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Dojrzewanie oocytéw ssakéw in vitro

Z Zakladu Fizjologii Rozrodu i Sztucznego Unasieniania Zwierzat Instytutu Zootechniki
w Balicach k. Krakowa

Rozwojowi metod transplantacji zarodkéw u
zwierzat laboratoryjnych, a nastepnie u zwie-
rzat gospodarskich, towarzyszyl! wzrost zainte-
resowan badaniami nad dojrzewaniem oocytoéw
in vitro. Wprowadzenie transplantacji zarod-
kow zwierzat gospodarskich na skale praktycz-
ng jest uzaleZznione od spelnienia szeregu wa-
runkéw. Jednym z nich jest dysponowanie do-
stateczng liczba zarodkéw. Stosowane obecnie
metody superowulacji pozwalaja na ofrzymanie
zwielokrotnionej ilosci owulacji, niemniej moz-
liwa do uzyskania liczba zarodkéw jest ograni-
czona do kilku czy kilkunastu. Jednakze w
trakcie uzyskiwania zarodkéw, ich konserwacji
i transplantacji dochodzi do strat pewnej ich
liczby, tak wiec koncowa efektywno$é wyko-
rzystania zarodkéw, jaka jest liczba urodzone-
go potomstwa, jest stosunkowo niska. W tej sy-
tuacji kazde zrodlo komérek jajowych jest cen-
ne dla dalszego rozwoju transplantacji. Wydaje
sig, ze takim potencjalnym Zrédlem mogsa sie
sta¢ dojrzewajace in vitro oocyty. W warun-
kach fizjologicznych na jajnikach dochodzi do
wzrostu znacznej ilosci pecherzykow, z ktorych
wiekszo§é ulega regresji, a tylko nieliczne doj-
rzewaja 1 owuluja. Uzyskiwanie oocytéw z ros-
nacych pecherzykéw przed ich atrezjg, a na-
stepnie hodowla in vitro, podczas ktérej oocyty
mogg dojrzewa¢, powiekszylyby znacznie moz-
liwodei wykorzystania samic jako dawczyn ma-
terialu genetycznego.

Dojrzewanie oocytu oznacza procesy zwigza-
ne z jego wzrostem i przygotowaniem do dal-
szego rozwoju po zaplodnieniu, co wigze sie
z progresja jadra oocytu od stadium diktiotenu
pierwszego podzialu mejotycznego do metafazy
drugiego podzialu mejotycznego. Mozliwosé
dojrzewania in vitro zostala po raz pierwszy
stwierdzona dla oocytow kroélika przez Pincusa
i Enzmana w 1935 r. (cyt. za 8). Dojrzewanie
nastepowalo po umieszezeniu oocytéw uzyska-
nych z pecherzykéw jajnikowych w odpowied-
nim plynie do hodowli. Autorzy ci sugerowali,
ze dojrzewanie zaréwno in vivo, jak i in vitro
moze nastepowaé¢ po usunieciu oocytéw spod
wplywu somatycznych komoérek pecherzyka.
Wedlug tej hipotezy komérki pecherzykowe,
szczegdlnie komorki ziarniste, utrzymujsg oocyt
w stadium pecherzyka zarodkowego, produku-
jac inhibitor dojrzewania lub zatrzymujgc nie-
zbedne dla dojrzewania substancje odzywecze.
Obecne badania (20, 42) wykazaly, ze takimi
inhibitorami dojrzewania sa pewne skladniki
pecherzyka Graafa. Oocyty hodowane w izolo-
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wanych pecherzykach nie dojrzewaly bowiem
w przypadku braku hormonéw w S$rodowisku
(mysz — 9, krowa i §winia — 12, 13). Pewna
ilos¢ inhibitorow dojrzewania zawarta jest row-
niez w plynie pecherzykowym, dlatego tez doj-
rzewalo w nim tylko 24% ococytéw krolika,
podczas gdy w hodowli kontrolnej w surowicy
42% (3).

Z szeregu prac wynika, ze w odpowiednich
warunkach hodowli wiekszo§¢ oocytéw podej-
muje mejoze, chociaz nie zawsze osiggaja one
metafaze II (tab. 1). Warunkiem rozwoju jest
zapewnienie hodowanym in vitro oocytom Sro-
dowiska zblizonego do fizjologicznego (37, 39)
przez dobor wlasciwego plynu do hodowli i od-
powiedniego cisnienia  czgstkowego  tlenu
(tab. 1).

