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W fazie pęcherzykowej cyklu rujowego u bydła
rorpoczyni się wzrost kilku pęcherzyków antral-
nych, z których z reguły tylko jeden zostanie na-

stępnie wyselekcjonowany do dalszego wzrostu, a

w konsekwencji do owulacji, a pozostałe ulegną
atrezjt (20). Podanie egzogennych gonadotropin, tj.

FSH lub PMSG, chroni rosnące pęcherzyki antralne
przed atrezjąpr y doj-
rzewających pę oocy-
tów, a więc do w jaj-
nikowych można równiez wykorzystywać poprzez
hodowlę in vitro oocytów aspirowanych z niedoj-

płynu
o, pod
sondy

nia oocytów, przyczyniają się do pełniejszego wy-
korzystania potencjału rozrodczego samicy, nie-
mniej jednak pozwa|ają one na wykorzystanie za-
ledwie niewielkiego odsetka gamet zawartych w
jajniku,

Jajnik bydlęcy, podobnie jak innych ssaków, za-
wiera tysiące czy setki tysięcy pęcherzyków w róz-

mórek otaczających oocyt, pęcherzyki antra|ne za-
wierające oocyty w pełni wyrośnięte (np. u gryzoni)
lub bliskie osiągnięcia maksymalnej wielkości, oto-
czone kilkoma warstwami komórek ziarnistych i
warstwą komórek osłonki pęcherzyka, z jamą pę-
cherzykową wypełnioną płynem pęcherzykowym.
Najwcześniejsze, a równocześnie najliczniej repre-
zentowane, ntezależnie od wieku samicy, stadium
w rozwoju pęcherzyka stanowi pęcherzyk pierwotny.
Zawtęra on oocyt w stadium diktiotenu profazy I
podziału mejotycznego, otoczony jedną warstwą pła-
Śkich komórek nabłonkowych będących prekurso-
rami komórek ziarnistych. U bydła, pęcherzyk pier-

40 pm, oocyt 20-30 pm,
koło 95Vo całej populacji
(32). U bydła, podobnie

jak u ak ow

pierw cz go.

irie.w ki iku
około 140 dnia ctąży, apo 7,5 miesiącach cląży w
jajniku można spotkać wszystkie stadia rozwojowe

dowy, w którym oocyt otoczony jest jedną warstwą
kuboidalnych komórek ziarnistych, a następnie, w
rezultacie proliferacji komórek
ta staje się dwu- lub więcej war
określany jest jako drugorzęd

kontrolą tych hormonów.
W oparciu o liczbę komórek ziarnistych w pę-

cherzykach różnych klas wielkości oraz okres czasu
wymagany dla podwojenia tej Itczby komórek wy-
liczono, że pęcherzyk rośnie od 0,13 do 0,67 mm
około 2] dni, od 0,68 do 3,6] mm około 7 dni i
od 3,68 do 8,56 mm około 8 dni (29). Na podstawie

tunku i wieku zwierzęcia, a także stadium ich roz-
woju (17). W konsekwencji stałej rekrutacji pęche-
rzyków pierwotnych do puli rosnących ltczba pę-
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cherzyków przedantralnych i małych pęcherzyków
antralnych maleje wraz z wiekiem. Tak więc naj-
bo gatszym źr ó dłem pęcherzyków s ą j aj niki młodych
zwierząt. Pamiętać jednak należy o olbrzymiej
zmienności między gatunkami , atakże między osob-
nikami w obrębie gatunku. I tak, w bydlęcych juj-
nikach płodowych (w wieku 170 do 270 dnl)ltczba
pęcherzyków waha się od 18 000 do 200 000, u
nowo narodzonego cielęcia wynosi średnio około
235 000, przy czym w grupie 69 zwterząt obser-
wowano wahania od 0 do 124 000 (13), natomiast
u krów 4-letnich średnio od około ]1 000 (32) do
130 000 (13).

