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1.Wstep

iska rozrodczos¢ samic zwierzat gospodarskich jest gitdbwnym czynnikiem

timitujgcym postep hodowilany. Dotyczy to zwlaszcza gatunkdw, ktorych

samice w ciggu calego zycia sa w stanie urodzi¢ jedynie kilka sztuk potom-
stwa. Do takiego gatunku nalezy bydio, gdzie w ciggu zycia krowa rodzi od
4 do 6 sztuk cielgt. Wiadomo, ze mozliwosci gametotwadrcze jajnikdw bydle-
cych sa nieporownywalnie wieksze, gdyz siegaja dziesigtek, a nawet setek ty-
siecy oocytow (14). Oznacza to, ze wykorzystywany jest tylko utamek procenta
produkowanych przez jajniki gamet. Stymutacja hormonalna w potgczeniu
z przenoszeniem zarodkéw zwiekszajg wykorzystanie puli gamet, gdyz stosu-
jac te metody mozna w jednej rui uzyska¢ od 4 do 6 przydatnych do prze-
noszenia zarodkéw. Taka liczba uzyskiwanych zarodkéw sprawia, ze metoda
moze by¢ stosowana w praktyce. Jednakze skala jej stosowania jest ograni-
czona i nieporéwnywalna do sztucznego unasieniania.

Postep, jaki zanotowano w ostatnich latach w opanowaniu metod poza-
ustrojowego uzyskiwania zarodkéw u bydta sprawil, ze metoda ta zacz)ma
by¢ wykorzystywana w praktycznej reatizacji programéw hodowlanych. Wa-
runkiem zastosowania pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw do realizacji
programow genetycznych jest przyzyciowe, wielokrotne pobieranie oocytow
z jajnika tej samej krowy. Mozna to osiaghg¢ za pomoca metody aspiracji
pecherzykéw jajnikowych pod kontrolg USG (Ovum Pick-up, GPU).
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Celem pracy jest przedstawienie aktualnych mozliwosci oraz uwarunko-
wan metody w odniesieniu do ilosci i jakosci uzyskiwanych oocytow oraz
znaczenie metody dla hodowli bydia.

2. Uzyskiwanie oocytow

2.1. Sprzet

Transwaginalne punkcje pecherzykéw jajnikowych wymagaja zastosowa-
nia nowoczesnych ultrasonograféw, ktére pozwalajg uzyska¢ na ekranie mo-
nitora obraz o wysokiej rozdzielczosci. O jego jakosci decyduje rodzaj uzytej
jednostki gtdéwnej i typ sondy. W praktyce stosowane sg sondy wytwarzajgce
ultradzwieki o czestotliwosci od 5 do 7,5 MHz. Jednak tylko sondy 6,5-7,5
MHz umozliwiaja wizualizacje i punkcje matych pecherzykéw jajnikowych
(0o srednicy juz od 2 mm), z ktorych uzyskuje sie oocyty najlepszej jakosci.
Oprécz aparatu USG i sondy niezbedny jest zestaw aspiracyjny wyposazony
w pompe podcisnienia i prowadnice do igly. W naszych badaniach postu-
giwaliSmy sie aparatem USG typ Picker (Modeli CS 2000) z gtowicg konwek-
sowg 6,5 MHz pozwalajaca osiggna¢ zdolnos¢ rozdzielcza okoto 2 mm oraz
zestawem aspiracyjnym produkcji niemieckiej (typ Mariensee).

2.2. Przygotowanie zwierzat

Przed przystgpieniem do zabiegu pobierania oocytéw konieczne jest dobre
unieruchomienie zwierzecia. Uzyskuje sie to stosujgc srodki farmakologiczne
i r6znego rodzaju poskromy. Im lepiej unieruchomione jest zwierze tym ta-
twiej aspirowac¢ pecherzyki, szczegoélnie te o matej srednicy. W ZFR przed
zabiegiem uzyskiwania oocytdéw zwierzetom podawano Rompun w ilosci
0,3 mI/100 kg i znieczulano nadoponowo podajac 4 ml Lignocainy. Po okoto
15 minutach od podania wymienionych specyfikbw zwierze umieszczano
w poskromie i przystepowano do wlasciwego zabiegu uzyskiwania.