Oocyty uzyskuje sie z pecherzykéw antral-
nych zazwyczaj w nieznanej fazie cyklu jajni-
kowego. Istnieje bowiem $cisla korelacja mie-
dzy zdolno$cig rozwojowa oocytéw mysich po-
dejmujacych mejoze, a wystepowaniem jamy
pecherzykowej — antrum (10), chociaz u szczu-
ra obserwuje sie podjecie mejozy w oocytach
z pecherzykéw przedantralnych, ale tylko do
metafazy I (11). Oocyty pobiera sie na ogdl ra-
zem z otaczajagcymi je komoérkami wzgérka ja-
jonosnego (cumulus oophorus), chociaz konty-
nuacja samego procesu mejozy u ssakow jest
niezalezna od metabolizmu tych komoérek (mysz
— 4; szezur — 28, 48). Tak wiec oocyty prze-
dowulacyjne, czy nawet oocyty z malych pe-
cherzykéw antralnych izolowane do hodowli,
kontynuujg spontanicznie mejoze bez udzialu
hormonoéw (40), a koncowe dojrzewanie jadra
oocytu ssaka jest niezalezne od obecnosci pe-
cherzyka Graafa (35). Powstaje jednak pytanie
czy dojrzalo$¢ jadra oocytu jest wystarczajg-
cym Kkryterium dojrzalosci calej komorki, wa-
runkujacym _jej zdolno$¢ do zaplodnienia i na-
stepujacego po nim dalszego rozwoju.

Z dotychczasowych badan wynika, ze jedynie
oocyty myszy mogg osiggnaé in vitro pelng
dojrzalo$¢, a nastepnie rozwijaé sie po zaptod-
nieniu i transplantacji do normalnego potom-
stwa (9, 27). U innych gatunkow nie udalo sie,
do tej pory, uzyskaé¢ potomstwa po transplan-
tacji oocytow dojrzatych in vitro. Niepowodze-
nia te wynikaja badz to z niemozliwosci zaptod-
nienia tych oocytdw, badz z opdznienia czy nie-
prawidlowosci w przeksztalceniu gléwki plem-
nika w meskie przedjadrze, co z kolei wiaze sie
z niedojrzaloscig oslonki przejrzystej i cyto-
plazmy oocytu.
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Tab. 1. Dojrzewanie in vitro oocytéw ssakéw izolowanych z pecherzykéw Graafa

Zawarto$é -l Otocyty.kon- Oocyty osia-
Gatunek Plyn do hodowli tlenu tynuujace gajgee iémienni
j M 0 " ‘ Tejoos ‘ metafaze 1T Pismiennictwo
- % % |
= zmodyfikowany roztwér = ! ‘
Mysz Krebsa-Ringera = mKRB | 20 1 = ‘ 88 ' Donghucg(i)
i 95 potem 5 | 80 | a3 .
Szczur | mKRB 0 potem 5 brak danych 68 Zeilmaker i wsp. (47)
R roztwor 2 wg Gwatkina ‘ 5 100 100 | Gwatkin i Haidri
; i Haidri = GH2 ; 10 100 18 | (14)
Swinka plyn Parkera z dodatkiem suro-
mo»rs‘ka wicy plodu cielecego = 20 90 68 Yanagimachi (46)
‘ TC199+FCS |
| | " £ :
Krélik | TC199+FCS 20 100 100 e L
| |
Bydlo e . 5 100 100 : p— ‘ ‘
e | Tcse+Fes o / L ’ o5 pg | Thibault i wsp. (40)
Bydlo surowica plodu cielecego FCS | 3 83 73 Trounson i wsp. (44)
20 brak danych 65
Oweca a) | zmodyfikowany roztwor plynu
Dulbecco z dodatkiem surowicy 5 a4 39 Moor i Trounson (23}
owczej = PBS-+SS
b) | TC193+FCS b 62 52
Swinia plyn Parkera z dodatkiem suro- i? srak danyeh Zz Tsafriri i Channing
i wicy $winskiej = TC199+PS 9_'; S G 37 (41, 42)
|
Dojrzaloéé oslonki przejrzystej jest réwno- oocytach. Thibault (34) uwaza, ze podczas na-

