdzony genotyp ARR/ARR (załącznik VIII do Rozporządze-

nia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001 z dnia 22 maja 2001 

r.). Genotypowanie trzęsawki owiec umożliwia więc nie tylko skuteczną, 

świadomą selekcję zwierząt, zarządzanie ryzykiem w owczarniach i uniknię-

cie strat ekonomicznych, ale także ułatwia prowadzenie handlu. Z uwagi na 

ryzyko ekonomiczne związane ze stwierdzeniem choroby prionowej w sta-

dzie, genotypowanie PRNP i selekcja owiec pod kątem eliminacji niekorzyst-

nych wariantów tego genu ma istotne znaczenie dla hodowców tych zwierząt. 
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Nutrigenomika to dziedzina wiedzy, która bada wpływ odżywiania na 

regulację genów (Müller i Kersten, 2003). Z kolei, nutrigenetyka zajmuje się 

oddziaływaniami pomiędzy dietą a genomem, tzn. analizuje, w jakim stopniu 

odpowiedź organizmu na składniki żywieniowe jest uzależniona od sekwencji 

DNA osobnika. Dieta jest jednym z głównych czynników środowiskowych 

wpływających na stan zdrowia i kondycję ludzi, a także na wyniki użytkowo-

ści zwierząt gospodarskich. Rosnąca liczba danych sugeruje, że u podłoża tego 

oddziaływania leżą interakcje pomiędzy składnikami żywieniowymi a geno-

mem ludzi i zwierząt. Obecnie znanych jest wiele czynników transkrypcyj-

nych (np. PPAR, SREBP), które działają jak czujniki składników odżywczych 

i wpływają na ekspresję innych genów zaangażowanych w metabolizm 

(Müller i Kersten, 2003). Ponadto, przeprowadzono wiele eksperymentów, 

które wykazały rolę odżywiania w modyfikacji epigenetycznej (Jiménez-Chil-

larón i in., 2012). Modyfikacje epigenetyczne obejmują metylację DNA, mo-

dyfikację histonów i regulację poprzez mikroRNA. Przypuszcza się, że ist-

nieją dwa krytyczne punkty, w których może wystąpić modyfikacja epigene-

tyczna. Jednym z nich jest tzw. „wczesne okno” (ang. „early window”) i obej-

muje okres życia płodowego oraz wczesny etap życia postnatalnego. Drugi to 

tzw. „dietary transition”, czyli przejście na specyficzną dietę (np. dieta wyso-

kotłuszczowa, restrykcja kaloryczna itd.). Hipoteza ta powstała w wyniku ana-

lizy skutków tzw. głodowej zimy podczas II wojny światowej w Holandii 

(ang. The Dutch Hunger Winter 1944–1945). Zaobserwowano, że potomko-

wie kobiet, które w tym okresie były w ciąży, znacznie częściej są narażeni na 

występowanie chorób krążenia, otyłości, insulinooporności oraz cukrzycy, 

a także chorób psychicznych (Fernandez-Twinn i in., 2019; Hulshoff Pol i in., 

2000). Naukowcy przypuszczają, że jeśli w trakcie życia płodowego organizm 

jest narażony na niedożywienie, to przystosowuje się do warunków środowi-

skowych w których występuje ograniczony dostęp do składników odżyw-

czych. Jeśli później, w dorosłym życiu substancje te występują w nadmiarze, 

to taki organizm trudniej radzi sobie z ich wykorzystaniem, co prowadzi do 

chorób metabolicznych. 
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W ostatnich czasach przeprowadzono szereg badań na zwierzętach 

modelowych, potwierdzających związek pomiędzy przejściem na specyficzną 

dietę a zmianami w poziomie ekspresji genów. Najwięcej takich doświadczeń 

przeprowadzono na gryzoniach (myszy, szczury). Coraz częściej jednak wy-

korzystywane są w tych eksperymentach zwierzęta gospodarskie: świnie, by-

dło, owce. Wyniki badań na zwierzętach gospodarskich, zwłaszcza świniach, 

dostarczają cennych informacji na temat oddziaływania składników dietetycz-

nych na regulację ekspresji genów nie tylko pod kątem wpływu na zdrowie 

zwierząt i ludzi, ale także w aspekcie skuteczności stosowania konkretnej 

diety dla poprawy wyników użytkowości zwierząt. Pozwalają one na poznanie 

mechanizmów molekularnych, które są odpowiedzialne za kształtowanie cech 

użytkowości tucznej i rzeźnej, a także jakości tuszy. Szereg takich badań prze-

prowadzono u bydła pod kątem wydajności rzeźnej, jakości mięsa, a także 

użytkowości mlecznej (praca przeglądowa: Nowacka-Woszuk, 2020). Jednak 

to świnia jest najczęściej wykorzystywana w badaniach nutrigenomicznych. 

Gatunek ten został zaproponowany jako model zwierzęcy w badaniach nad 

miażdżycą ponad czterdzieści lat temu (Cevallos i in., 1979). Obecnie świnie 

stały się obiecującym alternatywnym dla gryzoni modelem zwierzęcym wielu 

chorób człowieka ze względu na wiele podobieństw w wielkości narządów 

i fizjologii z ludzkim ciałem. Ponadto, hodowla świń ma na celu zwiększenie 

wysokiego dziennego przyrostu masy zwierząt, co sprawia, że jest to naturalny 

model stylu życia prowadzącego do otyłości (Oczkowicz i in., 2019). 

W 2015 r. w Instytucie Zootechniki rozpoczęto prace badawcze doty-

czące wpływu tłuszczu w diecie opartej o cDDGS (corn Dried Destilers Gra-

ins with Solubles) na profil transkryptomiczny, poziom metylacji wysp CpG 

oraz profil mikroRNA w tkankach świni. Przeprowadzone badania obejmo-

wały trzy typy analiz NGS (Next Generation Sequencing; Sekwencjonowanie 

Następnej Generacji): analiza transkryptomu, analiza mikroRNA oraz analiza 

poziomu metylacji DNA i zostały przeprowadzone na trzech tkankach (mię-

sień, wątroba, tłuszcz). Dodatkowo, dokonano dokładnej oceny cech użytko-

wości tucznej i rzeźnej zwierząt, a także profilu tłuszczowego i jakości sło-

niny. cDDGS jest produktem ubocznym w przemyśle gorzelniczym, jest bo-

gatym źródłem błonnika, białka, kwasów tłuszczowych nienasyconych oraz 

drożdży. Z tego względu jest szeroko stosowane jako zamiennik soi w diecie 

świń. Co więcej, postuluje się włączenie cDDGS do diety ludzkiej, np. jako 

dodatek przy wypieku chleba, ze względu na jego prozdrowotne właściwości. 

Stosowanie cDDGS w diecie świń wywołuje jednak pewne negatywne skutki, 

jeśli chodzi o jakość uzyskiwanej słoniny. Ze względu na dużą zawartość kwa-

sów tłuszczowych nienasyconych słonina uzyskana od zwierząt skarmianych 

cDDGS jest bardziej podatna na utlenianie, szybciej się psuje i ma gorszą 

z punktu widzenia konsumenta konsystencję. Dlatego też, aby przeciwdziałać 

temu zjawisku, stosuje się dodatek tłuszczu o wysokiej zawartości kwasów 
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tłuszczowych nasyconych. W opisywanym eksperymencie utworzono 4 izoe-

nergetyczne grupy żywieniowe, z których każda zawierała 6 zwierząt (ryc. 1). 
 

 

GRUPA  I (-cDDGS+olej rzepakowy) 

 

 

 

 

 

 

 

  

GRUPA  II (+cDDGS+olej rzepakowy) 

 

   

 

GRUPA  III (+cDDGS+łój wołowy) 

 

 

 

 

 

 

 

  

GRUPA  IV (-cDDGS+olej kokosowy) 

 

 

Ryc. 1. Grupy żywieniowe utworzone podczas doświadczenia 

 

 

Taki układ doświadczenia pozwalał na przeanalizowanie dwóch czyn-

ników równocześnie: cDDGS – poprzez porównanie grup I i II oraz źródła 

tłuszczu – poprzez porównanie grup II, III, IV. Stwierdzono, że żadna z grup 

nie różni się pod względem cech użytkowości tucznej i rzeźnej. Masa ciała, 

masa wyrębów podstawowych oraz grubość słoniny były takie same w bada-

nych grupach, jednak stwierdzono istotne zmiany w profilu kwasów tłuszczo-

wych słoniny (Świątkiewicz i in., 2016). Zgodnie z oczekiwaniami stwier-

dzono, że dodatek cDDGS w paszy pogarsza jakość słoniny. Najgorsze para-

metry technologiczne tłuszczu (TBA-RS, liczba jodowa) odnotowano w gru-

pie II (+cDDGS+olej rzepakowy). Ta grupa charakteryzowała się również naj-

wyższą zawartością kwasów nienasyconych. Dodatek tłuszczów zawierają-

cych nasycone kwasy tłuszczowe (łój wołowy, olej kokosowy) poprawił zna-

cząco te parametry. Generalnie, zaobserwowano istotną korelację pomiędzy 

profilem kwasów tłuszczowych w paszy oraz w tłuszczu zwierząt otrzymują-

cych tę paszę. Jednocześnie, zabezpieczenie próbek do analiz molekularnych 

i zastosowanie najnowszej technologii sekwencjonowania następnej generacji 

(NGS) pozwoliło na prześledzenie procesów zachodzących w tkance tłuszczo-

wej na poziomie molekularnym, które towarzyszyły obserwowanym zmianom 
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fenotypowym. Tkanka tłuszczowa jest obecnie uznawana za istotny organ 

o wysokiej aktywności metabolicznej, a jako jedną z przyczyn występowania 

chorób metabolicznych uznaje się stan, w którym dochodzi do przewlekłego 

stanu zapalnego tej tkanki, czemu towarzyszy uwalnianie prozapalnych cyto-

kin. Dlatego, badania nad procesami zachodzącymi w tkance tłuszczowej do-

starczają cennych informacji z punktu widzenia zdrowia ludzi i zwierząt. Po 

porównaniu grupy, która nie otrzymywała w paszy cDDGS  (-cDDGS+olej 

rzepakowy)  z grupą otrzymującą ten dodatek w diecie, zidentyfikowaliśmy 

93 geny o różnej ekspresji pomiędzy grupami (ang. DEG – Differentially 

expressed Genes). Większość zidentyfikowanych genów była zaangażowana 

w najważniejsze szlaki metaboliczne, takie jak: fosforylacja oksydacyjna, bio-

synteza kwasów tłuszczowych, metabolizm kwasów tłuszczowych. Zaobser-

wowaliśmy, że dodanie cDDGS wpływa pozytywnie na ekspresję szeregu ge-

nów, które zostały ostatnio zaproponowane jako potencjalne cele farmakolo-

giczne w leczeniu otyłości, cukrzycy, chorób sercowo-naczyniowych i chorób 

neurodegeneracyjnych (np. FASN, AACS, ALAS1, HMGCS1 i VSIG4). Nasze 

wyniki potwierdziły zasadność wprowadzenia cDDGS do diety człowieka 

w celu profilaktyki chorób metabolicznych (Oczkowicz i in., 2018). 

Od wielu lat wiadomo, że nadmierne spożycie tłuszczów pochodzenia 

zwierzęcego sprzyja rozwojowi chorób serca, w przeciwieństwie do tłuszczów 

roślinnych zawierających duże ilości nienasyconych kwasów tłuszczowych. 

Mechanizm molekularny wywołujący te efekty nie jest jednak w pełni po-

znany. Ponadto, stosowanie w diecie człowieka oleju kokosowego ciągle bu-

dzi sporo kontrowersji. Olej koksowy, przez niektórych uważany za tzw. „su-

perfood”, zawiera duże ilości nasyconych kwasów tłuszczowych o średniej 

i krótkiej długości łańcucha, z których część (np. kwas mirystynowy) wyjąt-

kowo mocno podnosi poziom cholesterolu we krwi. Dlatego, kolejnym celem 

naszych badań była ocena zmian w poziomie ekspresji genów w tkance tłusz-

czowej, wywołanych spożywaniem różnych rodzajów tłuszczu. Po porówna-

niu wszystkich trzech grup, otrzymujących różne źródła tłuszczu w paszy, zi-

dentyfikowaliśmy 31 genów o zróżnicowanej ekspresji, z których najwięcej – 

29 stwierdzono między grupą otrzymującą w paszy olej rzepakowy a grupą 

skarmianą dodatkiem łoju wołowego. Prawie wszystkie z tych genów zwią-

zane są z patogenezą chorób sercowo-naczyniowych, neurodegeneracyjnych 

i nowotworowych u ludzi (np. PLAU, CYBB, NCF2, ZNF217, CHAC1, 

CTCFL). Pełnią one kluczową funkcję w regulowaniu ciśnienia krwi i proce-

sów krzepnięcia krwi, sygnalizacji ROS (ang. Reactive Oxygen Species) oraz 

proteolizy. Wśród genów o zróżnicowanej ekspresji pomiędzy grupami na 

szczególną uwagę zasługuje gen PLAU (Urokinase –Type Plasminogen Ac-

tivator), kodujący aktywator plazminogenu, którego produkt umożliwia prze-

mianę plazminogenu w plazminę – główne białko biorące udział w rozpusz-

czaniu skrzepów krwi. Poziom ekspresji tego genu był kilkukrotnie wyższy 

w tkance tłuszczowej osobników otrzymujących w diecie olej rzepakowy. 
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Gen ten jest określony jako potencjalny gen targetowy w leczeniu zakrzepicy 

i innych chorób sercowo-naczyniowych. Z punktu widzenia jakości tłuszczu 

możliwe jest, że podwyższona ekspresja tego genu może przyczyniać się do 

obniżania jakości technologicznej tłuszczu poprzez wzmożoną aktywność 

proteolityczną i w konsekwencji zmianę jego konsystencji. Dodatkowo, ana-

liza (GSEA – Gene Set Enrichment Analysis) całych profili transkryptomicz-

nych ze wszystkich trzech porównań wykazała, że spożywanie nadmiernych 

ilości  produktów zawierających łój wołowy czy olej kokosowy może wywo-

ływać zmiany w poziomie ekspresji genów kluczowych w patogenezie chorób 

cywilizacyjnych (Oczkowicz i in., 2019), sugerując większą ostrożność w sto-

sowaniu oleju kokosowego w diecie ludzi. 

Reasumując, wykorzystanie zwierząt gospodarskich w badaniach nu-

trigenomicznych daje unikalną szansę na prześledzenie procesów biologicz-

nych zachodzących pod wpływem określonych substancji w środowisku naj-

bardziej zbliżonym do warunków panujących w ludzkim organizmie. Jedno-

cześnie, podejście takie jest bardziej akceptowane z punktu widzenia etyki ba-

dań w porównaniu do wykorzystywania zwierząt laboratoryjnych ze względu 

na możliwość późniejszego spożycia produktów pochodzących od badanych 

zwierząt. 
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W naukach o zwierzętach, podobnie jak we wszystkich naukach przy-

rodniczych zastosowanie proteomiki i innych narzędzi post-genomicznych 

oferuje doskonałe możliwości uzyskania bardziej szczegółowego zrozumienia 

złożonych systemów biologicznych (Marco-Ramell i in., 2016). Prace prowa-

dzone w latach 1995–2003 nad poznaniem ludzkiego genomu (Human Ge-

nome Organisation – HUGO – Organisation) zapoczątkowały erę dynamicz-

nego rozwoju technik omicznych, a postęp wiedzy, jaki dokonał się w ostat-

nich latach, poprzez analizę genomu i transkryptomu zrewidował stan naszej 

wiedzy na temat złożoności zjawisk zachodzących w komórce/tkance/narzą-

dzie. Po zsekwencjonowaniu genomu człowieka intensywne prace naukow-

ców zostały skierowane na poznanie genomów innych organizmów, w szcze-

gólności zwierząt gospodarskich. Mnogość nowych informacji oraz pojawia-

jąca się jeszcze większa ilość pytań skłoniła naukowców do podjęcia kolej-

nego kroku, jakim było rozpoczęcie prac nad identyfikacją wszystkich białek, 

ich aktywnością biologiczną, modyfikacjami potranslacyjnymi, interakcjami 

w komórce, a także na identyfikacji zmian w proteomie jako odpowiedzi na 

zmieniające się warunki biologiczne. W przeciwieństwie do DNA, białka ule-

gają złożonym modyfikacjom biochemicznym na poziomie potranslacyjnym, 

a pojedynczy gen może kodować wiele białek za pomocą alternatywnego skła-

dania informacyjnego RNA, dlatego też proteom jest bardziej złożony niż ge-

nom (Joshi i Patil, 2017). Intensywne prace nad białkami rozwinęły się i prze-

kształciły w nową gałąź nauki nazwaną proteomiką, rozumianą jako zbiór róż-

norodnych technik, które służą do pozyskiwania informacji o proteomie (biał-

kowym komponencie kodowanym przez genom). 

Od lat 70. poprzedniego wieku w Instytucie Zootechniki PIB prowa-

dzono szereg doświadczeń, będących zaczątkiem badań proteomicznych, 

które można zaklasyfikować do immunoproteomicznych. Zastosowanie me-

tod elektroforetycznych w badaniach białek osocza krwi i pełnej krwi było na 

szeroką skalę wykorzystywane w badaniach rodzicielstwa i zmienności gene-

tycznej u świń (Janik, 1986; Kamyczek, 1997), koni (Nogaj i in., 2013) i owiec 

(Rychlik i Krawczyk, 2008). Prowadzono również badania zmierzające do po-

znania albumin oraz alfa-, beta- i gammaglobulin, grupujących molekuły o po-

dobnym ładunku elektrycznym, lecz zróżnicowanej masie cząsteczkowej 

i często odmiennych właściwościach biologicznych. W obrębie frakcji beta-

globulin sześć nowych epitopów białek tej frakcji opisali Skiba i Węgrzyn 
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(Skiba i in., 1994; Skiba i Węgrzyn, 1976, 1999; Skiba i Willmann-Węgrzyn, 

1977). W 1993 r. zostały również zidentyfikowane przez Skibę i Węgrzyna 

(1993) kolejne epitopy immunoglobulin: GA1, GB2 oraz MA2. W ówcześnie 

działającym Zakładzie Immuno- i Cytogenetyki Zwierząt IZ w latach 1996–

2000 prowadzono badania, które obejmowały swoim zakresem wykrywanie 

i wykorzystanie antygenowych markerów genów i białek u zwierząt gospo-

darskich. Prace te dotyczyły oceny przydatności pięciu surowic odpornościo-

wych i zawartych w nich siedmiu alloprzeciwciał do wykrywania i rutyno-

wego oznaczania nowych markerów antygenowych u owiec. Badania te po-

zwoliły na określenie indywidualnych dla każdej surowicy odpornościowej 

warunków nastawiania w teście podwójnej immunodyfuzji w żelu agarowym. 

Wyniki badań wykazały, że przeciwciała zawarte w rozpracowywanych suro-

wicach alloodpornościowych identyfikują epitopy związane z białkami frakcji 

głównie beta-globulin o m. cz. około 100 kDa oraz immunoglobulin podklas 

IgG1 i IgG2 (Skiba i in., 2000). W latach 2003–2008 Krzyścin i in. (Krzyścin, 

2006 a,b, 2007 a,b; Krzyścin i Rychlik, 2008) prowadzili badania nad charak-

terystyką markerów antygenowych białek surowicy krwi u owiec oraz oceną 

ich przydatności jako wskaźników odporności na stany zapalne gruczołu mle-

kowego. Autorzy ci stwierdzili, że występowanie markera A2mA1, epitopu 

alfa-makroglobulin o m. cz. ponad 200 kDa było statystycznie istotne i skore-

lowane z większą podatnością na zapalenia gruczołu mlekowego u badanych 

owiec. Krzyścin i in. przeanalizowali również polimorfizm hemoglobiny 

(HBB) i transferyny (TF) i określili zależności wykrytych alleli (i genotypów) 

ze zdrowotnością wymion. Spośród sześciu obecnych alleli transferyny jedy-

nie dwa wykazały statystycznie potwierdzone, istotne powiązania ze stanem 

zdrowotnym gruczołu mlekowego: allel TFA – z odpornością, a allel TFP – 

z podatnością na stany zapalne. Stwierdzili także istnienie statystycznie istot-

nych korelacji pomiędzy występowaniem genotypu hemoglobiny HBB-AB, 

a także genotypów transferyny TF-AA, -AD, -BD, -CC oraz -BC i wyższą 

zdrowotnością wymion. Z kolei, obecność genotypu HBB-BB oraz genoty-

pów TF-AB, -CD i -DD była istotnie powiązana z mniejszą opornością bada-

nych owiec na zapalenia. Ten sam autor w 2011 r. prowadził badania nad okre-

śleniem absorpcji i katabolizmu siarowych przeciwciał klasy M u jagniąt przy 

wykorzystaniu IghmA2 – antygenowego znacznika łańcuchów ciężkich im-

munoglobulin IgM. Krzyścin i Natonek-Wiśniewska (2011) stwierdzili, że 

marker antygenowy IghmA2 wydaje się być użyteczny w badaniach występo-

wania siarowych przeciwciał IgM w organizmach rozwijających się jagniąt, 

a zatem może być pomocny w ocenie kształtowania się nabytej odporności 

przeciwciałowej u owiec. 

W obecnych czasach dzięki szybkiemu rozwojowi nowoczesnych 

technik analiz proteomika stała się dynamicznie rozwijającą się dziedziną na-

uki i ma zastosowanie w wielu obszarach związanych z hodowlą zwierząt go-

spodarskich. Badania te koncentrują się na identyfikacji biomarkerów, które 
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mogą pomóc zoptymalizować równowagę między produktywnością, jakością 

produktu i dobrostanem zwierząt (Bilić i in., 2018). Jednym z wielu przykła-

dów zastosowania proteomiki w hodowli zwierząt są badania umożliwiające 

analizę zmian ekspresji białek mięśni zachodzących post mortem. Identyfika-

cja różnic w profilach białkowych zachodzących w mięśniach dotyczą głów-

nie analizy szybkości degradacji białek miofibrylarnych, prowadzącej do tzw. 

dojrzewania mięsa (Jia i in., 2006). Melody i in. (2004) zidentyfikowali białka 

pochodzące z mięśnia najdłuższego grzbietu i półścięgnistego smukłego u by-

dła, wykazujące statystycznie istotne zmiany 24 godziny po uboju. Białka te 

to między innymi kofilina oraz białka szoku cieplnego 20 i 27. Podobnie, 

w mięśniu grzbietowym świń wykazano akumulację fragmentów aktyny, ki-

nazy kreatyninowej oraz α-krystaliny wynikającą z 72-godzinnego przecho-

wywania mięsa w warunkach chłodniczych (Melody i in., 2004). Inną cechą 

kluczową w ocenie parametrów jakości wieprzowiny jest wodochłonność. 

Van de Wiel i Zang (2007) przeprowadzili analizę proteomiczną mięśnia naj-

dłuższego grzbietu świni, poszukując markerów wodochłonności mięsa. Au-

torzy wśród potencjalnych kandydatów wymieniają trzy białka: kinazę fosfo-

kreatynową, desminę i aktywator transkrypcji SNF2L1. Badania przeprowa-

dzone przez Cho i in. (2016) miały na celu analizę istotnych czynników wpły-

wających na jakość mięsa wieprzowego, związanych ze stresem oksydacyj-

nym i rozwojem mięśni. Autorzy za pomocą spektrometrii mas z chromato-

grafią cieczową (LC-MS/MS) przeanalizowali ekspresję białek w wysokiej ja-

kości mięśniach grzbietu longissimus dorsi (HQLD) i niskiej jakości mię-

śniach grzbietowych długich (LQLD) pochodzących od świń rasy Duroc. Po-

między HQLD i LQLD zidentyfikowano 24 białka ulegające różnicowej eks-

presji, które przypuszczalnie wykazują aktywność katalityczną, aktywność 

ATPazy, aktywność oksydoreduktazy, wiązanie z białkami cytoszkieletu, wią-

zanie aktyny, wiązanie jonów wapnia i strukturalny składnik mięśnia. Inne ba-

dania, przeprowadzone przez Cai i in. (2018) na dwóch gatunkach mięsa po-

chodzącego od brojlerów, wykazały obecność 8 białek, które ulegały różnej 

ekspresji między normalnymi i WBC (Wooden Breast Condition) próbkami 

mięsa z mięśni piersiowych. Różnice w proteomie mięśniowym między mię-

sem normalnym i WBC wskazywały na zwiększony stres oksydacyjny w mię-

sie WBC w porównaniu z normalnym. Ponadto, ilość niektórych enzymów 

glikolitycznych, które są niezbędne dla regeneracji trójfosforanu adenozyny 

(ATP) w mięśniach po śmierci, była niższa w mięsie WBC niż w normalnym 

mięsie. Analizując jakość mięsa nie można pominąć cech, takich jak kruchość 

i delikatność. Jako główne procesy molekularne, stojące za czynnikami wpły-

wającymi na jakość mięsa w badaniach proteomicznych i fosfoproteomicz-

nych wytypowano: apoptozę, glikolizę, proteolizę i białka regulatorowe włó-

kien mięśniowych. Analizy przeprowadzone przez Zapata i in. (2009) na by-

dlęcych mięśniach najdłuższych grzbietu, pochodzących od krów rasy Angus 
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pozwoliły zidentyfikować białka odpowiedzialne za jakość mięsa. Autorzy za-

obserwowali powiązanie pomiędzy łańcuchami ciężkimi miozyny, łańcu-

chami lekkimi miozyny, aktyny, desminy i fragmentów tubuliny a jakością 

mięsa. Zidentyfikowane peptydy obejmują szeroki zakres szlaków komórko-

wych związanych z funkcjami strukturalnymi, metabolicznymi, rozwojowymi 

(Zapata i in., 2009). Kolejnym istotnym zastosowaniem analiz proteomicz-

nych w hodowli zwierząt są badania ukierunkowane na zoptymalizowanie re-

produkcji. Wydajność reprodukcyjna zwierząt gospodarskich ma trzy główne 

cele: utrzymanie wielkości stada, zapewnienie wydajności i skuteczności se-

lekcji lub hodowli oraz uboju. W przypadku zwierząt gospodarskich opraco-

wano różne techniki wspomagające reprodukcję w celu uniknięcia niepłodno-

ści. Sztuczne zapłodnienie, embrio transfer, zapłodnienie in vitro i klonowanie 

to tylko niektóre z nich. Opracowanie i udoskonalenie technik proteomicznych 

przyniosło korzyści i pozwoliło zrozumieć funkcjonowanie układu rozrod-

czego zwierząt. Lee i in. (2015) analizowali wielkość miotu, która jest waż-

nym parametrem wydajności reprodukcyjnej lochy. Autorzy wykazali, że do 

oszacowania wielkości miotu świń można wykorzystać profilowanie białek 

łożyskowych jako biomarkerów. U świń charakteryzujących się małą wielko-

ścią miotu zidentyfikowano sześć białek, w przeciwieństwie do 13 wytwarza-

nych przez świnie o dużej liczbie młodych w miocie. Aminopeptydaza (PSA, 

70 kDa) i białko wiążące retinol 4 (RBP4, 23 kDa) były dominującymi biał-

kami w grupie świń charakteryzujących się dużym miotem (Lee i in., 2015). 

Innymi badaniami wykorzystującymi analizy proteomiczne są analizy bada-

jące skład nasienia. Pinto i in. (2019) analizowali profile białkowe plemników 

kóz. Z wykorzystaniem elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii mas zi-

dentyfikowali 31 białek zaangażowanych w procesy związane ze spermatoge-

nezą oraz zapłodnieniem, włączając w to białka: odpowiadające za połączenie 

plemnika z komórką jajową, błony akrosomalnej, zaangażowane w metabo-

lizm, cytoszkieletu i odpowiedzi na stres oraz odpowiedzialne za mobilność 

plemników. Charakterystyka takich białek wyjaśnia molekularne mechanizmy 

spermatogenezy i modyfikacji zapewniające sukces rozmnażania (Pinto i in., 

2019). Techniki proteomiczne zostały również wykorzystane w celu dostar-

czenia nowych informacji o patogenezie i mechanizmach infekcji bakteryjnej 

w chorobach zwierząt hodowlanych (Virgin, 2007). Badania proteomiczne 

koncentrowały się na odpowiedziach organizmów na patogeny podczas kli-

nicznych zakażeń wymienia (mastitis) (Tawerna i in., 2007; Tedeschi i in., 

2009). Taverna i in. (2007) odkryli główne białka bydlęcego mastitis S. au-

reus, które mogą być zaangażowane w rozpoznawanie receptorów komórek 

nabłonkowych wymienia. Tedeschi i in. (2009) zidentyfikowali trzy wysoko 

immunogenne białka w izolatach bydlęcego mastitis S. aureus, zaangażowa-

nych w patogenezę. Ostatnie badania proteomiczne badające różne szczepy S. 
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aureus izolowane od krów z klinicznym i subklinicznym zapaleniem wymie-

nia doprowadziły do identyfikacji 15 białek, które wykazywały zmienną eks-

presję w szeregu izolatów S. aureus (Almeida i in., 2015; Wolf i in., 2011). 

