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Long-term culture preantral and early antral ovarian follicles in 
mammals- perspectives and recent development

Summary

The ovary of mammal contains thousands of oocytes enclosed in the 
preantral and early antral follicles. Since more than 99% of ovarian oocytes un
dergo atresia, it would be of great practical benefit if these follicles could be 
rescued by a long-term in vitro culture leading to provide an additional source of 
gametes and allowing for more efficient improvement of the reproductive po
tential of female. Until now, research on the isolated preantral follicles are the 
best developed in rodents. In mouse, investigations have led to follicle growth 
and antrum formation, ovulation in vitro and even to a few live kids after in vitro 
maturation and fertilization of the oocytes recovered from in vitro cultured 
preantral and even primordial follicles. Recently, some progress in the develop
ment of methods that allow obtaining competent oocytes and, after IVF, even 
blastocysts was shown in farm animals. However, only follicles with selected 
size can be utilized for these purposes. The successful results are encouraging 
for further development of methods for culture of preantral follicles in farm ani
mals. In the article, techniques of follicle recovery, in vitro culture systems, 
methods for evaluation of oocyte growth, quality and competence for maturity 
and IVF including our impact in development of presented methods are dis
cussed.
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1. Wprowadzenie

Jajnik ssaka zawiera tysiące, a nawet setki tysięcy pęcherzyków w różnych sta
diach rozwojt. Każdy pęcherzyk jajnikowy jest strukturalną i funkcjonalną jednost
ką jajnika. Zbudowany jest z oocytu, otoczonego przez komórki ziarniste oraz 
błonę podstawną z przylegającymi do niej komórkami osłonki. Prawidłowy wzrost 
i dojrzewanie oocytu jest wynikiem wielu interakcji komórkowych zachodzących 
w obrębie pęcherzyka. W efekcie tych interakcji powstaje specyficzne środowisko, 
w którym następuje dojrzewanie oocytu, bądź też, co zachodzi częściej, oocyt ulega 
atrezji. Przeważająca liczba pęcherzyków jajnikowych sięgająca nawet 99,9% ginie 
w wyniku atrezji w różnych stadiach rozwoju (1,2), a jedynie 0,05% dojrzewa do 
owulacji (3,4).

W dotychczas opracowanych metodach pozaustrojowego uzyskiwania zarodków 
ssaków oocyty pobiera się z dużych antralnych pęcherzyków lub też z pęcherzyków 
przedowulacyjnych, które stanowią mniej niż 5% populacji pęcherzyków jajniko
wych. Natomiast ponad 95% tej populacji stanowią pęcherzyki pierwotne i przedan- 
tralne (4). U większości gatunków ssaków pula pęcherzyków jajnikowych zostaje 
ustalona już w jajnikach płodu, a u noworodków gryzoni wkrótce po urodzeniu (5). 
W ciągu życia osobnika pęcherzyki pierwotne podlegają nieustannej rekrutacji do 
puli pęcherzyków rosnących. Skutkiem tego procesu jest stopniowa redukcja liczby 
pęcherzyków, a najbogatszym źródłem pęcherzyków są jajniki młodych zwierząt. 
W odniesieniu do liczby pęcherzyków występuje istotna zmienność między gatun
kami, a także między osobnikami w obrębie gatunku. W bydlęcych jajnikach płodo
wych liczba pęcherzyków może zmieniać się od 18 tys. do 200 tys., u nowo naro
dzonego cielęcia wynosi średnio 235 000, jednakże w populacji 69 osobników ob
serwowano wahania od 0 do 724 000 (6), natomiast u krów 4-letnich średnio od 
około 77 000 (7) do 130 000 (6).

Możliwość wykorzystania pęcherzyków z wczesnych stadiów rozwojowych dro
gą ich pozyskiwania, a następnie długoti-wałej hodowli in vitro byłaby nowym źród
łem gamet żeńskich, a potencjał gametotwórczy jajnika byłby maksymalnie wyko
rzystany.

