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Summary

As a consequence of the untypical characteristics associated with the reproductive physiology of dogs the
research on the IVP in this species has not been effective. The whole IVP procedure is preceded by a stage of
oocytes collection, the quantity and quality of which may in the future affect the number and ability of the
development of embryos. In the presented paper methodologies used in the collection, evaluation and selection

of oocytes in dogs are summarised.
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Rozwoj badan nad rozrodem wspomaganym u psow
zwigzany jest w duzej mierze ze szczegodlnym miej-
scem tych zwierzat w zyciu cztowieka. Dzis$ pies jest
przez wielu postrzegany jako cztonek rodziny ludzkie;,
a czesto rowniez jako jedyny partner i towarzysz zapra-
cowanych singli. W zwigzku z tym, ze psy zyja jednak
kroétko, cztowiek poszukuje metod, ktére pozwolityby
to zycie przedtuzy¢ lub stara si¢ uzyskac potomstwo po
szczegoblnie cennych osobnikach (nie zawsze cennych
za sprawa wythkowej puli genetycznej, eksterieru
czy ocenlonej warto$ci hodowlanej) Zainteresowanie
wspomaganiem rozrodu wynika rowniez z poszuki-
wania nowych rozwigzan, zwtaszcza w sytuacjach,
gdy w sposob naturalny nie ma innej mozliwosci
otrzymania potomstwa od suk (np. niemozno$¢ do-
noszenia cigzy). Innym waznym aspektem rozwoju
biotechnik zwigzanych z reprodukcja psow jest troska
o zachowanie zagrozonych wyg1n1e;01em gatunkow,
a takze eliminacja z populacji genéw warunkujacych
pojawianie si¢ wad genetycznych (tylko zarodki poten-
cjalnie wolne od mutacji genetycznych beda docelowo
przenoszone do biorczyn) (3). Kompleksowa, biotech-
nologiczng metodg wspomagajaca rozrdd tych zwierzat
w potaczeniu z embriotransferem jest uzyskiwanie
zarodkéw w warunkach laboratoryjnych (IVP —in vitro
production).

Technika uzyskiwania zarodkdéw in vitro u psow
znajduje si¢ nadal w fazie eksperymentalnej ze wzgle-
du na trudnosci z ustaleniem optymalnych warunkéw
dla tej procedury. Dzieje si¢ tak z wielu powodow,
poczawszy od ograniczen w naszej wiedzy, konczac na

nietypowej charakterystyce rozrodu wszystkich psowa-
tych: odmienne §rodowisko hormonalne towarzyszace
owulacji, dojrzewaniu oocytéw i zaptodnieniu oraz
nietypowy wzorzec samego dojrzewania. Elementy
te w sposob szczegolny rzutujg na rozwoj zarodkowy
1 sprawiajg, ze nie da si¢ w sposob prosty zaimple-
mentowa¢ metodyki stosowanej u innych gatunkow
zwierzat. Na efektywnos$¢ procedury uzyskiwania za-
rodkow in vitro (czyli na liczbg uzyskanych zarodkéw
1 efekty transferu do surogatki) poza warunkami pa-
nujacymi w czasie poszczegolnych etapow wptywaja
rowniez liczba i jako$¢ pozyskanych oocytow.

Oocyty pozyskuje si¢ przyzyciowo, najczesciej
podczas wykonywanej zgodnie z zasadami sztuki owa-
riohisterektomii. Wprawdzie po sterylizacji suka nie
bedzie mogta mie¢ juz potomstwa w sposob naturalny,
ale takie dziatanie pozwala na pobranie i manipulo-
wanie znacznie wigkszg liczbg komorek jajowych niz
w przypadku innych metod. Zabiegi takie w chwili
obecnej s wykonywane gtownie w celu opracowania
procedury IVP inie sa powszechng praktyka w hodowli
psow.

