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Zdolno�æ zap³odnionego oocytu do podzia³ów i roz-
woju zarodkowego, a nastêpnie implantacji i pe³nego
rozwoju p³odowego w g³ównej mierze uzale¿niona jest
od jako�ci samego oocytu, jego dojrza³o�ci mejotycz-
nej, cytoplazmatycznej i molekularnej (14). W warun-
kach fizjologicznych dwukierunkowa komunikacja
pomiêdzy komórkami ziarnistymi a oocytem jest wa-
runkiem prawid³owego wzrostu zarówno pêcherzyka
jajnikowego, jak te¿ wzrostu i dojrzewania oocytu (4,
14). Komórki ziarniste wydzielaj¹ szereg substancji,
które w sposób para/autokrynny wzmacniaj¹ lub os³a-
biaj¹ oddzia³ywanie gonadotropin na oocyt, a dodane
do po¿ywek hodowlanych wspomagaj¹ dojrzewanie
in vitro oocytów wielu gatunków ssaków (2).

Proces rozpoczêcia transkrypcji genomu zarodka to
jeden z najwa¿niejszych etapów jego wczesnego roz-
woju. Pocz¹tkowo uwa¿ano, i¿ u byd³a aktywacja
genomu nastêpuje w zarodkach 8-16-komórkowych,
badania sugeruj¹ jednak, i¿ zjawisko to rozpoczyna
siê ju¿ w stadium 2-komórkowym (1). Hodowla wcze-
snych zarodków w kokulturze z komórkami somatycz-
nymi, np. nab³onka jajowodu (KJ), warstwy ziarnistej
(GCs) czy w¹troby szczura bawolego u³atwia ich roz-

wój do stadium moruli/blastocysty (3, 5, 17). Zarodki
wykazuj¹ du¿¹ plastyczno�æ rozwojow¹ i do pewnego
stopnia mog¹ kompensowaæ brak potrzebnych sk³ad-
ników lub rozwijaæ siê w obecno�ci substancji nie-
po¿¹danych (18). Niew³a�ciwe ¿ywienie matki (np.
niedo¿ywienie) w czasie ci¹¿y czy nieodpowiednie
sk³adniki zawarte w po¿ywkach mog¹ jednak prowa-
dziæ do zaburzeñ rozwojowych ujawniaj¹cych siê do-
piero w okresie postimplantacyjnym lub nawet post-
natalnym osobnika (6). Nie tylko dojrza³o�æ oocytu,
ale równie¿ warunki hodowli zarodków maj¹ zatem
istotny wp³yw na ich potencjaln¹ zdolno�æ rozwojo-
w¹. Celem badañ by³o porównanie wp³ywu hormonów
gonadotropowych i komórek ziarnistych na dojrzewa-
nie i zdolno�æ rozwojow¹ in vitro oocytów byd³a oraz
ocena wp³ywu po¿ywek TCM 199 i DMEM/F12 na
rozwój uzyskanych zarodków w kokulturze z komór-
kami nab³onka jajowodu.

Materia³ i metody
Pozyskiwanie i hodowla oocytów oraz komórek jajo-

wodowych. Do badañ wykorzystano 647 oocytów otoczo-
nych wielowarstwowym wzgórkiem jajono�nym (COCs),
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Summary

