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ojrzewanie oocytoéw in vitro stanowi kry-  woju embrionalnego (Scott i in., 1991; Tian i in.,

tyczny etap w kompleksowej technice po- 2005). Hialuronian jest gtdbwnym komponentem
zaustrojowej produkcji zarodkéw. Dojrzate oo- rozekspandowanego kompleksu oocyt-komorki
cyty mog zost@& wykorzystane tate w innych  wzgoérka jajonénego COCs (ang. cumulus-
procedurach biotechnologicznych, takich jak np.oocyte-complexes); jest on syntetyzowany i wy-
klonowanie czy otrzymywanie zwigiztransge- dzielany przez komérki wzgérka pod wpltywem
nicznych. Podczas dojrzewania vitro ponad stymulacji FSH i LH (Eppig, 1982). Rozekspan-
80% oocytéw osgiga stadium metafazy Il (MIl). dowany kompleks oocyt-komorki wzgorka jajo-
Z kolei, 70-80% w peni dojrzatych oocytdw nosnego utatwia oderwanieesoocytu odsciany
jest zdolnych do zaptodnienia, a tylko potowa pecherzyka w trakcie owulacji. Aby doszio do
z nich rozwija g do stadium blastocysty pod- rozproszenia komoérek wzgorka jajénego,
czas hodowliin vitro (Mermillod i in., 1999; konieczna jest interakcja atizy HA a jego re-
Katska-Kshzkiewicz i in., 2007). Jednym ceptorem CD44 (Yokoo iin., 2007), jak rowhie
z czynnikéw ograniczagych zdolnéci rozwo-  modyfikacja paiczen szczelinowych zbudowa-
jowe oocytowin vitro maze by ich nieprawi- nych z bialek heksamerycznych, nateych do
diowe dojrzewanie, spowodowane suboptymal-rodziny koneksyn Cxs (ang. connexins). Jak wy-
nymi warunkami hodowli (Moor i in., 1998). kazano, zapoatkowanie podziatu mejotycznego

W hodowli komorekin vitro, ze wzgédu  u klaczy,swini i szczura wiaze sk z obnizeniem
na jej dwuwymiarowy charakter, wiele we/ch  poziomu koneksyny 43 (Cx43) (Marchal iin.,
funkgciji biologicznych nie jest odpowiednio regu- 2003). Nowsze badania (Yokoo i in., 2010) spre-
lowanych. Hialuronian, ktéry w zateosci od  cyzowaly, ze oddziatywanie hialuronianu z jego
konfiguracji i stzenia tworzy w sérodowisku receptorem CD44 podczas ekspansji komorek
wodnym mégdzykomérkows, trojwymiarowy, — wzgorka powoduje obsgnie poziomu koneksyny
galaretowat siet, umaziwiajaca migracg ko- 43 w wyniku fosforylacji tyrozyny w biatku
morek, poprawia oddziatywanie ¢oizy recepto- Cx43. Efektem tego procesu jest zablokowanie
rami komoérek a cwteczkamisrodowiska ze- transportu CAMP pomdzy komérkami wzgoérka
wnetrznego, mgdzy innymi poprzez lepsze i i oocytem. Spadek gtenia CAMP w oocycie jest
zania polipeptydowych czynnikéw wzrostu, pet- sygnatem do aktywacji czynnika MPF, ktory jest
nigcych wang funkcje podczas wczesnego roz- odpowiedzialny za wznowienie podzialu mejo-
tycznego (GVBD) (Yokoo i in., 2010) (rys. 1).
Analizujac otrzymane wyniki uznanage

" Praca finansowana #eodkow statutowych, temat nr istnieje przestankazidodatek egzogennego HA
3343.1.
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do hodowli oocytowin vitro moze przyczynt sie
do zwkkszenia odsetka oocytow egajacych
dojrzaté¢ mejotyczn, czyli stadium metafazy II.
Celem bada byta zatem ocena wplywu
suplementaciji hialuronianu w ppwce IVM oo-
cytow bydkcych na ich dojrzaké mejotyczi
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i jakos¢ mierzory poziomem fragmentacji DNA.
Zaktadano,ze badania doprowaglzlo doskona-
lenia sktadu pzywki do hodowliin vitro oocy-
téw, co przyczynitoby si do zwkkszenia efek-
tywnaosci metody pozaustrojowego uzyskiwania
zarodkéw bydjcych.
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Rys.1. Schemat wznowienia podzialu mejotycznegoBB)/(zmodyfikowany za Yokoo i in., 2010)
Fig. 1. Schematic representation of resumption ebtic division (GVBD) (modified after Yokoo et 2010)

Materiat i metody

Materiat do bada stanowity niedojrzate

no i umieszczano w szalkach. Niedojrzale oocy-
ty (30-50 sztuk) hodowano w szalkaclredni-
cy 3 cm (Nunc, Denmark), w 2 ml powki,

oocyty, wyizolowane z jajnikdw pozyskanych od w obecndéci komérek ziarnistych geherzyka
jatéwek i kréw w rzeni, dostarczone w termosie jajnikowego.

do laboratorium w gigu 2—-3 godzin od uboju.

