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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 tysigce, a nawet setki tysiecy pecherzykéw w roznych sta-
diach rozwojt. Kazdy pecherzyk jajnikowy jest strukturalng i funkcjonalng jednost-
ka jajnika. Zbudowany jest z oocytu, otoczonego przez komérki ziarniste oraz
btone podstawng z przylegajacymi do niej komérkami ostonki. Prawidtowy wzrost
i dojrzewanie oocytu jest wynikiem wielu interakcji komérkowych zachodzacych
w obrebie pecherzyka. W efekcie tych interakcji powstaje specyficzne srodowisko,
w ktdrym nastepuje dojrzewanie oocytu, badz tez, co zachodzi czesciej, oocyt ulega
atrezji. Przewazajgca liczba pecherzykdw jajnikowych siegajaca nawet 99,9% ginie
w wyniku atrezji w réznych stadiach rozwoju (1,2), a jedynie 0,05% dojrzewa do
owulacji (3,4).

W dotychczas opracowanych metodach pozaustrojowego uzyskiwania zarodkow
ssakdw oocyty pobiera sie z duzych antralnych pecherzykéw lub tez z pecherzykéw
przedowulacyjnych, ktore stanowig mniej niz 5% populacji pecherzykdéw jajniko-
wych. Natomiast ponad 95% tej populacji stanowig pecherzyki pierwotne i przedan-
tralne (4). U wigkszosci gatunkow ssakéw pula pecherzykow jajnikowych zostaje
ustalona juz w jajnikach ptodu, a u noworodkéw gryzoni wkrétce po urodzeniu (5).
W ciggu zycia osobnika pecherzyki pierwotne podlegajg nieustannej rekrutacji do
puli pecherzykdw rosnacych. Skutkiem tego procesu jest stopniowa redukcja liczby
pecherzykdw, a najbogatszym zrodtem pecherzykdw sg jajniki miodych zwierzat.
W odniesieniu do liczby pecherzykow wystepuje istotna zmienno$¢ miedzy gatun-
kami, a takze miedzy osobnikami w obrebie gatunku. W bydlecych jajnikach ptodo-
wych liczba pecherzykéw moze zmieniaé sie od 18 tys. do 200 tys., u nowo haro-
dzonego cielecia wynosi $rednio 235 000, jednakze w populacji 69 osobnikéw ob-
serwowano wahania od 0 do 724 000 (6), natomiast u kréw 4-letnich $rednio od
okoto 77 000 (7) do 130 000 (6).

Mozliwos¢ wykorzystania pecherzykéw z wczesnych stadiow rozwojowych dro-
ga ich pozyskiwania, a nastepnie dtugoti-watej hodowli in vitro bytaby nowym Zrod-
fem gamet zenskich, a potencjat gametotwdrczy jajnika bytby maksymalnie wyko-
rzystany.

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i hodowlg pecherzykéw przedantralnych prze-
prowadzono na myszach i szczurach, a pionierska publikacja z tego zakresu zostata
opublikowana przez Groba w 1964 r (8). U myszy, badania nad izolacjg i hodowlg
pecherzykow przedantralnych doprowadzity do opracowania metod wzrostu i doj-
rzewania pecherzykow, ich owulacji in vitro, do uzyskania potomstwa po zaptodnie-
niu in vitro oocytéw uzyskiwanych z hodowanych pecherzykéw przedantralnych (9),
a takze pierwotnych (10). Osiagniecia w tym zakresie uzyskane u myszy zachecity
nas do prowadzenia badar nad hodowlg pecherzykéw przedantralnych, pozyskiwa-
nych z jajnikéw zwierzat gospodarskich.
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2. Uzyskiwanie pecherzykdéw jajnikowych