The aim of the study was to compare the effect of gonadotropic hormones and granulosa cells on the matu-
ration and developmental capacity of cattle oocytes in vitro, as well as the effect of TCM 199 and DMEM/F12
media on the development of embryos obtained in co-culture with oviduct epithelial cells. Fertilization was
performed with the use of frozen semen from 2 bulls. Twenty hours after insemination, presumptive zygotes
were placed in co-culture with oviduct cells in a TCM 199 (TCM-KJ co-culture) or a DMEM/F12 medium
(DMEM-KJ co-culture) and cultured for 7-9 days. Metaphase II was reached by 40% and 48% of oocytes
cultured in the presence of granulosa cells and gonadotropins, respectively. Only embryos obtained from
oocytes maturing in the presence of granulosa cells developed to the blastocyst stage. Considerably more
dividing embryos were obtained when the presumptive zygotes were co-cultured with TCM-KJ (38.1%) rather
than with DMEM-KJ (8.6%; P < 0.01). This study showed that the presence of granulosa cells had no effect on
the nuclear maturation of cattle oocytes, but increased their capacity for embryonic development. TCM 199 is
much more useful than DMEM/F12 for the co-culture of cattle embryos with oviduct cells.
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pobranych z jajników po uboju 52 ja³ówek. COCs hodowa-
no 23 godziny w po¿ywce TCM 199 z dodatkiem 0,1 g/l
L-glutaminy, 75 mg/ml kwasu askorbinowego, 25 mg/ml
alkoholu poliwinylowego, 1 mM/ml pirogronianu sodu, 20%
FBS (Foetal Bovine Serum), 25 i.u./ml gentamycyny oraz
A) 5 i.u/ml LH i 0,5 µg/ml FSH (po¿ywka TCM-H) lub
B) komórek ziarnistych (3-5 × 106/ml; po¿ywka TCM-GCs).
W TCM-H, po 13-31 COCs hodowano w 500 µl kroplach
po¿ywki w naczynkach 4-do³kowych; w TCM-GCs, na szal-
kach Petriego o �rednicy 3 cm, (po 30-48 COCs/2 ml po-
¿ywki). Po hodowli czê�æ oocytów utrwalono celem oceny
stadium mejozy, pozosta³e unasienniono plemnikami kapa-
cytowanymi in vitro.

Komórki nab³onka jajowodu pobierano z wyizolowanych
jajowodów, przemywano i zawieszano w 4 ml TCM 199
(kokultura TCM-KJ) lub DMEM/F12 (kokultura DMEM-
-KJ) z dodatkiem 10% FBS, 50 i.u/ml gentamycyny i 0,1 g/l
L-glutaminy. Zawiesinê rozlewano do naczynek 4-do³kowych
(po 500 µl/�do³ek�) i umieszczano w inkubatorze. Na 12
godzin przed wprowadzeniem unasiennionych COCs w ka¿-
dym �do³ku� wymieniano po 200 µl po¿ywki.

Do badañ u¿yto odczynników firmy Sigma-Aldrich Co.
(Schnelldors, Niemcy).

Kapacytacja plemników i inseminacja oocytów. Przed
inseminacj¹ COCs (n = 417) czê�ciowo pozbawiano komó-
rek wzgórka jajono�nego i umieszczano w 44 µl kroplach
TALP-IVF (TALP z dodatkiem glukozy, 6 mg/ml BSA;
Bovine Serum Albumin, 9 µg/ml heparyny oraz PHE: 20 µM
penicylaminy, 10 µM hypotauryny i 2 µM epinefryny), na
szalkach Petriego pod warstw¹ oleju parafinowego. Roztwór
PHE przygotowano zgodnie z metodyk¹ Miller i wsp. (11).
Do zap³odnienia u¿yto nasienia mro¿onego 2 buhajów,
kapacytowanego z wykorzystaniem techniki �swim-up� (13).
Nastêpnie do kropli z oocytami wprowadzano oko³o 50 000
plemników ruchliwych (w 6 µl TALP-IVF), uzyskuj¹c kon-
centracjê 1 × 106 plemników/ml po¿ywki.

Kokultura zarodków byd³a w TCM-KJ i DMEM-KJ.
Po 18-20 godzinach od inseminacji oocyty (przypuszczalne
zygoty; n = 396) bez oznak degeneracji w ooplazmie umiesz-
czano w kokulturach TCM-KJ lub DMEM-KJ i hodowano
7-9 dni, wymieniaj¹c po 200 µl medium co oko³o 48 godzin.
Wszystkie inkubacje prowadzono w atmosferze 5% CO

2
i temperaturze 38,5°C.

Ocena mikroskopowa oocytów i zarodków. Po hodowli
oocyty i zarodki utrwalano 24-48 godzin w zbuforowanej
formalinie, barwiono fluorochromem Hoechst 33342 i oce-
niano w mikroskopie fluorescencyjnym przy pow. 400 ×.
Wyró¿niono nastêpuj¹ce stadia mejozy: 1) metafaza I;
2) metafaza II; 3) oocyty zatrzymane w stadium diktiotenu
lub zdegenerowane (brak chromatyny; fragmentacja; grudki
chromatyny w ooplazmie) oraz rozwoju zarodkowego:
1) blastocysty; 2) morule; 3) zarodki kilkublastomerowe;
4) oocyty zap³odnione � w ooplazmie widoczne przedj¹d-
rza lub stadium metafazy II i rozlu�niona g³ówka plemnika;
5) oocyty niezap³odnione, zatrzymane w ró¿nych stadiach
podzia³u mejotycznego lub zdegenerowane. Ocenie stadium
mejozy i rozwoju zarodkowego poddano 192 oocyty i 379
zarodków, pozosta³e zagubiono lub zniszczono na ró¿nych
etapach do�wiadczenia.

