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W fazie pecherzykowej cyklu rujowego u bydta
rozpoczyna si¢ wzrost kilku pecherzykéw antral-
nych, z ktérych z reguly tylko jeden zostanie na-
stepnie wyselekcjonowany do dalszego wzrostu, a
w konsekwencji do owulacji, a pozostate ulegna
atrezji (20). Podanie egzogennych gonadotropin, tj.
FSH lub PMSG, chroni rosngce pgcherzyki antralne
przed atrezja prowadzac do zwigkszenia liczby doj-
rzewajacych pecherzykéw, a w konsekwencji oocy-
téw, a wiec do superowulacji. Zasoby oocytéw jaj-
nikowych mozna réwniez wykorzystywac poprzez
hodowlg in vitro oocytéw aspirowanych z niedoj-
rzatych pecherzykéw antralnych. Aspiracji ptynu
pecherzykowego mozna dokonywaé in vivo, pod
kontrola USG, przy uzyciu transwaginalnej sondy
sprzezonej z igla (technika okreslana w terminologii
anglojezycznej jako Ovum Pick-up czyli OPU) lub
tez poubojowo, po pobraniu jajnikéw. Wszystkie te
metody, zwiekszajace liczb¢ mozliwych do uzyska-
nia oocytéw, przyczyniaja si¢ do petniejszego wy-
korzystania potencjatu rozrodczego samicy, nie-
mniej jednak pozwalaja one na wykorzystanie za-
ledwie niewielkiego odsetka gamet zawartych w
jajniku.

Jajnik bydlecy, podobnie jak innych ssakow, za-
wiera tysiace czy setki tysigcy pecherzykow w r6z-
nych stadiach rozwoju, a mianowicie: nie rosngce
pecherzyki pierwotne, pecherzyki przedantralne, w
ktérych zachodzi wzrost zaréwno oocytu jak i ilosci
komérek ziarnistych oraz liczby warstw tych ko-
mérek otaczajacych oocyt, pgcherzyki antralne za-
wierajace oocyty w pelni wyros$nigte (np. u gryzoni)
lub bliskie osiagniecia maksymalnej wielkosci, oto-
czone kilkoma warstwami komérek ziarnistych i
warstwa komoérek ostonki pecherzyka, z jama pg-
cherzykowa wypelniona ptynem pecherzykowym.
Najwczesniejsze, a rbwnoczesnie najliczniej repre-
zentowane, niezaleznie od wieku samicy, stadium
w rozwoju pecherzyka stanowi pecherzyk pierwotny.
Zawiera on oocyt w stadium diktiotenu profazy I
podzialu mejotycznego, otoczony jedna warstwa pta-
skich komérek nabtonkowych bgdacych prekurso-
rami komérek ziarnistych. U bydta, pecherzyk pier-
wotny osigga $rednicg 30-40 pm, oocyt 20-30 um,
a pecherzyki te stanowia okoto 95% calej populacji
pecherzykéw jajnikowych (32). U bydta, podobnie

jak u innych gatunkéw ssakéw, pula pecherzykow
pierwotnych powstaje w czasie zycia plodowego.
Pierwsze rosnace pecherzyki pojawiaja si¢ w jajniku
okoto 140 dnia ciazy, a po 7,5 miesiagcach ciazy w
jajniku mozna spotka¢ wszystkie stadia rozwojowe
pecherzyka (42).