Uzyskiwanie i selekcja oocytéw bydicych
wedlug protokotu opracowanego przeatsks
(1985)
Dojrzewanie oocytéw in vitro

Do hodowli niedojrzatych oocytow za-
stosowano komercyjnpazywke TCM-199, zbu-
forowarg 25 mM HEPES i 26 mM wodoraw
glanu sodu, uzupetnignL-glutamirg. Po doda-
niu stosownych uzupetnie- opis zamieszczony
przy grupie déwiadczalnej — pgywke filtrowa-

Grupy dawiadczalne:

1. P1+GC,; dotychczas iywana paywka do
dojrzewania oocytéw — TCM 199, uzupe}-
niona 20% bydica surowia rujowa (ECS).
Dojrzewanie prowadzono we wspoéthodow-
li z komérkami ziarnistymi gcherzyka jaj-
nikowego. Komorki ziarniste uzyskano
z pecherzykéw jajnikowych @rednicy 4-6
mm bez zmian atretycznych, zawiemjch
oocyty o prawidtowym wygldzie morfo-
logicznym. Oocyty hodowane w tej po-
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zywce stanowity grup kontrolr;

2. P1+GC+HA™: pazywka nr 1 uzupetniona
1% hialuronianem (HA) o keowym st-
zeniu 3,5 x 16%;

3. P1+GC+HA™™" pazywka nr 1 uzupetio-

na 1% hialuronianem (HA) o kocowym
stezeniu 7,0 x 16%.

Kompleksy oocyty-komorki wzgorka ja-
jonasnego we wszystkich badanychzgawkach
dojrzewaly in vitro przez 22-24 godziny,
w temperaturze 3€, w obecnéci 5% CQ
w powietrzu, przy maksymalnej wilgotéa.

Utrwalanie dojrzatych oocytéw

Oocyty pozbawione komérek wzgorka
jajonasnego zostaty utrwalone w 100 pl kropli
4% roztworu paraformaldehydu w ptynie PBS
(pH 7,4) przez godzinw temperaturze pokojo-
wej. Nastpnie, zostaly przeniesione do 100 ul
kropli 1% roztworu paraformaldehydu w ptynie
PBS i przechowywane w temperaturZ€ $rzez
okres nie dhaszy niz 2 tygodnie.

Ocena jakasci i dojrzatosci oocytow

Analiza TUNEL

Analiza TUNEL zostata wykonana przy
uzyciu zestawu DeadEnd™  Fluorometric
TUNEL System, firmy Promega. W celu wywo-
lania permabilizacji btony komdérkowej oocyty
umieszczano w kropli 0,2% roztworu Triton X-
100 na 5 minut. Po przeptukaniu i ekwilibraciji
w buforze ekwilibrugcym przenoszono je do
mieszaniny reakcyjnej, zawiegagj bufor do
ekwilibracji, mieszania nukleotydéw oraz enzym
TdT i inkubowano w temperaturze °83
w atmosferze 5% CQprzez 60 minut przy mak-
symalnej wilgotnéci. Zatrzymanie reakcji wbu-
dowywania znakowanych fluorescginukleoty-

mejozy oraz fragmentacji DNA oocytowywa-
no dwaoch filtrow:

filtr o dhugosci fali >460 nm, niebieska
fluorescencja komorek wybarwionych
DAPI,

filtr o diugaosci fali 520 + 20 nm, zielona
fluorescencja komorek apoptotycznych,
ktére inkorporuy do jgdra dUTP sko-
niugowane z fluorescein

Ocena dojrzatasci mejotycznej

Na podstawie niebieskiej fluorescencji
barwika DAPI dokonano klasyfikacji stadiéw
mejozy w oocytach (klasyfikacja za Warzych
i in., 2007). Oceniano:

stadium gcherzyka zarodkowegds{/),
charakteryzujce sé réznym stopniem
kondensacji chromatyny;

stadium metafazy pierwszego podziatu
mejotycznego Nl ) — chromosomy uto-
zone w postaci grupyozdzielonychbi-
walentow;

stadium metafazy drugiego podziatu me-
jotycznego Il ) — charakteryzuge sé
obecndcia dwdch grup chromosomow:

a) haploidalnego zestawu rozpro-
szonych chromosomow,

b) zbitej grupy chromosomow,
tworzgcej pierwsze ciatko kie-
runkowe (pbl).

