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Selected aspects of pig oocytes maturation in vive and in vitro

Summary

QOocytes 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.
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Pomimo znacznego postepu, jaki dokonat si¢ w tech-
nikach hodowli in vitro, pozaustrojowe dojrzewanie
oocytéw $winskich nadal stwarza wiele trudnosci.
Dlatego tez w niniejszym opracowaniu przedstawio-
no specyfike dojrzewania oocytéw swini w warunkach
fizjologicznych 1 wybrane problemy dotyczace dojrze-
wania tych gamet w warunkach pozaustrojowych.

Dojrzewanie oocytow Swini in vivo

Oocyt ssaka jest jedna z najdiuzej zyjacych komo-
rek w organizmie, a znaczenie tej komorki jest $cisle
zwigzane z przekazywaniem genomu nastgpnym po-
koleniom. Wyjatkowe cechy oocytu sa takze zwiaza-
ne z jego szczegolnym cyklem 2 zy01a

Oocyt formuje SlQ w okresie zycia ptodowego i na-
stgpnie jego rozwoj jest zatrzymany w diplotenie me-
jozy az do uzyskania przez samicg dojrzatosci plcio-
wej. W kategoriach cyklu komoérkowego zablokowa-
ny w stadium diplotenu oocyt znajduje si¢ w poznej
fazie G,. U $wini badania potwierdzajace, ze oocyt
W tym stadium utrzymuje si¢ az do okresu owulacyj-
nego, przeprowadzili Spalding i wsp. (cyt. 24) juz po-
nad 50 lat temu. Zablokowanie cyklu komoérkowego
w fazie diplotenu nie oznacza, ze zatrzymane sa inne
procesy zwiazane z roznicowaniem oocytu. Diplo-
tenowe oocyty przechodza okres wysokiej aktyw-

nosci metabolicznej zwany faza wzrostu. Charakte-
rystyczna dla tego okresu jest wzmozona synteza oraz
pobieranie metabolitow niezbgdnych dla wypetienia
funkcji oocytu, zwiazanych z zaptodnieniem i podtrzy-
maniem pierwszych etapéw rozwoju zarodkowego,
u $wini co najmniej do stadium czterech blastomerow
(2). W fazie wzrostu oocyty wielokrotnie zwigkszaja
swoja objetos¢. Badania kinetyki wzrostu oocytow
1 pecherzykow jajnikowych §wini wykazaty, ze najin-
tensywniejszy wzrost oocytu zachodzi w pecherzykach
przedantralnych, w ktorych $rednica oocytu zwigksza
si¢ z 30 do 100 pum (17).

W okresie przedowulacyjnym pod wptywem bodz-
coOw hormonalnych oocyt przechodzi proces dojrze-
wania, a nastgpnie tuz przed owulacja zakoficzony
zostaje pierwszy podzial mejotyczny. Najwazniejszym
sygnalem umozliwiajacym wznowienie mejozy Jest
przedowulacyjny pik LH (luteinizing hormone), a naj-
istotniejsze procesy zwiazane z dojrzewaniem oocytu
zachodza podczas ostatnich dwoéch dni przed owula-
cja (24). Jak donosi Hunter (5), wznowienie mejozy
w oocytach §wini nastgpuje okoto 36-40 godzin po wy-
rzucie gonadotropin, za$ bezposrednim czynnikiem
umozliwiajacym przetamanie bloku diplotenowego jest
aktywacja czynnika MPF (maturation promoting fac-
tor), a w przypadku oocytow $§wini rowniez MAPK
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(mitogen-activated protein kinases). Proces mejozy
ponownie zatrzymuje si¢ na etapie podziatu metafazy
IT i w tym stadium oocyt jest uwalniany podczas owu-
lacji. Za zatrzymanie podzialu mejotycznego odpowie-
dzialny jest cytoplazmatyczny czynnik CSF (cytosta-
tic factor), ktory pojawia si¢ tylko w mejotycznym
cyklu komorkowym oocytéw. Jego inaktywacja nastg-
puje po wniknigciu plemnika i dopiero wtedy mozli-
we jest dokonczenie mejozy (5).