Ogromna większość (>99,9Vo) pęcherzyków jaj-
nikowych ginie w wyniku atręzJi w róznych stadiach
rozwoju in vivo (30, 3l), a tylko 0,05Vo dojrzewa
do owulacji (4, 43). Możliwość uratowania tych
pęcherzyków przed zniszczeniem poptzez uzyski-
wanie bardzo wczesnych stadiów rozwojowych i
długotrwałą hodowlę in vitro otworzyłaby wprost
nieograniczone źródło gamet żeńskich, a potencjał
gametotwórczy jajnlka byłby maksymalnie wyko-
rzystany, Do takiego właśnie ce|uzmierza rozwijany
obecnie kierunek badań biotechnologicznych pole-
gających na opanowaniu metod uzyskiwania i ho-
dowli pęcherzyków przedantra|ny ch (47 ).

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i hodowlą pę-
cherzyków przedantralnych przeprowadzano na my-
szach i szcnlrach, a pionierska publikacja na temat
tzolacji tych pęcherzyków została opublikowana
przez Groba w 1964 r. (2I). U myszy badania nad
tzolacj ą i hodowl ą pęcherzyków przedantralnych do-
prowadziły do opanowania metod wzrostu i dojrze-
wania oocytów, wzrostu pęcherzyków z ltworze-
niem antrum (2, 10, 33), owulacji in vitro (2,22),
do uzyskania potomstwa po zapłodnieniu in vitro
dojrzałych in vitro oocytów uzyskiwanych z pęche-
rzyków przedantralnych (10, 45), a nawet z pęche-
rzyków pierwotnych (I2). Te pozytywne rezultaty
uzyskane u myszy zachęcają do prowadzenia ho-
dowli pęcherzyków przedantralnych z jajników
zwierząt domowych, a przede wszystkim bydła.

Uzyskiwanie pęcherzyków przedantralnych

Pierwszym warunkiem niezbędnym dla opraco-
wania skutecznego systemu hodowli pęcherzyków
jest opanowanie metod ich uzyskiwania. Uzyskiwa-
nie to jest zadaniem znacznie trudniejszym niż po-
bieranie niedojrzałych oocytów jajnikowych. Utrud-
nienia są spowodowane zarówno niewielkimi roz-
miarami izolowanych pęcherzyków, ich delikatną
strukturą, a tym samym podatnością na uszkodzente,
jak i wynikają z topografii jajnika, tj. lokalizacji
pęcherzyków we włóknistej niekiedy stromie jajni-
kowej.

Metody enzymatyczne

Zastosowana przez Groba (21) technika izolacji
pęcherzyków przedantralnych z jajników mysich i
szczurzy ch przy pomocy enzymu proteolityc znego,
pronazy, okazała się postępowaniem zbyt drastycz-
nym, prowadzlła bowiem do uszkodzenia błon ko-
mórkowych (28, 34, 31). Nicosia i wsp. (34) opta-
cowali metodę znacznie łagodniejszego trawienia
ęnzymatycznego fragmentów kory jajnika królika
pr zy uży ciu k oll ag en azy, która p o zw al ała na izol ację
morfologicznte i funkcjonalnie prawidłowych pę-
cherzyków. Metodę zastosowano następnie z powo-
dzen iem dla uzyski wania pęcherzyków przedantr al-
nych z jajników innych gryzoni (10,40, 48). Metody
enzymatycznej izolacji pęcherzyków jajnikowych
przy uży ciu pr onazy (2I, 4O), koll agen azy i tryp syny
(5, 9, 19, 3 4, 46, 48) stosowano u różny ch gatunków
ssaków. Faktycznie prowadzą one do uzyskiwania
nie pęcherzyków a oocytów otoczonych komórkami
w z górka jajonośnego, p oniew az większość komórek
osłonki pęcherzyka i błony podstawnej ulega de-
gradacji pod działaniem enzymów.