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i hodowlą pęcherzyków przedantralnych prze
prowadzono na myszach i szczurach, a pionierska publikacja z tego zakresu została 
opublikowana przez Groba w 1964 r (8). U myszy, badania nad izolacją i hodowlą 
pęcherzyków przedantralnych doprowadziły do opracowania metod wzrostu i doj
rzewania pęcherzyków, ich owulacji in vitro, do uzyskania potomstwa po zapłodnie
niu in vitro oocytów uzyskiwanych z hodowanych pęcherzyków przedantralnych (9), 
a także pierwotnych (10). Osiągnięcia w tym zakresie uzyskane u myszy zachęciły 
nas do prowadzenia badań nad hodowlą pęcherzyków przedantralnych, pozyskiwa
nych z jajników zwierząt gospodarskich.
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2. Uzyskiwanie pęcherzyków jajnikowych

Pierwszym warunkiem niezbędnym do opracowania skutecznych metod hodowli 
pęcherzyków jest opanowanie metod ich uzyskiwania, jest to zadanie trudne zarów
no ze względu na małe rozmiary pęcherzyków i ich delikatną strukturę, a tym sa
mym znaczną podatność na uszkodzenia, jak i utrudnienia wynikające z lokalizacji 
pęcherzyków we włóknistej stromie jajnikowej, zwłaszcza u kóz, owiec, bydła i kla
czy. Pęcherzyki uzyskuje się przy użyciu; a) metody enzymatycznej; b) izolacji me
chanicznej przy użyciu rozdrabniacza tkanek i/lub igieł preparacyjnych. Enzymatycz
ne metody izolacji pęcherzyków przy użyciu pronazy, kolagenazy i/lub trypsyny sto
sowano zarówno u zwierząt laboratoryjnych (mysz - 11-15; szczur - 16; chomik 
- 17; królik - 18) jak i u świni (19,20), kota (21), płodów bydlęcych (22), a także 
u ludzi (23). Metody te, chociaż efektywne, prowadzą do uzyskania nie pęcherzy
ków, a oocytów otoczonych komórkami ziarnistymi lub komórkami wzgórka jajonoś- 
nego, gdyż większość komórek osłonki pęcherzyka i błony podstawnej ulega degra
dacji pod działaniem enzymów.

Mechaniczna metoda izolacji pęcherzyków z kory jajnika przy użyciu specjalnie 
skonstruowanego ostrza tnącego (24) lub rozdrabniacza tkanek tzw. tissue chopper, 
tnącego tkankę na fragmenty o pożądanej długości (25-28) prowadzi do uzyskania 
mieszanej pod względem wielkości populacji pęcherzyków, o średnicy wynoszącej 
od 30 do 100 pm. Do istotnych mankamentów tej metody zaliczyć należy brak moż
liwości uzyskania większych pęcherzyków przedantralnych o średnicy >100 pm czy 
pęcherzyków wczesnoantralnych. Ponadto, w badaniach ultrastruktury wykonanych 
w mikroskopie elektronowym wykazano obecność znacznych uszkodzeń oocytów 
uzyskanych przy użyciu tej techniki (29).

Izolacji pęcherzyków przedantralnych o większych wymiarach, czy też wczesno
antralnych, można dokonać jedynie za pomocą mikrodysekcji, tzn. izolacji pęche
rzyków poprzez ich wyłuskiwanie ze stromy jajnika za pomocą cienkich igieł prepa
racyjnych, pod kontrolą mikroskopu stereoskopowego. W przypadku jajników o luź
niejszej strukturze, np. myszy, izolację przeprowadza się na całym jajniku (30), 
w przypadku większych i bardziej włóknistych jajników, np. owczych lub bydlęcych, 
sporządza się cienkie skrawki tkanki korowej, z których następnie wypreparowuje 
się pęcherzyki za pomocą cienkich igieł (31-36). Mikrodysekcja nie wymaga stoso
wania enzymów, ale jej wydajność zależy oczywiście od sprawności manualnych 
operatora. Może on wyizolować w ciągu 2-3 godz. nawet około 50 pęcherzyków 
(33). Najmniejsze pęcherzyki, które udaje się uzyskać przy użyciu mikrodysekcji, 
mają średnicę ok. 100 jum (31-33). Najczęściej w ten sposób izoluje się pęcherzyki 
o średnicy od 125 do 274 pm. W badaniach prowadzonych przez Kątską i wsp. 
(31-33) wykazano, że pęcherzyki o tej wielkości stanowią ok. 70% całkowitej popula
cji małych pęcherzyków uzyskanych z jajników bydlęcych.
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3. Hodowla pęcherzyków