Biorąc pod uwagę światowe trendy, potrzeby poszukiwania nowych 

rozwiązań w hodowli oraz stale poszerzające się spektrum metod i zastosowań 

proteomiki, w 2019 r. Instytut Zootechniki PIB otworzył nowe laboratorium 

o profilu proteomicznym. W Zakładzie Biologii Molekularnej Zwierząt zo-

stała uruchomiona pracownia proteomiki, w której realizujemy badania ukie-

runkowane na analizę proteomiczną mięsa wieprzowego i wołowego w odnie-

sieniu do jego parametrów jakości z wykorzystaniem elektroforezy dwukie-

runkowej. Pracownia jest wyposażona w urządzenie do przeprowadzenia roz-

działu białek zgodnie z ich punktem izoelektrycznym PROTEAN® i12™ IEF 

(Bio-Rad), a wizualizacja żeli odbywa się z użyciem ChemiDoc MP Imaging 

System (Bio-Rad). System ten umożliwia detekcję żeli barwionych, zarówno 

chemiluminescencyjne, jak i fluorescencyjnie, co daje możliwość identyfika-

cji setek białek o różnej ekspresji. Zastosowanie nowoczesnych technik pro-

teomicznych oraz połączenie ich z wynikami badań genomicznych daje moż-

liwość lepszego poznania procesów biologicznych zachodzących w organi-

zmie, jak również uzupełniania wiedzy o nowe, cenne informacje dotyczące 

wymienionych już aspektów hodowli zwierząt gospodarskich. W przyszłości 

nasze badania będą ukierunkowane na wpływ czynników stresowych na pro-

file białkowe w różnych tkankach zwierzęcych hodowanych in vitro, co daje 

możliwość poznania protein biorących udział w odpowiedzi na czynniki śro-

dowiskowe. Innym tematem, który wzbudza nasze zainteresowanie jest 

wpływ leków i dodatków paszowych na profile białkowe tkanek zwierząt 

zdrowych, jak również zwierząt z objawami klinicznymi chorób. Analizy te 

mogą dostarczyć informacji na temat odpowiedzi komórkowej organizmu na 

substancje lecznicze, jak również mogą pomóc zrozumieć patogenezę niektó-

rych chorób. Wyniki badań opartych na analizach proteomicznych mogą sta-

nowić nieocenione wsparcie diagnostyczne w codziennej profilaktyce hodow-

lanej zwierząt gospodarskich. 
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Hodowle komórek poza środowiskiem organizmu (in vitro) są uży-

tecznym narzędziem dla szybko rozwijających się nauk przyrodniczych. Po-

zwalają badać procesy zachodzące na poziomie komórki czy tkanki, dotyczące 

zagadnień biologii molekularnej, biochemii, fizyki procesów biologicznych 

i innych. Dzięki nim uczyniono znaczne postępy na polu badań nad procesami 

starzenia, sygnalizacji komórkowej, komunikacji komórki z otoczeniem, pro-

cesami mutagenezy i kancerogenezy. Przemysł farmaceutyczny wykorzystuje 

hodowle in vitro w celu produkcji syntetycznych białek (np. wytwarzanie 

szczepionek), w badaniach nad bezpieczeństwem stosowanych produktów 

(badania toksykologiczne). Do zalet doświadczeń in vitro zalicza się wysoką 

powtarzalność i spójność otrzymanych wyników; zwykle eksperymentom 

poddaje się „zunifikowane” komórki eukariotyczne, będące jednolitymi gene-

tycznie klonami, w pełni kontrolując warunki eksperymentu. 

 

Hodowle in vitro – krótki rys historyczny oraz stan obecny 
Z historycznego punktu widzenia, hodowle komórek zawiesinowych 

były pierwszym typem hodowli in vitro wprowadzonych w Instytucie Zoo-

techniki. W latach siedemdziesiątych z powodzeniem zaczęto stosować ho-

dowle zawiesinowe limfocytów krwi obwodowej zwierząt gospodarskich 

(Araraki i Sparkes, 1963), które były wstępnym etapem wszystkich analiz cy-

togenetycznych: analiz poprawności oraz stabilności kariotypu w przypadku 

podziałów mitotycznych (por. „Wykorzystanie technik cytomolekularnych 

w nowoczesnej hodowli zwierząt”). Hodowle te wyprzedziły rozwój wiedzy 

z zakresu formulacji pożywek hodowlanych oraz postęp w instrumentarium 

służącym do długotrwałego pozaustrojowego utrzymania komórek. Dzięki 

wysokiej, około 10% zawartości krwi nie wymagają one regulowanej atmos-

fery dla utrzymania właściwego pH środowiska, ponadto dobrze tolerują wa-

hania składu pożywki. Poprzez biochemiczną aktywację limfocytów hodowle 

są stosunkowo odporne na kontaminacje. Do najpopularniejszych mitogenów 

(tj. stymulatorów podziałów komórkowych) zaliczamy lektynę pochodzącą ze 

szkarłatki amerykańskiej, która stymuluje do podziałów zarówno limfocyty B, 
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jak i limfocyty T poprzez oddziaływanie z receptorami z rodziny TLR (Beke-

redjian-Ding i in., 2012). Znane są także mitogeny aktywujące wybiórczo lim-

focyty B (bakteryjne lipopolisacharydy) czy limfocyty T (konkawalina A). 

 

 
 

Fot. 1. A. Komórki sarkoidu końskiego w trakcie procesu adhezji do naczynia  

hodowlanego. Cyframi wskazano różne stadia procesu: 1 – kontakt z podłożem  

hodowlanym, 2 – zwiekszanie powierzchni kontaku poprzez ekspansję cytoplazmy, 

3 – całkowicie adherentna komórka w trakcie ruchu (kierunek wskazany strzałką).  

B. Sferoid komórek sarkoidu otrzymany metodą „wiszącej kropli” C. Migrujące 

dwie komórki fibroblastów skóry konia; strzałką zaznaczono jądra barwione DAPI 

 
Oprócz szczególnych przypadków, linii hemopoetycznych czy nowo-

tworowych większość komórek wymaga stałej interakcji z podłożem stałym, 

które będzie rozpoznawane poprzez jej receptory na błonie komórkowej – nie-

zależne od wapnia integryny, typu IgSF CAM; zależne od wapnia kadheryny, 

selektyny oraz pozostałe, głównie receptory z grupy CD (Lodish i Berk, 2016). 

Komórki rosnące w tym układzie mają także zdolność do adhezji poprzez nie-

specyficzne wiązania, jak oddziaływania van der Waalsa, jonowe (głównie 

z glikokaliksem komórkowym) i inne. 

W laboratorium hodowli komórkowych pozyskiwane są hodowle 

pierwotne komórek – fibroblastów, chondrocytów oraz keratynocytów skóry 

końskiej. Pierwotne linie fibroblastów są pozyskiwane poprzez migrację ko-

mórek z umieszczonych w medium hodowlanym (DMEM), suplementowa-

nym 10% dodatkiem FBS małych wycinków skóry. Pozyskanie pierwotnych 

linii keratynocytów wymaga zastosowania enzymatycznego rozdzielenia 
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warstw skóry, a następnie zawieszenia w medium hodowlanym (DMEM) su-

plementowanym 5% dodatkiem FBS komórek keratynocytów pozyskanych 

podczas wytrząsania warstwy naskórka w roztworze trypsyny (wg Scharma 

i in., 2016). Chondrocyty pozyskuje się w sposób analogiczny jak w przy-

padku fibroblastów, gdzie wykorzystuje się technikę migracji komórek z po-

zyskanych blaszek chrząstki stawowej (fot. 3), by następnie prowadzić ho-

dowlę w uniwersalnym medium hodowlanym DMEM wraz z dodatkiem su-

rowicy do poziomu 10% (Ząbek i in., 2019). Przypadkiem wymagającym 

szczególnej uwagi ze względu na łatwość różnicowania się są hodowle komó-

rek macierzystych (fot. 2). Wymagają one obecności całej palety substancji 

aktywnych utrzymujących je w stanie multipotentnym oraz potrzebują odpo-

wiednich podłoży ahdezyjnych. Wraz z postępem nauki, stopniowo odchodzi 

się od ko-kultur komórkowych z wykorzystaniem tzw. feeding layer (warstwa 

odżywcza) na rzecz wytwarzanych in vitro zamienników błony podstawnej 

i substancji międzykomórkowych, by w przyszłości wykorzystywać jedynie 

syntetyczne i w pełni zdefiniowane produkty. W laboratorium komórkowym 

z powodzeniem wykorzystywano techniki pozyskiwania mezenchymalnych 

komórek macierzystych z tkanki tłuszczowej (komórki zrębu) oraz krwi ob-

wodowej po stymulacji zwierzęcia GM-CSF (Nędza, 2018). Od kilkudziesię-

ciu lat duże nadzieje wiąże się z transplantacjami komórek macierzystych, au-

tologicznymi oraz allogenicznymi, dzięki  zdolnościom wydzielniczym komó-

rek, potencjałem do samoodnowy oraz, co szczególnie ważne, możliwością 

różnicowania się w różne typy komórek w obrębie swojego pnia rozwojo-

wego. 

 

 
 

Fot. 2. Barwienie hematoksyliną oraz czerwienią alizaryny S fibroblastów (A) oraz 

różnicowanych komórek macierzystych w kierunku osteocytów (B). Wybarwione 

depozyty wapniowe onaczone gwiazdką (*) 

 

 
Obecnie prowadzone są badania wpływu wybranych genów wirusa 

brodawczaka krowiego (BPV, bovine papillomavirus) na rozwój sarkoidu, 



85 

który jest najczęściej spotykaną zmianą skórną występującą w rodzinie konio-

watych (Knottenbelt, 2019). Doświadczenia polegają na wprowadzeniu do po-

zyskanych komórek skóry odpowiednio zaprojektowanych wektorów plazmi-

dowych, zawierających ekspresyjne sekwencje poszczególnych białek wiru-

sowych. Jest to kontynuacja badań mających na celu ustalenie różnic w inwa-

zyjności oraz mobilności pomiędzy fibroblastami zdrowej skóry a komórkami 

uzyskanymi z sarkoidów końskich (fot. 1). 

 

 
 

Fot. 3. Komórki chrząstki stawowej konia. A – proces migracji chondrocytów  

z hodowanych fragmentów chrząstki stawowej (1); B – kolonia chondrocytów  

o fenotypie chondroidalnym 

 
 

Oprócz hodowli komórek pierwotnych prowadzi się badania z immor-

talizowanymi komórkami nowotworowymi CaCo2, które wykorzystuje się 

w badaniach nad wpływem składników żywieniowych na integralność na-

błonka i żywotność samych komórek. 

 

Perspektywy w badaniach in vitro 

Organoidy są trójwymiarowymi (3D) hodowanymi strukturami ko-

mórkowymi, sztucznie generowanymi. Uzyskuje się je w celu generowania 

zbliżonych do fizjologicznych modeli in vitro do badania przebiegu procesów 

biologii rozwoju, tkanek w różnych eksperymentach dotyczących biodostęp-

ności substancji odżywczych i ksenobiotyków, toksykologii, farmakologii itp. 

(Rossi i in., 2018), umożliwiając redukcję zwierząt potrzebnych w badaniach. 

Ponadto, kultury 3D stanowią ważne narzędzie do modelowania ex vivo w ba-

daniach morfogenezy tkanek i organogenezy (Kretzschmar i Clevers, 2016). 

W sytuacji, gdy potrzebne są bardziej złożone modele, współ-hodowla orga-

noidowa z innymi typami komórek pozwala badać interakcje między komór-

kami i lepiej naśladować fizjologiczne warunki mikrośrodowiska (Moreira 

i in., 2018). Poczyniono znaczący postęp w zrozumieniu organoidów przy 
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użyciu kultur komórkowych komórek embrionalnych, indukowanych pluripo-

tencjalnych komórek macierzystych (iPS), dorosłych komórek macierzystych 

(Sasai, 2013). Hodowle in vitro mają znaczące zalety w porównaniu z trady-

cyjnymi modelami zwierzęcymi i systemami hodowli komórkowej w bada-

niach fizjologicznych u ludzi i modelowaniu chorób. Zaletą dotyczącą orga-

noidu pochodzącego z ludzkiego narządu jest to, że może stabilnie utrzymy-

wać swoje czyste cechy in vivo nawet po wielu pokoleniach, bez istotnych 

zmian genetycznych lub fizjologicznych (Grabinger i in., 2014). Z drugiej 

strony można zaobserwować brak niektórych ważnych składników komórko-

wych typowych dla tkanek in vivo.  Podstawową różnicą między organoidami 

a tkankami in vivo jest brak naczyń krwionośnych (Iakobachvili i Peters, 2017) 

oraz brak interakcji z pozostałymi układami, w tym immunologicznym, co ma 

oczywiście także miejsce w przypadku hodowli 2D. 

Dwuwymiarowe hodowle komórkowe pozwalają na modelowanie od-

działywań wewnątrzkomórkowych oraz na badanie interakcji komórka-ko-

mórka. Hodowle przestrzenne pozwalają na badanie interakcji na poziomie 

tkankowym, interakcji całych grup różnorodnych komórek w trójwymiaro-

wym kontekście. Ze sztucznie uzyskanych tkanek komponuje się w pełni 

funkcjonalne organy, wspomagając się często dodatkowym rusztowaniem. 

Układ ten w lepszy sposób oddaje fizykochemiczne oraz sygnalizacyjne wła-

ściwości organów in vivo. Stąd, kolejnym naturalnym etapem rozwoju dla la-

boratorium hodowli in vitro jest opracowanie modeli organoidów jelitowych 

świni domowej dla potrzeb badań żywieniowych oraz toksykologicznych. 

Organoidy jelitowe zostały po raz pierwszy utworzone z krypt jelita 

cienkiego zawierających komórki o ekspresji białka Lgr5, pozyskane od my-

szy. Komórki krypt zostały pobudzone do samoodnawiania i różnicowania 

przez dodanie nabłonkowego czynnika wzrostu (EGF), R-spondyny i nogginy. 

Formacje te przypominają makroskopową strukturę jelit ze spolaryzowanymi 

komórkami nabłonkowymi, tworząc prosty kolumnowy nabłonek z wyraź-

nymi domenami krypty i kosmków (Wallach i Bayrer, 2017). W 2009 r. Sato 

i in. stworzyli samoodnawiającą się, nietransformowaną kulturę organoidów 

mini-jelitowych, która uwolniła się od zależności mezenchymalnej, zamiast 

tego wykorzystując określony zbiór komórek macierzystych. 

Jelitowe komórki macierzyste (ISC), które znajdują się w kryptach je-

litowych i charakteryzują się ekspresją genu markerowego LGR5 +, mają 

zdolność różnicowania się – oprócz enteroidów – w bardziej wyspecjalizo-

wane typy komórek kosmków jelitowych, takie jak komórki Panetha, kub-

kowe, enteroendokrynne, komórki M i inne (Biswas i in., 2015; Sato i Clevers, 

2013). Modele 2D i 3D można również łączyć, tak jak zrobili to van der Hee 

i in. (2018), którzy stworzyli system, gdzie pierwotna monowarstwa nabłon-

kowa została wygenerowana z organoidów jelita krętego świń, uzyskanych 

z tkanki jelitowej dwóch 5-miesięcznych osobników. 
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Organoidy jelitowe można wytwarzać praktycznie dla każdego orga-

nizmu z komórek iPS lub z biopsji tkanek zawierających dorosłe komórki ma-

cierzyste, co pozwala badać rzadkie patogenne mutacje. Organoidy są podatne 

na modyfikację genetyczną przy użyciu CRISPR/ Cas9 i mogą być genero-

wane z pojedynczych komórek w celu utworzenia klonalnych organoidów 

z pożądanymi zmianami genetycznymi, albo w celu analizy wpływu określo-

nej mutacji lub naprawy mutacji obecnej u pojedynczego pacjenta w ramach 

medycyny spersonalizowanej (Schwank i in., 2013). 
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Nagrody 

 

W 2011 r.  zespołowa nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, przyznana 

za osiągnięcia w zakresie wdrażania postępu w rolnictwie, rozwoju wsi, ryn-

kach rolnych i rybołówstwie, na podstawie opracowania pt.: Wykorzystanie 

metod cytogenetyki molekularnej w nowoczesnej hodowli zwierząt gospodar-

skich, dotycząca funkcjonowania krajowego systemu kontroli kariotypu zwie-

rząt gospodarskich, przyznana dla prof. dr hab. Barbary Rejduch, dr hab. Anny 

Kozubskiej-Sobocińskiej, prof. IZ PIB, dr hab. Barbary Danielak-Czech. 

 

W 2013 r. zespołowa nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za osiągnię-

cia w zakresie wdrażania postępu w rolnictwie, rozwoju wsi, rynkach rolnych 

i rybołówstwie za opracowanie pt.: Cytogenetyczna i molekularna diagnostyka 

chimeryzmu komórkowego XX/XY u bydła, owiec i kóz, autorstwa zespołu: 

prof. dr hab. Barbary Rejduch, dr hab. Anny Kozubskiej-Sobocińskiej, prof. 

IZ PIB, dr hab. Barbary Danielak-Czech. 

 

W 2016 r. zespołowa nagroda Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi, przyznana 

za osiągnięcia w zakresie wdrażania postępu w rolnictwie, rozwoju wsi, ryn-

kach rolnych i rybołówstwie na podstawie: Opracowania uzupełniającego ze-

stawu markerów STR oraz SNP w kontroli rodowodów bydła, przyznana dla 

prof. dr hab. Ewy Słoty, prof. dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej, dr hab. 

Anny Radko, dr inż. Dominiki Rubiś, dr hab. Artura Gurgula. 

 

Nagroda za zajęcie II miejsca w X edycji Konkursu na najlepszą pracę dok-

torską z zakresu nauk zootechnicznych, organizowanego przez Polskie Towa-

rzystwo Zootechniczne, za pracę Eweliny Semik: Analiza poziomu metylacji 

wysp CpG regionów kodujących w DNA tkanki sarkoidów końskich. 

 

Katarzyna Piórkowska laureatką 21. konkursu w programie START (stypen-

dia przyznawane są młodym, wybitnym uczonym na starcie kariery naukowej) 

. 

Nagroda za zajęcie II miejsca w XI edycji konkursu na najlepszą pracę dok-

torską z zakresu nauk zootechnicznych, organizowanego przez Polskie Towa-

rzystwo Zootechniczne, za pracę Grzegorza Smołuchy: Polimorfizm i ekspre-

sja genów kodujących białka z nadrodziny TGF-Beta w aspekcie plenności 

owiec. 
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1. Badania nad rozrodem zwierząt gospodarskich  

w Instytucie Zootechniki Państwowym Instytucie  

Badawczym – rys historyczny 
 

Zdzisław Smorąg 

 
Instytut Zootechniki PIB, Zakład Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji,  

32-083 Balice k. Krakowa 

 

 

Sztuczne unasienianie, konserwacja nasienia, regulacja płci i diagnostyka 

andrologiczna 

Pierwszą jednostką organizacyjną zajmującą się zagadnieniami roz-

rodu zwierząt gospodarskich w ramach Instytutu Zootechniki był Zakład Fi-

zjologii Rozrodu Zwierząt, który powstał w 1952 r. Początkowo istniał jako 

Pracownia Fizjologii Rozrodu,  a następnie po blisko10 latach już jako samo-

dzielny Zakład Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierząt, któ-

rego kierownikami byli: prof. dr hab. Władysław Bielański (1952–1968), prof. 

dr hab. Stefan Wierzbowski (1968–1992), prof. dr hab. Zdzisław Smorąg 

(1992–2016), dr hab. Grażyna Ptak, prof. IZ PIB (2017–2018), dr hab. Jolanta 

Opiela, prof. IZ PIB (2018–2019), a od października 2019 r. – prof. dr hab. 

Zdzisław Smorąg. 

W 2004 r. Zakład przyjął nazwę Działu Biotechnologii Rozrodu Zwie-

rząt, a od 2019 r. – Zakład Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. 

Od samego początku istnienia działalność naukowa, naukowo-popu-

laryzacyjna oraz wdrożeniowa była skierowana na zagadnienia związane z or-

ganizacją rozrodu zwierząt w kraju i doskonaleniem metod stosowanych 

w sztucznym unasienianiu. Począwszy od drugiej połowy lat 70. XX w. tema-

tyka Zakładu w coraz większym stopniu koncentrowała się na rozrodzie sa-

mic, ze szczególnym uwzględnieniem badań dotyczących manipulacji na ga-

metach i zarodkach. 

W początkowym okresie Pracownia, później Zakład mieściły się 

w gmachu Collegium Godlewskiego, dawnego Studium Rolniczego UJ, obec-

nie Akademii Rolniczej przy al. Mickiewicza 21, korzystając z pomieszczeń 

ówczesnej Katedry Zoohigieny WSR. Twórcą i kierownikiem tak Pracowni, 

jak i później Zakładu był prof. dr hab. Władysław Bielański. 

Bazę zwierzęcą dla prac doświadczalnych Zakładu stanowił Zootech-

niczny Zakład Doświadczalny w Balicach wraz z gospodarstwem Aleksandro-

wice. W miarę uzyskiwania odpowiednich pomieszczeń, adaptowanych na po-

trzeby laboratoryjne, następowało przenoszenie się Zakładu do Balic, zakoń-

czone w 1962 r., przy trwającej w dalszym ciągu rozbudowie Zakładu, osta-

tecznie uformowanego w 1968. Twórcą koncepcji reorganizacji Zakładu oraz 
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zasad działania powstałego przy nim Centralnego Banku Nasienia IZ był prof. 

dr hab. Stefan Wierzbowski, który przejął w 1968 r. od prof. Bielańskiego, 

pozostającego na WSR w Krakowie, kierownictwo Zakładu. W 1968 r. nastą-

piło również oficjalne otwarcie Centralnego Banku Nasienia, faktycznie dzia-

łającego już od 1965. W rekonstrukcji, rozbudowie i wyposażeniu Zakładu 

współdziałali ówcześni asystenci i adiunkci: Jerzy Branny, Wiesław Kareta, 

Andrzej Laszczka, Jerzy Morstin, Jan Pilch, Zdzisław Smorąg, Edward Wierz-

choś i inni. 

W tym okresie wyodrębniono w ramach Zakładu trzy pracownie: 

 Sztucznego Unasieniania i Konserwacji Nasienia, 

 Higieny Nasienia, 

 Morfologii Narządów Rozrodczych,  

których zakres prac kształtował się stosownie do rozwijanych wówczas kie-

runków badawczych. 

Dominujące nastawienie praktyczne podejmowanych przez Zakład 

prac we wszystkich kierunkach działalności, a szczególnie w zakresie dosko-

nalenia metody sztucznego unasieniania jako drogi przyspieszania postępu ho-

dowlanego, znalazło odpowiednie uznanie w decyzji Komitetu Nagród Pań-

stwowych o przyznaniu w 1972 r. Państwowej Nagrody Zespołowej I stopnia 

w dziedzinie techniki profesorom: Władysławowi Bielańskiemu (AR Kra-

ków), Lechowi Jaśkowskiemu (Instytut Weterynarii) i Stefanowi Wierzbow-

skiemu (IZ) za udział w osiągnięciach naukowych i wdrożeniowych w zakre-

sie sztucznego unasieniania zwierząt. 

Oprócz prac naukowo-badawczych, których zakres i kierunki realizo-

wane w poszczególnych okresach działalności Zakładu omówione są w osob-

nym opracowaniu, prowadzona była przez Zakład niemal od samego początku 

translokacji do Balic, tj. od 1962 r., intensywna działalność dydaktyczna 

i wdrożeniowa. Organizowane były (we współpracy z Katedrą Zoohigieny 

WSR w Krakowie) kursy szkoleniowe w zakresie oceny i konserwacji nasie-

nia oraz zasad żywienia, eksploatacji i pielęgnacji buhajów, przeznaczone dla 

kadry kierowniczej, laboratoryjnej oraz lekarzy weterynarii Państwowych Za-

kładów Unasieniania Zwierząt, a później Stacji Hodowli i Unasieniania Zwie-

rząt. Odbywały się także kursy w zakresie eksploatacji rozpłodowej tryków 

oraz oceny i konserwacji nasienia tryków dla pracowników ferm owczarskich 

i pracowników Polskiego Związku Owczarskiego, jak też kursy dotyczące po-

zyskiwania, oceny i konserwacji nasienia knurów i unasieniania loch dla pra-

cowników organizowanych wówczas Stacji Unasieniania Loch oraz ferm 

trzody chlewnej. W późniejszych latach organizacja tego typu kursów i szko-

leń została przejęta przez Ośrodek Szkoleniowy CSHZ przy SHiUZ w Zabie-

rzowie k. Krakowa. Pracownicy naukowi Zakładu Fizjologii Rozrodu 

i Sztucznego Unasieniania Zwierząt IZ uczestniczyli w przygotowaniu tych 
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zajęć (wykłady, ćwiczenia) równocześnie z pracownikami naukowymi AR 

w Krakowie (obecnie Uniwersytet Rolniczy w Krakowie). 

Również we współpracy z AR w Krakowie, w porozumieniu z Kate-

drą Zoohigieny, a później z Katedrą Rozrodu Zwierząt tej uczelni, pracownicy 

naukowi i naukowo-techniczni ZFR prowadzili w tym czasie przez wiele lat 

zajęcia dydaktyczne z wybranych zagadnień rozrodu zwierząt dla studentów 

starszych roczników Wydziału Zootechnicznego oraz specjalizacji magister-

skiej, głównie z zakresu uzyskiwania, oceny i konserwacji nasienia oraz bada-

nia samców na płodność. 

Od początku istnienia Zakładu, pomimo niezbyt sprzyjających wów-

czas warunków, inicjowana i realizowana była przez jego kierownictwo oraz 

pracowników wymiana myśli i doświadczeń ze specjalistami z naukowych 

ośrodków zagranicznych. Dokonywała się ona nie tylko w oficjalnych, niejako 

urzędowych ramach, lecz również poprzez osobiste kontakty profesorów – 

kierowników Zakładu z wybitnymi w skali światowej uczonymi, odwiedzają-

cymi Polskę i tutejsze ośrodki badawcze. Znaleźli się wśród nich prof. Tade-

usz Mann, prof. Edward Sörensen, prof. Charles Thibault, prof. Nagase, prof. 

Ylachos, dr Wilmut, prof. John Aamdal, prof. Telesforo Bonadonna, prof. 

Werner Leidl, prof. J.P. Renard, prof. Peter Kauffold, prof. John Kopchick, 

prof. Takashi Nagai i wielu innych. 

Współpracy i wymianie myśli naukowej z zakresu rozrodu zwierząt 

i sztucznego unasieniania służyły również zjazdy, konferencje oraz sympozja, 

tak krajowe jak i międzynarodowe, w których organizację i realizację pracow-

nicy Zakładu wnosili znaczący wkład koncepcji i pracy. Z zasługujących na 

szczególne podkreślenie imprez o międzynarodowej randze należy wymienić, 

oprócz Polsko-Duńskiej Konferencji na temat aktualnych biologicznych i hi-

gienicznych problemów stosowania sztucznego unasieniania u bydła, zorga-

nizowanej w Pawłowicach w 1973 r., przede wszystkim VIII Międzynaro-

dowy Kongres Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierząt, który odbył się 

w Krakowie w dniach 12–16 lipca 1976. Był on pierwszą w tej dziedzinie 

międzynarodową imprezą w ówczesnych krajach socjalistycznych z udziałem 

uczestników z całego świata. Sekretarzem Generalnym Komitetu Organiza-

cyjnego Kongresu był kierownik Zakładu, prof. dr hab. Stefan Wierzbowski. 

Biuro sekretariatu generalnego mieściło się w Instytucie Zootechniki w Zakła-

dzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierząt w Balicach, 

a cały zespół pracowników Zakładu był intensywnie zatrudniony w różnych 

etapach i formach prac organizacyjnych oraz obsłudze Kongresu. 

