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Artyku³ przegl¹dowy Review

Procesy dojrzewania oocytów (owocytów) w warun-
kach in vitro (IVM) oraz zap³odnienia (IVF) s¹ w przy-
padku psów znacznie s³abiej poznane w porównaniu
do pozosta³ych gatunków ssaków. Dojrzewanie oocy-
tów in vitro jest z³o¿onym procesem dotycz¹cym za-
równo komórek jajowych, jak i somatycznych komó-
rek wzgórka jajono�nego. Proces ten regulowany jest
przez ekspresjê wielu genów, których produkty bia³-
kowe katalizuj¹ wa¿ne dla rozwoju szlaki metabolicz-
ne. W optymalnych warunkach jedynie 20% oocytów
osi¹ga dojrza³o�æ molekularn¹ (4, 11). Pe³na dojrza-
³o�æ j¹drowa jest jednym z etapów procesu sk³ada-
j¹cego siê na uzyskanie przez oocyty zdolno�ci do
zap³odnienia oraz prawid³owego rozwoju zarodka.
Drugim etapem jest dojrzewanie cytoplazmatyczne,
którego skutkiem jest formowanie przedj¹drzy tu¿ po
zap³odnieniu oraz ilo�ciowe i jako�ciowe zmiany kom-
partmentów cytoplazmy (13). Oocyty psów nabywaj¹
zdolno�ci rozwojowej poprzez pobieranie substancji
od¿ywczych ze �rodowiska wewn¹trz- i zewn¹trzpê-
cherzykowego (jajowodowego). Ultrastrukturalne
zmiany oocytów na etapie ich wczesnego rozwoju s¹
wspólne dla wiêkszo�ci gatunków ssaków (26). Jed-
nak w miarê uzyskiwania przez te komórki pe³nej doj-

rza³o�ci j¹drowej oraz cytoplazmatycznej zarysowuj¹
siê znaczne ró¿nice gatunkowe. Ró¿nice te przejawia-
j¹ siê, miêdzy innymi, w du¿ej ilo�ci t³uszczów zgro-
madzonych w pêcherzyku ¿ó³tkowym, które nadaj¹
oocytom ciemne zabarwienie (26). Podczas wewn¹trz-
pêcherzykowego wzrostu oocytów nastêpuje znaczne
zwiêkszenie aktywno�ci transkrypcyjnej. Wzrost syn-
tezy RNA oraz bia³ek jest niezbêdny do regulacji cyto-
plazmatycznego dojrzewania oocytów. Istotn¹ rolê
w tym procesie odgrywaj¹ równie¿ po³¹czenia typu gap
junction, które umo¿liwiaj¹ wymianê jonów (Ca2+) oraz
niewielkich cz¹steczek regulatorowych (cAMP) po-
miêdzy komórk¹ jajow¹ a komórkami wzgórka jajo-
no�nego (7, 25). Sugeruje siê, ¿e uzyskanie fizyczne-
go kontaktu pomiêdzy komórkami somatycznymi
a oocytem jest warunkiem wstêpnym dla wznowienia
oraz zatrzymania podzia³u mejotycznego (22).

Uwa¿a siê, ¿e kluczowym elementem w poznaniu
mechanizmów kieruj¹cych rozrodem psów bêdzie
stworzenie optymalnych warunków do wzrostu i doj-
rzewania kompleksów oocyt�wzgórek jajono�ny
(COC) oraz uzyskanie wysokiego potencja³u rozwo-
jowego zarodków. Modyfikacje te polegaj¹ na utrzy-
mywaniu oocytów w warunkach in vitro w obecno�ci
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ró¿nych substancji wp³ywaj¹cych na ekspresjê wybra-
nych genów oraz tym samym reguluj¹cych wa¿ne szla-
ki metaboliczne.

