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Artyku³ przegl¹dowy Review

Pomimo znacznego postêpu, jaki dokona³ siê w tech-
nikach hodowli in vitro, pozaustrojowe dojrzewanie
oocytów �wiñskich nadal stwarza wiele trudno�ci.
Dlatego te¿ w niniejszym opracowaniu przedstawio-
no specyfikê dojrzewania oocytów �wini w warunkach
fizjologicznych i wybrane problemy dotycz¹ce dojrze-
wania tych gamet w warunkach pozaustrojowych.

Dojrzewanie oocytów �wini in vivo
Oocyt ssaka jest jedn¹ z najd³u¿ej ¿yj¹cych komó-

rek w organizmie, a znaczenie tej komórki jest �ci�le
zwi¹zane z przekazywaniem genomu nastêpnym po-
koleniom. Wyj¹tkowe cechy oocytu s¹ tak¿e zwi¹za-
ne z jego szczególnym cyklem ¿ycia.

Oocyt formuje siê w okresie ¿ycia p³odowego i na-
stêpnie jego rozwój jest zatrzymany w diplotenie me-
jozy a¿ do uzyskania przez samicê dojrza³o�ci p³cio-
wej. W kategoriach cyklu komórkowego zablokowa-
ny w stadium diplotenu oocyt znajduje siê w pó�nej
fazie G

2
. U �wini badania potwierdzaj¹ce, ¿e oocyt

w tym stadium utrzymuje siê a¿ do okresu owulacyj-
nego, przeprowadzili Spalding i wsp. (cyt. 24) ju¿ po-
nad 50 lat temu. Zablokowanie cyklu komórkowego
w fazie diplotenu nie oznacza, ¿e zatrzymane s¹ inne
procesy zwi¹zane z ró¿nicowaniem oocytu. Diplo-
tenowe oocyty przechodz¹ okres wysokiej aktyw-

no�ci metabolicznej zwany faz¹ wzrostu. Charakte-
rystyczna dla tego okresu jest wzmo¿ona synteza oraz
pobieranie metabolitów niezbêdnych dla wype³nienia
funkcji oocytu, zwi¹zanych z zap³odnieniem i podtrzy-
maniem pierwszych etapów rozwoju zarodkowego,
u �wini co najmniej do stadium czterech blastomerów
(2). W fazie wzrostu oocyty wielokrotnie zwiêkszaj¹
swoj¹ objêto�æ. Badania kinetyki wzrostu oocytów
i pêcherzyków jajnikowych �wini wykaza³y, ¿e najin-
tensywniejszy wzrost oocytu zachodzi w pêcherzykach
przedantralnych, w których �rednica oocytu zwiêksza
siê z 30 do 100 µm (17).

W okresie przedowulacyjnym pod wp³ywem bod�-
ców hormonalnych oocyt przechodzi proces dojrze-
wania, a nastêpnie tu¿ przed owulacj¹ zakoñczony
zostaje pierwszy podzia³ mejotyczny. Najwa¿niejszym
sygna³em umo¿liwiaj¹cym wznowienie mejozy jest
przedowulacyjny pik LH (luteinizing hormone), a naj-
istotniejsze procesy zwi¹zane z dojrzewaniem oocytu
zachodz¹ podczas ostatnich dwóch dni przed owula-
cj¹ (24). Jak donosi Hunter (5), wznowienie mejozy
w oocytach �wini nastêpuje oko³o 36-40 godzin po wy-
rzucie gonadotropin, za� bezpo�rednim czynnikiem
umo¿liwiaj¹cym prze³amanie bloku diplotenowego jest
aktywacja czynnika MPF (maturation promoting fac-
tor), a w przypadku oocytów �wini równie¿ MAPK

Wybrane aspekty dojrzewania oocytów �wini
w warunkach fizjologicznych i pozaustrojowych

TOMASZ STANKIEWICZ, BARBARA B£ASZCZYK, JAN UDA£A

Katedra Rozrodu Zwierz¹t Wydzia³u Biotechnologii i Hodowli Zwierz¹t AR, ul. Doktora Judyma 6, 71-466 Szczecin

Stankiewicz T., B³aszczyk B., Uda³a J.
Selected aspects of pig oocytes maturation in vivo and in vitro