2.3. Wiek i stan fizjologiczny zwierzat

Przewaga metody GPU w stosunku do metody superowulacji jest mozli-
wos¢€ jej zastosowania praktycznie niezaleznie od wieku i stanu fizjologiczne-
go samicy. W badaniach przeprowadzonych przez Katskg i Smorgga (12)
stwierdzono, ze sSrednia liczba antralnych pecherzykéw jajnikowych o sred-
nicy 2-6 mm, a takze prawidtowych morfologicznie oocytéw utrzymuje sie
na podobnym poziomie u jaldwek oraz krow w wieku 3-8 lat i dopiero u krow
w wieku powyzej 9 lat wystepuje niewielka tendencja spadkowa. Spostrze-
zenia te potwierdzajg wczesniejsze obserwacje Ericksona (8), ktory wykazat,
ze liczba pecherzykéw antralnych u bydta w wieku od 8 miesiecy do 10-14
lat utrzymuje sie na zblizonym poziomie, a wyrazng redukcje populacji ob-
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serwowat dopiero u zwierzat 15-letnich. Wynika z tego, ze produkcje znacznej
liczby przydatnych do hodowli in vitro oocytéw mozna uzyskac¢ nie tylko od
zwierzat miodych, ale takze od starszych. Moze to mie¢ znaczenie w odnie-
sieniu do kréw o wysokiej i sprawdzonej juz wartosci hodowlanej. Oocyty
do produkcji zarodkéw in vitro mozna takze uzyskiwa¢ od zwierzat niedoj-
rzatych piciowo (3,16,21), od samic we wczesnej cigzy (17) oraz od krow,
ktére z jakiejs przyczyny nie moga sie zacieli¢ lub nie sg zdolne do produkcji
zarodkow in vivo (15). Metoda OPU moze by¢ ponadto wykorzystana do wspo-
magania superowulacji. Poprzez usuniecie pecherzyka dominujgcego mozna
bowiem spowodowaé¢ wzrost jednorodnej populacji mniejszych pecherzykdéw
jajnikowych i w ten sposob u”~skac lepsza odpowiedz na superowulacje u krow
w laktacji (5). Poniewaz dotychczas nie obserwowano problemoéw zdrowot-
nych czy uszkodzen drég rodnych u dawczyn oocytdw, nawet przy powta-
rzaniu zabiegbw na tym samym zwierzeciu co 3-4 dni przez wiele tygodni,
metoda moze by¢ stosowana bez ryzyka utraty zdolnosci rozrodczych samicy.

2.4. Czynniki warunkujqce efektywnosc¢ uzyskiwania

2.4.1. Czynniki techniczne

Sposrdod czynnikéw technicznych warunkujacych efektbrwnosé uzyskiwania
oocytoéw najwazniejsze to rodzaj uzytej iglty i wielkos¢ podcisnienia. W ostat-
nich latach przetestowano szereg réznych typow igiet. Poczatkowo postugiwa-
no sie diugimi igtami o srednicy 1,0-1,5 mm. Mialy one jednak wiele wad.
Byly drogie i szybko sie tepily, a ich ponowne naostrzenie nigdy nie przy-
wracato poczatkowej ostrosci. Ponadto ze wzgledu na duza przestrzen martwa
trudno bylto pobiera¢ ptyn pecherzykowy oddzielnie z poszczegdlnych peche-
rzykéw. Ostatnio w powszechnym uzyciu sa igly krétkie, stosunkowo tanie
i fatwo wymienialne. Dzieki temu mozliwe jest uzycie nowej igty dla kazdego
zwierzecia, a manipulacja jest tatwiejsza. Rozmiar igiel stosowanych do aspi-
racji pecherzykéw waha sie od 17 g do 21 g i zalezny jest od praktyki danego
autora (15,18,23). Dla wszystkich typow igiel obserwuje sie prawidiowosé¢ po-
legajaca na tym, ze odsetek oocytéw otoczonych komodrkami wzgdrka jajonos-
nego maleje wraz ze wzrostem podcisnienia (1). Oprdcz Srednicy igly wazny
jest réwniez jej skos. Bols i wsp. (2) przy zastosowaniu igty 20 g z dilugim
skosem uzyskali wyzszy procent oocytéw w poréwnaniu z igtg z krotkim sko-
sem, niezaleznie od wielkosci podcisnienia. Istotna jest rowniez ostros¢ igty.
Tepe i grube igly sg mniej przydatne do punkcji najmniejszych pecherzykow,
gdyz moga powodowac ich uszkodzenie i wyciek ptynu pecherzykowego wraz
z ooc3Ttem. Mogg byc¢ takze przyczyng zwiekszonego krwawienia powodujacego
dostanie sie krwi do uzyskiwanego plynu. Igly ciefisze umozliwiajg bardziej
precyzyjna aspiracje, ale nalezy pamieta¢ o tym, ze zbyt mata sSrednica we-
wnetrzna igly moze by¢ przyczyna uszkodzenia oocytow.

