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Summary

The efficiency of the in vitro maturation of canine oocytes is still relatively small. The periovulation period in dogs is
different from that in other animal species. This study presents the results of research on the use of various media and
substances, such as serum and serum albumin, hormones, energy substrates, antioxidants, antibiotics, antimycotics,
and other compounds supporting the maturation of oocytes in vitro. It also describes the methods of culturing oocytes
(incubation in a drop, incubation with somatic cells, incubation in the isolated oviduct and in isolated follicles). If the
research on conditions simulating the oviduct environment is continued, it may become possible to obtain a higher number

of oocytes capable of fertilization than at the present time.
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Pierwsze prace dotyczace uzyskiwania zarodkow
in vitro u psOw przeprowadzono ponad trzydziesci
lat temu (26). W procesie dojrzewania komorek ja-
jowych in vitro (in vitro maturation — IVM) jedynie
25% oocytow wznowito mejoze, osiagajac stadium
metafazy pierwszego (MI) i drugiego podzialu me-
jotycznego (MII). Do dnia dzisiejszego efektywnos¢
tego procesu jest niewielka (zdecydowanie mniejsza od
efektywnosci dojrzewania oocytow innych zwierzat:
laboratoryjnych, gospodarskich i domowych) i waha
si¢ w zaleznosci od zastosowanej metody hodowli.
Srednio 20% oocytow osigga dojrzatosé do zaptod-
nienia (38). Procent ten mozna zwigkszy¢ poprzez
wydtuzenie czasu hodowli, ale krok ten niesie ze soba
rowniez zwigkszenie ilosci przypadkéw degeneracji
(23).

Dopracowanie IVM jest wazne z punktu widzenia
rozwoju metod wspomaganej reprodukcji i niezbedne
dla ustalenia optymalnych procedur IVP (in vitro pro-
duction of embryos), poniewaz jako$¢ dojrzewajacych
in vitro oocytow wplywa na efektywnos¢ pozostatych
etapow produkcji zarodkoéw. Celem badan nad IVM
jest odwzorowanie warunkow panujacych in vivo, tak
wiec kluczowym wyzwaniem jest doktadne poznanie
czynnikéw oddziatujacych na oocyt w jajowodzie.
Istotne jest rowniez okre$lenie, na jakim etapie dojrze-
wania cytoplazmatycznego znajduje si¢ oocyt w chwili
owulacji 1 jaki wptyw na proces dojrzewania ma

obecno$¢ plemnikdéw. Prawdopodobnie w tym wtasnie
kierunku prowadzone bedg badania.

Oocyty psa owulowane sg niedojrzate do za-
ptodnienia, a stadium metafazy drugiego podziatu
mejotycznego (MII) osiggaja dopiero w jajowodzie.
Czynniki, ktore wptywaja na kompetencje oocytu
do ukonczenia dojrzewania mozna podzieli¢ na dwie
kategorie: czynniki wplywajace na oocyt w czasie
wzrostu w pecherzyku jajnikowym (np. nietypowe
srodowisko hormonalne, towarzystwo komorek ziar-
nistych, obecno$¢ systemu ztacz szczelinowych) oraz
czynniki wptywajace na oocyt w $wietle jajowodu juz
po owulacji (wym. czynniki i dodatkowo obecno$¢
1 aktywnos$¢ sekrecyjna komorek $wiatla jajowodu,
wplywajace na sktad ptynu jajowodowego).

W czasie dojrzewania zachodzi szereg zmian mor-
fologicznych 1 ultrastrukturalnych obejmujacych jadro
oraz cytoplazme oocytu. W cytoplazmie dochodzi do
modyfikacji i reorganizacji organelli, przyktadowo do
zwigkszenia liczby mitochondriéw. Nastepujg zmiany
transkrypcyjne wptywajace na przebieg cyklu komor-
kowego, zmiany w metabolizmie komorki, wyrzucenie
ciatka kierunkowego i budowa wrzeciona podziato-
wego. Konsekwencja tych procesow jest prawidtowe
zaplodnienie (24, 34).

Dodatkowo na proces dojrzewania wpltyw moga
mie¢ plemniki, gdyz czgsto sa one obecne w drogach
rodnych jeszcze przed osiggnigciem przez oocyt
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stadium MII — migdzy momentem osiagnig¢cia doj-
rzato$ci a momentem zaptodnienia in vivo wystepuje
duze op6znienie, ktore moze wynies¢ nawet okoto 60
godzin (38).

W badaniach nad IVM czgsto uzywa si¢ pojecia
kompetencji rozwojowych oocytu 1 dlatego tez nie-
jednokrotnie w przypadku komorek jajowych, ktore
przekroczyly stadium pecherzyka zarodkowego (GV
— germinal vesicle), rozrdzniane sg dwa stadia — sta-
dium GVBD (germinal vesicle breakdown; peknigcie
pecherzyka zarodkowego) i1 stadium MI-MII (zatem
w obrgbie jednej badanej grupy znajduja si¢ oocyty,
ktore wznowily mejoze, jeszcze nie osiagnely doj-
rzato$ci oraz MII). Otrzymane wyniki wskazuja, czy
stworzone in vitro warunki sg bardziej czy mniej zbli-
zone do optymalnych oraz jak ksztaltuje si¢ potencjat
rozwojowy wybranych do badan oocytow.

