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kład poŜywki do dojrzewania oocytów de-
terminuje w duŜej mierze efektywność po-

zaustrojowej produkcji zarodków. Obecnie, przy 
uŜyciu metod in vitro, moŜliwe jest uzyskanie 
u bydła około 90% oocytów osiągających doj-
rzałość jądra, jednakŜe odsetek zapłodnionych 
oocytów osiągających w kompleksowym syste-
mie in vitro stadium blastocysty, a takŜe odsetek 
zarodków, które po przeniesieniu do dróg rod-
nych biorczyń wykazują zdolność do pełnego 
rozwoju ulega zdecydowanej redukcji i nawet 
w najbardziej optymalnych warunkach nie prze-
kracza na ogół 40% wyjściowej liczby hodowa-
nych zygot (Kątska-KsiąŜkiewicz, 2006). Ten 
poziom wydajności metody pozaustrojowej pro-
dukcji zarodków pozwala wprawdzie na jej 
praktyczne zastosowanie, jednak doskonalenie 
warunków dojrzewania oocytów oraz hodowli 
zarodków leŜy w sferze zainteresowań zespołów 
badawczych zajmujących się tą problematyką. 
Ponadto, jakość dojrzałych in vitro oocytów, 
a takŜe zarodków rozwijających się z tych oocy-
tów po zapłodnieniu in vitro, jest zróŜnicowana 
i zdecydowanie obniŜona w porównaniu z oocy-
tami i zarodkami uzyskiwanymi w warunkach in 
vivo. Wspomniane róŜnice dotyczą morfologii, 
tempa rozwoju, metabolizmu zarodka (np. za-
wartości wewnątrzkomórkowego glutationu – 
GSH), ultrastruktury (lokalizacji mitochondriów, 
rozmieszczenia cytoszkieletu), ekspresji genów, 
a takŜe podatności na kriokonserwację (Sirard 
i Coenen, 2006).  

W licznych badaniach testowano przy-
datność dodatku do poŜywki szeregu związków, 
takich jak czynniki wzrostu, hormony i inne 
białka. Spośród wielu dotychczas testowanych 

istotne znaczenie przypisuje się insulinopodob-
nemu czynnikowi wzrostu (IGF-I, ang. insulin–
like growth factor I). McElroy i in. (2010) ho-
dowali pozbawione komórek wzgórka jajono-
śnego oocyty kobiety w obecności m. in. IGF-I 
i wykazali zwiększone zdolności rozwojowe 
oocytów, gdyŜ uzyskali wyŜszy odsetek rozwi-
jających się partenogenetycznych blastocyst 
w stosunku do grupy kontrolnej. Zgodnie z naj-
nowszymi doniesieniami, inny czynnik wzrostu 
– EGF (ang. epidermal growth factor) funkcjo-
nalnie naśladuje FSH  i moŜe go bez szkody dla 
osiąganej dojrzałości mejotycznej zastąpić (Uhm 
i in., 2010). Najprawdopodobniej FSH indukuje 
dojrzewanie mejotyczne za pośrednictwem 
ścieŜki przekazywania sygnału zaleŜnej od re-
ceptora EGF (EGFR). Ponadto, zastosowanie 
EGF razem z FSH znacznie polepsza dojrzałość 
cytoplazmatyczną oocytów świni, co manifestuje 
się wyŜszym odsetkiem rozwijających się bla-
stocyst w wyniku zapłodnienia oocytów hodo-
wanych w poŜywce uzupełnionej ww. suple-
mentami (Uhm i in., 2010). Czynnik EGF z po-
wodzeniem stosowany jest jako dodatek do po-
Ŝywki IVM ( in vitro maturation medium) oocy-
tów róŜnych gatunków zwierząt, w tym tak eg-
zotycznych, jak małpiatkia marmozety lwiej 
i wielbłąd dwugarbny (Tkachenko i in., 2010; 
Wani i in., 2010). 