Istotnym czynnikiem wplywajacym na liczbe uzyskanych oocytéw i ich
jakos¢ jest wielkos¢ podcisnienia. Z tego wzgledu kazdy zestaw aspiracyjny
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musi by¢ wyposazony w precyzyjny mechanizm stuzgcy do regulacji tego
parametru. Zakres wielkosci podcisnienia podawany przez réznych autoréw
waha sie od 35 (7) do 100-130 mm Hg (6). Nalezy jednak bra¢ pod uwage
fakt, ze rzeczywista wielkos¢ podcisnienia na koncu igly zalezy od zasto-
sowanego systemu przewodow aspiracyjnych i rozmiaru igty. Z tego powodu
czesto podawanym parametrem uwzgledniajgcym te czynniki jest szybkos¢
przeptywu aspirowanego ptynu. Przy zbyt duzej wartosci podcisnienia (szyb-
kosci przeptywu aspirowanego ptynu) zwieksza sie liczba morfologicznie usz-
kodzonych i ogotoconych oocytow.

W przeprowadzonych przez nas badaniach optymalna wielkos¢ podcisnie-
nia wynosita 0,15 bara (ok. 110 mm Hg) (tab. 1).

Tabela 1
Wpiyw zastosowanego podcisnienia na liczbe i jako$é oocytdéw uzyskanych metoda opu

Liczba oocytow

Wielko$¢ podcisnienia Liczba aspirOV\{anych Liczba uz'yskanych sakwalifikowanych
(bar) pecherzykoéw oocytow (%) do hodowli (%)
0.1 182 53 (29,1) 47 (88,7)
0,15 87 35 (40,2) 32 (91,4)
0,2 172 61 (35,5) 36 (59,0)

Ogdtem 441 149 (33,8) 115 (77,2)

2.4.2. Stymulacja hormonalna

W odniesieniu do mozliwosci zwiekszenia efektywnosci metody OPU po-
przez stymulacje hormonalng samic zdania sg podzielone. Walton i wsp. (28)
podajac FSH i przeprowadzajgc punkcje raz w tygodniu uzyskali wiecej oo-
cytdw niz przy dwukrotnej punkcji w tygodniu od zwierzat nie stymulowa-
nych. Podobne wyniki uzyskal Pieterse i wsp. (20) poréwnujac zwierzeta
stymulowane PMSG z nie stymulowanymi. Uzyskali oni wprawdzie wzrost
liczby aspirowanych pecherzykdéw po stymulacji hormonalnej, ale zaobser-
wowali jednoczes$nie, ze procent otrzymywanych oocytdéw zmniejszyt sie istot-
nie. Nie potwierdzajg tego otrzymane przez nas wyniki z przeprowadzonych
wilasnych badan. Stymulacja hormonalna zastosowana przez nas w zasadzie
nie spowodowata wzrostu populacji antralnych pecherzykéow kwalifikujgcych
sie do aspiracji (tab. 2). Jest to zgodne z obserwacjami innych autoréw
(6,27), ktorzy nie stwierdzili wzrostu liczby uzyskanych oocytow po zastoso-
waniu stymulacji hormonalnej. Stubbings i Walton (27) zaobserwowali wpraw-
dzie, ze podawanie hormondéw gonadotropowych moze poczatkowo spowodo-
wac wzrost liczby aspirowanych pecherzykow, lecz w diuzszym czasie Srednia
liczba uzyskanych oocytéw od zwierzat stymulowanych i nie stymulowanych
nie rézni sie istotnie. Wobec tych danych jednoznaczna ocena przydatnosci
stymulacji hormonalnej dla zwiekszenia efektywnosci transwaginalnej aspi-
racji pecherzykéw jajnikowych jest utrudniona. Biorac jednak pod uwage
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z jednej strony koszty preparatéw hormonalnych, z drugiej zas w najlepszym
przypadku jedynie ograniczony efekt poprawy wynikéw, nalezaloby sie skila-
nia¢ do rezygnacji ze stosowania stymulacji hormonalnej dla potrzeb aspi-
racji oocytdw jajnikowych u kréw. Inaczej to sie przedstawia w przypadku
zwierzat niedojrzatych piciowo. Zastosowanie stymulacji hormonalnej u cielat
w spos6b zdecydowany zwieksza liczbe aspirowanych pecherzykéw i uzyska-
nych oocytow (3).