Sktad pozywki wykorzystywanej do IVM z oczy-
wistych wzgleddéw jest dominujacym elementem
wplywajacym na efektywnos$¢ procesu. Jako baze
stosuje si¢ pozywki proste lub ztozone. Sposréd
prostych wybierane s3 TYH (Modified Krebs-Ringer
Bicarbonate Solution) (44) i syntetyczny pltyn jajowo-
dowy SOF (16) — zaprojektowany pierwotnie do [IVM
owczych oraz bydlecych oocytoéw (41), a ze ztozonych:
TCM-199 (3, 10, 24, 31, 34), rzadziej CMRL 1066
(TCM-199 zawiera wigcej witamin, kwasu askorbi-
nowego i cysteiny, a co za tym idzie — ma wptyw na
redukcje stresu oksydacyjnego) (27). Innym przykta-
dem jest wykorzystana przez Otoi i wsp. (31) pozywka,
w ktorej wezesniej inkubowane byly zarodki bydlece.

Pozywki moga by¢ wzbogacane réznymi substan-
cjami: surowicami i albuminami surowiczymi, hormo-
nami, substratami energetycznymi, antyoksydantami,
antybiotykami i $srodkami przeciwgrzybiczymi, bufo-
rami i innymi zwigzkami.

Surowice i albuminy surowicze

Surowice 1 albuminy surowicze stanowig zrddto
protein w pozywce. Jak dowiedziono, ich obecno$¢ po-
prawia wyniki dojrzewania oocytéw wielu gatunkdéw
zwierzat i jest szczegoblnie istotna, gdy oocyty pozba-
wione sg otaczajacych je komorek ziarnistych wzgorka
jajonosnego. W IVM oocytow psa wykorzystuje si¢
szereg zrodel protein zroznicowanych pod wzgledem
sktadu i1 pochodzenia. Najpowszechniej stosowana
jest albumina surowicy bydlecej (BSA; bovine serum
albumin) (15, 16, 18). Testowano r6zne warianty jej
koncentracji (od 0,3% do 4%) (23), uzyskujac zroz-
nicowane wyniki. Hewitt, Watson i1 England w swo-
jej pracy (17) donosili, ze optymalna koncentracja
BSA dla IVM psich oocytéw wynosi 0,3%, jednakze
w 1999 r. podali to stwierdzenie w watpliwos¢, sugeru-
jac, ze wyzsza (4%) zawarto$¢ albuminy bydlecej ma
zdecydowanie silniejszy korzystny wpltyw (SOF + 4%
BSA) (16). Innym badanym zrodiem protein dla po-
zywki jest ptodowa surowica cielgca (FCS/FBS; fetal
calf serum/fetal bovine serum) (18, 24, 26, 43). Przy
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koncentracji przekraczajacej 10% wyraznej poprawie
ulega jako$¢ oocytow (FCS wptywa na zwigkszenie
ilosci komorek ziarnistych, jednakze nie zwigksza
liczby dOJI‘ZGWB._]E}C}ICh do zaplodmema oocytow) (18,
23) Stosowano réwniez surowice suk i krow w fazie
rujowej (EBS — oestrus bitch serum 1 ECS — oestrus
cow serum). Jak si¢ okazato, EBS skuteczniej niz ECS
wspomaga wznowienie przerwanego podzialu mejo-
tycznego, nie ma jednak wptywu na jego ukonczenie
(35) (EBS zawiera wigcej estradiolu i progesteronu niz
ECS) (28, 29). Otoi 1 wsp. (29) dowiedli, ze zastoso-
wanie surowicy pochodzacej od suk w fazie spokoju
(anoestrus) daje gorsze efekty niz zastosowanie EBS
(odpowiednio: 11,1% w porownaniu do 16,3%),
co jest logiczne z fizjologicznego punktu widzenia.
Mimo tego wyniki uzyskiwane przy suplementacji
EBS bywaja sprzeczne. Moze by¢ to konsekwencja
zastosowania roéznej metodyki okres§lania fazy cyklu
plciowego (badanie cytologiczne wymazu z pochwy,
okresdlenie koncentracji progesteronu we krwi) przy
pobieraniu probek. W efekcie probki oznaczane przez
autorow jako EBS moga w rzeczywistosci mie¢ rézny
sktad i co za tym idzie — r6zne whasciwosci (28, 29).
Jedyna metoda hodowli, w ktorej dodatek protein nie
wplywa znaczaco na przebieg IVM, jest hodowla w pe-
cherzykach jajnikowych (6). Co prawda, w obecnosci
BSA zwigksza si¢ i1lo$¢ oocytow w stadium GVBD
1 diakinezie (DK), ale nie dochodzi do poprawy wy-
nikéw dojrzewania. Prawdopodobnie jest to zwigzane
Z mocno ograniczong wymiang substancji mi¢dzy
pozywka 1 pecherzykiem jajnikowym.

