
Metody pozyskiwania 
oocytów ich klasyfikacja i 

selekcja do IVM 

dr Ricardo Faundez 
 

Katedra Chorób Dużych Zwierząt  
Wydział Medycyny Weterynaryjnej SGGW 



Techniki izolacji 
oocytów do IVM 



Techniki izolacji oocytów 
Aspiracja pęcherzyków  
Preparowanie całych pęcherzyków 
Przecinanie jajników 
Przecinanie po aspiracji 
Trawienie enzymatyczne 
Laparoskopia przez pochwę 
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Aspiracja pęcherzyków jajnikowych 



Izolowanie kompleksów  
oocyt-wzgórek jajonośny 



Wpływ metod pozyskiwania na odsetek  
oocytów dobrej jakości 



Pobranie oocytów krów pod kontrolą USG (OPU) 





Metody dojrzewania oocytów in vitro 

Hodowla całych pęcherzyków 
 
Hodowla w prostych i złożonych mediów 

 
Wspólna hodowla z komórkami somatycznymi 

(coculture) 
Hodowla sekwencyjna 



Proste i złożone media 
 Proste media 

 System buforowania na podstawie dwuwęglanu 
sodowego 

 Zawierają podstawowe jony z dodatkiem pirogronianu, 
mleczanu sodu i glukozy 

 Można dodawać do nich surowicę krwi, płyn 
pęcherzykowy, gonadotropiny, steroidy, albuminę, 
antybiotyki, cytokiny, czynniki wzrostu. 

 Złożone media 
 Te same składniki co proste media z dodatkiem innych 

substancji wspomagających dojrzewania 
 System buforowania podobny lub na podstawie Hepes’u 
 Zawierają dodatkowo aminokwasy, witaminy, puriny, 

czynniki wzrostu i inne substancje 



Przykładowe podłoża do IVM 

 Mysz 
 Eagle MEM + Earle salts, 2 mM glutaminy, 0.23 mM 

pirogronianu, 100 IU/ml penicyliny, 100 µg/ml streptomycyny i 
0.3% BSA   

 
 Krowa, locha, suka 
 Krowa: TCM199 (z dodatkiem pirogronianu, hCG, BSA i 5.6 mMo glukozy, 

FSH (0.1 IU mL-1) oraz glukozaminy (5 mM);  Menezo B2; TALP-Hepes; 
SOF.  

 Locha: North Carolina State University (NCSU) 23+10% PFF; NCSU 
23+0.1% polyvinyl alcohol (PVA)+1% aminokwasów; PF-TCM: TCM 
199+PVA; PF-WM: PF-Waymouth MB 752/1 medium (WM) + PVA. +  eCG i 
hCG (10 IU/ml).  

 Suka TCM 199 + 10% EBS + FSH (0.1 IU  mL), LH (0.1 IU  mL) + 
progesteron (1 mg  mL) + estradiol (1 mg  mL} + cysteamina (100 mM)  



Skład niektórych mediów do IVM 



bydlęcych 





IVM oocytów ludzkich 





Schemat sprzętu używanego do aspiracji pęcherzyków : 
Nr.1 Pompa próżniowa wytwarzająca ciśnienie. 
Nr.2 Blok grzewczy, w którym znajdują się probówki. 
Nr.3 Probówka do której trafia pobierany płyn pęcherzykowy. 
Nr.4 Strzykawka służąca do przepłukiwania igły aspiracyjnej. 
Nr.5 Dwukanałowa igła służąca do punkcji pęcherzyków. 
Nr.6 Igła punkcyjna. 





R. Frydman 2008 





Punkcja do IVM 

 Aby nie ogołocić niedojrzałych oocytów z otaczających 
je komórek ziarnistych zaleca się stosowanie niskiego 
ciśnienia ssącego podczas punkcji – między 50 a 80 
mm Hg (podczas gdy do IVF-u używa się ciśnienia z 
zakresu 80 – 100 mm Hg) 

 Probówki, do których trafią pobierane oocyty, 
zawierają zazwyczaj 2 ml podłoża z dodatkiem 
heparyny (FM – flushing medium) i znajdują się w 
odpowiednich temperaturowo warunkach (zbliżonych 
do temperatury ciała). Podłoże z dodatkiem heparyny 
jest również używane do przepłukiwania igły przed i 
po zabiegu [153]. Zaleca się również płukanie igły w 
trakcie pobierania oocytów, by zapobiec 
ewentualnemu jej zablokowaniu  

 Przed punkcją jajników od pacjentki pobiera się krew, 
by uzyskać surowice, które później zostanie dodane 
do medium hodowlanego, w którym prowadzone 
będzie dojrzewanie oocytów. 













Izolacja  
i zakładanie hodowli 
KOWJ 





Ocena jakości oocytów do IVM 
 

 Podczas wyboru oocytów nadających się do IVM-u, należy 
pamiętać że szukamy oocytów niedojrzałych, których 
morfologia jest inna niż tych dojrzałych, nadających się do IVF-
u.  

 Głównym kryterium według którego oceniane są oocyty to 
morfologia otaczających je komórek wzgórka jajonośnego. 
Ważne by komórki na całej powierzchni otaczały oocyt. Do 
wykorzystania w metodzie IVM najbardziej nadają się oocyty, 
które są bardzo szczelnie otoczone komórkami somatycznymi. 