Tabela 2
Wyniki transwaginalnego uzyskiwania oocytéw od nie stymulowanych (ns)

| STYMULOWANYCH (S) JALOWEK | KROW

Liczba aspirowanych

Rodzaj Liczba Liczba Uzyskane oocyty

dawcy dawczyn  aspiracji pecherzykow
Ogodtem X Ogotem X %
jatébwka NS 8 49 333 6,8 121 2,5 36,3
S 5 60 6,7 18 2,0 30,0
krowa NS 4 44 55 16 2,0 36,6
S 4 45 7,5 16 2,7 35,5

2.4.3. Czestotliwos¢ uzysku

Czestotliwos¢ pobierania oocytow, jak sie wydaje, moze mie¢ wpltyw na
sukces aspiracji. Znajduje to uzasadnienie w fizjologii jajnika. Cykl rujowy
bydia charakteryzuje sie bowiem wystepowaniem 2 lub 3 fal wzrostu peche-
rzykéw jajnikowych (10,11,25). Kazda fala trwa 6-7 dni i obejmuje poczat-
kowag rekrutacje pecherzykéw, z ktorych jeden zostaje wyselekcjonowany i ja-
ko pecherzyk dominujacy dalej wzrasta, podczas gdy pozostate ulegajg re-
gresji. Funkcje powtarzane w odstepach 3-4-dniowych zapobiegajg selekciji
pecherzyka dominujgacego, podwyzszaja liczbe fal wzrostu pecherzykéw w cy-
klu i prowadzg do pojawienia sie relatywnie jednorodnej populacji matych
pecherzykéw, ktére moga by¢ aspirowano. Przy pobieraniu oocytéw w odste-
pach wiekszych niz 3-4 dni liczba pecherzykéw nie zwieksza sie, natomiast
zwieksza sie ich srednica. Po pieciu dniach pecherzyk moze osiggna¢ wiel-
kos¢ przedowulacyjng i owulowacé. Przeprowadzajgac punkcje dwa razy w tygo-
dniu Gibbons i wsp. (9) oraz Reichenbach i wsp. (22) otrzymali wyzszg liczbe
oocytow w poroéwnaniu z uzyskiwaniem w odstepach 7-dniowych. Uzyskane
przez nas wyniki aspiracji pecherzykédw przy pobieraniu w odstepach 3-4-
dniowych nie réznig sie od tych, jakie zarejestrowano przy pobieraniu w od-
stepach 6-8-dniowych (tab. 3). Brak zaktadanych réznic w liczbie uzyskiwa-
nych oocytéw w zaleznosci od odstepu czasu miedzy aspiracjami, jaki ob-
serwowalismy w naszym doswiadczeniu, swiadczy, jak sie wydaje, ze wzrost
pecherzykéw jajnikowych moze by¢ uwarunkowany jeszcze innymi czynni-
kami niz te, ktére opisano.
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Tabela 3
Wyniki transwaginalnego uzyskiwania oocytéw od nie stymulowanych jatéwek
w ROZNYCH ODSTEPACH CZASU

Liczba aspirowanych

Odstep czasu miedzy  Liczba Liczba Uzyskane oocsrty

T , T pecherzykow
aspiracjami dawczyn aspiracji
Ogotem X Ogotem X %
3-4 dni 3 11 76 6,9 25 2.3 32,9
6-8 dni 3 19 154 8,1 48 2,5 31,2

3. Potencjat rozwojowy oocytow

Zdolnos¢ do rozwoju oocytéw uzyskanych metodg OPU zalezy od zaeho-
wania normalnej morfologii samych oocytéw, jak réwniez otaezajacyeh je
komoérek wzgodrka jajonosnego. Dotychezasowe obserwaeje dotyezgce mozli-
wosei rozwojowyeh ooeytéw bydleeyeh uzyskanyeh metodg OPU Swiadezg
0 ieh obnizonej zdolnosei rozwojowej (19). Niski proeent dzielgeych sie po
zaptodnieniu in vitro oocytdw uzyskanych ta metoda i niski odsetek rozwi-
jajaeyeh sie do stadium blastoeysty stwierdzono w innych pracach (6,24)
1 w naszych wczesniejszych badaniach (26). Przyczyng tego moze by¢ fakt
uzyskiwania mniejszej liezby ooeytéw otoezonych duza liezbg komoérek wzgor-
ka jajonosnego, w poréwnaniu z ooeytami uzyskanymi z jajnikdbw poehodza-
eyeh z rzezni (4,19). Pewna poprawe zdolnosei oocytéw do rozwoju do sta-
dium blastoeysty po zaptodnieniu in vitro mozna uzyskac¢ prowadzge wspolng
hodowle uzyskanyeh ooeytéw bydleeyeh z komdérkami granulozy metoda OPU
(13). Jednakze w badaniaeh przeprowadzonyeh przez Brunzeela i wsp. (4)
wykazano, ze uszkodzenie ezesei komoérek wzgoérka jajonosnego prawdopo-
dobnie nie jest gtdbwnag przyezyna obnizonego rozwoju ooeytéw po zaptodnie-
niu in vitro. Na podstawie danyeh otrzymanych przez nas z przeprowadzo-
nyeh badan wynika, ze potenejat rozwojowy oocytéw jest wprawdzie obnizo-
ny, jednak odsetek uzyskanyeh blastoeyst jest dos¢ wysoki, bowiem siega
18% (tab. 4). Mozna zatem zakladacé, ze w niedalekiej perspektywie problem
obnizonej kompeteneji rozwojowej ooeytow bydleeyeh uzyskiwanyeh przy
uzyeiu metody OPU zostanie w peini rozwigzany.

