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Summary

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

The ovaries from 173 mares were collected at the time
of slaughter from September 1991 to September 1992 and
follicles (5—20 mm in diameler) were isolated and dissected
to obtain oocytes for culture. 669 ococytes were subjected
to one of four different culture treatments:. Gr. 1-medium
with oocytes, Gr. 2-medium plus 3 X 10%/ml granulosa cells
plus cocytes, Gr. 3-medium plus 0.3 X 10°/ml theca interna
cells plus oocytes, Gr. 4-medium plus granulosa and theca
interna plus oocytes. The oocytes were cultured for 24, 30,
36, 42 and 48 hrs. After culture cumulus cells the expan-
sion and stage of nuclear maturition was determined. The
majority of oocytes reached full nuclear maturition after

20 hrs. The best results — full dispersion of cumulus cells
in 96%s and 97% of the oocytes and metaphase II in 75%
and 77% of the cocytes — were obtained after 36 and 42

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

Dotychezasowe proby uzyskania cigzy po zaptodnie-
niu in vitro oocytow klaczy dojrzewajacych w warun-
koch in witro nie powindly sie. Przyczyna tego jest
prawdopodobnie niepelna dojrzalo$é oocytow, szczegobl-
nie ich ooplazmy w proponowanych systemach ho-
dowli. Prawidlowe dojrzewanie oocytéw in vivo zalezy
od ,sygnalow’” przesylanych pomiedzy komorkami pe-
cherzykowymi 1 ooeytem (19). Znaczenie komoérek
wzgorka jajonofnego dla dojrzewania rTozwoju oscytu
zostalo potwierdzone przez wielu autorow (4, 14).
U bydla i owiec wspothodowla oocytow z komoérkami
ziarnistymi pecherzyka zwieksza zdolnoéé do zaptod-
nienia i rozwoju zarodkowego (3, 17).
Pierwsza cilaza po zaplodnieniu in wvitro oocytow
przedowulacyjnych klaczy (12) i udany rozwoj zarod-
kowy po wprowadzeniu oocytéw do pgcherzykow przed-
owulacyjnych (7) sugeruje, ze oocyty klaczy moga zna-
Jezé lepsze warunki dojrzewania in vitro we wspotho-
drwli z komérkami pecherzykowymi.

Celem doéwiadczenia bylo okreslenie wpltywu komo-
rek ziarnistych i komoérek ostonki wewngtrznej na doj-
rzewanie in vitro oocytow klaczy, w tym na dyspersje
wzgérka jajonisnego i stan dojrzatosci jadra.

Materiat i metody

Do badan wykorzystano jajniki pcchodrge= od 173 klaczy
po uboju. Pecherzyki o s$rednicy 5—20 mm izclowano, mi=-
rzono i rozcinano na szalkach Petriego. Pod mikreskopzm
streoskopowym (przy powigkszeniu 25x) cocyly wyszuki-
wano, oddzizlano od wewnetrznej powizrzchni $ciany pz-

cherzyvka, kilkakretnie przeplukiwano klagvtikowano na
podstawie wygladu wzedrka jajonosnege i ocp v. Tylko
cocyty z pelnym. zwartym wegorkiem 1 jzdnorodna ccplaz-

ma akceptowano do hedowli.

Kombérki ziarnistz pozyskiwano z pechesrzykéw o érednicy
25—30 mm i przvgotowywano wg metody opisansj przez
Channing (1). Oslonke wewnetrzng izolowano z tych so-
mych pecherzvkow co komorki ziarnistz, Po oddzisleniu <A
warstwy ostonki zewnetrznej przaplukiwano ja i traktow-=ns

trypsyna w celu uzyskania izolowanych komorek wg me-
todvki podanej przez Stoklosowa i wsp. (18).

Do plukania cocytow 1 komorek pecherzykowych uzyio
pozywki TCM-199 z HEPES-em wzhogacone 10 FC3. Do
inkubacji uzyto pozywki TCM-199 uzupsinionzj 200 FCS
i 25 pg/ml FSH, 25 wg/ml LH. 1 pg/ml E, 35 ug/ml in-
suliny, 70 pg/ml kwasu askorbinowego i 50 ug/ml piro-
sronianu Na (wszystkie odezynniki firmy Sigma).

