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Selected aspects of canine oocytes maturation, fertilization and embryo development in dogs

Summary

The development of assisted reproductive techniques in dogs creates new possibilities to protect many
species from extinction. The efficiency of oocytes maturation in bitches in vitro is much lower in comparison to
other mammals. That is why there are many limitations in the development of methods of reproduction bio-
technology in this species, i.e. embryo production (IVP), cryopreservation of semen or the transfer of nuclei.
The oocytes of bitches existing in the follicle environment are influenced by the activity of progesterone, while
the re-start and finish of the meiotic division in these cells takes place in the uterine tube. In contrast to bitches,
in the case of the majority of mammals estrogens are dominating hormones and ovulating oocytes are in
metaphase 11 of meiotic division. Differences in the process of oocytes maturation between several species of
mammals make it impossible to create optimal and at the same time universal conditions of in vitro production.
A relatively late implantation of the embryo in dogs can also be observed. In the present article questions
connected with the process of in vivo and in vitro oocytes maturation were described as well as the fertilization

and initial stages of embryo development in dogs.
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Procesy dojrzewania oocytow (owocytow) w warun-
kach in vitro (IVM) oraz zaptodnienia (IVF) sa w przy-
padku psoéw znacznie stabiej poznane w poréwnaniu
do pozostatych gatunkéw ssakow. Dojrzewanie oocy-
tow in vitro jest ztozonym procesem dotyczacym za-
rowno komorek jaj owych jak 1 somatycznych komo-
rek wzgorka jajono$nego. Proces ten regulowany jest
przez ekspresje wielu gendw, ktorych produkty biat-
kowe katalizuja wazne dla rozwoju szlaki metabolicz-
ne. W optymalnych warunkach jedynie 20% oocytéw
osiaga dojrzato$¢ molekularna (4, 11). Pelna dojrza-
tos¢ jadrowa jest jednym z etapéw procesu sklada-
jacego si¢ na uzyskanie przez oocyty zdolnosci do
zaptodnienia oraz prawidlowego rozwoju zarodka.
Drugim etapem jest dojrzewanie cytoplazmatyczne,
ktorego skutkiem jest formowanie przedjadrzy tuz po
zaptodnieniu oraz ilosciowe 1 jakosciowe zmiany kom-
partmentow cytoplazmy (13). Oocyty psow nabywaja
zdolnos$ci rozwojowej poprzez pobleranle substancji
odzywczych ze srodowiska wewnatrz- 1 zewnatrzpg-
cherzykowego (jajowodowego). Ultrastrukturalne
zmiany oocytow na etapie ich wczesnego rozwoju sa
wspolne dla wigkszosci gatunkow ssakow (26). Jed-
nak w miarg uzyskiwania przez te komorki petnej doj-

rzalosci Jqdrowej oraz cytoplazmatycznej zarysowuja
SlQ znaczne roznice gatunkowe Roéznice te przejawia-
ja sig, miedzy innymi, w duzej ilosci ttuszczow zgro-
madzonych w pecherzyku zottkowym, ktore nadaja
oocytom ciemne zabarwienie (26). Podczas wewnatrz-
pecherzykowego wzrostu oocytoOw nastgpuje znaczne
zwigkszenie aktywnosci transkrypcyjnej. Wzrost syn-
tezy RNA oraz bialek jest niezbedny do regulacji cyto-
plazmatycznego dojrzewania oocytow. Istotna role
w tym procesie odgrywaja rowniez poiqczenia typu gap
junction, ktore umozliwiaja wymiang jonow (Ca**) oraz
niewielkich czasteczek regulatorowych (cAMP) po-
miqdzy komorka jajowa a komoérkami wzgorka jajo-
nosnego (7, 25). Sugeruje sig, ze uzyskanie fizyczne-
go kontaktu pomigdzy komoérkami somatycznymi
a oocytem jest warunkiem wstgpnym dla wznowienia
oraz zatrzymania podzialu mejotycznego (22).
Uwaza sig, ze kluczowym elementem w poznaniu
mechanizmoéw kierujacych rozrodem psow bedzie
stworzenie optymalnych warunkéw do wzrostu i doj-
rzewania komplekséw oocyt—wzgodrek jajonos$ny
(COC) oraz uzyskanie wysokiego potencjatu rozwo-
jowego zarodkow. Modyfikacje te polegaja na utrzy-
mywaniu oocytéw w warunkach in vitro w obecnosci
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réznych substancji wplywajacych na ekspresje wybra-
nych gendéw oraz tym samym regulujacych wazne szla-
ki metaboliczne.