Regulacja dojrzewania oocytów in vivo
Proces dojrzewania oocytów in vivo regulowany jest

przez syntezê i aktywacjê szeregu czynników. Nale¿¹
do nich czynniki wydzielane przez jajniki (30). U ssa-
ków wzrost pêcherzykowy jest regulowany g³ównie
poprzez hormony gonadotropowe oraz steroidowe.
U suk stê¿enie FSH w surowicy krwi wynosi oko³o
100 ng/ml w fazie przedrujowej (proestrus) i zwiêk-
sza siê podczas sekrecji LH poprzedzaj¹cej owulacjê
(3). Podczas fazy przedrujowej (proestrus) stê¿enie LH
jest bardzo niskie i zwiêksza siê do 8-50 ng/ml na 1 do
2 dni przed jajeczkowaniem. Stê¿enie estradiolu jest
ró¿ne w poszczególnych fazach cyklu. Podczas pó�-
nego proestrus b¹d� wczesnej fazy rujowej (oestrus)
jego stê¿enie wynosi 11-50 pg/ml. W fazie rujowej,
poziom estradiolu w surowicy obni¿a siê w zwi¹zku
ze zwiêkszon¹ sekrecj¹ progesteronu, którego stê¿e-
nie ro�nie od 0,8 ng/ml we wczesnym proestrus do
> 1 ng/ml przed jajeczkowaniem (3). Wzrost pêche-
rzyków jajnikowych u suk ró¿ni siê pod kilkoma
wzglêdami od analogicznego procesu u samic innych
gatunków zwierz¹t domowych. Wzrost stê¿enia LH
w komórkach ziarnistych, poprzedzaj¹cy jajeczkowa-
nie prowadzi do ekspozycji oocytów na wysokie stê-
¿enie progesteronu. Stê¿enie progesteronu w p³ynie pê-
cherzykowym, po przedowulacyjnym wzro�cie LH do
stê¿enia > 7 ng/ml, wynosi oko³o 7700 ng/ml. Jednak
jego koncentracja w p³ynie jajowodowym, w fazie uzy-
skania przez oocyty pe³nej dojrza³o�ci jest zazwyczaj
ni¿sza (29).

Podczas zahamowanej sekrecji progesteronu estra-
diol reguluje funkcjê komórek wydzielniczych, w któ-
rych odbywa siê synteza i sekrecja wysokocz¹stecz-
kowych glikoprotein zale¿nych od estrogenu. Bia³ka
te s¹ wydzielane do �wiat³a jajowodu podczas owula-
cji, zap³odnienia oraz pocz¹tkowych stadiów rozwoju
zarodkowego (28). Obecno�æ mRNA dla jajowodo-
wej glikoproteiny wykazano we wszystkich trzech
odcinkach jajowodu suki. Ponadto udowodniono, ¿e
bia³ko to wykazuje du¿¹ homologiê w odniesieniu do
innych gatunków ssaków (28). Sugeruje siê, ¿e ulega
ono interakcji z plemnikami, wp³ywaj¹c na ich ruchli-
wo�æ, kapacytacjê oraz zdolno�æ do penetracji os³on-
ki przejrzystej komórki jajowej (28).

Wszystkie czynniki, które docieraj¹ do oocytów
wp³ywaj¹ na osi¹gniêcie przez te komórki pe³nej doj-
rza³o�ci j¹drowej i cytoplazmatycznej. Proces dojrze-
wania j¹drowego jest regulowany poprzez sekrecjê LH.
Hormon ten aktywuje mechanizmy komunikacji po-
miêdzy komórkami, modyfikuje wewn¹trzkomór-
kowy sk³ad jonów oraz inicjuje kaskadê transdukcji
sygna³ów z ich udzia³em. Efektem tych zmian jest ak-
tywacja dwóch czynników reguluj¹cych cykl komór-
kowy, tj. czynnika indukuj¹cego dojrzewanie (MPF �

maturation promoting factor) oraz kinazy bia³ek akty-
wuj¹cej podzia³y komórki (MAPK � mitogen-activa-
ted protein kinase) (14). Czynniki reguluj¹ce wzno-
wienie podzia³u mejotycznego w oocytach suk po
owulacji oraz uk³ady transdukcji sygna³ów w komplek-
sach oocyt�komórki wzgórka jajono�nego (COC �
cummulus�oocyte complex) s¹ s³abo poznane. Wyni-
ki szeregu badañ wskazuj¹, ¿e synteza MPF odbywa
siê w stadium zaniku pêcherzyka zarodkowego (GVBD
� germinal vesicle break down) i mo¿e byæ zwi¹zana
z modyfikacj¹ struktury chromatyny. Natomiast aktyw-
no�æ MAPK wykazuje wyra�n¹ korelacjê z tworze-
niem siê struktur mikrotubulinowych (19).