Hormony

Oocyty pozyskiwane sg zazwyczaj przed owulacja,
najczesciej z niedojrzatych, wzrastajacych jeszcze
pecherzykow jajnikowych, a co za tym idzie — w sto-
sunkowo niewielkim stopniu poddawane sg dziataniu
naturalnego srodowiska hormonalnego. Mozna zatem
przypuszczac, ze dodatek hormondéw bedzie miat pozy-
tywny wplyw na dojrzewanie in vitro. Okazuje si¢, ze
nie jest to tak jednoznaczne. Dodatek FSH (follicle sti-
mulating hormone) do pozywki wspomaga wznowie-
nie mejozy, nie wptywa jednak pozytywnie na odsetek
oocytow osiagajacych stadium MII (35). Co wigeej,
obecno$¢ FSH i LH (luteinizing hormone) przez ca%y
czas trwania hodowli powoduje wyrazne pogorszenie
wynikéw dojrzewania (39). Prawdopodobnie zasto-
sowanie gonadotropin W pierwszej potowie inkubacj 1
bedzie mie¢ pozytywny wplyw na IVM (in vivo poziom
gonadotropin dynamicznie si¢ zmienia: koncentracja
FSH spada do wzglednie niskiego poziomu wraz z roz-
poczeciem fazy przedrujowej (proestrus) i wzrasta
2-4-krotnie wraz z wyrzutem LH). Nastepnie poziom
obu tych hormondéw spada i oocyty znajdujace si¢
w jajowodzie nie sg eksponowane na ich wptyw (40).

Stosuje sie rowniez dodatki innych hormonow.
Kim 1 wsp. (21) w swojej pracy dowiedli, ze suple-
mentacja estradiolem-17f samodzielnie, jak rowniez
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w potaczeniu z progesteronem, poprawia wyniki [VM.
Podobna opini¢ na ten temat wyrazili Nickson i wsp.

(28). Pozytywny wplyw na ostateczne wyniki [VM
ma réwniez polaczenie estradiolu i eCG/hCG (equine
chorionic gonatotropin/human chorionic gonadotropin)
(43). Natomiast zastosowanie samej gonadotropiny
kosméwkowej (klaczy lub ludzkiej) ma pozytyw-
ny wpltyw na proces dojrzewania oocytow tylko do
stadium MI przy inkubacji trwajacej 60-240 minut.
Niestety, nie ma ona wptywu na ilo$¢ oocytow osigga-
jacych MII (38). Ograniczong uzytecznos¢ ma tez bST
(bovine somatotropin): wzmaga proliferacj¢ komorek
ziarnistych, sprzyja wznowieniu mejozy, ale nie wy-
kazuje pozytywnego wptywu na wyniki dojrzewania
(38). Natomiast Rodrigues i Rodrigues (35) stwierdzili,
ze dodatek 1 pg/ml hST (human somatotropin) skutku-
je nieznacznym zwiekszeniem liczby dojrzewajacych
oocytow. Przeprowadzono rowniez badania dotyczace
dodatku insuliny do pozywki: okazalo sie, Ze jej obec-
no$¢, w potaczeniu z dodatkiem transferyny i selenu,

wplywa pozytywnie na ilos¢ oocytow osiagajacych
metafazg i anafaze pierwszego podziatu mejotycznego
(MI 1 Al) oraz metafaze drugiego podziatu mejotycz-
nego (MII) (36).

Substraty energetyczne oraz antyoksydanty

Kolejna kategorig substancji, ktorych wptyw na
IVM badano, sg substraty energetyczne (glukoza i pi-
rogronian) oraz antyoksydanty (np. glutation, BME —
B merkaptoetanol). Jak si¢ okazuje, glukoza nie wspo-
maga procesu dojrzewania oocytoOw psa, natomiast
zastosowanie pirogronianu daje niejasne wyniki: nie-
znacznie zwigksza odsetek oocytéw w MII, ale inni
autorzy referuja podobne efekty uzyskane w oparciu
0 pozywki go pozbawione (39). Jako substancj¢ za-
pobiegajaca stresowi oksydacyjnemu badano PME
1 L-glutaming. Sa to prekursory syntetyzowanego przez
komorki glutationu (23), ktéry posiada wiasciwosci
antyoksydacyjne i ma pozytywny wplyw na rozwoj
oocytéw wielu gatunkow ssakdw, np.: bydta (27) lub
swin (1). W zwiazku z wysokg zawartos$cia lipidow
w cytoplazmie psich oocytdw mozna si¢ spodziewac,
ze dodatek tych zwigzkow bedzie mial pozytywny
wpltyw na wyniki dojrzewania. Rzeczywiscie, PME
poprawia wyniki dojrzewania, jednak jego dziatanie
jest SciSle zwigzane z zastosowang dawka (optymal-
ny dodatek do pozywki to 50-100 uM) (22). Wsréd
substancji uzywanych dla poprawienia dojrzewania in
vitro stosowana bywa rowniez cysteamma 3) WSpo-
magajaca wznowienie mejozy i rozwoj oocytu az do
fazy MII u $win (2).

Antybiotyki i Srodki przeciwgrzybicze

Regula jest dodawanie do pozywek antybiotykow
(penicylina, streptomycyna (16), gentamycyna (44)
1 substancji grzybobdjczych — Fungizone (16) w celu
unikniecia patogennego wptywu rozwoju drobnoustro-
jow na hodowle.
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Bufory

Standardowo do pozywek (ze wzgledu na swoje wia-
sciwosci buforujace) dodawany jest HEPES. Pozwala
on na utrzymanie w czasie inkubacji fizjologicznego
pH (poniewaz odczyn zmienia si¢ pod wptywem zmian
w stezeniu dwutlenku wegla zwigzanych z oddycha-
niem komodrkowym). Czesto rowniez dodatkiem do
pozywek jest neutralizujgcy kwasy NaHCO,.