Co prawda, istnieje rowniez mozliwos¢ przeprowa-
dzenia laparoskopii zaraz po owulacji, ale jest to pro-
cedura bardzo trudna 1 wykorzystywana bardzo rzadko
(10). Owariohisterektomia jest zabiegiem wykonywa-
nym w znieczuleniu og6élnym. Wybiera si¢ zwierzeta
dojrzate ptciowo w wieku od 1 do 6-8 lat, poniewaz
od suk w srednim wieku oraz od suk mtodych, doj-
rzalych plciowo mozna pozyska¢ najwigcej oocytow.
Mimo ze u mtodych zwierzat odnajduje si¢ mniejsza
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liczbe pecherzykow jajnikowych, to prawdopodobnie
ze wzgledu na stosunkowo czgste zjawisko wystepo-
wania wigcej niz jednego oocytu w pecherzyku liczba
mozliwych do pozyskania COCs (kompleksow oocyt-
-komorki ziarniste wzgorka jajonosnego) jest taka
sama, jak u suk starszych (11).

Moment przeprowadzenia zabiegu (faza cyklu
plciowego) zalezy od celu badania, zatem nie zawsze
dokonuje si¢ kolekcji w fazie oestrus, wiele jednak
wskazuje na to, ze faza cyklu ptciowego ma wptyw
na kompetencje rozwojowe oocytu. Chociaz mozna
si¢ spotkac¢ ze sprzecznymi doniesieniami (26), wielu
autorow twierdzi, ze faza proestrus i oestrus sa zdecy-
dowanie bardziej korzystne dla dojrzewania komorek
jajowych (ze szczegdlnym wskazaniem na oestrus),
natomiast oocyty pozyskane od suk bedacych w ano-
estrus sg niezdolne do osiggnigcia dojrzatosci in vitro
(28). Moze miec to zwigzek z obecnoscig sieci pota-
czen zwanych ztgczami szczelinowymi (gap-junction;
GJ) pomigdzy komodrkami ziarnistymi wzgorka jajo-
nos$nego a oocytem. Za ich posrednictwem do oocytu
dostarczane sg sktadniki odzywcze, jony i substancje
o wilasciwosciach regulatorowych, ktére wptywajaca
na cykl komoérkowy (11). GJ maja duze znaczenie dla
wznowienia przerwanego podzialu mejotycznego,
a jak dowiedziono, w oocytach pobranych w anoestrus
sie¢ ta praktycznie nie funkcjonuje (13). Z kolei do-
niesienia Songsasen 1 Wildt (26) méwig o wyraznym
wptywie wielko$ci samego pecherzyka jajnikowego,
z ktorego pozyskiwany jest oocyt. Autorzy podzielili
pozyskane przez skrawanie kory jajnika duze oocy-
ty na grupy pod wzgledem wielkosci pgcherzykow
jajnikowych, z ktoérych pochodzity, miesigca (aby
zweryfikowaé teze o wptywie pory roku na kompe-
tencje rozwojowe oocytu) 1 fazy cyklu ptciowego.
Wyniki tego konkretnego doswiadczenia dowiodty,
ze to wielkos¢ pecherzyka jajnikowego jest najistot-
niejszym czynnikiem, az 79,5% oocytéw osiagneto
stadium metafazy II (MII) (26). Oczywiste jest, ze
istnieje zwigzek pomigdzy wielkoéciq pecherzyka
a stadium cyklu reprodukceyjnego, a wige Wyn1k1 tego
cksperymentu nie podwazajg stwierdzenia, ze momen-
tami najbardziej sprzyjajacymi pobieraniu oocytow do
IVM sa proestrus i oestrus. Sami autorzy potwierdzaja
wptyw fazy cyklu reprodukcyjnego na wielkos¢ 1 dys-
trybucje pecherzykow jajnikowych (26). Wydaje sig,
ze w przypadku oocytéw psich ma si¢ do czynienia
z takimi samymi mechanizmami regulujacymi cykl
komorkowy, jak w przypadku innych gatunkow, ale
wiele wskazuje na to, ze w oocytach pochodzacych
z mniejszych pecherzykdw mechanizmy te nie funk-
cjonuja wlasciwie (26).