Stopien rekrutacji pecherzykéw pierwotnych do
puli pecherzykéw rosnacych jest mniej wigceej staty
w ciagu zycia osobnika. Przemianie pgcherzyka pier-
wotnego w rosnacy towarzyszy zardOwno wzrost oo-
cytu jak i zmiana ksztattu oraz liczby otaczajacych
go komorek pecherzykowych — w wyniku tych prze-
mian powstaje poczatkowo pecherzyk pierwszorze-
dowy, w ktérym oocyt otoczony jest jedna warstwa
kuboidalnych komérek ziarnistych, a nastgpnie, w
rezultacie proliferacji komdrek ziarnistych warstwa
ta staje sic dwu- lub wigcej warstwowa, a pgcherzyk
okreslany jest jako drugorzedowy. Réwnoczesnie
ro$nie réwniez oocyt, a pomigdzy nim i warstwa
ziarnista pojawia si¢ ostonka przejrzysta. Komorki
stromy otaczajace pecherzyk drugorzedowy rozwi-
jaja si¢ w komorki ostonki pecherzyka (theca). Dal-
szemu wzrostowi pecherzyka towarzyszy pojawienie
sie w obrebie warstwy ziarnistej poczatkowo nie-
wielkich, a nastepnie stopniowo powigkszajacych
si¢ przestrzeni wypelnionych ptynem pecherzyko-
wym, ktére w koricu utworza jedna wspdlna jamke
(antrum). Podczas gdy wzrost wezesniejszych sta-
diéw rozwojowych, tj. pecherzykow pierwotnych i
przedantralnych, moze zachodzi¢ przy braku hor-
monéw gonadotropowych, od momentu utworzenia
antrum wzrost pecherzyka znajduje si¢ pod Scista
kontrola tych hormondw.

W oparciu o liczb¢ komérek ziarnistych w pe-
cherzykach réznych klas wielko$ci oraz okres czasu
wymagany dla podwojenia tej liczby komoérek wy-
liczono, ze pecherzyk rosnie od 0,13 do 0,67 mm
okoto 27 dni, od 0,68 do 3,67 mm okoto 7 dni i
od 3,68 do 8,56 mm okoto 8 dni (29). Na podstawie
tych danych mozna réwniez wyliczy¢, ze wzrost
pecherzyka pierwotnego do stadium przedowulacyj-
nego trwa u bydia od 80 do 100 dni (3).

Liczba pecherzykéw jajnikowych zalezy od ga-
tunku i wieku zwierzecia, a takze stadium ich roz-
woju (17). W konsekwencji statej rekrutacji peche-
rzykéw pierwotnych do puli rosnacych liczba pe-
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cherzykéw przedantralnych i matych pecherzykow
antralnych maleje wraz z wiekiem. Tak wigc naj-
bogatszym Zrédlem pecherzykéw sa jajniki mtodych
zwierzat. Pamigta¢ jednak nalezy o olbrzymiej
zmiennoS$ci miedzy gatunkami, a takze mi¢dzy osob-
nikami w obrgbie gatunku. I tak, w bydlgcych jaj-
nikach ptodowych (w wieku 170 do 270 dni) liczba
pecherzykéw waha sie od 18 000 do 200 000, u
nowo narodzonego cielgcia wynosi $rednio okolo
235 000, przy czym w grupie 69 zwierzat obser-
wowano wahania od 0 do 724 000 (13), natomiast
u kréw 4-letnich §rednio od okoto 77 000 (32) do
130 000 (13).

Ogromna wigkszo$¢ (>99,9%) pecherzykéw jaj-
nikowych ginie w wyniku atrezji w ré6znych stadiach
rozwoju in vivo (30, 31), a tylko 0,05% dojrzewa
do owulacji (4, 43). Mozliwos$¢ uratowania tych
pecherzykéw przed zniszczeniem poprzez uzyski-
wanie bardzo wczesnych stadiéw rozwojowych i
dtugotrwata hodowle in vitro otworzytaby wprost
nieograniczone Zrédlo gamet zefiskich, a potencjal
gametotworczy jajnika bylby maksymalnie wyko-
rzystany. Do takiego wlasnie celu zmierza rozwijany
obecnie kierunek badar biotechnologicznych pole-
gajacych na opanowaniu metod uzyskiwania i ho-
dowli pecherzykéw przedantralnych (47).