W wyniku dojrzewania oocyt uzyskuje tzw. kom-
petencje rozwojowa, ktoéra oznacza jego dojrzatosé
jadrowa i cytoplazmatyczna. Wielu autorow podkres-
la, Ze uzyskanie przez oocyt kompetencji Jest warun-
kiem prawidtowego zaptodnienia i rozwoju zarodko-
wego (2, 5). Prowadzone w tym zakresie prace wska-
zuja ponadto, ze kompetencja rozwojowa oocytu (ka-
pacytacja oocytu) nabywana jest w srodowisku pgche-
rzyka jajnikowego podczas stadidow poprzedzajacych
owulacje (2, 13).

Dojrzewanie jadrowe polega na procesach zwiaza-
nychz podzialem mej otycznym, a pierwsza widoczna
oznaka jego rozpoczgcia jest kondensacja chromaty-
ny irozpuszczenie ostonki jadrowej oocytu, okreslane
jako zanik pecherzyka zarodkowego (GVBD — germi-
nal vesicle break down) (5, 28). Wraz z rozpadem pg-
cherzyka zarodkowego rozpoczyna si¢ faza M cyklu
komoérkowego, a jak donosi Hunter (5), zdolnos¢ prze-
kroczenia fazy G, 1 kontynuowania mejozy oznacza
kompetencjg mejotyczna oocytu. Powyzszy autor pod-
kresla rowniez, ze oocyty swini dla uzyskania dojrza-
tosci ] jadrowej wymagaja niemal dwa razy wigcej cza-
su niz oocyty innych gatunkéw zwierzat gospodar-
skich. Motlik i Fulka w 1976 1. (cyt. 5) stwierdzili, iz
procesy zwiazane z przeksztalcaniem si¢ pgcherzyka
zarodkowego trwaja 20-24 godziny, a stadium meta-
fazy oocyty swinskie osiagaja po 40-46 godzinach.
Ponadto w oocytach $wini, w odroéznieniu od oocytow
mysich kondensacja chromatyny i zanik pgcherzyka
zarodkowego poprzedzone sa czynna transkrypcja
i translacja. Transkrypcja zostaje zahamowana dopie-
ro po rozpoczgciu dojrzewania, ale nadal w oocytach
utrzymywana jest translacja. Zmienia si¢ jednak pro-
fil jakoSciowy syntezy biatek, pewne specyficzne bial-
ka przestaja by¢ syntetyzowane (np. biatka ostonki
przejrzystej), inne z kolei pojawiaja si¢ dopiero po
rozpoczeciu dojrzewania mejotycznego — np. tkanko-
wy aktywator plazminogenu (5).

Po rozpoczgciu dojrzewania i zaniku pecherzyka
zarodkowego w bezposrednim sasiedztwie kondensu-
jacej chromatyny dochodzi do formowania si¢ mikro-
tubul i powstania wrzeciona (28). Wrzeciono metafa-
zowe przez kilka godzin, az do zainicjowania anafazy
pozostaje niefunkcjonalne, co powoduje wydluzenie
dojrzewania mejotycznego do czasu niezbednego dla
przeprowadzenia kompleksowych zmian obejmuja-
cych dojrzewanie cytoplazmatyczne. Rownolegle
z dojrzewaniem jadrowym zachodza bowiem zmiany
wlasciwosci biochemicznych oocytu, sktadajace si¢ na
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dojrzewanie cytoplazmatyczne. Charakter tych zmian
pozostaje w duzym stopniu nieznany, ale wiadomo, ze
obejmuje m.in. wzmozona produkcje glutationu, prze-
mieszczanie mitochondriow, zdolno§¢ magazynowa-
nia Srodkomorkowego wapnia (13).

Posrednim wskazZnikiem dojrzato$ci oocytu, zwlasz-
cza pod wzgledem dojrzatosci cytoplazmatycznej,
moze by¢ jego wielko$¢ (4, 19) Wskazuja na to bada-
nia, w ktérych stwierdzono, ze oocyt mimo zakoncze-
nia pierwszego podzialu mejotycznego nie nabywa
catkowitej kompetencji az do osiagnigcia ostateczne-
go rozmiaru (5). Wedtug niektorych autorow (2, 4),
wzrost oocytu nie konczy si¢ w fazie wzrostu i oocyt
powigksza swoja objetos¢ nawet w pecherzykach
przedowulacyjnych.