Inne zwigzki

Badano réwniez wptyw EGF (epidermal growth
factor) na dojrzewanie in vitro oocytow psa. W przy-
padku IVM oocytow kota domowego (37), bizona (32),
kozy (12) czy oocytow bydlecych (20) 1 ludzkich (14)
odznacza si¢ on pozytywnym wpltywem. Stosowany
w IVM oocytow psa wzmaga proliferacje komoérek
ziarnistych 1 wplywa na wyniki dojrzewania, sa one
jednak S$cisle zwigzane z zastosowang dawka EGF:
Kim 1 wsp. (22) ustalili, Ze jego optymalna zawarto$¢
w pozywce wnosi 20 ng/ml przy 72-godzinnej inkuba-
cji. Podobnie pozytywny wptyw na efektywnos¢ IVM
ma zastosowanie polaczenia EGF z LH lub estradio-
lem (5, 7). Ich dziatanie jest wyraznie synergiczne,
w przeciwienstwie do potaczenia EGF z FSH, ktore
zatrzymuje proces dojrzewania psich oocytow (5).

Nalezy pamigtac, ze do badan nad oddziatywaniem
konkretnych substancji na proces dojrzewania in vitro
najlepiej wybra¢ pozywki o mato skomplikowanym
skladzie. Pozwala to na latwiejsze stwierdzenie i scha-
rakteryzowanie wptywu zastosowanego dodatku (25).

Dotychczas nie udato si¢ zaprojektowaé pozywki,
ktora stanowitaby zloty srodek. Z badan nad wzbo-
gacaniem pozywek mozna wyciagna¢ wniosek, ze
niewiele wiadomo na temat srodowiska panujacego
w jajowodzie. Bez tej wiedzy projektowanie odpo-
wiedniej pozywki jest zadaniem nie tylko niebywale
skomplikowanym, ale by¢ moze nawet niemozliwym.

Niezwykle waznym aspektem jezeli chodzi o doj-
rzewanie komorek jajowych jest oprocz pozywek
odpowiednia metoda hodowli. W dojrzewaniu in vitro
psich oocytow stosowane sg cztery metody: inkubacja
w kropli, inkubacja w towarzystwie komorek/na mo-
nowarstwie komorek, inkubacja w jajowodzie oraz in-
kubacja w wyizolowanych pecherzykach jajnikowych.

Inkubacja w kropli

Najczegsciej stosowang metoda dojrzewania oocytow
in vitro jest hodowla w kropli. Polega ona na inku-
bacji niewielkich grup oocytow w kroplach pozywki
o roéznej objetosci, przykrytych olejem mineralnym
(olej parafinowy). Dodatkowym czynnikiem wply-
wajacym na efektywnos¢ IVM w tej metodzie jest
stosunek objetosci pozywki do ilosci inkubowanych
oocytow. Zastosowanie duzej gestosci hodowli moze
negatywnie odbi¢ si¢ na wynikach dojrzewania. Efekt
ten jest prawdopodobnie zwigzany z substancjami
o wlasciwosciach inhibitujacych, wydzielanymi przez
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komorki ziarniste wzgorka jajonosnego. Podobne
zjawisko opisano w przypadku $winskich oocytow
(19). Jedynie praca opublikowana w 2002 r. przez Otoi
1 wsp. analizuje ten problem w kontekscie oocytéw
psa pozyskanych od suk w fazie spokoju (anoestrus)
1 fazie porujowej (diestrus) (31). Wyniki pokazaty,
ze gestos¢ hodowli nie wptyngta na IVM oocytow
z diestrus, natomiast wyraznie odbila si¢ na wynikach
dojrzewania oocytow z anoestrus. Co ciekawe, wie-
cej oocytow (16,2%) dojrzato w systemie 10 COCs
(cumulus oocyte complex) — 100 pl pozywki niz przy
inkubowaniu w tej samej objetosci 5 COCs (4,6%)
(31). Jest to cenna informacja, poniewaz sugeruje
ze w niektorych przypadkach wicksze zageszczenie
hodowli pozytywnie wptywa na proces dojrzewania.
Tymczasem w wigkszosci badan stosuje si¢ niewielkie
grupy oocytow (23). Niemniej jednak mozliwe jest,
ze w przypadku oocytow pochodzacych z innych faz
cyklu ptciowego wplyw gestosci hodowli na IVM
ksztattowac si¢ bedzie inacze;j.

Efektywnos$¢ dojrzewania w kropli waha si¢ w za-
leznosci od zastosowanych warunkéw inkubacji.
Yamada i wsp. (44) umieszczali wyplukane kompleksy
oocyt—komorki ziarniste w 400 pl kroplach pozywki
na bazie TYH, wzbogaconej 10% inaktywowane;j
cieptem FBS (firmy GIBCO Labs.) 1 30 mg/l genta-
mycyny (Bio Products Inc.), w plastikowych naczy-
niach hodowlanych, pod olejem mineralnym (E.R.
Squibb&Sons, Inc.). W kazdej kropli znajdowato si¢
od 15 do 20 oocytow. Naczynia pozostawiono w in-
kubatorze, w temperaturze 37°C przy 5% zawarto$ci
dwutlenku wegla w powietrzu. Wyniki dojrzewania
oceniano po 24, 48 i 72 godzinach hodowli. Przy
pierwszej ocenie 88,6% oocytow znajdowato si¢
w fazie GVBD. Po 48 godzinach 27,3% oocytow
osiggneto dojrzatose, 4,5% znajdowato si¢ w telofazie
pierwszego podzialu mejotycznego, a pozostate 68,2%
nadal na etapie zaniku pecherzyka zarodkowego. Po
72 godzinach liczba oocytéw w metafazie drugiego
podzialu mejotycznego wyniosta 31,9%. Pozostale
oocyty znajdowaly si¢ w fazie TI (1%), Al (1%), M1
(2,7%), ProMI (1,6%) lub pozostaty na etapie GVBD
(62,6%), a wigkszo$¢ z nich pozostata w fazie zaniku
pecherzyka zarodkowego. Autorzy przypuszczaja, ze
moze to by¢ zwigzane z nieodpowiednimi warunkami
inkubacji lub faktem, ze cz¢$¢ oocytdw pobieranych
z pecherzykow jajnikowych w warunkach naturalnych
wecale by nie owulowato (44). Efekty IVM osiggnicte
W tej pracy nie sg drastycznie mate, niemniej jednak
pokrywaja si¢ z tymi opublikowanymi przez Mabhi
1 Yanagimachi (26).

