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jajniku ssaka znajduja si¢ tysiace niedoj-

rzatych oocytow zawartych w matych, nie
rosnacych pecherzykach pierwotnych i w peche-
rzykach rosnacych: przedantralnych i antralnych.
Mimo ogromnych mozliwosci gametotworczych
jajnika ich wykorzystanie mozna uzna¢ za zni-
kome, o czym $wiadczy niska, w poréwnaniu
z innymi gromadami zwierzat, rozrodczo$¢ sa-
mic. To stwierdzenie dotyczy zwlaszcza zwierzat
gospodarskich, a szczegolnie bydta, gdyz samica
tego gatunku rodzi $rednio w ciagu zycia tylko 4
do 6 cielat.

W jajniku ssaka nastgpuje ciagly wzrost
1rozwdj pecherzykow, jednakze znakomita ich
wigkszo$¢ oraz zawartych w nich oocytéw (po-
nad 99,9%) ginie w procesie atrezji. Znikomy
odsetek pecherzykdéw, wynoszacy zaledwie
0,05%, rozwija si¢ do owulacji, dostarczajac doj-
rzate, zdolne do zaptodnienia komorki jajowe
(Erickson, 1966; Saumande, 1991). Z uwagi na
te uwarunkowania, opracowanie metod pozwa-
lajacych na wykorzystanie tej ogromnej liczby
oocytow zawartych w matych pecherzykach jaj-
nikowych poprzez uzyskiwanie bardzo wcze-
snych stadiow rozwojowych pecherzyka i diu-
gotrwata hodowlg in vitro byloby uzasadnionym
przedsigwzigciem o znaczeniu aplikacyjnym.
Hodowla pecherzykéw wcezesnych stadidw roz-
wojowych, w polaczeniu z technikami juz sto-
sunkowo dobrze opanowanymi, tj. kompleksowa
metoda pozaustrojowej produkcji zarodkdéw, po-
zwalataby na szersze wykorzystanie potencjatu
gametotworczego jajnikow, stanowiac zrédio

duzej liczby gamet, zaréwno dla pozaustrojo-
wego uzyskiwania zarodkow, jak i dla wielu in-
nych metod biotechnologicznych, jak np. klono-
wania czy transgenezy.

Pierwsze prace nad uzyskiwaniem i ho-
dowla matych pecherzykow jajnikowych prze-
prowadzano na myszach i szczurach, a pionier-
ska publikacja na temat izolacji tych pecherzy-
kow zostala opublikowana przez Groba (1964).
U myszy, badania nad izolacja i hodowla pgche-
rzykoéw przedantralnych doprowadzity do opa-
nowania metod wzrostu i dojrzewania oocytow,
wzrostu pecherzykow z utworzeniem antrum,
owulacji in vitro, uzyskania potomstwa po za-
ptodnieniu in vitro dojrzatych in vitro oocytow
uzyskiwanych z pecherzykoéw przedantralnych,
anawet pecherzykéw pierwotnych. Omawiane
techniki uzyskiwania i hodowli matych peche-
rzykow jajnikowych zostaty stosunkowo dobrze
opanowane jedynie u gryzoni, a przede wszyst-
kim u myszy. Wynikalo to z faktu, ze petny roz-
woj pecherzyka od momentu zapoczatkowania
wzrostu az do osiagnigcia stadium przedowula-
cyjnego trwa u tego gatunku 21 dni, czyli jest 4-,
S5-krotnie krétszy niz u bydta. Postep w hodowli
pecherzykow przedantralnych u zwierzat gospo-
darskich, a zwlaszcza u bydta, byt niewspoimier-
nie skromniejszy. Badania u bydta zapoczatko-
wano dopiero w 1991 r. (Jewgenow 1 Pitra,
1991), a koncentrowaly si¢ one gléwnie na opra-
cowaniu metod uzysku i wstepnych probach ho-
dowli in vitro. Szersze omowienie tych zagad-
nien Czytelnik znajdzie w pracach przeglado-
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wych 1 monograficznych (Katska, 1997, 2001a;
Katska i in., 2002; Katska-Ksiazkiewicz, 2003).