Zakład był również wielokrotnie organizatorem innych konferencji, 

sympozjów i spotkań naukowych organizowanych przez Instytut Zootechniki, 

o zasięgu krajowym, względnie międzynarodowym z udziałem zaproszonych 

uczestników zagranicznych, jak np. konferencja w Pawłowicach w 1982 r. nt. 

problemów rozrodu bydła w chowie wielkostadnym, sesja naukowa w Krako-

wie w 1986 nt. przenoszenia zarodków w praktyce hodowlanej, seminarium 
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w Krakowie w 1987 nt. podstaw embriologii stosowanej, sympozjum polsko-

niemieckie w Balicach nt. nowych zagadnień w kwalifikacji rozpłodowej 

koni, sympozjum w Krakowie w 1993 nt. badań w zakresie biotechnologii 

zwierząt oraz ich zastosowań w hodowli i weterynarii, sesja naukowa w Bali-

cach w 1996 nt. andrologii w rozrodzie zwierząt (poświęcona jubileuszowi 

prof. S. Wierzbowskiego), czy też konferencja naukowa w Balicach w 1997 

nt. stanu badań oraz możliwości praktycznego zastosowania biotechnologii 

rozrodu zwierząt gospodarskich. 

Organizowane były także przez Zakład, w ścisłej współpracy z Sekcją 

Fizjologii i Patologii Rozrodu Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryj-

nych, Oddział w Krakowie, sesje naukowe w latach 1960, 1973 i 1984. Wspól-

nie z Instytutem Zootechniki redagowany i wydawany był siłami pracowni-

ków Zakładu w latach 1973–1976 „Biuletyn Fizjologii i Patologii Rozrodu 

oraz Sztucznego Unasieniania” PTNW. 

W połowie lat 70., a konkretnie w 1976 r., w wyniku poszerzenia za-

kresu, jak też zmiany profilu niektórych kierunków badawczych miał miejsce 

kolejny etap zmiany struktury Zakładu. Wyodrębniono w nim, obok nadal ist-

niejących Pracowni Sztucznego Unasieniania i Konserwacji Nasienia oraz 

Pracowni Higieny Nasienia – Pracownię Biotechniki, w której podjęto pierw-

sze prace eksperymentalne z zakresu metod transplantacji zarodków bydła 

i owiec oraz dziedzin z tymi metodami związanych, jak superowulacja, me-

tody zamrażania i oceny wartości biologicznej zarodków, ich pozyskiwania 

i aplikacji. Likwidacji uległa Pracownia Morfologii Narządów Rozrodczych. 

Prócz tego, w 1978 r. powołana została w strukturze Zakładu Pracownia 

Utrzymania Reproduktorów z zadaniem prowadzenia badań w zakresie usta-

lania zależności pomiędzy warunkami utrzymania i żywienia zwierząt rozpło-

dowych, tak samców jak i samic, a przebiegiem ich funkcji rozrodczych i płod-

nością. Pracownia ta w drugiej połowie lat 80. została przekształcona w Pra-

cownię Użytkowania Rozpłodowego Zwierząt, z ukierunkowaniem obejmu-

jącym, obok problematyki utrzymania reproduktorów, także zagadnienia eks-

ploatacji rozpłodowej. 

W tym czasie, prowadzone w Zakładzie od wielu lat badania nad roz-

rodem owiec (ocena płodności tryków, zamrażanie nasienia tryków, synchro-

nizacja rui i wykotów u owiec) ujęto w ramy zorganizowanego zespołu: 

w 1982 r. powstała Grupa Problemowa ds. Rozrodu Owiec, przekształcona 

pod koniec lat 80. w Pracownię Rozrodu Owiec. 

W strukturze Zakładu powstał i funkcjonował nieprzerwanie Cen-

tralny Bank Nasienia. Jego funkcje i zadania również uległy w latach 80. pew-

nej zmianie i poszerzeniu, stąd też uzasadniona stała się zmiana nazwy na: 

Pracownia Centralny Bank Materiału Genetycznego (CBMG), którego zada-

niem nadal było przechowywanie materiału genetycznego (doszły tu zamra-

żane zarodki), prowadzenie badań z zakresu metod konserwacji nasienia oraz 

ocena importowanych izolowanych materiałów genetycznych. 
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Jak już wspomniano, koniec lat 70. i lata 80. to, oprócz utrzymania 

większości dotychczasowych kierunków i aktywności badawczej Zakładu, 

okres intensywnego rozwoju i poszerzenia zakresu badań dotyczących roz-

rodu u samic. Wychodząc z problematyki transplantacji i konserwacji zarod-

ków, badaniami tymi objęto sukcesywnie wiele zagadnień, poszerzając w ten 

sposób płaszczyznę zainteresowań badawczych Zakładu o problemy biotech-

nologii rozrodu oraz inżynierii genetycznej. Kierunki takie, jak: klonowanie 

zarodków, hodowla niedojrzałych oocytów, zapłodnienie in vitro i transplan-

tacja tak otrzymanych zarodków, uzyskiwanie zwierząt transgenicznych, czy 

też podjęcie problematyki molekularnej metody oznaczania płci zarodków 

wymagały z jednej strony uzyskania wyposażenia i aparatury o wysokim stan-

dardzie, z drugiej natomiast osiągnięcia przez współdziałający zespół badaw-

czy bardzo wysokiego stopnia specjalizacji. Dzięki wieloletnim staraniom 

i zabiegom aktualne wyposażenie Zakładu w aparaturę, obejmujące m.in. ze-

staw do uzyskiwania oocytów bydlęcych pod kontrolą USG, inkubatory CO2, 

wysokiej klasy mikroskopy (Nikon), mikromanipulatory do prac mikrochirur-

gicznych na oocytech i zarodkach, urządzenia do elektrofuzji komórek, lase-

rowy cytometr przepływowy oraz luminometr (Autolumat), nie odbiega od 

poziomu zachodnioeuropejskich pracowni tego typu. 

Wraz z nowym ukierunkowaniem naukowo-badawczym Zakładu ule-

gły poszerzeniu bądź zmianie również takie formy jego działalności, jak: szko-

lenia, kursy specjalistyczne, a także współpraca z zagranicą. 

W latach 80. zorganizowano i przeprowadzono na miejscu w Zakła-

dzie, jak i w terenie szereg kursów przenoszenia zarodków dla pracowników 

weterynarii, względnie zainteresowanych specjalistów z ośrodków hodowla-

nych i gospodarstw rolnych. W tym też czasie pracownicy naukowi Zakładu 

wzięli udział w trzech kolejnych cyklach szkoleniowych Studium Podyplomo-

wego AR z zakresu rozrodu zwierząt. Wykłady i zajęcia praktyczne były pro-

wadzone w znacznej części w Zakładzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Una-

sieniania Zwierząt w Balicach. Pod koniec lat 90. pracownicy naukowi Za-

kładu uczestniczyli czynnie w wykładach i zajęciach praktycznych Studium 

Doktoranckiego otwartego w Instytucie Zootechniki. 

Równocześnie, w latach 80. pracownicy naukowi Zakładu zostali po-

wołani przez Ministra Rolnictwa w skład Państwowej Komisji Egzaminacyj-

nej dla pracowników Stacji Hodowli i Unasieniania Zwierząt oraz lekarzy wet. 

– andrologów, zatrudnionych w sieci stacji unasieniania w celu uzyskiwania 

uprawnień do przeprowadzania konserwacji i oceny nasienia wprowadzanego 

do produkcji. Komisja ta, działając we współpracy z Centralną Stacją Hodowli 

Zwierząt odbyła począwszy od 1979 r. do pierwszych lat 90. kilkanaście sesji, 

egzaminując w okresie swej działalności tak pod względem poziomu wiado-

mości teoretycznych, jak i praktycznych kilkaset osób i nadając im uprawnie-

nia specjalistyczne. 
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Prócz omówionych form długotrwałego oddziaływania ZFR na po-

ziom praktyki w zakresie rozrodu zwierząt, pracownicy Zakładu byli autorami 

wielu opinii oraz ekspertyz specjalistycznych, zlecanych przez Ministerstwo 

Rolnictwa oraz szereg placówek i przedsiębiorstw, a dotyczących tak zagad-

nień sprzętowo-materiałowych dla wyposażenia Stacji Unasieniania czy ferm 

hodowlanych, jak i problemów technologicznych, związanych z prowadze-

niem rozrodu w różnego typu gospodarstwach. 

Dalszemu rozwojowi i wyraźnemu ukierunkowaniu uległy także 

formy prowadzonej przez Zakład współpracy z zagranicą. Z wielorakiej tema-

tyki i zakresów tej współpracy, prowadzonej uprzednio w ramach ówczesnej 

RWPG, jeszcze w latach 70. utrwaliła się i wyraźnie wyspecjalizowała współ-

praca z Niemcami, z Instytutem Niemieckiej Akademii Nauk w Dummerstor-

fie. Prowadzona była również w formie wymiany doświadczeń oraz wspól-

nych badań współpraca z Francją, z ośrodkiem INRA w Jouy-en-Josas; 

z USA, Edison Biotechnology Institute Ohio University; Cardiovascular and 

Pulmonary Research Institute Allegheny Campus Medical Shool-Pittsburg; 

jak też z Japonią, Tohoku National Agricultural Experiment Station, Depart-

ment of Animal Production, Morioka. 

Tematyka badawcza rozwijana w ramach utworzonych ww. kierun-

ków zostanie szczegółowo przedstawiona w kolejnych podrozdziałach mono-

grafii.1 

  

                                                           
1 W przygotowaniu monografii wykorzystano opracowanie autorstwa prof. dr. hab. 

Andrzeja Laszczki i prof. dr. hab. Zdzisława Smorąga ujęte w publikacji wydanej 

z okazji 60-lecia IZ PIB (Instytut Zootechniki Państwowy Instytut Badawczy 2000–

2010. Wyd. IZ PIB, Kraków, 2010). 
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Dominującą tematyką badawczą w początkowym okresie działalności 

Zakładu Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierząt (obecnie: Za-

kład Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji) była problematyka rozrodu 

samców zwierząt gospodarskich. Wynikało to z potrzeb rozwijającej się ho-

dowli i produkcji zwierzęcej oraz coraz bardziej upowszechnianego sztucz-

nego unasieniania. Od początku problematyka ta była ukierunkowana w stronę 

rozwoju badań i opracowania metod oceny płodności samców, takich jak: 

ogiery, buhaje czy tryki. Obejmowała badania dotyczące zachowania płcio-

wego ogierów i buhajów oraz anatomicznych i histologicznych uwarunkowań 

produkcji nasienia poprzez studia nad budową jąder, najądrzy i nasieniowo-

dów. Dużą uwagę zwracano na metody oceny nasienia ze szczególnym 

uwzględnieniem jego morfologii oraz na rozwój metod konserwacji nasienia 

w stanie płynnym i jego zamrażanie w niskich temperaturach (etap zamrażania 

przy wykorzystaniu zestalonego CO2). Ze względu na potrzeby rozwijających 

się stacji sztucznego unasieniania bydła zostały podjęte prace nad wpływem 

warunków utrzymania i pielęgnacji samców, głównie buhajów na wartość ich 

nasienia i przydatność eksploatacyjną. W kolejnych latach nastąpił rozwój ba-

dań nad konserwacją nasienia buhajów, a później i innych gatunków (tryki, 

knury) poprzez zamrażanie w ciekłym azocie. Ta nowa wówczas technika dłu-

gotrwałej konserwacji nasienia została dopracowana i zaadaptowana do wa-

runków polskich oraz wprowadzona do praktyki sztucznego unasieniania 

w skali całego kraju przez pracowników Zakładu Fizjologii Rozrodu i Sztucz-

nego Unasieniania Zwierząt. Na podstawie całości uzyskanych doświadczeń 

i badań związanych z problematyką produkcji, uzyskiwania, konserwacji 

i użytkowania nasienia mrożonego została opracowana laboratoryjna instruk-

cja dla Stacji Unasieniania (PZUZ, później SHiUZ), wprowadzona przez De-

partament Produkcji Zwierzęcej jako obowiązująca w całym kraju. 

W 1968 r. Ministerstwo Rolnictwa powołało w Instytucie Zootechniki 

Centralny Bank Nasienia (CBN) (obecna nazwa: Bank Materiałów Biologicz-

nych). Głównym zadaniem CBN było przechowywanie nasienia od młodych 

buhajów, które początkowo dostarczano do CBN ze wszystkich zakładów 

unasieniania w Polsce. Ponadto, z uwagi na rozwijający się import nasienia, 

Ministerstwo Rolnictwa zleciło CBN prowadzenie jego oceny i kwalifikacji 
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do inseminacji w kraju. W 1968 r. zdeponowano w CBN pierwszy materiał 

biologiczny (nasienie) pochodzący od buhaja  rasy polskiej czerwonej. 

W ciągu 50 lat funkcjonowania banku jego zasoby były sukcesywnie powięk-

szane o nasienie buhajów ras: polskiej czerwonej, polskiej czerwono-białej, 

polskiej czarno-białej oraz białogrzbietej. Dzięki temu powstała unikatowa 

i jedyna w Polsce kolekcja materiału biologicznego, oryginalna zarówno pod 

względem genotypu, jak i ilości zgromadzonego materiału. W chwili obecnej 

kolekcja Banku Materiałów Biologicznych składa się z ponad 58 000 porcji 

nasienia buhajów ras rodzimych. Większość materiału stanowi nasienie pozy-

skane przed wdrożeniem prac hodowlanych, a więc materiał pochodzący od 

zwierząt nie poddanych wypierającemu krzyżowaniu z wysoko wydajnymi ra-

sami bydła mlecznego. Zgromadzona kolekcja materiału biologicznego ras ro-

dzimych jest  wykorzystywana jako element działań w programach hodowla-

nych w zakresie ochrony in situ zasobów genetycznych bydła w Polsce. 

W kolejnych latach działalności Zakładu kontynuowane były prace 

nad doskonaleniem metod konserwacji oraz zastosowaniem mrożonego nasie-

nia tryków (Kareta i Wierzbowski, 1993). W ramach badań nad rozrodem tego 

gatunku zwierząt opracowano metodę domacicznej inseminacji maciorek ob-

niżonymi dawkami nasienia mrożonego oraz prowadzono wszechstronne ob-

serwacje laparoskopowe rozwoju i owulacji pęcherzyków jajnikowych 

u owiec. 

 W szerokim zakresie podejmowanych zagadnień badawczych bio-

technologii rozrodu rozpoczęto także prace nad regulacją i oznaczaniem płci 

plemników i zarodków (Bochenek i in., 2000 b). W początkowym okresie 

podjęto prace nad opracowaniem procedur przygotowania plemników buhaja, 

tryka i knura do analizy cytometrycznej i sortowania na frakcję „męską” 

i „żeńską”. W 2003 r. rozpoczęto prace nad seksowaniem nasienia buhajów. 

Pierwsze próby przeprowadzono na nasieniu dwóch buhajów rasy polska czer-

wona. Właśnie po inseminacji frakcją X jednego z nich urodziło się we wrze-

śniu 2003 r. pierwsze w Polsce cielę o zaprogramowanej płci żeńskiej. 

Następnie, prowadzone były intensywne badania nad rozwojem me-

tody seksowania nasienia w kooperacji z partnerami krajowymi, jak też euro-

pejskimi i amerykańskimi. Badania te stanowiły kolejny etap we wprowadza-

niu technologii regulacji płci u zwierząt gospodarskich w kraju (Bochenek 

i Smorąg, 2005, 2007). W praktyce hodowlanej, stosując do inseminacji na-

sienie seksowane i mrożone, uzyskano płodność powyżej 65% oraz zgodność 

spodziewanej płci ponad 97%. 
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Fot. 1. Cielę urodzone po inseminacji seksowanym nasieniem 

 

 

W kolejnych latach w Zakładzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokon-

serwacji IZ PIB oprócz oceny standardowych parametrów jakościowych 

plemników opracowywano panel zaawansowanych metod diagnostycznych. 

W celu pogłębienia znajomości biologii komórki plemnikowej podjęto bada-

nia nad zastosowaniem biofizycznej, submolekularnej metody pomiaru emisji 

fotonowej z plemników buhaja, tryka i knura jako próbę, umożliwiającą bar-

dziej wszechstronne określenie wpływów środowiskowych na te komórki, tak 

pod względem intensywności i prawidłowości metabolizmu, jak i stanu błon 

komórkowych. W 2002 r. podjęto współpracę z Akademią Pedagogiczną 

w Krakowie (obecnie Uniwersytet Pedagogiczny) nad ultrasłabą emisją foto-

nową (zwaną również ultrasłabą luminescencją) plemników zwierząt gospo-

darskich, jej źródłami, mechanizmami i energetyką, a także możliwością wy-

korzystania wyników pomiaru do poszerzenia wiedzy z zakresu biologii plem-

ników i ich reakcji na stresowe czynniki środowiskowe i technologiczne. 

Dzięki ulepszeniom metodycznym i technicznym w zakresie hardware i so-

ftware metody zliczania pojedynczych fotonów i użyciu filtrów granicznych 

zmierzono natężenie i sumy świetlne, monitorowaano kinetykę emisji oraz 

wykonano unikalne pomiary rozkładu spektralnego promieniowania elektro-

magnetycznego emitowanego przez plemniki różnych gatunków zwierząt go-

spodarskich. Wykazana zależność pomiędzy parametrami luminescencji 
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z plemników a ich stanem fizjologicznym pozwoliła na określanie na podsta-

wie parametrów indukowanej emisji fotonowej intensywności negatywnego 

oddziaływania na komórki plemnikowe różnorodnych czynników środowi-

skowych (Laszczka i in., 1995; Godlewski i in., 2003). Badania kontynuo-

wano koncentrując się na określeniu optymalnych warunków pomiaru emisji 

fotonowej z plemników w luminometrze. Analizowano wpływ takich czynni-

ków, jak: rodzaj użytego rozrzedzalnika, koncentracja plemników w próbce, 

objętość próbki, stężenie wzmacniacza chemiluminescencji (luminolu) czy ro-

dzaj użytego roztworu indukującego. Celem kolejnego etapu badań było lep-

sze poznanie procesów towarzyszących oddziaływaniu na plemniki czynni-

ków środowiskowych i technologicznych ze szczególnym uwzględnieniem 

stabilności peroksydacyjnej lipidów błon plazmatycznych plemników oraz 

emisji fotonowej jako biofizycznego zjawiska związanego z intensywnością 

i prawidłowością procesów metabolicznych zachodzących w komórce. Wy-

konane prace wykazały przydatność pomiaru emisji fotonowej z plemników 

do oceny jakości nasienia (Gogol, 2005; Gogol i Szczęśniak-Fabiańczyk, 

2006; Gogol i in., 2007; Gogol i Pieszka, 2008; Gogol i in., 2009). 

Ciągły rozwój biologii pozwolił lepiej poznać różnorodność moleku-

larnej budowy struktur plemnika, co umożliwiło opracowanie metod oceny 

zmian apoptotycznych plemników jako wyznacznika ich zdolności zapładnia-

jącej (Trzcińska i in., 2011). Przy ocenie plemników nie można opierać się 

wyłącznie na cechach morfologicznych, charakterystycznych dla komórek so-

matycznych, lecz należy skoncentrować się na zmianach biochemicznych. Ce-

chą charakterystyczną wczesnych stadiów apoptozy jest niewielka zmiana 

w przepuszczalności błony komórkowej. Mikropory powstające w zewnętrz-

nej warstwie błony można identyfikować przy wykorzystaniu fluorochromu 

YO-PRO-1 (Trzcińska i in., 2008). Fluorochrom dyfunduje przez mikro-

pory/mikrokanały w plazmo-lemmie i łączy się z DNA komórki, podczas gdy 

sama błona komórkowa ma jeszcze zachowaną strukturalną integralność. Do-

datkowe zastosowanie w tej metodzie jodku propydyny (PI) umożliwia detek-

cję komórek nekrotycznych. Podczas przeprowadzania analizy w mikroskopie 

fluorescencyjnym można wyróżnić trzy subpopulacje plemników. Pierwszą 

z nich stanowią plemniki żywe (YO-PRO-1-/PI-), które nie emitują fluore-

scencji, drugą plemniki apoptotyczne YO-PRO-1-pozytywne (YO-PRO-

1+/PI-), fluoryzujące na zielono oraz trzecią plemniki martwe, nekrotyczne, 

emitujące zarówno zieloną, jak i czerwoną fluorescencję (YO-PRO-1+/PI+). 

Metodą pozwalającą na relatywnie wczesną diagnostykę apoptozy jest wykry-

wanie reszt fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni błony cytoplazmatycznej 

za pomocą aneksyny V sprzężonej z izotiocyjanianem fluoresceiny (ang. flu-

orescein isothiocyanate; FITC). W czasie apoptozy zachodzi translokacja fos-

fatydyloseryny z powierzchni wewnątrzkomórkowej na zewnętrzną. Anek-

syna V w obecności jonów Ca2+ łączy się z ujemnie naładowanymi fosfolipi-

dami, takimi jak fosfatydyloseryna, dzięki czemu stosuje się ją jako marker 
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apoptozy. Oznaczanie na powierzchni błony komórek reszt PS przy użyciu 

aneksyny V sprzężonej z FITC oraz weryfikacja stopnia przepuszczalności 

błony plazmatycznej dla PI, barwiącego DNA i RNA komórek o zaburzonej 

integralności błony umożliwia odróżnienie plemników żywych, nieapopto-

tycznych (aneksyna V-FITC-/PI-) od wczesnoapoptotycznych (aneksynaV-

FITC+/PI-) oraz wczesnonekrotycznych (aneksyna V-FITC+/PI+), a także od 

plemników martwych (nekrotycznych) (aneksyna V-FITC-/PI+). Wyznako-

wane aneksyną V-FITC plemniki emitujące – zieloną, a barwiące się jodkiem 

propydyny – czerwoną fluorescencję można analizować w mikroskopie fluo-

rescencyjnym (Trzcińska i Bryła, 2011; Bryła i Trzcińska, 2014). Z badań 

własnych wynika, że wykrywanie zmian apoptotycznych w plemnikach knura 

pozwala na określenie ich zdolności zapładniających in vivo (Trzcińska i in., 

2009, 2011, 2015; Trzcińska i Bryła, 2015). W czasie procesu apoptozy do-

chodzi również do otwarcia megakanałów mitochondrialnych i spadku mito-

chondrialnego potencjału transbłonowego. Mitochondria plemnika, dzięki 

zdolności do produkcji energii – w procesie fosforylacji oksydacyjnej – umoż-

liwiają jego ruch postępowy, stając się strukturami określającymi zdolność 

plemników do zapłodnienia komórki jajowej. Do pomiaru zmian potencjału 

mitochondrialnego może służyć barwnik JC-1, który w żywych plemnikach 

gromadzi się w mitochondriach w postaci agregatów widocznych w mikro-

skopie fluorescencyjnym jako czerwono-pomarańczowa fluorescencja, nato-

miast w plemnikach apoptotycznych i nekrotycznych o zdepolaryzowanej 

błonie mitochondrialnej gromadzi się w formie monomerycznej, widocznej 

w postaci zielonej fluorescencji. Badania własne (Trzcińska i in., 2008) na 

plemnikach knura wykazały pozytywną korelację pomiędzy ruchem, spad-

kiem potencjału mitochonrialnego a odsetkiem plemników apoptotycznych. 

Otwarcie megakanałów i wypływ jonów wapnia z mitochondriów poprze-

dzają inne zmiany charakterystyczne dla apoptozy, takie jak kondensacja 

chromatyny oraz fragmentacja DNA. W ZBRiK ocenę struktury (fragmenta-

cji) chromatyny wykonuje się metodą Sperm Chromatin Structure Assay 

(SCSA) (Bochenek i in., 2000 a); Gogol i in., 2000, 2002). Opiera się ona na 

stwierdzeniu, że nieprawidłowa struktura chromatyny jest związana ze wzro-

stem wrażliwości DNA na denaturację. W metodzie tej wykorzystuje się me-

tachromatyczne właściwości oranżu akrydyny. Barwnik ten związany z po-

dwójną nicią DNA fluoryzuje w paśmie zielonym, natomiast w połączeniu 

z pojedynczą nicią DNA w paśmie czerwonym. Po łagodnej denaturacji chro-

matyny za pomocą obniżonego pH u plemników z nieprawidłową jej strukturą 

następuje wzmocnienie fluorescencji w paśmie czerwonym. Ten wzrost świe-

cenia jest mierzony w cytometrze przepływowym. Badania własne wykazały 

występowanie wysokiej korelacji pomiędzy wrażliwością chromatyny plem-

nikowej buhajów na denaturację a płodnością uzyskiwaną po inseminacji tym 
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nasieniem (Bochenek i in., 2001). Z kolei, badania przeprowadzone na nasie-

niu knura wykazały, że procedura zamrażania-rozmrażania nie indukuje frag-

mentacji DNA w plemnikach (Trzcińska i Bryła, 2015). 

W Zakładzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji IZ PIB od 

kilku lat prowadzono prace nad opracowaniem składu rozrzedzalnika mroże-

niowego, jak również sposobu postępowania z nasieniem knura podczas mro-

żenia. Realizacja prac była możliwa w ramach projektu badawczego nr N311 

524840 pt.: „Antyoksydanty i nowe związki osłaniające w kriokonserwacji 

nasienia knura ocenianego przy zastosowaniu markerów apoptotycznych” 

oraz działalności statutowej IZ PIB. Poprawę efektywności kriokonserwacji 

nasienia knura planowano osiągnąć poprzez dodatek substancji przeciwdzia-

łających procesom oksydacyjnym oraz substancji o właściwościach osłaniają-

cych wrażliwe na uszkodzenia kriogeniczne błony plazmatyczne plemników. 

W badaniach zastosowano suplementację rozrzedzalnika żółtkowo-lakto-

zowo-glicerolowego wybranymi antyoksydantami (glutation, butylowany hy-

droksytoluen, dysmutaza ponadtlenkowa i/lub katalaza) oraz solą sodową 

kwasu hialuronowego jako substancją osłaniającą. Jakość nasienia po zamro-

żeniu-rozmrożeniu oceniano na podstawie odsetka plemników: wykazujących 

ruch całkowity i postępowy, żywych ocenianych za pomocą markerów apop-

totycznych (YOPRO-1/PI, Annexin V-Fluos/PI), żywych z integralnym akro-

somem (PNA-FITC/PI), z wysokim potencjałem mitochondrialnym (JC-1) 

oraz nie wykazujących fragmentacji DNA (TUNEL). Na podstawie przepro-

wadzonych badań (Trzcińska i Bryła, 2015; Trzcińska i in., 2015) opracowano 

nowy skład rozcieńczalnika mrożeniowego i technologię kriokonserwacji na-

sienia knura. Badania nad kriokonserwacją nasienia knura doprowadziły do 

uzyskania w 2018 r. patentu nr PL 228192 B1 na wynalazek pt.: Rozcieńczal-

nik do mrożenia nasienia knura i sposób mrożenia nasienia oraz złożenia 

w 2019 r. wniosku patentowego  nr P 432175 na wynalazek pt.: Sposób przy-

gotowania dawki inseminacyjnej kriokonserwowanego nasienia knura. Dzięki 

opatentowanej metodzie możliwe jest uzyskanie wysokiej jakości nasienia po 

rozmrożeniu oraz wysokiej liczby żywych prosiąt urodzonych po inseminacji 

kriokonserwowanym nasieniem knura. 
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Fot. 2. Prosięta urodzone po inseminacji kriokonserwowanym nasieniem 

 

 

Prowadzone w Zakładzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji 

IZ PIB badania pozwalają na wykorzystanie kriokonserowanego nasienia 

knura w programach ochrony zasobów genetycznych, jak i specjalistycznych 

programach hodowlanych, mających na celu zachowanie wybranych cech, 

również tych utraconych w wyniku intensywnej hodowli. Problem w szcze-

gólny sposób dotyczy nielicznych i mocno spokrewnionych stad ras rodzi-

mych świń: puławskiej, złotnickiej pstrej i złotnickiej białej. Zgromadzenie  

materiału biologicznego w postaci nasienia knurów tych ras jest jedyną moż-

liwością zabezpieczenia puli genetycznej populacji na wypadek jej zubożenia, 

spadku zmienności, wyginięcia czy eliminacji całych stad, np. w wyniku po-

jawienia się wirusa afrykańskiego pomoru świń (ASF). 

W 2014 r. powstał na terenie Instytutu Zootechniki PIB Kra-

jowy  Bank  Materiałów Biologicznych (KBMB) w celu gromadzenia mate-

riału biologicznego od pozostałych gatunków zwierząt gospodarskich. Utwo-
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rzono w nim 4 banki gatunkowe dla: świń, koni, owiec i kóz oraz bydła. W po-

szczególnych bankach przechowywany jest materiał biologiczny w po-

staci  nasienia oraz zarodków i oocytów. Od 2018 r. KBMB został włączony 

do Zakładu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. Do dnia dzisiejszego 

w KBMB zgromadzono 37 400 słomek nasienia buhajów oraz 143 zarodki 

świń rasy puławskiej i 34 złotnickiej pstrej (Trzcińska i Bryła, 2019). 
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Badania przeprowadzane w Zakładzie Biotechnologii Rozrodu Zwie-

rząt koncentrowały się na produkcji zarodków zwierzęcych in vitro, w tym na 

opracowaniu złożonych metod dojrzewania oocytów, zapłodnienia i hodowli 

zarodków. Ponadto, opracowano protokoły długoterminowej hodowli prze-

dantralnych i wczesno antralnych pęcherzyków jajnikowych u bydła (Smorąg 

i in., 2008; Kątska i Ryńska, 1998). 