Dojrzataé¢ mejotyczn liczono jako sto-
sunek oocytow w stadium MIl do ogdlnej liczby
analizowanych oocytow.

Ocena fragmentacji DNA oocytéw, indeks
apoptotyczny

W przypadku intensywnie zielonej fluo-
rescencji oocyt oceniany byt jako TUNEL pozy-

déw nasipito poprzez przeptukanie oocytow tywny. W przypadku braku zielonej fluorescen-

w roztworze 2 x SSC. W celu wybarwienia DNA cji — jako TUNEL negatywny. Indeks apopto-

oocyty przenoszono na szkietko podstawowetyczny zostat wyrzony jako stosunek oocytow

i umieszczano w kropli roztworu VECTASHIELD apoptotycznych, wykazagych intensywnie zie-

+ DAPI. Jako kontrola pozytywna sidy oocyty, long fluorescengj, do wszystkich analizowa-

ktore bezpérednio po dojrzewaniu w ptynie PBS nych oocytéw z danej grupy.

poddano dziataniu promieni UV przez 30 minut.

Jako kontrola negatywna pogjty oocyty, ktére ~ Analizy statystyczne

umieszczono w mieszaninie reakcyjnej pozba- Do obliczer statystycznych zastosowano

wionej enzymu rTdT. test Duncana. Jako statystycznie istotne uznawa-
Preparaty analizowano pod mikrosko- no r@nice na poziomie P<0,05 i jako wysoko

pem fluorescencyjnym. Do wizualizacji stadium istotne — ranice na poziomie P<0,01.
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Wyniki

Ocena dojrzatcci i jakosci oocytow bydecych

wym stzeniu 7,0 x 16% (P1+GC+HA®" tab.
1). Niewiele mniej, bo a86% oocytéw dojrza-
to w pazywce kontrolnej. Najiisz dojrzatci¢

Oceniono 141 oocytéw, ktére hodowano mejotyczrmy (71%) wykazaty natomiast oocyty

w trzech paywkach o objtosci 2 ml,

hodowane w poywce uzupetnionej hialuronia-

w obecnéci komorek ziarnistych. 50 ocenianych nem (P1+GC+HA™, tab. 1), jednate nie za-

oocytow hodowano w pgwce dotychczas sto-
sowanej, pozbawionej hialuronianu, ktérazgta
jako kontrola. W pozostatych dwéch zyavkach
hodowano oocyty w obeckd hialuronianu,
0 koncowym stzeniu wynoszcym odpowiednio
3,5 x 10°% i 7,0 x 10°%,; analizie TUNEL pod-
dano 62 i 29 oocytow.

Najwyzsz dojrzaléd¢é mejotyczi (89,6%)
odnotowano w oocytach hodowanych wzyw-
ce, w obecngi komorek ziarnistych gcherzyka
jajnikowego z dodatkiem hialuronianu orkmo-

obserwowano statystycznie istotnych znit
pomiedzy dojrzatdécia mejotyczm oocytow
hodowanych w w.w. pgywkach. W pozywce
uzupetnionej HA o steniu kaxcowym 3,5 X
10%% zaobserwowano 6 oocytéw w stadium
GV i wartc¢ ta jest statystycznie istotnie wy
sza (P<0,05) ni stwierdzona w pozostatych
dwoch paywkach (tab. 1)Ponadto, wzadnym
ze 141 analizowanych oocytéw dojrzewmjch
w w.w. paywkach nie zaobserwowano frag-
mentacji DNA.

Tabela 1. Wplyw zastosowanejaywki na dojrzalé¢ mejotyczm oocytéw po 24 godzinach hodowdi vitro
Table 1. Effect of the medium used on meiotic ratitur of oocytes after 24-h culture in vitro

STADIUM P
DOJRZALO $Cl DOJRZALO SC
POZYWKA N OOCYTOW MEJOTYCZNEJ ME&%IT(\)(%%NA
MEDIUM NO. OF OOCYTES| STAGE OF MEIOTIC orS
MATURATION o
ML | Ml [ GV 0
P1+GC* 50 43 7A o 86
P1+GC+HA™ 62 a4 12* 6 71
P1+GC+HA™ 29 28 2 o 896

" Pazywka kontrolna, dotychczas stosowana-Ribzywka TCM199, uzupetniona 20% surowiaijowa, GC — komérkiwar-
stwy ziarnistepecherzyka jajnikowego (ang. granulosa cells), HA%- Hialuronian sodu.