Pęcherzyki mogą być hodowane w różnych systemach hodowli, a mianowicie: 
a) w systemie trójwymiarowym, zapewniającym zachowanie struktury przestrzennej 
pęcherzyka, po zatopieniu w kropli agaru lub kolagenu (3,17,27,28,37,38); b) w sys
temie dwuwymiarowym, tj. na specjalnych membranach czy w naczynkach pokry
tych warstwą substratu, np. żelu kolagenowego, fibronektyny, lamininy lub agaru 
(9,25,27,28,35,36); c) bez substratu, w mikroplach pożywki, w V-oczkach płytek 
96-oczkowych (31-33,39) lub na szalkach Petriego (34); d) w hodowli tkankowej 
cienkich skrawków warstwy korowej - technika zastosowana w hodowli pęcherzy
ków pierwotnych (40). We wszystkich systemach, z wyjątkiem hodowli w mikrokrop- 
lach, stosuje się większe objętości pożywki, którą podmienia się co 3-4 dni, nato
miast hodowla w mikrokroplach wymaga częstszej wymiany pożywki, co zapobiega 
gromadzeniu się metabolitów, szczególnie jonów amonowych, które mogłyby mieć 
toksyczne oddziaływanie na rosnące pęcherzyki. Takie substraty stosowane w ho
dowli pęcherzyków jak kolagen i fibronektyna są głównymi komponentami pozako- 
mórkowej tkanki łącznej (41), natomiast laminina jest glikoproteidem, obecnym 
w błonach podstawnych (42). Spełniają one funkcję białek wiążących, których zada
niem jest ochrona przed utratą pęcherzyków z hodowli, np. w czasie wymiany 
pożywki, zachowanie trójwymiarowości komórek, a tym samym integralności pę
cherzyka, wspomaganie procesów metabolicznych, tj. dostępności związków od
żywczych z pożywki i wymiany gazowej. Mankament hodowli z użyciem białek 
wiążących stanowi trudność uwolnienia pęcherzyków czy oocytów po zakończeniu 
hodowli i wynikająca stąd konieczność użycia enzymów, np. kolagenazy.

Pęcherzyki przedantralne o średnicy > 150 pm, zarówno mysie (30,39) jak i by
dlęce (31-34) można z powodzeniem hodować bez obecności białek wiążących, 
w mikrokroplach pożywki. Hodowane w tych warunkach pęcherzyki mysie mogą 
owLilować in vitro (30), natomiast bydlęce mogą osiągać stadium antralne i przeży
wać w hodowli nawet około 3 tygodni (fot. 1). Wspomniano już, że techniki hodowli 
pęcherzyków zostały w stosunkowo szerokim zakresie opanowane jedynie u gryzo
ni, a przede wszystkim u myszy. Wynika to z czasu rozwoju pęcherzyka od momen
tu zapoczątkowania wzrostu aż do osiągnięcia stadium przedowulacyjnego, który 
trwa u tego gatunku 21 dni, podczas gdy np. u bydła wzrost pęcherzyka pierwotne
go do stadium przedowulacyjnego następuje w czasie od 80 do 100 dni (43,44).

W prowadzonych przez Kątską i wsp. (31-34) badaniach z zakresu hodowli by
dlęcych pęcherzyków przedantralnych i wczesnoantralnych wykazano, że czas prze
żywania pęcherzyków in vitro zależy od ich początkowej wielkości. Najdłuższy okres 
wzrostu wykazywały pęcherzyki o średnicy od 275 do 324 pm. Zwiększenie średni
cy pęcherzyka w efekcie hodowli, niezależnie od rodzaju użytej pożywki, nie prze
kraczało 73% początkowej wielkości pęcherzyka. Nie stwierdzono istotnych różnic 
we wzroście pęcherzyków różnych klas wielkości, czy też w zależności od rodzaju 
użytej pożywki. Stwierdzono natomiast korzystny wpływ na wzrost pęcherzyków

