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Czynniki wplywajace na dojrzewanie in vitro oocytéw ssakéw
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W ostatniej dekadzie notuje sie znaczne przy-
spieszenie w opracowaniu i wykorzystaniu prak-
tycznym nowych bictechnik w produkeji zwie-
rzecej. Do$¢ powszechnie stosowana jest trans-
plantacja zarodkdéw u zwierzat, ktéra w wielu
krajach przynosi wymierne efekly w postaci
szybkiego zwickszania poglowia zwierzat o po-
zgdanej wartosci hodowlanej. Przenoszenie za-
rodkéw w polgczeniu z technikg zaplodnienia
in vitro znajduje najszersze zastosowanie w po-
konywaniu jalowosci szczegdlnie w medycynie
ludzkiej, ale takze u zwierzat uzytkowych (4).
Wartosciowe samice ze zmianami patologiczny-
mi macicy lub jajowodéw wykluczajacymi uzyt-
kowanie rozpilodowe, za pomocg tej techniki
moga byé wilaczone do reprodukeji (4). Ayalon
(1) podaje, ze u kréw wykazujacych niepra-
widlowosci w funkcjonowaniu narzadéw rod-
nych, liczbe oocytow, ktore pozostajg nie za-
plodnione, ocenia sig na 29—40%. Stosujgc za-
plodnienie in witro i zastepcze matki-biorczynie
mozna zmniejszy¢ straty zarodkéw spowodowa-
ne ich wezesng zamieralnoscig (5). Technika za-
plodnienia in vitro umozliwia ocene zdolnosci do
zaplodnienia zaréwno oocytéw, jak i plemni-
kow, a takze efektywne wykorzystanie nasie-
nia cennych samcéw, a co za tym idzie — pro-
dukcje duzej liczby potomstwa od rodzicéw
;&;artos’ciowych pod wzgledem hodowlanym (4,

Waznym zagadnieniem jest czas i sposob po-
bierania oocytéw z pecherzykéw jajnikowych.
W medyeynie ludzkiej pozyskuje sie juz doj-
rzale oocyly, a zaplodnienia dokonuje sie in
vitro. U zwierzat natomiast istniejg dwie dro-
gi pozyskiwania cocytéw. Jedna to wyplukiwa-
nie lub pobieranie ocytéw dojrzalych in vivo
po hormonalnej indukeji superowulacii, a dru-
ga to pozyskiwanie oocytéw z pecherzykéw jaj-
nikowych pobieranych z jajnikéw ubitych kréw
i jaléwek. Obie metody zmierzaja do osiagnie-
cia konkretnych celéw. W przypadku pobiera-
nia oocytébw dojrzatych bada sie in vitro wplyw
hormon6éw podanych w celu wywolania super-
owulacji na jakos$¢ oocytéw i ich zdolnoéé do za-
plodnienia. Jest to problem szezegélnie wazny,
poniewaz — jak dotychczas — notuje sie zroz-
nicowang reakcje na hormony stosowane do
wywolania superowulacji, a jako$¢ zarodkéw
nie zawsze jest zadowalajaca. Dlatego tez moz-
liwos¢ badania tak wezesnych stadidw rozwoju
zarodkow pozwala okreslic moment, w ktérym
zachodzi proces degeneracji i poszukiwaé czyn-
nikéw powodujacych niski procent zaplodnienia
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oocytéw (13). W przypadku pobierania cocytow
niedojrzalych istnieje mozliwos¢ ustalenia wa-
runkéw, w jakich zachodzi proces dojrzewania
i zaplodnienia, a co za tym idzie — uzyskanie
dodatkowego zrédia zarodkéw od wartosciowych
pod wzledem genetycznym samic, skierowanych
na ubdj z innych powodow, anizeli nieptodnose¢
(30).

Komoérkom pobranym z pecherzykéw jajni-
kowych nalezy zapewni¢ in vitro optymalne wa-
runki, niezbedne do osiggniecia pelnej dojrzalo-
sci.