Pierwszym warunkiem niezbednym do opracowania skutecznych metod hodowli
pecherzykow jest opanowanie metod ich uzyskiwania, jest to zadanie trudne zar6w-
no ze wzgledu na mate rozmiary pecherzykéw i ich delikatng strukture, a tym sa-
mym znaczng podatnos¢ na uszkodzenia, jak i utrudnienia wynikajace z lokalizacji
pecherzykéw we widknistej stromie jajnikowej, zwlaszcza u kdz, owiec, bydta i kla-
czy. Pecherzyki uzyskuje sie przy uzyciu; a) metody enzymatycznej; b) izolacji me-
chanicznej przy uzyciu rozdrabniacza tkanek i/lub igiet preparacyjnych. Enzymatycz-
ne metody izolacji pecherzykéw przy uzyciu pronazy, kolagenazy i/lub trypsyny sto-
sowano zaréwno u zwierzat laboratoryjnych (mysz - 11-15; szczur - 16; chomik
- 17; krélik - 18) jak i u $wini (19,20), kota (21), ptodéw bydlecych (22), a takze
u ludzi (23). Metody te, chociaz efektywne, prowadzg do uzyskania nie pecherzy-
kéw, a oocytdw otoczonych komérkami ziarnistymi lub komoérkami wzgorka jajonos-
nego, gdyz wiekszo$¢ komorek ostonki pecherzyka i btony podstawnej ulega degra-
dacji pod dziataniem enzymow.

Mechaniczna metoda izolacji pecherzykdw z kory jajnika przy uzyciu specjalnie
skonstruowanego ostrza tngcego (24) lub rozdrabniacza tkanek tzw. tissue chopper,
tngcego tkanke na fragmenty o pozadanej dtugosci (25-28) prowadzi do uzyskania
mieszanej pod wzgledem wielko$ci populacji pecherzykéw, o Srednicy wynoszacej
od 30 do 100 pm. Do istotnych mankamentow tej metody zaliczy¢ nalezy brak moz-
liwosci uzyskania wiekszych pecherzykéw przedantralnych o Srednicy >100 pm czy
pecherzykéw wczesnoantralnych. Ponadto, w badaniach ultrastruktury wykonanych
w mikroskopie elektronowym wykazano obecnos¢ znacznych uszkodzen oocytow
uzyskanych przy uzyciu tej techniki (29).

Izolacji pecherzykow przedantralnych o wiekszych wymiarach, czy tez wczesno-
antralnych, mozna dokona¢ jedynie za pomoca mikrodysekcji, tzn. izolacji peche-
rzykow poprzez ich wytuskiwanie ze stromy jajnika za pomocg cienkich igiet prepa-
racyjnych, pod kontrolg mikroskopu stereoskopowego. W przypadku jajnikéw o luz-
niejszej strukturze, np. myszy, izolacje przeprowadza sie na catym jajniku (30),
w przypadku wiekszych i bardziej widknistych jajnikdw, np. owczych lub bydlecych,
sporzadza sie cienkie skrawki tkanki korowej, z ktérych nastepnie wypreparowuje
sie pecherzyki za pomocg cienkich igiet (31-36). Mikrodysekcja nie wymaga stoso-
wania enzymoéw, ale jej wydajno$¢ zalezy oczywiscie od sprawnosci manualnych
operatora. Moze on wyizolowa¢ w ciggu 2-3 godz. nawet okoto 50 pecherzykéw
(33). Najmniejsze pecherzyki, ktore udaje sie uzyska¢ przy uzyciu mikrodysekcji,
majg Srednice ok. 100 jum (31-33). Najczesciej w ten sposob izoluje sie pecherzyki
0 $rednicy od 125 do 274 pm. W badaniach prowadzonych przez Katska i wsp.
(31-33) wykazano, ze pecherzyki o tej wielkosci stanowig ok. 70% catkowitej popula-
cji matych pecherzykdw uzyskanych z jajnikdéw bydlecych.
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3. Hodowla pecherzykéw