 Stopień rozwoju komórek wzgórka jajonośnego i budowa ich 
warstwy mogą wpływać na dalsze kompetencje rozwojowe 
oocytu  

 Po przeprowadzeniu punkcji jajnika uzyskane kompleksy oocyt-
wzgórek jajonośny możemy przesiać przez sito o porach 
wielkości 70 μm by móc łatwiej zidentyfikować i ocenić oocyty. 
Należy także uważnie kontrolować pH i temperaturę procesu, 
podczas tych kroków, by zapewnić prawidłową produkcję białek 
w oocycie i podtrzymać stabilną morfologię wrzeciona 
mejotycznego. Manipulacje te są bardziej czasochłonne, niż 
analogiczne wykonywane przy standardowym IVF-ie.  











IVM oocytów ludzkich 1 
 a) Czas hodowli 
 Natychmiast po pobraniu otoczone komórkami ziarnistymi 

oocyty są umiejscawiane w specjalnym medium do IVM-u.  
 IVM wymaga dojrzewania oocytów przez 24 do 30h przed 

zapłodnieniem. Nie należy jednak wydłużać czasu hodowli, 
gdyż wykazano, że oocyty, które dojrzewają w medium 
hodowlanym przez 30h są rozwojowo bardziej kompetentne 
niż te które wymagają dłuższego czasu hodowli. 

 Proces dojrzewania in vitro przebiega szybciej niż 
fizjologiczny proces in vivo i trwa od 24 do 36 godzin. 
Wykazano, że z reguły prawie 50% oocytów osiąga swoją 
dojrzałość w hodowli in vitro już w przeciągu 24-28h. 

 Wewnątrz jajnika natomiast oocyty dojrzewają w czasie 
minimum 48 h. Ważne więc by w laboratorium zapewnić im 
odpowiednie warunki –tak by zrekompensować skrócony 
czas dojrzewania i by na pewno został dokończony proces 
dojrzewania cytoplazmatycznego. 





IVM oocytów ludzkich 2 
b) Skład medium hodowlanego 
 Nadal nie określono jednego, idealnego składu 

pożywki umożliwiającej dojrzewanie oocytów in 
vitro. Dysponujemy różnymi odmianami mediów 
hodowlanych, które wspólnie przebadano 
przeprowadzając badania oceniające ich 
skuteczność i umożliwiające ich porównanie  

 Po latach doświadczeń przygotowano medium, 
które odpowiada większości zapotrzebowaniom 
ludzkich oocytów i umożliwia ich prawidłową 
hodowlę. Medium to nazwano po prostu medium 
do dojrzewania ludzkich oocytów (HOM – human 
oocytes maturation medium). 



Składnik: Stężenie: 
NaCl 105 mmol/l 

KCl 5.5 mmol/l 

NaH2PO4 x 2H20 0.5 mmol/l 

CaCl2 x 2H2O 1.8 mmol/l 

MgSO4 x 7H2O 1.0 mmol/l 

NaHCO3 25.0 mmol/l 

2-hydroksypropanol sodu (NaC3H5O3) 3.0 mmol/l 

Pirogronian sodu 0.3 mmol/l 

Glukoza 5.5 mmol/l 

Glutamina 1.0 mmol/l 

Tauryna 0.1 mmol/l 

Cysteina 0.1 mmol/l 

Cystamina 0.5 mmol/l 

EAA (essential amino acids) (1 x) a 

NEAA (non-essential amino acids) (2 x) a 

Penicylina, Streptomycyna 0.06 g/l, 0.05 g/l 

EDTA 0.1 mmol/l 

Witaminy (0.1 x) a 

Albumina z surowicy ludzkiej (HSA) 2 mg/l 

Rekombinant FSH 0.1 iu/ml 

Rekombinant LH 0.5 iu/ml 

Estradiol 1 μl/ml 

EGF (epidermal growth factor) 10 ng/ml 

ITS (insulin transferrin sodium selenite) 10 μl na 10 ml 



Czynniki dodawane do medium do 
IVM-u, promujące dojrzewanie 
oocytów 

Autor Rok 

FSH Izydar i wsp. 
Ali & Sirard 

1998 
2002b, 2005 

Sp-cAMPS (aktywator PKA) Ali & Sirard 2005 

PMA (aktywator PKC) Ali & Sirard 2005 

Estradiol Tesarik & Mendoza 
Ali & Sirard 

1995 
2002b 

Hormon wzrostu (GH) Iga i wsp. 
Izydar w wsp. 

1998 
1998 

Kwas hialuronowy (HA) Ali i wsp. 2002 

Płyn pęcherzykowy (FF) Sirard i wsp. 
Blondin i wsp. 
Ali i wsp. 

1995 
2002 
2004 

Surowica krwi Trounson i wsp. 2001 

Antyoksydanty (cysteina, cystamina, 
glutamina, β-mekraptoetanol) 

Jeong & Yang 
Ali i wsp. 

2001 
2003 









IVM System (protokół laboratoryjny) 
Final IVM maturation medium 

LAG medium IVM medium SPM     ISM 
    2 – 3 h        26 h    2 h  42-44 h 

OPU Denudacja ICSI ET 

MediCult® 





IVM – protokół kliniczny 

Wywołanie        3        4    5                     8         9   lub  10     11  lub  12  
miesiączki      FSH    FSH     FSH                        
     (150IU)  (150IU) (150IU)    OPU          ICSI            ET 

Dni cyklu 

E2 

P4 
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