Hewitt i England (16) zastosowali dwie pozywki:
SOF wzbogacone 0,3% lub 4% dodatkiem BSA.
Oocyty umiescili po 10 w 400 ul kroplach, w plasti-
kowych naczyniach hodowlanych i przykryli olejem
mineralnym (Sigma). Inkubacja trwata 96 godzin
1 odbywala si¢ w temperaturze 39°C, przy standar-
dowej zawartosci dwutlenku wegla w powietrzu.
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Po jej ukonczeniu oocyty poddano ocenie: tylko 7%
oocytow dojrzewajacych w SOF z dodatkiem 4% BSA
osiggneto stadium MI/AI/MII, a 45,5% pozostato na
etapie GVBD. Natomiast w pozywce SOF +0,3% BSA
dojrzato 3% oocytow, podczas gdy 38,5% osiaggneto
stadium GVBD. Badanie to dowodzi pozytywnego
wpltywu dodatku wiekszej ilosci bydlecej albuminy
surowiczej (4% w stosunku do najczesciej stosowa-
nych 0,3%).

Zdecydowanie bardziej skomplikowang pozywke
zastosowali Rodrigues i wsp. (34). Poréwnywali oni
dwa media na bazie TCM 199 (TCM 199, HEPES, 10%
FCS, gentamycyna, wodoroweglan sodu, pirogronian
oraz 0,5 pg/ml FSH i1 0,03 Ul/ml hCG). Do pierwszej
pozywki dodano 1 pg/ml estradiolu, a do drugiej 20
pg/ml estradiolu i 1 pg/ml hST.

Oocyty inkubowano po 25 sztuk w 100 pl kroplach
pod olejem mineralnym w temperaturze 37°C przez 72
godziny Po tym czasie dokonywano oceny oocytow
1 por6wnania uzytecznos$ci obu pozywek Osiagnigto
zaledwie 1,9% oocytow MII w pozywce 0 mniejszej
zawartos$ci estradlolu oraz 3,5% w pozywce z wigksza
zawarto$cig estradiolu i obecnoéciq ludzkiej somato-
tropiny, i tak jak w innych przytoczonych w tej pracy
wynikach, wiekszg cze$¢ stanowily oocyty w fazie
GVBD. Duza liczba oocytow byla zdegenerowana,
a w wielu przypadkach nie udato si¢ okresli¢ stadium
dojrzewania. Autorzy przypisujg niskg efektywnos¢
IVM niewlasciwie dobranym warunkom hodowli
(niefizjologiczna jest sama obecnos$¢ FSH w pozywce
przez caty czas trwania inkubacji). Wida¢ jednak, ze
wigksza ilo$¢ estradiolu i obecno$¢ hST pozytywnie
wplynely na proces dojrzewania (34).

W wicekszosci przypadkéw nie jest mozliwe uzy-
skanie zarodkow w oparciu o oocyty, ktére dojrze-
waly in vitro. Udalo si¢ to jednak zespotowi England,
Verstegen, Hewitt (10), ktoérzy rowniez postuzyli si¢
metoda inkubacji w kropli. Wykorzystano TCM-199
modyfikowany HEPESem i wzbogacony 0,3% BSA,
a wiec pozywke stosunkowo mato skomphkowanq
Inkubacj¢ prowadzono w kroplach zawierajacych
po 2-10 oocytow w standardowych warunkach (5%
dwutlenku wegla w atmosferze i 37°C) przez 24-72
godziny. W wyniku zaptodnienia in vitro tych oocytow
udato si¢ uzyskac ciaze (10).

Metoda inkubacji w kropli stanowi znaczace odej-
scie od warunkéw dojrzewania oocytow in vivo.
Zdecydowanie bardziej fizjologiczne warunki stwa-
rzaja metody wykorzystujace obecnos¢ komorek
jajowodu.