Mechanic z na tzolacj a pęch erzyków
poprzez homogenizację kory j ajnika

w rozdrabniaczu tkanek

Jajniki zwierząt domowych mają bardziej włók-
nistą strukturę niz u gryzoni, co znacznie utrudnia
albo wręcz uniemozliwia proces izolacji pęcherzy-
ków gdy zastosuje się techniki uzysku uzywane u
gryzoni, Opracowano więc metodę rozdrabniania
tkanki jajnikowej, a ściślej kory jajnika,przy pomocy
specjalnie skontruowanego ostrza tnącego (ż4) lub
rozdrabniacza tkanek, tzw, tissue chopper, tnącego
tkankę na fragmenty o poządanej długości (nie prze-
Waczającej 1000 pm) (14). Rozdrobnioną korę jaj-
nika poddaje się wielokrotnemu mechanicznemu
rozpipetowywaniu w celu uwolnienia pęcherzyków,
następnie filtracji przez siateczki o określonej wiel-
kości porów i wreszcie wyszukuje się pęcherzyki,
zawieszone w płynie fizjologicznym, ptzy uzyciu
mikroskopu odwróconego. Użycie tej techniki pro-
wadzi do uzyskania mieszanej populacji pęcherzy-
ków, o średnicy od 30 do 100 pm, która składa się
z pęcherzyków pierwotnych, pierwszo- i drugorzę-
dowych, zanieczyszczonej przez komórki stromy
jajnika, krople lipidowe i krwinki. Narzuca to ko-
nieczność wielokrotnego przepłukiwania i segregacj i
(II, 14, 23, 24), Do istotnych mankamentów tej
metody zaltczyć należy niemozność uzyskania więk-
szych pęcherzyków przedantralnych (o średnicy
>l00 pm) czy wczesnoantralnych. Ponadto, badania
ultrastruktury wykonane w mikroskopie elektrono-
wym wykazały znaczne obnizenie jakości morfolo-
gicznej oocytów uzyskanychprzy uzyciu tej techniki
(Hulshof, informacja ustna).
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Mikrodysekcj a pęcherzyków j ajnikowych

Izolacji większych pęcherzyków przedantralnych,
czy też wczesnoantralnych, można dokonać jedynie
przy pomocy mikrodysekcji, tzn. izolacji pęcherzy-
ków poprzez tch wyłuskiwanie zę stromy jajnika
przy 1,1życill cienkich igieł preparacyjnych, pod kon-
trolą mikroskopu stereoskopowego. W przypadku
małych jajników o luźniejszej strukturze, np. myszy,
dyseksji dokonuje się na całym jajniku, w przypadku
większych i bardziej włóknistych, o spoistej struk-
tlJtze, np. jajników bydlęcych, sporządza się cienkie
skrawki z warstwy korowej, z których następnie
pęcherzyki uwalnia się przy pomocy igieł prepara-
cyjnych (I8, 25, 38,39), Mikrodysekcja nie wymaga
stosowania zadnych enzymów, jej wydajność zależy
oczywiście od sprawności manualnych wykonują-
cego, po 2-3 godz\nnych manipulacjach możnauzy-
skać nawet około 50 pęcherzyków, a najmniejsze
pęcherzyki, które udaje się izolować tym sposobem
nie przekraczająna ogół średnicy 100-120 pm (25,
41).

Hodowla pęcherzyków przedantralnych

Jak już wcześniej wspominano, techniki hodowli
pęcherzyków zostały stosunkowo dobrze opanowane
jedynie u gryzoni, a ściślej u myszy. Wynika to z
faktu, że p ełny r ozw ój pęcherzyka od momentu zapo-
czątkowania wzrostu aż do osiągnięcia stadium
przedowulacyjnego trwa u tego gatunku 2I dni,
czyli jest 4-5-krotnie krótszy niz u bydła. Dotych-
czasowe wiadomości na temat hodowli pęcherzyków
i wynikające z nich spostrzezenia i uogólnienia zo-
staną pokrótce przedstawione,