W 1985 r. opracowano test penetracji komórek jajowych chomika 

jako metodę oceny nasienia ssaków (Kątska, 1985). Inne badania dotyczyły 

osłonki przejrzystej (zona pellucida, ZP) oocytów bydlęcych. Po pierwsze, 

zbadano wpływ utrzymywania niedojrzałych oocytów bydlęcych w jajowo-

dach bydlęcych in vitro na rozpuszczanie ZP w 0,1% pronazie, rolę komórek 

wzgórka jajonośnego w tym procesie i możliwość odwrócenia procesu. Oo-

cyty ogołocone z otaczających komórek wieńca promienistego umieszczono 

w izolowanych jajowodach bydła w 37°C. Średni czas rozpuszczania ZP wy-

dłużył się proporcjonalnie do czasu utrzymywania oocytów w jajowodach. 

W przypadku grupy kontrolnej do rozpuszczenia ZP wystarczyło tylko 4,6 

min. Gdy komórki jajowe trzymano in vitro przez 120 min, a następnie zanu-

rzono w płynie pęcherzykowym przez 30 min do 18 godzin, nastąpiło zna-

czące odwrócenie wrażliwości osłonki przejrzystej na proteolizę (Smorąg 

i Kątska, 1988). 

Po drugie, zbadano wpływ utwardzania osłonki przejrzystej dojrza-

łych oocytów bydlęcych in vivo na zapłodnienie. Do badania wykorzystano 

przedowulacyjne i poowulacyjne oocyty pozyskane od superowulowanych ja-

łówek. Oocyty przedowulacyjne, zanim zostały użyte do zapłodnienia in vitro 

składały się z: 1) hodowanych in vitro przez 4–6 godzin w celu umożliwienia 

dokończenia dojrzewania oraz 2) inkubowanych w jajowodzie królika przez 

4–5 godzin w celu umożliwienia dokończenia dojrzewania i wywołania 

stwardnienia osłonki przejrzystej. Kilka oocytów służyło jako kontrola dojrza-

łości jądrowej i rozpuszczalności ZP. Oocyty przedowulacyjne i postowula-

cyjne zapładniano in vitro przy użyciu zamrożonych/rozmrożonych plemni-

ków traktowanych heparyną i kapacytowanych metodą podpływania plemni-

ków (ang. swim-up). Stwierdzono znaczące różnice (P<0,01) między wskaź-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smorag%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16726445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smorag%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16726445
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katska%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16726445
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nikami zapłodnienia hodowanych oocytów przedowulacyjnych (68,8%) i in-

kubowanych w jajowodach królika (42,9%) lub odzyskanych z jajowodów by-

dlęcych (40,7%). Można stwierdzić, że twardnienie ZP wyraźnie wpływa na 

efektywność zapłodnienia oocytów. Czynnik ten należy wziąć pod uwagę przy 

rozważaniu źródła pozyskiwania lub traktowania oocytów używanych do za-

płodnienia in vitro (Kątska i in., 1989). 

Efektem prac doskonalących technikę IVP u bydła było urodzenie 

pierwszego w Polsce cielęcia pochodzącego z zarodka uzyskanego przy zasto-

sowaniu kompleksowej metody in vitro, obejmującej zapłodnienie, a następ-

nie hodowlę zarodka, wszystko poza organizmem samicy. Miało to miejsce 

31 marca 1990 r. w Zakładzie Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasienniania 

Zwierząt Instytutu Zootechniki, gdzie poród rozwiązano stosując cesarskie 

cięcie ze względu na znaczną dysproporcję między wielkością cielęcia (41 kg) 

a matki (352 kg). Przypadek ten stanowił wówczas dowód, jeden z bardzo 

nielicznych na świecie, możliwości uzyskiwania potomstwa z oocytów pobie-

ranych z jajników krów rzeźnych. Ogółem do hodowli użyto 136 niedojrza-

łych oocytów bydlęcych. Zapłodnienie stwierdzono u 93 (68,3%) oocytów, 

a podziały zarodkowe wykazywało 30 (22,0%) zygot. W wyniku 7-dniowej 

hodowli uzyskano 6 blastocyst i jedną morulę (5,1%). Rozwój pozostałych 

zarodków uległ zahamowaniu w stadiach od 1 do 8 'blastomerów bądź miał 

przebieg nieprawidłowy. 6 uzyskanych blastocyst przeniesiono metodą nie-

chirurgiczną czterem zsynchronizowanym jałówkom-biorczyniom. Ciążę 

stwierdzono u jednej jałówki. W wyniku porodu, który nastąpił w 283. dniu 

ciąży, uzyskano buhajka, którego umaszczenie i cechy budowy wskazywały, 

że ojcem był buhaj rasy simentalskiej (Kątska i in., 1991). 

Zespół prof. Kątskiej badał również wpływ współhodowli na zdolność 

rozwojową bydlęcych oocytów poddawanych dojrzewaniu i zapłodnieniu in 

vitro  (Kątska i in., 1995). Przeprowadzono dwa eksperymenty w celu porów-

nania wpływu różnych systemów hodowli i fazy cyklu jajowodów dawcy na 

potencjał rozwojowy współhodowanych zarodków bydlęcych pochodzących 

z dojrzałych i zapłodnionych in vitro oocytów i ustalenia skutecznej metody 

zamrażania komórek nabłonka jajowodu. W pierwszym eksperymencie ba-

dano efekty pożywek (Menezo B2, syntetyczny płyn jajowodowy, SOF); su-

rowic (brak surowicy, płodowa surowica cielęca FCS, ludzka surowica HS); 

oraz obecność lub brak monowarstwy komórek nabłonka jajowodu bydła 

(BOEC) na zdolności rozwojowe zarodków bydlęcych. W drugim ekspery-

mencie zbadano wpływ statusu hormonalnego dawcy jajowodów (superowu-

lowany kontra niestymulowany) oraz kriokonserwację tkanki jajowodów na 

wsparcie kompetencji rozwojowych bydlęcych zygot uzyskanych z dojrzałych 

i zapłodnionych in vitro oocytów. Komórki nabłonkowe jajowodu kriokonser-

wowano zgodnie ze zmodyfikowaną dwustopniową metodą wcześniej stoso-

waną na zarodkach króliczych. Dla zygot hodowanych wspólnie z monowar-

stwą BOEC uzyskano następujące wskaźniki rozwoju blastocysty: 40,1%; 
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34,5%; 13,0%; i 19,2%, odpowiednio w pożywce B2 bez surowicy, B2 plus 

20% HS, SOF plus 20% HS i SOF plus 20% FCS. W przypadku braku BOEC 

wskaźniki wyniosły 12,3%; 41,4%; i 8,9% odpowiednio w B2 plus 20% HS, 

SOF plus 20% HS i SOF plus 20% FCS. Wykazano, że źródło komórek na-

błonkowych jajowodów i wcześniejsze zamrożenie nie miało wpływu na od-

setek uzyskanych zygot (około 70%) ani na odsetek rozwiniętych blastocyst 

(około 20%). 

Pod koniec lat dziewięćdziesiątych rozpoczęto badania dotyczące me-

tod hodowli pęcherzyków preantralnych. Kątska i in. (1989) zbadali wpływ 

wielkości przedantralnych i wczesno-antralnych pęcherzyków jajnikowych 

bydła i pożywek hodowlanych na ich wzrost in vitro. Poszczególne pęcherzyki 

izolowane przez mikrodysekcję kawałków jajnika były dzielone na różne 

klasy wielkości: od 75 do 324 i> mikronów. Pęcherzyki jajnikowe hodowano 

osobno w TCM 199 z dodatkiem płodowej surowicy cielęcej (FCS) + suple-

menty (FSH, estradiol-17 beta, insulina, transferyna, selenin sodu, pirogronian 

sodu, 1-glutamina i hipoksantyna) lub w Menezo B2 + FCS + suplementy 

(Eksperyment 1) oraz w TCM 199 + surowica (SS, steer serum) z dodatkami 

lub bez dodatkowych suplementów (eksperyment 2). Całkowita liczba izolo-

wanych pęcherzyków różnej wielkości była podobna u jałówek i krów. Nie 

obserwowano znaczącej różnicy w szybkości wzrostu pęcherzyków o różnych 

rozmiarach w dwóch pożywkach (TC 199 i B2). Jednak, hodowla pęcherzy-

ków w TCM 199, która została uzupełniona tylko SS i nie zawierała żadnych 

innych dodatków, znacznie zmniejszyła przeżywalność i wzrost pęcherzyków 

w porównaniu z hodowanymi w suplementowanej pożywce. Czas przeżycia 

pęcherzyków był związany z ich wielkością na początku hodowli. Najdłuższy 

okres wzrostu dotyczył pęcherzyków o średnicy 275 do 324 mikronów (tj. np. 

10,7 +/- 5,7; 12,1 +/- 6,2 i 12,2 +/- 2,7 dni, odpowiednio dla hodowli w suple-

mentowanym surowicą FCS Menezo B2 i TCM 199 oraz TCM 199 suplemen-

towanym surowicą SS). Przeżycie i wzrost niektórych pęcherzyków utrzy-

mano przez 23 dni. Kolejnym celem doświadczenia było scharakteryzowanie 

wzrostu i konfiguracji jądrowej oocytów izolowanych z późnych przedantral-

nych i wczesno-antralnych pęcherzyków jajnikowych bydła bezpośrednio po 

uzysku i hodowli in vitro (Kątska i in., 2000). Poszczególne pęcherzyki izolo-

wano metodą mikrodysekcji z kawałków zewnętrznej kory jajnika. Pęcherzyki 

zostały posortowane według średnicy do klas od 175 do 224, 225 do 274 i 275 

do 325 mikrometrów. Pęcherzyki wybrane do hodowli in vitro umieszczano 

pojedynczo w 40 mikrolitrowych kroplach pożywki (TCM 199 wzbogaconej 

w FCS, insulinę, transferynę, selenin sodu, pirogronian sodu, 1-glutaminę, hi-

poksantynę, FSH i estradiol-17beta) i hodowano przez 6, 8, 11, 14 lub 17 dni. 

Rozmiary pęcherzyków i oocytów stopniowo zwiększały się wraz z wydłuża-

niem czasu trwania hodowli. Analiza związku między średnimi średnicami 

oocytów w czasie uzysku i po hodowli in vitro wykazała znaczne różnice po 

hodowli trwającej 8 dni (76,9 ± 9,9 vs. 86,1 ± 11,1 mikrom; P<0,05), 11 dni 
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(77,0 +/- 9,9 vs. 91,9 +/- 17,5 mikrom; P<0,01), 14 dni (80,0 +/- 9,5 vs. 97,9 

+/- 16,5 mikrom; P<0,01) i 17 dni (82,6+ /-6,6 vs 97,2 ± 11,5 mikrom; 

P<0,01). Nie wykazano różnic statystycznych między oocytami w 5 grupach 

hodowli wstępnych (79,5 ± 8,8; 76,9 ± 9,9; 77,1 ± 9,9; 80,1 ± 9,5 i 82,6 ± 6,6 

mikrom). Zatrzymanie mejozy wystąpiło u 71,9% oocytów hodowanych w na-

szym systemie do 14 dni. Odsetek stadium pęcherzyka płciowego (GV) nie 

różnił się znacząco między komórkami jajowymi ocenianymi jako „świeże” 

lub hodowanymi przez 6, 8, 11 lub 14 dni. Nie zaobserwowano związku mię-

dzy klasą wielkości pęcherzyków a częstością stadium GV. Wydłużenie 

okresu hodowli do 17 dni drastycznie zmniejszyło odsetek oocytów w stadium 

GV (18,7%) i zwiększyło odsetek oocytów mających przedwcześnie rozpo-

czętą mejozę (GVBD; 46,3%) i cechy degeneracji (25,0%). Wyniki te suge-

rują, że spośród wszystkich czasów hodowli użytych w eksperymencie, 14 dni 

okazało się najdłuższym czasem hodowli umożliwiającym zarówno wzrost 

oocytów, jak i utrzymanie konfiguracji jądrowej na etapie GV. 

Kolejnym celem badań dotyczących wczesno-antralnych pęcherzy-

ków jajnikowych było zbadanie wzrostu i przeżywalności w hodowli in vitro, 

a następnie kompetencji mejotycznych oocytów bydlęcych odzyskanych 

z wczesno-antralnych pęcherzyków jajnikowych (Alm i in., 2006). Badanie 

zostało przeprowadzone we współpracy z grupą prof. Alm z Forschungsinsti-

tut für die Biologie Landwirtschaftlicher Nutztiere, Dummerstorf, Rostock, 

Niemcy. Pęcherzyki izolowane przez mikrodysekcję kawałków kory jajnika 

podzielono na dwie grupy wielkości: (I) średnica 0,2–0,5 mm i (II) średnica 

0,4–0,7 mm. Pęcherzyki grupy I hodowano w stanie nienaruszonym, nato-

miast w grupie II kompleksy oocyty+komórki wzgórka jajonośnego (COC) 

izolowano  z pęcherzyków i poddawano hodowli. Pęcherzyki lub kompleksy 

oocytów z komórkami wzgórka jajonośnego zatapiano w żelu kolagenowym 

i hodowano w TCM 199 uzupełnionym 3% BSA i 4 mM hipoksantyną przez 

14 dni (Grupa I) lub 7–10 dni (Grupa II). Następnie, ww. kompleksy odzyski-

wano z żelu. Oocyty, które utraciły większość przyległych komórek wzgórka 

jajonośnego utrwalano natychmiast po odzyskaniu. Kompleksy COC wykazu-

jące prawidłową morfologię natychmiast utrwalano lub poddawano dojrzewa-

niu in vitro (IVM) przez dodatkowe 24 godziny, po czym utrwalano. Pod ko-

niec hodowli 57,6% zwartych COC w pęcherzykach grupy I  zachowało kon-

figurację GV, 16,7% wznowiło mejozę, a 25,8% uległo zdegenerowaniu lub 

nie wykryto chromatyny. Po IVM odsetek oocytów wznawiających mejozę 

znacznie wzrósł (z 16,7% do 42,7%; P<0,05), a 9,1% wszystkich oocytów 

osiągnęło stadium TI lub MII. Wyizolowane kompleksy COC w Grupie II za-

częły tworzyć struktury pęcherzykowe po 24 godzinach hodowli (7,1%). 

Udział tych struktur osiągnął 50,8% po 2–3 dniach hodowli, a następnie stop-

niowo zmniejszał się z powodu degeneracji. W dniu 10 tylko 5,8% komplek-

sów COC zostało sklasyfikowanych jako nienaruszone. Z odzyskanych oocy-
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tów z komórkami wzgórka jajonośnego z nowo utworzonych struktur podob-

nych do pęcherzyków po 7–10 dniach hodowli in vitro 54,7% znajdowało się 

w stadium GV, 31,0% w stadium GVBD, a 14,3% uległo degeneracji lub kon-

figuracja chromatyny nie była wykrywalna. Po 24 godzinach IVM 67,6% oo-

cytów wznowiło mejozę, a 21,6% wszystkich oocytów osiągnęło stadium TI 

i MII. Wyniki te pokazują, że izolowane wczesne pęcherzyki i kompleksy 

COC izolowane z wczesnych pęcherzyków antralnych mogą rosnąć w ho-

dowli in vitro i mogą osiągnąć kompetencje mejotyczne. 

Współpraca z niemieckim laboratorium prof. Alm zaowocowała rów-

nież powstaniem artykułu o wzorcach agregacji mitochondriów i ich aktyw-

ności w hodowanych in vitro oocytach bydlęcych uzyskanych z wczesno-an-

tralnych pęcherzyków jajnikowych (Kątska-Książkiewicz i in., 2011). Niska 

kompetencja rozwojowa oocytów hodowanych in vitro a pozyskanych z wcze-

sno-antralnych pęcherzyków jajnikowych może być związana z ich statusem 

mitochondrialnym, dlatego celem tego badania było zbadanie konfiguracji 

chromatyny, wzoru agregacji mitochondriów i aktywności mitochondrialnej 

niehodowanych i in vitro hodowanych oocytów bydlęcych uzyskanych 

z wczesno-antralnych pęcherzyków jajnikowych. Kompleksy oocyt-komórki 

wzgórka jajonośnego z sąsiadującymi komórkami ziarnistymi (COCG) uzy-

skano z wczesno-antralnych pęcherzyków jajnikowych o średnicy 0,4 do 0,8 

mm. Oocyty kontrolne (Dzień 0) izolowano ze świeżo pozyskanych COCG 

i utrwalano oraz wybarwiono. Wybrane COCG umieszczono w hodowli in vi-

tro na 7 dni lub 14 dni. Po hodowli, COC o normalnym wyglądzie umiesz-

czano w pożywce do dojrzewania na 24 godziny, a następnie utrwalono i wy-

barwiono MitoTracker CMTM Ros Orange i Hoechst 33258. Procent oocytów 

z niedojrzałą konfiguracją chromatyny po hodowli in vitro malał wraz z cza-

sem hodowli in vitro i wyniósł odpowiednio 96,7; 72,5 i 35,4% dla Dnia 0, 

Dnia 7 i Dnia 14 hodowli. Pozostałe oocyty degenerowały lub wznawiały me-

jozę. Po dojrzewaniu in vitro najwyższy odsetek oocytów w diakinezie lub 

metafazie I stwierdzono w grupie D7 + IVM (59,4%). Gdy hodowlę przedłu-

żono do 14. dnia i w kolejnej dobie oocyty poddano dojrzewaniu in vitro, 

liczba zdegenerowanych oocytów po IVM dramatycznie wzrosła. Rozkład mi-

tochondriów w oocytach zmieniał się z jednorodnego na heterogenny wraz ze 

wzrostem czasu hodowli. Aktywność oddechowa mierzona intensywnością 

fluorescencji wzrosła w czasie hodowli pęcherzyków i była najwyższa w oo-

cytach, które rozpoczęły fazę GVBD, czyli rozpadu pęcherzyka zarodkowego. 

Podsumowując, w przypadku oocytów w izolowanych COCG z wczesno-an-

tralnych pęcherzyków jajnikowych warunki hodowli dłuższe niż 7 dni po-

winny być bardziej dostosowane do powolnego dojrzewania jądra, któremu 

towarzyszy obniżony metabolizm energetyczny, aby zapobiec piknozie chro-

matyny. 

Grupa prof. Kątskiej współpracowała również z grupą prof. Skrzy-

szowskiej, prowadzącej badania nad klonowaniem somatycznym różnych 
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zwierząt gospodarskich. Prof. Kątska była odpowiedzialna za przygotowanie 

komórek-dawców jądra przy użyciu hodowli in vitro. Ważnym czynnikiem 

regulującym tempo rozwoju zarodków klonowanych jest faza cyklu komórko-

wego dawcy jąder, dlatego celem eksperymentu było zbadanie rozmieszczenia 

faz cyklu komórkowego w komórkach wzgórka jajonośnego i fibroblastach 

bydła, hodowanych przy użyciu rutynowego protokołu, jak i podczas zastoso-

wania związków zatrzymujących cykl komórkowy (Kątska i in., 2002). Naj-

wyższy odsetek komórek skumulowanych w stadium G0 + G1 zaobserwo-

wano w niehodowanych, zamrożonych/ rozmrożonych komórkach pochodzą-

cych z niedojrzałych oocytów (79,8 +/- 2,2%), świeżych i zamrożonych/ roz-

mrożonych komórek z dojrzałych oocytów in vitro (84,1 +/- 6,2 i 77,8 +/- 

5,7%) oraz w komórkach dzielących się (odpowiednio 72,7 +/- 16,3 i 78,4 +/- 

11,2%, odpowiednio z komórek wzgórka jajonośnego niedojrzałych i dojrza-

łych in vitro oocytów). Głodzenie komórek wzgórka jajonośnego znacznie 

zmniejszyło odsetek komórek w fazach G0 + G1, a przedłużone głodzenie 

znacznie zwiększyło odsetek komórek w fazach G2 + M. Hodowla in vitro 

komórek wzgórka jajonośnego do pełnej konfluencji nie zwiększyła odsetka 

komórek w fazach G0 + G1. W przeciwieństwie do obserwacji na komórkach 

wzgórka jajonośnego, wyraźnie wyższy odsetek komórek w fazach G0 + G1 

obserwowano, gdy komórki fibroblastów hodowano do pełnej konfluencji lub 

głodzono (P<0,01). Ten wzrost był większy w miarę przedłużania się okresu 

głodzenia. Stwierdzono, że dla określonych typów komórek należy zastoso-

wać specyficzne strategie hodowli, aby osiągnąć poprawę wydajności klo-

nowania. 

Zespół prof. Kątskiej analizował również czas dojrzewania jądrowego 

oocytów kotów domowych (Kątska-Książkiewicz i in., 2003). Badania prze-

prowadzono we współpracy z dr. Pieńkowskim w ramach projektu finansowa-

nego przez firmę PienGen Biomedical Corporation, Knoxville, USA. W tym 

badaniu autorzy porównali wpływ przechowywania jajników, pożywki IVM, 

obniżonej atmosfery tlenu i czasu trwania hodowli na dojrzewanie in vitro oo-

cytów kotów domowych. Jeden losowo wybrany jajnik z każdej pary (69 par) 

przechowywano w PBS w 10oC przez 16–24 godzin przed izolowaniem oocy-

tów. Drugi jajnik nie przechowywany z każdej pary służył jako kontrola. 

W eksperymencie I badano wpływ pożywek hodowlanych (TCM 199 w po-

równaniu z SOF) i atmosfery o zmniejszonej zawartości tlenu (wilgotna at-

mosfera gazowa o zawartości 5% CO2 w powietrzu lub 5% CO2: 5% O2: 90% 

N2) na IVM oocytów zarówno przechowywanych, jak i nie przechowywa-

nych. W drugim eksperymencie porównano czas dojrzewania jądrowego za-

równo przechowywanych, jak i nie przechowywanych oocytów hodowanych 

przez 17–18, 20–21, 24–26, 28–30, 33–34 lub 42–45 godzin przed oceną sta-

dium mejozy. W obu doświadczeniach I i II wskaźnik odzysku, jakość i kom-

petencje do dojrzewania mejotycznego oocytów pochodzących z przechowy-

wanych jajników nie różniły się w porównaniu z nie przechowywanymi. 
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W eksperymencie I ani pożywka hodowlana ani atmosfera gazowa nie wpły-

wała na dojrzewanie oocytów. W eksperymencie II średni odsetek oocytów 

osiągających metafazę II w ciągu 17–18 godzin hodowli wynosił 36,1% i nie 

zwiększał się znacząco w czasie do 28 godzin. Najwyższy odsetek oocytów 

(67,3%) osiągnął stadium metafazy II po 42–45 godzinach hodowli. Dlatego 

wnioskowano, że można wyróżnić dwie „fale” dojrzewania jądrowego oocy-

tów kotów. Pierwsza fala ma miejsce w ciągu 26 godzin i jest prawdopodobne, 

że większość oocytów tej fali dojrzewa do 17–18 godzin; druga fala występuje 

po 28–30 godzinach IVM. Można założyć, że ta podwójna fala może odzwier-

ciedlać obecność dwóch populacji oocytów o dwóch różnych stopniach „nie-

dojrzałości”, które wymagają różnych długości IVM. 

Prof. Kątska z zespołem pracowała także nad produkcją zarodków in 

vitro u kóz. Miało to miejsce w czasie, gdy badania nad pozaustrojową pro-

dukcją zarodków u tego gatunku w porównaniu z innymi gatunkami domo-

wymi, zwłaszcza bydłem, były przedmiotem niewielu doniesień, pomimo ich 

przydatności zarówno dla badań podstawowych, jak i do zastosowań komer-

cyjnych. Celem  badań było porównanie skuteczności IVP u kóz przy użyciu 

niedojrzałych oocytów pęcherzykowych odzyskanych od kóz stymulowanych 

FSH i kontrolnych (Kątska-Książkiewicz i in., 2004). Po IVM oocyty zapład-

niano świeżym lub rozmrożonym nasieniem kapacytowanym heparyną lub 

nie. Dojrzałe oocyty zapładniano in vitro świeżym lub zamrożonym nasieniem 

tego samego kozła. Po IVF zygoty hodowano przez 24 godziny, a podzielone 

zarodki dalej hodowano z komórkami nabłonka jajowodu koziego lub przeno-

szono do zsynchronizowanych biorczyń. Średnia liczba oocytów odzyskanych 

od kóz poddanych działaniu FSH była znacznie wyższa (P<0,01) w porówna-

niu do kontroli. Niezależnie od użytego nasienia, świeżego lub zamrożonego, 

nie zaobserwowano różnic w uzysku blastocyst, gdy plemniki traktowano he-

paryną. Jednak, najwyższy odsetek zapłodnionych komórek jajowych podej-

mujących rozwój (79,4%), a także rozwój do stadium blastocysty (37,3%) 

uzyskano po zapłodnieniu świeżym nasieniem kapacytowanym bez użycia he-

paryny. W przeciwieństwie do świeżego nasienia, zastosowanie heparyny do 

kapacytacji mrożonego/rozmrożonego nasienia znacznie poprawiło (P<0,01) 

podziały zarodkowe. Nie stwierdzono różnic między kompetencjami rozwo-

jowymi in vivo zarodków związanych z pochodzeniem nasienia po przeniesie-

niu do biorców. U ponad 60% biorców stwierdzono ciążę, a 20% wszystkich 

przeniesionych zarodków przeżyło, urodziło się 13 zdrowych koźląt. Protokół 

IVP kóz prof. Katskiej pozwala na uzyskanie zarodków o kompetencjach roz-

wojowych porównywalnych do bydlęcych. 

Zespół prof. Kątskiej-Książkiewicz opracował również efektywne 

warunki uzyskiwania in vitro zarodków kozich poprzez dojrzewanie i zapłod-

nienie in vitro oocytów pęcherzykowych pobieranych z jajników przy zasto-

sowaniu przyżyciowej metody laparoskopowej (LOPU – laparoscopic ovum 

pick-up) czego wymiernym dowodem było narodzenie żywego, zdrowego 
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koźlęcia po przeprowadzeniu laparoskopowego przeniesienia zarodków (LET 

– laparoscopic embryo transfer) (Kątska-Książkiewicz i in., 2008). Na wydaj-

ność metody nie miał również wpływu typ hodowli zarodków – porównywano 

efektywność współhodowli zarodków z komórkami nabłonka jajowodu i z ko-

mórkami VERO. Nie wykazano też osobniczego wpływu mrożonego nasienia 

samca na wydajność IVP u kóz (Kątska-Książkiewicz i in., 2007). 

W dalszych swoich badaniach postawiliśmy sobie również za cel udo-

skonalenie przyżyciowej selekcji niedojrzałych kompleksów oocyt-komórki 

wzgórka jajonośnego (COC – Cumulus-Oocyte-Complex) przed poddaniem 

dojrzewaniu in vitro. Selekcja przeprowadzana po przyżyciowym barwieniu 

kompleksów oocyt-komórki wzgórka jajonośnego brylantowym błękitem kre-

zylu (brilliant cresyl blue, BCB) pozwala na określenie aktywności dehydro-

genazy glukozo-6-fosforanowej (G6PDH), enzymu syntetyzowanego 

w pierwszej połowie fazy S, w czasie wzrostu oocytu. Oocyty bydlęce pod-

dane selekcji na podstawie aktywności G6PDH i ocenione jako BCB+ wyka-

zują istotnie wyższe zdolności rozwojowe w porównaniu z oocytami BCB- 

(Alm i in., 2006). W naszych badaniach celem było ustalenie czy istnieje zwią-

zek między stopniem zaawansowania zmian apoptotycznych a ocenianym 

przyżyciowo poziomem G6PDH w niedojrzałych oocytach. Zakładano, że oo-

cyty BCB- mogą cechować się zaburzeniami w aktywacji genów prowadzą-

cymi do zmian apoptotycznych w komórce, które mogłyby powstawać już 

podczas wzrostu w pęcherzyku lub też w okresie późniejszym, w czasie doj-

rzewania in vitro. Wykazano, że aktywność G6PDH nie może służyć jako 

marker apoptozy w oocytach bydlęcych. Z uwagi na to, że nasze wyniki, jak 

i innych autorów (Alm i in., 2006; Pujol i in., 2004; Opiela i in., 2008 a, 2010; 

Bhojwani i in., 2007) wyraźnie wskazywały na obniżoną zdolność rozwojową 

oocytów BCB-, kontynuowano badania poszukując czynnika odpowiedzial-

nego za tę sytuację. W tym celu zbadano korelacje pomiędzy poziomem trak-

skryptów TFAM (mitochondrial transcription factor A), POLG (DNA poly-

merase subunit gamma ) i NRF1 (nuclear respiratory factor 1), które są czyn-

nikami replikacyjnymi mitochondrialnego DNA (mtDNA) oraz transkryptu 

COX1 (mitochondrially encoded cytochrome c oxidase I) kodowanego przez 

genom mitochondrialny, a aktywnością G6PDH w oocytach bydlęcych przed 

i po dojrzewaniu in vitro. W tym wypadku hipoteza badawcza potwierdziła 

się. Niedojrzałe oocyty BCB- miały statystycznie istotnie niższy poziom ana-

lizowanych transkryptów: TFAM, NRF1 i COX1 oraz statystycznie niższy 

poziom mRNA genu TFAM w dojrzałych oocytach (Opiela i in., 2010). Wy-

nik ten potwierdza zasadność stosowania przyżyciowej selekcji niedojrzałych 

kompleksów oocyt-komórki wzgórka jajonośnego barwieniem BCB, gdyż eli-

minacja oocytów BCB- przyczynia się do zwiększenia efektywności metody. 