Wartasci w kolumnach z rinymi indeksami gérnymi (a—b) wykaaujoznice istotne statystycznie (P<0,05).

“Control medium used to date, PTCM199 medium supplemented with 20% estrous s&Qm; granulosa cells, HA — 1%

sodium hyaluronate.

Values in columns with different superscripts (adiffer significantly (P<0.05).

Tabela 2. Wptyw zastosowanejaywki na fragmentagj DNA oocytow po 24-godzinnej hodowti vitro
Table 2. Effect of the medium used on DNA fragntiemtaf oocytes after 24-h culture in vitro

) INDEKS DCI
POZYWKA i o[\cl)gvggw FRAGMENTACJADNA | ODSETEK OOCYTOW
MEDIUM oo T | DNAFRAGMENTATION | APOPTOTYCZNYCH
DEAD CELL INDEX (DCl)
P1+GC 50 = 0
P1+GC+HA™Y 62 - 0
P1+GC+HA® 29 - 0

" Poazywka kontrolna, dotychczas stosowana,—Pazywka TCM199, uzupetniona 20% surowitujowa, GC — komérki
warstwyziarnistej gcherzyka jajnikowego (ang. granulosa cells), HA%- Hialuronian sodu.
*Control medium used to date, PTCM199 medium supplemented with 20% estrous s&@w, granulosa cells, HA — 1%

sodium hyaluronate.

Wstepne wyniki bada n



Suplementacja hialuronianem Ayaki do hodowli in vitro oocytoéw

Omdédwienie wynikow

W zaprezentowanych éwiadczeniach
przeprowadzono analizwplywu egzogennego
hialuronianu, dodawanego do zywki do doj-
rzewaniain vitro oocytow bydécych w dwaoch
réznych stzeniach. Zgodnie z nagaviedz, nie

badano dotychczas wptywu dodawania egzogen2002),

nego hialuronianu na oocyty hodowanevitro,

oceniano jednak wplyw HA na zarodki. W ho-

dowli blastocyst dodatek wysokagsteczkowe-
go hialuronianu w patzeniu z fafBSA do po-
zywki wptynat pozytywnie na jak& zarodkow
w poréwnaniu do hodowanych w pavce wy-
tacznie z BSA. Odnotowano zmniejszoeks-

hialuronianu, takich jak CD44 (ang. Cluster of
Differentiation 44), RHAMM (ang. Receptor for
HA-Mediated Motility), czy ICAM-1 (ang. In-
ter-Cellular Adhesion Molecule 1) (Knudson
iin., 1996). Receptory te uczestrnjor regulacji
takich funkcji komérkowych, jak wychwytywa-
nie i degradacja hialuronianu (Knudson i in.,
utrzymanie homeostazy tkankowej
(Knudson i Knudson, 1993), adhezja i migracja
komérek (Saegusa i Okayasu, 1998), proliferacja
i réznicowanie komorek, inhibicja apoptozy
i odpowiedzi immunologicznej (Kaneko i in.,
2000). Maliwe, ze zbyt mate stzenie hialuro-
nianu odczytywane jest przez kom@iako im-
puls do jego degradacji, co z kolei w pewien

presg genu stresu oksydacyjnego (SOX) orazsposob blokuje receptor. Nie bez znaczenia jest

genu promujcego apoptaz (Bax) (Patasz i in.,
2008). W przeprowadzonym gl@iadczeniu wy-
kazano,ze interakcja pormgdzy hialuronianem
a surowig rujowg nie wpltywa negatywnie na
odsetek dojrzatych oocytow oraz ich jakanie-
rzog poziomem fragmentacji DNA. Sgad
wszystkich testowanych ppwek najwysz
dojrzatai¢ mejotyczra wykazaty oocyty hodo-
wane w paywce suplementowanej hialuronia-
nem o najwyszym s¢zeniu. Jednak, oocyty doj-
rzewapce w paywce kontrolnej bez HA tylko
nieznacznie  odbiegaly od