Badania zmierzajace do opracowania
metody dhugotrwalej hodowli oocytow z wcze-
snoantralnych pecherzykéw jajnikowych bydta
zostaly zapoczatkowane w Instytucie Zootech-
niki w 1996 r. Poczatkowo, tj. w latach 1996 do
1998, badania te byly realizowane w projekcie
autorskim KBN, a w 1998 roku zapoczatkowano
w tym zakresie badan wspoétprace z Niemcami.
Byta ona mozliwa dzigki umowie miedzyrzado-
wej z zakresu wspotpracy naukowej i naukowo-
technicznej w dziedzinie rolnictwa, ktora reali-
zowana jest nieprzerwanie do chwili obecne;j.
Krajowym koordynatorem wspodtpracy Instytutu
Zootechniki z Forschungsinstitut fiir die Biologie
landwirtschaftlicher Nutziere (FBN) w Dummer-
storf koto Rostocku jest autorka niniejszego
opracowania, natomiast funkcj¢ koordynatora
niemieckiego petni dr Hannelore Alm. W trzech
ostatnich latach (2003 do 2005) badania byty
finansowane z grantu zamawianego, jako zadanie
badawcze pt. ,,Okreslenie warunkéw diugotrwa-
lej hodowli in vitro oocytow z wczesnoantral-
nych pecherzykéw jajnikowych bydta” (Katska-
Ksiazkiewicz i Alm, 2004 a; Katska-Ksigzkie-
wicz i in., 2005 b, 2006 a).

Dorobek naukowy, obejmujacy wyniki
badan prowadzonych do roku 2002, tj. w pierw-
szym z wymienionych projektéw badawczych,
a takze w ramach wspotpracy z Niemcami, obej-
mowat dwie prace oryginalne (Katska i Rynska,
1998; Katska i in., 2000), artykut przegladowy
(Katska, 1997), dwie monografie (Katska, 2001
a; Katska 1 in., 2002), byt takze prezentowany na
krajowym zjezdzie (Katska, 2001 b) i pigciu mig-
dzynarodowych sympozjach (Alm i Katska,
2002; Katska i Rynska, 1996, 1997; Katska 1 in.,
1998 a, b). Celem badan bylo opracowanie me-
tod uzysku pecherzykow przedantralnych i weze-
snoantralnych z jajnikow bydlecych, ich ocena
i klasyfikacja morfologiczna, a takze dtugotrwata
hodowla in vitro prowadzaca do wzrostu pgche-
rzykéw 1 oocytow. Poréwnujac mozliwosci uzy-
sku matych pegcherzykow jajnikowych od jato-
wek i1 krow, stwierdzono podobne liczby pgche-
rzykoéw poszczegolnych klas wielkosci. Najcze-
sciej izolowane pecherzyki posiadaty srednicg od
125 do 274 um i stanowily odpowiednio 68
175% catkowitej populacji izolowanych pgche-
rzykow jajnikowych jaldwek i krow (Katska

i Rynska, 1996, 1997, 1998). Wykazano, ze czas
przezywania pecherzykow in vitro zalezy od ich
wielkos$ci przed rozpoczgciem hodowli. Najdtuz-
szy okres wzrostu wykazywaly pecherzyki
o $rednicy 275 do 324 yum (Katska i Rynska,
1996, 1997, 1998). Wzrost srednicy hodowanego
pecherzyka, niezaleznie od rodzaju uzytej po-
zywki, nie przekraczal 73% jego wyjsciowej
wielkosci (Katska i Rynska, 1998). Nie stwier-
dzono istotnych réznic we wzroscie peche-
rzykow zakwalifikowanych do réznych klas
wielkosci, czy tez w zaleznosci od rodzaju uzytej
pozywki. Stwierdzono natomiast korzystny
wplyw na wzrost pecherzykow dodatkowych
uzupehien pozywki zwiazkami energetycznymi,
hormonami i czynnikami wzrostu (Katska i Ryn-
ska, 1998). Wyniki naszych badan (Poéhland
iin., 1998), a takze innych autorow (Ralph i in.,
1995, 1996; Saha i in., 2000; Wandji i in., 1996)
wskazywaty, ze szczeg6lnie korzystny wplyw na
rozwoj pecherzykow przedantralnych w hodowli
in vitro wywiera dodatek hormonu stymuluja-
cego wzrost pecherzykow — FSH, przyspieszajac
proliferacje i réznicowanie komorek ziarnistych,
a takze zapobiegajac ich apoptozie. Ponadto, in-
sulina, transferyna, selen, glutamina i pirogro-
nian sodu znacznie przyspieszaty proliferacje
komorek ziarnistych. Potwierdzeniem tego wnio-
sku bylo wykazanie przeszto dwukrotnie wyz-
szego odsetka wzrostu i czasu przezywania pg-
cherzykéw hodowanych w pozywce wzbogaco-
nej tymi skladnikami w poréwnaniu z kontrola
(Katska i Rynska, 1998).