W badaniach, ktére wymagaja pobrania oocytow
zaraz po owulacji (zazwyczaj wtedy, gdy celem jest
nie tylko zaplodnienie i hodowla zarodkow in vitro,
ale rowniez dojrzewanie oocytdw in vitro) stosuje
si¢ dwojakie postepowanie. Pierwszym sposobem
jest wykorzystanie suk wybranych tak, by przewidy-
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wany moment owulacji nastgpowat u nich z bardzo
niewielka roznica w czasie. U suk tych powinny by¢
wykonywane regularne cytologiczne badania wy-
mazu z pochwy, ktore pozwalajg posrednio ocenié
stopien estrogenizacji narzadu ptciowego w oparciu
o budowe morfologiczng komorek nabtonkowych
pobranych z pochwy. Pod koniec proestrus i podczas
oestrus komorki warstwy powierzchniowej ulegaja
keratynizacji. Je$li odsetek takich komorek osigga
70-100%, swiadczy to o wystapieniu oestrus (17).
Ocena obrazu cytologicznego wymazu z pochwy
czesto potwierdzana jest rownolegtym oznaczaniem
progesteronu w osoczu krwi (16, 24). Nizanski (16)
podaje, ze w czasie przedowulacyjnego wyrzutu LH
dochodzi do wyraznego wzrostu st¢zenia progesteronu
do warto$ci wynoszacych 1-3 ng/ml, by podczas owu-
lacji osiggna¢ 1-8 ng/ml. W tym celu Hewitt i England
(6) pobierali prébki krwi z zyly odpromieniowej
lub szyjnej do proboéwek zawierajacych heparyne
(Monovette-Starstedt). Nastgpnie oddzielano osocze
poprzez 10-minutowe wirowanie z przyspieszeniem
3500 g w temperaturze 4°C. Oznaczenia koncentracji
progesteronu dokonywano za pomocg dostgpnego na
rynku testu ELISA (Univet) (6). Wykorzystywane s3
nie tylko testy immunoenzymatyczne, ale rowniez
radioimmunologiczny (np. wykorzystany przez Jang
i wsp. (10) DSL-3900 ACTIVE® Diagnostic Systems
Laboratories). Oba te badania pozwalaja okresli¢
przyblizony moment wystgpienia owulacji, jednak sg
metodami czasochtonnymi i1 kosztownymi.

Dla celow praktycznych w wyznaczaniu dnia ze-
rowego cyklu rujowego stosowane sg rowniez ozna-
czenia stezenia hormonu LH we krwi. Zwykle na
przetomie fazy proestrus i oestrus u suk ma miejsce
przedowulacyjny wyrzut hormonu LH z przysadki
mozgowej, ktorego stezenie wzrasta z 2-4 ng/ml do
20-40 ng/ml. Dzien, w ktorym LH osiagga maksymalne
wartosci, uznawany jest za poczatek cyklu rujowego,
a owulacja pojawia si¢ okoto dwa dni po najwyzszych
warto$ciach stezenia tego hormonu (16). Podobnie jak
w przypadku pomiaru koncentracji progesteronu, do
celow diagnostycznych wykorzystywane sg testy RIA
lub ELISA.

Metodami pomocniczymi w wyznaczeniu odpo-
wiedniej fazy cyklu moga by¢ réwniez: badania ul-
trasonograficzne, waginoskopia, pomiary opornosci
$luzu pochwowego lub zmiany stopnia krystalizacji
$luzu pochwowego (17).

Innym wyjsciem jest farmakologiczne wywolanie
owulacji (istnieje jednak przypuszczenie, ze niena-
turalne warunki towarzyszace wzrostowi oocytow
w pecherzykach jajnikowych moga rzutowaé na IVM).
Wykorzystali j3 Yamada i wsp. (29) (ktorzy uzyskali
zarodek 8-komorkowy) oraz England i wsp. (5) (kto-
rym w wyniku procedury in vitro udato si¢ uzyskaé
cigze). Yamada i wsp. (29) wykonywali codzienne
iniekcje, podajqc zwierzgtom 100-400 pg estronu, az
do momentu pojawienia si¢ wyptywu z pochwy. Po
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trzech dniach, w formie iniekcji podskérnej, podano
eCG w ilosci 400 UI i hCG w ilosci 1000 UI, a po
kolejnych trzech i czterech dniach 10 pg estradiolu
domigéniowo. Moment rozpoczecia fazy oestrus
okreslono w oparciu o regularne badania cytologiczne
wymazow z pochwy (na obecno$¢ ztuszczonego na-
btonka) i pierwszego dnia rui podano dozylnie 1000
UI hCG. England i wsp. (5) wykorzystali natomiast
iniekcje z kabergoliny do wywotania owulacji, ktore
wykonywano codziennie przez okofo 12-15 dm az
do pojawienia si¢ krwawego wyptywu. Nastepnie
rozpoczgto przeprowadzanie regularnych badan cyto-
logicznych wymazu z pochwy i1 oznaczen koncentracji
progesteronu we krwi. Zabieg owariohisterektomii
przeprowadzono, gdy poziom progesteronu przekro-
czyt 5 ng/ml.