Opracowanie statystyczne. Wyniki poddano analizie sta-
tystycznej za pomoc¹ testu Z dla proporcji. Prawdopodobieñ-
stwo na poziomie P < 0,05 uznano za istotne statystycznie.

Wyniki i omówienie
W wyniku hodowli w po¿ywce TCM 199 z dodatkiem

FSH i LH (TCM-H) lub komórek ziarnistych (TCM-GCs)
podobny odsetek oocytów byd³a uzyska³ stadium meta-
fazy I lub II (ryc. 1). Nie stwierdzono wp³ywu systemu
hodowli na dojrzewanie j¹drowe oocytów. Wynik ten
potwierdza wcze�niejsze badania, w których równie¿
nie odnotowano istotnego wp³ywu gonadotropin i/lub
komórek ziarnistych na dojrzewanie j¹drowe oocytów
byd³a, �wiñ i koni (7, 10, 12).

W niniejszych badaniach stwierdzono istotny wp³yw
komórek ziarnistych na zdolno�æ oocytów byd³a do roz-
woju zarodkowego. Ogó³em, wy¿szy odsetek dziel¹cych
siê zarodków uzyskano po zap³odnieniu oocytów doj-
rzewaj¹cych w obecno�ci GCs ni¿ z oocytów hodowa-
nych w po¿ywce TCM-H (81/224, tj. 36,2%; v.s. 22/155,
tj. 14,1% P < 0,01) i tylko w pierwszej grupie zarodki
rozwinê³y siê do stadium blastocysty (tab. 1). Wynik ten
wskazuje na pozytywny wp³yw komórek ziarnistych
na dojrzewanie cytoplazmatyczne oocytów byd³a i ich
zdolno�æ do rozwoju po zap³odnieniu in vitro. Podobnie
Fukui i Ono (7) lepszy wynik zap³odnienia i rozwoju
zarodkowego uzyskali, gdy oocyty dojrzewa³y w obec-
no�ci GCs ni¿ FSH i LH. Niepe³na dojrza³o�æ cyto-
plazmy skutkuje zazwyczaj nieprawid³owym rozwojem
przedj¹drza mêskiego lub/i powoduje asynchroniczne
formowanie obu przedj¹drzy (9). W niniejszych bada-
niach nie stwierdzono wp³ywu systemu hodowli na zdol-
no�æ oocytów do formowania przedj¹drza mêskiego.
Zarówno w grupie dojrzewaj¹cej w obecno�ci GCs,
jak i gonadotropin rozwój ok. 12% inseminowanych
oocytów zatrzyma³ siê w stadium jednokomórkowym
(w ooplazmie widoczne by³y przedj¹drza lub stadium
metafazy II i zdekondensowana g³ówka plemnika).

Warunki hodowli, w tym po¿ywki i surowice, mog¹
mieæ istotny wp³yw na potencja³ rozwojowy zarodków
(18). Po¿ywka TCM 199 (z dodatkiem surowicy lub bez)
jest od wielu lat rutynowo stosowana do hodowli zarod-
ków, ich wspó³hodowli z komórkami somatycznymi lub
sporz¹dzania tzw. mediów kondycjonowanych (uzdat-
nianych) przez komórki somatyczne (3, 5, 17). Po¿ywka
DMEM/F12 bywa równie¿ wykorzystywana do hodowli
zarodków byd³a (17). W przepro-wadzonych badaniach
blastocysty i morule uzyskano tylko, gdy do wspó³ho-
dowli zarodków z komórkami jajowodowymi zastoso-
wano po¿ywkê TCM-199 (system TCM-KJ). W kokul-
turze DMEM-KJ 71-79% inseminowanych oocytów
zdegenerowa³o, uleg³o fragmentacji lub by³o niezap³od-
nionych (tab. 1). Nale¿y podkre�liæ, ¿e w pierwszych