Tabela 4
Potencjat rozwojowy oocytéw bydlecych uzyskanych metédda opu

Pochodzenie Liczha oocytéw Liczba podzielonych Liczba uzyskanych
oocytow uzytych do zaptodnienia komorek jajowych (%) blastoeyst (%)
OPU 113 83 (73,5) 19 (17,9)

rzeznia 302 248 (82,1) 79 (26,2)
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4. Wykorzystanie metody

OPU jest metoda umozliwiajacg wieksze wykorzystanie potencjatu rozrod-
czego bydia. Przyjmuje sie, ze dzieki jej zastosowaniu mozna uzyskaé¢ 2-3
razy wiecej cielat (14) niz stosujac superowulacje i przenoszenie zarodkow.
Metoda ta umozliwia ponadto pozyskiwanie ooc3ddoéw i produkcje zarodkéw
od niedojrzalego pteiowo bydia. W dotychczasowych pracach z tego zakresu
wykazano, ze mozliwos¢ taka istnieje juz w odniesieniu do cielat w wieku
6 tygodni (3). Oznacza to znaczne skrocenie odstepu miedzypokoleniowego
a tym samym olbrzymie zwiekszenie postepu hodowlanego. W przypadku ras
miesnyeh mozliwy do osiggniecia na tej drodze postep hodowlany oceniany
jest na okoto 22% (eyt. 3), podczas gdy postep hodowlany uzyskiwany za
pomoca konwencjonalnych metod rozrodu wynosi 1,5%, a w przypadku sto-
sowania superowulacji i przenoszenia zarodkéw okoto 2,5%.

Inna mozliwoscia, jaka stwarza metoda OPU, jest uzyskiwanie potomstwa
od nie reagujacych na stymulacje hormonalng kréw. Ocenia sie, ze 20%
wykorzystywanych w programach MOET kréw nie poddaje sie superowulacii.
Stosujagc metode OPU od potowy z nich udaje sie uzyska¢ oocyty i produ-
kowa¢ przydatne do przenoszenia zarodki.

Zastosowanie OPU i pozaustrojowej produkcji zarodkéw jako alternatywy
dla superowulacji moze, jak sie wydaje, przyczdmi¢ sie do poprawienia wa-
runkéw ekonomicznych metody przenoszenia zarodkéw. Pobieranie oocytéw
od nie stymulowanych samic redukuje koszty hormondéw stanowigce zna-
czacag pozycje w strukturze kosztéw metody superowulacji i przenoszenia
zarodkéw. Pozaustrojowa produkcja zarodkéw z oocytéw uzyskanych metoda
OPU wymaga wprawdzie zorganizowania laboratorium z wysoko wykwalifi-
kowanym personelem, jednak osiagnieeie zadowalajgcej efektywnosci uzyski-
wania i zaptodnienia oocytdw oraz jakosci i liczbg uzyskanych zarodkéow
bedg miec rozstrzygajgce znaczenie takze pod wzgledem ekonomicznym.

Praca byta wykonana w ramach grantu nr 5-P06D-046-09 finansowanego przez Komitet

' Badan Naukowych.
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Transvaginal method of bovine oocytes collection: aspiration efficiency, de-
velopmental competence of oocytes and application in breeding

Summary

This paper describes the ultrasound-guided transvaginal method of oocyte collection in cattle.

Both technical and physiological aspects affecting the efficiency of the method are presented.
The results of the author’s experiments on oocytes collection and their developmental competence
is also discussed.
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