Summary
Oocytes attain developmental competence as a result of their maturation, which gives them nuclear and

cytoplasm maturity. In physiological conditions the developmental competencies of oocytes are achieved in
the environment of ovarian follicles before ovulation. In in vitro conditions, however, this occurs in a culture
medium which, for porcine oocytes, is generally a TCM-199 and NCSU-23 medium supplemented in specific
proportions of amino acids, proteins, hormones, growth factors and follicular fluid. The specific nature of
porcine oocytes is that it takes them almost twice as long to obtain nuclear and cytoplasm maturity as in the
case of other species of farm animals. Moreover, a common problem of in vitro maturation is the absence of
normal cytoplasm maturity. Irregularities in translocation of mitochondria in the cytoplasm and transferring
ions signals may also be observed. The absence of cytoplasm maturity of oocytes on the other hand reduces
the possibility of male pronucleus (MPN) formation and development of zygotes to the blastocytes stage.
Therefore, the latest studies concentrate on formulating methods of in vitro culture which enable normal
development of porcine oocytes both in their nuclear as well as cytoplasm maturity.

Keywords: oocyte, pig



Medycyna Wet. 2008, 64 (4A) 401

(mitogen-activated protein kinases). Proces mejozy
ponownie zatrzymuje siê na etapie podzia³u metafazy
II i w tym stadium oocyt jest uwalniany podczas owu-
lacji. Za zatrzymanie podzia³u mejotycznego odpowie-
dzialny jest cytoplazmatyczny czynnik CSF (cytosta-
tic factor), który pojawia siê tylko w mejotycznym
cyklu komórkowym oocytów. Jego inaktywacja nastê-
puje po wnikniêciu plemnika i dopiero wtedy mo¿li-
we jest dokoñczenie mejozy (5).

W wyniku dojrzewania oocyt uzyskuje tzw. kom-
petencjê rozwojow¹, która oznacza jego dojrza³o�æ
j¹drow¹ i cytoplazmatyczn¹. Wielu autorów podkre�-
la, ¿e uzyskanie przez oocyt kompetencji jest warun-
kiem prawid³owego zap³odnienia i rozwoju zarodko-
wego (2, 5). Prowadzone w tym zakresie prace wska-
zuj¹ ponadto, ¿e kompetencja rozwojowa oocytu (ka-
pacytacja oocytu) nabywana jest w �rodowisku pêche-
rzyka jajnikowego podczas stadiów poprzedzaj¹cych
owulacjê (2, 13).

Dojrzewanie j¹drowe polega na procesach zwi¹za-
nych z podzia³em mejotycznym, a pierwsz¹ widoczn¹
oznak¹ jego rozpoczêcia jest kondensacja chromaty-
ny i rozpuszczenie os³onki j¹drowej oocytu, okre�lane
jako zanik pêcherzyka zarodkowego (GVBD � germi-
nal vesicle break down) (5, 28). Wraz z rozpadem pê-
cherzyka zarodkowego rozpoczyna siê faza M cyklu
komórkowego, a jak donosi Hunter (5), zdolno�æ prze-
kroczenia fazy G

2
 i kontynuowania mejozy oznacza

kompetencjê mejotyczn¹ oocytu. Powy¿szy autor pod-
kre�la równie¿, ¿e oocyty �wini dla uzyskania dojrza-
³o�ci j¹drowej wymagaj¹ niemal dwa razy wiêcej cza-
su ni¿ oocyty innych gatunków zwierz¹t gospodar-
skich. Motlik i Fulka w 1976 r. (cyt. 5) stwierdzili, i¿
procesy zwi¹zane z przekszta³caniem siê pêcherzyka
zarodkowego trwaj¹ 20-24 godziny, a stadium meta-
fazy oocyty �wiñskie osi¹gaj¹ po 40-46 godzinach.
Ponadto w oocytach �wini, w odró¿nieniu od oocytów
mysich kondensacja chromatyny i zanik pêcherzyka
zarodkowego poprzedzone s¹ czynn¹ transkrypcj¹
i translacj¹. Transkrypcja zostaje zahamowana dopie-
ro po rozpoczêciu dojrzewania, ale nadal w oocytach
utrzymywana jest translacja. Zmienia siê jednak pro-
fil jako�ciowy syntezy bia³ek, pewne specyficzne bia³-
ka przestaj¹ byæ syntetyzowane (np. bia³ka os³onki
przejrzystej), inne z kolei pojawiaj¹ siê dopiero po
rozpoczêciu dojrzewania mejotycznego � np. tkanko-
wy aktywator plazminogenu (5).