w P1+GC+HA®™ Obie paywki osiagnety

najwyzsze odsetki dojrzalych oocytéw, na po-

ziomie odpowiednio 89,6 i 88,6%. Interesy
jest fakt zaobserwowaniazszego odsetka doj-
rzatych oocytéw (71%) w pgwce uzupetnionej
HA o stzeniu kaacowym o potow mniejszym

wykazanie przez Yokoo i in. (20072 w wyni-

ku hodowli oocytdw w obecroi przeciwciata
przeciwko receptorowi CD44 napuje supresja
czynnika MPF oraz zatrzymanie zanikgcpe-
rzyka zarodkowego. Kluczowym zdarzeniem
w tym zjawisku jest oddziatywanie hialuronianu
Z jego gtdbwnym receptorem CD44, w wyniku
czego dochodzi do zahamowania transportu
CcAMP poprzez palczenia szczelinowe pomi
dzy komérkami wzgorka a oocytem, co jest
z kolei sygnatem do aktywacji czynnika MPF

hodowanych i wznowienia mejozy.

Ocena fragmentacji DNA oocytéw ho-
dowanych w badanych ppwkach stanowita
istotrg skladovg doswiadczenia, gdy zakladano,
ze zaobserwowanie reakcji TUNEL pozytywnej
bedzie swiadczy o szkodliwym wptywie soli hia-
luronianu na oocyt. Nie stwierdzono fragmentacji

(3,5x10°%) od zastosowanego W najlepszej po-DNA, dlatego mana wnioskowd, ze HA nie ma

zywce. Ponadto, w pgwce tej odnotowano

prawie 10% niedojrzatych oocytéw w stadium

GV (tab. 1). Obserwacja ta zaskakuje, gdje-

dziatania proapoptotycznego na oocyty.
Reasumujc, prezentowane wyniki do-
wodz, ze hialuronian nie wykazuje szkodliwego

dostateczna suplementacja HA prowadzi do obdziatania na jak& oocytdbw mierzog pozio-
nizenia odsetka dojrzalych oocytéw nawet mem fragmentacji DNA oraz na odsetek oocy-

w poréwnaniu do oocytéw dojrzeveaiych bez
hialuronianu. Maliwe, ze wyjanienie tej
sprzecznéci lezy w oddziatywaniu midzy HA
ajego receptorami, gdywiele procesow ko-
mérkowych odbywa si za pdrednictwem re-

tow oshgajgcych stadium metafazy Il, dlatego
celowe jest kontynuowanie prac, m@jch na
celu weryfikacg przydatnéci dodawania HA do
pozywki IVM poprzez zaptadnianie tak dojrze-
wajacych oocytéw i hodowle uzyskanych zarod-

ceptoréw powierzchniowo-komdérkowych dla kow do stadium blastocysty.
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EVALUATION OF THE EFFECT OF SODIUM HYALURONAT E ON MEIOTIC MATURATION
AND DNA FRAGMENTATION OF BOVINE OOCYTES MATUR ING
IN VITRO — PRELIMINARY RESEARCH RESULTS

Summary

The aim of the study was to evaluate the effedtyaluronan (HA) supplementation iof vitro matura-
tion medium on meiotic maturation and quality of/im@ oocytes measured by the level of DNA fragmigora
To our knowledggthis is the first attempt that has been made taraaiocytdn vitro in the presence of exoge-
nous hyaluronan. Cumulus-oocyte complexes (COCsg weaturedn vitro in three media: in the presence of
20% estrus calf serum in co-culture with granulosits; in medium with addition of hyaluronan withdl con-
centration of 7.0 x I8%; in medium with addition of hyaluronan with finebncentration of 3.5 x 106. To
evaluate the meiotic maturation and DNA fragmeatatbf oocytes, TUNEL analysis was used. The highest
meiotic maturation (90%) was observed in oocytdsimed in medium supplemented with hyaluronan iitial
concentration of 7.0 x 1%. The lowest meiotic maturation (71%) was obseimenbcytes cultured in medium
supplemented with hyaluronan with final concentmatof 3.5 x 1G%, but no statistical differences were found
between oocytes matured in all analysed media.chi@matin quality was not affected in any of thalgsed
oocytes. In conclusion, the present study showatl liialuronan supplementation does not have anusttal
effect on oocytes as shown by maturation rateschnamatin integrity; therefore, such cultured oesytan be
subjected tan vitro fertilization and embryo culture to definitivelgtémate the utility of HA supplementation.

Buhaje opasowe w typie Limousine
Limousin-type fattening bul($ot. B. Borys)
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