Pozyskane oocyty hodowano in vitTo wg nastgpujgcego
schematu: grupa 1 — oocyty bez dodatku kemorzk pgche-
rzykowych, grupa 2 — 2z dodatkism 3~ 107/ml komorek
ziarnistych, grupa 3 — 2z dodatkiem 0.3~ 10°/ml komorek
ostonki wewnetrznej. grupa 4 — z dodatkizm 3+ 10"/ ml
komorek ziarnis‘ych i 0,3<X10%/ml komorek osionki we-

wnetrznej. Qocyty inkubowano przez 24, 30, 36, 42 i 48 godz.
w atmosferze 5% CO, w powietrzu w temp. 238,5°C.

Kryteriami cceny dojrzalogei cocytow po hodowli byly:
stopien dyspzrsii wzgorka jajonoénego i stan jadra. Wzgd-
rek jajonoény klasyfikowano jako zdyspersowany, gdy wi-
daé¢ bylo wyrazne rozluzniznie przestrzeni miedzykomoérko-
wych i niezdysperowany. Qocyty po oczyszczeniu z przy-
leglych komorek, utrwaleniu w roztworze kwasu octswego
i etanolu (1:3) przez 24 godz. barwiono 1% crczina. Stan
dojrzalosci jadra oceniano w mikroskopie kontrastowo-
_fazowym 1 klasyfikowano w zaleznosci od konfiguracji
chremosomowe]j jako: stadium pecherzyka zarcdkowego, me-
tafazy I, metafazy II oraz zdegenerowane 1 niezidentyfikc-
wane.

Do statystycznej analizy wynikéw uzyto t2stu Chi-kwadrat.

Wyniki i omowienie

Ogzoétem z 1081 pecherzykow jajnikowych wyizolo-
wand 1027 oocytéw, érednin 6 oocytéw od klaczy. Pro-
cent oocytow uzyskanych w tym di$wiadczeniu meto-
da izolowania (93"¢) znacznie przewyzsza procent ococy-
tow (34%, 46%) uzyskiwanych metoda aspiracji (6, 11).
Pomimo tak duzegs uzysku odcytow tylko 669 (65%s)
z nich zakwalifikowano do hodowli. Dyspersje komo-
rek wzgorka jajonasnego oceniono we wszystkich ho-
dowanych oocytach. W grupie I po kazdym czasie ho-
dowli oceniono érednis 64 oocyty, w grupie II —
27 oocytéw, w grupie IT1I — 28 oocytow i w gruple IV —
16 oocytéw. Ocene stanu dojrzalosci jadra przeprowa-
dzono w 281 ooeytach, w tym 79 inkubowanych bez
dodatku komorek pacherzykowych, 71 z komoérkami
ziarnistymi. 68 z komorkami oslonki wewnetrznej i 63
hodowanych z obydwoma radzajami komoérek. Pozo-
stale oocyty wykorzystano do innych doswiadczen.

Po 24 godzinach hodowli pelna dyspersje wzgorka
jajonoénego uzyskato 9%, 10%, 33% 1 307 oocytéw
inkubowanych odpowiednio kez dadatku komorek, z ko-
moérkami ziarnistymi, z komoérkami ostonki wewnetrz-
nsj oraz z komorkami ziarnistymi i ostonki wewnetrz-
nej. Wydtuzenie czasu hodowli do 36 godz. spowodo-
waly wzrost liczby oocytéw z pzing dyspersja wzgorka
jajonognego w grupie 1, 2 1 3 (p <0,05) i w grupie 4
(p > 0,05) (ryc. 1). Najwyzszy procent oocytdow z rozpro-
szonymi komorkami wzgorka jajonoénego uzyskano po
36 1 42 godz. we wspdthodowll z komérkami oslonki
wewnetrznej (odpowiednio 96% i 97%). Ocena stopnia
dyspersji komorek wzgérka jajonossnego jest subiek-
tywna. Jakoéé wzgorka jajonodnzgo zalezy od metody
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pozyskania oocytu, wizlkoscli pecherzyka 1 stopnia
atrezji. Ten sposdéb pozyskiwania oocytow pozwala
ograniczy¢ wtorne uszkodzenia wzgoérka jajonos$nega

do 11%, podczas gdy przy metodzie aspiracji nawet
71% i wiecej pozyskanych oocytéw moze byé uszko-
cdzonych (6, 11). Podobnie 80—100v oocytéw z pelng
dyspersja wzgoérka uzyskali Zhang i wsp. (22) 1 Willis
i wsp. (20), ktérzy inkubowali oocyty w pozywkach
bez dodatku komorek pecherzykowych.