Regulacja dojrzewania oocytów in vitro
W przypadku dojrzewania oocytów in vivo kluczo-

w¹ rolê odgrywaj¹ bia³ka zawarte w p³ynie pêcherzy-
kowym i jajowodowym. Natomiast proces dojrzewa-
nia in vitro regulowany jest w du¿ej mierze przez od-
powiednie po¿ywki wzbogacone o hormony, bia³ka,
substraty energetyczne oraz przeciwutleniacze.

Po¿ywki hodowlane
Po¿ywki wykorzystywane do hodowli oocytów in

vitro wp³ywaj¹ stymuluj¹co zarówno na dojrzewanie
tych komórek, jak i pocz¹tkowe stadia rozwoju em-
brionalnego. Klasyfikacja po¿ywek opiera siê na ich
sk³adzie chemicznym. Proste po¿ywki s¹ roztworem
soli fizjologicznej wzbogaconej o substancje energe-
tyczne, tj. pirogronian, mleczan oraz glukozê. Nato-
miast po¿ywki z³o¿one zawieraj¹ w swoim sk³adzie
aminokwasy, witaminy oraz inne substancje wp³ywa-
j¹ce na metabolizm komórki (5). Najczê�ciej wyko-
rzystywanymi po¿ywkami do hodowli oocytów suk s¹
proste po¿ywki mKRB (Modified Krebs Singer Bicar-
bonate), SOF (Synthetic Oviductal Fluid) oraz z³o¿o-
ne TCM 199 (18, 31). Udowodniono, ¿e stosowanie
z³o¿onych po¿ywek (TCM) do hodowli oocytów in
vitro zwiêksza szybko�æ ich dojrzewania w porówna-
niu do prostych po¿ywek (23, 24).

Hormony
Sekrecja hormonów poprzedzaj¹ca owulacjê jest

niezbêdna do wykszta³cenia zdolno�ci oocytów do
odpowiedzi na substancje wydzielane z jajowodu, sty-
muluj¹ce wznowienie podzia³u mejotycznego oraz
dojrzewanie tych komórek. Dodanie hormonów go-
nadotropowych wydaje siê konieczne do uzyskania
pe³nej dojrza³o�ci. Wykazano, ¿e FSH prowadzi do
wznowienia podzia³u mejotycznego w warunkach in
vitro poprzez regulacjê stê¿enia cAMP w kompleksie
COC (10). Ponadto hormon ten stymuluje rozwój
komórek wzgórka oraz nabywanie zdolno�ci do po-
dzia³ów mejotycznych (24). Natomiast osi¹gniêcie
przez oocyty pe³nej dojrza³o�ci j¹drowej wykazuje
ujemn¹ korelacjê z rozwojem komórek wzgórka jajo-
no�nego oraz stê¿eniem hormonów gonadotropowych
(FSH, LH), (23). Brak sekrecji FSH powoduje znie-
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sienie bloku mejotycznego oraz wzrost liczby komó-
rek osi¹gaj¹cych stadium GVBD (18). Sugeruje siê,
¿e efekt dzia³ania FSH i LH mo¿e byæ wzmocniony
przez dodanie do po¿ywki hormonów steroidowych.
Uwa¿a siê, ¿e dodatek zarówno FSH, jak i estradiolu
do po¿ywki hodowlanej jest najbli¿szy �rodowisku
fizjologicznemu oocytów oraz znacznie przyspiesza
osi¹gniêcie przez te komórki dojrza³o�ci (17). P³yn
pêcherzykowy charakteryzuje siê wysokim stê¿eniem
progesteronu. Willingham-Rocky i wsp. (29) wykaza-
li, ¿e dodanie do po¿ywki progesteronu w stê¿eniach
od 1 do 8000 ng/ml nie wp³ywa znacz¹co na wzno-
wienie podzia³u mejotycznego oraz uzyskanie pe³nej
dojrza³o�ci j¹drowej oocytów suk. Zwiêkszenie stê¿e-
nia progesteronu lub estrogenu do 1 µg/ml równie¿
nie mia³o istotnego wp³ywu na przebieg tych proce-
sów (8).