znaczna z osiagnieciem przez nig przepuszczal-
nosci dla enzyméw plemnikéw, a w konsek-
wencji umozliwia ich przenikanie przez oslon-
ke. Uwaza sie, ze oslonka przejrzysta jest prze-
puszezalna dla enzymoéw plemnikéw, gdy oocyt
dojrzewa wewnatrz pecherzyka, a mie rea-
guje na nie, gdy jest hodowany poza pecherzy-
kiem (31). Doirzalos¢ ostonki przejrzystej oocy-
tow chomika pobieranych w réznym czasie od
iniekeji HCG stwierdzano miedzy piatg a szd-
sta godzing po iniekeji  (31). Oocyty szczura
musza rowniez pozostaé w pecherzyku przez
przynajmniej 6 godzin od iniekcji HCG, zanim
stana sie zdolne do zaplodnienia (29).

Jednakze wg Yanagimachi (46) przejscie
plemnikow przez oslonke przejrzysta oocytu
Swinki morskiej nastepuje w ciagu ok. 1 godz.,
a obecno$é specznialych glowek plemnikéw
stwierdza sie w czasie 1,30—2 godz. po pene-
tracji plemnikéw. Réwniez Niwa i wsp. (30)
uwazaja, ze przenikanie plemnikéw do oocytu
dojrzewajacego in vitro jest mozliwe na kaz-
dvm etapie dojrzewania, jakkolwiek zaplodnie-
nie nie przebiega prawidlowo w oocytach uzy-
skanvch wezedniej niz 6—8 godzin po podaniu
HCG.

Wielu autoréow (17. 19, 25. 26, 29, 32, 36, 38,
39) opisuje opdZnienia wzglednie nieprawidlo-
woscl w przeksztalcaniu gléwki plemnika w
meskie przedjadrze w dojrzewajacych in vitro

turalnego dojrzewania oocytu wewnatrz peche-
rzyka w jego cytoplazmie pojawia sie czynnik
zwany MPGF (the male pronucleus growth
factor), ktéry nie wystepuje w dostatecznej
ilosci lub nie jest w ogdle syntetyzowany in
vitro. Dojrzewajace in vivo oocyty krolika osia-
gaja (w ciagu 6 godz. od iniekcji HCG czy po-
rujowego zrodta LH) zaréwno wrazliwo$é
ostonki przejrzystej na dzialanie enzyméw
plemnikow, jak i dojrzalo$é cytoplazmatyczna,
warunkujaca prawidtowe przeksztalcenie glow-
ki plemnika w meskie przedjadrze (38). Podob-
nie Usui i Yanagimachi (45) uzywajac pozba-
wionych ostonki przejrzystej oocytéw chomika
stwierdzili. Ze czynnik wzrostu meskiego przed-
jadrza (MPGF) pojawia sie tylko in vivo ok. 8
godzin od iniekcji HCG. Nasuwa sie tutaj py-
tanie, jaki jest wplyw hormonéw gonadotropo-
wych i sterydowych na proces dojrzewania
oocytu.

Wedlug Thibault i wsp. (39) oraz Hillensjd
i wsp. (16) gonadotropiny dzialaja bezposrednio
na metabolizm komoérek wzgérka. Powoduja
one zwickszaja produkje progesteronu (28),
zwiekszajg synteze glikoprotein (24), jak roéw-
niez ulatwiaja wymiane miedzykomérkows (1).
Nie wplywaja natomiast na cytoplazmatyczne
dojrzewanie oocytéw krélika, chomika, krowy i
kobiety (21, 33, 34, 40). Natomiast niektére ste-
rydy jajnikowe, dodawane do hodowli oocytow
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kroliczych 1 ludzkich, mogg wplywaé na osigga-
nie dojrzalosci cytoplazmatycznej. Gdy doda-
wano do hodowli oocytéw in vitro 17 fB-estra-
diol, 17 a-hydroksyprogesteron przeksztalcenie
glowki plemnika w meskie przedjadrze naste-
powalo bezposrednio po zaplemnieniu (33).