Regulacja dojrzewania oocytow in vivo

Proces dojrzewania oocytow in vivo regulowany jest
przez syntezg i aktywacjg szeregu czynnikow. Naleza
do nich czynniki wydzielane przez jajniki (30). U ssa-
kéw wzrost pecherzykowy jest regulowany glownie
poprzez hormony gonadotropowe oraz steroidowe.
U suk stezenie FSH w surowicy krwi wynosi okoto
100 ng/ml w fazie przedrujowej (proestrus) i zwigk-
sza si¢ podczas sekrecji LH poprzedzaj acej owulacje
(3). Podczas fazy przedrujowej (proestrus) stezenie LH
jest bardzo niskie 1 zwigksza si¢ do 8-50 ng/mlna 1 do
2 dni przed jajeczkowaniem. Stgzenie estradiolu jest
rézne w poszczegdlnych fazach cyklu. Podczas p6z-
nego proestrus badz wczesnej fazy rujowej (oestrus)
jego stgzenie wynosi 11-50 pg/ml. W fazie rujowe;,
poziom estradiolu w surowicy obniza si¢ w zwiazku
ze zwigkszona sekrecja progesteronu, ktérego steze-
nie ros$nie od 0,8 ng/ml we wczesnym proestrus do
> 1 ng/ml przed Jajeczkowanlem (3). Wzrost peche-
rzykow jajnikowych u suk rézni si¢ pod kilkoma
wzgledami od analogicznego procesu u samic innych
gatunkow zwierzat domowych. Wzrost stezenia LH
w komorkach ziarnistych, poprzedzajacy jajeczkowa-
nie prowadzi do ekspozycji oocytow na wysokie ste-
zenie progesteronu. Stezenie progesteronu w piyme pe-
cherzykowym, po przedowulacyjnym wzroscie LH do
stezenia > 7 ng/ml, wynosi okoto 7700 ng/ml. Jednak
jego koncentracja w ptynie jajowodowym, w fazie uzy-
skania przez oocyty petnej dojrzalosci jest zazwyczaj
nizsza (29).

Podczas zahamowanej sekrecji progesteronu estra-
diol reguluje funkcj¢ komoérek wydzielniczych, w kto-
rych odbywa si¢ synteza i sekrecja wysokoczastecz-
kowych glikoprotein zaleznych od estrogenu. Biatka
te sa wydzielane do $§wiatta jajowodu podczas owula-
cji, zaptodnienia oraz poczatkowych stadiow rozwoju
zarodkowego (28). Obecno$s¢ mRNA dla jajowodo-
wej glikoproteiny wykazano we wszystkich trzech
odcinkach jajowodu suki. Ponadto udowodniono, ze
biatko to wykazuje duza homologi¢ w odniesieniu do
innych gatunkow ssakoéw (28). Sugeruje sig, ze ulega
ono 1nterakCJ1 z plemnikami, wptywajac na ich ruchli-
wos¢, kapacytacje oraz zdolnos¢ do penetracji oston-
ki przejrzystej komorki jajowej (28).