W przypadku, gdy badanie nie wymaga pobierania
oocytow w fazie oestrus, rowniez przed owariohiste-
rektomig okresla si¢ faze cyklu. Dzieje si¢ tak w przy-
padku prac ukierunkowanych na okreslenie ro6znic
w kompetencji do wznowienia i ukoficzenia mejozy
w grupie oocytow zroéznicowanej pod wzgledem mo-
mentu pozyskania (22). Standardowa procedura dla
okreslenia momentu owulacji jest regularne badanie
wymazu z pochwy. Tu réwniez rownolegle oznacza
si¢ poziom progesteronu w osoczu krwi.

Innym sposobem jest ocena jajnikow bezposrednio
po owariohisterektomii. W oparciu o t¢ wlasnie metode
Otoi i wsp. (21) klasyfikowali suki wg fazy cyklu:

* oestrus 1proestrus — gdy na jajniku widoczne byty
pecherzyki o $rednicy od 2 do 10 mm,

* anoestrus — gdy na Jajmku obecna byta tkanka lu-
teinowa i nie dato si¢ zauwazy¢ zadnych pecherzykoéw
jajnikowych,

* diestrus — gdy mozna byto zaobserwowac wiecej
niz jedno ciatko zotte.

W przypadku wielu badan w ogdle nie okreslano
fazy cyklu ptciowego (1, 6, 12, 19).

Jajniki po pobraniu (jesli istnieje potrzeba przenie-
sienia ich do laboratorium) umieszczane sg w rozne-
go typu pozywkach (np. PBS) i ich modyfikacjach,
najczesciej w temperaturze 30-35°C (19, 21). Zespot
Bogliolo i wsp. (1) stosowal ztozony ptyn, sktadajacy
si¢ zPBS, 100 ug/ml ! penicyliny G i takiej samej ilo-
$ci streptomycyny o temperaturze 37°C (1). Podobnie
Luvoni 1 wsp. (12) umieszczali jajniki w ptynie zto-
zonym zawierajacym PBS z dodatkiem 100 000 UI/
ml penicyliny G, 100 mg/ml streptomycyny 1 250 pg/
ml amfoterycyny B. Wzbogacanie pozywek do trans-
portu czy tez do pozyskiwania oocytéw o antybiotyki
1 substancje grzybobdjcze stosowat roéwniez zespot
Bolamba i wsp. (2) (stosujac mieszanke pemcyhny G,
streptomycyny 1 amfoterycyny) oraz Hewitt i England
(6). Stosowanie antybiotykoéw i antymykotykow w roz-
tworach przeznaczonych do transportu ma na celu
zminimalizowanie efektow skazenia probek drobno-
ustrojami. Pozyskane gonady poddawane sg ptukaniu
(zazwyczaj kilkukrotnemu) w odpowiednim ptynie.
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Przyktadowo: moze to by¢ pozbawiony dodatkow
PBS (1), TCM-199 buforowany HEPESem (20) lub
TYH wzbogacony o BSA (29). Inni autorzy stosuja do
ptukania bardziej ztozone pozywki, w sktad ktorych
précz surowic lub albumin surowiczych (zrédto biatka
w pozywkach) wchodza rowniez hormony, antybiotyki
1 substancje grzybobdjcze: Otoi 1 wsp. (19) zastosowat
TCM-199 z dodatkiem 5% FBS, 5 pg/ml insuliny
1 gentamycyng, Bolamba 1 wsp. (2) za§ wzbogacane
PBS (10 Ul penicyliny G/ml, 10 UI streptomycyny/ml
10,024 pg amfoterycyny B).