Po rozpoczêciu dojrzewania i zaniku pêcherzyka
zarodkowego w bezpo�rednim s¹siedztwie kondensu-
j¹cej chromatyny dochodzi do formowania siê mikro-
tubul i powstania wrzeciona (28). Wrzeciono metafa-
zowe przez kilka godzin, a¿ do zainicjowania anafazy
pozostaje niefunkcjonalne, co powoduje wyd³u¿enie
dojrzewania mejotycznego do czasu niezbêdnego dla
przeprowadzenia kompleksowych zmian obejmuj¹-
cych dojrzewanie cytoplazmatyczne. Równolegle
z dojrzewaniem j¹drowym zachodz¹ bowiem zmiany
w³a�ciwo�ci biochemicznych oocytu, sk³adaj¹ce siê na

dojrzewanie cytoplazmatyczne. Charakter tych zmian
pozostaje w du¿ym stopniu nieznany, ale wiadomo, ¿e
obejmuje m.in. wzmo¿on¹ produkcjê glutationu, prze-
mieszczanie mitochondriów, zdolno�æ magazynowa-
nia �ródkomórkowego wapnia (13).

Po�rednim wska�nikiem dojrza³o�ci oocytu, zw³asz-
cza pod wzglêdem dojrza³o�ci cytoplazmatycznej,
mo¿e byæ jego wielko�æ (4, 19). Wskazuj¹ na to bada-
nia, w których stwierdzono, ¿e oocyt mimo zakoñcze-
nia pierwszego podzia³u mejotycznego nie nabywa
ca³kowitej kompetencji a¿ do osi¹gniêcia ostateczne-
go rozmiaru (5). Wed³ug niektórych autorów (2, 4),
wzrost oocytu nie koñczy siê w fazie wzrostu i oocyt
powiêksza swoj¹ objêto�æ nawet w pêcherzykach
przedowulacyjnych.

Wzrost oocytu w du¿ym stopniu pozostaje pod kon-
trol¹ czynników produkowanych przez komórki ziar-
niste, zw³aszcza komórki wzgórka jajono�nego � ko-
mórki kumulusa (2). Spo�ród tych czynników podkre�-
la siê czynnik stymuluj¹cy kolonie (CSF � colony-
-stimulating factor) i ligand dla receptora c-kit. Po-
nadto komórki wzgórka jajono�nego dostarczaj¹ do
oocytu nukleozydy, aminokwasy, fosfolipidy i utrzy-
muj¹ w dojrzewaj¹cym oocycie równowagê jonow¹
oraz stabilno�æ mRNA (5). Dane przedstawione przez
Gandolfi i wsp. (2) wskazuj¹, ¿e stabilno�æ mRNA jest
decyduj¹ca dla normalnego rozwoju, a jakiekolwiek
zak³ócenie tego delikatnego procesu zmniejsza kom-
petencjê rozwojow¹ oocytu i w konsekwencji powo-
duje zahamowanie rozwoju zarodkowego. Udzia³ pê-
cherzyka w kompetencji rozwojowej oocytu zaznacza
siê tak¿e poprzez tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMP � tissue inhibitors of metalloproteinase), które
uwa¿ane s¹ za g³ówne wydzielnicze produkty komó-
rek ziarnistych i os³onkowych po przedowulacyjnym
wyrzucie LH (5).

Powy¿sze dane wskazuj¹, jak wa¿n¹ rolê w dojrze-
waniu oocytu odgrywa �rodowisko tworzone przez
pêcherzyk jajnikowy. Dlatego te¿ uzasadnione s¹ ba-
dania nad fizjologicznie wystêpuj¹cymi zmianami
w sk³adzie p³ynu pêcherzykowego, jak równie¿ mo-
dyfikacje �rodowiska dojrzewania oocytu in vitro, które
wci¹¿ dostarczaj¹ nowych informacji o hormonalnych
i pêcherzykowych czynnikach reguluj¹cych koñcowe
dojrzewanie oocytu.