Badania nad wp³ywem hormonu wzrostu na rozwój
i dojrzewanie oocytów wykaza³y, ¿e bydlêca somato-
tropina (bST-bovine somatotropin) w stê¿eniu 1-10 µg/
ml nie mia³a wp³ywu na osi¹gniêcie dojrza³o�ci j¹dro-
wej. Natomiast dodanie ludzkiej somatotropiny (hST
� human somatotropin) nieznacznie zwiêksza³o licz-
bê komórek jajowych osi¹gaj¹cych stadium MII (18).

Inne suplementy organiczne
Natychmiast po owulacji proces transkrypcji genów

w oocytach zostaje zatrzymany (22). Zatrzymanie po-
dzia³u mejotycznego nastêpuje na skutek wp³ywu
zwi¹zków hamuj¹cych. Towarzyszy temu zahamowa-
nie transkrypcji oraz wiele ultrastrukturalnych mody-
fikacji cytoplazmy oocytów, dziêki którym nabywaj¹
one zdolno�ci do dalszego rozwoju. Sugeruje siê, ¿e
podobny mechanizm charakteryzuje oocyty suk. Wy-
korzystanie analogu cAMP w postaci dibutyrylowego
cyklicznego adenozynomonofosforanu (dbcAMP) pro-
wadzi do zatrzymania podzia³u mejotycznego. Wyni-
ki tych badañ wskazuj¹, ¿e wznowienie podzia³u me-
jotycznego w oocytach mo¿e byæ hamowane przez
dodanie do po¿ywki dbcAMP w stê¿eniu od 0,5 do
10 mM. Udowodniono, ¿e proces ten jest odwracalny.
Jednak dodanie dbcAMP nie zwiêksza³o liczby oocy-
tów osi¹gaj¹cych stadium MII (29).

Inn¹ metod¹ polegaj¹c¹ na zatrzymaniu podzia³u
mejotycznego w oocytach jest modyfikowanie ekspre-
sji genu koduj¹cego MPF. Wykorzystanie roskowity-
ny (25 µM) jako specyficznego inhibitora kinaz za-
le¿nych od cyklin skutkowa³o zahamowaniem wzno-
wienia podzia³u mejotycznego w oocytach suk (24).
Liczba oocytów, które osi¹gnê³y stadium GV (germi-
nal vesicle) wynosi³a 60% i nie ró¿ni³a siê od 48%
komórek kontrolnych.

Zap³odnienie in vitro
W warunkach in vitro plemniki psów zdolne s¹ do

penetracji os³onki przejrzystej komórki jajowej bez
wzglêdu na stadium dojrza³o�ci oocytu. Istnieje wiele
sprzecznych dowodów odno�nie do zale¿no�ci pomiê-

dzy stopniem dojrza³o�ci gamety ¿eñskiej a obecno�-
ci¹ g³ówki plemnika w cytoplazmie tej komórki. Mahi
i wsp. (12) zaobserwowali obecno�æ j¹dra komórko-
wego plemnika we wszystkich stadiach dojrza³o�ci
oocytu. Badania Yamada i wsp. (31) wykaza³y obec-
no�æ powiêkszonej g³ówki gamety mêskiej w oocy-
tach w stadium GV. Natomiast mêskie przedj¹drze wy-
kszta³ci³o siê jedynie w oocytach, w których uformo-
wane by³o ¿eñskie przedj¹drze. Wp³yw penetracji
plemnika na osi¹gniêcie przez oocyt stadium dojrza-
³o�ci wymaga dalszych badañ. Niektórzy autorzy do-
nosz¹, ¿e penetracja plemnika jest silnie zwi¹zana
z inicjacj¹ podzia³u mejotycznego oocytów w warun-
kach in vitro (19, 20). Ponadto wykazano, ¿e liczba
zap³odnionych oocytów bêd¹cych w stadium GV wy-
nosi nie wiêcej ni¿ 40%. Przytoczone wyniki badañ
wskazuj¹, ¿e w uzyskaniu przez oocyty suk pe³nej
dojrza³o�ci, poza penetracj¹ plemnika, uczestniczy
wiele innych czynników.

