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KROK MILOWY
W ZAPLODNIENIU
IN VITRO U KONI
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odowcy wartosciowych koni
od lat interesuja si¢ techni-
kami wspomaganego rozro-
du ART (Assisted reproduc-
tion techniques), poniewaz
dzigki tym metodom moga jednoczesnie
wykorzystywa¢ wybitne konie w sporcie
i uzyskiwaé od nich maksymalng liczbe
potomstwa. Techniki wspomaganego
rozrodu dajg réwniez szanse na uzyska-
nie potomstwa od osobnikéw z zaburze-
niami plodnosci, od osobnikéw starych
lub nawet wiele lat po ich §mierci. Nie-
stety rozwdj biotechnik rozrodu u koni
postepuje znacznie wolniej niz u innych
gatunkéw zwierzat gospodarskich. Ma to
zwigzek przede wszystkim z brakiem
mozliwoéci wywolania superowulacji
u klaczy, a co za tym idzie ograniczonym
dostepem do oocytéw i zarodkéw. Sytu-
acje komplikuje réwniez ograniczony do-
step do materiatu rzeznego i mozliwos¢
prowadzenia badari naukowych na sze-
roka skale z wykorzystaniem izolowanych
jajnikéw, ze wzgledu na kontrowersje
etyczne zwigzane z ubojem koni i male-
jaca liczba rzezni konskich, zaréwno
w Polsce, jak i na calym swiecie.
Poczatek rozwoju biotechnologii roz-
rodu koni datuje si¢ na 1898 rok, w kt6-
rym pojawilo si¢ pierwsze oficjalne do-
niesienie o skutecznej inseminacji klaczy
(5). Od tego czasu nastapit znaczacy po-
step w rozwoju technik wspomaganego
rozrodu koni, ale niewspéImiernie maty
w stosunku do innych gatunkéw zwierzat
gospodarskich. Obecnie najpopularniej-
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sze i najszerzej wykorzystywane w prak-
tyce hodowlanej metody wspomaganego
rozrodu to inseminacja, zaréwno nasie-
niem $wiezym, jak i mrozonym oraz
transplantacja zarodkéw §wiezych lub
przechowywanych krétkotrwale. Nato-
miast technologie zwigzane z produkcja
zarodkéw konskich in vitro rozwinely sie
dopiero w ostatnich latach, w momencie,
gdy podobne techniki u innych gatunkéw
zwierzat osiagnely znaczacy postep
i znalazly juz zastosowanie w praktyce
na szeroka skale. Mozliwo§é¢ skuteczne-
go zaplodnienia in vitro i uzyskiwanie
zarodkéw w warunkach pozaustrojowych
ma wiele korzysci, zaréwno hodowla-
nych, jak i ekonomicznych (8). Dzigki za-
plodnieniu in vitro mozemy uzyskiwaé
wiele zarodkéw od jednej klaczy, od kla-
czy ze schorzeniami macicy, klaczy ro-
nigcych, starszych, aktywnych w sporcie.
Ponadto, do zaplodnienia iz vitro moze
zosta¢ wykorzystane nasienie nawet bar-
dzo zlej jakosci. Uzyskane zarodki w wy-
niku procedury zaplodnienia in vitro
moga by¢ wykorzystane do transferu
bezposrednio po procedurze lub maga-
zynowane w bankach zarodkéw, sprze-
dawane i wysylane na duze odlegtosci.
Zarodki mogg by¢ transferowane do ma-
cicy klaczy dawczyni oocytéw lub do in-
nej klaczy biorczyni.