Pecherzyki moga by¢ hodowane w roéznych systemach hodowli, a mianowicie:
a) w systemie tréjwymiarowym, zapewniajacym zachowanie struktury przestrzennej
pecherzyka, 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 warstwg substratu, np. zelu kolagenowego, fibronektyny, lamininy lub agaru
(9,25,27,28,35,36); c) bez substratu, w mikroplach pozywki, w V-oczkach ptytek
96-oczkowych (31-33,39) lub na szalkach Petriego (34); d) w hodowli tkankowej
cienkich skrawkow warstwy korowej - technika zastosowana w hodowli pecherzy-
kéw pierwotnych (40). We wszystkich systemach, z wyjatkiem hodowli w mikrokrop-
lach, stosuje sie wieksze objetosci pozywki, ktérg podmienia sie co 3-4 dni, nato-
miast hodowla w mikrokroplach wymaga czestszej wymiany pozywki, co zapobiega
gromadzeniu sie metabolitéw, szczegdlnie jondw amonowych, ktére mogtyby mieé
toksyczne oddziatywanie na rosngce pecherzyki. Takie substraty stosowane w ho-
dowli pecherzykdw jak kolagen i fibronektyna sg gtéwnymi komponentami pozako-
morkowej tkanki tgcznej (41), natomiast laminina jest glikoproteidem, obecnym
w blonach podstawnych (42). Spetniajg one funkcje bialek wigzacych, ktérych zada-
niem jest ochrona przed utratg pecherzykéw z hodowli, np. w czasie wymiany
pozywki, zachowanie tréjwymiarowosci komorek, a tym samym integralnosci pe-
cherzyka, wspomaganie procesow metabolicznych, tj. dostepnosci zwiazkéw od-
zywczych z pozywki i wymiany gazowej. Mankament hodowli z uzyciem biatek
wigzacych stanowi trudno$¢ uwolnienia pecherzykéw czy oocytdéw po zakonczeniu
hodowli i wynikajgca stad konieczno$¢ uzycia enzymow, np. kolagenazy.

Pecherzyki przedantralne o $rednicy > 150 pm, zaréwno mysie (30,39) jak i by-
dlece (31-34) mozna z powodzeniem hodowaé bez obecnosci biatek wigzacych,
w mikrokroplach pozywki. Hodowane w tych warunkach pecherzyki mysie moga
owLilowac in vitro (30), natomiast bydlece moga osigga¢ stadium antralne i przezy-
wac¢ w hodowli nawet okoto 3 tygodni (fot. 1). Wspomniano juz, ze techniki hodowli
pecherzykdw zostaty w stosunkowo szerokim zakresie opanowane jedynie u gryzo-
ni, a przede wszystkim u myszy. Wynika to z czasu rozwoju pecherzyka od momen-
tu zapoczatkowania wzrostu az do osiggniecia stadium przedowulacyjnego, ktory
trwa u tego gatunku 21 dni, podczas gdy np. u bydta wzrost pecherzyka pierwotne-
go do stadium przedowulacyjnego nastepuje w czasie od 80 do 100 dni (43,44).

W prowadzonych przez Katskg i wsp. (31-34) badaniach z zakresu hodowli by-
dlecych pecherzykéw przedantralnych i weczesnoantralnych wykazano, ze czas prze-
zywania pecherzykow in vitro zalezy od ich poczatkowej wielkosci. Najdtuzszy okres
wzrostu wykazywaty pecherzyki o $rednicy od 275 do 324 pm. Zwiekszenie Sredni-
cy pecherzyka w efekcie hodowli, niezaleznie od rodzaju uzytej pozywki, nie prze-
kraczato 73% poczatkowej wielkosci pecherzyka. Nie stwierdzono istotnych réznic
we wzroscie pecherzykéw réznych klas wielkosci, czy tez w zaleznosci od rodzaju
uzytej pozywki. Stwierdzono natomiast korzystny wptyw na wzrost pecherzykéw
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Fot. 1. Pecherzyk wczesnoantralny po 11 dniach hodowli w mikrokropli pozywki (pow. X 80).