Całościowe omówienie plusów i minusów stosowania barwienia BCB omó-

wiono w pracy przeglądowej: Opiela i Kątska-Książkiewicz (2013). 
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Kolejnym celem badawczym naszej grupy było podniesienie wydaj-

ności technologii IVP przez suplementację pożywki do dojrzewania in vitro 

hialuronianem (HA) w celu zwiększenia dojrzałości cytoplazmatycznej oo-

cytu oraz zwiększenia bezpieczeństwa technologii poprzez zastąpienie suro-

wicy zwierzęcej białkiem roślinnym. W wyniku przeprowadzonych doświad-

czeń wykazano, że dodatek hialuronianu do pożywki o stężeniu 0,07% 

i 0,035% nie ma wpływu na osiąganą dojrzałość mejotyczną oraz jakość mie-

rzoną poziomem fragmentacji DNA oocytów. Suplementacja pożywki do doj-

rzewania hialuronianem o stężeniu 0,07% statystycznie istotnie zmniejsza po-

ziom fragmentacji DNA uzyskanych blastocyst. Odnotowano tendencję wzro-

stową liczby uzyskanych blastocyst w przypadku dodania HA o stężeniu 

0,07% do IVM, jednak różnice te nie były statystycznie istotne. Suplementacja 

pożywki IVM hialuronianem o stężeniu 0,07% wydaje się być wartością gra-

niczną, gdyż odnotowano wyższy poziom ekspresji proapoptotycznego tran-

skryptu genu Bax w komórkach granulozy stosowanych jako współhodowla 

w hodowli oocytów. Dlatego wnioskowano, że dobór odpowiedniego stężenia 

HA jest główną determinantą warunkującą powodzenie stosowania metody 

(Opiela i in., 2014). 

W ostatnich latach dąży się do wyeliminowania surowicy krwi (FBS, 

FCS, ECS) lub jej pochodnych, np. albuminy jako składnika pożywki do doj-

rzewania oocytów i hodowli zarodków. Powodem jest niejednoznaczny 

wpływ surowicy na jakość oocytów i zarodków, zarówno pozytywny jak i ne-

gatywny. Wiadomo, że dodatek surowicy zwiększa odsetek uzyskanych po 

zapłodnieniu in vitro blastocyst, szczególnie w przypadku suboptymalnych 

warunków hodowli (Russel i in., 2006). Istnieją również doniesienia na temat 

szkodliwego wpływu surowicy na rozwój oocytów (Ali i Sirard, 2002) i za-

rodków (Rizos i in., 2003). Stwierdzono, że FCS zawiera zarówno związki 

antyapoptotyczne, np. białkowe czynniki wzrostu, jak i proapoptotyczne, np. 

czynnik martwicy nowotworu α (TNF α, ang. tumor necrosis factor α), który 

może indukować śmierć komórki. Jednakże, badania Fouladi-Nashta i in. 

(2005) nie potwierdziły tego spostrzeżenia, bowiem wykazano brak różnic 

w liczbie jąder apoptotycznych w zarodkach hodowanych zarówno w po-

żywce zawierającej surowicę, jak i bez surowicy. Natomiast, jak wykazali Ri-

zos i in. (2003), w zarodkach hodowanych w obecności surowicy następował 

znaczny wzrost ekspresji białka Bax. Z przedstawionego przeglądu piśmien-

nictwa wynika zatem, że wpływ surowicy nie jest jednoznacznie określony. 

Wiadomo też, że surowica zawiera enzymy, hormony czy czynniki wzrostu 

w zróżnicowanych stężeniach, często odmiennych w kolejnych seriach pro-

duktu, co może powodować dużą zmienność warunków hodowli, a więc 

i efektywność pozaustrojowego uzyskiwania zarodków. Ponadto, stosowanie 

w pożywkach produktów pochodzenia zwierzęcego, mimo znacznej poprawy 

sanitarnej w zakresie ich pozyskiwania oraz metod sterylizacji, związane jest 

z ryzykiem infekcyjnym. W świetle prezentowanych przykładów celowe było 
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zatem opracowanie pożywki do dojrzewania oocytów, która pozwoliłaby na 

standaryzację warunków hodowli oraz wyeliminowałaby ryzyko wynikające 

z obecności surowicy ze względów sanitarno-weterynaryjnych. W poszukiwa-

niu bardziej efektywnych rozwiązań w hodowli in vitro podjęto próby zasto-

sowania substytutów roślinnych. Wykazano już korzystny wpływ zastąpienia 

surowicy zwierzęcej białkiem roślinnym w pożywkach do hodowli zarodków 

(Gajda i in., 2007) oraz w pożywkach używanych w pracach z plemnikami 

ssaków (Bochenek i Smorąg, 2008). W wyniku przeprowadzonych doświad-

czeń wykazano, że białko roślinne (PP, plant protein) w zaproponowanym 

przez nas stężeniu 0,6% i systemie dojrzewania oocytów in vitro (TCM199 

uzupełnione FSH 10µg/ml i estradiolem 1 µg/ml oraz w 2 grupie doświadczal-

nej uzupełnione dodatkowo 1% HA) nie wykazało wpływu na odsetek oocy-

tów uzyskujących dojrzałość mejotyczną w porównaniu do grupy kontrolnej, 

jednak w obu grupach pożywek suplementowanych PP odnotowano nieprawi-

dłową strukturę chromatyny po barwieniu, dlatego wysunięto wniosek o proa-

poptotycznym działaniu tego białka (Opiela i in., 2012). 

Od lat zainteresowanie naukowców skupia się wokół analizy pojedyn-

czych zarodków (Lechniak i in., 2008). Kwestie etyczne w zastosowaniu IVF 

u ludzi najlepiej obrazują celowość tego typu poszukiwań. U zwierząt selekcja 

zarodków ma również kluczowe znaczenie z uwagi na ich wybór do transferu. 

W przypadku bydła ciąża bliźniacza nie jest pożądana. Ocena morfologiczna 

dokonywana pod mikroskopem stereoskopowym należy do podstawowych 

metod, niemniej jednak jest niewystarczająca do pełnego scharakteryzowania 

jakości zarodka, dlatego poszukiwane są inne metody, wśród których można 

wymieć: analizy na poziome transkryptu (mikromacierze, techniki interferen-

cji RNA) czy białek, wśród których metabolomika z czułymi metodami detek-

cji, takimi jak: np. masowa chromatografia gazowa (GC-MS), chromatografia 

cieczowa (LC-MS) czy jądrowy rezonans magnetyczny (NMR) przedstawia 

się szczególnie atrakcyjnie z uwagi na małą inwazyjność. Analizie można pod-

dawać również płyn pęcherzykowy (oocyty) lub pożywkę, w której zarodki 

się rozwijały. Wpisując się w przedstawiony nurt badań wykazaliśmy przydat-

ność spektroskopii furierowskiej w podczerwieni do oceny jakości pojedyn-

czych blastocyst. Spektroskopia furierowska w podczerwieni (FTIR, ang. Fo-

urier Transform Infrared Spectroscopy) albo absorbcyjna spektroskopia w za-

kresie podczerwieni z zastosowaniem transformaty Fouriera jest stosunkowo 

nowatorską i innowacyjną metodą w naukach biologicznych i medycznych 

w porównaniu do jej stosowania w chemii analitycznej. Spośród technik spek-

troskopowych, obrazowanie FT-IR ujawnia naturę próbki biologicznej i wy-

twarza widmowe mapy składu i zmian strukturalnych bez użycia chemicznego 

markera na poziomie molekularnym. Pomiar FT-IR jest nieinwazyjny a przy-

gotowanie próbki – minimalne. Co więcej, technika ta jest szczególnie przy-

datna, gdy ilość dostępnego materiału jest ograniczona. Pomimo dużego zain-

http://www.thermoscientific.com/en/products/fourier-transform-infrared-spectroscopy-ftir.html
http://www.thermoscientific.com/en/products/fourier-transform-infrared-spectroscopy-ftir.html
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teresowania wykorzystaniem obrazowania FT-IR w medycynie i biologii za-

stosowanie tego rodzaju spektroskopii wciąż jest bardzo ograniczone w bada-

niach embriologicznych. Mikrospektroskopia FT-IR została z powodzeniem 

zastosowana do badania stadiów dojrzewania oocytów myszy (Ami i in., 

2008) oraz w celu monitorowania spontanicznego różnicowania mysich za-

rodkowych komórek macierzystych (Ami i in., 2011). Obrazowanie FT-IR 

z detektorami FPA określiło stan różnicowania pojedynczych ludzkich komó-

rek mezenchymalnych poddawanych i niepoddawanych różnicowaniu (Krafft 

i in., 2007). Z kolei, Thumanu i in. (2009) zastosowali mikroskopię synchro-

tronową w podczerwieni (SR-IR) z detektorami FPA do analizy trzech skład-

ników biochemicznych blastocysty myszy oraz w badaniu zróżnicowania neu-

ronalnego zarodkowych komórek macierzystych myszy (Tanthanuch i in., 

2010). Nasze badania potwierdziły, że spektroskopia furierowska w podczer-

wieni znajduje zastosowanie dla oceny jakości blastocyst. Zastosowanie źró-

dła laboratoryjnego absorbcji (IR) i detektora promieniowania podczerwonego 

FPA (ang. Focal Plane Array) pozwala obrazować pasma charakterystyczne 

dla DNA, białek, amidów i lipidów obecnych w komórkach blastocyst bydlę-

cych. Na tej podstawie można wnioskować o rozkładzie danej biocząsteczki, 

np. DNA, lipidów i białek. Możliwe jest wyekstrahowanie widm pojedyn-

czych komórek i przeprowadzenie analizy statystycznej w celu zbadania róż-

nic pomiędzy pojedynczymi komórkami w blastocyście i/lub pomiędzy ko-

mórkami w badanych blastocystach. Na podstawie hierarchicznej analizy kla-

strowej oraz analizy składowych głównych można wnioskować, że komórki 

blastocysty, której oocyt był hodowany w pożywce z hialuronianem, są bar-

dziej  podobne do komórek blastocysty pochodzącej ze współhodowli z ko-

mórkami Vero niż do komórek blastocysty hodowanej w pożywce SOF. Na 

podstawie analizy pól powierzchni pod pikami możliwe było przeprowadzenie 

ilościowej analizy głównych biocząsteczek. I tak wykazaliśmy, że komórki 

blastocysty hodowanej we współhodowli z komórkami Vero posiadały ilo-

ściowo największe zasoby amidów II rzędu. W sytuacji, gdy wykluczymy 

amidy II rzędu, komórki  blastocysty, której oocyt był hodowany w pożywce 

z hialuronianem, będą posiadały podobne ilości biocząsteczek w porównaniu 

do blastocyst hodowanych we współhodowli z komórkami Vero, natomiast 

mniejsze zasoby biocząsteczek w porównaniu do komórek blastocysty hodo-

wanej w pożywce SOF. Określenie drugorzędowej struktury białek pozwala 

wnioskować o ich zmianach konformacyjnych, co może mieć znaczenie w ba-

daniu rozwoju blastocyst. W analizowanych przez nas blastocystach stosunek 

α helisy do β był porównywalny dla wszystkich komórek. Analiza ilościowa 

kwasów nukleinowych pozwala określić intensywność procesów replikacji 

DNA czy transkrypcji RNA. W analizowanych blastocystach stosunek RNA 

do DNA był porównywalny (Wiecheć i in., 2013). Powyższe badania realizo-

waliśmy w kooperacji z Instytutem Fizyki Jądrowej w Krakowie. Oprócz opi-

sanej spektroskopii FTIR w prowadzonych przez nas badaniach używano też 
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innych metod oceniających, np. poziom zaawansowania apoptozy w oocytach, 

zarodkach i komórkach na poziomie DNA, RNA i białek (TUNEL, qPCR, 

western-blotting, fluorescencyjny pomiar aktywności kaspaz, immunofluore-

scencja). Metody analiz oocytów i zarodków opisano w artykule Opieli 

(2009), jak i w rozdziałach w książkach (Opiela i in., 2008 a,b;  2013 a,b). 

Działalność naukowa naszego laboratorium po 2010 r. została posze-

rzona o badania nad mezenchymalnymi komorkami macierzystymi (MSC, 

ang. Mesenchymal stem cells). Początkowo prace ograniczały się do badań nad 

MSC świni, z biegiem lat analizy objęły również MSC koni, owiec, kóz i by-

dła. Heterogenny charakter populacji hodowanych in vitro mezenchymalnych 

komórek macierzystych, wyizolowanych ze szpiku kostnego wymusza ko-

nieczność szczegółowej charakterystyki immunocytobiochemicznej i moleku-

larnej tych komórek, która pozwoli na określenie stopnia ich multipotencji. 

Komórki MSC zróżnicowane  w kierunku adipocytów i osteoblastów oraz nie-

zróżnicowane (kontrolne) poddaliśmy również analizie cytometrycznej cyklu 

mitotycznego pod kątem rozkładu poszczególnych jego faz (G0/G1, S, G2/M). 

Doświadczenie to miało na celu wykazanie wpływu długoterminowej hodowli 

różnicującej MSC na profil rozkładu DNA. Otrzymane wyniki wyraźnie 

wskazują na obniżoną stabilność DNA wyrażającą się wzrostem odsetka ko-

mórek aneuploidalnych po 5-tygodniowej hodowli różnicującej in vitro 

(Opiela i in., 2013 b). W innej pracy natomiast wykazaliśmy, że  różnicowanie 

MSC w kierunku adipo- i osteocytów nie wpływa na poziom ekspresji proa-

poptotycznego białka Bad, co dowodzi, że różnicowanie nie indukuje apop-

tozy (Opiela i in., 2013 a). Z uwagi na niepełną efektywność różnicowania 

MSC w żądany typ komórek (np. osteoblasty, adipocyty, mioblasty lub ko-

mórki śródbłonka) celowe jest poszukiwanie genów odpowiedzialnych za 

kontrolowanie ww. procesu. Obiecujące raporty o wysokiej ekspresji genów 

kilku metaloproteinaz macierzy i ich inhibitorow – TIMPs  w komórkach MSC 

(tj. MMP-1, -2, -19 i TIMP-1, -2, -3) (Panepucci i in., 2004; Cronwright i in., 

2005) stały się podstawą do wysunięcia hipotezy na temat ich kluczowej funk-

cji w różnicowaniu MSC (Mannello i in., 2006). Badaliśmy czy metaloprote-

inaza MMP-2 i jej inhibitor TIMP-2 oraz czynniki transkrypcji MEF2a and 

TAZ są zaangażowane w różnicowanie w kierunku adipocytów i/lub osteobla-

stów. Nasze wyniki sugerują możliwe zaangażowanie MEF2a w osteogenezę 

świńskich MSC, gdyż znaczny wzrost poziomu tego transkryptu był obserwo-

wany w zróżnicowanych komórkach. Ponadto, wyniki te potwierdzają hipo-

tezę o funkcji MMP niezależnej od TIMP-2, ponieważ nie wykryto różnicy 

w ekspresji MMP-2 między osteocytami a MSC niezróżnicowanymi (Opiela 

i in., 2016). 

Efektywność klonowania somatycznego świń, mierzona odsetkiem 

zarodków rozwijających się do stadium blastocysty lub odsetkiem urodzonego 

potomstwa w stosunku do liczby zrekonstruowanych oocytów, utrzymuje się 
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na stosunkowo niskim poziomie. Jednym z czynników ograniczających w naj-

większym stopniu wydajność klonowania u tego gatunku jest niepełne i nie-

prawidłowe przeprogramowanie pamięci epigenetycznej jąder komórek soma-

tycznych w rozwijających się zarodkach klonalnych. Nasze badania dowiodły, 

że wykorzystanie jako dawców jąder MSC szpiku kostnego, które charaktery-

zują się wysokim stopniem multipotencji oraz znaczną plastycznością geno-

mową/epigenomową, umożliwia zwiększenie przedimplantacyjnego poten-

cjału rozwojowego zarodków klonalnych świni. Wykazaliśmy ponadto, że 

sztuczna modulacja epigenomowa hodowanych in vitro MSC przy wykorzy-

staniu niespecyficznych inhibitorów deacetylaz histonów, w naszym wypadku 

trichostatyny A (TSA), ułatwia proces przeprogramowania epigenetycznie 

uwarunkowanej aktywności transkrypcyjnej genomu jądrowego tych komórek 

w zarodkach klonalnych świni (Samiec i in., 2015). Wydajność klonowania 

somatycznego świń jest statystycznie istotnie wyższa przy zastosowaniu mo-

dulacji MSC inhibitorem TSA. Zaobserwowano również poprawę jakości uzy-

skanych klonalnych zarodków świni, gdyż poziom ekspresji transktypu OCT4 

był statystycznie istotnie wyższy niż w grupie kontrolnej. 

Wyniki kolejnego doświadczenia wykazały, że zależna od TSA mo-

dulacja epigenomiczna dawców jądrowych silnie wpływa zarówno na zdol-

ność rozwojową in vitro, jak i na jakość cytologiczną sklonowanych zarodków 

międzygatunkowych (świńsko→ bydlęcych) (Opiela i in., 2017). Kompeten-

cje rozwojowe do osiągnięcia stadium blastocysty wśród zarodków hybrydo-

wych (świńsko → bydlęcych), które zostały zrekonstruowane przy użyciu by-

dlęcych ooplastów i epigenetycznie modulowanych świńskich MSC, utrzy-

mano na stosunkowo wysokim poziomie (Opiela i in., 2017). Kompetencje te 

były wyższe niż odnotowane w badaniach innych autorów, ale nadal były 

zmniejszone w porównaniu z kompetencjami klonowanych zarodków we-

wnątrzgatunkowych (świńskich), które zostały odtworzone za pomocą świń-

skich ooplastów i jąder komórkowych MSC transformowanych lub nietrans-

formowanych epigenetycznie. A zatem, po raz pierwszy zastosowaliśmy  

MSC przechodzące zależną od TSA transformację epigenetyczną jako źródło 

komórek dawcy jądrowego do klonowania między komórkami somatycznymi 

u innych gatunków zwierząt. Ponadto, opracowaliśmy wydajną sekwencyjną 

aktywację fizykochemiczną międzygatunkowych przenoszonych jądrowo cy-

bryd klonalnych pochodzących z ooplazmy bydła i świńskich jąder MSC 

(Opiela i in., 2017). 

W dalszych badaniach przeprowadziliśmy również szczegółową cha-

rakterystykę wyprowadzonych linii MSC szpiku kostnego na poziomie immu-

nocytochemicznym, molekularnym i genetycznym, gdyż charakterystyka 

MSC u tego gatunku jest niepełna. Analiza ta dotyczyła również komórek pod-

dawanych modulacji epigenetycznej za pomocą TSA celem określenia 

wpływu tych modulacji na właściwości, multipotencje i jakość MSC. Wyka-

zano, że traktowanie MSC TSA nie wpływa negatywnie na ww. parametry, co 
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więcej obserwowaliśmy np. wzrost ekspresji markera pluripotencji Nanog 

w komórkach modulowanych. Uzasadnione zatem wydaje się być stwierdze-

nie, że modulacja TSA wzmaga multipotencje MSC (Samiec i in., 2019). 

Chociaż potwierdzono skuteczność TSA w klonowaniu, leżące u pod-

staw procesy i mechanizmy osiągniętych efektów nie są jeszcze w pełni zro-

zumiałe, szczególnie w przypadku MSC świń. Dlatego, aby to wyjaśnić, prze-

prowadziliśmy kompleksową analizę transkryptomu MSC traktowanych TSA 

przy użyciu wysokoprzepustowego sekwencjonowania i  oceniliśmy wpływ  

TSA na profil transkrypcji MSC po 24 godzinach hodowli in vitro. Oceniono 

również stabilność indukowanych zmian ekspresji genów po kolejnych 55 i 72 

godzinach hodowli komórek bez TSA (Gurgul i in., 2017). Wyniki tych badań 

wykazały, że TSA nie wpływa na ekspresję wybranych antygenów powierzch-

niowych, tj. CD90 (marker dodatni), CD31 i CD34 (markery ujemne) i ma 

szeroki wpływ stymulujący na transkrypcję MSC, wpływając na geny w całym 

genomie z pewnymi niewielkimi oznakami działania miejscowego w regio-

nach na SSC2 i SSC6. Okazało się, że TSA ma większy wpływ na geny, które 

już uległy ekspresji, natomiast posiada jedynie niewielkie zdolności do induk-

cji ekspresji wyciszonych genów. Trichostatyna A wpływa na geny powiązane 

z szerokim zakresem procesów biologicznych, jednak znaleźliśmy pewne do-

wody na specyficzną stymulację genów związanych z rozwojem, różnicowa-

niem, neurogenezą lub miogenezą. TSA również wydawało się zakłócać  

szlaki sygnalizacyjne Wnt poprzez wzmożenie aktywności kilku genów tej 

ścieżki. Analiza transkryptomu komórek hodowanych po usunięciu TSA wy-

kazała, że ekspresja większości genów stymulowanych TSA została przywró-

cona do poziomu początkowego. Niemniej jednak, zestaw około sześciuset 

genów, odpowiedzialnych np. za adhezje, transdukcje sygnału i komunikację 

komórkową, uległ zmianie nawet po 55 i 72 godz. hodowli in vitro bez do-

datku TSA. Trichostatyna A zwiększyła również ekspresję niektórych genów 

markerów pluripotencji (FGF2, LIF, TERT), ale ich ekspresja ustabilizowała 

się podczas dalszej hodowli bez TSA. Szczegółowa analiza czynników zwią-

zanych z różnicowaniem neuronalnym pozwoliła nam wnioskować, że TSA 

stymuluje głównie szlak różnicowania MSC świni w neurony prawdopodob-

nie poprzez interakcję ze ścieżką sygnalizacji zależnej od Wnt i w ten sposób 

uruchamia mechanizmy sprzyjające przeprogramowaniu epigenetycznemu 

(Gurgul i in., 2017). 

Ocenialiśmy także zmiany transkryptomu MSC świni wynikające 

z mrożenia komórek. Aż 5575 genów cechowała zmieniona ekspresja, suge-

rując zaangażowanie komórek w odzyskiwanie po rozmrożeniu procesów 

związanych z napięciem błony komórkowej, jej regulacją, naprawą uszkodzeń 

błony, utrzymaniem kształtu komórki, homeostazy energii związanej z pracą 

mitochondriów i mediacją apoptozy. Trichostatyna A jest w stanie przeciw-

działać do pewnego stopnia zmianom transkryptomu, jednak zalety i specy-

ficzność jej działania wymagają dalszych badań (Gurgul i in., 2018). 
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W toku prac z komórkami MSC, zarówno świeżymi, jak i mrożonymi 

zauważyliśmy, że jakość morfologiczna MSC po rozmrożeniu drastycznie ob-

niża się. Stosowane z sukcesem protokoły mrożenia dla komórek somatycz-

nych nie sprawdzają się dla komórek macierzystych. Dlatego celem naszego 

kolejnego badania było opracowanie efektywnej metody kriokonserwacji 

MSC świni. Metoda HHP (ang. high hydrostatic pressure) jest przykładem 

innowacyjnego podejścia do poprawy efektywności kriokonserwacji komó-

rek. Indukcja reakcji obronnych komórek poprzez poddawanie ich działaniu 

wysokiego ciśnienia hydrostatycznego (HHP) przed kriokonserwacją prowa-

dzi do zminimalizowania wpływu działania stresu na komórki. Ze względu na 

fakt udokumentowanego wpływu metody HHP na poprawę kriotolerancji oo-

cytów (Pribenszky i in., 2008 a), plemników (Pribenszky i in., 2006, 2009; 

Huang i in., 2009) oraz bardziej wrażliwych na kriokonserwację blastocyst 

(Pribenszky i in., 2008 c) wnioskowaliśmy, że wysokie ciśnienie hydrosta-

tyczne może również wpływać korzystnie na jakość MSC poddawanych mro-

żeniu. Po kilkunastodniowej hodowli in vitro świńskie MSC poddawano dzia-

łaniu HHP o ciśnieniu: 20 MPa, 30 MPa, 40 MPa, 50 MPa i 60 MPa. Następnie 

komórki kriokonserwowano i po rozmrożeniu poddawano ocenie żywotności, 

tempa proliferacji, poziomu ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni ko-

mórek oraz poziomu ekspresji transkryptów genów C-myc, Rex1, Sox2, a także 

surwiwiny metodą RT-qPCR. W celu zbadania bezpośredniego wpływu HHP 

na komórki przeprowadzano ocenę obecności proapoptotycznego białka Bax 

metodą Western-blotting w komórkach poddawanych HHP z pominięciem 

kriokonserwacji. Na podstawie wyników uzyskanych z ww. analiz wybrano 

najkorzystniejsze wartości ciśnienia HHP, tj. 40 MPa i 60 MPa do dalszych 

badań. Ocenę jakości MSC prowadzono dwukierunkowo. Bezpośredni wpływ 

HHP analizowano poprzez ocenę jakości komórek MSC w oparciu o zmiany 

apoptotyczne na 3 etapach apoptozy: w fazie inicjacji (kaspaza 8), w fazie wy-

konawczej (Bax, BclxL, BclxS oraz surwiwina) oraz w fazie zniszczenia 

(CAD). Z kolei, wpływ HHP na zdolności funkcjonalne MSC oceniany był 

pośrednio poprzez analizę jakości blastocyst uzyskanych we współhodowli 

z MSC. Zarodki bydlęce podejmujące podziały komórkowe przenoszono do 

hodowli in vitro w 4 grupach doświadczalnych: 1. w pożywce zawierającej 

syntetyczny płyn jajowodowy (SOF – ang. synthetic oviductal fluid) (SOF), 2. 

w pożywce SOF zawierającej komórki MSC nie poddawane działaniu HHP 

(SOF/MSC), 3. w pożywce SOF zawierającej komórki MSC poddawane dzia-

łaniu HHP o wartości ciśnienia 40 MPa (SOF/MSC/HHP40) oraz 4. w po-

żywce SOF zawierającej komórki MSC poddawane działaniu HHP o wartości 

ciśnienia 60 MPa (SOF/MSC/HHP60). Zarodki w stadium blastocysty podda-

wano analizie TUNEL. Analiza wyników uzyskanych dla komórek MSC nie 

poddanych kriokonserwacji wykazała brak statystycznie istotnych różnic 

w poziomie ekspresji proapoptotycznego białka Bax pomiędzy analizowa-
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nymi grupami doświadczalnymi. Stwierdzono, że stosowanie HHP o warto-

ściach 40 MPa, 50 MPa i 60 MPa przed kriokonserwacją zwiększa żywotność 

MSC natychmiast po rozmrożeniu, a HHP o wartości 40 MPa zwiększa tempo 

proliferacji komórek w 8. dniu hodowli in vitro. Jednocześnie wykazano, że 

HHP nie wykazuje negatywnego wpływu na jakość komórek, gdyż: nie 

wpływa na utratę multipotencji (c- myc, rex1, sox2) oraz nie indukuje apop-

tozy w komórkach (brak podwyższonej ekspresji białek proapoptotycznych: 

PS, kaspazy 8, CAD, Bax, i BclxS) (Romanek i in., 2018 a). Z kolei, ocena 

wpływu HHP na zdolności funkcjonalne MSC nie przyniosła jednoznacznej 

odpowiedzi. Ze względu na procentowo niski uzysk blastocyst w grupach za-

rodków hodowanych w SOF/MSC/HHP40 i HHP60, analizie TUNEL pod-

dano tylko odpowiednio 8 i 4 blastocysty. Chociaż blastocysty te charateryzo-

wały się statystycznie niższym indeksem apoptotycznym (P<0,05) w stosunku 

do zarodków uzyskanych z pozostałych hodowli, to jednak w kontrolnej po-

żywce SOF uzyskano wysoko statystycznie więcej blastocyst (P<0,005) w po-

równaniu do liczby blastocyst wyhodowanych w SOF/MSC oraz 

w SOF/MSC/HHP60 i HHP40. (Romanek i in., 2018 b). Wyniki powyższego 

doświadczenia wskazywały, że niska efektywność uzysku blastocyst w gru-

pach hodowanych we współhodowli z MSC nie wynikała z faktu zastosowania 

HHP na komórki, ale z faktu zastosowania MSC. Dlatego, w kolejnym do-

świadczeniu przeprowadzono hodowle zarodków w trzech systemach: we 

współhodowli z komórkami VERO (grupa kontrolna), we współhodowli z ko-

mórkami mezenchymalnymi (MSC) wyprowadzonymi ze szpiku kostnego 

świni oraz w pożywce SOF. Uzyskane zarodki z trzech systemów hodowli 

poddano ocenie ilościowej i jakościowej.  Spośród ocenionych systemów ho-

dowla w pożywce SOF okazała się najbardziej korzystna – wykazano staty-

stycznie wysoko istotne różnice w liczbie podzielonych zarodków pomiędzy 

hodowlą w pożywce SOF a hodowlą z komórkami VERO (P<0,025) oraz po-

między hodowlą w pożywce SOF a hodowlą w SOF we wspołhodowli z MSC 

(P<0,0025). Zarówno odsetek, jak i jakość uzyskanych blastocyst były naj-

wyższe przy zastosowaniu pożywki SOF. Wykazano najniższy poziom frag-

mentacji DNA blastomerów zarodków bydlęcych hodowanych w pożywce 

SOF. Jednocześnie, niskie wyniki uzysku zarodków bydlęcych we współho-

dowli z komórkami MSC wskazują na niekorzystne warunki tego systemu ho-

dowli. Wykazano bowiem statystycznie wysoko istotne różnice w liczbie uzy-

skanych blastocyst pomiędzy hodowlą w pożywce SOF we współhodowli 

z MSC a hodowlą we współhodowli z komórkami VERO (P<0,01) oraz po-

między hodowlą w pożywce SOF we współhodowli z  MSC a hodowlą w po-

żywce SOF (P<0,0001) (Opiela i in., 2018). Najprawdopodobniej, stosowana 

objętość pożywki jak i sama pożywka, tj. SOF są nieoptymalne dla hodowli 

MSC. 
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Aktualnie podejmujemy prace w zakresie opracowania warunków ho-

dowli 3D in vitro, zarówno komórek mezenchymalnych, jak i zarodków by-

dlęcych. 
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W historii rozwoju nauk rolniczych, obejmujących ostanie 70 lat, 

związanych z pracami dotyczącymi szeroko pojętej  poprawy cech użytko-

wych zwierząt gospodarskich można wyróżnić trzy  zasadnicze etapy. Pierw-

szy to wprowadzenie sztucznej inseminacji w latach 50. XX w. Drugi, dato-

wany na lata 70. to rozwój tzw. biotechniki, czyli badania i wprowadzanie do 

praktyki zabiegów mających na celu lepsze wykorzystanie potencjału rozrod-

czego samicy – wywoływanie mnogiej owulacji (superowulacji) przy zastoso-

waniu preparatów hormonalnych, chirurgiczne a później niechirurgiczne uzy-

skiwanie zarodków od poddanych superowulacji dawczyń oraz metody mi-

kromanipulacji  i kriokonserwacji zarodków (Jura i in., 1987; Gajda i in., 

1989). Na początku lat 80., a ściślej w 1982 r. okazało się, że można prze-

szczepiać informację genetyczną (geny) pomiędzy osobnikami pochodzącymi 

z różnych gatunków. Zabieg taki nazwano transgenezą. Bardzo szybko oka-

zało się, że technika ta może być bardzo przydatna w procesie doskonalenia 

zwierząt hodowlanych. Okazało się również, że nauki rolnicze, a zwłaszcza 

zootechniczne w połączeniu z dynamicznie rozwijającą się wówczas biotech-

nologią pozwalają na stworzenie wspólnego pola badań, którego obszar roz-

ciąga się od hodowli zwierząt, poprzez przemysł farmaceutyczny, na medy-

cynę ludzką. We wszystkich wymienionych etapach czynnie uczestniczył 

i uczestniczy Zakład Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji. 