Inkubacja w obecnos$ci komérek/na monowarstwie
komaorek

Kolejng metoda jest inkubacja oocytéw w obecnosci
komorek lub na komoérkowej monowarstwie. Polega
ona na umieszczeniu w pozywce do [IVM okreslonych
typow komorek, ktore poprzez swojg obecnosé i wy-
dzielane substancje majg za zadanie wspomagac proces
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dojrzewania. Otoi i wsp. (30) badali wptyw obecnosci
bydlecych komorek ziarnistych wzgorka jajonosnego
na wznowienie i ukonczenie mejozy przez inkubowane
oocyty, wykorzystujac pozywke, w ktorej uprzednio
rozwijaly si¢ zarodki bydlece. Po zakonczeniu 72-go-
dzinnej inkubacji w 37,5°C, w powietrzu zawierajagcym
5% dwutlenku wegla odkryli, ze komorki te zdecy-
dowanie zwigkszaja liczbe oocytow wznawiajacych
mejoz¢ (26% oocytdow GVBD w stosunku do 9,9%
w grupie kontrolnej). Jednak po wykonaniu zaptod-
nienia in vitro oraz hodowli zarodkow okazalo sie, ze
pozytywny wplyw bydlecych komoérek ziarnistych na
proces dojrzewania nie przeklada si¢ na zwigkszenie
kompetencji rozwojowych zarodka (i tu uwidacznia
si¢ problem oceny dojrzewania cytoplazmatycznego
1 optymalnych dla tego procesu warunkow). Tym
niemniej w wyniku badania udato si¢ uzyskac jedna
blastocyste (30).

W 1999 r. Hewitt i England (16) podjeli si¢ zbada-
nia wplywu inkubacji oocytow w obecnosci komoérek
nabtonka jajowodu suki na wyniki IVM (wiadomo,
ze zastosowanie hodowli w jajowodzie lub z jego
komorkami epitelialnymi jest uzyteczne w przypadku
innych ssakow) (9, 13). W czasie trwania owariohiste-
rektomii pobrano 1 oczyszczono z przylegtych tkanek
jajowody (jak wykazalo badanie wymazu z pochwy,
suki znajdowaty si¢ w fazie diestrus). Na potrzeby
badania przetestowano 4 metody pozyskiwania komo-
rek nablonkowych: plukanie jajowodoéw (stosowane
wczesniej u krow 1 owiec) (8), miazdzenie jajowodow
kleszczykami w celu uwolnienia komdrek nabtonko-
wych (wykonywana na krowich jajowodach) (11, 42)
oraz zeskrobywanie komorek z nablonka przecigtego
wzdhuz jajowodu, w dwoch wariantach: wykonywane
ostrzem skalpela (metoda stosowana u owiec) (33) lub
szkietkiem mikroskopowym. Pozyskane komorki bar-
wiono biekitem trypanowym (Sigma) w celu okreslenia
ich przydatnosci (komorki wartosciowe pozostaty nie-
wybarwione) 1 poréwnano metody poprzez okreslenie
liczby przydatnych do hodowli komoérek za pomoca
hemocytometru. W oparciu o t¢ procedur¢ wybrano
najbardziej efektywng metod¢ pozyskania komorek
epitelialnych (zeskrobywanie skalpelem) i zastosowa-
no ja. W czasie badania wykorzystano 4 typy pozywek
na bazie TCM-199. Kontrolne pozywki skladaty si¢
z TCM-199 + 0,3% BSA i TCM-199 + 0,5 mg/ml
insuliny + 0,5 mg/ml transferyny + 0,5 pg/ml selenu
+ 10 pg/ml EGF + 2 g/ml Fungizone. Do pozywek
doswiadczalnych dodano komorki nabtonka jajowodu
suki, w kazdym przypadku stosujac objetos¢ 400 pl.
Pozywki przed hodowla nakroplono na szalki Petriego,
przykryto olejem mineralnym i wstawiono do inku-
batora na 6 godzin, w temperaturze 39°C i obecnosci
5% dwutlenku wegla w powietrzu. Nastepnie przez
48 1 96 godzin inkubowano oocyty (po 10 w kazde;j
400 pl kropli, przy zawartosci komorek epitelialnych
réwnej w przyblizeniu 7,5 x 10*/ml ") pod olejem mi-
neralnym w identycznych warunkach. Po zakonczeniu
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hodowli stwierdzono, Ze przy 48-godzinnej inkubacji
nie ma roznic efektywnosci IVM (liczbie oocytéw
GVBD i MI-MII) pomiedzy pozywkami zawieraja-
cymi komorki nabtonka i ich pozbawionymi. Réznice
pojawity si¢ dopiero po 96 godzinach hodowli: mimo
ze dodatek komorek nie zwigkszyt ilosci wznawia-
jacych mejoze oocytow to przetozyt si¢ pozytywnie
na ilo$¢ oocytow osiggajacych stadia MI-MII, jednak
nadal skuteczno$¢ IVM pozostata na niskim poziomie:
maksymalnie 9% oocytow osiagneto stadia powyzej
metafazy pierwszego podzialu mejotycznego. Autorzy
sadza, ze moze by¢ to konsekwencja zastosowania
komorek pochodzacych z jajowodoéw suk bedacych
w fazie diestrus: gdyby kolekcjonowano je w czasie
fazy przedrujowej (proestrus) i rujowej (oestrus) ich
dziatalno$¢ sekrecyjna ksztaltowataby si¢ inaczej,
prawdopodobnie lepiej wspierajac proces dojrzewania
in vitro. Nalezy rowniez pami¢tac, ze w badaniu wy-
korzystano tylko cz¢$¢ obecnych w jajowodzie typodw
komorek, co za tym idzie — nie mozna bylo wiernie
odwzorowac¢ warunkéw in vivo (16).