Wszystkie czynniki, ktére docieraja do oocytow
wplywaja na osiagnigcie przez te komorki peinej doj-
rzatos$ci jadrowej 1 cytoplazmatycznej. Proces dojrze-
wania jadrowego jest regulowany poprzez sekrecj¢ LH.
Hormon ten aktywuje mechanizmy komunikacji po-
migdzy komoérkami, modyfikuje wewnatrzkomor-
kowy sktad jondéw oraz inicjuje kaskadg transdukcji
sygnatow z ich udziatem. Efektem tych zmian jest ak-
tywacja dwoch czynnikow regulujacych cykl komor-
kowy, tj. czynnika indukujacego dojrzewanie (MPF —
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maturation promoting factor) oraz kinazy biatek akty-
wujacej podzialy komoérki (MAPK — mitogen-activa-
ted protein kinase) (14). Czynniki regulujace wzno-
wienie podzialu mejotycznego w oocytach suk po
owulacji oraz uktady transdukcji sygnatow w komplek-
sach oocyt—komorki wzgorka jajonosnego (COC —
cummulus—oocyte complex) sa stabo poznane. Wyni-
ki szeregu badan wskazuja, ze synteza MPF odbywa
si¢ w stadium zaniku pecherzyka zarodkowego (GVBD
— germinal vesicle break down) i moze by¢ zwiazana
zmodyfikacja struktury chromatyny. Natomiast aktyw-
no$¢ MAPK wykazuje wyrazna korelacj¢ z tworze-
niem si¢ struktur mikrotubulinowych (19).

Regulacja dojrzewania oocytow in vitro

W przypadku dojrzewania oocytdw in vivo kluczo-
wa rolg odgrywaja biatka zawarte w ptynie pecherzy-
kowym 1 jajowodowym. Natomiast proces dojrzewa-
nia in vitro regulowany jest w duzej mierze przez od-
powiednie pozywki wzbogacone o hormony, biatka,
substraty energetyczne oraz przeciwutleniacze.

Pozywki hodowlane

Pozywki wykorzystywane do hodowli oocytoéw in
vitro wptywaja stymulujaco zard6wno na dojrzewanie
tych komorek, jak i poczatkowe stadia rozwoju em-
brionalnego. Klasyfikacja pozywek opiera si¢ na ich
sktadzie chemicznym. Proste pozywki sa roztworem
soli fizjologicznej wzbogaconej o substancje energe-
tyczne, tj. pirogronian, mleczan oraz glukozg. Nato-
miast pozywki ztozone zawieraja w swoim sktadzie
aminokwasy, witaminy oraz inne substancje wptywa-
jace na metabolizm komorki (5). Najczesciej wyko-
rzystywanymi pozywkami do hodowli oocytow suk sa
proste pozywki mKRB (Modified Krebs Singer Bicar-
bonate), SOF (Synthetic Oviductal Fluid) oraz ztozo-
ne TCM 199 (18, 31). Udowodniono, ze stosowanie
ztozonych pozywek (TCM) do hodowli oocytow in
vitro zwigksza szybkos$¢ ich dojrzewania w pordwna-
niu do prostych pozywek (23, 24).

Hormony

Sekrecja hormondéw poprzedzajaca owulacjg jest
niezbedna do wyksztatcenia zdolno$ci oocytow do
odpowiedzi na substancje wydzielane z jajowodu, sty-
mulujace wznowienie podziatu mejotycznego oraz
dojrzewanie tych komorek. Dodanie hormonow go-
nadotropowych wydaje si¢ konieczne do uzyskania
petnej dojrzatosci. Wykazano, ze FSH prowadzi do
wznowienia podzialu mejotycznego w warunkach in
vitro poprzez regulacjg stgzenia cAMP w kompleksie
COC (10). Ponadto hormon ten stymuluje rozwoj
komorek wzgorka oraz nabywanie zdolno$ci do po-
dzialéw mejotycznych (24). Natomiast osiagnigcie
przez oocyty pelnej dojrzatosci jadrowej wykazuje
ujemna korelacjg z rozwojem komorek wzgorka jajo-
nos$nego oraz stezeniem hormonow gonadotropowych
(FSH, LH), (23). Brak sekrecji FSH powoduje znie-
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sienie bloku mejotycznego oraz wzrost liczby komo-
rek osiagajacych stadium GVBD (18). Sugeruje sig,
ze efekt dziatania FSH i LH moze by¢ wzmocniony
przez dodanie do pozywki hormonéw steroidowych.
Uwaza sig, ze dodatek zarowno FSH, jak i estradiolu
do pozywki hodowlanej jest najblizszy srodowisku
fizjologicznemu oocytow oraz znacznie przyspiesza
osiagnigcie przez te komoérki dOJrzalosm (17). Ptyn
pecherzykowy charakteryzuje si¢ wysokim stgzeniem
progesteronu. Willingham-Rocky i wsp. (29) wykaza-
li, ze dodanie do pozywki progesteronu w stezeniach
od 1 do 8000 ng/ml nie wplywa znaczaco na wzno-
wienie podziatlu mejotycznego oraz uzyskanie petnej
dojrzatosci jadrowej oocytow suk. Zwigkszenie steze-
nia progesteronu lub estrogenu do 1 pg/ml réwniez
nie miato istotnego wptywu na przebieg tych proce-
sow (8).