W grupie oocytoéw hodowanych kez dodatku koméd-
rek zauwazono systematyczny wzrost procentu ooscy-
tow z dyspersja wzgérka jajonosnego wraz z wydtuza-
niem czasu hodowli do 48 godz. Jednocze$nie oocyty
tej grupy w czasie 24—42 godz. inkubacji wykazywaly
najstabiej zdyspersowany wzgérek jajonsény w porow-
naniu z pizostalymi grupami ooscytow (p < 0,05) (ryc. 1).

Po wydluzeniu czasu hodowli oocytéow z komérkami
pecherzykowymi d» 48 godz. zauwazino ponowne zbi-
janie sie komérek wzgoérka jajonosnego. Podobne zja-
wisko u hydla zaobserwowal Hyttel 1 wsp. (8), gdzie
p> przedluzeniu czasu hodowli d» 40—48 godz. komor-
ki wzgérka ulegaly splaszezeniu i $cisle przylegaty do
oslonki przejrzystej. Ponowne zbicie komoérek moze
pozkawiac¢ oocyty zdolnoéci d> zaptodnienia, gdyz plem-
niki moga by¢ fagocytowane przez komorki wzgorka
jajonoénegd (8).

W tabeli 1 przedstawiono procent oocytéow, kiére
osiagngty metafaze I 1 metafaze IT oraz procent oocy-
tow zdegenerowenych i niezidentyfikowanych w roz-
nych czasach 1 systemach hodowli. Cytologiczna ocena
jadra 22 oocytow przed rozpoczeciem hodowli wyka-
zata, ze T0°% ooscytow bylo w stadium pacherzyka za-
rodkowego, 23% w stadium aktywacji (GVBD) i 7%
cocytow bylo niezidentyfikowanych. Willis i wsp. (21)
podaje, ze 73" ooacytow pozyskanych z pecherzykéw
6 srednicy ponize] 25 mm bylo w stadium pecherzyka
zarodkowego, 14 socytow wznowils mejoze (GVBD +
+ met. I), natomiast 8% byto w stadium metafazy IL

W przeprowadzonych przez nas badaniach po 24 godz.
lodowli wigkszosé oocytow wszystkich grup osiggnelsa
stadium metafazy I bez widocznej dyspersji komdrek
wzgoérka jajonodnego (tab. 1, rye. 1). W tym czasie tylko
18" socytéw hodowanych w  pozywee hez komoérek
pecherzykowych, 7% oocytéw inkubowanych w pozyw-
ce z komoérkami ziarnistymi, 33% z komorkami ostonki
wewnetrzne] 1 16”0 z obydwoma rodzajami komérek
byly w stadium metafazy 1.

Wydluzenie czasu hodowli do 30 godz. spowodowato
zwigkszenie liczby oocytdw z pelng dojrzatoscig jadra
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Ryc. 2. Wplyw czasu i systemu hodowli na stan dojrzatcsci
oocytow do metafazy IT (%)

Objasnienia: kz = komoérki ziarniste; kow = komérki ostonki

wewnetrznej; a, b =istotnos$¢ réznic na poziomie (p < 0,05) pomie-

we wszystkich systemach hodowli (ryc. 2). Procent dzy wartosciami w tym samym czasie hodowli.
Tab. 1. Cocyty w réznym stadium rczwoju w zaleznosci od czasu i systemu hodowli (%)

Cras — Ooesty + e | oy komors | Oooyty &
hodowli - komorki ziarniste komoarki oslonki wewn. ziarn. i cstonki wewn.
(godz.) T e o R F=——_——

s M I M 1T ZN M I M 11 ZN M T M II ZN M I M II ZN

91 59 182 23 79 7} 14 56 332 11 42 17a 41
(10/17)  (3/17)  (4/17) (11/14)  (1/14) (2/14) (16/18)  (8/18)  (2/18) (5/12)  (2/12)  (5/12)

30 41 53% 6 23 620 15 23 770 0 23 620 15
(7/17)  (9/17)  (1/17) (3/13)  (8/13)  (2/13) (3/13) (10/13)  (0/13) (3/13)  (8/13)  (2/13)