Kolejnym krokiem jest samo pozyskanie oocytow.

Do pozyskiwania psich oocytow adaptowane sg trzy
metody: izolacja pecherzykow jajnikowych, aspiracja
ptynu z pecherzykow jajnikowych, skrawanie kory
jajnika

Izolacja pecherzykow jajnikowych

Wyizolowanie pecherzykow jajnikowych z jajnika
jest zazwyczaj przeprowadzane metoda enzymatycz-
n3. Wybiera si¢ w peini uksztaltowane pecherzyki
drugorzedowe (preantralne/APAN) i trzeciorzegdowe
(antralne/AN) oraz wczesne pecherzyki trzeciorzedo-
we (antralne/EAN) w celu wykorzystania ich struktury
do IVM (2, 3). Wybdr ten podyktowany jest faktem,
iz (jak dowiodtly badania) zdecydowana ich wigkszos$¢
zawiera oocyty w metafazie I podziatlu mejotycznego
0 cytoplazmie posiadajqcej wyrazne zaciemnienia
teriow wyboru oocytow do IVM) (2, 3, §, 14, 29)
Ponadto, jak dowiedli Songsasen i Wildt (26), oocyty
pochodzace z wigkszych pecherzykow jajnikowych
wykazujg wieksza zdolno$¢ do wznowienia mejozy
(80% oocytow o srednicy > 2 mm wznowilo mejo-
z¢, pozyskanie oocytow z mniejszych pecherzykow
skutkowato albo bardzo niewielkg liczbg wznowien
mejozy, albo ich brakiem) (26).

Pierwsza cze$¢ procedury przebiega tak samo, jak
w przypadku pozyskiwania oocytow przez skrawa-
nie kory jajnika: jajniki oczyszczane sg z wszelkich
przylegtych tkanek pozostalych po zabiegu owario-
histerektomii 1 ptukane. W tym celu Durrant 1 wsp.
(3) oraz Bolamba 1 wsp. (2) wykorzystali roztwory
sktadajace si¢ z PBS, antybiotykow i antymykotykow
(zblizone sktadem lub takie same jak te, stosowane
przy transporcie probek do laboratorium) (Gibco,
Invitrogen). Jajniki poddaje si¢ ocenie, okreslajac
liczbe widocznych struktur i tnie na mate, 1-2 mili-
metrowe skrawki, ktére nastepnie inkubuje si¢ w po-
zywce zawierajacej enzymy. Durrant i wsp. (3) oraz
Bolamba i wsp. (2) zaproponowali godzinng inkubacje
w 37°C 1 mieszanke sktadajaca si¢ z pozywki BWW
zawierajacej 1000 Ul kolagenazy (Sigma) oraz 75 Ul
deoksyrybonukleazy (Simga). Zawiesiny te w trakcie
inkubacji poddawali mieszaniu tak, aby usprawnic
proces oddzielania si¢ pqcherzykow Jajnlkowych Po
zakonczonym procesie trawienia enzymatycznego
mieszanina byla filtrowana (w pracach ww. autoréw
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wykorzystano filtry o oczkach $§rednicy 35 pm firmy
TETKO Inc.), a pozostaty na filtrze osad zawierajacy
pecherzyki jajnikowe wyplukiwany pozywka BWW
z 0,1% dodatkiem (wt/v) frakcji V albuminy bydlecej
(Sigma). Z tak powstatego roztworu za pomoca pipety
pozyskiwane sg pecherzyki jajnikowe te zas, ktore
mimo trawienia pozostaly zquzane ze zqunyml frag-
mentami tkanki, oczyszcza si¢ mechanicznie. Istotne
jest, by nie naruszy¢ integralnosci struktury pecherzy-
koéw, poniewaz w niektorych rodzajach hodowli beda
one stanowily srodowisko dla dojrzewajacego oocytu.
Do dalszych badan wybiera si¢ pecherzyki zawierajace
oocyty z kilkoma warstwami komorek ziarnistych,
ciemnym wybarwieniem cytoplazmy, a w przypadku
pecherzykow antralnych — z wyraznie widoczng jamga.

