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- Mn pho nﬁgvﬁ and distribution of preantral fo

Hicles in mare ovaries
~ Summary

No offspring have yet been obtained in horses either from oocytes collected from preantral follicles or other
ones maturing in vitro. The available literature does not provide any detailed description of the ovary with
respect to distribution and morphology of the ovarian follicles. The purpose of the study was to define the
location and histomorphology of preantral follicles in the mare ovary in order to find if it is then possible to
isolate and cultivate it. The investigations were carried out on some histological samples of longitudinal and
transversal sections of mare ovaries which were collected from a 6-year-old anoestrus mare at 10 minutes
after slaughter. From among 821 preantral follicles, which were located and evaluated, 567 came from trans-
versal sections and 256 from the longitudinal ones. The preantral follicles were found in all parts of the ovary
stroma. In a single histological preparation from a transversal section an average number of 70,5 preantral
follicles were found and in a longitudinal one there were 84.7 preantral follicles the size of 35.2 and 45 pm,
respectively. The follicles mostly occured singly (54.7%) or in groups of 2 to 7 (45.3%). Among all the preantral
follicles 31.2% were defined as artretic, 30.6% were found in the group of the primordial ones and 63.6% in
the secondary ones. The percentage of artretic follicles increased with the stage of follicular development.
Isolation of the follicles from ovary, their culture and in vitro maturation still remains a problem. The present

study indicates that samples collected from any part of the ovarian stroma can be used for this purpose.

Jajniki noworodka niezaleznie od gatunku zawie-
raja setki tysigcy oocytow znajdujacych si¢ w peche-
rzykach w réznych stadiach rozwoju. Najwigce) jest
pecherzykow przedjamistych, do ktorych zaliczane sq
pecherzyki pierwotne, pecherzyki pierwszego 1 dru-
giego rzedu oraz proporcjonalnie mniejsza liczba pe-
cherzykéw jamistych (19, 21).

Tylko niewielka liczba pecherzykéw pierwotnych
rozpoczyna dalszy rozwd), przeksztalcajac si¢ w pe-
cherzyki pierwszorzedowe. Pozostate nie rozwijaja si¢
1 moga pozosta¢ w stadium pgcherzyka pierwotnego
przez kilka lat (17). Wigkszos$¢ pecherzykow (okolto
99,9%) ulega atrezji w roznych stadiach rozwoju.
Ostatnie stadium przedowulacyjne osiaga bardzo mala
liczba pgcherzykow (12, 14, 19). W trakcie wzrostu
pecherzykow nastgpuje rowniez wzrost oocytow oraz
przeksztalcanie si¢ ptaskich komorek nablonkowych
otaczajacych oocyt w kuboidalne komorki ziarniste,
ktore tworza nastepnie blong ziarnista (imembrana gra-
nulosa). W tym czasie z glikoproteinowej wydzieliny
komorek otaczajacych oocyt powstaje rowniez oston-
ka przejrzysta (zona pellucida). Pecherzyki takie okre-
$lane sa jako drugorzedowe (3, 7, 19). W trakcie dal-
szego rozwoju komorki zrgbu otaczajace pecherzyk
drugorzedowy przeksztatcaja sig¢ w komorki ostonki
wewnetrznej (theca interna) i ostonki zewnetrznej (the-

ca externa) (20). Podczas wzrostu pecherzyka w war-
stwie ziarnistej pojawiaja si¢ poczatkowo niewielkie
przestrzenie wypelnione ptynem pecherzykowym (/i-
quor folliculi), ktore rozrastaja sig i tacza tworzac jed-
ng jamke pecherzykowsq (antrum) (19). U konia wy-
razng jamke obserwuje si¢ w pecherzykach o srednicy
220-280 pm, u bydta 115-280 um (4, 14). Do wngtrza
jamki pecherzyka uwypukla si¢ wzgorek jajonosny (cu-
mulus oophorus) zawierajacy oocyt otoczony komor-
kami wienca promienistego (corona radiata). Na sku-
tek gromadzenia si¢ ptynu pgcherzykowego jamka
powieksza sig, az do osiagnigcia wymiardw pecherzy-
ka przedowulacyjnego whasciwych dla danego gatun-
ku zwierzat. W pecherzyku przedowulacyjnym konia
jamka stanowi 95% catego pecherzyka (4). Rozmiary
pecherzyka dominujacego (przedowulacyjnego) u tego
gatunku wynoszg okoto 3.5 do 6 cm. Owulacja u kla-
czy nastepuje zawsze w doltku owulacyjnym, gdyz
warstwa naczyniowa jajnika potozona jest zewnetrz-
nie, natomiast caly jajnik z wyjatkiem dotka owula-
cyjnego pokryty jest otrzewna.