Pęcherzyki mogą być hodowane w 3 róznych sy-
stemach hodowli, a mianowicie: 1. w systemie trój-
wymiarowym, po zatopieniu wewnątrz kropli z agaru
lub kolagenu (4, 16, 23, 40, 4I, 46, 48); 2. w
systemie dwuwymiarowym, tj. na specjalnych mem-
branach czy w naczynkach pokrytych warstwą zelu
kolagenowego lub innego substratu np. fibronekty-
ny, lamininy lub agaru (10, 1l, 16,23,38,39);3.
bez substratu, w mikrokroplach pozywki, pod olejem
mineralnym, w V-oczkach płytek 96-oczkowych (2,
25); 4. w hodowli tkankowej cienkich skrawków
warstwy korowej - technika zastosowana w hodowli
pęcherzyków pierwotnych (49).

W systemie I,2 i 4 stosuje się większe objętości
pożywki, tj. od 350 pl (16) do 4 ml (I2), którą
podmienia się co 2-3 dni, natomiast hodowla w
mikrokrop lach (20 pl) wymaga codziennej wymi any
pozywki. Ma to zapobiec nagromadzeniu metabo-
litów, a szczególnie jonów amonowych, które mo-
głyby toksycznie oddziaływać na rozwijające się
pęcherzyki.

Substraty stosowane w dwu- lub trójwymiarowym
systemie hodowli, tj. kolagen i fibronektyna to głów-

ne komponenty pozakomórkowej tkanki łączne1
(26), natomiast laminina jest glikoproteidem obec-
nym w błonach podstawnych (27). Spełniają one
rolę białek wiążących, których zadaniem jest: za-

zyków z hodowli,

i?JjT}Ti}.:"Txt:l
komórek, a tym samym utrzymanie integralności
pęcherzyka; a także wspomaganie przebiegu proce-
sów metabolicznych (dostępnoś ci zw iązków odżyw-
czych z pożywkt i wymiany gazowej). Mankamen-
tem hodowlt z użyciem białek wiążącychjest trud-
ność uwolnienia pęcherzyków czy oocytów po za-
kończeniu hodowli i wynikająca stąd konieczność
lży cta enzy mów, np. kolage nazy . T rójwymiarowy
system hodowli stosowano dla enzymatycznte tzo-
lowanych pęcherzyków (a właściwie kompleksów
oocytów z komórkami ziarnistymi) uzyskanych z
jajnika chomika (4O, 4I) i myszy (4, 46, a8) jak
również małych pęcherzyków przedantralnych (do
100 pm) izolowanych mechanicznte z jajntków byd-
lęcych (16, 23). W przypadku chomika pęcherzyki
osiągały stadium antralne, natomiast nie obserwo-
wano tego u myszy, nawet po transplantacji tak
hodowanych pęcherzyków do kapsuły nerkowej
(a6). Większe pęcher zykt przedantralne (o średnicy
>150 pm), zarówno mysie (ż, I8) jak i bydlęce
(25) można z p ow odzeniem hodo w ać b ez obecności
białek wtążących, w mikrokroplach pozywki. Ho-
dowane w tych warunkach pęcherzyki mysie mogą
owulować in vitro (18), natomiast bydlęce mogą
osiągać stadium antralne t ptzeżywać w hodowli
nawet około trzech tygodni (25).

Pozywki stosowane w hodowli pęcherzyków ba-
zująna gotowych płynach syntetycznych jak Tissue
Culture Medium (TCM) 199, Minimal Essential Me-
dium (MEM), Waymouth MB ]5211Medium, Me-
nęzoP2 Medium. Uzupełnia się je związkami ener-
getycznymi jak pirogronian (4, 5, 8, IO, tż,23,25,
39, 48) i glutamina (23, ż5, 33). Ponadto dodaje
się do pozywki surowicę płodów cielęcych, insulinę,
transferrynę, selen, niekiedy równiez hypoksantynę
i preparaty hormonalne, tj. FSH i estradiol-l7P.
Dodatek FSH wyraźnie zwiększa proliferację ko-
mórek pęcherzykowych (23, 3 8, 3 9). Wykazan o rów-
nież, że hodowla całych pęcherzyków przedantral-
nych otoczonych komórkami osłonki, wymaga sto-
sowania pozywki uzupełnionej surowicą i FSH, je-
żęli zaĘadasię doprowadzenie pęcherzyka do stadium
antralne go (2, 33). Hypoksantyna natomiast blokuj e
przebieg pfocesu mejozy, a więc zapobiega przed-
wczesnemu dojrzewaniu oocytu (6, 9, 50), a także
wspomaga zachowanie łączności między oocytem
i komórkami ziarnistymi redukując tym samym od-
setek oocytów ,,nagich" tzn. pozbawionych otacza-