132 PRACE PRZEGLĄDOWE



Dotychczasowe osiągnięcia i perspektywy hodowli przed- i wczesnoantralnych pęcherzyków jajnikowych

Fot. 1. Pęcherzyk wczesnoantralny po 11 dniach hodowli w mikrokropli pożywki (pow. x 80).

dodatkowych uzupełnień pożywki związkami energetycznymi, hormonami i czynni
kami wzrostu (33,36,45,46). Wykazano szczególnie korzystny wpływ FSH na rozwój 
pęcherzyków przedantralnych w hodowli in vitro. Stwierdzono, że FSH przyspiesza 
proliferację i różnicowanie komórek ziarnistych, a także zapobiega ich apoptozie 
(35,45-47). Ponadto, insulina, transferyna, selen, glutamina i pirogronian sodu znacz
nie przyspieszają proliferację komórek ziarnistych. Potwierdzeniem tego wniosku 
jest wykazanie przeszło dwukrotnie wyższego odsetka wzrostu i czasu przeżywania 
pęcherzyków hodowanych w pożywce wzbogaconej tymi składnikami w porówna
niu z grupą kontrolną (33).

4. Ocena wzrostu i kompetencji rozwojowych oocytów

Średnica zarówno pęcherzyka jak i oocytu bydlęcego wzrasta stopniowo w mia
rę przedłużania czasu hodowli. Najistotniejszym kryterium oceny hodowanych in vi
tro pęcherzyków przedantralnych i/lub wczesnoantralnych jest stan morfologiczny 
oocytów izolowanych z nich po ukończeniu hodowli, a także zdolności rozwojowe 
tych oocytów. Wandji i wsp. (40) obserwowali występowanie masowej degeneracji 
oocytów w bydlęcych pęcherzykach przedantralnych hodowanych przez 5 do 6 dni, 
mimo że stwierdzano w tych pęcherzykach proliferację komórek ziarnistych i ak
tywność sekrecyjną. W przeprowadzonych przez nas badaniach (34) konfiguracji 
chromatyny jądrowej oocytów uzyskanych ze świeżych i hodowanych in vitro przed
antralnych i wczesnoantralnych bydlęcych pęcherzyków jajnikowych wykazaliśmy, 
że w hodowli pęcherzyków trwającej do 14 dni większość zawartych w nich oocy
tów pozostaje w stadium GV. Nie stwierdzono istotnych różnic w częstotliwości wy
stępowania oocytów w stadium GV, gdy oceniano je bezpośrednio po uzyskaniu
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(69,4%) lub po hodowli trwającej 6, 8, 11 i 14 dni (odpowiednio 54,3; 56,4; 65,9 
i 70,5%). Natomiast przedłużenie okresu hodowli do siedemnastu dni powodowało 
spadek odsetka oocytów w stadium GV do 25,6%, wzrost odsetka oocytów wyka
zujących przedwczesne zapoczątkowanie mejozy (GVBD; 39,5%) i degenerację 
(37,2%).

Kolejnym kryterium oceny jakości oocytów jest ich zdolność do osiągnięcia doj
rzałości po ukończeniu okresu wzrostu w pęcherzyku. We wstępnych wynikach do
tychczasowych badań (Kątska-Książkiewicz i Alm, dane nie opublikowane) ustalono, 
że tylko nieliczne oocyty uzyskane z hodowli pęcherzyków o wyjściowej wielkości, 
nie przekraczającej 400 pm mogą uzyskać zdolność do dojrzewania in vitro. Można 
to osiągnąć hodując pęcherzyki przez 14 dni, a następnie izolowane z tych pęche
rzyków oocyty hodować w pożywce do dojrzewania przez kolejne 24 godz.