W ostatnich latach znacznie wzrosto zainteresowa-
nie pozyskiwaniem i hodowla in vitro pgcherzykow
przedjamistych réznych gatunkéw zwierzat. W przy-
padku samic, u ktorych nie mozna otrzymac potom-
stwa z oocytow uzyskanych z dojrzatych pecherzykow



jajnikowych istnieje mozliwo$¢ izolacji pecherzykow
przedjamistych i ich hodowli w warunkach in vitro az
do momentu osiagnigcia przez oocyt dojrzatosci. Me-
tody te stwarzaja szansg pelniejszego wykorzystania
cennych osobnikow, a takze uzyskiwania potomstwa
od niedojrzatych ptciowo samic.

U myszy metody uzyskiwania i hodowli pecherzy-
kéw przedjamistych zostaly opracowane juz do tego
stopnia, ze mozliwe bylo doprowadzenie do owulacji
w warunkach in vitro oraz zaptodnienie uzyskanych
w ten sposob oocytow (2, 5, 6, 19, 20). W ostatnich
latach podjeto réwniez szereg podobnych badan u in-
nych gatunkéw zwierzat, glownie bydta (7-14, 16), w
tym u ptodow bydlegcych (22) oraz swin (19).

U koni nie udato sie jednak dotychczas uzyskac¢
potomstwa z oocytow uzyskanych z pecherzykow ja-
mistych poddanych dojrzewaniu w warunkach in vi-
tro. Nie natrafiono réwniez w dostgpnej literaturze na
szczegolowy opis jajnika uwzgledniajacy rozmieszcze-
nie i cechy morfologiczne pgcherzykéw jajnikowych.
Wydawalo sig zatem celowe podjecia badan nad loka-
lizacja oraz wlasciwosciami histomorfologicznymi
oocytéw i pecherzykow przedjamistych wystgpujacych
w jajnikach klaczy. Obserwacje te by¢ moze przydadza
sie zarowno do lepszego poznania budowy jajnika kla-
czy jak i dalszego postgpu badan nad zaptodnieniem
in vitro.

Material i metody

Preparaty histologiczne wykonano z jajnikéw pobranych
10 minut po uboju klaczy w wieku okoto 6 lat, bedacej w
fazie anestrus. Jeden jajnik przecinano poprzecznie na dwie
czedci (przekroje poprzeczne) natomiast drugi podfuznie
(przekroje podiuzne) i utrwalano w 10% formalinie przez
szeé¢ tygodni. Preparaty histologiczne sporzadzano w pra-
cowni histopatologicznej Zakladu Neurofizjologii Colle-
gium Medicum UJ w Krakowie. Po odwodnieniu jajnikow
w szeregu alkoholi, osadzano je w bloczkach parafinowych,
cieto na skrawki o grubosci 10 pm, barwiono hematoksy-
ling i eozyna (13). Z pojedynczego jajnika wykonywano 3
skrawki z przekrojow podtuznych i 8 z przekrojow po-
przecznych. Nastepnie przy uzyciu mikroskopu wyszuki-
wano kolejno, w kazdej czesci preparatu pecherzyki przed-
jamiste, dokonywano oceny i pomiaréw z doktadnoscia do
2,5 um. Wybrane pgcherzyki fotografowano.