Dojrzewanie oocytów �wini in vitro
Pozaustrojowe dojrzewanie oocytów jest elementem

sk³adowym kompleksowej metody produkcji zarod-
ków obejmuj¹cej pozyskiwanie oocytów, przeprowa-
dzenie dojrzewania oocytów in vitro (IVM � in vitro
maturation), zap³odnienie in vitro (IVF � in vitro ferti-
lization) oraz hodowlê wyselekcjonowanych zygot
(IVP � in vitro production). Jest ona wykorzystywana
u wielu gatunków zwierz¹t (3, 8, 10, 19), aczkolwiek
procedura ta jest gatunkowo specyficzna.

�ród³em gamet ¿eñskich wykorzystywanych do
przeprowadzenia dojrzewania pozaustrojowego s¹ nie-
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dojrza³e oocyty, pozyskiwane najczê�ciej z jajników
pochodz¹cych od zwierz¹t bezpo�rednio po ich ubo-
ju. W praktyce oocyty pozyskiwane s¹ z pêcherzyków
antralnych o �rednicy od 2 do 6 mm, przy zastosowa-
niu kilku ogólnie przyjêtych technik. Jedn¹ z nich jest
aspiracja zawarto�ci pêcherzyka za pomoc¹ strzykaw-
ki zaopatrzonej w ig³ê, która pozwala na uzyskanie od
30% do 60% oocytów w stosunku do liczby aspirowa-
nych pêcherzyków. Wydajniejsz¹ metod¹ jest izolacja
i rozrywanie pêcherzyków pod kontrol¹ mikroskopu
stereoskopowego. U¿ycie tej metody pozwala na uzys-
kanie praktycznie wszystkich oocytów zawartych
w pêcherzykach, niemniej jednak du¿a pracoch³onno�æ
oraz czasoch³onno�æ tej metody mo¿e w znacznym
stopniu ograniczaæ jej przydatno�æ. Oocyty pozyskuje
siê równie¿ poprzez nacinanie powierzchni jajnika,
uzyskuj¹c w ten sposób nawet 3-krotnie wiêksz¹ licz-
bê oocytów w porównaniu z metod¹ aspiracji (7).
Oocyty uzyskane tym sposobem mog¹ jednak pocho-
dziæ z pêcherzyków o zbyt ma³ej �rednicy, co mo¿e
hamowaæ ich rozwój in vitro. Liczne dane wskazuj¹
bowiem na zale¿no�æ miêdzy kompetencj¹ rozwojo-
w¹ oocytu a wzrostem pêcherzyka (12, 15, 19). We-
d³ug Lucasa i wsp. (12), oocyty �wini pozyskane z pê-
cherzyków o �rednicy poni¿ej 2,2 mm w znacznie
mniejszym stopniu wykazuj¹ kompetencjê dla pene-
tracji plemników ni¿ oocyty z pêcherzyków o �redni-
cy wiêkszej. Z badañ przeprowadzonych przez Mar-
chala i wsp. (15) wynika natomiast, ¿e spo�ród wszyst-
kich oocytów znajduj¹cych siê w pêcherzykach poni-
¿ej 3 mm, 44% posiada ju¿ zdolno�æ do podjêcia pro-
cesu mejozy. Niemniej jednak tylko niewielka liczba
oocytów (3%) pochodz¹cych z takich pêcherzyków jest
zdolna rozwin¹æ siê po zap³odnieniu do stadium blas-
tocysty. Kolejnym czynnikiem warunkuj¹cym prawid-
³owe dojrzewanie oocytów jest równie¿ ich rozmiar.
Jak podaj¹ Sun i Nagai (26), oocyty o �rednicy mniej-
szej ni¿ 90 µm nie s¹ zdolne do podjêcia procesu me-
jozy w warunkach in vitro.

