
Przedimplantacyjny rozwój 
zarodków in vivo







Rozwój przedimplantacyjny
 Aktywacja genomu zarodkowego rozpoczyna się w stadium 

dwukomórkowym u myszy i innych gryzoni, między stadium 
8-16-komórkowym u krowy i owcy oraz 4-8-komórkowym u 
naczelnych 

 W tym stadium blastocysty rozwijający się zarodek opuszcza 
swoją osłonkę przejrzystą, osiągając możliwość implantacji. 

 W tej formie zarodek składa się z trzech warstw komórek: 
zewnętrznej spolaryzowanej, nabłonkowej trofoektodermy, 
prymitywnej endodermy i wielopotencjalny ICM. 

 Formowanie trofoektodermy i następnie jej przekształcenie w 
tkankę trofoblastu to najważniejsze kroki do zapoczątkowania 
implantacji





Rozwój przedimplantacyjny
 Zwierzęta domowe charakteryzują się rozciągniętym w czasie okresem 

przedimplantacyjnym. 
 W okresie tym odbywa się wędrówka zarodka lub zarodków 
 W okresie przedimplantacyjnym dochodzi do swoistego dialogu między 

zarodkiem a macicą na skutek wytwarzania przez trofoblast i gruczoły 
maciczne wielu związków biologicznych i obecności ich receptorów w płodzie 
oraz u matki 

 Cechą charakterystyczną implantacji u zwierząt domowych jest ich 
bezinwazyjność (łożysko nabłonkowo-kosmówkowe u świni i łączno-
kosmówkowe u przeżuwaczy). 

 U innych gatunków, np. mięsożernych, gryzoni i naczelnych, blastocysta 
stopniowo implantuje się do zrębu endometrium, niszcząc jego nabłonek lub 
łącząc się z nim (łożysko krwio-kosmówkowe, śródbłonkowo-kosmówkowe). 

 Implantacja jest kompleksowym procesem, w którym biorą udział endokrynne, 
parakrynne, autokrynne i okołokrynne modulatory, tworząc interakcje komórka-
komórka i komórka-macierz komórkowa w przestrzeni i czasie.



Rozwój przedimplantacyjny

 Komórki trofoblastu produkują wiele różnorodnych czynników 
wzrostu, cytokin i hormonów wpływających na fizjologie 
zarodka i matki w auto-, para- i okołokrynny sposób



Rozwój przedimplantacyjny

 Zarodek produkuje i wysyła sygnał lub sygnały, które 
bezpośrednio lub pośrednio zapobiegają strukturalnej i 
funkcjonalnej regresji ciałka żółtego (CL). 

 Proces ten przebiega równolegle ze stworzeniem 
odpowiedniego środowiska wewnątrz macicy do 
podtrzymania rozwoju i umożliwienia implantacji zarodka. 

 Endometrium jest modyfikowane przez hormony i staje się 
receptywne dla zarodka. 

 U krów i owiec blatocysta wytwarza y uwalnia czynniki 
blokujące syntezę receptorów dla oksytocyny w macicy 





Rozwój przedimplantacyjny

 Przedimplantacyjny rozwój zarodka normalnie następuje wewnątrz osłonki przejrzystej, 
chociaż jej usunięcie nie ogranicza rozwoju zarodka in vitro

 Nieadhezyjna natura osłonki przejrzystej sprzyja wędrówce zarodka przez jajowód i z 
jajowodu do macicy. 

 Normalny rozwój zarodka wymaga w tym czasie obecności jajnikowych estrogenów i 
progesteronu, które mają wpływ na produkcję różnych czynników macicznych sprzyjających 
jego wzrostowi. 

 Z badań in vitro wynika jednak, że przedimplanatcyjny zarodek jest zdolny do produkcji 
własnych czynników promujących wzrost. 

 Ostatnio stwierdzono, że macica identyfikuje zarodek przez aktywowanie ścieżki sygnalnej 
Wnt. 



Rozwój przedimplantacyjny
 Z badań przeprowadzonych na myszach wynika, że u tego gatunku czwartego dnia po kopulacji, 

tuż po wyrzucie estrogenów, blastocysta emituje sygnał, który aktywuje ścieżkę sygnałową 
Wnt/|3-katenina w określonej grupie komórek warstwy okrężnej mięśniówki gładkiej miometrium, 
tworzących regularne pierścienie w rogach macicy. 

 Blastocysta wysyła sygnał lub kilka sygnałów, które bezpośrednio lub pośrednio aktywują 
ścieżkę sygnałową Wnt/p-katenina w warstwie mięśniówki gładkiej. 

 Macica rozpoznaje sygnał (sygnały) wzdłuż osi podłużnej rogu macicy, jeszcze przed 
implantacja i, co jest intrygujące, w regularnie oddzielonych odcinkach-pierścieniach . 

 Liczba aktywowanych odcinków--pierścieni przewyższa liczbę zarodków stwierdzonych w rogach 
macicy. 

 Funkcja ścieżki sygnałowej Wnt/p-katenina w komórkach mięśni gładkich macicy nie jest obecnie 
znana. 

 Sugeruje się, że warstwa okrężna mięśniówki gładkiej odgrywa ważną rolę we właściwym 
rozmieszczeniu zarodków, ponieważ aktywność systemu Wnt/p-katenina pojawia się w 
regularnie oddzielonych odcinkach.