Zespot Bogliolo i wsp. (3) poszedt dalej, wyko-
rzystujac komorki epitelialne lejka i banki jajowodu
pochodzace od suk bedacych w oestrus (fazg cyklu po-
twierdzono okreslajac poziomu progesteronu w osoczu
krwi 1 badajac wymaz z pochwy). Jajowody wycigto
podczas owariohisterektomii, przeptukano w PBS
z dodatkiem antybiotykow, a nastepnie przecigto
wzdhuz. Komorki pozyskano poprzez zeskrobywanie
mikroostrzem i przeptukano kilkakrotnie w pozywce
TCM-199 wzbogaconej buforujacym HEPESem.
Bezposrednio przed [IVM umieszczono je w stosownej
pozywce (10*/ml™, liczba okreslona hemocytometrem
Biirkera). Przy dojrzewaniu wykorzystano pozywke
kontrolng: TCM-199 + 10% EBS + 0,1 Ul/ml' FSH
(Pluset, Serono Veterinary) + 0,1 Ul/ml™' LH (Pluset,
Serono Veterinary) + 1 pg/ml™ progesteronu + 1 pg/
ml! estradiolu + 100 uM cysteaminy. Drugie medium
zostalo wzbogacone o komorki lejka jajowodu, a trze-
cie o komorki pochodzace z banki jajowodu.

Oocyty umieszczono na ptytkach hodowlanych ze
studzienkami (po 30 oocytow w kazdym mililitrze po-
zywki) 1 inkubowano w temperaturze 39°C, w powie-
trzu o standardowej zawartos$ci dwutlenku wegla. Po
48 godzinach dokonano oceny: w pozywce kontrolnej
4% oocytow osiagneto faze MII, w pozywce z dodat-
kiem komorek lejka jajowodu — 15,6%, za$ w pozywce
z komoérkami banki jajowodowej — 16,7%. Po uptywie
72 godzin udzial dojrzatych oocytow zwigkszyt si¢
1 wyniost: w pozywce kontrolnej — 6%, w pozywce
z komorkami lejka — 18,5%, a w pozywce wzbogaco-
nej komoérkami banki jajowodu — 23,2%. Jak widac,
najbardziej intensywny wplyw na efektywnos¢ IVM
miat dodatek komorek lejka, jednak badanie dowiodto
roOwniez pozytywnego wpltywu obecnosci komodrek
banki jajowodu. Autorzy zwroécili uwage na rdznice
efektywnosci dojrzewania w zalezno$ci od typu za-
stosowanych komorek. Jak wiadomo, poszczegdlne
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odcinki jajowodu sg zréznicowane pod wzgledem
typow komorek, aktywnosci wydzwlmczej (16, 24)
1 przebiegajacych w nich procesow. Prawdopodobnie
na wyniki pracy miat réwniez wptyw moment pozy-
skania jajowodow — faza rujowa (oestrus) (3, 16).

Inkubacja w wyizolowanym jajowodzie

Najbardziej zaawansowang pod wzgledem nasla-
dowania fizjologicznych warunkoéw dojrzewania jest
metoda inkubacji oocytdow w wyizolowanym jajo-
wodzie (24). Na potrzeby dojrzewania oocytow psa
badano zaréwno wariant [IVM w jajowodzie otwartym
(rozcietym wzdhiz, z wyeksponowang $§luzowka), jak
1 hodowle w jajowodzie zamknietym (podwigzanym
z obu stron). W odr6znieniu od innych metod, w tej
oocyty dojrzewaja w otoczeniu wszystkich komoérek
wystepujacych w jajowodzie 1 majg kontakt fizyczny
znabtonkiem. Luvoni i wsp. (24) wykorzystali odcinki
cie$ni 1 banki jajowodu pobrane w czasie owariohiste-
rektomii od suk bedacych w réznych stadiach cyklu
ptciowego 1 zastosowano pozywke sktadajaca sie
z TCM-199 z dodatkiem antybiotykow, 5% FBS, 0,5
UI FSH i 0,5 UI LH (Serono Veterinary). Jajowody
przeptukano w PBS zawierajacym 100 mg/ml strepto-
mycyny, 100 000 UI/ml penicyliny G oraz 250 pg/ml
amfoterycyny B i umieszczono na szalkach Petriego,
uprzednio przygotowujac do IVM: jeden z jajowo-
doéw przecieto wzdhuz, odstaniajac sluzowke, a drugi
podwigzano na jednym koncu. Przy pomocy szklane;j
pipety umieszczono w jajowodach niewielka ilo$¢
pozywki zawierajacej oocyty: na powierzchni $luzow-
ki otwartego jajowodu (po 10 oocytéw) i wewnatrz
zamknietego (po 20 oocytow), ktory podwigzano, by
zapobiec wyptywowi roztworu. Cato$¢ umieszczono
w inkubatorze, w temperaturze 38,5°C 1 standardowe;j
zawarto$ci dwutlenku wegla. Jako probe kontrolng
przeprowadzono dojrzewanie w kropli pozywki
pod olejem mineralnym. Po 30 godzinach inkubacji
20,4% oocytow w grupie kontrolnej wznowito mejo-
z¢, w otwartym jajowodzie 27,1%, a w zamknigtym
63,8%. Zastosowanie inkubacji w zamknigtym jajowo-
dzie pozwolito na osiagni¢cie stadiow MI/MII przez
12,5-31,9% oocytow (dla poréwnania, przy hodowli
w kropli ich udziat wynosit 3,7%). Okazato sig, ze
przedtuzenie czasu jego inkubacji poza 30 godzin nie
spowodowato wzrostu liczby wznawiajacych mejoze
oocytow, co wiecej, zwickszyla si¢ liczba oocytow
zdegenerowanych (24).