Optymalna �rednica pêcherzyka i oocytu nie jest jed-
nak gwarantem uzyskania oocytów o doskona³ej ja-
ko�ci. Dlatego te¿ oocyty musz¹ byæ poddawane szcze-
gó³owej analizie i selekcji pod wzglêdem morfologicz-
nym. Prawid³owy, niedojrza³y oocyt powinien charak-
teryzowaæ siê jednolicie granulowan¹, bez zmian mor-
fologicznych cytoplazm¹ oraz spoist¹ warstw¹ ko-
mórek wzgórka jajono�nego. Taka postaæ oocytu jest
okre�lana jako kompleks oocyt�kumulus (cumulus
oocyte complex � COC). Natomiast wszystkie odstêp-
stwa od tych norm, a wiêc oznaki degeneracji cyto-
plazmy, rozproszenie, grudkowato�æ, a tak¿e zmniej-
szenie liczby warstw lub ca³kowity brak komórek wieñ-
ca promienistego s¹ charakterystyczne dla procesu za-
awansowanej atrezji oocytu i eliminuj¹ go z hodowli
in vitro. Z dostêpnych danych wynika, i¿ niemal we
wszystkich badaniach obejmuj¹cych produkcjê zarod-
ków in vitro u �wiñ, wykorzystywane s¹ oocyty po-
chodz¹ce od loszek bêd¹cych w okresie osi¹gania doj-

rza³o�ci p³ciowej (11). Jednak¿e, jak wskazuj¹ bada-
nia przeprowadzone przez licznych autorów (6, 21, 26),
wiek zwierz¹t mo¿e byæ czynnikiem wp³ywaj¹cym na
rozwojowe kompetencje oocytów w warunkach poza-
ustrojowych. Badania Petersa i wsp. (21) wykaza³y,
¿e zarodki pochodz¹cych od loszek bêd¹cych w okre-
sie osi¹gania dojrza³o�ci p³ciowej, charakteryzuj¹ siê
obni¿on¹ zdolno�ci¹ rozwojow¹ i wiêksz¹ wra¿liwo�-
ci¹ na czynniki �rodowiska w warunkach in vitro
w porównaniu do zarodków otrzymanych od loszek
starszych. Badania Ikedy i Takahashiego (6) sugeruj¹,
i¿ ni¿sza efektywno�æ pozaustrojowego otrzymywa-
nia zarodków od niedojrza³ych p³ciowo loszek mo¿e
byæ spowodowana mniejsz¹ zawarto�ci¹ cytoplazmy
w oocytach. Jednak¿e badania Sherrera i wsp. (25) wy-
kaza³y, i¿ oocyty pochodz¹ce od loszek odznaczaj¹ siê
ni¿szym wska�nikiem zap³odnieñ polispermicznych
ni¿ oocyty pozyskane od loch. Niemniej jednak za-
rodki uzyskane w wyniku zap³odnienia oocytów po-
zyskanych od loch osi¹gaj¹ wy¿sze stadium rozwoju
ni¿ w zarodki uzyskane z zap³odnienia oocytów po-
zyskanych od loszek.

W procedurze IVM kluczowe jest zastosowanie
odpowiednich mediów hodowlanych. W wiêkszo�ci
oparte s¹ one na gotowych roztworach syntetycznych,
aczkolwiek wymagaj¹ odpowiedniej suplementacji.
Jedn¹ z po¿ywek jest p³yn TCM-199, bêd¹cy roztwo-
rem soli Earla, uzupe³nionym we w³a�ciwych propor-
cjach aminokwasami, zwi¹zkami energetycznymi, bia³-
kami, hormonami i czynnikami wzrostu (9, 16, 29).
Szeroko akceptowanym medium do dojrzewania in
vitro oocytów �wini jest równie¿ NCSU-23, po¿ywka
opracowana przez Pettersa i Wellsa (22). Porównaw-
cze badania nad tymi po¿ywkami przeprowadzone
przez Marquesa i wsp. (16) wykaza³y podobn¹ efek-
tywno�æ dojrzewania oocytów �wini, niemniej wyniki
uzyskane w procedurze wykorzystuj¹cej TCM-199
cechowa³y siê wiêksz¹ powtarzalno�ci¹. Jednak¿e po-
tencja³ rozwojowy oocytów dojrzewaj¹cych w mediach
hodowlanych jest ni¿szy od oocytów dojrzewaj¹cych
w warunkach fizjologicznych (1).