Na uwage zastuguje fakt, ze w badaniach nad
dojrzewaniem in witro oocytéw owcy Moor i
Trounson (23) uzyskali jedng Dblastocyste po
transplantacji 78 oocytow. Podobnie Trounson
1 wsp. (44) uzyskali 1 blastocyste po transplan-
tacji 131 dojrzewajgcych in vitro oocytow kro-
wy. Powyzsze wyniki $wiadcza wiec o mozli-
wosci osiagania in vitro pelnej dojrzalosci i dal-
szego rozwoju po zaplodnieniu oocytéw, chociaz
efektywnosé tej metody jest jeszcze minimalna.

W chwili obecnej najbardziej skuteczng me-
toda w badaniach nad dojrzewaniem in wvitro
jest hodowla cocytéw w izolowanych pecherzy-
kach. Kontynuacja mejozy nastepuje w tych
warunkach, jezeli plyn do hodowli zawiera do-

datek hormonéw gonadotropowych (mysz — 2;
szezur — 16, 43; chomik — 15, 21; krélik —
38; oweca — 22, 23; swinia — 6, 12, 18; krowa

— 39, 40). Podczas hodowli in vitro wewnatrz
pecherzyka oocyt osiaga pelna dojrzaloéé. Ho-
dowane tym sposobem oocyty chomika sg zdol-
ne do zaplodnienia (21), a pecznienie glowki
plemnika w oocycie krélika nastepuje bezpo-
srednio po zaplemnieniu (38). Powstale po za-
plodnieniu zygoty rozwijaja sie normalnie az do
urodzenia potomstwa (39, 40). Moor i Trounson
(23) donosza o urodzeniu jagniat po transplan-
tacji oocytéw hodowanych in wvitro wewnatrz
izolowanych pecherzykéw. Na uwage zastuguje
w tych badaniach (23) uzyskanie znacznej juz.
bo wynoszacej 40—50%, efektywnosci trans-
plantacji.

Reasumujac nalezy stwierdzié, Zze uzyskiwa-
ne wyniki badan nad dojrzewaniem oocytow
nie zezwalaja jeszeze na praktyczne ich wyko-
rzystanie. Jednakze dotychezasowe osiggniecia,
jak réwniez duze zainteresowanie tym zagadnie-
niem. rokuja dalszy postep w tym zakresie.
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Okreslono poziom I1gG,, 1gG, i I1gM w surowicy 40
cielat w wieku 2—13 miesiecy w 141 surowicach po-
chodzacyeh od jaléwek 1 starszvch cielgt oraz w su-
rowicach 121 krédw i 102 buhajow. Poziom poszezegdl-
nych klas immunoglobulin okreslono metodg radialnej
immunodyfuzji wg Williamsa 1 wsp. Stwierdzono
wzrost poziomu IgG. 1w surowicach cielat i kréw
wraz z wiekiem. Poziom IgG, u cielgt 2—13 miesiecz-
nveh wynosit 3.89%1.52 mg/ml, u  doroslych kréw
10.91%0.475 meg/ml. u buhajow 3.30%0.272 mg/ml. Okolo
D% wrrost noziomu TgG, stwierdzono u kréw 8-let-
nich w pordwnaniu do kréw jednorocznych. W tym
okresie czasu poziom IgG, wzrdst jedynie o 20%. U
buhaiéw poziom IgG, wahal sie w granicach 1-—-35
mg/ml.

G.

BALL P. J. H.: Zaleznnsé miedzy wiekiem i okresem
eiazy a wystenowaniem zambarania zarodkéw u bydla
mlecznego. (The relationship of age and stage of ge-
staticn to the incidence of embryo death in dairy.
cattle). Res. vet. Sci. 25. 120—122, 1978 (1).

W prébkach mleka pobranveh od kréw., ktére wy-
cielily sie w jesieni oznaczano poziom progesteronu w
odstenach 3 tygodni przez okres 2 lat tj. od mo-
mentu wyeielenia do chwili stwierdzenia clazy badaf
niem klinicznym. Kazdego roku przebadano 100 krow.
W okresie 2 lat stwierdzono u 42 kréw zamieranie
zarodkéw miedzv 17—70 dniem cigzy. Najwyzszy od-
setek zamierania zarodkéw wystepowal 35 dnia po
sztueznej inseminacii. U kréow starszych zamieranie
zarodkéw jest czestsze. Wystepowalo ono jedynie u
3.3% kréw inseminowanych po nierwszej laktacji i u
15.1% keow inseminowanveh po 4 lub wiekszej ilodei
Iaklacji,

G.