Podstawowym problemem jest dobér warun-
kow hodowli odpowiednich dla oocytéw roz-
nych gatunkéw zwierzgt. Jednym z giléwnych
czynnikéw wplywajgcych na efektywnoéé¢ ho-
dowli oocytéw sg pozywki hodowlane. Sklada-
ja sie one z bardzo wielu komponentéw: sole
mineralne, aminokwasy, zwigzki energetyczne,
witaminy i antybiotyki (37). Pomyslne wyniki
daje hodowla in vitro oocytow myszy w plynie
TCM-199 (6, 8) lub w BMOC-2 (6), oocytow
bydla w plynie Tayroda (3, 18), w MEM (14),
w FCS z dodatkami (34), w KRB (19), w TCM-
199 (21), w HAM-F12 (11), oocytdw owiec w
M-199 (25, 27, 32), w Dulbecco uzupelnionym
surowicg owczg (27), oocytow swin w KRB (15),
w M-199 (29) i w Menezo B, (12). Czas hodowli
oocytéw stosowany przez réznych badaczy wa-
ha sie od 24 do 48 godzin (3, 5, 14) a temperatu-
ra, w ktérej odbywa sie hodowla od 37°C (6, 14,
17, 32) do 39°C (3, 18). Niezmienne natomiast
pozostaja warunki gazowe hodowli. Oocyty ho-
dowane sg w obecnosci b% CO, w powietrzu
przy 93%—100% wilgotnosci.

Kryterium dojrzalosci oocytow jest osiggnig-
cie w trakcie hodowli stadium metafazy II, cho¢
nie jest to réwnoznaczne z pelna dojrzaloScig
cytoplazmy oocytu, konieczng do prawidlowego
przebiegu procesu zaplodnienia. Poniewaz in
vivo na zamkniety w pecherzyku oocyt dzia-
laja gonadotropiny i estrogeny (9, 32), oczywis-
ta jest potrzeba dodania tych hormondéw do ho-
dowli in wvitro. Hodujgc oocyty bydlece w po-
zywce zawierajgcej rozne kombinacje gonado-
tropin FSH i LLH oraz sterydéw osiggnieto 61,4
—T74,1% dojrzatych oocytéw (11), natomiast sy-
nergiczne dzialanie LH i estradiclu dato efekt w
postaci 62,6% oocytéw bydlecych w stadium me-
tafazy II. Zdaniem niektorych badaczy rola ste-
rydéw w dojrzewaniu oocytéw ssakéw jest kon-
trowersyjna. Wydaje sie, ze sterydy nie wply-
waja istotnie na dojrzewanie oocytow, jako ze
inhibitory sterydow nie zapobiegajg podjeciu
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procesu mejozy przez oocyty znajdujgce sie w
pecherzykach poddanych dziataniu LI in vitro
(20, 36). Inni autorzy donosza natomiast, Ze
sterydy odgrywaja wazng role w kornicowym
etapie procesu dojrzewania zarowno jadra, jak
i eytoplazmy oocytu (2, 23, 28, 33). Obecnosc
sterydow nie jest niezhedna do procesu peka-
nia pecherzyka zarodkowego i formowania plyt-
ki metafazalnej I, natomiast konieczna jest do
dojrzewania cytoplazmy (24, 26). Niski poziom
sterydéow  w otoczeniu dojrzewajacego oocytu
powoduje anomalie zaplodnienia, opéznia po-
dzial i réznicowanie komoérek (24). Obnizajac
poziom sterydow w hodowli przez dodanie in-
hibitora sekrecji estrogenu i testosteronu Moor
i wsp. (26) otrzymali tylko 13% zaplodnionych
oocytow owcy, dojrzewajacych uprzednio w pe-
cherzykach jajnikowych in vitro. Liczba zaplod-
nionych oocytow zwickszyla sie do 50%, kiedy
inhibitor dodano do pozywki na 8 godzin przed
zakonczeniem hodowli. Znaczenie sterydéw dla
dojrzewania oocytéw bydlecych potwierdzit w
swojej pracy Fukui i wsp. (9). Dodajac do po-
zywki hodowlanej estradiol lub progesteron ot-
rzymali odpowiednio 61,7% i 55,2% oocytéw w
stadium metafazy II. Oocyty hodowane bez do-
datku hormonéw osiagnely metafaze II w 47,8%.
W mniejszym stopniu niz estradiol na dojrze-
wanie opocyloéw bydia (9) i swin (12) wplywa
progesteron. Odgrywa on natomiast decydujg-
ca role u innych zwierzat jak plazy i ryby (16,
22, 31).

U ssakéow gonadotropiny wywoluja cytolo-
giczne i biochemiczne zmiany w pecherzykach
jajnikowych (12, 3b). Nastepuje podwyzszenie
sekrecji sterydéw 1 poziomu prostaglandyny
(12). FSH powoduje dysocjacje komoérek kumu-
lusa i wydzielanie przez nie substancji migdzy-
komoérkowej (matrix) zlozonej z glikozoamino-
glikan6w (m.in. kwas hialuronowy). Powoduje
to przerwanie polgczen cytoplazmatycznych
miedzy occytem a komoérkami kumulusa, a co
za tym idzie — przerwanie transportu do ko-
moérki jajowej cAMP i inhibitora dojrzewania
cocytu OMI. Znaczne obnizenie poziomu cAMP
i OMI jest prawdopodobnie sygnalem do pod-
jecia przez oocyt zatrzymanego podzialu mejo-
tycznego (35). Hodujgc in vitro oocyty Swin w
izolowanych pecherzykach jajnikowych z do-
datkami FSH i FSH-+LH otrzymano 80% oocy-
toéw w stadium metafazy 11 II (12). W Swietle
ostatnich badan wydaje sie, ze FSH dziata bar-
dziej aktywnie w pobudzaniu mejozy niz LH
(9, 12).