Do pecherzykdw okreslanych jako przedjamiste zalicza-
no: pecherzyki pierwotne otoczone pojedyncza warstwa
phaskich komoérek nablonkowych mogaca zawiera¢ kilka
komoérek kuboidalnych, pecherzyki pierwszorzedowe oto-
czone pojedynczg warstwa komorek kuboidalnych oraz
drugorzedowe z dwoma kompletnymi lub niekompletnymi
warstwami komorek kuboidalnych (3, 7, 21).

Zrezygnowano ze stosowanego przez nicktorych auto-
16w (7) podziatu pecherzykdw pierwotnych na pecherzyki
pozostajace w spoczynku oraz pecherzyki pierwotne ak-
tywne, ze wzgledu na to, ze podziat ten odzwierciedla ra-
czej roznice fizjologiczne niz morfologiczne.
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Wyniki i omowienie

Jajniki klaczy ze wzgledu na stosunkowo duze wy-
miary okazaty si¢ dosy¢ trudne do sporzadzenia jed-
nolicie cienkich skrawkow histologicznych z catego
przekroju. Dzigki wykorzystaniu duzego mikrotomu
uzyskano skrawki, na ktoérych po odpowiednim wy-
barwieniu byly widoczne pecherzyki przedjamiste.
Ogdtem odszukano i oceniono polozenie 821 peche-
rzykow przedjamistych, w tym 567 rozpoznanych na
preparatach z przekrojow poprzecznych oraz 256 z
przekrojow podtuznych. Pecherzyki przedjamiste znaj-
dowano w obrebie calej warstwy miazszowej jajnika
(ryc. 1). Na pojedynczym preparacie histologicznym z
przekroju poprzecznego odnajdowano srednio 70,5, a
na przekroju podtuznym 84,7 pecherzykow przedja-
mistych. W wigkszo$ei pecherzyki rozmieszczone byly
pojedynczo (54,7%) lub w grupach o liczebnosci 2 do
7 pecherzykow (45,3%). Jako grupe traktowano pe-
cherzyki znajdujace si¢ w odlegtosci mnigjszej lub
rownej $rednicy pecherzyka. Najczgscie) wystgpowa-
ly grupy sktadajace si¢ z 2 pecherzykow: 86 grup

Ryec. 1. Schemat przekroju poprzecznego (A) i podluznego
jajnika klaczy (B): j —pecherzyk jamisty, p — pecherzyk przed-
jamisty, wk — warstwa korowa, wn — warstwa naczyniowa,
kj — krezka jajnikowa



(ryc. 2) zawierajacych 178 pegcherzykow, co stanowi-
to 21,7% ogdlnej liczby pecherzykow. W jednym przy-
padku stwierdzono obecnos¢ 7 pegcherzykdéw znajdu-
jacych si¢ obok siebie (ryc. 3; tab. 1).

Za wskazniki atrezji pecherzyka uznawano: rozpad
jadra oocytu, nieprawidlowy wyglad nukleoplazmy,
obecnos¢ duzych wakuol w obrgbie ooplazmy, rozpad
oocytu, marszczenie si¢ 1 rozpad ostonki przejrzyste;j,
degeneracj¢ komorek ziarnistych otaczajacych oocyt,
obecnos¢ jader pyknotycznych w tych komoérkach,
skrdcenie 1 pogrubienie samych komodrek oraz brak
wlosowatych naczyn krwiono$nych w najblizszym oto-
czeniu pecherzyka (1, 12, 18).

Za atretyczne uznawano p¢cherzyki wykazujace co
najmniej dwie z wyzej wymienionych cech. Z ogdlne;j
liczby ocenianych pecherzykdw przedjamistych okre-
S$lono jako prawidtowe 68,82% i jako atretyczne
31,18%. Najnizszy procent pecherzykow atretycznych
stwierdzono w grupie pegcherzykow pierwotnych, tj.
30,6%, najwyzszy w grupie pecherzykdw II-rzedowych

Ryc. 2. Grupa skladajaca sie z 2 pecherzykow pierwotnych
polozonych obok siebie, w jednym z nich wyraznie widoczne
jadro oocytu, powigkszenie mikroskopu 400x
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Ryc. 3. Grupa skladajaca si¢ z 7 pecherzykéw pierwotnych,
powiekszenie mikroskopu 400x

63,6%. Udziat pecherzykdw atretycznych wykazywat
tendencjg¢ wzrostowa wraz z zaawansowaniem stadium
rozwojowego pecherzykdw.