Wzrost oocytu w duzym stopniu pozostaje pod kon-
trola czynnikow produkowanych przez komorki ziar-
niste, zwtaszcza komorki wzgorka jajono$nego — ko-
morki kumulusa (2). Sposréd tych czynnikéw podkres-
la si¢ czynnik stymulujacy kolonie (CSF — colony-
-stimulating factor) i ligand dla receptora c-kit. Po-
nadto komorki wzgérka jajonosnego dostarczaja do
oocytu nukleozydy, aminokwasy, fosfolipidy i utrzy-
muja w dojrzewajacym oocycie rownowage jonowa
oraz stabilno§¢ mRNA (5). Dane przedstawione przez
Gandolfi i wsp. (2) wskazuja, ze stabilnos¢ mRNA jest
decydujaca dla normalnego rozwoju, a jakiekolwiek
zaktocenie tego delikatnego procesu zmniejsza kom-
petencjg rozwojowa oocytu i w konsekwencji powo-
duje zahamowanie rozwoju zarodkowego. Udziat pe-
cherzyka w kompetencji rozwojowej oocytu zaznacza
sig¢ takze poprzez tkankowe inhibitory metaloproteinaz
(TIMP — tissue inhibitors of metalloproteinase), ktore
uwazane sg za glowne wydzielnicze produkty komo-
rek ziarnistych i ostonkowych po przedowulacyjnym
wyrzucie LH (5).

Powyzsze dane wskazuja, jak wazna rolg w dojrze-
waniu oocytu odgrywa $rodowisko tworzone przez
pecherzyk jajnikowy. Dlatego tez uzasadnione sa ba-
dania nad fizjologicznie wystgpujacymi zmianami
w sktadzie ptynu pgcherzykowego, jak rowniez mo-
dyfikacje srodowiska dojrzewania oocytu in vitro, ktore
wciaz dostarczaja nowych informacji o hormonalnych
1 pecherzykowych czynnikach regulujacych koncowe
dojrzewanie oocytu.

Dojrzewanie oocytow Swini in vitro

Pozaustrojowe dojrzewanie oocytow jest elementem
sktadowym kompleksowej metody produkcji zarod-
kow obejmujacej pozyskiwanie oocytow, przeprowa-
dzenie dojrzewania oocytow in vitro (IVM — in vitro
maturation), zaptodnienie in vitro (IVF —in vitro ferti-
lization) oraz hodowle wyselekcjonowanych zygot
(IVP — in vitro production). Jest ona wykorzystywana
u wielu gatunkow zwierzat (3, 8, 10, 19), aczkolwiek
procedura ta jest gatunkowo specyficzna.

Zrédlem gamet zenskich wykorzystywanych do
przeprowadzenia dojrzewania pozaustrojowego sa nie-
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dojrzate oocyty, pozyskiwane najczesciej z jajnikow
pochodzacych od zwierzat bezposrednio po ich ubo-
ju. W praktyce oocyty pozyskiwane sa z pecherzykow
antralnych o $rednicy od 2 do 6 mm, przy zastosowa-
niu kilku ogoélnie przyjgtych technik. Jedna z nich jest
aspiracja zawarto$ci pgcherzyka za pomoca strzykaw-
ki zaopatrzonej w igle, ktora pozwala na uzyskanie od
30% do 60% oocytow w stosunku do liczby aspirowa-
nych pecherzykow. Wydajniejsza metoda jest izolacja
1 rozrywanie pecherzykoéw pod kontrolg mikroskopu
stereoskopowego. Uzycie tej metody pozwala na uzys-
kanie praktycznie wszystkich oocytow zawartych
w pecherzykach, niemniej jednak duza pracochtonno$¢
oraz czasochlonno$¢ tej metody moze w znacznym
stopniu ograniczac jej przydatnos¢. Oocyty pozyskuje
si¢ rowniez poprzez nacinanie powierzchni jajnika,
uzyskujac w ten sposob nawet 3-krotnie wigksza licz-
bg oocytow w poréwnaniu z metoda aspiracji (7).
Oocyty uzyskane tym sposobem moga jednak pocho-
dzi¢ z pqcherzyk()w o zbyt matej $rednicy, co moze
hamowa¢ ich rozwoj in vitro. Liczne dane wskazuja
bowiem na zalezno$¢ migdzy kompetencja rozwojo-
wa oocytu a wzrostem pqcherzyka (12, 15, 19). We-
dlug Lucasa i wsp. (12), oocyty $wini pozyskane Zpg-
cherzykow o Srednicy ponizej 2,2 mm w znacznie
mniejszym stopniu wykazuja kompetenCJQ dla pene-
tracji plemnikoéw niz oocyty z pecherzykow o sredni-
cy wigkszej. Z badan przeprowadzonych przez Mar-
chala i wsp. (15) wynika natomiast, ze sposrod wszyst-
kich oocytéw znajdujacych si¢ w pecherzykach poni-
zej 3 mm, 44% posiada juz zdolno$¢ do podjgcia pro-
cesu mejozy. Niemniej jednak tylko niewielka liczba
oocytow (3%) pochodzqcych z takich pgcherzykow jest
zdolna rozwina¢ si¢ po zaptodnieniu do stadium blas-
tocysty. Kolejnym czynnikiem warunkuj acym praw1d-
towe dOJrzewanle oocytoéw jest rowniez ich rozmiar.
Jak podaja Sun i Nagai (26), oocyty o $rednicy mniej-
szej niz 90 pm nie sa zdolne do podjecia procesu me-
jozy w warunkach in vitro.