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i hodowla pe-
cherzykéw przedantralnych przeprowadzano na my-
szach i szczurach, a pionierska publikacja na temat
izolacji tych pecherzykéw zostata opublikowana
przez Groba w 1964 r. (21). U myszy badania nad
izolacja i hodowla pecherzykéw przedantralnych do-
prowadzily do opanowania metod wzrostu i dojrze-
wania oocytéw, wzrostu pecherzykéw z utworze-
niem antrum (2, 10, 33), owulacji in vitro (2, 22),
do uzyskania potomstwa po zaptodnieniu in vitro
dojrzatych in vitro oocytéw uzyskiwanych z peche-
rzykow przedantralnych (10, 45), a nawet z peche-
rzykéw pierwotnych (12). Te pozytywne rezultaty
uzyskane u myszy zachecaja do prowadzenia ho-
dowli pecherzykéw przedantralnych z jajnikéw
zwierzat domowych, a przede wszystkim bydta.

Uzyskiwanie pecherzykéw przedantralnych

Pierwszym warunkiem niezbednym dla opraco-
wania skutecznego systemu hodowli pecherzykéw
jest opanowanie metod ich uzyskiwania. Uzyskiwa-
nie to jest zadaniem znacznie trudniejszym niz po-
bieranie niedojrzatych oocytéw jajnikowych. Utrud-
nienia s3 spowodowane zaréwno niewielkimi roz-
miarami izolowanych pecherzykéw, ich delikatng
struktura, a tym samym podatnoS$cia na uszkodzenie,
jak 1 wynikaja z topografii jajnika, tj. lokalizacji
pecherzykow we widknistej niekiedy stromie jajni-
kowe;j.

Metody enzymatyczne

Zastosowana przez Groba (21) technika izolacji
pecherzykow przedantralnych z jajnikéw mysich i
szczurzych przy pomocy enzymu proteolitycznego,
pronazy, okazala si¢ postgpowaniem zbyt drastycz-
nym, prowadzita bowiem do uszkodzenia bton ko-
morkowych (28, 34, 37). Nicosia i wsp. (34) opra-
cowali metod¢ znacznie tagodnicjszego trawienia
enzymatycznego fragmentéw kory jajnika krolika
przy uzyciu kollagenazy, ktéra pozwalata na izolacje
morfologicznie i funkcjonalnie prawidtowych pe-
cherzykow. Metodg zastosowano nastgpnie z powo-
dzeniem dla uzyskiwania pgcherzykéw przedantral-
nych z jajnikéw innych gryzoni (10, 40, 48). Metody
enzymatycznej izolacji pgcherzykéw jajnikowych
przy uzyciu pronazy (21, 40), kollagenazy i trypsyny
(5,9, 19, 34, 46, 48) stosowano u réznych gatunkéw
ssakOw. Faktycznie prowadza one do uzyskiwania
nie pecherzykoéw a oocytéw otoczonych komérkami
wzgorka jajono$nego, poniewaz wigkszo$¢ komorek
ostonki pecherzyka i btony podstawnej ulega de-
gradacji pod dzialaniem enzymoéw.

Mechaniczna izolacja pgcherzykow
poprzez homogenizacj¢ kory jajnika
w rozdrabniaczu tkanek