dodatkowych uzupetnief pozywki zwigzkami energetycznymi, hormonami i czynni-
kami wzrostu (33,36,45,46). Wykazano szczegOlnie korzystny wptyw FSH na rozwdj
pecherzykéw przedantralnych w hodowli in vitro. Stwierdzono, ze FSH przyspiesza
proliferacje i réznicowanie komdrek ziarnistych, a takze zapobiega ich apoptozie
(35,45-47). Ponadto, insulina, transferyna, selen, glutamina i pirogronian sodu znacz-
nie przyspieszajg proliferacje komdrek ziarnistych. Potwierdzeniem tego wniosku
jest wykazanie przeszto dwukrotnie wyzszego odsetka wzrostu i czasu przezywania
pecherzykéw hodowanych w pozywce wzbogaconej tymi skfadnikami w poréwna-
niu z grupg kontrolng (33).

4. Ocena wzrostu i kompetencji rozwojowych oocytow

Srednica zaréwno pecherzyka jak i oocytu bydlecego wzrasta stopniowo w mia-
re przedtuzania czasu hodowli. Najistotniejszym kryterium oceny hodowanych in vi-
tro pecherzykdéw przedantralnych i/lub wczesnoantralnych jest stan morfologiczny
oocytéw izolowanych z nich po ukonczeniu hodowli, a takze zdolno$ci rozwojowe
tych oocytow. Wandji i wsp. (40) obserwowali wystepowanie masowej degeneracji
oocytdéw w bydlecych pecherzykach przedantralnych hodowanych przez 5 do 6 dni,
mimo Ze stwierdzano w tych pecherzykach proliferacje komérek ziarnistych i ak-
tywnos$¢ sekrecyjnag. W przeprowadzonych przez nas badaniach (34) konfiguracji
chromatyny jadrowej oocytéw uzyskanych ze Swiezych i hodowanych in vitro przed-
antralnych i wczesnoantralnych bydlecych pecherzykdéw jajnikowych wykazalismy,
ze w hodowli pecherzykdw trwajgcej do 14 dni wiekszo$¢ zawartych w nich oocy-
téw pozostaje w stadium GV. Nie stwierdzono istotnych réznic w czestotliwosci wy-
stepowania oocytéw w stadium GV, gdy oceniano je bezposrednio po uzyskaniu
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(69,4%) lub po hodowli trwajacej 6, 8, 11 i 14 dni (odpowiednio 54,3; 56,4; 65,9
i 70,5%). Natomiast przedtuzenie okresu hodowli do siedemnastu dni powodowato
spadek odsetka oocytow w stadium GV do 25,6%, wzrost odsetka oocytow wyka-
zujgcych przedwczesne zapoczatkowanie mejozy (GVBD; 39,5%) i degeneracje
(37,2%).

Kolejnym kryterium oceny jakosci oocytow jest ich zdolno$¢ do osiggniecia doj-
rzatosci po ukonczeniu okresu wzrostu w pecherzyku. We wstepnych wynikach do-
tychczasowych badan (Katska-Ksigzkiewicz i Alm, dane nie opublikowane) ustalono,
ze tylko nieliczne oocyty uzyskane z hodowli pecherzykéw o wyjéciowej wielkosci,
nie przekraczajacej 400 pm moga uzyska¢ zdolno$¢ do dojrzewania in vitro. Mozna
to osiggna¢ hodujac pecherzyki przez 14 dni, a nastepnie izolowane z tych peche-
rzykow oocyty hodowaé w pozywce do dojrzewania przez kolejne 24 godz.

Bardziej obiecujaca okazata sie 14-dniowa hodowla komplekséw oocytu z ko-
morkami wzgérka jajonosnego oraz ze Sciennymi komorkami ziarnistymi, ktére po-
bierano z matych pecherzykéw antralnych o $rednicy od 500 do 700 pm i zatapiano
w zelu kolagenowym. Po 14-dniowej hodowli oocyty uwalniano z zelu i umieszcza-
no w pozywce do dojrzewania na ok. 24 godz., a nastepnie zaptadniano in vitro
i uzyskane zarodki hodowano az do stadium blastocysty (48). Technika ta wymaga
niezwykle starannej selekcji komplekséw przeznaczanych do hodowli, a co sie z tym
wigze, duzego doswiadczenia operatora. W efekcie zastosowania tej procedury
Yamamoto i wsp. uzyskali w 1999 r. (48) pierwsze ciele, ktére rozwineto sie z tak
uzyskanego zarodka. Chociaz efektywno$¢ metody wynosita zaledwie ok. od 2 do
4% sa to obiecujace rezultaty.