Rozwój zarodka
Pozyskiwanie zarodków od suk odbywa siê poprzez

ovariohisteroktomiê pomiêdzy 17. godzin¹ a 20. dniem
po owulacji (9, 16). Do 9-10 dnia po owulacji zarodki
znajduj¹ siê w jajowodzie (tuba uterina). Po owulacji
komórki ziarniste silnie przylegaj¹ do oocytu i s¹ obec-
ne nawet w stadium formowania przedj¹drzy. Komór-
ki pêcherzykowe zaczynaj¹ siê uwalniaæ, a nastêpnie
zanikaæ pomiêdzy 5.-7. dniem ci¹¿y, to jest w okresie,
w którym zarodek znajduje siê w stadium od formuj¹-
cych siê przedj¹drzy do stadium 8 komórek. Niektóre
spo�ród zarodków w stadium 8-komórkowym mog¹
byæ otoczone pojedyncz¹ warstw¹ komórek wzgórka
jajono�nego (1, 2).

Po zap³odnieniu zarodki w stadium uformowanych
dwóch przedj¹drzy mo¿na pozyskiwaæ z jajowodu 17-
-138 godzin po owulacji. Zarodki w stadium 2-komór-
kowym, o �rednicy od 110 do 179 µm pozyskuje siê
miêdzy 96. a 168. godzin¹ po owulacji. Przej�cie 16-
i 32-komórkowych embrionów w stadium moruli lub
blastocysty do macicy ma miejsce miêdzy 168. a 240.
godzin¹ po owulacji (1, 2).

Zarodki 8-komórkowe pozyskuje siê pomiêdzy 112.
a 288. godzin¹ po owulacji. W stadium tym dochodzi
do aktywacji genomu zarodkowego (EGA � embry-
onic genome activation). Zarodek w stadium 8-16 ko-
mórek ma �rednicê 188 do 200 µm i nadal znajduje
siê w jajowodzie (27). W pó�niejszych stadiach roz-
woju zarodkowego morule (8,5.-10. dzieñ po owula-
cji) b¹d� wczesne blastocysty (10-12 dni po owulacji)
przemieszczaj¹ siê do rogów macicy. Pocz¹wszy od
tego etapu, �rednica zarodka gwa³townie siê zwiêk-
sza: od 215-350 µm w stadium wczesnej blastocysty,
poprzez powiêkszaj¹ca siê blastocystê (500-750 µm),
do 1000 µm w stadium pó�nej blastocysty (15). Po-
miêdzy stadium wczesnej a pó�nej blastocysty zaro-
dek zwiêksza swoje rozmiary do 2300 µm i lu�no unosi
siê w jamie macicy. Implantacja nastêpuje miêdzy 12.
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a 17. dniem po owulacji i poprzedzona jest migracj¹
zarodków miêdzy dwoma rogami macicy (21). Zjawi-
sko to wystêpuje u 48-49% suk. Pomiêdzy 16. a 20.
dniem po owulacji blastocysta osi¹ga �rednicê 2500 µm
i zrzuca os³onkê przejrzyst¹. U suk, w odró¿nieniu od
samic wiêkszo�ci gatunków ssaków, nie wystêpuj¹
enzymy proteolityczne uczestnicz¹ce w tym procesie.
Implantacja zarodka koñczy siê pomiêdzy 18.-21.
dniem po owulacji. Proces ten nastêpuje u psa bardzo
pó�no w odniesieniu do d³ugo�ci ci¹¿y, poniewa¿ do-
piero po up³ywie pierwszego jej trymestru. Na przy-
k³ad u kota implantacja zarodków nastêpuje w oko³o
1/4 trwania ci¹¿y, u �wini 1/10, u byd³a 1/16-1/18,
u konia 1/12-1/8 a u cz³owieka w 1/40-1/10 trwania
ci¹¿y (6).
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