Stwierdzono roéwniez, ze S$rednica za-
rowno pecherzyka, jak i oocytu bydlecego, wzra-
sta stopniowo w miar¢ przedtuzania okresu ho-
dowli, a niektoére pecherzyki moga przezy¢
w hodowli nawet do 3 tygodni (Katska i Rynska,
1998). Najbardziej istotnym kryterium oceny
hodowli in vitro pgcherzykow jest stan morfolo-
giczny oocytow izolowanych z nich po ukoncze-
niu hodowli, a takze kompetencje rozwojowe
tych oocytow. Wandji i in. (1996) obserwowali
wystgpowanie masowe] degeneracji 0ocytow
w bydlecych pecherzykach przedantralnych ho-
dowanych 5 do 6 dni, mimo ze stwierdzano
w tych pecherzykach proliferacje komorek ziar-
nistych 1 aktywno$¢ sekrecyjna. Prowadzone
w naszych badaniach analizy konfiguracji chro-
matyny jadrowej oocytéw uzyskanych ze $Swie-
zych, tzn. nie hodowanych, a takze hodowanych
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Weczesnoantralne pgcherzyki jajnikowe izolowane z jajnikéw bydlecych, przeznaczane do hodowli in vitro
(mikroskop stereoskopowy, pow. 40 x)
Early antral ovarian follicles isolated from bovine ovaries for in vitro culture
(stereoscopic microscope, 40 x magnification)
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Kompleks oocyt-komorki wzgorka jajonosnego, uwalniany z pecherzyka wczesnoantralnego po 14 dniach
hodowli in vitro (mikroskop stereoskopowy, pow. 40 x)
Cumulus-oocyte complex released from early antral follicle after 14 days of in vitro culture
(stereoscopic microscope, 40 x magnification)

D) .

Konfiguracja chromatyny w oocytach bydlgcych z wezesnoantralnych pecherzykow, rosnacych, a nastgpnie
dojrzewajacych in vitro. (A) Oocyt w stadium pecherzyka zarodkowego, w diplotenie. (B) Stadium metafazy 1.
(C) Stadium telofazy I. (D) Stadium metafazy II z widocznym ciatkiem kierunkowym
(mikroskop fazowo-kontrastowy, pow. 1000 x)