Badania nad wptywem hormonu wzrostu na rozwoj
1 dojrzewanie oocytow wykazaty, ze bydlgca somato-
tropina (bST-bovine somatotropin) w st¢zeniu 1-10 pg/
ml nie miala wptywu na osiagnigcie dojrzalo$ci jadro-
wej. Natomiast dodanie ludzkiej somatotropiny (hST
— human somatotropin) nieznacznie zwigkszato licz-
be komorek jajowych osiagajacych stadium MII (18).

Inne suplementy organiczne

Natychmiast po owulacji proces transkrypcji gendw
w oocytach zostaje zatrzymany (22). Zatrzymanie po-
dziatlu mejotycznego nastgpuje na skutek wplywu
zwiazkow hamujacych. Towarzyszy temu zahamowa-
nie transkrypcji oraz wiele ultrastrukturalnych mody-
fikacji cytoplazmy oocytow, dzigki ktorym nabywajq
one zdolnosci do dalszego rozwoju. Sugeruje sig, ze
podobny mechanizm charakteryzuje oocyty suk. Wy-
korzystanie analogu cAMP w postaci dibutyrylowego
cyklicznego adenozynomonofosforanu (dbcAMP) pro-
wadzi do zatrzymania podzialu mejotycznego. Wyni-
ki tych badan wskazuja, ze wznowienie podziatu me-
jotycznego w oocytach moze by¢ hamowane przez
dodanie do pozywki dbcAMP w stezeniu od 0,5 do
10 mM. Udowodniono, Ze proces ten jest odwracalny.
Jednak dodanie dbcAMP nie zwigkszato liczby oocy-
tow osiagajacych stadium MII (29).

Inna metoda polegajaca na zatrzymaniu podziatu
mejotycznego w oocytach jest modyfikowanie ekspre-
sji genu kodujacego MPFE. Wykorzystanie roskowity-
ny (25 uM) jako specyficznego inhibitora kinaz za-
leznych od cyklin skutkowato zahamowaniem wzno-
wienia podzialu mejotycznego w oocytach suk (24).
Liczba oocytdw, ktore osiagnely stadium GV (germi-
nal vesicle) wynosita 60% i nie réznita si¢ od 48%
komorek kontrolnych.

Zaptodnienie in vitro

W warunkach in vitro plemniki psow zdolne sa do
penetracji oslonki przejrzystej komoérki jajowej bez
wzgledu na stadium dojrzatosci oocytu. Istnieje wiele
sprzecznych dowodow odnosnie do zaleznosci pomig-
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dzy stopniem dojrzatosci gamety zenskiej a obecnos-
cia gtowki plemnika w cytoplazmie tej komorki. Mahi
1 wsp. (12) zaobserwowali obecno$¢ jadra komorko-
wego plemnika we wszystkich stadiach dojrzatosci
oocytu. Badania Yamada i wsp. (31) wykazaty obec-
no$¢ powigkszonej gtowki gamety meskiej w oocy-
tach w stadium GV. Natomiast mgskie przedjadrze wy-
ksztatcito sig jedynie w oocytach, w ktorych uformo-
wane bylo zenskie przedjadrze. Wplyw penetracji
plemnika na osiagnigcie przez oocyt stadium dojrza-
tosci wymaga dalszych badan. Niektorzy autorzy do-
nosza, ze penetracja plemnika jest silnie zwigzana
z inicjacja podzialu mejotycznego oocytow w warun-
kach in vitro (19, 20). Ponadto wykazano, ze liczba
zaptodnionych oocytéw bedacych w stadium GV wy-
nosi nie wigcej niz 40%. Przytoczone wyniki badan
wskazuja, ze w uzyskaniu przez oocyty suk petnej
dojrzatosci, poza penetracja plemnika, uczestniczy
wiele innych czynnikow.