Kontrowersyjne są opinie na temat do-
datku do poŜywki surowicy płodów cielęcych 
(FCS). W ostatnich latach dąŜy się do wyelimi-
nowania surowicy krwi (FBS, FCS, ECS) lub jej 
pochodnych, np. albuminy, jako składnika po-
Ŝywki do dojrzewania oocytów i hodowli zarod-
ków. Powodem jest niejednoznaczny wpływ su-
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rowicy na jakość oocytów i zarodków, zarówno 
pozytywny, jak i negatywny. Wiadomo, Ŝe do-
datek surowicy zwiększa odsetek uzyskanych po 
zapłodnieniu in vitro blastocyst, szczególnie 
w przypadku sub-optymalnych warunków ho-
dowli (Russel i in., 2006). Istnieją równieŜ do-
niesienia na temat szkodliwego wpływu suro-
wicy na rozwój oocytów (Ali i Sirard, 2002) 
i zarodków (Rizos i in., 2003). Stwierdzono, Ŝe 
FCS zawiera zarówno związki antyapopto-
tyczne, np. białkowe czynniki wzrostu, jak i pro-
apoptotyczne, np. czynnik martwicy nowotworu 
α (TNF α, ang. tumor necrosis factor α), który 
moŜe indukować śmierć komórki. Badania 
Fouladi-Nashta i in. (2005) nie potwierdziły jed-
nakŜe tego spostrzeŜenia, bowiem wykazano 
brak róŜnic w liczbie jąder apoptotycznych 
w zarodkach hodowanych zarówno w poŜywce 
zawierającej surowicę, jak i bez surowicy. Jak 
wykazali natomiast Rizos i in. (2003), w zarod-
kach hodowanych w obecności surowicy nastę-
pował znaczny wzrost ekspresji białka Bax. 
Z przedstawionego przeglądu piśmiennictwa 
wynika zatem, Ŝe wpływ surowicy nie jest jed-
noznacznie określony. Wiadomo teŜ, Ŝe surowi-
ca zawiera enzymy, hormony czy czynniki 
wzrostu w zróŜnicowanych stęŜeniach, często 
odmiennych w kolejnych seriach produktu, co 
moŜe powodować duŜą zmienność warunków 
hodowli, a więc i efektywność pozaustrojowego 
uzyskiwania zarodków. Ponadto, stosowanie 
w poŜywkach produktów pochodzenia zwierzę-
cego, mimo znacznej poprawy sanitarnej w za-
kresie ich pozyskiwania oraz metod sterylizacji, 
związane jest z ryzykiem infekcyjnym. W świe-
tle prezentowanych przykładów celowe jest za-
tem opracowanie poŜywki do dojrzewania oocy-
tów, która pozwoliłaby na standaryzację warun-
ków hodowli oraz wyeliminowałaby ryzyko wy-
nikające z obecności surowicy. Podejmowane są 
próby zastąpienia surowicy syntetycznymi poli-
merami, takimi jak poliwinylopirolidon (PVP) 
czy alkohol poliwinylowy (PVA) (Warzych i in., 
2007 a, b). Najnowsze badania polskich zespo-
łów podejmujących tę tematykę wykazały jed-
nak, Ŝe PVP40 stosowany w zastępstwie surowi-
cy powodował wzrost indeksu apoptotycznego 
blastocyst uzyskanych z zapłodnienia oocytów 
dojrzewających w obecności PVP w porównaniu 
z blastocystami wyprodukowanymi z oocytów 
dojrzewających w poŜywce z białkami zwierzę-

cymi, jak FBS lub beztłuszczowa BSA. Z kolei, 
badania Chung i in. (2007) wskazują na moŜli-
wość zastąpienia surowicy w poŜywce do doj-
rzewania oocytów bydlęcych polimerem PVP360. 
Autorzy ci stwierdzili, Ŝe oocyty dojrzewające 
w poŜywce z PVP wykazywały podobne zdolno-
ści rozwojowe po zapłodnieniu jak oocyty doj-
rzewające w poŜywce z FCS. W poszukiwaniu 
bardziej efektywnych rozwiązań w hodowli in 
vitro podjęto próby zastosowania substytutów 
roślinnych. Wykazano juŜ korzystny wpływ za-
stąpienia surowicy zwierzęcej białkiem roślin-
nym w poŜywkach do hodowli zarodków (Gajda 
i in., 2007) oraz w poŜywkach uŜywanych 
w pracach z plemnikami ssaków (Bochenek 
i Smorąg, 2008). Białko roślinne jest znacznie 
bezpieczniejszym pod względem sanitarnym su-
plementem w porównaniu do białka zwierzęce-
go. W aspekcie wykorzystania zarodków, za-
równo do celów hodowlanych jak i doświad-
czalnych, parametr ten jest niezwykle waŜny, 
dlatego moŜliwość wykluczenia surowicy zwie-
rzęcej z poŜywki do dojrzewania oocytów i ho-
dowli zarodków byłaby bardzo korzystna. Biał-
ko roślinne, w porównaniu do surowicy zwierzę-
cej, nie wykazuje zmienności pomiędzy wypro-
dukowanymi seriami, przez co standaryzuje wa-
runki hodowli in vitro. 