24 22 56° 22 18 59P 23 0 75 25 18 64P 18
' (4/18) (10/18)  (4/18) (3/17) (10/17)  (4/17) (0/12)  (9/12)  (3/12) @/m1)  (7/11)  (2/11)
49 0 92¢ 8 19 56P 25 8 7o 15 0 67b 33
= (0/12) (11/12) (1/12) (3/16)  (8/16)  (4/16) (1/13) (10/13)  (2/13) (0/15) (10/15)  (5/15)
48 13 Bl 20 0 550 45 0 100» 0 0 83v 117
(2/15) (10/15)  (3/15) (0/11) (8/11) (5/11) (0/12) (12/12) (0/12) (0/12) (10/12) (2/12)

Objasnienia: M I — metafaza I, M II — metafaza II, ZN — zdegenerowane i niezidentyfikowane, a, b, ¢ — istotnosé¢ roznic na

poziomie (p < 0,05) pomiedzy wartosciami w tej samej kolumnie.
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ooeytow osiggajacych metafaze II w kazdej grupie byl

cdobny po 36, 42 1 48 godz. hodowli. W proponowa-
nych przez nas systemach hodowli zdecydowana wigk-
sza&é (33—T7) oocytow klaczy osiaga pelna dojrzalos¢
jadra w czasie 30—36 godz. Podobne rezultaty uzyskali
Znanzg i wsp. (22) 1 Shabpareh i wsp. (13). Zblizony
procent cocytoéw w stadium met. II po 24 godz. (48°%s)
i po 48 godz. (43°0) uzyskali Desjardins 1 wsp. (3), po
15 godz. (48%0) i 32 godz. (32%) Willis 1 wsp. (21) i po
24 48 godz Del Campo i wsp. (2). Autorzy ci pozy-
skiwali ooeyty z pecherzykow o roznej wielkosei
i prawdopodobnie roinej dojrzalogcl. Byé moze czas
potrzebny oscytom do peinej dojrzatosei jedrowe] za-
lezy od wielkosel pecherzyka. Ooeyty pochadzace z pe-
cherzykow o wieksze] édrednicy ponad 20 mm moga
znajdowaé sie na dalszym gtapie rozwoju mejotycznego
i w krotszym czasie hodowli in vitro dochodza do me-
tafazy II.

W przeprowadzonym eksperymencie dadanie do ho-
dowli komorek pecherzykowych nie wplynelo istotnie
(p > 0953) na wzrost liczhy oocvtow z metafaza 1
(rye. 2). Stwierdzono, ze komérki ziarniste pobrznz
z pecherzykow o 30 mm srednicy i dodane da hodowli
w koncentracji 3 -+ 10%ml nie blokowaly wznowienia
mejozy. Procent aleytow zdegenerswanych i niezidzn-
tyfikowanyeh wynosil od 0% do 41%,

Najwygzszy pracent oocytow w stadium metatazy II
(rye. 2) i z pelna dyspersja wzgorka jajonosinegd {ryc. 1)
uzyskans przy  wspothodowli z komorkami  oslonki
wewnctrznej. Interpretacja tego ziawiska jest trudna
na tym etapie badan. Bye moze, padobnie jak w wa-
runkach in wive wapclhodow!la soeytow z komorkami
ziarnisfymi 1 komorkami astanki wewnetrzne] wplywa
pa dojrzewanie ococytow poprzez regulacyjne mecha-
nizmy zwiazane z produkeja hormmmow 1 innych czyn-
nikew. W mechanizmie kontrolujageym dojrzewanie pz-
cherzyka rownie wazne jest znaczenie komorek peche-
rzykowych, co 1 gonadatropin przysadkowych (8). W
pacherzykach klaczy komorki ostonki wewnetrznej sa
glownyvmi miejscem  syntezy androgenow, ktore po
przedostaniu sie do warstwy ziarnistej ulegaja w jej
kymarkach aromatyzacji do estrogenow (13). Hormony
gonadotropowe FSH 1 LH oraz estradisl byly ohecns
w pazywee hodowlanej. Byé moze hodawane in vitro
komeorki ostanki wewnetrznej pad wplywem egzogen-
nego LH syntetyzuja androgeny, kiore sa aramatyzo-
wane do estradislu w kamérkach ziarnistych. Te syn-
tetyzowane substancje wplywaja nd oocyly poprzez
wewnairzkomérkwe polaczenia, Poniewaz wiadomo, ze
komorki ostonki wewnetrznej klaczy nie sa zdolne do
aromatyzacji, 1o byé moze androgeny produkowane
przez te komdrki wplywaja na wznowienie lub kon-