Optymalna $rednica pecherzyka i oocytu nie jest jed-
nak gwarantem uzyskania oocytow o doskonatej ja-
kosci. Dlatego tez oocyty musza by¢ poddawane szcze-
gotowej analizie 1 selekcji pod wzglgdem morfologicz-
nym. Prawidtowy, niedojrzaty oocyt powinien charak-
teryzowac sig jednolicie granulowana, bez zmian mor-
fologicznych cytoplazma oraz spoista warstwa ko-
morek wzgorka jajono$nego. Taka posta¢ oocytu jest
okreslana jako kompleks oocyt—kumulus (cumulus
oocyte complex — COC). Natomiast wszystkie odstep-
stwa od tych norm, a wigc oznaki degeneracji cyto-
plazmy, rozproszenie, grudkowatos¢, a takze zmniej-
szenie liczby warstw lub catkowity brak komoérek wien-
ca promienistego sa charakterystyczne dla procesu za-
awansowanej atrezji oocytu i eliminuja go z hodowli
in vitro. Z dostgpnych danych wynika, iz niemal we
Wszystkich badaniach obejmujacych produkcejg zarod-
koéw in vitro u $win, wykorzystywane sa oocyty po-
chodzace od loszek bedacych w okresie osiagania doj-
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rzatosci ptciowej (11). Jednakze, jak wskazuja bada-
nia przeprowadzone przez licznych autoréw (6, 21, 26),
wiek zwierzat moze by¢ czynnikiem wptywajacym na
rozwojowe kompetencje oocytow w warunkach poza-
ustrojowych. Badania Petersa i wsp. (21) wykazaty,
ze zarodki pochodzqcych od loszek bedacych w okre-
sie osiagania dojrzalosci piciowej, charakteryzuja sig
obmzonat zdolno$cia rozwojowa 1 wigksza wrazliwos-
cia na czynniki srodowiska w warunkach in vitro
w porownaniu do zarodkow otrzymanych od loszek
starszych. Badania Ikedy i Takahashiego (6) sugeruja,
iz nizsza efektywnos$¢ pozaustrojowego otrzymywa-
nia zarodkow od niedojrzatych ptciowo loszek moze
by¢ spowodowana mniejsza zawarto$cia cytoplazmy
w oocytach. Jednakze badania Sherrera i wsp. (25) wy-
kazaty, iz oocyty pochodzace od loszek odznaczajq si¢
nizszym wskaznikiem zaplodnien polispermicznych
niz oocyty pozyskane od loch. Niemniej jednak za-
rodki uzyskane w wyniku zaptodnienia oocytéw po-
zyskanych od loch osiagaja wyzsze stadium rozwoju
niz w zarodki uzyskane z zaptodnienia oocytéw po-
zyskanych od loszek.

W procedurze IVM kluczowe jest zastosowanie
odpowiednich mediow hodowlanych. W wigkszosci
oparte sg one na gotowych roztworach syntetycznych,
aczkolwiek wymagaja odpowiedniej suplementacji.
Jedna z pozywek jest ptyn TCM-199, bedacy roztwo-
rem soli Earla, uzupetnionym we wiasciwych propor-
cjach aminokwasami, zwigzkami energetycznymi, biat-
kami, hormonami i czynnikami wzrostu (9, 16, 29).
Szeroko akceptowanym medium do dojrzewania in
vitro oocytow swini jest rowniez NCSU-23, pozywka
opracowana przez Pettersa i Wellsa (22). Porownaw-
cze badania nad tymi pozywkami przeprowadzone
przez Marquesa i wsp. (16) wykazaiy podobnq efek-
tywnos$¢ dojrzewania oocytoOw swini, niemniej wyniki
uzyskane w procedurze wykorzystujqcej TCM-199
cechowaly si¢ wigksza powtarzalno$cia. Jednakze po-
tencjat rozwojowy oocytow dojrzewajacych w mediach
hodowlanych jest nizszy od oocytow dojrzewajacych
w warunkach fizjologicznych (1).