Dojrzewanie oocytu obejmuje zarówno jego j¹dro,
jak i cytoplazmê. Dojrzewanie cytoplazmy ogrywa
znacz¹c¹ rolê, gdy¿, jak podaj¹ Marchal i wsp. (14),
brak rozwojowych kompetencji w dojrzewaniu cyto-
plazmatycznym mo¿e zak³óciæ ca³y proces nawet przy
jednoczesnym prawid³owym dojrzewaniu j¹dra. Zja-
wisko niedojrza³o�ci cytoplazmatycznej oocytów �wini
poddanych dojrzewaniu in vitro jest czêsto spotykane.
Wynika ono z zaburzeñ w przemieszczaniu mitochon-
driów w cytoplazmie, nieprawid³owo�ci w transpor-
cie sygna³ów, jonów, zw³aszcza wapniowych. Z ba-
dañ przeprowadzonych przez Niwa (18) wynika po-
nadto, ¿e brak cytoplazmatycznego dojrzewania oocytu
jest pó�niej odzwierciedlony w obni¿onych mo¿liwo�-
ciach kszta³towania siê mêskiego przedj¹drza (MPN
� male pronucleus) i rozwijaniu siê zygoty do stadium
blastocysty.
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Media hodowlane uzupe³niane s¹ równie¿ p³ynem
pêcherzykowym. Stwierdzono, ¿e zarodki uzyskane
z oocytów hodowanych w po¿ywkach wzbogaconych
p³ynem folikularnym wykazuj¹ wiêkszy potencja³ roz-
wojowy (23, 30). Rath i wsp. (23) stwierdzili, i¿ �wiñ-
ski p³yn pêcherzykowy (pFF � porcine follicular fluid)
dodawany do medium IVM korzystnie wp³ywa na
wznowienie mejozy i formowanie MPN. Natomiast
Yoshida i wsp. (30) dowiedli, i¿ dodatek pFF do me-
dium IVM warunkuje prawid³owe podzia³y mitotycz-
ne zygoty i jest istotnym czynnikiem ograniczaj¹cym
zjawisko polispermii. Niektórzy autorzy podjêli te¿
próbê okre�lenia wp³ywu niektórych zwi¹zków anty-
oksydacyjnych na pozaustrojow¹ hodowlê oocytów.
Park i wsp. (20), dodaj¹c do mediów hodowlanych
dysmutazê ponadtlenkow¹, wykazali jej korzystny
wp³yw na formowanie siê mêskiego i ¿eñskiego przed-
j¹drza. Dodatek tego enzymu do medium zarówno
w czasie dojrzewania, jak równie¿ podczas zap³odnie-
nia efektywnie wspomaga³ tworzenie siê tych struktur
w zap³odnionych oocytach �wini.

Pozaustrojowe dojrzewanie oocytów przebiega
w ró¿nym czasie, charakterystycznym dla danego ga-
tunku. U �wiñ czas trwania tego procesu wynosi oko-
³o 48 godzin (15). Wizualnymi wyznacznikami
dojrza³o�ci oocytu s¹: obecno�æ pierwszego cia³ka kie-
runkowego w przestrzeni oko³o¿ó³tkowej oraz widocz-
na ekspansja komórek wzgórka jajono�nego (29). Jed-
nocze�nie s¹ one kryteriami promuj¹cymi do dalszej
procedury w³a�nie te oocyty, które daj¹ najwiêksze
prawdopodobieñstwo pomy�lnego przeprowadzenia
zap³odnienia pozaustrojowego i uzyskania prawid³o-
wych zarodków.

Spo�ród wszystkich gatunków zwierz¹t gospodar-
skich w zakresie metod pozaustrojowego pozyskiwa-
nia zarodków najmniejszy postêp uczyniono u �wiñ.
Dlatego te¿ opracowanie takich technik hodowli, któ-
re umo¿liwia³yby prawid³owy rozwój wiêkszej liczby
zap³adnianych oocytów �wini w warunkach pozaustro-
jowych oraz uzyskanie znacznej powtarzalno�ci me-
tody wydaje siê niezbêdne.
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