Jajniki zwierzat domowych maja bardziej wiok-
nista struktur¢ niz u gryzoni, co znacznie utrudnia
albo wrecz uniemozliwia proces izolacji pecherzy-
kéw gdy zastosuje sig¢ techniki uzysku uzywane u
gryzoni. Opracowano wigc metod¢ rozdrabniania
tkanki jajnikowej, a Scislej kory jajnika, przy pomocy
specjalnie skontruowanego ostrza tngcego (24) lub
rozdrabniacza tkanek, tzw. tissue chopper, tnacego
tkanke na fragmenty o pozadanej dtugosci (nie prze-
kraczajacej 1000 pum) (14). Rozdrobniona korg¢ jaj-
nika poddaje si¢ wielokrotnemu mechanicznemu
rozpipetowywaniu w celu uwolnienia pecherzykoéw,
nastepnie filtracji przez siateczki o okreslonej wiel-
kosct poréw i wreszcie wyszukuje si¢ pecherzyki,
zawieszone w plynie fizjologicznym, przy uzyciu
mikroskopu odwréconego. Uzycie tej techniki pro-
wadzi do uzyskania mieszanej populacji pecherzy-
koéw, o Srednicy od 30 do 100 um, ktéra sktada si¢
z pecherzykéw pierwotnych, pierwszo- i drugorze-
dowych, zanieczyszczonej przez komérki stromy
jajnika, krople lipidowe i krwinki. Narzuca to ko-
niecznos¢ wielokrotnego przeptukiwania i segregacji
(11, 14, 23, 24). Do istotnych mankamentéw tej
metody zaliczy¢ nalezy niemoznos$¢ uzyskania wigk-
szych pecherzykéw przedantralnych (o Srednicy
>100 pum) czy wezesnoantralnych. Ponadto, badania
ultrastruktury wykonane w mikroskopie elektrono-
wym wykazaly znaczne obnizenie jakosci morfolo-
gicznej oocytow uzyskanych przy uzyciu tej techniki
(Hulshof, informacja ustna).
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Mikrodysekcja pecherzykéw jajnikowych

Izolacji wigkszych pecherzykéw przedantralnych,
czy tez wezesnoantralnych, mozna dokonac jedynie
przy pomocy mikrodysekcji, tzn. izolacji pecherzy-
kéw poprzez ich wyluskiwanie ze stromy jajnika
przy uzyciu cienkich igiet preparacyjnych, pod kon-
trola mikroskopu stereoskopowego. W przypadku
matych jajnikéw o luZniejszej strukturze, np. myszy,
dyseksji dokonuje si¢ na catym jajniku, w przypadku
wiekszych i bardziej wibknistych, o spoistej struk-
turze, np. jajnikdw bydlgcych, sporzadza sig cienkie
skrawki z warstwy korowej, z ktérych nastgpnie
pecherzyki uwalnia si¢ przy pomocy igiet prepara-
cyjnych (18, 25, 38,39). Mikrodysekcja nie wymaga
stosowania zadnych enzymoéw, jej wydajnoS¢ zalezy
oczywiScie od sprawnosci manualnych wykonuja-
cego, po 2-3 godzinnych manipulacjach mozna uzy-
ska¢ nawet okoto 50 pecherzykéw, a najmniejsze
pecherzyki, ktére udaje si¢ izolowac tym sposobem
nie przekraczaja na ogét srednicy 100-120 pum (25,
47).

Hodowla pecherzykéw przedantralnych

Jak juz wcze$niej wspominano, techniki hodowli
pecherzykéw zostaty stosunkowo dobrze opanowane
jedynie u gryzoni, a $ciflej u myszy. Wynika to z
faktu, ze petny rozwdj pecherzyka od momentu zapo-
czatkowania wzrostu az do osiagnigcia stadium
przedowulacyjnego trwa u tego gatunku 21 dnj,
czyli jest 4-5-krotnie krétszy niz u bydta. Dotych-
czasowe wiadomosci na temat hodowli pecherzykow
i wynikajace z nich spostrzezenia i uogdlnienia zo-
stang pokrétce przedstawione.

Pecherzyki moga byé hodowane w 3 réznych sy-
stemach hodowli, a mianowicie: 1. w systemie troj-
wymiarowym, po zatopieniu wewnatrz kropli z agaru
lub kolagenu (4, 16, 23, 40, 41, 46, 43); 2. w
systemie dwuwymiarowym, tj. na specjalnych mem-
branach czy w naczynkach pokrytych warstwa zelu
kolagenowego lub innego substratu np. fibronekty-
ny, lamininy lub agaru (10, 11, 16, 23, 38, 39); 3.
bez substratu, w mikrokroplach pozywki, pod olejem
mineralnym, w V-oczkach ptytek 96-oczkowych (2,
25); 4. w hodowli tkankowej cienkich skrawkéw
warstwy korowej — technika zastosowana w hodowli
pecherzykéw pierwotnych (49).