Dojrzewanie oocytu obejmuje zarowno jego jadro,
jak 1 cytoplazmg. Dojrzewanie cytoplazmy ogrywa
znaczacq rolg, gdyz, jak podaja Marchal 1 wsp. (14),
brak rozwojowych kompetencji w dojrzewaniu cyto-
plazmatycznym moze zakldci¢ caly proces nawet przy
jednoczesnym prawidtowym dojrzewaniu jadra. Zja-
wisko niedojrzatosci cytoplazmatycznej oocytow Swini
poddanych dojrzewaniu in vitro jest czgsto spotykane.
Wynika ono z zaburzen w przemieszczaniu mitochon-
driow w cytoplazmie, nieprawidlowosci w transpor-
cie sygnatow, jonoéw, zwlaszcza wapniowych. Z ba-
dan przeprowadzonych przez Niwa (18) wynika po-
nadto, Ze brak cytoplazmatycznego dojrzewania oocytu
jest pozniej odzwierciedlony w obnizonych mozliwos-
ciach ksztattowania si¢ meskiego przedjadrza (MPN
—male pronucleus) i rozwijaniu sig zygoty do stadium
blastocysty.



Medycyna Wet. 2008, 64 (4A)

Media hodowlane uzupehiane sg rowniez ptynem
pecherzykowym. Stwierdzono, ze zarodki uzyskane
z oocytéw hodowanych w pozywkach wzbogaconych
ptynem folikularnym wykazuja wigkszy potencjat roz-
wojowy (23, 30). Rath i wsp. (23) stwierdzili, iz $win-
ski ptyn pecherzykowy (pFF — porcine follicular fluid)
dodawany do medium IVM korzystnie wptywa na
wznowienie mejozy i formowanie MPN. Natomiast
Yoshida i wsp. (30) dowiedli, iz dodatek pFF do me-
dium IVM warunkuje prawidtowe podziaty mitotycz-
ne zygoty 1 jest istotnym czynnikiem ograniczajacym
zjawisko polispermii. Niektorzy autorzy podjeli tez
probe okreslenia wptywu niektorych zwiazkoéw anty-
oksydacyjnych na pozaustrojowa hodowlg oocytow.
Park 1 wsp. (20), dodajac do mediéw hodowlanych
dysmutazg ponadtlenkowa, wykazali jej korzystny
wplyw na formowanie si¢ mgskiego i zenskiego przed-
jadrza. Dodatek tego enzymu do medium zar6wno
w czasie dojrzewania, jak réwniez podczas zaplodnie-
nia efektywnie wspomagat tworzenie si¢ tych struktur
w zaptodnionych oocytach §wini.

Pozaustrojowe dojrzewanie oocytoOw przebiega
w réoznym czasie, charakterystycznym dla danego ga-
tunku. U §win czas trwania tego procesu wynosi oko-
to 48 godzin (15). Wizualnymi wyznacznikami
dojrzalosci oocytu sa: obecnos¢ pierwszego ciatka kie-
runkowego w przestrzeni okotozottkowej oraz widocz-
na ekspansja komorek wzgorka jajonosnego (29). Jed-
nocze$nie sa one kryteriami promujacymi do dalszej
procedury wtasnie te oocyty, ktore daja najwigksze
prawdopodobienstwo pomysinego przeprowadzenia
zaplodnienia pozaustrojowego 1 uzyskania prawidto-
wych zarodkow.

Sposrod wszystkich gatunkdéw zwierzat gospodar-
skich w zakresie metod pozaustrojowego pozyskiwa-
nia zarodkdw najmniejszy postep uczyniono u $win.
Dlatego tez opracowanie takich technik hodowli, kt6-
re umozliwiatyby prawidtowy rozwoj wigkszej liczby
zaptadnianych oocytéw $wini w warunkach pozaustro-
jowych oraz uzyskanie znacznej powtarzalnosci me-
tody wydaje si¢ niezbgdne.
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