Chromatin configuration in bovine oocytes from early antral follicles, growing and then maturing in vitro.
(A) Germinal vesicle oocyte in diplotene. (B) Metaphase 1. (C) Telophase I. (D) Metaphase Il with a visible
polar body (phase-contrast microscope, 1000 x magnification)
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in vitro bydlgcych pecherzykoéw jajnikowych
(Katska 1 in., 2000) wykazaly, ze w hodowli
trwajacej do 14 dni wigkszo$¢ oocytow pozostaje
w stadium pecherzyka zarodkowego (ang. ger-
minal vesicle — GV) i nie obserwuje si¢ istotnych
réznic w czgstotliwosci wystgpowania tego sta-
dium migdzy oocytami ocenianymi bezposrednio
po uzyskaniu (69,4%) a hodowanymi przez 6, 8,
11 i 14 dni (odpowiednio 54,3; 56,4; 65,9
170,5%). Natomiast, przedtuzenie okresu ho-
dowli do 17 dni powodowalo spadek odsetka
oocytow w stadium GV (do 25,6%), wzrost od-
setka oocytow wykazujacych przedwczesne za-
poczatkowanie mejozy (ang. germinal vesicle
breakdown — GVBD; 39,5%) i degeneracje
(37,2%). Kolejnym kryterium oceny jakoSci
oocytow jest ich zdolno$¢ do osiagnigcia doj-
rzalosci po ukonczeniu okresu wzrostu w peche-
rzyku. Wstgpne wyniki prowadzonych badan
wykazaly, ze tylko nieliczne oocyty uzyskane
z pecherzykow o poczatkowej wielkosci nie
przekraczajacej 400 pm mogty uzyskaé zdolnosc¢
do dojrzewania in vitro w 24—godzinnej hodowli
poprzedzonej 14—dniowym okresem wzrostu in
vitro w pecherzyku. Nieco bardziej obiecujaca
okazata si¢ opracowana przez autorOw japon-
skich (Yamamoto i in., 1999) 14-dniowa ho-
dowla komplekséw oocyt + komoérki wzgorka
jajonos$nego wraz ze §ciennymi komoérkami ziar-
nistymi (ang. cumulus-oocyte-granulosa cell
complexes — COCGs), ktore pobierano z matych
pecherzykéw antralnych o $rednicy 0,5 do 0,7
mm, zatapiano w zelu kolagenowym, a nastgp-
nie, po uwolnieniu z zelu umieszczano w po-
zywce do dojrzewania na okres okoto 24 godzin,
po czym zaptadniano in vitro, a uzyskane zarodki
hodowano az do stadium blastocysty. Technika
ta wymaga niezwykle starannej selekcji kom-
plekséw przeznaczanych do hodowli, a co sig
ztym wiaze, znacznego doswiadczenia opera-
tora. Zastosowanie tej skomplikowanej proce-
dury pozwolito na uzyskanie w 1999 roku pierw-
szego cielecia w wyniku transplantacji rozwija-
jacego si¢ in vitro zarodka (Yamamoto i in.,
1999). Niestety, efektywnos$¢ metody okazata si¢
niska, gdyz wynosita zaledwie 2 do 4%. Nie-
mniej, te rezultaty zachgcity nas do kontynuacji
badan. Celem realizowanych przez nas badan
bylo opracowanie metod dlugotrwatej hodowli
oocytow z wczesnoantralnych pecherzykéw jaj-
nikowych bydta, ktére pozwola na uzyskiwanie

dojrzatych komorek jajowych, przydatnych do

zaptodnienia pozaustrojowego. Dorobek na-

ukowy, bedacy wynikiem tych badan, obejmuje
dwie prace oryginalne (Alm i in., 2006; Katska-

Ksiazkiewicz i Alm, 2005 a), trzy artykuly prze-

gladowe (Katska-Ksiazkiewicz, 2006; Opiela

1 Katska-Ksiazkiewicz, 2004, 2005) i dwie mo-

nografie (Katska-Ksiazkiewicz, 2003; Katska-

Ksiazkiewicz i in., 2006 b), prezentowany byt

rowniez na 7 krajowych i migdzynarodowych

sympozjach (Katska-Ksiazkiewicz i Alm, 2003,

2004 a, b, 2005 b, c; Katska-Ksigzkiewicz i in.,

2005 b, 2006 a).

Do badan pozyskiwano wczesnoantralne
pecherzyki o $rednicy od 300 do 700 um (Alm
1in., 2006; Katska-Ksiazkiewicz i Alm, 2004 a).
Weczesnoantralne pecherzyki hodowano in vitro
przez 7 do 14 dni, w dwoch systemach hodowli,
stosujac:

1) hodowle catych pecherzykdow;

2) hodowle kompleksow oocytow z komor-
kami wzgorka jajonosnego i $ciennymi ko-
moérkami ziarnistymi (COCGs).