Bardziej obiecująca okazała się 14-dniowa hodowla kompleksów oocytu z ko
mórkami wzgórka jajonośnego oraz ze ściennymi komórkami ziarnistymi, które po
bierano z małych pęcherzyków antralnych o średnicy od 500 do 700 pm i zatapiano 
w żelu kolagenowym. Po 14-dniowej hodowli oocyty uwalniano z żelu i umieszcza
no w pożywce do dojrzewania na ok. 24 godz., a następnie zapładniano in vitro 
i uzyskane zarodki hodowano aż do stadium blastocysty (48). Technika ta wymaga 
niezwykle starannej selekcji kompleksów przeznaczanych do hodowli, a co się z tym 
wiąże, dużego doświadczenia operatora. W efekcie zastosowania tej procedury 
Yamamoto i wsp. uzyskali w 1999 r. (48) pierwsze cielę, które rozwinęło się z tak 
uzyskanego zarodka. Chociaż efektywność metody wynosiła zaledwie ok. od 2 do 
4% są to obiecujące rezultaty.

W przeprowadzonych przez nas doświadczeniach (49) nad określeniem zdolnoś
ci do dojrzewania oocytów, pobieranych z małych antralnych pęcherzyków, które 
hodowane były w warunkach zbliżonych do opisanych przez Yamamoto i wsp. (48), 
tzn. kompleksy oocyt z komórkami wzgórka jajonośnego i ściennymi komórkami 
ziarnistymi zatapiano w żelu kolagenowym (fot. 2 i 3) i hodowano przez 7 do 10 dni, 
tylko 26,5% oocytów charakteryzowało się prawidłową morfologią. Wówczas gdy ta
kie oocyty poddaliśmy procesowi dojrzewania in vitro, większość zapoczątkowała 
proces mejozy (GVBD; 77,6%), a 27,6% osiągnęła stadium metafazy II i/lub telofazy 1 
z wyrzuconym I ciałkiem kierunkowym. Wyniki te świadczą o możliwości uzyskiwa
nia dojrzałych oocytów z małych pęcherzyków antralnych jednakże efektywność 
metody nie jest jeszcze zadowalająca.

Znaczący postęp w rozwoju metody uzyskiwania i hodowli małych pęcherzyków 
jajnikowych udało się ostatnio uzyskać również u świni (50). Do hodowli przezna
czano pęcherzyki o średnicy około 300 pm, które hodowano przez 4 dni, po czym 
uwalniano oocyty wraz z otaczającymi je komórkami pęcherzykowymi i hodowano 
przez kolejne 42 godz. uzyskując 51% oocytów w stadium metafazy II, z których 53% 
ulegało zapłodnieniu w warunkach in vitro, 43% zapłodnionych oocytów podejmo
wało rozwój zarodkowy i 13% osiągało stadium blastocysty.
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Fot. 2. Kompleks oocytu z komórkami wzgórka jajonośnego i ściennymi komórkami ziarnistymi 
wczesnoantralnego pęcherzyka izolowany do hodowli w żelu kolagenowym (x 100).

Fot. 3. Odbudowany „pęcherzyk” z kompleksu przedstawionego na fotografii 2, powstały po 
5 dniach hodowli w żelu kolagenowym (X 100).

5. Podsumowanie

Dotychczasowe osiągnięcia z zakresu hodowli małych pęcherzyków jajnikowych 
u zwierząt gospodarskich dalekie są jeszcze od zadowalających rezultatów. Nie 
opracowano dotychczas efektywnej metody hodowli pęcherzyków przedantralnych 
prowadzącej do uzyskiwania dojrzałych oocytów. Postęp, jaki udało się uzyskać do
tyczył opracowania metody hodowli wczesnoantralnych (świnie) lub małych antral- 
nych (bydło) pęcherzyków jajnikowych. Niemniej jednak dotychczasowe wyniki za
chęcają do kontynuacji badań, rokując dalszy postęp w omawianym zakresie. Meto
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da hodowli pęcherzyków wczesnych stadiów rozwojowych w połączeniu z technika
mi Już stosunkowo dobrze opanowanymi, tj. kompleksową metodą pozaustrojowej 
produkcji zarodków, pozwalałaby na dużo większe niż obecnie wykorzystanie po
tencjału gametotwórczego jajników, stając się źródłem dużej liczby gamet czy za
rodków. jest to istotne zarówno dla praktyki hodowlanej jak też dla rozwoju bio
technologii rozrodu zwierząt.
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