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Wpłgu komórek ziarnistgch i komórek osłonki
nlJeuJnętrznej na dojrzeuJanie vitro oocutóu;

Summary

Influence of the granulosa cells and theca interrra
cells on the in vitro maturition of equine oocytes

The ovaries from 173 mares were collected at the time
of slaughter from 1991 to September 1992 and
follicleJ (5-20 mm r) were isolatetl and dissected
to obtain oocytes 669 oocytes were subjected
to one of four different culture treatIąe4ts:,Gr. l-medium

and 77ola of the oocytes - were obtainetl after 36 rrnd 42

hrs'culture of oocytes with theca interna cells, respectively.

D:tychczasowe próby uzyskania ciąży po zapłodnie-
niu in uitro oocytów klaczy dojrzewających w warun-
kach in użtrc nie pcwiodły się. Ptzyczyną tego jest
prarvdoplCobnie niepełna dcjrzałość olcytow, szczegol-
nie ich ooplazmy \Ą/ proponlrvanych systemach ho-
dor.vli Prar.vidłowe dojrzelvanie oocytów in uiuo zależy
od ,,sygnałórv" przesyłanycl-r pomiędzy komorkami pę-
cherzyklr,vyirri i occytern (19). Znaczenie kornorek
r,vzgórka jajonośnego dla dojrzeivania rozwcju occytu
zrsiało potwierdz ln e przez wielu autorów (4, 14).

U hydła i owiec wspołhldlrvla olcytorv z kcmorkami
ziarnistymi pęcherzyka zwiększa zdolnlść do zapłcd-
nienia i rozw,oju zarodkowego (5, 17).

Pierr,vsza, ciąża pf zapłoCnieniu żn xitro olcytów
przedcwulacyjnych klaczy (12) i udany rozwój zarod-
kcwy p: wpror,vadzeniu occytów do pęcherzykow przed-
orvulacyjnych (?) sugeruje, że oocyty klaczy mogą zna-
)eżć lepsze waru_nki dojrzer.vania in uitro we rł,społho-
clllvli z komorkami pęcherzyk wymi,

Ce]em doświadczenia było określenie r,vpływu komó-
rek ziarnistych i komorek osłonki wewnętrznej na dlj-
rzewanie irt, użtro olcytów klaczy, w tym na dyspersję
w-zgorka jajcnlśnego i stan dcjrzałości jądra.

I\tIateriał i metody

Do 'badań wykorzystano jajliki pcchcdząc: od 173 klaczy
po uboju. Pęcherzyki o średnicy 5-20 mm izolowano, mi
rzono i rozcinano na sza]kach Petriego. Pod mikroskop:
streoskopowym (przv por,viększ:niu 25). ) cocyiy rvyszuki-
vlano, oddzi:iano od rłrewnętrznej powi_^rzchli ściany pę-

mą akceptowano do hcdowli.
Komórki ziarnist-^ pozyskiv;ano z pęch,.rzykórv o śr:dnicy

25-30 mm i przygotorvywano v;g metody opisanej prz:z

rvarstwy osłonki zewnętrznej prz:płukilvano ją i iraktlr;_,l,;
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klaczgln

komórek ziarnis'ych i 0,3X 106/m1 komórek osłonki we-
lvnętrznej. Oocyty inkubowano przez 24,3C, 36, 42 i 48 godz.
rv atnosierze 50/c CO2 w powietrzu w temp. 38,5oC.

Kryteriami w po hodowli byłi-:
stopień dysp i stan jądra, Wzgó-
rek jajonośn sp"rsowany, gdy r,vi-
dać b1,}6 wyraźne rozluźni:nie przestrzeni międzykomórkc-
wych i niezdysperowany. Oocyty po oczyszczeniu z przy-
l:głych komórek, utrwa]eniu w roztworze k,,vasu oct]wego
i Ótąnolu (I :3) przez 24 godz. barwiono 10/c crc:iną. Stan
dojrzałości jądra oceniano w mikroskopie kontrastowo-
-fazorvym i klasyfikowano w za\eżności od korfiguracji
chromosomcwej jako: siadium pęcherzyka zarodkowego, me-
tatazy I, metafazy IT oraz zdegenerowane i niezid:ntyfiko-
lvane,

Do statystycznej analizy wyników użyto t:stu Chi-kwadrat.