(9).
hodowli przedantralnych pęche-
h obowiązują podobne wymogi
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odnoszące się do warunków środowiskowych jak
przy innych hodowlach komórkowych czy tkanko-
wych, tj. zachowanie odpowiedniej temperatury, wil-
gotności, sterylności, warunków gazowych itp.

Jak to 1lż na wstępie wspomniano, dotychczas
największy postęp w omawianych badaniach osiąg-
nięto u myszy. Pomimo jednak, ze oocyty mysie
rosną i uzyskują zdolność do pełnego dojrzewania
w hodowli, duży ich odsetek ulega degeneracji, a
wydajność metody nie jest jeszcze w pełni zado-
walająca (2, I8,44). Jak wynika z ostatnich badań
Eppiga i O'Brien (I2) 22Vo oocytów pochodzących
z pęcherzyków pierwotnych osiągało dojrzałość,
42Vo dojrzałych oocytów ulegało zapłodnieniu i po-
działom zarodkowym osiągając stadium 2-komór-
kowe, a mniej niż ZVa tych zarodków rozwijało się
do stadium blastocysty. Postęp, który udało się uzy-
skać w przypadku bydlęcych pęcherzyków przed-
antralny ch j e st niew spółmiernie skromniej s zy . I tak,
małe pęcherzyki przedantralne, o średnicy 30-70 pm,
które hodowano w kolagenie w systemie trójwy-
miarowym, zachowywały do 7 dni zdolność wzrostu
wykazując proliferację komórek pęcherzykowych
(I5, 23). Większe bydlęce pęcherzyki przedantralne,
o średnicy około 170 pm, hodowane w systemie
dwuwymiarowym, w obecności kolagenu, wykazy-
wały zarówno proliferację komórek pęcherzyko-
wych jak i wzrost oocytów (38, 39), a hodowane
w mikrokroplach osiągały nawet stadium antralne
(25). Wprawdzie droga wiodąca do opanowania me-
tody wydaje się jeszcze bardzo odległa i skompli-
kowana, to jednak należy wziąó pod uwagę, że
badania u bydła zapoczątkowano zaledwie przed
kilku laty (24), a koncentrowały się głównie na
opanowaniu metod uzysku (I4, 24) i wstępnych
próbach hodowli (15, 16, 23,25,35, 38, 39). Biorąc
pod uwagę, że badania z zakręsu hodowli pęche-
rzyków przedantralnych budzą coraz większe zain-
teresowanie i obecnie obejmuje się nimi kolejne
gatunki ssaków, np. psy i koty (I, J, 36), można
oczekiwać ich dalszego dynamicznęEo rozwoju. W
połączeniu z technikami już stosunkowo dobrze opa-
nowanymi, tj. z kompleksową metodą pozaustrojo-
wej produkcji zarodków (z dojrzewających in vitro
oocytów pochodzących z pęcherzyków antralnych,
ich zapłodnienie in vitro oraz hodowla uzyskanych
zarodków) metoda hodowli pęcherzyków wczesnych
stadiów rozwojowych pozwalałaby na optymalne
wykorzystanie potencjału gametotwórczego jajni-
ków dostarczając olbrzymiej liczby gamet czy za-
rodków tak cennych dla dalszego rozwoju biotech-
nologii rozrodu.
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