W przeprowadzonych przez nas doSwiadczeniach (49) nad okreSleniem zdolnos-
c¢i do dojrzewania oocytéw, pobieranych z matych antralnych pecherzykéw, ktére
hodowane byty w warunkach zblizonych do opisanych przez Yamamoto i wsp. (48),
tzn. kompleksy oocyt z komérkami wzgorka jajonosnego i Sciennymi komorkami
ziarnistymi zatapiano w zelu kolagenowym (fot. 2 i 3) i hodowano przez 7 do 10 dni,
tylko 26,5% oocytéw charakteryzowato sie prawidtowag morfologig. Wéwczas gdy ta-
kie oocyty poddalisSmy procesowi dojrzewania in vitro, wiekszo$¢ zapoczatkowata
proces mejozy (GVBD; 77,6%), a 27,6% osiggneta stadium metafazy Il i/lub telofazy |
z wyrzuconym | ciatkiem kierunkowym. Wyniki te $wiadczg o mozliwosci uzyskiwa-
nia dojrzatych oocytéw z malych pecherzykéw antralnych jednakze efektywnos$¢
metody nie jest jeszcze zadowalajaca.

Znaczacy postep w rozwoju metody uzyskiwania i hodowli matych pecherzykdéw
jajnikowych udato sie ostatnio uzyska¢ réwniez u $wini (50). Do hodowli przezna-
czano pecherzyki o $rednicy okoto 300 pm, ktére hodowano przez 4 dni, po czym
uwalniano oocyty wraz z otaczajgcymi je komorkami pecherzykowymi i hodowano
przez kolejne 42 godz. uzyskujac 51% oocytow w stadium metafazy I, z ktorych 53%
ulegato zaptodnieniu w warunkach in vitro, 43% zaptodnionych oocytéw podejmo-
wato rozwdj zarodkowy i 13% osiggato stadium blastocysty.
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Fot. 2. Kompleks oocytu z komérkami wzgoérka jajonosnego i Sciennymi komdrkami ziarnistymi
wczesnoantralnego pecherzyka izolowany do hodowli w zelu kolagenowym (x 100).

Fot. 3. Odbudowany ,,pecherzyk” z kompleksu przedstawionego na fotografii 2, powstaly po
5 dniach hodowli w zelu kolagenowym (x 100).

5. Podsumowanie

Dotychczasowe osiggniecia z zakresu hodowli matych pecherzykéw jajnikowych
u zwierzat gospodarskich dalekie sg jeszcze od zadowalajacych rezultatéw. Nie
opracowano dotychczas efektywnej metody hodowli pecherzykéw przedantralnych
prowadzgcej do uzyskiwania dojrzatych oocytow. Postep, jaki udato sie uzyska¢ do-
tyczyt opracowania metody hodowli wczesnoantralnych (Swinie) lub matych antral-
nych (bydto) pecherzykoéw jajnikowych. Niemniej jednak dotychczasowe wyniki za-
checajg do kontynuacji badan, rokujac dalszy postep w omawianym zakresie. Meto-
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da hodowli pecherzykdéw wczesnych stadiéw rozwojowych w potaczeniu z technika-
mi Juz stosunkowo dobrze opanowanymi, tj. kompleksowg metoda pozaustrojowej
produkcji zarodkdw, pozwalataby na duzo wigksze niz obecnie wykorzystanie po-
tencjalu gametotworczego jajnikow, stajac sie zrodtem duzej liczby gamet czy za-

rod

kow. jest to istotne zaréwno dla praktyki hodowlanej jak tez dla rozwoju bio-

technologii rozrodu zwierzat.
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