tynuacje dojrzewanis aseytow zwlaszeza na dysparsjg
wzgorka jajonognego. Ostatnie wyniki Sirotkina (16)

popleraja taka teorig Wedlug tego autora duze steze-
nie estradiolu hamuje dojrzewanie oocytu. W naszych
dodwiadezeniach wyniki uzyskane w h wdawl ooeytow
s komérkami ziarnistymi i komoérkami ostonki we-
wnetrznej, a wise w warunkach odpowiadajaecych za
synteze estradiolu, potwierdzaja te teorie. W tym sy-
stemie hodowli, w przeciwienstwies do wapothodowli
ooeytow z komorkami nstonki wewnetrznej, stymulacja
dyspersji srka nie byla tek widsezna, Moor 1 Troun-
son (10) sugeruja natomiast, ze poezatkowy wysaki po-
zigm estradislu jest konieczny do cytoplazmatycznego
dojrzewania wymaganego nastepnie do rozwoju zarod-
kowego. Nis wiadomd, czy estradiol z hodawlanej po-
zywki moze pehnie te rale w warunkach in vitro, gdyz

nie uzyskano jeszcze ciazy po zaplodnieniu in vitro
oocvtow klaczy, ktore dajrzewaly w  warunkach in
vitra. Byé moze estradiol syntetyzowany w komarkach
uzytych do wspothodowli z oocytami odpowiada za tg
regulacje. Czy system wanttdzialania pomigdzy komor-
kami oslonki wewnetrznej, komérkami ziarnistymi
i oocytem istnieje w warunkach in vitro 1 czy ma
woalyw na dojrzewante jadra i cytoplazmy — bedzie
mozna sie przekonaé uzyskujac powtarzalne cigze i za-
rodki po zaplodnieniu in wvitro oocytow klaczy hodo-
wanych w warunkach in vitro.

Wnioski

1. Wiekszoéé oocytow klaczy w warunkach in vitro
nsiaga pelna dojrzatosé jadra po 30 godz. hodowli.

2. Najlepsze rezultaty uzyskuje sie po 36 1 42 gadz.
hodowli oocytéw w obecnodel komorek ostonki we-
wenetrznej pecherzyka; pelna dyspersje wzgorka jajo-
nognezo stwierdzono odpowiednio u 06% i 97% oocy-
tow i stadium metafazy II u 73" i T7% oocytow.
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CATCHPOLE J, NORTON C. C., GEEGORY M, W.:
Uodpornianie jagniat przeciwko kokcydiozie. (Immunisation
of lambs against coceidiosis), Vet. Rec. 132, 56—59, 1993 (3)

Dwie arupy hlizniaczych Jjagniat utrzymywanych z mat-
kami na pastwisku zarazono 10 tys. oocyst Eimeria cran-
dallis i 10 tys. ogceyst E. ovinoidalis w dniu urodzenta
(erupa 2), w dniu urodzenia. a nastepnis trzykrotnie w
odstepach tygodniowych (grupa 3} lub 1060 ooeyst E. cran-

i 1000 E. ovinoidalis trzykroinie w odstgpach tygod-
h poczynajae od wieku 7 dni (grupa 1), Wszystkie
owee sperymentalne i z grupy kontroing] (niezarazone)
sarazono w wieku 21 dni zycia 100 tys. oocysi kazdego
satunku Eimeria. Nie zauwazono zadnych objawow uboecz-
nych oo immunizacji, Jedynie . ¢randallis rozwijala sie w
arganizmie neworodkow. Zarazenie spowodowalo  padnig-
cia 80%e jagnigt w grupie kontrolnej i 20w w grupie jaz-
niat, kiors otrzyraatly jedna dawke Bimeria w dniu wykotu.

W pozostalych srupach rozwingla sie silna adpornose, kio-

rej nie przelamalo zarazenie eksperymentalne. Jagnigta
z grupy 4 w wieku 9 tygodni zycia mialy najwyzszga mase.
G.