Uzyskiwanie zwierząt transgenicznych jest jedną z najdynamiczniej 

rozwijających się dziedzin szeroko pojętej biotechnologii. Tematyka badaw-

cza z tego zakresu została podjęta w ówczesnym Zakładzie Fizjologii Rozrodu 

Zwierząt w 1989 r. Podążając za wyznaczonymi wówczas trendami, dotyczą-

cymi techniki wprowadzania egzogennej informacji genetycznej, rozpoczęto 

pierwsze próby stosując metodę mikroiniekcji do jednego z przedjądrzy za-

płodnionej komórki jajowej. Pierwsze, pionierskie w naszym kraju badania 

nad uzyskiwaniem genetycznie modyfikowanych królików były prowadzone 

we współpracy z prof. Andrzejem Płócienniczakiem i dotyczyły genetycznych 

modyfikacji królików w celu uzyskania szczepionki przeciwko wirusowemu 

zapaleniu wątroby typu B. Badania te zakończyły się częściowym sukcesem, 

nie udało się uzyskać ekspresji wektora HBsAg, jedynie jego integrację (Jura 

i in., 1992). Badania te doprowadziły natomiast do opracowania skutecznych 
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procedur związanych z przygotowaniem materiału do transfekcji, to jest syn-

chronizacji biorczyń i dawczyń, uzyskiwaniem zygot w odpowiednim stadium 

rozwojowym, doskonaleniem procedur związanych z mikromanipulacjami, 

hodowlą in vitro oraz techniką przeszczepiania transfekowanych zygot. 

Na początku lat 90. ubiegłego wieku Zakład, pod kierownictwem prof. 

Smorąga, rozpoczął współpracę z prof. L-M Houdebine z Institut National de 

la Recherche Agronomique (Francja) oraz z prof. J.J. Kopchickiem z Edison 

Biotechnology Institute Ohio University (USA). W ramach współpracy pod-

jęto badania nad uzyskiwaniem transgenicznych królików, świń i bydła. 

Współpraca z INRA zaowocowała wprowadzeniem w ramy badawcze Za-

kladu metod umożliwiających wykrywanie obcej informacji genetycznej 

wprowadzonej do genomów potencjalnie transgenicznych zwierząt – PCR. 

Ponadto, rezultatem tej współpracy było opracowanie techniki mikroiniekcji 

do pęcherzyka zarodkowego (GV) niedojrzałych oocytów bydlęcych (Jura 

i in., 1990). Wprowadzenie nowatorskiej w tym czasie techniki PCR zaowo-

cowało również opracowaniem procedury do oznaczania płci zarodków bydła 

(Wayda i in., 1995). 

W okresie tym rozwijano i rozszerzano w Zakładzie prace nad uzyski-

waniem transgenicznych zwierząt hodowlanych, poszerzając współpracę 

o Harward Medical School (USA). Tematyka badań dotyczyła modyfikacji 

zwierząt gospodarskich w kierunku poprawy cech produkcyjnych (Różycki 

i in., 1999),  podniesienia efektywności procesu transgenezy przy zastosowa-

niu standardowej techniki mikroiniekcji DNA oraz wpływu różnego rodzaju 

czynników embriologicznych na efektywność transgenezy (Smorąg i in., 

1999). W Zakładzie realizowano wówczas pierwszy w Instytucie Zootechniki 

grant: „Uzyskiwanie zwierząt transgenicznych”, projekt badawczy nr 5 0391 

91 01. W badaniach wykorzystano konstrukcję genową bydlęcego genu hor-

monu wzrostu przygotowaną przez EBI, Ohio University (USA). Konstrukcja 

zawierała laboratoryjnie niezmodyfikowany gen hormonu wzrostu bydła oraz 

intron A, połączony z transkrypcyjną sekwencją regulatorową mysiej metalo-

tioneiny (mMt). U wyprodukowanych w EBI transgenicznych myszy powo-

dowała ona zwiększenie masy ciała. Wektor był wprowadzany do pęcherzy-

ków zarodkowych niedojrzałych oocytów i przedjądrzy zygot oraz do jąder 

komórkowych zarodków 2-komórkowych. W rezultacie przeprowadzonych 

prac uzyskano 2 buhajki ze stwierdzoną integracją wprowadzonej konstrukcji 

genowej Mt-bGH 10Δ6, u których stwierdzono podwyższony poziom IGF-1. 

U jednego osobnika stwierdzono podwyższony poziom hormonu wzrostu. Po-

nadto, osobniki transgeniczne charakteryzowały się większymi przyrostami 

masy ciała w porównaniu do grupy kontrolnej buhajków będących w tym sa-

mym wieku (Jura i in., 1994). 

Wymieniona wyżej konstrukcja genowa Mt-bGH 10Δ6 oraz zawiera-

jąca zmutowany gen hormonu wzrostu bydła Mt-bGH M8 (obie przygotowane 

przez zespół prof. Johna Kopchicka z EBI) zostały zastosowane w pracach nad 



135 

uzyskiwaniem transgenicznych świń w celu poprawy ich cech użytkowych 

oraz w celu zbadania wpływu zastosowanych modyfikacji genetycznych na 

wybrane parametry rozwojowe. Wynikiem tych prac było uzyskanie transge-

nicznych świń, u których w ramach współpracy z grupą kierowaną przez prof. 

Mariana Różyckiego (Zakład Hodowli Trzody Chlewnej IZ) przeprowadzono 

badania porównawcze. Badania wykazały niewielki wpływ wprowadzonej 

konstrukcji genowej Mt-bGH 10Δ6 na cechy użytkowe transgenicznych świń. 

Przy czym istotne było, że nie stwierdzono negatywnego wpływu zmutowa-

nego genu (Mt-bGH M8) na rozwój somatyczny transgenicznych świń (Ró-

życki i in., 1999). 

Kolejne prace z zakresu transgenezy zwierząt hodowlanych, prowa-

dzone w Zakładzie do 2001 r., koncentrowały się na modyfikacjach genetycz-

nych ukierunkowanych na gruczoł mlekowy. Prowadzone były badania ma-

jące na celu uzyskanie transgenicznych zwierząt produkujących mleko o ob-

niżonej zawartości laktozy, która jest głównym czynnikiem alergennym 

mleka. Na potrzeby tych badań strona amerykańska przygotowała konstrukcję 

genową składającą się z mysiego genu promotora kwaśnego białka serwatki 

mleka (mWAP) oraz sekwencji genu ludzkiej fukozylotransferazy, odpowie-

dzialnej między innymi za powstawanie w mleku pentoz – cukrów, do których 

zaliczana jest laktoza. Badania prowadzone były na królikach, kozach i świ-

niach. W ich wyniku uzyskano transgeniczne króliki, kozy i świnie z ekspresją 

genu WAP-Fuc ukierunkowaną na gruczoł mlekowy (Jura i in., 2000 a,b). 

Badania dotyczące wykorzystania świń z ekspresją konstrukcji geno-

wej WAP-Fuc były kontynuowane do 2004 r. Stworzyły one podstawę do 

udziału Zakładu w pierwszym  interdyscyplinarnym ogólnopolskim projekcie 

badawczym zamawianym: „Identyfikacja polimorfizmu genów u zwierząt do-

mowych i mechanizmy ich oddziaływania na cechy użytkowe”, zadanie pt. 

„Badanie wybranych cech transgenicznych świń z ekspresją genu WAP-Fuc” 

(PBZ-KBN-036/(2000). Rezultatem tych badań było wykazanie, że mleko 

transgenicznych loch z ekspresją genu WAP-Fuc działa bakteriostatycznie na  

bakterie E.coli (Jura i in., 2004 a; Słota i in., 2004; Smorąg i in., 2004). 

Wymierne i pozytywne rezultaty uzyskanych w Zakładzie wyników 

badań z zakresu transgenezy spowodowały, że tematyka badawcza została 

wzbogacona o prace dotyczące możliwości uzyskiwania białek o znaczeniu 

terapeutycznym od genetycznie zmodyfikowanych zwierząt gospodarskich. 

W ramach tego została podjęta współpraca z grupą badaczy z Instytutu Gene-

tyki Człowieka PAN w Poznaniu, kierowaną przez prof. Ryszarda Słom-

skiego. Pierwszym osiągnięciem w ramach tej współpracy było uzyskanie 

transgenicznych królików produkujących aktywny biologicznie ludzki hor-

mon wzrostu w mleku. Badania zostały doprowadzone do etapu, w którym 

wydzielany z mlekiem transgenicznych królików ludzki hormon wzrostu 

(hGH) został z niego wyodrębniony i przebadano jego aktywność biologiczną 
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(Lipiński i in., 2003; Kalak i in., 2004; Szalata i in., 2004). Ponieważ współ-

praca z ww. ośrodkiem zakończyła się wymiernym rezultatem, jej kontynuacją 

było przygotowanie i uzyskanie w 2002 r. projektu badawczego zamawianego, 

dotyczącego tematyki wykorzystania transgenicznych świń na potrzeby kse-

notransplantacji:  „Wykorzystanie transgenezy w genetycznej modyfikacji 

świń dla pozyskiwania organów do transplantacji u człowieka”, PBZ-KBN-

048/P05/2001. Projekt ten był pionierski w skali kraju i skupiał 11 polskich 

jednostek badawczych. Koordynatorem tego projektu był prof. Zdzisław Smo-

rąg, kierownik Zakładu. Po roku intensywnych prac, opierając się wyłącznie 

o konstrukcje genowe wytworzone w kraju, udało się uzyskać pierwszą w Pol-

sce transgeniczną świnię (knur TG 1154) z ekspresją ludzkiej fukozylotrans-

ferazy. W rezultacie dalszych prac wyprodukowano linię transgenicznych 

osobników, którą posłużyli się lekarze transplantolodzy do badań analizują-

cych możliwość jej praktycznego wykorzystania w medycynie. Wypracowane 

podejście badawcze i rezultaty uzyskane z realizacji tego projektu zostały wy-

korzystane do przygotowania kolejnych projektów badawczych (Jura i in., 

2007, 2004 b; Sypniewski i in., 2005; Lipiński i in., 2008; Szalata i in., 2008). 

W 2009 r. rozpoczęto realizację kolejnego grantu NCBiR pt.: „Uzy-

skanie transgenicznych świń jako dawców tkanek i narządów do transplantacji 

u ludzi oraz ich biotechnologiczna, fizjologiczna i medyczna charaktery-

styka”, a w 2014 r. w ramach Innomed NCBiR – trzeciego grantu dotyczącego 

ksenotransplantacji: „Zwiększenie potencjału uzyskiwania świń politransge-

nicznych metodami biotechnologii rozrodu”, którego realizację zakończono 

w 2018 r. 

Efektami realizacji wymienionych projektów było uzyskanie pokole-

nia F0 dla genów: ludzkiej fukozylotransferazy (Fuc- nadekspresja), galkto-

zylotransferazy (Gal- nadekspresja genu ludzkiego oraz knock-out genu endo-

gennego), HLAe., ULBP1. Uzyskano również linie podwójnie i potrójnie 

transgenicznych osobników oraz transgeniczne osobniki homozygotyczne. 

W badaniach zastosowano najnowsze techniki stosowane do edycji genomu – 

technologie „palca cynkowego” (ZFN) oraz CRISPR/Cas9. Efektami prak-

tycznymi wynikającymi z realizacji wymienionych projektów były: wykorzy-

stanie w badaniach przedklinicznych skóry transgenicznych świń w leczeniu 

oparzeń, zastawek jako bazy do uzyskania zastawek do ksenoprzeszczepów 

u ludzi. Podjęto również badania nad wykorzystaniem dużych naczyń krwio-

nośnych (tętnic) jako alternatywy w operacjach bypass u ludzi (Zeyland i in., 

2014, 2018; Lipiński i in., 2019). 

Ponadto, wyprowadzone i utrwalone linie transgenicznych świń zo-

stały wykorzystane jako zwierzęta modelowe w badaniach realizowanych 

w ramach projektu Strategmed – NCBiR (2017–2020): „Opracowanie zopty-

malizowanych metod leczenia uszkodzeń tkankowych w oparciu o innowa-

cyjne kompozyty oraz mezenchymalne komórki macierzyste i ich pochodne 

u pacjentów z chorobami cywilizacyjnymi”. 
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Równolegle z badaniami dotyczącymi ekspresji określonych białek 

w gruczołach mlekowych zwierząt hodowlanych oraz zagadnieniami z za-

kresu ksenotransplantacji, we współpracy z Państwowym Instytutem Wetery-

narii w Puławach prowadzono prace nad zastosowaniem  rybozymów w walce 

z białaczką u bydła. W wyniku tej współpracy uzyskano transgeniczne króliki 

z ekspresją rybozymowego DNA, ukierunkowanego przeciwko wirusowi bia-

łaczki (Rola i in., 2002). 

Realizowany był także projekt badawczy pt.: „Uzyskanie transgenicz-

nych królików produkujących białko alr w mleku, w połączeniu z mapowa-

niem wybranych fragmentów genomu królika”, 3PO6D 007 22. Rezultaty 

przeprowadzonych badań zostały częściowo opublikowane, a wyniki mapo-

wania szczurzego promotora WAP, wykorzystanego jako mediatora ekspresji 

alr, zostały zdeponowane w Gene Bank (Jura i in., 2004 c, 2005). 

Oprócz nurtu badań dotyczących edycji genomu zwierząt gospodar-

skich, prowadzono też prace nad podniesieniem efektywności transfekcji. 

Z uwagi na to, że w początkowym etapie prac związanych z transgenezą do-

minującą techniką stosowaną do modyfikacji genomu biorcy była mikroiniek-

cja DNA, celowe było ustalenie optymalnego dla danego gatunku stężenia 

wprowadzanego DNA. Badania takie zostały wykonane, a wynikające z nich 

ustalenia wykorzystano w realizacji prac. Podjęto również badania nad opra-

cowaniem alternatywnych metod transfekcji zygot zwierząt gospodarskich. 

Efektem tych działań było opracowanie lipo-mikroiniekcji oraz nano-fekcji. 

Lipo-mikroiniekcja polega na wprowadzeniu mieszaniny lipofektant-DNA 

pod osłonkę przejrzystą zygoty. Wyniki badań przeprowadzonych na zygotach 

świni i królika wykazały, że około 12% zygot transfekowanych tą metodą wy-

kazuje ekspresję genu markerowego. W przypadku nano-fekcji uzyskano 

efektywność ekspresji na poziomie 19%, co w odniesieniu do najnowszych 

metod transfekcji stosowanych w transgenezie stawia opracowane techniki na 

podobnym poziomie uzyskiwanej efektywności. 
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Prace związane z kriokonserwacją zarodków zwierząt gospodarskich 

rozpoczęto w Zakładzie w latach 70. ubiegłego stulecia (Smorąg i in., 1977, 

1979, 1982; Wierzbowski i in., 1980; Vlachov i in., 1981; Gajda i in., 1989 

a,b). Rezultatami tych prac było uzyskanie na początku 1977 r. jagniąt, a rok 

później cieląt po przeniesieniu mrożonych zarodków. Było to znaczące osią-

gnięcie, gdyż urodzone jagnięta po przeniesieniu mrożonych zarodków nale-

żały wówczas do jednych z nielicznych na świecie. Podobnie w przypadku 

bydła, było to pierwsze w Polsce cielę urodzone po transplantacji mrożonego 

zarodka. Uzyskane wyniki stanowiły mocną przesłankę do nawiązania szero-

kiej współpracy międzynarodowej i to zarówno w ramach krajów należących 

do byłego RWPG, jak też z krajami Europy Zachodniej. 

Pod koniec lat 80. XX w. rozpoczęto badania związane z szeroko po-

jętą problematyką kriokonserwacji, głównie metodą witryfikacji zarodków 

króliczych, owczych i bydlęcych (Smorąg i in., 1989; Gajda i in., 1989 b; 

Gajda, 1990; Smorąg i in., 1990; Smorąg i Gajda, 1991; Gajda i Smorąg, 1993; 

Smorąg i Gajda, 1993, 1994 a,b; Gajda, 1996). W metodzie tej zestalanie pły-

nów odbywa się nie na drodze krystalizacji, jak to ma miejsce podczas zamra-

żania, ale poprzez bardzo szybki wzrost lepkości w trakcie schładzania. Me-

toda stanowi duże uproszczenie w stosunku do konwencjonalnych sposobów 

kriokonserwacji. Należy zaznaczyć, że podjęte wówczas badania z zakresu 

witryfikacji zarodków króliczych i owczych były pierwszymi tego typu bada-

niami na świecie. 

W badaniach nad określeniem warunków witryfikacji zarodków kró-

liczych koncentrowano się na kilku wybranych zagadnieniach: ustalenia stę-

żenia związków osłaniających niezbędnych do witryfikacji zarodków króli-

czych, określenia stopnia toksyczności związków osłaniających na zarodki, 

możliwości obniżenia koncentracji mieszaniny witryfikacyjnej, określenia 

wpływu kształtu przestrzennego i objętości próbki na efektywność witryfika-

cji, możliwości witryfikacji zarodków uzyskanych po hodowli in vitro, moż-

liwości witryfikacji zarodków uzyskanych metodą niechirurgiczną, określenia 

skuteczności witryfikacji zarodków na podstawie ich zdolności do rozwoju in 

vitro i in vivo. 

Procedurę witryfikacji opracowaną dla zarodków króliczych zastoso-

wano w badaniach nad zarodkami owczymi. Uzyskano przeżywalność in vivo 
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wynoszącą około 50%. Był to rezultat porównywalny z przeżywalnością za-

rodków kriokonserwowanych na drodze zamrażania. Stwierdzono, że warun-

kiem pełnego rozwoju in vivo witryfikowanych zarodków owczych jest ich 

przeniesienie do biorczyń w czasie nie przekraczającym 2 min po rozmrożeniu 

i usunięciu środka osłaniającego (Gajda i in., 1989 a,b; Gajda, 1990). 

Efektem prac z tego zakresu było urodzenie się pierwszych w świecie 

królicząt i jagniąt oraz jednego z pierwszych na świecie cieląt po przeniesieniu 

witryfikowanych zarodków (Smorąg i in.,1989; Gajda i in.,1989 a,b; Smorąg 

i Gajda, 1994 a). 

Drugi etap prac nad witryfikacją zarodków ssaków miał na celu po-

szukiwanie optymalnych warunków witryfikacji zarodków króliczych znajdu-

jących się we wczesnych stadiach rozwoju i dotyczył następujących szczegó-

łowych zagadnień: określenia roli wstępnej dehydratacji zarodków w roztwo-

rach sacharozy i trehalozy na ich przeżywalność, ustalenia optymalnego czasu 

ekwilibracji, określenia wpływu związków osłaniających, stanowiących mie-

szaniny witryfikacyjne na przeżywalność zarodków, określenia wpływu pod-

wyższonej koncentracji soli w roztworze PBS na efektywność witryfikacji za-

rodków w stadium od zygoty do blastocysty, ustalenia warunków witryfikacji 

w zależności od stadium rozwoju zarodka, określenia efektywności metody 

witryfikacji na podstawie: hodowli in vitro i po przeniesieniu do zsynchroni-

zowanych biorczyń oraz porównania efektywności witryfikacji zarodków 

świeżych i hodowanych in vitro (Smorąg i in., 1989, 1990; Gajda, 1990; Gajda 

i Smorąg, 1993; Gajda, 1996; Smorąg i Gajda, 1998; Gajda i Smorąg, 2003). 

Badania dotyczące kriokonserwacji metodą witryfikacji zarodków by-

dlęcych uzyskanych in vivo wykazały możliwość zwiększenia ich przeżywal-

ności zarówno in vitro jak i in vivo, kiedy wprowadzono wielostopniowe do-

dawanie związków osłaniających (Gajda i in., 2000 a). Użycie mieszaniny gli-

kolu etylenowego, fikolu i sacharozy do witryfikacji zarodków bydlęcych 

w stadium 8-16 blastomerów i moruli pozwoliło na uzyskanie przeżywalności 

od około 30 do ponad 50%. Stwierdzono, że niezależnie od stosowanego czasu 

ekwilibracji przeżywalność witryfikowanych 8–16-blastomerowych zarod-

ków była niższa niż morul (Smorąg i Gajda, 1994 a,b, 1995; Gajda i Smorąg, 

1998; Gajda i in., 2000 a,b). 

Opracowanie efektywnych metod zapłodnienia i hodowli in vitro 

wzbudziło zainteresowanie kriokonserwacją zarodków uzyskanych tą metodą. 

Z badań w zakresie witryfikacji zarodków bydlęcych uzyskanych metodą za-

płodnienia in vitro i współhodowli z komórkami nabłonka jajowodowego wy-

nikało, że ich podatność na kriokonserwację tą metodą jest obniżona w porów-

naniu z zarodkami uzyskanymi in vivo. W przeprowadzonych doświadcze-

niach uzyskano około 20–40% przeżywalność dla witryfikowanych morul 

i blastocyst uzyskanych in vitro, co było wartością niższą w porównaniu do 

przeżywalności zarodków uzyskanych in vivo. Jednocześnie wykazano, że po 
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zastosowaniu krótkiego czasu ekwilibracji (2–5 min) przed witryfikacją wzra-

stał odsetek przeżywających blastocyst wyprodukowanych in vitro (Gajda 

i in., 2000 a,b). Wykazano, że zarodki w stadium blastocysty uzyskane w wy-

niku zapłodnienia i hodowli in vitro, które były witryfikowane w podwyższo-

nej o 25% koncentracji soli w PBS, przeżywały in vitro na poziomie wyno-

szącym ponad 50% (Gajda i in., 1997). 

Reasumując można stwierdzić, że w wyniku przedstawionych wyżej 

badań opracowano efektywną metodę witryfikacji zarodków króliczych znaj-

dujących się w stadium od zygoty do blastocysty (Smorąg i in., 1989; Smorąg 

i Gajda, 1993; Gajda, 1996) oraz zarodków bydlęcych w stadium moruli i bla-

stocysty (Smorąg i Gajda, 1994 a,b). Wykazano także możliwość skutecznej 

witryfikacji zarodków owczych w stadium moruli (Gajda i in., 1989 a,b). 

Pod koniec lat dziewięćdziesiątych XX w. badania z zakresu witryfi-

kacji poszerzono o doświadczenia na zarodkach świni. Głównym celem badań 

było określenie czynników warunkujących efektywną hodowlę in vitro i krio-

konserwację zarodków tego gatunku. Szczegółowa tematyka badawcza doty-

czyła następujących problemów: określenia i wyboru optymalnych warunków 

hodowli in vitro zarodków świni znajdujących się we wczesnych stadiach roz-

woju (Gajda, 1998; Gajda i Smorąg, 2004), określenia stopnia toksyczności 

związków osłaniających wchodzących w skład mieszanin witryfikacyjnych na 

zarodki świni w trakcie ich ekspozycji przed witryfikacją (Gajda i Smorąg, 

2000), witryfikacji zarodków świni w wybranych mieszaninach witryfikacyj-

nych (Gajda i Smorag, 2000), porównania efektywności witryfikacji zarod-

ków uzyskanych in vitro i in vivo (Gajda i Smorąg, 1998, 1999, 2002), wpływu 

zminimalizowanej objętości witryfikowanej próbki na efektywność witryfika-

cji zarodków w różnych stadiach rozwojowych (Gajda i Smorąg, 2001), oceny 

rozwoju in vivo zarodków świni witryfikowanych przy zastosowaniu wariantu 

kriokonserwacji ocenionego jako optymalny (Gajda i in., 2004). W rezultacie 

prowadzonych w tym czasie badań z zakresu kriokonserwacji zarodków świni 

uzyskaliśmy w 2003 r. potomstwo po transplantacji witryfikowanych zarod-

ków (Gajda i in., 2004). Były to pierwsze w Polsce prosięta uzyskane po trans-

plantacji kriokonserwowanych zarodków świni. W ww. badaniach, oprócz za-

stosowania skutecznych rozwiązań z zakresu kriokonserwacji, zmodyfiko-

wano metodę transferu kriokonserwowanych zarodków świni. Polega ona na 

wprowadzaniu witryfikowanych blastocyst świni do jajowodu zamiast stan-

dardowego przeniesienia do rogu macicy (Patent nr P 359085, 2008) (Gajda 

i in., 2005; Gajda i Wieczorek, 2009). 