Wyniki i ornórvienie

Ogołem z 1081 pęcherzykow jajnikowych wyizolo-
rvanl 102? occytórv, śreCnil 6 occytórv od klaczy. Pro-
cent o:cytórv ttzyskanych r,v tym dlświadczeniu meto-
dą izolorvania (9J]/t) znacznie przewyższa procent oocy-
tor.v (340/o, 46rł) uzyskiwanych metodą aspiracji (6, 11)-

Pomimc tak duzegl uzysku olcytów tytkc 669 (650ń)

z nich zakwalifiklwanl dl hodcwli. Dyspersję kcmó-
rek wzgórka jajrnlśnego oceni:nc we wszystkich hc-
dclvanych oocytach. W grupie T pc kazdym czasie ho-
d:w]i oceni:nl średnil 64 occyty, \Ą, grupie II
27 oocytórv, lv grupie ITI - 28 oocytów i w grupie IV -
16 oocyiów. Ocenę stanu dojrzałości jądra prz€pr.wa-
dz_.nl lv 2B1 occytach, ul tym ?9 inkubowanych bez
dllatku komórek pęcherzykowych, 7I z komórkami
ziarnistvtrri. 6B z kcmorkami c.-łcnki rver,vnętrznej i 63

hcclołvanyc'o z obydwcma rldza,jami komorek. Plzl-
stałe cocyty wyk:rzystanl dl innych dlśrviadczeń.

Po 24 gcCzinach hcd:llvli pełna dyspersję wzgórka
jaionlśnego uzyskało 9c/,r. 100/c, 350/o, i j0'/o, oocytów
inkubcr,vanych odp:wiednn l:ez drdatku krmorek, z ko-
nrórkami ziarnistvmi, z kcmórkami osłonki wewnętrz-
nej ol,az z komórkami ziarnistl,-mi i osłonki wel,vnęirz-
nej. Wydłużenie czaslt hoCol,v]i dc 36 grdz. splwldc-
wałl v;zrlst liczby oocytów z pelną dyspersją wzgórka
iajoncśnegc vl grupie 1, 2 i 3 (p < 0,05) i rv grupie 4

(p > 0,05) (ryc. 1). Najwyż-lzy procent oocytów z l:Jzpro-
sz-.nymi krmor}<ami wzgórka ja,jonlśnego uzyskano po

36 i 42 głd,z w-e współhodowli z kcmórkami osłcnki
r,vewnętrznej (odpowiednio 960/o i 97'lc). Ocena stlpnia
dyspersji komórek wzgórka iajcnrśnego jest subiek-
tywna. Jakość lvzgórka jaj,:nrśneqc za|eży od metod_y
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pczyskania occytu, wie]kości pęcherzyka i stcpnia
atrez ji. Ten spcsob pozyskiwania cccytólv pozwala
ograniczyc wtórne uszkcdzenia r,vzgorka jajonośnegr
clc 11r/c, pldczas gdy przy metodzie aspiracji nawet
Fanl71"/c i rvięcej pczyskanych oocytów moze być uszkc-
cizcnych (6, 11). PoCobnie B0-100]/o cocytów z pełną
ctryspersją wzgorka uzyskali Zhang i wsp. (22) i Willis
i rvsp. (20), którzy inkubor,vali oocyty w pczywkach
bez dldatku kcmórek pęcherzykcwych.

W grupre occytów hcdlwanych bez dcdatku klmó-
rek zauważonc systematyczny wzrcst procentu c3cy-
torł, z dyspersją wzgórka jajlncśnegJ wlaz z wydłuża-
niem czasu hcdlwli do 48 godz. Jednccześnie oocyty
tei grupy rv czasie 24-42 godz. inkubacji wykazywały
najsłabiej zdysperscrvany wzgórek jajcnlśny w porów-
naniu z plzostałymi grupami o:cytórł (p { 0,0;) (ryc. 1),

Po wydłużeniu czasu hodcwli occybów z krmórkami
pęcherzyklwymi dl 48 godz. zauważlnc pcnlwne zbi-
janie się kcmórek wzgórka jajcncśnegc. Pcdcbne zja-
r.,,iskc u bydła zaobserwował Hyttel i wsp. (B), gdzie
pl przedłr-rżeniu czasu hcdorvli Cl 40-4B godz. klmór-
ki r,r,zgorka ulegały spłaszczeniu i ściśle przylegał;r C,l
osłonki przejrz;lstej. Pcncwne zbicie kcmórek może
pozbawiać crcyty zdllncści Cl zapłodnienia, gdyż plern-
niki mcgą być fagccyt]wane przez kcrnórki wzgorka
jajlncśnegl (8).

W tabeli 1 przeCstar,r,ilnl prccent cocytów, ktore
osiągniły metafazę I i metafazę II lraz procent oocy-
tó,,r, zdegenercrvanych i nieziCentyfikcwanych r,v r,óz-
nvch czasach i systemach hcd:w]i. Cytolcgiczna lcena
jadra 22 oocytów przed rozpoczęciem hlCcwli r,vyka-
za!a. że ?0r/o 61gyl5w byłc rv staclium pęcherzyka za_
lodk:rvego, 230/o ly stadium aktywacji (GVBD) i ?]/o

oocytórv byłc niezidentyfikowanych. Willis i rvsp, (21)
podaje, Że "l70lc clcytórł, przyskanych z pęcherzykórv
c śi:ednicy pcnizej 25 mm byłl rł, stadium pęchsrzyka
zarcdkcwegc, Iłll oocytów r,vznlrviłc mejczę (GVBD +
* rnet. I), natrmiast BD/o było w stadium metafazy II.