Rozwadj zarodka

Pozyskiwanie zarodkéw od suk odbywa si¢ poprzez
ovariohisteroktomig pomigdzy 17. godzing a 20. dniem
po owulacji (9, 16). Do 9-10 dnia po owulacji zarodki
znajduja si¢ w jajowodzie (tuba uterina). Po owulacji
komorki ziarniste silnie przylegaja do oocytu i sa obec-
ne nawet w stadium formowania przedjadrzy. Komor-
ki pecherzykowe zaczynaja si¢ uwalnia¢, a nastgpnie
zanika¢ pomigdzy 5.-7. dniem ciazy, to jest w okresie,
w ktoérym zarodek znajduje si¢ w stadium od formuja-
cych sig przedjadrzy do stadium 8 komorek. Niektore
sposrod zarodkow w stadium 8-komorkowym moga
byé otoczone pojedyncza warstwa komorek wzgorka
jajonosnego (1, 2).

Po zaptodnieniu zarodki w stadium uformowanych
dwoch przedjadrzy mozna pozyskiwac z jajowodu 17-
-138 godzin po owulacji. Zarodki w stadium 2-komor-
kowym, o $rednicy od 110 do 179 um pozyskuje si¢
miedzy 96. a 168. godzing po owulacji. Przejscie 16-
1 32-komorkowych embrionéw w stadium moruli lub
blastocysty do macicy ma miejsce migdzy 168. a 240.
godzing po owulacji (1, 2).

Zarodki 8-komorkowe pozyskuje si¢ pomigdzy 112.
a 288. godzina po owulacji. W stadium tym dochodzi
do aktywacji genomu zarodkowego (EGA — embry-
onic genome activation). Zarodek w stadium 8-16 ko-
moérek ma $rednice 188 do 200 um i nadal znajduje
si¢ w jajowodzie (27). W pdzniejszych stadiach roz-
woju zarodkowego morule (8,5.-10. dzien po owula-
cji) badz wczesne blastocysty (10-12 dni po owulacji)
przemieszczaja si¢ do rogdw macicy. Poczawszy od
tego etapu, $rednica zarodka gwattownie si¢ zwigk-
sza: od 215-350 um w stadium wczesnej blastocysty,
poprzez powigkszajaca si¢ blastocystg (500-750 pm),
do 1000 pm w stadium péz’nej blastocysty (15). Po-
miedzy stadium WCZGSHQ] a poznej blastocysty zaro-
dek Zw1qksza SWOJC rozmiary do 2300 um i luZzno unosi
si¢ w jamie macicy. Implantacja nastepuje miedzy 12.
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a 17. dniem po owulacji i poprzedzona jest migracja
zarodkdw migdzy dwoma rogami macicy (21). Zjawi-
sko to wystepuje u 48-49% suk. Pomigdzy 16. a 20.
dniem po owulacji blastocysta osiaga Srednicg 2500 pm
1 zrzuca ostonkg przejrzysta. U suk, w odrdznieniu od
samic wigkszo$ci gatunkow ssakow, nie wystepuja
enzymy proteolityczne uczestniczace w tym procesie.
Implantacja zarodka konczy si¢ pomigdzy 18.-21.
dniem po owulacji. Proces ten nastgpuje u psa bardzo
p6zno w odniesieniu do dtugosci ciazy, poniewaz do-
piero po uptywie pierwszego jej trymestru. Na przy-
ktad u kota implantacja zarodkéw nastepuje w okoto
1/4 trwania ciazy, u $wini 1/10, u bydia 1/16-1/18,
u konia 1/12-1/8 a u cztowieka w 1/40-1/10 trwania

ciazy (6).
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