Zastosowanie metody enzymatycznej podyktowa-
ne jest checig uniknigcia uszkodzen mechanicznych,
ktore moglyby wptynaé na integralnos¢ struktury
pecherzyka 1 tym samym upo$ledzi¢ jego funkcje
w czasie kolejnego etapu produkcji zarodkéw in
vitro. Enzymatyczna izolacja moze jednak wptywaé
na efekty IVM. Wyniki badan, w ktorych zastoso-
wano t¢ metode sugeruja, ze poddanie pecherzykow
jajnikowych procedurze inkubacji z enzymami moze
doprowadzi¢ do spontanicznego wznowienia mejozy
(2, 3). Autorzy okreslajac przed rozpoczgciem proce-
dury [IVM stopien zaawansowania procesu dojrzewania
do zaptodnienia, stwierdzili zdecydowanie wigksza
liczbe oocytow GVBD — MII (okoto 24%) niz autorzy
nie wykorzystujacy inkubacji z enzymami. Hewitt
1 wsp. (8) zaobserwowali stadium GVBD u zaledwie
5,1% zbadanych oocytoéw).

Aspiracja plynu z pecherzykow jajnikowych

Zabieg ten u duzych zwierzat moze by¢ wykony-
wany przyzyciowo technika OPU wykorzystujaca
aparat USG z odpowiednig sondg wyposazong w igle
punkcyjna. U psow jedynym sposobem jest aspiracja
ptynu pecherzykowego z pozyskanego w czasie owa-
riohisterektomii jajnika. Metoda ta jest jednak mato
efektywna, co wigze si¢ ze specyfikg rozrodu tych
zwierzat, z dlugim okresem zanikania rui (70-80 dni)
1 spoczynku plciowego (nawet do 10 miesiecy) (23),
zatem przez zdecydowanie wigkszg czg¢$¢ cyklu na
powierzchni jajnika nie mozna dostrzec pgcherzykow.
Z kolei w fazach, w ktorych pecherzyki sg widoczne
ich niewielka Srednica utrudnia, a nawet uniemozliwia
skuteczne przeprowadzenie aspiracji (11). W kon-
sekwencji liczba oocytow, jaka mozna pozyskac ta
metoda jest niewielka (15), co czyni ja nieprzydatna.

Skrawanie kory jajnika

Jest to najczesciej wykorzystywana metoda pozy-
skiwania oocytow. Procedure skrawania przeprowadza
si¢ poprzez cigcia, ktore uwalniajg oocyty do pozywki
(w temperaturze 35-37°C). Podstawa pozywek jest
TCM-199 lub PBS, ewentualnie TYH. Dodaje si¢ do
nich r6zne substancje: BSA, FCS, HEPES (bufor),
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antybiotyki (gentamycyna, streptomycyna, penicylina
Q). Oto sktady przyktadowych pozywek wykorzysty-
wanych przy pozyskiwaniu oocytow:

¢ TCM-199 + 25 mM HEPES + 50 pg/ml™" genta-
mycyny (21),

« TCM-199 + 0,3% BSA (5),

* TCM-199 + 25 mM HEPES + 0,3% BSA (frak-
cja V) + 100 Ul/ml! penicyliny + 50 pg/ml! strepto-
mycyny + 2 mg/ml! wodoroweglanu sodu (6),

* PBS + 1% FCS (22),

* PBS + 100 pg/ml! penicyliny G + 100 pg/ml™
streptomycyny (1),

* PBS +0,1% alkoholu poliwinylowego + 100 000
Ul/ml penicyliny G + 100 mg/ml streptomycyny (12),

* mPBS + 50 pg/ml gentamycyny (19),

* TYH + 10% FCS inaktywowanej cieplem + 30
mg/l gentamycyny (29) (Autor wykorzystal mody-
fikacje metody skrawania: w celu uwolnienia COC
do pozywki przeprowadzil nakluwanie pecherzykow
antralnych igla).