W kolejnych latach podjęto badania mające na celu wyjaśnienie przy-

czyny niskiej efektywności kriokonserwacji zarodków świni. Jak wiadomo, 

jest ona  spowodowana wysoką zawartością lipidów w cytoplazmie komórek 

zarodkowych tego gatunku. W tym czasie w literaturze brak było informacji 

określających poziom i rodzaj związków lipidowych w oocytach i zarodkach 

świni. Badania realizowane we współpracy z Zakładem Cytologii i Histologii 
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Instytutu Zoologii Uniwersytetu Jagiellońskiego w Krakowie zaowocowały 

nowymi informacjami dotyczącymi m.in. ilości i jakości związków lipido-

wych w poszczególnych stadiach rozwojowych zarodków świni uzyskanych 

in vivo i po hodowli in vitro (Romek i in., 2009, 2010, 2011 a,b) oraz wpływu 

warunków hodowli zarodków świni na ich podatność na kriokonserwację 

(Gajda i in., 2011) W rezultacie, przyczyniło się to do opracowania bardziej 

efektywnej metody witryfikacji oocytów i zarodków tego gatunku. Za cykl 

prac badawczych na temat „Lipidy w oocytach i zarodkach świni – nowe me-

tody identyfikacji, regulacji zawartości oraz implikacje dla biotechnologii” ze-

spół w składzie: dr Marek Romek, dr hab. Barbara Gajda, prof. IZ PIB, mgr 

Ewa Krzysztofowicz, prof. dr hab. Zdzisław Smorąg, otrzymał w 2011 r. wy-

różnienie Wydziału II Nauk Biologicznych i Rolniczych Polskiej Akade-

mii Nauk. 

Obserwacje dotyczące pozytywnego wpływu czynnika regulującego 

metabolizm komórkowy – siarczanu fenazyny na metabolizm glukozy oraz 

redukcję akumulacji lipidów, przeprowadzone na zarodkach bydlęcych, skło-

niły nas do podjęcia badań nad wpływem tego dodatku na zawartość lipidów 

w hodowanych zarodkach świni. Analiza zawartości tłuszczów w zarodkach 

uzyskanych po hodowli w zmodyfikowanych warunkach wykazała niższy po-

ziom względnej zawartości lipidów w zarodkach hodowanych z dodatkiem 

PES w porównaniu do zarodków hodowanych w warunkach standardowych, 

przy czym obniżeniu uległa zawartość trójglicerydów, natomiast zawartość 

fosfolipidów i cholesterolu nie zmieniała się (Romek i in., 2011 a). Przepro-

wadzone próby witryfikacji blastocyst świni, uzyskanych po hodowli w po-

żywce z dodatkiem siarczanu fen azyny, wskazywały też na wyższą przeży-

walność po rozmrożeniu zarodków uzyskanych po hodowli w zmodyfiko-

wanych warunkach w porównaniu z zarodkami grupy kontrolnej (Gajda 

i in., 2011). 

W następnych latach podjęto badania mające na celu określenie czyn-

ników wpływających na efektywną kriokonserwację oocytów świni (Gajda, 

2017). Jak wiadomo, kriokonserwacja oocytów ssaków wciąż jest problemem 

nierozwiązanym w stopniu umożliwiającym jej praktyczne wykorzystanie. 

Tymczasem, w związku z coraz lepszym opanowaniem pozaustrojowej pro-

dukcji zarodków i możliwościami wykorzystania oocytów w programach za-

chowania bioróżnorodności ssaków oraz klonowania somatycznego zwierząt, 

potrzeby związane z rozwiązywaniem tego problemu są coraz bardziej aktu-

alne. Przeprowadzone badania wykazały, że użyta do witryfikacji oocytów 

świni mieszanina składająca się z dwumetylosulfotlenku i glikolu etyleno-

wego pozwoliła na uzyskanie przeżywalności in vitro od 11 do 19% tylko 

w przypadku oocytów dojrzałych (Gajda i Smorąg, 2008). Niezależnie od za-

stosowanej mieszaniny witryfikacyjnej (z dodatkiem białka lub bez) parteno-

genetycznie rozwijały się tylko witryfikowane oocyty dojrzałe in vivo. Bada-
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nia te potwierdziły stwierdzoną wcześniej mniejszą podatność na kriokonser-

wację oocytów niedojrzałych niż oocytów dojrzałych. Przeniesienie do jajo-

wodów 4 loszek-biorczyń 127 dojrzałych in vivo oocytów witryfikowanych 

w mieszaninie z dodatkiem białka pod postacią surowicy płodów cielęcych nie 

zaowocowało uzyskaniem ciąży. Natomiast, po przeniesieniu do 2 biorczyń 

48 dojrzałych oocytów witryfikowanych w mieszaninie bez dodatku białka 

w obydwu przypadkach stwierdzono ciążę (Gajda i Smorąg, 2010). W wyniku 

ich oproszenia uzyskano 12 żywych prosiąt, które poddane testom weryfikacji 

wykazały pochodzenie 4 z nich po oocytach nitryfikowanych (fot. 1) (Gajda 

i in., 2015). Oznacza to, że uzyskano prosięta, jedne z nielicznych na świecie, 

urodzone po przeniesieniu witryfikowanych oocytów świni. Osiągnięcie to zo-

stało uhonorowane nagrodą Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi za wybitne 

krajowe osiągnięcie mające znaczenie dla wdrażania postępu w rolnictwie 

w 2016 r. 

 

 
 

Fot. 1. Prosięta urodzone po transferze witryfikowanych oocytów 

(Gajda i in., 2015) 

 

Celem badań dotyczących określenia warunków hodowli zarodków 

uzyskanych po zapłodnieniu metodą ICSI świeżych i kriokonserwowanych 

oocytów świni (Mandryk, 2013) był rozwój metod pozaustrojowego uzyski-

wania zarodków świni oraz poprawa efektywności ich hodowli in vitro i krio-

konserwacji. Zakładano, że metoda pozaustrojowego zapłodnienia techniką 
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docytoplazmatycznej iniekcji plemnika do oocytu (ICSI) umożliwi uzyskanie 

większej liczby prawidłowo zapłodnionych oocytów dzięki wykluczeniu za-

płodnienia polispermicznego, tj. wniknięcia do oocytu więcej niż jednego 

plemnika. Uzyskane pozaustrojowo zygoty hodowano in vitro do stadium bla-

stocysty ekspandującej w pożywkach z dodatkiem różnego źródła białka czy 

też kwasu hialuronowego (Grad-Mandryk i in., 2013). Zastosowane modyfi-

kacje warunków hodowli umożliwiły  pozaustrojowe uzyskanie zarodków 

w stadium blastocysty o wyższej jakości. Uzyskane zarodki poddawano kom-

pleksowej ocenie jakości obejmującej ocenę morfologiczną, tempo rozwoju, 

całkowitą liczbę komórek w blastocystach oraz poziom fragmentacji DNA 

(Grad i in., 2009, 2012, 2013; Grad i Gajda, 2011; Mandryk, 2013). 

Ostatnio prowadzone są badania z zastosowaniem wysokiego ciśnie-

nia hydrostatycznego (200 do 800 mm Hg) do poprawy efektywności kriokon-

serwacji metodą witryfikacji oocytów i zarodków świni. Przyjmuje się, że 

w oocytach i zarodkach w wyniku stresu wywołanego wysokim ciśnieniem 

może nastąpić wzrost tolerancji komórek na kolejny stres wywołany zabie-

giem kriokonserwacji. W rezultacie powinno to doprowadzić do zwiększenia 

efektywności tego zabiegu. Rozwijano  również badania z zakresu witryfikacji 

oocytów i zarodków w komorze próżniowej z ciekłym azotem, umożliwiającej 

obniżenie jego temperatury do około -210oC, co z kolei pozwala na zwiększe-

nie tempa schładzania próbki do około 130 000oC/min. W oocytach i zarod-

kach poddanych wysokiemu ciśnieniu hydrostatycznemu przed i po witryfika-

cji przeprowadzono kompleksowe badania dotyczące potencjału wewnętrznej 

błony mitochondrialnej (Romek i in., 2013, 2019) oraz całkowitej zawartości 

i identyfikacji poszczególnych typów lipidów. W wyniku przeprowadzonych 

badań stwierdzono wyższy odsetek morfologicznie normalnych oocytów po 

rozmrożeniu w przypadku zastosowania witryfikacji w komorze próżniowej, 

umożliwiającej obniżenie temperatury ciekłego azotu o około 15oC w porów-

naniu do witryfikacji w standardowych warunkach. Nie zaobserwowano róż-

nic w podatności na witryfikację oocytów świni traktowanych lub nie przed 

kriokonserwacją wysokim ciśnieniem hydrostatycznym. Z kolei, wykazano 

wyższy odsetek dzielących się zygot w przypadku zapłodnienia in vitro witry-

fikowanych oocytów dojrzewających z dodatkiem tymozyny w porównaniu 

do zygot kontrolnych rozwijających się z oocytów dojrzewających bez tego 

dodatku. Analiza zmian apoptotycznych wykazała nieco większą średnią 

liczbę komórek apoptotycznych w witryfikowanych blastocystach hodowa-

nych w pożywce standardowej w porównaniu do hodowanych z dodatkiem 

tymozyny (Gajda i in., 2019 a,b). 

Przeprowadzone badania umożliwiły zatem zwiększenie efektywno-

ści metody kriokonserwacji oocytów i zarodków świni (Gajda, 2017; Gajda 

i Smorąg, 2018; Gajda i in., 2019 b). 
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Na obecnym etapie rozwoju opisane wyżej metody kriokonserwacji 

oocytów i zarodków świni zostały włączone do koordynowanego przez Insty-

tut Zootechniki PIB programu BIOSTRATEG pt.: „Kierunki wykorzystania 

oraz ochrona zasobów genetycznych zwierząt gospodarskich w warunkach 

zrównoważonego rozwoju” realizowanego w latach 2015–2019 i będą wyko-

rzystane w programach zachowania bioróżnorodności zwierząt. 
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6. Rozwój metod klonowania wybranych gatunków  

ssaków – możliwości ich wykorzystania w rolnictwie, 

biomedycynie oraz ochronie ginących ras i gatunków 
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Opracowanie oryginalnej modyfikacji metody bisekcji na potrzeby klo-

nowania zarodków i uzyskiwania monogenetycznego potomstwa wybra-

nych gatunków zwierząt gospodarskich 
Od szeregu lat w Instytucie Zootechniki PIB w Balicach, w Zakładzie 

Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji prowadzone są badania z zakresu 

klonowania zwierząt gospodarskich. Opracowanie technik niechirurgicznego 

pozyskiwania i przenoszenia zarodków bydlęcych otworzyło nowe możliwo-

ści rozwoju nowoczesnych technologii wspomaganego rozrodu (ARTs; ang. 

assisted reproductive technologies), m.in. takich jak klonowanie (zarodkowe 

i somatyczne). Metody klonowania zwierząt różnią się między sobą  nie tylko 

rodzajem użytej techniki mikrochirurgicznej, lecz przede wszystkim liczebno-

ścią klonów potencjalnie możliwych do uzyskania. Jedną z pierwszych i efek-

tywnych metod klonowania bydła była bisekcja zarodków, najczęściej zarod-

ków w stadium  blastocysty. Zabieg bisekcji polegał na rozdzieleniu/przecię-

ciu (mikronożem lub szklaną igłą umocowaną na ramieniu mikromanipula-

tora; bisekcja standardowa)  zarodka na dwie ekwiwalentne części. W wyniku 

transferu „połówek” zarodków do dróg rodnych samic-biorczyń uzyskano 

pierwsze w Polsce pary identycznych genetycznie cieląt (monogenetyczne 

bliźnięta; Skrzyszowska i in., 1988) (ryc. 1). 
 

                  
 

Ryc. 1. Monogenetyczne pary identycznych genetycznie cieląt uzyskanych  

po transferze „połówek” blastocyst bydlęcych do dróg rodnych jałówek-biorczyń 

______________ 
1
 Maria Skrzyszowska i Marcin Samiec przyczynili się w jednakowym stopniu do powstania tego rozdziału 

w niniejszej monografii naukowej (równy wkład autorski). 
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Prawidłowo przeprowadzony zabieg bisekcji blastocysty pozwalał na 

zachowanie ekwiwalencji „połówek” nie tylko pod względem liczebności ko-

mórek, ale także właściwej proporcji komórek węzła zarodkowego do komó-

rek trofoektodermalnych, jaka występuje w zarodku nie poddanym bisekcji. 

Bisekcja jest relatywnie prostą i wydajną metodą podwajania liczby zarodków 

i produkcji monogenetycznych bliźniąt (efektywność na poziomie 25–30%), 

jest jednak techniką dość inwazyjną, w trakcie zabiegu dochodzi do zniszcze-

nia i wyeliminowania części komórek zarodkowych. Szczególnie dotkliwe 

mogą być straty komórkowe w obrębie węzła zarodkowego, które w istotny 

sposób wpływają na obniżenie potencjału rozwojowego „połówek” zarodków 

(Skrzyszowska i Smorąg, 1989). Rezultatem naszych badań przeprowadzo-

nych w kierunku poprawy efektywności dzielenia zarodków było opracowanie 

nowatorskiej technologii uzyskiwania monogenetycznych bliźniąt w oparciu 

o zmodyfikowaną bisekcję (Skrzyszowska i in., 1997, 1999). Zaproponowany 

sposób bisekcji pozwalał na znaczne ograniczenie strat komórkowych w po-

równaniu do występujących w trakcie standardowej bisekcji, ograniczał je bo-

wiem do kilku komórek. Istotą tej metody było prowokowanie specyficznego 

sposobu wylęgania się blastocysty, w trakcie którego dokonywany był zabieg 

bisekcji. Ten sposób wylęgania inicjowany był poprzez wcześniejsze nakłucie 

lub nacięcie osłonki przejrzystej blastocysty. W warunkach hodowli in vitro 

około 50% perforowanych blastocyst ekspandowało przez szczelinę w osłonce 

przejrzystej, osiągając na pewnym etapie procesu wylęgania stan, w którym 

fragment blastocysty znajdujący się już poza osłonką przejrzystą był zbliżony 

wielkością do reszty zarodka pozostającego wciąż w obrębie osłonki przejrzy-

stej. Wylęgający się według tego schematu zarodek przypomina kształtem 

„ósemkę”. Na tym etapie wylęgania obie części zarodka są połączone jedynie 

wąskim mostkiem komórkowym. Przecięcie mostka komórkowego szklaną 

mikroigłą lub metalowym ostrzem, podobnie jak w przypadku bisekcji stan-

dardowej, jest zabiegiem o niewielkim stopniu inwazyjności (ryc. 2).  
 

A                  B  
 

Ryc. 2. Zmodyfikowana bisekcja zarodka świni w stadium blastocysty. A) Perforacja 

osłonki przejrzystej blastocysty szklaną mikroigłą; B) Specyficznie wylegająca się 

w wyniku przeprowadzonej perforacji blastocysta poddana mikrochirurgicznemu 

rozdzieleniu na dwie ekwiwalentne „połówki” (przy użyciu szklanej mikroigły) 
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Skutkiem tej czynności było uszkodzenie/zniszczenie jedynie kilku 

komórek. Uzyskane na tej drodze „połówki” blastocyst transferowane do ma-

cicy jałówek/krów biorczyń wykazały kompetencje do pełnego rozwoju in 

vivo. 

Korzyści wynikające z produkcji monogenetycznych bliźniąt u bydła 

są wymierne zarówno w aspekcie praktycznym, jak i czysto poznawczym, 

zwłaszcza w kategorii eksperymentów embriologicznych ukierunkowanych 

na ocenę wczesnego rozwoju zarodkowego, śmiertelności embrionalnej oraz 

okołoimplantacyjnej sygnalizacji endokrynologicznej w układzie matka za-

stępcza-zarodek, a także w kategorii badań cytogenetycznych i fizjologicz-

nych, szczególnie o charakterze żywieniowym. 

Ponadto, podczas zabiegu bisekcji możliwe jest przeprowadzenie bio-

psji komórek do analizy molekularnej w celu określenia genetycznej płci za-

rodka, co także może mieć walor aplikacyjny, np. w kreowaniu postępu ho-

dowlanego zwierząt użytkowych. 

Włączenie efektywnej metody bisekcji zarodków bydlęcych do pro-

gramu hodowlanego MOET (ang. multiple ovulation and embryo transfer) 

może poszerzyć ofertę programową tego przedsięwzięcia i odegrać ważną rolę 

w przyspieszeniu genetycznego postępu u tego gatunku. Mankamentem me-

tody jest wielkość możliwego do uzyskania klonu, ograniczonego jedynie do 

monogenetycznych bliźniąt. Potencjalnie bardziej liczebne klony są możliwe 

do uzyskania techniką transplantacji jąder komórek zarodkowych (ECNT; 

ang. embryo cell nuclear transfer) (ryc. 3) lub jąder komórek somatycznych 

(SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer) do cytoplazmy oocytów, z których  

usunięto ich własny materiał genetyczny. 

 

 
 

Ryc. 3.  Klon liczący osiem blastocyst królika, uzyskanych techniką ECNT z jąder 

blastomerów pochodzących z zarodka w stadium 8-komórkowym 
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Opracowanie nowatorskich rozwiązań służących zwiększaniu efektywno-

ści uzyskiwania identycznych genetycznie zarodków i/lub potomstwa 

świni, kozy, królika, konia oraz kota domowego metodami klonowania 

somatycznego na potrzeby hodowli zwierząt i badań interdyscyplinar-

nych (biomedycyny i biofarmacji) 

Badania prowadzone w latach 2003–2020 w Laboratorium Klonowa-

nia Ssaków Zakładu Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji (ZBRiK) były 

ukierunkowane na wykorzystanie nowoczesnych narzędzi biotechnologii re-

produkcyjnej oraz genomowej inżynierii embrionalnej do uzyskiwania i po-

wielania (multiplikacji) monogenetycznych zarodków, płodów i/lub potom-

stwa wybranych gatunków ssaków, takich jak: świnia, koza, królik, koń i kot 

domowy. Jednym z najbardziej spektakularnych dokonań zespołu badaw-

czego było opracowanie nowatorskiej metody chimerowego klonowania so-

matycznego królików, w której pojedynczy blastomer zarodka 2-komórko-

wego wykorzystano jako biorcę dla jądra transgenicznego fibroblastu tkanki 

skórnej. Uzyskane dwa transgeniczne króliki NT20 (ryc. 4) i  NT7 (wykazu-

jące ekspresję genu kodującego ludzki hormon wzrostu – hGH, ukierunko-

waną na komórki gruczołów mlekowych) były pierwszymi ssakami na świecie 

otrzymanymi przy zastosowaniu tej oryginalnej strategii klonowania chimero-

wego. Osiągnięcie to zostało uznane za jedno z 10 największych osiągnięć 

polskiej nauki w rankingu tygodnika „Newsweek” w 2003 r. oraz zostało wy-

mienione przez dziennik „Rzeczpospolita” wśród 14 liczących się w skali 

światowej osiągnięć polskiej nauki w 2003 r. Wyniki tych eksperymentów zo-

stały opublikowane w Biology of Reproduction, renomowanym czasopiśmie 

naukowym o wysokim współczynniku IF (Skrzyszowska i in., 2006). 

 

 

         

 

 

 

        

             

 

 

 
Ryc. 4. Transgeniczny królik NT20, produkujący w mleku hormon wzrostu  

człowieka, uzyskany innowacyjną techniką chimerowego klonowania  

somatycznego, opracowaną  w  ZBRiK IZ PIB 

 

Spośród innych znaczących w skali krajowej dokonań na uwagę za-

sługuje również fakt narodzin pierwszych w Polsce kóz klonalnych (maciorki 
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i koziołka), uzyskanych metodą transplantacji jąder komórek fibroblastycz-

nych tkanki skórno-powłokowej dorosłych osobników do enukleowanych oo-

cytów (SCNT; ang. somatic cell nuclear transfer) (ryc. 5).  

 

A    B  
 

C   D  E  

 

F   G  
 

Ryc. 5. Procedura klonowania somatycznego kozy. A) Dojrzaly in vitro oocyt kozy 

(w stadium metafazy II) przed zabiegiem enukleacji; B) Enukleacja oocytu metodą 

mikrochirugiczną wspomaganą chemicznie. Usuwanie z oocytu ciałka kierunkowego 

I rzędu oraz „stożka” ooplazmatycznego, zawierającego chromosomy metafazowe; C) 

Selekcja fibroblasto-podobnej komórki-dawcy jądra; D) Rekonstrukcja enukleowa-

nego oocytu kozy. Iniekcja komórki somatycznej do przestrzeni okołożółtkowej wy-

jądrzonego oocytu; E) Kompleks ooplast-komórka somatyczna przed zabiegiem elek-

trofuzji; F-G) Chirurgiczny zabieg transferu zarodków klonalnych  do jajowodu 

maciorki-biorczyni 

 

 

Jest to drugi przypadek uzyskania w Polsce ssaków klonalnych, uwzględniając 

również urodzonego w wyniku realizacji własnych prac badawczych, po raz 

pierwszy w naszym kraju i na świecie transgenicznego królika, wyproduko-

wanego przy wykorzystaniu nowatorskiej techniki chimerowego klonowania 

somatycznego (Skrzyszowska i in., 2006). Ciąża bliźniacza, którą uzyskano 

po wprowadzeniu do jajowodu hormonalnie zsynchronizowanej samicy-bior-

czyni kozich zarodków zrekonstruowanych z jąder hodowanych in vitro ko-

mórek fibroblastycznych, pochodzących z dwóch różnych linii komórkowych, 
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zakończyła się urodzeniem różnopłciowego potomstwa klonalnego (maciorki 

i koziołka) (Skrzyszowska i Samiec, 2006 a). 

Na podkreślenie zasługują badania nad klonowaniem somatycznym 

ssaków z rodziny kotowatych (Felidae), które skutkowały uzyskaniem pierw-

szych na świecie klonalnych blastocyst kota domowego, rozwijających się 

z zarodków zrekonstruowanych z jąder płodowych komórek fibroblastycz-

nych lub z jąder komórek wzgórka jajonośnego otaczających dojrzałe in vitro 

oocyty kocie (ryc. 6). Wyniki tych prac zostały opublikowane w prestiżowym 

czasopiśmie Theriogenology (Skrzyszowska i in., 2002). 
 

 
 

Ryc. 6. Wylęgająca się blastocysta klonalna kota domowego, uzyskana w wyniku 

hodowli in vitro zarodka zrekonstruowanego z jądra komórki ziarnistej  

wzgórka jajonośnego 

 

Godny uwagi pozostaje również nurt badań ukierunkowanych na uzy-

skanie pierwszych w Polsce klonalnych blastocyst bydlęcych oraz zaawanso-

wanych w rozwoju płodów bydlęcych po domacicznym transferze zarodków 

zrekonstruowanych z jąder fibroblasto-podobnych komórek mięśnia najdłuż-

szego grzbietu (Musculus longissimus dorsi) oraz zarodków zrekonstruowa-

nych z jąder komórek ziarnistych wzgórka jajonośnego, otaczających dojrzałe 

in vitro oocyty krów lub jałówek (Skrzyszowska i in., 2000) (ryc. 7). 

 

 
 

Ryc. 7. Wylęgająca się blastocysta klonalna krowy, uzyskana w wyniku hodowli in 

vitro zarodka zrekonstruowanego z jądra komórki ziarnistej wzgórka jajonośnego 
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Wśród istotnych dokonań zespołu badawczego należy wymienić uzy-

skanie w warunkach całkowicie pozaustrojowych pierwszych w Polsce bla-

stocyst klonalnych konia domowego, rozwijających się z zarodków zrekon-

struowanych techniką klonowania somatycznego z jąder komórek fibrobla-

stycznych, wyizolowanych z tkanki skórno-powłokowej (Skrzyszowska, Sa-

miec i in., 2009). 

Innym przełomowym w skali krajowej dokonaniem było wyproduko-

wanie na drodze klonowania somatycznego pierwszych w Polsce klonalnych 

blastocyst świni, otrzymanych w następstwie rozwoju ex vivo sztucznie akty-

wowanych oocytów zrekonstytuowanych z jąder komórek wzgórka jajono-

śnego otaczających dojrzałe in vitro oocyty loch lub loszek (Samiec i in., 

2003). Do ważnych osiągnięć należy także zaliczyć opracowanie nowatorskiej 

metody pseudofizjologicznej/biologicznej aktywacji transkomplementarnej 

(transcytoplazmatycznej) cybryd klonalnych świni. Przy zastosowaniu tej me-

tody stymulowano zarodkowy program rozwojowy oocytów świni zrekon-

struowanych z jader fibroblastów płodowych lub fibroblastów tkanki skórnej 

dorosłych osobników na drodze elektrofuzji z cytoplastami wyizolowanymi 

z zygot królika (tzw. zygoplastami). Metoda ta skutkowała zwiększeniem po-

tencjału rozwojowego in vitro oraz jakości zarodków klonalnych świni. Wy-

niki badań zostały opublikowane w czasopismach Polish Journal of Veteri-

nary Sciences (Samiec i in., 2012) oraz Reproductive Biology (Samiec i Skrzy-

szowska, 2014). Opracowany przez zespół badawczy inny sposób biologicz-

nej aktywacji rekonstytuowanych oocytów – poprzez docytoplazmatyczną mi-

kroiniekcję ekstraktów cytozolowo-nukleoplazmatycznych zygot, stosowany 

w klonowaniu somatycznym ssaków, w tym świni, jest przedmiotem patentu 

udzielonego w latach 2014/2015 na rzecz Instytutu Zootechniki PIB przez 

Urząd Patentowy RP. 

W badaniach prowadzonych w latach 2009–2012 w ramach realizacji 

autorskiego projektu finansowanego przez NCN po raz pierwszy w klonowa-

niu ssaków (w tym świni) zastosowano nowe metody nieinwazyjnej (nisko 

inwazyjnej) analizy fluorycytochemicznej do oceny kondycji strukturalno-

funkcjonalnej (jakości biochemicznej i biofizycznej) zarodków klonalnych 

w stadium blastocysty. Jakość biochemiczna i biofizyczna przedimplantacyj-

nych zarodków w stadium blastocysty była oceniana przyżyciowo metodą flu-

orescencyjnego wykrywania zmian proapoptotycznych, które zachodziły 

w błonie plazmatycznej komórek węzła zarodkowego i/lub trofoblastu. Przy-

życiowa diagnostyka symptomów towarzyszących wczesnym i późnym fazom 

śmierci apoptotycznej komórek przeprowadzana była przy wykorzystaniu ko-

niugatu aneksyny V-eGFP lub barwnika YO-PRO-1. Oba markery są zdolne 

do niespecyficznego znakowania, zarówno apoptotycznych komórek węzła 

zarodkowego, jak i komórek trofoektodermy blastocyst klonalnych. Pierwszy 

z wyżej wymienionych markerów pozwala na oznaczanie symptomów towa-
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rzyszących wczesnym fazom apoptozy, takich jak: 1) eksternalizacja reszt fos-

fatydyloseryny (PS) na powierzchni zewnątrzkomórkowej błony plazmatycz-

nej i 2) utrata asymetrii składu aminofosfolipidowego w dwuwarstwie lipido-

wej błony. Z kolei, drugi z markerów umożliwia wykrywanie symptomów to-

warzyszących późnym fazom apoptozy, takich jak powstawanie tzw. dziur li-

pidowych w plazmolemmie i błonach mitochondrialnych. Niski stopień inwa-

zyjności przyżyciowych metod analizy fluorycytochemicznej komórek blasto-

cyst klonalnych zwiększa ich wartość aplikacyjną w ocenie jakości morfolo-

gicznej, biochemicznej i biofizycznej zarodków na etapie rozwoju przedim-

plantacyjnego. Perspektywą racjonalnego wykorzystania tego kierunku badań 

jest poprawa efektywności uzyskiwania zarodków świni metodami klonowa-

nia somatycznego poprzez zwiększenie zarówno jakości, jak i kompetencji 

rozwojowych in vitro zarodków klonalnych (Samiec i Skrzyszowska, 2015). 

W rezultacie innowacyjnych prac naukowo-badawczych z zakresu 

klonowania somatycznego świń opracowano także oryginalną metodę se-

kwencyjnej aktywacji fizykochemicznej rekonstytuowanych oocytów z uży-

ciem impulsów elektrycznych oraz jonomycyny wapnia i kombinacji specy-

ficznych i niespecyficznych inhibitorów kinaz cyklino-zależnych (R-roskowi-

tyny i 6-dimetyloaminopuryny) z blokerem syntezy białek (cykloheksimi-

dem). Wyniki tych eksperymentów, w których R-roskowityna została po raz 

pierwszy wykorzystana w klonowaniu somatycznym ssaków do sztucznej ak-

tywacji cybryd klonalnych świni, zostały opublikowane w renomowanym cza-

sopiśmie Theriogenology (Samiec i Skrzyszowska, 2012 a). W ramach tych 

badań do zabiegów rekonstrukcji enukleowanych oocytów świni wyselekcjo-

nowano jako dawców jąder nieapoptotyczne/nienekrotyczne komórki fibro-

blastyczne, których jakość była oceniana w oparciu o wspomniane wcześniej 

metody przyżyciowe. Warto podkreślić, że w latach 2003–2015 prowadzono 

zakrojone na szeroką skalę badania nad opracowaniem efektywnych metod 

sztucznej aktywacji oocytów świni zrekonstruowanych technikami klonowa-

nia, jak również nad zastosowaniem różnych metod rekonstrukcji enukleowa-

nych oocytów oraz wykorzystaniem różnych rodzajów komórek somatycz-

nych do uzyskiwania klonalnych zarodków świni. Efektem tych badań było 

opublikowanie wielu artykułów i monografii naukowych (Samiec i in., 2003, 

2013 a,b; Samiec i Skrzyszowska, 2005 a, 2009, 2010 a,b, 2013, 2015; Skrzy-

szowska, Samiec i in., 2008). 