Aktywnose, jakg przejawiajg hormony doda-
wane do hodowli zalezy takze, miedzy innymi,
od sposobu hodowli (8). W swoich badaniach
Racowsky i wsp. (29) wykazali, ze ani plyn pe-
cherzykowy, ani komorki ziarniste hodowane
razem z oocytami §win nie wptywaly hamujgco
na podejmowanie mejozy. Podobne rezultaty
uzyskano hodujac oocyty owiec z komérkami
folikularnymi w obecnosci gonadotropin i estro-

genéw w roznych stezeniach, w niestatycznym
systemie hodowli (32). Zastosowanie niestatycz-
nego systemu hodowli jest dodatkowym, istot-
nym elementem pozwalajgcym na utrzymanie
prawidlowej rownowagi sterydéw, szezegblnie
w pierwszej, krytycznej fazie dojrzewania. Sto-
sunek ilosciowy sterydéw zbadany w niestatycz-
nym systemie hodowli jest podobny do znale-
zionego w plynie pecherzykowym przedowula-
cyjnych pecherzykow jajnikowych, w kiérym
poziom estrogenow jest wysoki, a progesteronu
niski. Taki stan utrzymywany jest do drugiej
polowy procesu dojrzewania, kiedy to obserwu-
je sie raptowny wyrzut progesteronu (32). In-
teresujacy jest fakt, ze dodanie do hodowli ko-
mérek pecherzykowych pozostaje bez korzyst-
nego wplywu na oocyty pozbawione kumulusa,
pobudza jednak do prawidlowego rozwoju (37%)
oocyly otoczone wiencem promienistym (32).
Wyniki tych doéwiadezen przecza przedstawio-
nej we wezesniejszej pracy (35) hipotezie o pe-
cherzykowym pochodzeniu czynnikéw hamuja-
cych dojrzewanie oocytow.

Fukui i wsp. (10) badali zdolnosé ovcytéw do
dojrzewania in vitro w zaleznosei od wielkosci
pecherzyka jajnikowego z jakiego je pozyskano,
obecnosci lub braku kumulusa, a takze od fazy
cyklu rujowego, w jakiej znajdowal sie jajnik,
z ktérego pobrano oocyty (10). Wedlug Dahlha-
usena i wsp. (7) lepiej dojrzewaja cocyty hydle-
ce z pecherzykéw wielkogci 3—6 mm (50% oocy-
tow z cialkami kierunkowymi) w poréwnaniu 2
pochodzacymi z pecherzykéw mniejszych niz
3 mm (47% cialek kierunkowych) i wiekszych
niz 6 mm (40% cialek kierunkowych). Inni au-
torzy (10, 19) nie stwierdzaja istotnych roznic
pod wzgledem zdolnosci do dojrzewania mie-
dzy oocytami bydlecymi pochodzaeymi z peche-
rzykéw o roznej wielkosei.

Zwarty lub lekko rozproszony kumulus ma-
ja oocyty bydlece pozyskane z malych peche-
rzyléw (3 mm i 3—6 mm) (7, 19). Fukui i Sa-
kuma (10) zacbserwowali, Ze 86%—94% oocytow
otoczonych prawidiowymi kumulusami pocho-
dzi z pecherzykéw mniejszych niz 5 mm, zas
tylko 60%—70% takich samych oocytow z pe-
cherzykow o wielko$ci 6—20 mm. Notuje sig
wysoko istotre réznice w dojrzewaniu oocytoéw
otoczonych prawidlowym kumulusem — 71%
(19), 48,2% (10), 50% (7) i ococytéw pozbawionych
kumulusa — 44% (19), 32,4% (10), 0% (7).

Badania zalezno$ci miedzy fazg cyklu plcio-
wego i zdolnoscig oocytéw do dojrzewania in
vitro wykazaly, ze cechy degeneracji kumulu-
sa i ooplazmy w najwyzszym stopniu wystepu-
ja u oocytéw pochodzacych z jajnikéw w fazie
pecherzykowej (19). Natomiast badacze japon-
scy (10) nie zaobserwowali istotnych réznic w
tempie dojrzewania oocytéw pochodzacych z
jajnikéw w fazie lutealnej (49,6%) czy foliku-
larnej (45,9%).