Wymienione wyzej metody pozyskiwania oocytow
moga by¢ przeprowadzane tylko na wycigtym podczas
owariohisterektomii jajniku i w ich wyniku uzyskuje
si¢ oocyty niedojrzate do zaplodnienia. Istniejg przy-
padki, w ktorych oocyty nie sg pozyskiwane na potrze-
by IVM, ale np. do badan nad IVF dojrzatych oocytow
lub klonowaniem. Jako ze oocyty pséw dojrzewaja
w $wietle jajowodu, konieczne jest uzyskanie do niego
petlnego dostepu na catej dlugosci. W takim przypadku
wybierang procedurg jest laparotomia, w czasie ktorej
wykonywane jest ptukanie jajowodu —w odzyskanym
po ptukaniu ptynie znajduja si¢ oocyty. Pobranie
oocytow w pelni dojrzalych do zaplodnienia wyma-
ga okreslenia momentu owulacji, aby w odniesieniu
do niego wyznaczy¢ optymalny moment zabiegu.
W tym celu zazwyczaj stosuje si¢ codzienne badania
koncentracji progesteronu we krwi. Hori 1 Tsutsui (9)
wykonywali je, poczawszy od 6. dnia krwawienia
towarzyszacego fazie proestrus i jako dzien owulacji
wyznaczyli ten, w ktérym poziom przekroczyt 2 ng/ml.
W 3-4 dni po owulacji przeprowadzono laparotomig,
w czasie ktorej wykonywano ptukanie jajowodu w celu
pozyskania dojrzatych oocytow. Podobng metode za-
stosowali Jang 1 wsp. (10): dokonywali codziennych
obserwacji w czasie spontanicznego estrus, zwracajac
uwage na stopien obrzgku sromu i kolor wyptywu
z pochwy. Dzien owulacji wyznaczono w oparciu
o badanie koncentracji progesteronu we krwi (4,0-7,5
ng/ml) (test DSL-3900 ACTIVE® Diagnostic Systems
Laboratories). Laparotomi¢ wykonywano dopiero po
uplywie 72 godzin od chwili zanotowania zwiekszo-
nego poziomu progesteronu, biorgc pod uwage opoz-
nienie dojrzewania w stosunku do momentu owulacji.
Zabieg wykonywany byt zgodnie z procedurami we-
terynaryjnymi. W czasie jego trwania do jajowodu od
strony lejka wprowadzono stalowa kaniule z oliwka
(18G, 7,5 cm), ktora unieruchomiono, wykorzystujac
plastikowg rurke (3 cm dlugosci, 2 mm $rednicy) oraz
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kleszczyk1 hemostatyczne. Drugg kaniule (dozylna
24G) umieszczono na wysokosci potgczenia macicy
z jajowodem i za jej pomocg wprowadzono 10 ml po-
zywki TCM-199 buforowanej HEPESem (Invitrogen)
1 wzbogaconej 10% dodatkiem FBS (Sigma), 2 mM
wodoroweglanu sodu oraz 5 mg/ml BSA (Sigma). Po
wyptukaniu jajowodu ptyn zawierajacy oocyty odzy-
skano przez stalowg kaniule 18G (10). Pozyskiwane
w ten sposob dojrzate in vivo oocyty moga stanowié
material do badan obejmujacych IVF 1 IVC. Moga by¢
roéwniez wykorzystane do klonowania.

Kolejng czynnoscig przed przeprowadzeniem [VM
jest ocena i selekcja pozyskanych oocytdéw, poniewaz
w grupie tej znajduja si¢ nie tylko oocyty przydatne,
ale rowniez nieprzydatne 1 zdegenerowane. Wybiera
si¢ oocyty, ktore posiadajg minimum dwie warstwy
komorek ziarnistych — obecno$¢ wiecej niz dwoch
nienaruszonych warstw komorek ziarnistych gwa-
rantuje miedzy innymi intensyfikacje¢ ekspresji genu
zp3, odpowiedzialnego za prawidtows syntezg ostonki
przejrzystej (ZP). Z kolei jej prawidlowa budowa wa-
runkuje wlasciwy przebieg zaptodnienia. Oocyty, ktore
posiadajg tylko jedna warstwe komorek ziarnistych
nie s3 zdolne do ukonczenia dojrzewania i wyrzucenia
ciatka kierunkowego. Czgsto rowniez degenerujg (11,
15). Posiadajg cytoplazme¢ o wiasciwym, ciemnym
wybarwieniu (ryc. 1) — jest ono wynikiem obecno-
sci duzej ilosci kropel lipidowych, w sktad ktérych