Jak wynikalo z naszych badan (Katska-Ksiaz-

kiewicz i Alm, 2003, 2004 a, b), hodowla izolo-

wanych z wczesnoantralnych pecherzykow kom-
pleksow COCGs prowadzita do utworzenia

w hodowli  pecherzykopodobnych  struktur.

Oocyty hodowane w takich strukturach mogly

uzyskiwa¢ kompetencj¢ mejotyczna, a nastgpnie

dojrzewaé¢ do stadium metafazy I, przy czym
uzyskiwana efektywnos$¢ byla okoto 2-krotnie
wyzsza w porownaniu z uzyskana dla oocytow
hodowanych w catych pecherzykach. Jednakze,
mimo uzyskania pozytywnych rezultatdow ho-
dowli izolowanych kompleksow COCGs, efek-
tywnos¢ metody nie byta zadowalajaca. Mozna
byto zakladaé, ze gldéwnym powodem niskiej
efektywnosci hodowli kompleksow COCGs byta
utrata lacznosci miedzy oocytem a otaczajacymi
go komorkami ziarnistymi, nastgpujaca wskutek
migracji tychze komorek, co w konsekwencji
powodowato zaburzenia w odzywianiu oocytow
i regulacji parakrynnej. Migracja komorek ziar-
nistych w trakcie hodowli nastgpowata w efekcie
namnazania si¢ komorek, a jej konsekwencja
byla stopniowa utrata przylegajacych do oocytu
komorek wzgorka jajonosnego, a nastgpnie de-
generacja oocytu. Wydawalo si¢ wigc zasadne
poszukiwanie takich nowych rozwigzan meto-
dycznych, ktore pozwolilyby na zachowanie tej
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lacznosci, czyli zapobiegatyby migracji komorek
ziarnistych w trakcie hodowli. Natomiast w przy-
padku hodowli catych, izolowanych pecherzykow
jajnikowych, gtownym powodem zmian degenera-
cyjnych w pecherzykach, a zwlaszcza w zawartych
w tych pecherzykach oocytach, moze by¢ ich nie-
dotlenienie, spowodowane ograniczonym doste-
pem tlenu w hodowli tak duzych struktur. Tak
wigc, uznano za celowe poszukiwanie takich roz-
wigzan metodycznych, ktore pozwolityby na elimi-
nacj¢ lub ograniczenie tych niekorzystnych zja-
wisk. Wprowadzono modyfikacje warunkow ho-
dowli w oparciu 0 nowe, nie stosowane dotychczas
rozwiazania, poréwnujac je z technikami stoso-
wanymi wczesniej przez innych autorow. W ho-
dowli wzrostowej kompleksow COCGs zastoso-
wano wigc cztery rozne warianty hodowli:

» mikrodotki (ang. well of the well - WOW)
wydrazane w 4-dotkowych naczynkach pla-
stikowych (Katska-Ksiazkiewicz 1 Alm,
2005 a);

» duza objetos¢ zelu kolagenowego, tj. 2 X
400 pl (Alm i in., 2006; Katska-Ksigzkie-
wicz i Alm, 2005 a, b, c¢; Katska-Ksigzkie-
wicz i in., 2005 b, 2006 a);

» mikrokrople Zelu kolagenowego 2 x 5 pl
(Alm i in., 2006; Katska-Ksiazkiewicz
1 Alm, 2005 a, b, ¢; Katska-Ksigzkiewicz
iin., 2005 b, 2006 a);

» hodowla na specjalnych wktadkach — inser-
tach  pokrytych  Zelem  kolagenowym,
w pozywce o zwigkszonej gestosci poprzez
uzupetnienie 4% poliwinylopirolidyny - PVP
15% plodowej surowicy cielecej (Katska-
Ksigzkiewicz 1 Alm, 2005 c¢; Katska-
Ksiazkiewicz i in., 2006 a).