W systemie 1, 2 i 4 stosuje si¢ wigksze objetosci
pozywki, tj. od 350 pl (16) do 4 ml (12), ktérg
podmienia si¢ co 2-3 dni, natomiast hodowla w
mikrokroplach (20 pl) wymaga codziennej wymiany
pozywki. Ma to zapobiec nagromadzeniu metabo-
litéw, a szczegblnie jonéw amonowych, ktére mo-
glyby toksycznie oddziatywaé na rozwijajace sig
pecherzyki.

Substraty stosowane w dwu- lub tréjwymiarowym
systemie hodowli, tj. kolagen i fibronektyna to gtow-

ne komponenty pozakomdrkowej tkanki tacznej
(26), natomiast laminina jest glikoproteidem obec-
nym w blonach podstawnych (27). Spelniaja one
role biatek wiazacych, ktérych zadaniem jest: za-
bezpieczenie przed utrata pecherzykéw z hodowli,
np. w czasie wymiany pozywki; utrzymanie kontaktu
miedzy komérkami; zachowanie tréjwymiarowosci
komérek, a tym samym utrzymanie integralnosci
pecherzyka; a takze wspomaganie przebiegu proce-
sé6w metabolicznych (dostgpnosci zwigzkow odzyw-
czych z pozywki i wymiany gazowej). Mankamen-
tem hodowli z uzyciem biatek wiazacych jest trud-
noéé uwolnienia pecherzykow czy oocytow po za-
koriczeniu hodowli 1 wynikajaca stad koniecznos$¢
uzycia enzyméw, np. kolagenazy. Tréjwymiarowy
system hodowli stosowano dla enzymatycznie izo-
lowanych pecherzykéw (a wiasciwie kompleksow
oocytéw z komoérkami ziarnistymi) uzyskanych z
jajnika chomika (40, 41) i myszy (4, 46, 48) jak
réwniez malych pecherzykéw przedantralnych (do
100 um) izolowanych mechanicznie z jajnikéw byd-
lecych (16, 23). W przypadku chomika pgcherzyki
osiggaly stadium antralne, natomiast nie obserwo-
wano tego u myszy, nawet po transplantacji tak
hodowanych pecherzykéw do kapsuly nerkowej
(46). Wieksze pecherzyki przedantralne (o Srednicy
>150 pum), zaréwno mysie (2, 18) jak i bydlgce
(25) mozna z powodzeniem hodowac bez obecnosci
biatek wiazacych, w mikrokroplach pozywki. Ho-
dowane w tych warunkach pgcherzyki mysie moga
owulowaé in vitro (18), natomiast bydlgce moga
osiggaé stadium antralne i przezywa¢ w hodowli
nawet okoto trzech tygodni (25).

Pozywki stosowane w hodowli pecherzykéw ba-
zuja na gotowych ptynach syntetycznych jak Tissue
Culture Medium (TCM) 199, Minimal Essential Me-
dium (MEM), Waymouth MB 752/1 Medium, Me-
nezo B2 Medium. Uzupetnia si¢ je zwigzkami ener-
getycznymi jak pirogronian (4, 5, 8, 10, 12, 23, 25,
39, 48) i glutamina (23, 25, 33). Ponadto dodaje
si¢ do pozywki surowicg ptodéw cielecych, insuling,
transferryne, selen, niekiedy réwniez hypoksantyne
i preparaty hormonalne, tj. FSH i estradiol-17.
Dodatek FSH wyraznie zwigksza proliferacj¢ ko-
morek pecherzykowych (23, 38, 39). Wykazano row-
niez, ze hodowla calych pecherzykéw przedantral-
nych otoczonych komérkami ostonki, wymaga sto-
sowania pozywki uzupetnionej surowica i FSH, je-
zeli zaktada sie doprowadzenie pgcherzyka do stadium
antralnego (2, 33). Hypoksantyna natomiast blokuje
przebieg procesu mejozy, a wigc zapobiega przed-
wczesnemu dojrzewaniu oocytu (6, 9, 50), a takze
wspomaga zachowanie iacznosci migdzy oocytem
i komérkami ziarnistymi redukujac tym samym od-
setek oocytéw ,nagich” tzn. pozbawionych otacza-
jacych je komoérek (9).