Ryc. 1. Wp³yw systemu hodowli na dojrzewanie oocytów byd³a
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2-3 dniach wspó³hodowli nie zaobserwowano wp³ywu
systemu hodowli na proporcjê dziel¹cych siê zarodków.
W kolejnych dniach w kokulturze DMEM-KJ w wiêk-
szo�ci zarodków stopniowo pojawia³y siê zmiany degene-
racyjne. Zarodki takie usuwano z hodowli i utrwalano.
Wybarwienie fluorochromem i ocena w mikroskopie
fluorescencyjnym pozwoli³y wykazaæ, i¿ to pozbawione
j¹der struktury przypominaj¹ce blastomery. Trudno jed-
noznacznie stwierdziæ, czy fragmentacji uleg³y nieza-
p³odnione oocyty, czy komórki jajowe po wnikniêciu
plemnika. Znacznie mniej takich �zarodków� stwier-
dzono w kokulturze TCM-KJ. Równocze�nie nie odno-
towano negatywnego wp³ywu po¿ywki DMEM/F12
na morfologiê i ¿ywotno�æ komórek jajowodowych
w hodowli. Vansteenbrugge i wsp. (17) w uzdatnianych
komórkami jajowodowymi po¿ywkach TCM-199
i DMEM/F12 uzyskali równorzêdne proporcje blasto-
cyst i zarodków 5-8-komórkowych. Autorzy ci nie
dodali jednak surowicy do po¿ywek hodowlanych.
W naszych badaniach oba media wzbogacone by³y 10%
dodatkiem surowicy. Jak wiadomo, surowice i po¿ywki
zawieraj¹ wiele ró¿nych sk³adników, które mog¹ wywie-
raæ pozytywny b¹d� negatywny wp³yw na hodowane
zarodki. Z analizy porównawczej sk³adu po¿ywek wy-
nika, ¿e DMEM/F12 zawiera znacznie wiêcej glukozy
i nikotynamidu, ni¿ TCM 199. Badania wykaza³y, i¿
sk³adniki te wywieraj¹ negatywny wp³yw na rozwój
zarodków (15, 16). Zastosowana w do�wiadczeniu suro-
wica równie¿ zawiera³a glukozê. Prawdopodobnie w ko-
kulturze DMEM-KJ nadmiar glukozy lub jakiej� innej
substancji spowodowa³ zmiany degeneracyjne w hodo-
wanych zarodkach. U myszy kokultura 2-komórkowych
zarodków z komórkami nerki afrykañskiej ma³py zielonej
w po¿ywce DMEM/F12 z dodatkiem surowicy nie wy-
wiera negatywnego wp³ywu i umo¿liwia ich rozwój do
stadium moruli/blastocysty (8). Reasumuj¹c, przeprowa-
dzone badania potwierdzaj¹ pozytywny wp³yw komó-
rek ziarnistych na dojrzewanie cytoplazmatyczne oocy-
tów byd³a i ich zdolno�æ do rozwoju zarodkowego i rów-
nocze�nie wskazuj¹, i¿ po¿ywka TCM 199 jest znacznie
bardziej przydatna do rozwoju zarodków byd³a w ko-
kulturze z komórkami jajowodowymi ni¿ DMEM/F12.
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Tab. 1. Wp³yw systemów hodowli oocytów i po¿ywek na rozwój zarodków byd³a in vitro
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Obja�nienia: * blastocysty uzyskano tylko z oocytów dojrzewaj¹cych w po¿ywce TCM-GCs i po zap³odnieniu hodowanych w kokul-
turze TCM-KJ; ** w cytoplazmie widoczne przedj¹drza lub stadium metafazy II i rozlu�niona g³ówka plemnika; *** oocyty nieza-
p³odnione zatrzymane w ró¿nych stadiach podzia³u mejotycznego lub zdegenerowane. Warto�ci w rzêdach oznaczone ró¿nymi
literami ró¿ni¹ siê istotnie statystycznie: a, b = P < 0,01; c, d = P < 0,05: (dla porównania w obrêbie systemu hodowli oocytów);
X, Z = P < 0,02; X, Y = P < 0,01 (dla porównania pomiêdzy systemami hodowli oocytów)