Inkubacja w wyizolowanych pecherzykach
jajnikowych

Zamyslem stanowigcym podwaliny tej metody jest
teza, iz wykorzystanie pgcherzykow jajnikowych
w VM pozwoli na stworzenie bardziej fizjologicznych
warunkéw dla dojrzewania oocytu. Wydaje si¢ ona
jednak nieco dyskusyjna, poniewaz oocyt psa opuszcza
pecherzyk jajnikowy, bedac w metafazie I podziatu
mejotycznego, co za tym idzie — in vivo pgcherzyki
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stanowia Srodowisko dla pierwszej czes$ci procesu
dojrzewania do zaptodnienia. Procedura ta zostala za-
stosowana jako element IVP migdzy innymi u myszy,
jednak nadal charakteryzuje si¢ niska efektywnoscia.
Bolamba i wsp. (4) wykorzystali pgcherzyki
EAN (trzeciorzgdowe pecherzyki jajnikowe, antral-
ne) 1 APAN (drugorzedowe pecherzyki jajnikowe,
prenatalne) pozyskane metoda enzymatyczng (jej
zastosowanie przetozylo si¢ na zwickszong liczbe
oocytdéw GVBD jeszcze przed rozpoczgciem [VM).
Pierwszym krokiem bylo ptukanie pecherzykow jaj-
nikowych w roztworze sktadajacym si¢ z pozywki
BWW wzbogaconej 0,1% dodatkiem BSA, w tempe-
raturze pokojowej i ponowne ptukanie w tym samym
roztworze w temperaturze 37°C. W czasie inkubacji
wykorzystano 24-studzienkowe naczynia do hodowli
tkankowych (Mostar, Sigma). Aby zapobiec utracie
komorek ziarnistych i zachowa¢ prawidtowg strukture
pecherzykoéw jajnikowych, naczynia pokryto 350 pl
0,6% (wt/v) roztworu agaru w BWW (bez dodatku
BSA) i umieszczono w 4°C, a bezposrednio przed
rozpoczeciem hodowli tak przygotowane plytki ho-
dowlane podgrzano przez 3 godziny w 37°C. W kazde]
studzience umieszczono 400 ul DME/F-12 — ztozonej
pozywki hodowlanej zawierajacej dodatek 15 mM
HEPES 1 2,5 mM L-glutaminy, ktéra wzbogacona
zostata nastepujacymi substancjami: 20% (wt/v) inak-
tywowanego cieptem FBS (Sigma), 2 mM L-glutaminy
(Sigma), 1% (wt/v) mieszanki antybiotykoéw 1 srodkow
przeciwgrzybiczych (Gibco), 1 pg FSH/ml (Sigma), 10
UI'hCH/ml (Sigma)i I pg estradiolu-17p/ml (Sigma).
W kazdej studzience umieszczono po 2-12 oocytow
(zatem 400 pl pozywkina 2-12 oocytow) 1 inkubowano
w temperaturze 37°C oraz standardowej zawarto$ci
CO, przez 24, 48 lub 72 godziny. Po 24 godzinach
uzyskano istotne zwigkszenie si¢ liczby przypadkdéw
degeneracji. W kolejnych godzinach procent ten pozo-
stat na statym, wysokim poziomie (co mija si¢ z teza
gloszaca, ze wydtuzenie czasu hodowli bezposrednio
przektada si¢ na wzrost przypadkéw degeneracji) (23).
Najwigkszy odsetek oocytow GVBD-MII zanotowano
po 48 godzinach inkubacji (APAN — 11,5%; EAN —
8,7%). Charakterystycznym dla tej pracy elementem
jest duzy udzial oocytow GVBD jeszcze przed inku-
bacja (okoto 24%). Jest on zwigzany z enzymatyczng
izolacjq pecherzykow jajnikowych, najprawdopodob-
niej jako konsekwenqa wystapienia spontamcznych
wznowien mejozy — zjawiska opisywanego wczesniej
rowniez w kontek$cie oocytéw innych gatunkow
i wynikajacego z ich atrezji. Oocyty takie mimo
wznowienia mejozy podlegaja degeneracji, zawyzajac
jednoczesnie odsetek oocytow GVBD-MII (4).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze zastosowanie dojrze-
wania w wyizolowanych p@cherzykach Jajmkowych
pozwala na uzyskanie wznowienia mejozy, jednak
warunki inkubacji wymagaja (jak w przypadku wszyst-
kich metod IVM psich oocytow) wnikliwej analizy
1 dalszych badan. Wiadomo, ze progres od MI do MII
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udato si¢ uzyska¢ u innych gatunkéw — myszy, szczu-
ré6w oraz matp rezusoéw (4).

Z przedstawionych danych wynika, ze stosowane
w chwili obecnej metody hodowli oocytow psa domo-
wego nie przynosza oczekiwanych rezultatow. Proces
dojrzewania in vitro oocytow tego gatunku zwierzat
wcigz wymaga pogtebienia wiedzy o §rodowisku
jajowodu suki i fizjologii samej komoérki jajowe;.
Umozliwi to stworzenie w przyszto$ci odpowiednich
warunkoéw hodowli 1 osiggnigcie in vitro zdolnosci do
zaplodnienia przez komorki jajowe psa domowego.
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