W dostgpne;j literaturze liczebno$¢ pecherzykow
pierwotnych w jajniku klaczy zostata okreslona na
mniej niz 100, co w porownaniu z innymi gatunkami
wydaje si¢ wynikiem bardzo niskim (4). W niniejsze;j
pracy stwierdzono obecnos¢ podobnej liczby peche-
rzykow (55-98) na pojedynczych preparatach z prze-
krojow calego jajnika klaczy. Nie jest to oczywiscie
catkowita liczba pgcherzykow przedjamistych znajdu-
jacych si¢ w skrawku jajnika tej grubosci. Pecherzy-
kéw, ktoére bylty widoczne jedynie w zarysie lub frag-
mentarycznie nie oceniano i nie uwzglgdniono w wy-
liczeniach. Tak wigc catkowita liczba pg¢cherzykow
przedjamistych obecnych w jajniku klaczy wielokrot-
nie przewyzsza liczbe pecherzykow poddanych anali-

[ atretyczne

B prawidtowe

pierwotne
| rzedowe
Il rzgdowe

Ryc. 4. Procentowy udzial pecherzykéw atretycznych w za-
lezno$ci od stopnia zaawansowania rozwoju

Tab. 1. Liczebno$¢ grup pecherzykow

Grupy  Liczba grup Liczebno$é prul::gi::wy
Pojedyncze 449 449 54,69
e e e f&!},'_ e G

29 87 10,60
e 5,85

| 8 40 4,87

s.i().demki | 1 7 0,85




zie w niniejszej pracy i moze wynosi¢ kilkanascie ty-
sigcy.

Do badan uzyto ]aJmkow klaczy bedacej w fazie
anestrus poniewaz maja one woOwczas najmniejsze
rozmiary (Srednio 65 g; dlugos¢ 6 cm; grubos¢ 4 cm
(15))1brak w nich duzych pgcherzykow jamistych > 10
mm oraz ciatek zottych, ktore utrudniaja sporzadza-
nie preparatéw histologicznych. Natomiast §rednia
liczba pecherzykow przedjamistych w jajnikach nie-
zaleznie od fazy pozostaje taka sama (4).

U innych samic, w tym réwniez u czlowieka, pe-
cherzyki pierwotne, pierwszo i drugorzedowe potozo-
ne sa bezposrednio pod otaczajaca jajnik btong bia-
tawg (tunica albuginea), do gtegbokosci 1 mm pod po-
wierzchnia jajnika (13). Natomiast bardziej zaawan-
sowane stadia rozwojowe pecherzykow znajduja si¢
w glebszych warstwach czgsci korowej jajnika (21).
Pecherzyk u tych gatunkow rosnac uwypukla si¢ w
postaci guzka na powierzchni jajnika, a owulacja moze
nastepowac w kazdym miejscu na jajniku.

W przypadku klaczy nie stwierdzono tak wyraznych
prawidtowosci w rozmieszczeniu pecherzykdw przed-
jamistych. Pecherzyki rozmieszczone byty w sposob
przypadkowy w obrebie calej warstwy miazszowe;j
jajnika Nie stwierdzono réwniez prawidtowosci w
rozmieszczeniu grup pecherzykow. W dostgpnym pi-
$miennictwie nie natrafiono na opis wystgpowania
podobnych grup pecherzykow jajnikowych u innych
gatunkéw zwierzat.