Prace nad klonowaniem somatycznym transgenicznych świń zaowo-

cowały uzyskaniem pierwszych w Polsce homozygotycznych i heterozygo-

tycznych, mono- i politransgenicznych blastocyst oraz płodów klonalnych ze 

zhumanizowanym układem immunologicznym. Rozwijające się transge-

niczne zarodki i płody klonalne wykazywały ekspresję genów rekombinowa-

nej α-1,2-fukozylotransferazy człowieka (α-1,2-FT) oraz α-galaktozydazy 

człowieka (α-Gal). Ponadto, przejawiały one ekspresję genów kodujących an-
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tygen głównego układu zgodności tkankowej człowieka (HLA-E) lub klu-

czowe białka immunomodulatorowe (immunosupresory) enzymatycznej ka-

skady ludzkiego układu dopełniacza, które są przedstawicielami obecnych 

w błonach komórkowych inhibitorów cytotoksyczności zależnej od komple-

mentu, charakteryzującymi się ściśle określonymi tzw. kompleksami różnico-

wania (CD; ang. cluster of differentiation). Do tych immunosupresorów na-

leżą: czynnik przyspieszający rozkład konwertaz C3 i C5 (CD55/DAF; ang. 

cluster of differentiation 55/decay-accelerating factor) oraz protektyna, okre-

ślana również mianem błonowego inhibitora reaktywnej lizy komórkowej lub 

czynnika restrykcji homologicznej o masie molekularnej 20 kDa 

(CD59/MIRL/HRF20; ang. cluster of differentiation 59/membrane inhibitor 

of reactive lysis/homologous restriction factor-20 kDa). Wymienione wyżej 

prace z zakresu klonowania somatycznego i transgenezy świń stanowią zatem 

dobrą podstawę dla generowania transformowanego genetycznie potomstwa 

klonalnego z obniżoną międzygatunkową barierą immunologiczną w układzie 

heterologicznym świnia-człowiek (Samiec, 2004; Samiec i Skrzyszowska, 

2006; Skrzyszowska i Samiec, 2006 b,c; Skrzyszowska i in., 2013). 

Oryginalnym rezultatem prowadzonych badań było wykorzystanie po 

raz pierwszy w świecie wysoko efektywnej metody nukleofekcji do transge-

nizacji in vitro komórek somatycznych-dawców jąder w celu uzyskiwania 

transgenicznych zarodków klonalnych świni, wykazujących 100% ekspresję 

transgenu białka reporterowego eGFP (ang. enhanced green fluorescent pro-

tein). Wyniki tych eksperymentów zostały opublikowane w renomowanym 

czasopiśmie Theriogenology (Skrzyszowska, Samiec i in., 2008). 

Innym kierunkiem podejmowanych badań było określenie wpływu in-

dukowalnych modulacji epigenetycznych komórek-dawców jąder, dojrzewa-

jących in vitro oocytów-biorców jąder oraz oocytów zrekonstruowanych z ją-

der komórek somatycznych na przed- i/lub poimplantacyjne zdolności rozwo-

jowe klonalnych zarodków świni i kozy. Do wyżej wymienionych transforma-

cji epigenomowych wykorzystywane zostały egzogenne inhibitory deacetylaz 

histonowych starej generacji (trichostatyna A) oraz nowej generacji (skryptaid 

lub kwas walproinowy). Wyniki tych prac zostały opublikowane m.in. na ła-

mach takich czasopism, jak: Animal Science Papers and Reports (Samiec 

i Skrzyszowska, 2012 b) oraz Annals of Animal Science (Skrzyszowska i Sa-

miec, 2020). 

Zastosowanie indukowalnych modulacji epigenetycznych mezenchy-

malnych komórek macierzystych szpiku kostnego (BM-MSCs), które stano-

wiły źródło komórek-dawców jąder w klonowaniu somatycznym świń, było 

kolejnym nowatorskim rozwiązaniem zastosowanym w embriologii ekspery-

mentalnej i genomowej inżynierii embrionalnej zwierząt gospodarskich. Roz-

wiązanie to było oparte na wykorzystaniu niespecyficznego inhibitora deace-

tylaz białek histonowych chromatyny jądrowej, jakim jest trichostatyna A 

(TSA), do transformacji epigenomowej komórek BM-MSCs oraz użyciu ich 
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do rekonstrukcji oocytów w klonowaniu świń. Skutkiem tego innowacyjnego 

przedsięwzięcia było znaczące zwiększenie pozaustrojowych zdolności roz-

wojowych zarodków klonalnych do osiągnięcia stadium blastocysty (ryc. 8), 

jak również poprawa ich jakości cytologicznej (mierzonej liczbą komórek 

w blastocystach) oraz jakości molekularnej (mierzonej stopniem ekspresji ge-

nów pluripotencji). Efektem końcowym badań była oryginalna publikacja na-

ukowa w renomowanym czasopiśmie BioMed Research International  (Sa-

miec, Opiela i in., 2015). 
 

 
 

Ryc. 8. Ekspandująca blastocysta klonalna świni, uzyskana w wyniku hodowli  

in vitro zarodka zrekonstruowanego z jądra komórki BM-MSC, poddanej  

TSA-zależnej modulacji epigenetycznej 

 

 

Z kolei, inne prace badawcze skupiały się na wykorzystaniu modulo-

wanych epigenetycznie i analizowanych w kierunku apoptozy komórek BM-

MSCs jako dawców jąder w procedurze uzyskiwania zarodków świni techniką 

klonowania somatycznego. Wykazano, że zastosowana za pośrednictwem 

TSA modulacja epigenetyczna nie miała wpływu na inicjację i progresję pro-

cesów apoptozy w analizowanych populacjach komórek BM-MSCs. W kon-

tekście tych prac, transformowane epigenetycznie komórki BM-MSCs, które 

użyto do efektywnej produkcji in vitro klonalnych zarodków świni, zostały 

poddane kompleksowej ocenie jakości cytologicznej i molekularnej, w tym 

ewaluacji poziomu pluripotencji oraz cech sprzyjających „molekularnemu od-

młodzeniu”, czy też właściwości przeciwdziałających „molekularnemu starze-

niu się” komórek. Efekty tych badań zostały opublikowane w renomowanym 

czasopiśmie Animal Science Journal (Samiec i in., 2019). 

W podsumowaniu można stwierdzić, że wyniki wszystkich wyżej opi-

sanych badań z zakresu biotechnologii rozrodu świń i kóz oraz genomowej 

inżynierii zarodkowej tych gatunków zwierząt gospodarskich, ze względu na 

wysoki potencjał aplikacyjny w rolnictwie i w dziedzinach badań interdyscy-

plinarnych przyczyniają się lub mogą w niedalekiej przyszłości przyczynić się 
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do: 1) poprawy wskaźników wartości hodowlanej i użytkowej zwierząt gospo-

darskich, w tym zwiększenia ich wydajności mlecznej, mięsnej i rozpłodowej; 

jak również 2) uzyskiwania i powielania transgenicznych zwierząt klonalnych 

na potrzeby przemysłu biofarmaceutycznego oraz medycyny transplantacyj-

nej i regeneracyjnej tkanek i organów człowieka, a także przedklinicznych 

i klinicznych testów w terapiach genetycznie uwarunkowanych lub nabytych 

chorób człowieka. 

 

Opracowanie innowacyjnych technologii wspomaganego rozrodu kóz 

i świń w oparciu o międzygatunkowe klonowanie somatyczne w układzie: 

koza→bydło, koza→świnia oraz świnia→bydło dla potrzeb tworzenia re-

zerw genetycznych kóz oraz świń 

Celem prac naukowo-badawczych prowadzonych w latach 2015–

2017 było opracowanie metod międzygatunkowego klonowania somatycz-

nego kóz w układzie międzyrodzajowym i wewnątrzrodzinowym: koza→by-

dło oraz w układzie międzyrodzajowym i międzyrodzinowym: koza→świnia. 

Koza, ze względu na stosunkowo wysoką wydajność mleczną, jest szczególnie 

atrakcyjnym obiektem do badań z zakresu transgenezy gruczołu mlekowego 

i uzyskiwania biofarmaceutyków (biopreparatów hormonalnych i enzyma-

tycznych) wykorzystywanych w terapiach chorób genetycznych człowieka 

(Skrzyszowska i Samiec, 2006 a; Samiec i Skrzyszowska, 2011 a). W Polsce 

obserwujemy w ostatnich latach gwałtowny spadek pogłowia kóz, który spo-

wodował znaczne utrudnienia w dostępności do materiału biologicznego od 

tego gatunku zwierząt, a tym samym utrudnienia  w  prowadzeniu prac badaw-

czych z zakresu embriologii eksperymentalnej i stosowanej. Ograniczony po-

pyt konsumencki skutkuje brakiem obrotu mięsem kozim na rynku rolno-spo-

żywczym i towarowym, a także wynikającym z tego brakiem możliwości uzy-

skiwania jajników z materiału rzeźnego na potrzeby badań podstawowych 

oraz prac eksperymentalnych i wdrożeniowych. Wyjściem z tej sytuacji jest 

rozwiązanie polegające na wykorzystaniu łatwo dostępnych źródeł oocytów  

pochodzących z materiału rzeźnego (jajników) innych gatunków zwierząt, ta-

kich jak: bydło i świnie oraz użycie ich w klonowaniu międzygatunkowym 

kóz. W takim wariancie klonowania dawcą materiału genetycznego są linie 

komórkowe wyprowadzone z próbek tkankowych nowonarodzonych lub mło-

docianych osobników kozy. W dotychczasowych badaniach z zakresu klono-

wania kóz, opartego na układzie wewnątrzgatunkowym (homologicznym) 

koza→koza, niezbędne było zabezpieczenie (zakup i utrzymanie) odpowied-

niej stawki zwierząt, zarówno dawców komórek somatycznych, jak i przede 

wszystkim dawczyń oocytów. Względy ekonomiczne, jak i wyraźne tendencje 

spadkowe w hodowli kóz sprawiają, że atrakcyjności nabiera wariant między-

gatunkowego klonowania w układzie międzyrodzajowym – zarówno we-

wnątrzrodzinowym (koza→bydło), jak i międzyrodzinowym (koza→świnia). 
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Źródłem komórek-dawców jąder w międzygatunkowym klonowaniu 

kóz były komórki fibroblasto-podobne, wyizolowane z krwi obwodowej koź-

ląt. Z kolei, źródłem komórek-biorców jąder były dojrzałe in vitro oocyty by-

dła oraz oocyty świń. Z przeprowadzonych badań własnych wynika, że wyko-

rzystanie jako dawców jąder modulowanych epigenetycznie komórek fibro-

blasto-podobnych krwi obwodowej dorosłych osobników kozy skutkowało 

wzrostem kompetencji rozwojowych in vitro, ale także podwyższeniem jako-

ści cytologicznej wewnątrzgatunkowych (kozich) zarodków klonalnych. Dla-

tego też, w realizacji prac badawczych z zakresu międzygatunkowego klono-

wania w układzie: koza→świnia do rekonstrukcji oocytów świni wykorzy-

stano komórki fibroblasto-podobne krwi obwodowej kozy, modulowane epi-

genetycznie przy użyciu niespecyficznego inhibitora deacetylaz histonowych, 

jakim jest skryptaid. 

Stwierdzono nieznacznie niższy potencjał rozwojowy międzygatun-

kowych (kozio-bydlęcych) zarodków klonalnych w porównaniu do potencjału 

wewnątrzgatunkowych (kozich) zarodków klonalnych. Natomiast, potencjał 

rozwojowy kozio-świńskich zarodków klonalnych okazał się być niższy, nie 

tylko w odniesieniu do niehybrydowych zarodków klonalnych świni, lecz 

także w odniesieniu do hybrydowych (kozio-bydlęcych) zarodków klonal-

nych. Niższe zdolności kozio-świńskich zarodków klonalnych w stosunku do 

kozio-bydlęcych wydają się być skutkiem bardziej odległego pokrewieństwa 

filogenetycznego między osobnikami-dawcami komórek somatycznych 

a osobnikami-dawcami oocytów, czyli skutkiem dalszych relacji taksono-

micznych w układzie heterologicznym: koza domowa (Capra aegagrus 

hircus) → świnia domowa (Sus scrofa domesticus) w porównaniu do układu: 

koza domowa (Capra aegagrus hircus) → bydło domowe (Bos primigenius 

taurus). Mimo większego dystansu filogenetycznego w układzie koza do-

mowa→ świnia domowa, wykorzystanie modulowanych epigenetycznie ko-

mórek fibroblasto-podobnych kozy jako dawców jąder umożliwiło pokonanie 

restrykcyjnej bariery międzygatunkowej, czyli przekroczenie swoistego 

punktu kontrolnego, jakim jest blok rozwojowy w późnym stadium 4-blasto-

merowych zarodków klonalnych, zrekonstytuowanych z ooplastów świni. Na 

tym etapie embriogenezy świni ma bowiem miejsce aktywacja transkrypcyjna 

genomu zarodkowego, czyli przejście z matczynej do zarodkowej kontroli 

ekspresji genów. Wydaje się, że wykorzystanie modulowanych epigenetycz-

nie komórek somatycznych jako dawców jąder w klonowaniu międzygatun-

kowym sprzyjało ich przeprogramowaniu, zarówno w środowisku obcogatun-

kowej cytoplazmy enukleowanych oocytów świni, jak też następnie w cyto-

plazmie blastomerów dzielących się hybrydowych (kozio-świńskich) zarod-

ków klonalnych. Konsekwencją prawidłowego przeprogramowania pamięci 

epigenetycznej jąder transformowanych epigenomowo komórek somatycz-

nych kozy był rozwój zrekonstruowanych kozio-świńskich zarodków klonal-

nych do stadium blastocysty, a także inicjacja i progresja procesów ekspansji 
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komórek pierścienia trofoblastycznego oraz wylęgania się blastocyst z osło-

nek przejrzystych (Samiec i in., 2018; Skrzyszowska i Samiec, 2018). 

Fakt, że zależna od trichostatyny A (TSA) transformacja epigene-

tyczna szpikopochodnych mezenchymalnych komórek macierzystych (BM-

MSC) świni skutkowała zwiększeniem kompetencji rozwojowych in vitro 

oraz podwyższeniem jakości cytologicznej i molekularnej zarodków klonal-

nych świni, wykorzystano w wariancie klonowania międzygatunkowego świń, 

w układzie międzyrodzajowym i międzyrodzinowym: świnia→bydło. Kom-

petencje rozwojowe zarodków zrekonstruowanych z jąder modulowanych epi-

genetycznie komórek macierzystych były wyższe niż zrekonstruowanych z ją-

der niemodulowanych komórek macierzystych. Generalnie jednak, potencjał 

rozwojowy hybrydowych zarodków świńsko-bydlęcych był niższy w porów-

naniu do potencjału zarodków klonalnych uzyskanych w wyniku klonowania 

wewnątrzgatunkowego. Dystans filogenetyczny w układzie międzyrodzino-

wym (świniowate: Suidae → krętorogie: Bovidae) i międzyrodzajowym 

(Sus→Bos) okazał się być stosunkowo duży. Jednakże, wykorzystanie modu-

lowanych epigenetycznie komórek BM-MSC świni-dawców jąder pozwoliło 

pokonać restrykcyjną barierę międzygatunkową w postaci bloku rozwojowego 

występującego w stadiach 8–16-komórkowego zarodka, kiedy w embriogene-

zie bydła dochodzi do aktywacji transkrypcyjnej genomu zarodkowego. Kon-

sekwencją prawidłowego przeprogramowania pamięci epigenetycznej jąder 

transformowanych epigenomowo komórek BM-MSC świni w ooplazmie by-

dlęcej i w środowisku cytoplazmatycznym blastomerów był rozwój in vitro 

świńsko-bydlęcych zarodków klonalnych do stadiów ekspandującej lub wylę-

gającej się blastocysty. Do aktywacji programu rozwojowego rekonstruowa-

nych oocytów świńsko-bydlęcych wykorzystano oryginalną strategię w opar-

ciu o  sekwencyjne zastosowanie bodźców fizykochemicznych, w pierwszym 

etapie – impulsów prądu stałego (indukowanie fuzji), a w kolejnym – w ra-

mach opóźnionej aktywacji chemicznej de novo zastosowano  antybiotyk jo-

noforowy (jonomycynę wapnia), a następnie mieszaninę niespecyficznego in-

hibitora aktywności kinaz cyklinozależnych (6-dimetyloaminopuryny) oraz 

odwracalnego blokera syntezy białek (cykloheksimidu). Efektem końcowym 

tych prac badawczych była oryginalna publikacja naukowa w czasopiśmie 

Theriogenology (Opiela, Samiec i in., 2017). 

Badania z zakresu uzyskiwania międzygatunkowych zarodków klo-

nalnych, zarówno w układzie heterologicznym: koza→świnia oraz świ-

nia→bydło, jak i wewnątrzrodzinowego klonowania międzyrodzajowego 

w układzie: koza→bydło, nie były dotąd prowadzone i stanowią nowy kieru-

nek badawczy w embriologii eksperymentalnej ssaków i w biotechnologii 

wspomaganego rozrodu zwierząt gospodarskich. Według naszej wiedzy, 

krwiopochodne komórki fibroblasto-podobne kozy, podlegające skryptaido-

zależnej modulacji epigenetycznej, a także komórki BM-MSC świni, podle-

gające TSA-zależnej modulacji epigenetycznej zostały wykorzystane po raz 
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pierwszy jako źródło dawców jąder w międzygatunkowym klonowaniu soma-

tycznym ssaków, w tym zwierząt gospodarskich. 

Proponowany kierunek badań może przyczynić się do poszerzenia 

wiedzy na temat czynników warunkujących interakcje jądrowo-cytoplazma-

tyczne w międzygatunkowych cybrydach klonalnych zrekonstytuowanych 

z ooplastów i jąder komórek somatycznych dwóch różnych gatunków ssaków. 

Ponadto, może on ułatwić rozpoznanie czynników i zrozumienie mechani-

zmów warunkujących epigenetyczne przeprogramowanie jąder komórek so-

matycznych w ksenogenicznym/heterologicznym środowisku cytoplazma-

tycznym zarówno oocytów-biorców, jak i w środowisku cytoplazmatycznym 

potomnych blastomerów w rozwijających się hybrydowych zarodkach klonal-

nych ssaków, w tym zwierząt gospodarskich (Samiec, 2005 a,b; Samiec 

i Skrzyszowska, 2005 b, 2018 a,b). 

W podsumowaniu można stwierdzić, że realizowany kierunek badań 

z wykorzystaniem obcogatunkowych oocytów może przybliżyć perspektywę 

osiągania satysfakcjonującej wydajności technologii klonowania kóz i świń. 

Jest to warunek niezbędny dla praktycznego wykorzystania tej metody do uzy-

skiwania transgenicznych zwierząt na potrzeby przemysłu biofarmaceutycz-

nego. Ponadto, wyniki przeprowadzonych prac badawczych, ze względu na 

duże znaczenie dla rozwoju rolnictwa i gospodarki, mogą przyczynić się do 

ochrony zasobów genetycznych i tworzenia rezerw genetycznych zagrożo-

nych wyginięciem endemicznych ras kóz i świń oraz restytucji populacji gi-

nących ras w celu zachowania bioróżnorodności. 

 

Międzyrasowe klonowanie wewnątrzgatunkowe jako innowacyjne narzę-

dzie wykorzystywane w celach ochrony genetycznych zasobów zagrożo-

nych wyginięciem wybranych ras zwierząt gospodarskich 

Do ratowania i restytucji ginących ras i gatunków zwierząt gospodar-

skich wykorzystywane są nowoczesne technologie wspomaganego rozrodu 

zwierząt (ARTs; ang. assisted reproductive technologies), w tym genomowej 

inżynierii embrionalnej. Jedną z nich jest wewnątrzgatunkowe klonowanie 

międzyrasowe ssaków. Strategiczne i innowacyjne narzędzie biotechnologii 

reprodukcyjnej ssaków, jakim jest międzyrasowe klonowanie somatyczne, 

może być jedynym narzędziem reintrodukcji ginących ras zwierząt użytko-

wych dzięki możliwości wykorzystania obcorasowych oocytów pochodzą-

cych od osobników powszechnie bytujących ras do rekonstrukcji zarodków 

z jąder komórek somatycznych zwierząt ras zagrożonych wyginięciem. Po-

nadto, ten kierunek badań może przyczynić się do poszerzenia wiedzy podno-

szącej pozycję polskiego sektora badawczo-rozwojowego w zakresie genomo-

wej inżynierii embrionalnej. 

Celem prac badawczo-rozwojowych, prowadzonych w latach 2016–

2019 w ramach finansowanego przez NCBR projektu BIOSTRATEG2, było 
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utworzenie genetycznych rezerw w postaci kriogenicznie zabezpieczonych li-

nii komórek somatycznych wybranych ras zachowawczych bydła i świń (by-

dło polskie czerwone, świnia puławska, świnia złotnicka pstra) i wykorzysta-

nie ich do uzyskiwania zarodków klonalnych na drodze klonowania somatycz-

nego dla potrzeb realizacji programów zachowania bioróżnorodności w su-

bpopulacjach zagrożonych wyginięciem i rzadkich rodzimych ras zwierząt ho-

dowlanych (ryc. 9). Wśród głównych założeń przeprowadzonych w ramach 

projektu badań należy wymienić: 1) Kriogeniczne zabezpieczenie bioptatów 

tkanki skórno-powłokowej, pochodzących od wybranych gatunków i ras za-

chowawczych zwierząt gospodarskich; 2) Wyprowadzenie, kriokonserwację 

i charakterystykę cytogenetyczną (kariotypowanie) linii komórek fibrobla-

stycznych, pochodzących z bioptatów tkanki skórno-powłokowej wybranych 

gatunków i ras zachowawczych zwierząt gospodarskich; 3) Weryfikację po-

tencjału rozwojowego in vitro zarodków uzyskanych techniką klonowania so-

matycznego z jąder kriokonserwowanych i kariotypowanych komórek fibro-

blastycznych, pochodzących od wskazanych gatunków i ras zachowawczych 

zwierząt gospodarskich. 

 

 
 

Ryc. 9. Laboratorium klonowania ssaków – prof. dr hab. Maria Skrzyszowska 

i dr hab. Marcin Samiec, prof. IZ PIB w trakcie przeprowadzania zabiegów 

klonowania somatycznego zwierząt gospodarskich 

 

Wymiernym efektem zrealizowanego kierunku badań jest poszerzenie 

możliwości ochrony zasobów genetycznych endemicznych ras bydła i świń 

przy wykorzystaniu nowoczesnych technologii wspomaganego rozrodu zwie-

rząt gospodarskich. Technologie te są oparte na użyciu metod genetycznej/ge-

nomowej inżynierii embrionalnej dla potrzeb uzyskiwania i powielania zarod-

ków bydła polskiego czerwonego oraz świń rasy puławskiej i złotnickiej pstrej 
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na drodze wewnątrzgatunkowego klonowania międzyrasowego. W celu za-

chowania bioróżnorodności oraz zwiększenia stopnia międzyosobniczej 

zmienności genetycznej w rzadkich subpopulacjach bydła i świń – wyprowa-

dzone i kriogenicznie zabezpieczone w banku materiałów biologicznych linie 

komórek fibroblastycznych zostały wykorzystane jako źródło dawców jąder 

w zabiegach rekonstrukcji oocytów i multiplikacji zarodków bydła polskiego 

czerwonego, świni puławskiej i złotnickiej pstrej za pomocą międzyrasowego 

klonowania somatycznego. To strategiczne przedsięwzięcie może stanowić 

w przyszłości podstawowy instrument w programach tworzenia rezerw gene-

tycznych, których potencjał aplikacyjny tkwi w możliwości uzyskiwania mię-

dzyrasowych zarodków klonalnych w kontekście ich późniejszego wykorzy-

stania w programach restytucji stad zarodowych zagrożonych wyginięciem ras 

bydła, świń oraz innych gatunków zwierząt hodowlanych. 

Konsekwencją realizacji niniejszych prac naukowo-badawczych było: 

1) Utworzenie rezerw genetycznych z eksplantów tkankowych i linii komór-

kowych zagrożonych wyginięciem lub rzadkich lokalnych ras bydła i świń; 2) 

Ocena aktywności proliferacyjnej oraz charakterystyka cytogenetyczna (ka-

riotypowanie) linii komórkowych wyprowadzonych z bioptatów tkankowych 

wybranych ras zachowawczych (bydło polskie czerwone, świnia puławska 

oraz świnia złotnicka pstra) oraz 3) Uzyskanie i ocena kompetencji rozwojo-

wych in vitro klonalnych zarodków pochodzących z kriogenicznie zabezpie-

czonych i kariotypowanych linii komórek fibroblastycznych bydła polskiego 

czerwonego, świni puławskiej oraz świni złotnickiej pstrej (Samiec, Skrzy-

szowska i in., 2020). 

Na podkreślenie zasługuje fakt, że techniki wewnątrz- lub międzyra-

sowego klonowania somatycznego mogą być atrakcyjnym narzędziem w ba-

daniach podstawowych ukierunkowanych na identyfikację czynników warun-

kujących interakcje między genomem jądrowym komórki somatycznej a czą-

steczkami mitochondrialnego DNA komórki-dawcy jądra oraz oocytu-biorcy 

jądra, jak również pełniejsze poznanie molekularnych mechanizmów determi-

nujących epigenetyczne przeprogramowanie genomu jądrowego komórki so-

matycznej w cytoplazmie oocytu-biorcy, a następnie w cytoplazmie blastome-

rów rozwijających się zarodków klonalnych (Samiec, 2005 a,b; Samiec 

i Skrzyszowska, 2016, 2018 a,b). Ponadto, w efekcie szczegółowego poznania 

wyżej wymienionych czynników i mechanizmów, a w rezultacie zwiększenia 

wydajności, techniki klonowania somatycznego różnych gatunków zwierząt 

gospodarskich mogą stanowić idealne narzędzie wykorzystywane w praktyce 

hodowlanej, w szczególności dla potrzeb uzyskiwania oraz powielania nie-

transgenicznych i transgenicznych osobników o wysokiej wartości genetycz-

nej i użytkowej (Samiec, 2004; Samiec i Skrzyszowska, 2005 c, 2011 a,b; 

Skrzyszowska i Samiec, 2006 a,b,c, 2019). 
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Rezultaty przeprowadzonych prac naukowo-badawczych z zakresu 

opracowania nowych strategii, które służą zwiększaniu efektywności uzyski-

wania i powielania identycznych genetycznie zarodków wybranych gatunków 

i ras zwierząt gospodarskich (bydło, świnie) metodami biotechnologii rozrodu 

oraz genomowej inżynierii zarodkowej (międzyrasowego klonowania soma-

tycznego), ze względu na duże znaczenie dla rozwoju nauki i gospodarki oraz 

wysoki potencjał aplikacyjny w rolnictwie i w dziedzinach badań interdyscy-

plinarnych, prowadzą również do lub mogą w przyszłości przyczynić się do: 

1) ochrony zasobów genetycznych i tworzenia rezerw genetycznych za-

grożonych wyginięciem rodzimych ras zwierząt gospodarskich wy-

branych gatunków (bydło, świnie); 

2) restytucji (odtwarzania) oraz multiplikacji subpopulacji ginących 

i rzadkich ras bydła polskiego czerwonego, świni puławskiej i świni 

złotnickiej pstrej w celu zachowania bioróżnorodności oraz podwyż-

szenia stopnia wewnątrzpopulacyjnej i międzyosobniczej zmienności 

genetycznej; 

3) przełożenia (translacji) wyników badań podstawowych na wdrożenia 

w dziedzinach nauk interdyscyplinarnych z zakresu tworzenia od-

zwierzęcych produktów biotechnologicznych (transgenicznych) dla 

przemysłu biofarmaceutycznego oraz medycyny transplantacyjnej 

i regeneracyjnej tkanek i organów człowieka, a także przedklinicz-

nych i klinicznych testów w terapiach genetycznie uwarunkowanych 

lub nabytych chorób człowieka. 
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