Wydaje sie wiec, ze zastosowanie wlasciwych
warunkéw hodowli pozwoli na pozyskanie du-
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zej liczby w peli dojrzatych oocytéw zaréw-
no do badan podstawowych, jak i zabiegdéw
transplantacji i manipulacji zarodkami.
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Wartoéé biologiczna nasienia buhajéw konserwowanego

z egzogennym zredukowanym glutationem okreslona na podstawie

cielnosci i wycielen v kréw

Instytut Fizjologii i Zywienia Zwierzat PAWN, ul. Instytucka 3. 05-110 Jablonna
* Stacja Hodowli i Unasieniania Zwierzat, ul. Bydgoska 1/8, 10-243 Olsztyn

Zredukowany glutation (GSH) w nasieniu
buhaja odgrywa wazng role w ruchliwosci, me-
tabolizmie oraz przezywalnosci plemnikow (3,
7,8,9,11, 14). Wykazany jest takze udzial egzo-
gennego GSH w podtrzymywaniu zdolnosci za-
pladniajacej plemnikéw buhaja, aczkolwiek
wskaznik cielnosci u kréw charakteryzowat sie
duzg zmiennoscig (1, 12).

W zwigzku z powyzszym uzasadnione wyda-
je sie przedstawienie wynikéw badan nad wply-
wem dodatku zredukowanego glutationu do
mrozonego nasienia buhajéw na cielno$é u krow.
Jednoczesnie w celu pelniejszego udokumen-
towania do$wiadczenia, okreslono wskaznik wy-
cielen.

Material i metody

Do badan wykorzystano nasienie 4 buhajow w wie-
ku 18 miesiecy uzytkowanych do rozrodu w Stacii
Hodowli i Unasieniania Zwierzat w Olsztynie. Od kaz-
dego buhaja w odstepach okolo 15-minutowych, po-
brano po 2 ejakulaty, ktore nastepnie taczono i okres-
lano loncentracje plemnikéw w 1 ml nasienia me-
todg fotometrycznag., Ejakulaty, ktéorych odsetek plem-
nikéw o ruchu postepowym byt wyzszy niz 60’
dzielono na dwie réwne porcje i konserwowano w roz-
rzedzalniku mlekowo-zéltkowo-glicerolowym. Szczegd-
lowe postepowanie metodyczne opisano w poprzed-
niej pracy (10). Préobe biologiczng przeprowadzono na
179 ktowach unasienionych po raz pierwszy, w tym
91 nasieniem bez GSH i 88 nasieniem z GSH. Zabiegi
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unasieniania w okresie letnim wykonywato dwach in-
seminatoréw, Krowy pochodzily z gospodastw uspo-
tecznionych. Wszystkie czynnoéci. techniczne zwiaza-
ne z zabiegiem unasieniania przeprowadzano wediu’
metody rutynowej zalecanej przez SHiUZ. Skutecz-
nos¢ zabiegdéw ustalono na podstawie badania w ce-
lu stwierdzenia ciazy wykonywanego przez lekarza
weterynarii powyzei 90 dnia od daty pierwszego una-
sieniania oraz dat urodzen cielat.

W celu okreslenia zalezino$ci miedzy buhajami a
cielnoscia u kréw unas.enionych bez i ze zredukowa-
nym glutationem, zastosowano test Chi? z poprawka
Yatesa na ciggto$é (6). Przyjeto poziom istotnosci
pP=<0.05.

Wyniki i omdédwienie

Sredni odsetek kréw cielnych po pierwszej
inseminacji nasieniem zawierajgcym GSH wy-
niést 60,2% i byl wyzszy o 8,6% w stosunku do
nasienia konserwowanego bez GSH. Uzyskane
wartosci Chi? sg znacznie nizsze niz wartos¢ gra-
niczna wlasciwa dla p<<0,05 i $wiadcza o tym,
ze nie istniejg wspolzaleznosci pomiedzy buha-
jami a liczba krow cielnych i niecielnych, una-
sienionych bez i ze zredukowanym glutationem
(tab. 1). Najwyzszy odsetek zacielen stwierdzo-
no u kréw unasienionych nasieniem z dodat-
kiem GSH pozyskanym od buhajow o nazwach.
Bruk i Bryk — po 66,7% i liczba ta byla wyz-
sza w stosunku do nasienia bez GSH, odpo-