100 pm

100pm D

Ryc 1. Oocyt psa oraz towarzyszace mu warstwy komorek ziarnistych i widoczne

ciemne wybarwienie cytoplazmy (Songsasen i Wildt, 2007)

Objasnienia: A) poréwnanie oocytu psa i oocytu kota domowego; B) oocyt psa otoczony
warstwami komorek ziarnistych; C) oocyt psa po trwajacej 48 godzin inkubacji w pozywce
zawierajacej bydleca somatotroping; D) zarodki psa w 48 godzin od inseminacji, uzyskane

w wyniku dojrzewania oocytow in vitro
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wchodzg thuszcze nasycone, cholesterol, trojglicerydy,
fosfolipidy 1 glikolipidy. Sg one transportowane do
wngtrza oocytu jeszcze w czasie wzrostu w pecherzyku
jajnikowym, a zaciemnienia, ktore tworza w cytopla-
zmie, stanowig ceche charakterystyczna} psich oocytow
(25). Maja odpowiednig $rednice. Istotnym kryterium
jest tez Srednica oocytu (mierzona bez ZP, przy uzy-
ciu mikrometru okularowego). Autorzy czgsto podajq
sprzeczne informacje: jedni twierdza, ze cze¢s$ciej
dojrzewaja oocyty o $rednicy wiekszej niz 100 pm
(7), inni natomiast sagdza, ze niezbedna jest srednica
wieksza niz 120 um, a oocyty mniejsze niz 110 um
nie s3 w stanie ukonczy¢ dojrzewania (18, 20). Wydaje
si¢ jednak, ze znacznie czg¢sciej dojrzewajq oocyty
o Srednicy przekraczajgcej 100 um niz mniejsze, jed-
nakze nadal nie przeprowadzono wiarygodnych badan
potwierdzajacych t¢ teze. Pochodza z pecherzykow
jajnikowych o $rednicy przekraczajacej 2 mm. Jak
dowodzg Songsasen 1 Wildt (26), na niski wskaznik
wznowien mejozy ma wptyw duza rozbiezno$¢ w wiel-
kosci pecherzykow jajnikowych, z ktérych pochodza
wykorzystywane do IVM oocyty. Wybor do dalszych
badan oocytow z odpowiednio duzych pecherzykow
jajnikowych pozwala na osiggni¢cie w badanej grupie
nawet 80% wznowien mejozy, co stanowi 50% progres
w stosunku do badan, w ktorych nie wykonano takiej
selekcji (27).

Hewitt 1 England (6) biorac pod uwage dwa z po-
wyzszych kryteriow, przyporzad-
kowali oocyty do nastepujacych

~ Kklas:

1. oocyty otoczone co najmnie;j
jedng warstwg komorek ziarni-
stych ktorych cytoplazma jest
wyraznie ciemna,

2. oocyty, ktorych cytoplazma
jest lekko wybarwiona, a warstwy
komorek ziarnistych nie sg petne,

3. oocyty pozbawione komo-
rek ziarnistych, o pozbawione;j
zaciemnien cytoplazmie.

Do badan wykorzystywane sa
jedynie oocyty nalezace do klasy
pierwszej Wigkszo$¢ autoréw
przyjmuje ten system jako pod-
stawe selekcji oocytow. Czasami
jednak glownym kryterium selek-
cyjnym jest §rednica oocytu. Na
przyktad Otoi i wsp. (21) wybie-
rali wytgcznie oocyty o Srednicy
przekraczajacej 110 pm, co pozo-
staje w zgodzie z jego opinig na
temat kompetencji tych oocytow
do ukonczenia dojrzewania.

Podsumowuja}c mozna stwier-
dzic¢, ze etap przygotowawczy,
rozpoczynajacy procedure in vi-
tro, polegajacy na pozyskiwaniu

100 um
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od suk komorek jajowych moze nastrecza¢ wiele
trudnos$ci, poczawszy od konieczno$ci stwierdzenia
u samicy odpowiedniego stadium cyklu, poprzez
wykonanie zabiegu owariohisterektomii, wyboru
metody pozyskania oocytdw, az do oceny 1 selekcji
tych komorek.
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