W przeprlwaCzonych przez nas badaniach pl 24 godz.
hodowli większość occytów wszystkich grup osiągnęła-
stadium metafazy I bez widocznej dyspersji kcmórek
lr-zgórka jajonlśnegc (tab. 1, ryc. 1). W tym czasie iylk:
1BO/c aggyl5w hodcrł,anych w pcżyrvce bez klmórek
pęcherzykcwych, 7]/o cccytów inkubolvanych w pczyrł,-
ce z krmórka.mi zrarnistymi, ?r3Jlc 7 kcmórkami osłonki
rvewnętrznej i 16)/o z obydwcma r]dzajami komórek
byłl ll", stadium metaf azy ! [.

Wydłtrżenie czasu hcdor,vli dc 30 gcdz. spcwcdorł,ało
zwiększenie liczby cocy|ów z pełną dljrzałcścią jąCra
vfe r,vszystkich systemach hodcwli (ryc. 2). Procent

Rl.c. 1. Wpływ czasu i systemu hodowli na dyspers ję wzgór-
ka jajonośnego (0/o)

objaśnienia; kz : komórki Ziarniste; koul - komórki osionki
s,ewnętrznej; a, b : istotność różnic na pozionie (l { 0,01) pomię-
dZ], 1vartościarni w tl,p samym czasie hodowli.
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f--l Oocyiy (n=79 ) N Oocyty+ kz (n=7'1)

El Q66yty+kow (n=68) lITl;-l Q96y|y+ kz+ kow (n=ó3)

Ryc. 2. Wpływ czasu i systemu hodowli na stan dojrzałości
oocytów do metafazy II (0/o)

objaśnienia: kZ: komóIki ziarniste; kow : komórki osłonki
u,ervnętrznej; a, b : istotność różnic na pozionie (n ( 0,05) pomię-
dzy war tościami B, tym satlytn czasie hodowli.
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Tab. 1. Oocyty w różn5,p stadium rczlvoju w zależności od czasu i systemu hodowli (0/o)

48 qodz

Czas
hodowli
(godz.)

Oocyty ł
ziarn. i csłonki wewn.

ZN \4T \4 II ZN

24

30

59 18a
(10/ 17) (3 l 11)
11 53b

(7 l 71) (s l 17)
22 56b

(4/18) (10/18)
0 92"

(0l12) (|Il12)
13 6?bc
Ql75) (10/15)

23
(4 i l1)

6
(1/17)

22
(4l I8)

8
(l l 12)

20
(3/15)

79 ?a 11
(11i14) (Il14) (2lIĄ)

'2 
l]rb 1Ę

(3/i3) (B/13) (2l13)
18 59b 23
(3lI7) (10/17) (4l17)
19 56b 25

(3/ 16) (9 /16) (4l 16)
0 55b 45

(0/11) (6/11) (5/11)

56 33a 11
(10/18) (6/18) Ql 1B\
23 71b 0
(3/13) (10/13) (0/13)
0 75b 25

(0 /12) (9 l ).2) (3l 12)
8 7?b 15

(1/13) (10/13) (żl13)
0 100b 0

(altD (I2llD (0lI2)

42 lia 4|
(5l|2) (2ll2) (5/|2)
23 62b 15

(3/13) (B/l13) (2/13)
18 64b 18

(2 I:IJ) (7 / ll) (2l 1I)
0 67b 33

(0/15) (10/15) (5/15)
0 83b I7

(0ll2) (10l12) (2l|2)

ob jaśnienia: M I - metaf aza I, M II -pcziomie (p < 0,05) pomiędzy Wartościami
metafaza II, zN - Zde3enerowane i niezidenty{ikowane, a, b,
W tej san]ej kolumnie.

c - istotność 1óżnic na
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taf az;l _lT.

ane s.Lb oocyty pcprzez

rzkli-nor r,vaż rviadlmc, ze

i osllnk nie są zdolne do

z klmórkarrri ziarnistyrrri i klmorkami csłlnki rve-

tnieje \^/ warunkach żn uitro i czy ma
jrzerł,anie jądra i cytcpla,zmy - będzie
eklnać uzysklrjąc pcr,vtarzalne ciąże i za-
odnieniu żn uźtro oocytów klaczy hodo-

rvanych rv lvarunkach żn uitrc,
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