Kolejnym obiecującym suplementem 
poŜywki do dojrzewania oocytów bydlęcych 
wydaje się być hialuronian. Dotychczasowe ba-
dania z uŜyciem hialuronianu (HA) w poŜyw-
kach koncentrowały się na określeniu jego 
wpływu na rozwój zarodków (Palasz i in., 2006, 
2008; Furnus i in., 1998), nie znaleziono pracy 
nad wpływem dodatku HA do poŜywki na doj-
rzewanie oocytów. Hialuronian lub kwas hialu-
ronowy jest polisacharydem o wysokiej masie 
molekularnej, naleŜy do glukozaminoglikanów 
(GAG), a do jego istotnych cech naleŜy m. in. 
aktywność antyoksydacyjna i antyapoptotyczna. 
Obecność HA stwierdzono w macierzy ze-
wnątrzkomórkowej większości tkanek zwierzę-
cych, ponadto w płynach: pęcherzykowym, ja-
jowodowym i macicznym u myszy, świni i kro-
wy. Z kolei, badania Furnus i in. (2003) oraz 
Schoenfelder i Einspanier (2003) wykazały 
obecność głównego receptora dla HA, CD44, na 
powierzchni oocytu bydlęcego oraz w jego cyto-
plazmie.  

UŜycie HA w poŜywkach do dojrzewa-
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nia zarodków prowadziło do obiecujących wyni-
ków. Wykazano korzystny wpływ HA na jakość 
uzyskanych in vitro blastocyst oraz zaobserwo-
wano statystycznie wyŜszą efektywność metody 
IVP u bydła (Palasz i in., 2006, 2008). Pozytywny 
wpływ HA wykazywał w stęŜeniu 1 mg/ml i 2,5 
mg/ml (Furnus i in., 1998; Palasz i in., 2006), 
jednak tylko w obecności BSA. Nie stwierdzono 
korzystnego wpływu HA w obecności FCS (Pa-
lasz i in., 2006). Powodem moŜe być zablokowa-
nie przez cząsteczki FCS receptorów RHAMM, 
które – obok CD44 – są kolejnymi receptorami 
dla hialuronianu (Stojkovic i in., 2003).   

Podsumowując omówione badania moŜ-
na stwierdzić, Ŝe problematyka opracowania 
optymalnej poŜywki do dojrzewania oocytów in 
vitro nie traci na aktualności. Poszukiwane i ba-
dane są nowe związki, jak np. białko roślinne 
czy hialuronian, ale jednocześnie w oparciu 
o juŜ istniejące suplementy testowane są róŜne 
ich układy, których wzajemne interakcje mogą 
działać stymulująco lub hamująco na ścieŜki 
indukcji dojrzewania mejotycznego i cytopla-
zmatycznego, czego przykładem jest np. sy-
nergistyczna zaleŜność pomiędzy FSH a czyn-
nikiem EGF.  ………………………………….
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CHARACTERIZATION  OF  SELECTED  SUPPLEMENTS  FOR  O OCYTES’  IN  VITRO 
MATURATION  MEDIUM 

 
Summary 

 
 This review will describe few supplements for oocytes’ in vitro maturation medium including IGF-I, 
EGF and hialuronan. Additionally, the problem of replacing the animal serum with synthetic macromolecules 
such as PVP and PVA or plant protein is also discussed.  
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