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WSTEP

Komoérki granulozy pobrane z pecherzykéw jajnikowych swin w warun-
kach hodowli in vitro sg zdolne do syntezy hormonéw sterydowych, co
zostalo wykazane przez Schomberga (1969) i Channing (1970). Brak jed-
nak podobnych danych dla komoérek granulozy krowy. Brak réwniez do-
niesien dotyczgcych zmian histochemicznych, jakim w hodowli in wvitro
podlegaja komponenty jajnika krowy i §wini. Podjeta zostala wiec préba
przebadania w tym aspekcie izolowanych komoérek granulozy i ostonki
wewnetrznej pecherzykéow jajnikowych u obu gatunkéw zwierzagt. W tym
celu starano sie uzyskaé czyste zawiesiny obu typéw komorek, ktore
nastepnie adaptowano do uproszczonych warunkéw hodowli tkankowej,
aby w koncu przebada¢ je pod wzgledem histochemicznym, oznaczajgc
aktywno$é¢ podstawowych enzymoéw biorgcych udzial w biosyntezie hor-
monoéw sterydowych.

MATERIAL I METODY

Do doéwiadczen uzyte zostaly jajniki krowy i $wini w pédznej fazie
folikularnej. Jajniki pobierano od zwierzat rzeznych po okolo 30 min od
momentu zabicia. Po kilkakrotnym plukaniu w soli fizjologicznej, za-
wierajacej antybiotyki, z jajnikéw izolowano cale, dojrzale pecherzyki,
o bogato ukrwionej tece. Z jajnikéw $§winskich izolowano pecherzyki
o $rednicy 7-9 mm, z jajnikéw krowich pecherzyki o Srednicy 12-15 mm.

Komoérki granulozy pobierano metodg Channing. Ostonke wewnetrz-
ng pecherzyka oddzielano od zewnetrznej, oczyszczano bardzo dokladnie
z pozostalych komoérek granulozy i trypsynowano. Izolowane komorki
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zawieszano w pozywce, ktérg bylo medium 199 Parkera, zawierajgce 15%o
surowicy cielgcej i antybiotyki.

Hodowle zakladano w probdéwkach Leightona. Ilo§¢ komoérek wahala
sig zwykle w granicach od 800 000 do 1 000 000 na ml.

Hodowane komoérki badano codziennie, barwigc monolayers barwni-
kami Giemsy lub Wrighta. Wykonywano test na lipidy oraz reakcje
histochemiczne na obecno$¢ enzymoéw: dehydrogenaz 4538-hydroksy-
sterydowej, 178-hydroksysterydowej, 20a-hydroksysterydowej i dehydro-
genazy glukozo-6-fosforanowej. Reakcje histochemiczng oceniano, stosu-
Jac 5-stopniowg skale ocen, opracowang wedlug zasad przyjetych w histo-
chemii. ‘

WYNIKI

Komorki granulozy $wini wymagaly na osadzenie sie, przymocowa-
nie do szkla i adaptacje do warunkéw hodowli od 3 do 5 dni. Czas ten
dla komoérek granulozy krowy byl krotszy o 2 dni. Pomiedzy 5 a 11
dniem hodowli komérki wzrastaly intensywnie, zachowujgc typowy na-
blonkowy ksztalt; obserwowano liczne mitozy. Wystepujaca pod koniec
hodowli zmiana ksztaltu w kierunku fibroblastycznym, silna wakuoli-
zacja plazmy i zluszczanie komoérek s$wiadczyly o rozpoczynajgcej sie
degeneracji. Komérki granulozy zawieraly do§¢ liczne krople lipidéw,
usytuowane zwykle w obwodowej czesSci plazmy komoérkowej. Ilosé lipi-
doéw malala znacznie w koncowym okresie hodowli.

Komorki oslonki wewnetrznej latwo adaptowaly sie do hodowli, ale
wzrost ich byl wolniejszy. Mniejsze od komoérek granulozy — mialy nie-
co fibroblastyczny lub listkowaty ksztalt. W plazmie wystepowaly takze
drobne krople lipidéw. Degeneracja zwigzana ze starzeniem sie komoérek
rozpoczynala sie okolo 12 dnia hodowli. Polegala na silnym zwakuolizo-
waniu czeSci przyjgdrowej plazmy, zmniejszeniu ilo$ci lipidéw, niszcze-
niu plazmy i obumieraniu komorek.

Aktywno$¢ enzyméw w badanych komérkach przedstawiala sie w na-
stepujacy sposob:

Komé r_l{i granulozy — aktywnos$¢ A4°38-SDH byla dos¢ wyso-
ka i utrzymywala sie na stalym poziomie przez caly okres hodowli.
Réznic gatunkowych nie stwierdzono. 173-SDH wykazywala niskg ak-
tywnos¢, jej niewielki wzrost obserwowano w 4 i 11 dniu w komoérkach
$wini, i miedzy 6 a 8 dniem w komérkach krowy. Komérki granulozy
$wini wykazywaly bardzo niskg aktywnos$é 20a-SDH, u krowy aktyw-
nos¢ enzymu rosla od 5 dnia hodowli, ale nigdy nie przekraczala wartosci
Srednich. Aktywno$§¢ G6P-DH rosnie stopniowo w komoérkach $wini,
u krowy enzym ten jest bardzo aktywny od poczatku hodowli.
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Komoérki ostonki wewnetrznej — 4538-SDH byla bardzo
aktywna, wykazywala silne wahania i tendencje wzrostowg w komoér-
kach krowy, mniejsze wahania i tendencje spadkowg w komoérkach $wi-
ni. Aktywnos¢ 173-SDH byla wyzsza w komorkach teki, w poréwnaniu
z komoérkami granulozy; u krowy stopniowo wzrastala, u §wini poczgt-
kowo dos¢ wysoka, znacznie malala w koncowym okresie hodowli. Ko-
moérki teki wykazywaly takze znacznie wyzszg aktywnos$é¢ 20a-SDH, kt6-
ra w komoérkach krowy rosta nieco powyzej wartosci $rednich. G6P-DH
byla bardzo aktywna przez caly okres hodowli w komoérkach $wini,
w komorkach krowy za$§ wykazywala znaczne wahania aktywnosci.

Izolowane komorki granulozy i ostonki wewnetrznej adaptujg sie do
okre$lonych warunkéw hodowli tkankowej. Zmiany cytcmorfologiczne
i cytochemiczne, jakim podlegajg, a przy tym duza aktywno$¢ dehydro-
genaz A°38-hydroksysterydowej i glukozo-6-fosforanowej swiadczg o tym,
ze oba typy komoérek ulegajg luteinizacji w hodowli in wvitro.

Dalsze badania, polegajace na sprawdzeniu wrazliwosci badanych
komoérek na zadzialanie hormonéw gonadotropowych, pozwolg byé moze
na stwierdzenie, ktéra z badanych tkanek ulega silniejszej luteinizacji
i jaki jest udzial obu tkanek w syntezie hormonéw sterydowych.

Anna Cradnuuxka, Cranucaasa Croxaocosa

AKTUBHOCTH DH3UMMOB CTEPUJIOIEHE3A B UM30JMPOBAHHBIX KJIIETKAX
ANYHUKA KOPOBBI M CBUHBU IN VITRO

Pesome

VizonupoBaHHLIe KJETK) TpaHyJio3a M BHYTPEHHE OGOJIOYRM ANYHMKOBON dboa-
JUKYJbl KYJIBTUBUPOBAIM KaK OTAeNbHble monolayers. KieTku rpaHysnosa orbupann
M3 SUYHUMKOB CBMHBM M KOPOBbI B (DONIMKYJIAPHOM (ba3e MOJOBOTO IMKJA 10 METOAY
YeHHMHTA.

KJieTKM BHYTPeHHel O0OJNIOUKM (POJIMKYJIbl M3BJEKAJM U3 MAHYaJIbHO OTAEJIEeH-
HOM 0GOJIOUKM Tocie ee npeasapurenbHoit TpuncuHm3aumn 0,25%-HbiM pacTBOPOM
rpumicuHa. KynbTypsl Beauch B npobupkax JleiiToHa Ha NUTaTENBHONM cpeje COCTaB-
JenHoi1 mn3 xuakoctyu Ilapkepa Tendadbeil CbIBOPOTKMU. KyJabTypbl OTIMYANMNCH XOPO-
ILIMM POCTOM, a KJIETKM — TUIIMYHOI1 JII0TeaJbHOi HOopMOi.

B KyJbLTMBMPOBAHHBLIX KJIETKAaX IPOBOAMJIMUCH TMCTOXMMMWYECKNE MCCIeJ0BaHUA

CIEeAYIOLIMX IH3MMQB:

A538 — OH crepmaHOi AeruAPOreHasbl,

178 — OH cTepMAHOI AeruAporeHasbl,

20a — OH cTepuaHOM AeruMAporeHasnl M IJIIOK030-6-cbocdarTHON meruapore-
Ha3bl.

JlBa mepBBbIX SH3MMAa IOKa3bIBaJM XapaKTepHble KojiebaHMA aKTMBHOCTM B Tede-
Hue 15-18 aHeir KyabTypswl, 200 OH SDH nossaAxack B 6ojiee MO3AHMUX AHAX KYJb-
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Typbl (00b14HO Ha 8-0i1 JeHB), a TIVIIOK030-6-hochaTHasa merMaporeHas’a MPOABIAJIA
AaKTMBHOCTE B TE€YEHME BCEro nepmopa KyJabTypbl.

AKTMBHOCTb BBIIIEYKa3aHHBLIX SH3MMOB CBA3aHA C JIOTEMHU3AIME! SUMYHUKOBBIX
KJIETOK in vitro.

Anna Stadnicka, Stanistawa Stoklosowa

THE ACTIVITY OF SOME STEROIDOGENIC ENZYMES IN THE CELLS
ISOLATED FROM BOVINE AND PORCINE OVARIES

Summary

Isolated granulosa and theca interna cells were cultured as separate mono-
layers. Granulosa cells were collected from bovine and porcine ovaries in follicular

phase of cycle according to Channing. Theca interna cells were obtained by manual
separation followed by trypsinization in 0.25% trypsin.

Cells were grown in Leighton tubes, on Parkers 199 medium containing 15%
of calf serum. Both types of cells were morphologically luteinized and showed

activity of A4%3f-, 176-, and 20a-hydroxysteroid dehydrogenases as well as G6P
dehydrogenase.
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