Przez wiele lat, jedyna skuteczng meto-
da zaplodnienia in vitro oocytéw klaczy
byla metoda docytoplazmatycznej iniek-
¢ji plemnika (ICSI — intracytoplasmic
sperm injection). Pierwsze Zrebi¢ uzyska-
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ne tg metoda przyszlo na wiat w 1996 ro-
ku w USA (11). Od tamtej pory jedynie
kilka osrodkéw na §wiecie oferuje komer-
cyjna ustuge zaplodnienia iz vifro u koni
ta metoda. Jest to spowodowane przede
wszystkim trudno$ciami technicznymi
zwigzanymi z przeprowadzeniem ICSI.
Do wykonania mikroiniekeji plemnika
do oocytu (ICSI) niezbedny jest miroma-
nipulator, urzadzenie, ktére jest bardzo
drogie, a do jego obslugi konieczny jest
wykwalifikowany embriolog z duzym do-
$wiadczeniem w manualnym wykonywa-
niu mikromanipulacji na gametach. Tak
wigc przez wiele lat hodowcy koni zmu-
szeni byli wysyla¢ oocyty pobrane od swo-
ich klaczy do wybranych o$rodkéw, cze-
sto droga lotniczg. Nastgpnie uzyskane
zarodki transportowane byly z powrotem
do hodowcy, co generowato dodatkowe
koszty i wymagalo dopilnowania wielu
formalnosci dotyczacych transportu ma-
teriatu biologicznego.

Alternatywa dla docytoplazmatyczne;j
iniekeji plemnika (ICSI) jest tak zwa-
na klasyczna metoda zaplodnienia in vi-
tro (IVF — in vitro fertilisation). Jest to
metoda fatwa i tania, przez co z powo-
dzeniem stosowana u wigkszosci gatun-
kéw zwierzat na szerokg skale. Jednakze
w przypadku koni przez wiele lat nie uda-
walo sie w powtarzalny sposéb uzyskiwaé
Zrebigt, a nawet zarodkéw w wyniku kla-
sycznego zaplodnienia in vitro (IVF).
Na przestrzeni lat tylko dwukrotnie,
w 1989 i w 1991 roku, pojawily si¢ do-
niesienia o urodzeniu Zrebigt w wyniku



ADOBE STOCK

A milestone in equine
in vitro fertilization

Assisted reproduction techniques
for horses are developing relatively
slowly, compared to those for other
domestic animals, because of

a wide range of species-specific
barriers. For many years methods
for standard in vitro fertilization
have been difficult to establish

in the horse. In 2022, a breakthrough
occurred and the first foal after
standard IVF was born.

The aim of this review article is to
discuss the problem of in vitro
embryo production in horses

and describe a new method of

in vitro fertilisation (IVF).

Keywords: horses, fertilization, in vitro.

zastosowania tej metody (1, 10). Przez
wiele lat w wielu o§rodkach bezskutecz-
nie prébowano odtworzyé protokoly,
w wyniku ktérych urodzily sie powyzej
opisane Zrebieta. Dodatkowo, w obu
przypadkach wykorzystano oocyty doj-
rzewajace in vivo, pobrane z pecherzykéw
przedowulacyjnych, a nie oocyty dojrze-
wajace in vitro. Przyczyn niepowodzen
szukano zaréwno w przygotowaniu oocy-
téw, jak i nasienia, a takze w warunkach
hodowli iz vitro zarodkéw. Przypuszcza-
no, ze przyczyng niepowodzen moga by¢
zaburzenia podczas dojrzewania in vitro
oocytéw. Okoto 40-70 % oocytéw klaczy
osigga metafaze II po dojrzewaniu in vi-
tro, podczas gdy oocyty §win, kréw czy
kéz osiggaja metafaze 11 az w 90 %, (4).
Ponadto ostonka przejrzysta ulega specy-
ficznym zmianom podczas hodowli in vi-
tro, utrudniajgc penetracje plemnikéw.
Zaktadano takze, ze brak zadowalajacych
wynikéw ma zwigzek z niewlasciwg pro-
cedurg kapacytacji plemnikéw ogiera
w warunkach iz vifro, przez co plemniki
nie sg zdolne do wnikniecia do oocytu
bez pomocy mikromanipulatora. W swie-
tle obecnych badan i opracowaniu proto-
koléw pozwalajacych uzyskiwac Zrebieta
wwyniku IVE ta hipoteza wydaje si¢ naj-
bardziej prawdopodobna.