W hodowli catych pecherzykow jajnikowych sto-
sowano rowniez cztery warianty hodowli:

»  mikrodotki WOW (Katska-Ksiazkiewicz
1 Alm, 2005; Katska-Ksigzkiewicz 1 in.,
2005 b);

» duza objgtos¢ zelu kolagenowego, tj. 2 X
400 pl (Alm i in., 2006; Katska-Ksiazkie-
wicz 1 Alm, 2005 a, b; Katska-Ksigzkiewicz
iin., 2005 b, 2006 a);

» mikrokrople zelu kolagenowego 2 x 5 pul
(Alm 1 in., 2006; Katska-Ksiazkiewicz
1 Alm, 2005 a, b, ¢; Katska-Ksigzkiewicz

iin., 2005 b, 2006 a);

» hodowla w wiszacych kroplach pozywki,
tzw. hodowla ,,odwrocona” (Katska-Ksiaz-
kiewicz i Alm, 2005 a, b, c; Katska-Ksigz-
kiewicz i in., 2005 b, 2006 a).

Po ukonczeniu hodowli wzrostowej
oocyty o prawidlowym wygladzie morfologicz-
nym uwalniano badz ze $ciennych komorek ziar-
nistych (tworzacych struktury pegcherzykopo-
dobne) badz z pecherzykéw, umieszczano je
w pozywce do dojrzewania oocytow na okres
okoto 24 godzin, po czym oceniano ich jako$¢
morfologiczna oraz dojrzato$¢ do zaplodnienia
(ocena cytogenetyczna). Czes¢ dojrzatych in vi-
tro oocytow, o prawidtowym wygladzie morfolo-
gicznym, pochodzacych z najbardziej efektyw-
nych wariantéw hodowli, przeznaczano do za-
ptodnienia in vitro stosujac standardowa proce-
dure kapacytacji i zaptodnienia (Katska-Ksiaz-
kiewicz i in., 2005 a). Po zaptodnieniu, oocyty
umieszczano w hodowli na okoto 24 godziny ce-
lem sprawdzenia ich zdolno$ci do podejmowania
rozwoju zarodkowego, a nastgpnie utrwalano je
w celu przeprowadzenia mikroskopowej oceny
wynikow  zaptodnienia (Katska-Ksigzkiewicz
1in., 2005 ¢; Katska-Ksigzkiewicz i in., 2006 a).

Stwierdzono, Zze oocyty rosnace w izo-
lowanych kompleksach COCGs, umieszczanych
w mikrodotkach WOW lub na insertach pokry-
tych zelem kolagenowym, w pozywce o zwigk-
szonej lepkosci i/lub w mikrokroplach zZelu kola-
genowego wykazywaly podobna jako$¢ morfo-
logiczna, bowiem uzyskiwano okoto 35% oocy-
tow przydatnych do dojrzewania in vitro po
ukonczeniu hodowli wzrostowej oraz podobna
zdolno$¢ do dojrzewania in vitro (ok. 20% doj-
rzatych oocytow). Natomiast, oocyty rosnace
w kompleksach COCGs zatopionych w duzej ob-
jetosci zelu przezywaty znacznie krocej w ho-
dowli wzrostowej, gdyz uzyskiwano tylko okoto
35% oocytow przydatnych do dalszej hodowli, tj.
do dojrzewania in vitro. W drugim systemie ho-
dowli, tj. w hodowli catych, izolowanych peche-
rzykoéw, odsetek przezywajacych oocytow byt
zdecydowanie mniejszy i stanowit: 4,8%, 8,5%,
44,0% i 39,3%, odpowiednio dla wariantéw ho-
dowli: WOW, duza objetos¢ zelu, mikrokrople
zelu i krople wiszace. Po dojrzewaniu in vitro
tych oocytow najwyzszy odsetek dojrzatych
oocytow (6,8%) uzyskano z hodowli w mikro-
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kroplach zelu kolagenowego.