Ponadto, podczas hodowli przedantralnych peche-
rzykéw jajnikowych obowiazuja podobne wymogi
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odnoszace si¢ do warunkéw Srodowiskowych jak
przy innych hodowlach komérkowych czy tkanko-
wych, tj. zachowanie odpowiedniej temperatury, wil-
gotnosci, sterylnoSci, warunkéw gazowych itp.

Jak to juz na wstgpie wspomniano, dotychczas
najwigkszy postep w omawianych badaniach osigg-
nigto u myszy. Pomimo jednak, ze oocyty mysie
rosna 1 uzyskuja zdolno$¢ do pelnego dojrzewania
w hodowli, duzy ich odsetek ulega degeneracji, a
wydajno$¢ metody nie jest jeszcze w pelni zado-
walajaca (2, 18, 44). Jak wynika z ostatnich badari
Eppiga i O’Brien (12) 22% oocytéw pochodzacych
z pecherzykéw pierwotnych osiagato dojrzatosé,
42% dojrzatych oocytdw ulegato zaptodnieniu i po-
dzialom zarodkowym osiagajac stadium 2-komor-
kowe, a mniej niz 2% tych zarodkéw rozwijato sie
do stadium blastocysty. Postep, ktéry udato si¢ uzy-
ska¢ w przypadku bydlecych pecherzykéw przed-
antralnych jest niewspétmiernie skromniejszy. I tak,
mate pecherzyki przedantralne, o Srednicy 30-70 pm,
ktére hodowano w kolagenie w systemie tréjwy-
miarowym, zachowywatly do 7 dni zdolno$¢ wzrostu
wykazujac proliferacje komérek pegcherzykowych
(15, 23). Wigksze bydlgce pecherzyki przedantralne,
o Srednicy okoto 170 pwm, hodowane w systemie
dwuwymiarowym, w obecnosci kolagenu, wykazy-
waly zaréwno proliferacje komoérek pecherzyko-
wych jak i wzrost oocytéw (38, 39), a hodowane
w mikrokroplach osiagaty nawet stadium antralne
(25). Wprawdzie droga wiodaca do opanowania me-
tody wydaje si¢ jeszcze bardzo odlegta i skompli-
kowana, to jednak nalezy wzigé pod uwage, ze
badania u bydla zapoczatkowano zaledwie przed
kilku laty (24), a koncentrowaly si¢ gléwnie na
opanowaniu metod uzysku (14, 24) i wstepnych
prébach hodowli (15, 16, 23, 25, 35, 38, 39). Biorac
pod uwage, ze badania z zakresu hodowli peche-
rzykow przedantralnych budza coraz wigksze zain-
teresowanie i obecnie obejmuje si¢ nimi kolejne
gatunki ssakow, np. psy i koty (1, 7, 36), mozna
oczekiwac ich dalszego dynamicznego rozwoju. W
potaczeniu z technikami juz stosunkowo dobrze opa-
nowanymi, tj. z kompleksowa metoda pozaustrojo-
wej produkcji zarodkéw (z dojrzewajacych in vitro
oocytow pochodzacych z pecherzykéw antralnych,
ich zaptodnienie in vitro oraz hodowla uzyskanych
zarodkow) metoda hodowli pecherzykéw wezesnych
stadiow rozwojowych pozwalataby na optymalne
wykorzystanie potencjalu gametotworczego jajni-
kow dostarczajac olbrzymiej liczby gamet czy za-
rodkow tak cennych dla dalszego rozwoju biotech-
nologii rozrodu.
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