Istotnym problemem pozostaje obecnie izolacja pe-
cherzykow z jajnika, ich ewentualna hodowla 1 doj-
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rzewanie oocytow in vitro. Przeprowadzone badania
wlasne wskazuja, ze do tego celu mozna wykorzystaé
skrawki pobrane z kazdej czgsci warstwy miazszowej
jajnika.
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SARGEANT J. M., SCOTT H. M., LESLIE K. E.,
IRELAND M. J., BASHIRI A.: Kliniczna posta¢
zapalenia gruczolu mlekowego u krow mlecznych
w Ontario: czestotliwo$¢ wystepowania i etiologia
bakteryjna. (Clinical mastitis in dairy cattle in
Ontario: frequency of occurrence and bacteriolo-
gical isolates). Can. Vet. J. 39, 33-38, 1998 (1)

Wystepowanie klinicznej postaci zapalenia gruczotu mlekowego oraz bada-
nie bakteriologiczne mleka pochodzacego z chorych éwiartek wymienia prowa-
dzono przez okres 2 lat w 65 fermach bydla mlecznego w Ontario. Ogétem ba-
daniom poddano 2840 kréw i jatowek. Zmiany w mleku wystgpowaty u 9,8%
kréw, zmiany w mleku tacznie ze stwardnieniem lub obrzekiem wymienia wy-
stepowaty u 8,2% krow, zas zmiany w mleku tacznie z klinicznymi objawami
zapalenia gruczotu mlekowego wystepowaty u 4,4% zwierzat. U 19,8% krow w
okresie laktacji wystapito raz lub czg¢sciej zapalenie wymienia. Bakteriologicz-
nie przebadano mleko 834 krow z kliniczna postacia zapalenia gruczofu mleko-
wego. W 6,7% przypadkéw wyosobniono Staphylococcus aureus, 0,7% Strep-
tococcus agalactiae, 14,1% inne gatunki paciorkowcow, 17,2% drobnoustroje z
rodzaju okrgznicy, 5,5% gram dodatnie laseczki, 1,7% Corynebacterium bovis i
28,7% Staphylococcus sp. U kréw w prowincji Ontario na 5 laktacji przypada
jeden epizod klinicznego zapalenia gruczotu mlekowego. Wigkszo$é przypad-
kéw dotyczy wezesnego okresu laktacii.

G.

ELLIS J. A., YOUNG C.: Ukladowe dzialanie nie-
pozadane u mlodych cielat rasy simentaler po szcze-
pieniu szczepionkg kombinowana. (Systemic adver-
se reactions in young Simental calves following ad-

ministration of a combined vaccine). Can. vet. J. 38,
45-47,1997 (1)

Corocznie stosuje sie u bydla miliony dawek szczepionek kombinowanych,
zawierajacych antygeny wirusowe i bakteryjne. W zwigzku z doniesieniami o
wystgpowaniu odczynow poszczepiennych 21 cieletom rasy simentaler w wie-
ku 7-30 dni podano rano domigsniowo szczepionke kombinowang (Virabas 4+HS)
zawierajacg inaktywowany wirus BVDV-PI3, wirus BRSV oraz bakteryng Hae-
mophilus somnus 1 adjuwant. Odczyny negatywne nie wystapily w czasie prze-
prowadzania szczepienia i bezposrednio po nich. Po 8-10 godzinach po szcze-
pieniu jedno ciele padio u pozostalych wystapita depresja, utrata taknienia, go-
raczka (40°C lub wyzej), goracy obrzek w miejscu iniekcji. Po okoto 12 godzi-
nach po szczepieniu cielgtom podano w iniekeji penicyling o przedtuzonym dzia-
taniu (33 tys. jm) oraz deksametazon. Nastgpnego dnia temperatura i objawy
og6lne ustapily. Objawy kliniczne i zmiany sekcyjne stwierdzone u padtego cie-
lecia odpowiadaja odczynowi alergicznemu typu 1 badz uszkadzajacemu wply-
wowi cytokin pojawiajacych sie w efekcie dziatania endotoksyny. Komponenty
H. somnus zawarte w szczepionce mogly wspotdziata¢ z adjuwantem w wywo-
faniu poszczepiennych objawow ubocznych.
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