Porownano zdolno$¢ do zaplodnienia
i podejmowania rozwoju zarodkowego oocytow
z wezesnoantralnych pecherzykéw, ktére umiesz-
czano w hodowli w catych, izolowanych pgche-
rzykach zawieszanych w wiszacych kroplach po-
zywki lub uzyskiwano kompleksy COCGs
umieszczajac je w hodowli wzrostowej w mikro-
kroplach zZelu kolagenowego albo na insertach
pokrytych zZelem, a nastepnie przeprowadzano
dojrzewanie i zaptodnienie in vitro oocytow
o prawidlowym wygladzie —morfologicznym.
Stwierdzono, ze oocyty rosnace w izolowanych
kompleksach COCGs w mikrokroplach zelu ko-
lagenowego albo na insertach pokrytych zelem
osiagaly wyzsza zdolnos¢ do zaptodnienia (od-
powiednio 47,9% i 21,4%) oraz rozwoju zarod-
kowego (odpowiednio 6,7% i 8,3%) w poréwna-
niu z oocytami rosnagcymi w catych, izolowanych
pecherzykach (25,0% oocytow zaptodnionych
1 brak dzielacych si¢ zarodkow).

Dotychczasowe badania wskazuja na
mozliwo$¢ uzyskiwania zarodkow z kompleksow
COCGs izolowanych z bydlecych wczesnoan-
tralnych pecherzykoéw jajnikowych, a tym sa-
mym na mozliwo$¢ lepszego wykorzystania po-
tencjalu rozrodczego samicy. Opracowana przez
nas nowa metoda hodowli kompleksow COCGs
w mikrokroplach zelu kolagenowego pozwala na

zwigkszenie odsetka oocytow przydatnych do
dojrzewania i zaptodnienia in vitro w stosunku
do standardowej metody hodowli stosowanej
przez innych autorow (duza objetos¢ zelu kola-
genowego, tj. 2 x 400 ul). Uzyskanie stosunkowo
wysokiego odsetka zaptodnionych oocytow, kto-
rych cze$¢ byla zdolna do podjecia rozwoju za-
rodkowego, nalezy uzna¢ za osiagnigcie umozli-
wiajace realizacj¢ zamierzonych celéw badaw-
czych, tj. szerszego wykorzystania potencjatu
gametotworczego jajnika. Uzyskiwana efektyw-
no$¢ nie jest jeszcze zadowalajaca, tzn. nie po-
zwala na praktyczne wykorzystanie w pracach
biotechnologicznych oocytow pochodzacych
z matych pecherzykow. Wskazuje to na potrzebg
kontynuacji badan. Badania naleza niewatpliwie
do trudnych, czaso- i pracochlonnych. Wyma-
gaja nie tylko znacznego doswiadczenia i cier-
pliwosci operatora, lecz rowniez doskonatego
wyposazenia laboratorium, z uwagi na koniecz-
nos¢ prowadzenia dlugotrwalych hodowli, ktére
jakze tatwo moga ulega¢ roznorodnym infek-
cjom, niekiedy nawet po wielu dniach doswiad-
czen. Zapewne te ograniczenia sprawiaja, ze pra-
ce z tego zakresu prowadzone sa tylko w nie-
licznych osrodkach naukowych, glownie japon-
skich. W tej sytuacji jednak nasz udziat w tych
badaniach mozna uzna¢ za cenne osiagnigcie
i zamierzenie warte kontynuacji.
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POSSIBILITY OF USING OOCYTES FROM SMALL OVARIAN FOLLICLES OF CATTLE
FOR EMBRYO PRODUCTION -STUDIES AT THE NATIONAL RESEARCH INSTITUTE
OF ANIMAL PRODUCTION

Summary

The mammalian ovary contains thousands of immature oocytes found in small, non-growing primary follicles and
in growing, preantral and antral follicles. Although the ovary has enormous gametogenic potential, their use is negligible, as
evidenced by low reproductiveness of females compared to other classes of animals. Considering these factors, it would be
justified to develop methods for using the huge number of oocytes found in small ovarian follicles through the production of
very early developmental stages of the follicle and long-term in vitro culture. Culture of follicles in early developmental
stages, combined with relatively well established techniques, i.e. the complex method of in vitro embryo production, would
enable the gametogenic potential of ovaries to be used to a greater extent, providing a large number of gametes for both in
vitro embryo collection and many other biotechnological techniques such as cloning or transgenesis. The paper presents
achievements in the studies carried out at the National Research Institute of Animal Production on long-term in vitro culture

of oocytes from small ovarian follicles of cattle.
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