Rozwój przedimplantacyjny

 Pod koniec czwartego i na początku piątego dnia blastocysta aktywuje następnie 
ścieżkę sygnałową Wnt/p-katenina w nabłonku powierzchniowym błony śluzowej 
macicy. 

 Najpierw ta aktywność pojawia się w mięśniówce macicy położonej przeciwległe 
do więzadła szerokiego, tam, gdzie następuje implantacja, a następnie jest 
wykrywana w nabłonku powierzchniowym. 

 Już pod koniec piątego dnia aktywność ścieżki sygnałowej Wnt/p-katenina w 
macicy zanika. 



Rozwój przedimplantacyjny
 Obecnie jeszcze nie wiadomo, co jest pierwszym sygnałem aktywującym system Wnt/p-katenina

w macicy. 
 Przypuszcza się, że mogą to być białka Wnt wydzielane przez blastocystę, gdyż blastocysta 

myszy wykazuje ekspresje wielu genów Wnt jeszcze przed implantacja. 
 Istnieje też możliwość, że blastocysta wydziela jakiś czynnik, który aktywuje ekspresję genów 

Wnt w nabłonku powierzchniowym endometrium, a te w autokrynny sposób uczynniają ścieżkę 
sygnałową. 

 Aktywowanie ścieżki sygnałowej Wnt/p-katenina w nabłonku powierzchniowym endometrium 
najprawdopodobniej powoduje modulację ekspresji genów docelowych, które pozwalają na 
pomyślną implantację. 

 W rzeczywistości wykazano aktywację ekspresji kilku genów, jak HB-GGF i COX-2, w 
endometrium w obecności blastocysty , jakkolwiek ścieżka sygnałowa oraz mechanizm 
aktywowania tych genów pozostają nieznane.



Przedimplantacyjny rozwój 
zarodków in vitro 

IVC





Metaboliczne wymagania wczesnego zarodka ssaka 
in vitro     

 Rozwój zarodka jest zapoczątkowany dzięki zapasom komórki
jajowej gromadzonym przez lata przed i podczas jej wzrostu.
Prawidłowy rozwój zależy od wielu czynników:

 1.    Endogenna pula metabolitów.- w wielkiej mierze wynik faz       
końcowych dojrzewania komórki jajowej

 2.    Metaboliczne obrót m-RNA i białek
 3.    Czynne zużycie cukrów, aminokwasów. i prekursorowych  

kwasów nukleinowych 
 4.    Bierny transport, szczególnie lipidów
 5.    Inkorporacja białek takich jak albumina może wiązać lipidy. 

peptydy i katecholaminy.



Techniki IVC

Hodowla stała
 Proste media z dodatkiem substancji energetycznych
 Kompleksowe media do hodowli komórek
 Media sekwencyjne
 Media One Step

Współhodowla z komórkami 
somatycznymi
 Komórki nabłonka jajowodów
 Komórki linii stałych – Vero, HeLa, BRL



Główny składniki płynów do hodowli zarodków
 Woda
 Jony
 Węglowodany
 Aminokwasy
 Witaminy
 Prekursory kwasów nukleinowych 
 Przeciwutleniaczy
 Antibiotyki
 Białka, makrocząsteczki 
 Hormony i czynniki wzrostowe
 Bufory

































Warunki hodowly
 Tlen
 Dwutlenek węgla
 Temperatura
 Inkubator/komora inkubatora
 Światło
 Objętość płynu/grupowanie zarodków







Effect of incubation volume and embryo grouping 
on embryo development and differentiation



Effect of incubation volume and embryo grouping 
on embryo development and differentiation







































System Oceny  ludzkich blastocyst. Ocena według liczbowego systemu 
od 1 do 6, opartego na ich stopnia rozszerzeniu oraz stanie wylęgania:
1. Wczesna blastocysta: blastocel wypełnia mniej niż pół objętości zarodka.
2. Blastocysta: blastocel wypełnia więcej niż pół objętości zarodka.
3. Pełna blastocysta: blastocel wypełnia cały zarodek.
4. Rozszerzona blastocysta: obętość blastocelu jest większa niż ta z 
wczesnego zarodka, osłonka przejrzysta cienieje.
5. Wylęgająca się blastocysta: tworzy się przepuklina trofoektoderma 
wychodząc przez osłonkę.
6. Wylęgana blastocysta: blastocysta całkowicie wydostaje się z osłonki 
przejrzystej.
Początkowa faza szacowania może być wykonywana przy pomocy 
stereomikroskopu. Drugi etap oceny blastocysty powinien być wykonywany przy 
pomocy mikroskopu o odwróconej optyce. Rozwój węzła zarodkowego i 
trofoektodermy może być szacowany dla blastocyst klasyfikowanych do 
punktów od 3 do 6 (to jest, pełny blastocysty i dalsze etapy) 
Klasyfikacja węzła zarodkowego
A. Ciasno pakowany, wiele komórek.
B. Luźno grupowany, kilka komórek.
C. Bardzo mało komórek
Klasyfikacja trofoektodermy
A. Wiele komórek kształtujących ciasny nabłonek.
B. Mało komórek.
C. Bardzo mało komórek kształtujących luźny nabłonek. 

Wg. Gardner D.K. i wsp. 1999
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