W 2022 roku nastgpil wielki przelom
i przetamanie bariery uniemozliwiajacej
klasyczne zaplodnienie in vitro u koni
(IVF). Po wielu latach préb, naukowcom
z Uniwersytetéw w Pensylwanii i Texasie
w USA udalo si¢ uzyska¢ bardzo wyso-
kie wskazniki rozwoju zarodkéw po za-
plodnieniu IVF: 90 % zaplodnionych
oocytéw, z czego 74 % rozwinglo si¢
do stadium blastocysty. Trzy zarodki
transferowano do klaczy biorczyn
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Ryc. 6. Zrebigta urodzone w wyniku zaptodnienia in vitro (IVF). A — pierwsze

Zrebieta na Swiecie po IVF, US Pensylwania, USA, 2022. B - pierwsze zrebig

urodzone po IVF z wykorzystaniem nasienia mrozonego, US Davis, USA 2024.

C - pierwsze zrebie w Europie urodzone w wyniku IVF, Uniwersytet w Ghent,
Belgia, 2023.

Ryc. 3. A, B — oocyty klaczy otoczone komérkami ziarnistymi.
C - oocyt klaczy oczyszczony zkomoérek ziarnistych.

Ryc. 4. A - oocyt klaczy z widocznym pierwszym ciatkiem kierunkowym.
B — oocyt klaczy po zaptodnieniu zwidocznymi dwoma ciatkami kierunkowymi.

Ryc. 1. Przyzyciowe pozyskiwanie
oocytéw od klaczy (OPU — ovum
pick-up).

i wszystkie trzy klacze urodzily zdrowe
zrebigta (2), (ryc. 6). Kluczem do sukce-
su okazalo si¢ wydluzenie czasu kapa-
cytacji plemnikéw. Swieze plemniki
poddano wstepnej inkubacji z PHE (pe-
nicillamine, hypotaurine, epinephrine)
przez 22 godziny. Nastepnie inkubowa-
no wspdélnie plemniki i oocyty otoczone
komérkami ziarnistymi przez 6 godzin.
Kolejnym krokiem milowym bylo opra-
cowanie skutecznego protokolu zaptod-
nienia IVF z wykorzystaniem nasienia
mrozonego (3).

Pozyskanie i przygotowanie oocytowi
do zaptodnienia in vitro

Warunkiem koniecznym, decydujacym
o sukcesie IVF jest uzyskanie dobrej ja-
kosci oocytéw zdolnych do zaplodnienia.
Oocyty, a doktadniej kompleksy oocyt-
-cumulus (COC-oocyt otoczony wielo-
ma warstwami komoérek ziarnistych two-
rzacych wzgérek jajonosny) (rye. 3),
muszg by¢ dojrzate do zaplodnienia, czyli
w metafazie II podzialu mejotycznego.
Oocyty takie charakteryzuja si¢ obecno-
$cig pierwszego ciatka kierunkowego
w przestrzeni okotozottkowej (ryc. 4),
charakterystycznym zbiegunowaniem
cytoplazmy (ciemna cz¢$é cytoplazmy
uktada si¢ na jednym biegunie oocytu)
i otoczone rozproszonym wzgérkiem ja-
jono$nym. Takie oocyty mozna uzyskaé
po dojrzewaniu in vivo z pecherzykéw
przedowulacyjnych lub z mniejszych pe-
cherzykéw, ktére nastepnie muszg zostaé




Ryc. 2. A - jajnik klaczy z pecherzykiem przedowulacyjnym. B — pobieranie oocytéow metodq tyzeczkowania
zwyizolowanych jajnikéw. C — hodowla in vitro oocytow.

poddane dojrzewaniu in vizro IVM — in
vitro maturation). Istnieje réwniez moz-
liwo$¢ pozyskania oocytéw z wyizolowa-
nych jajnikéw np. po $mierci klaczy.
Optymalng strategia wydaje si¢ pozyski-
wanie oocytow dojrzewajqcych in vivo,
gdyz nigdy nie jeste§my w stanie idealnie
odtworzy¢ w warunkach in vitro $rodo-
wiska panujacego w jajniku. Jednakze, ze
wzgledu na morfologie jajnika klaczy
i braku mozliwosci wywolania u niej su-
perowulacji, w ciagu jednego cyklu moz-
na pozyska¢ od niej tylko jeden lub dwa
oocyty przedowulacyjne (9). W zwigzku
z tym preferuje si¢ pozyskiwanie wigkszej
liczby oocytéw z mniejszych pecherzy-
kéw, a nastepnie poddawanie ich dojrze-
waniu iz vitro. Do pozyskania oocytéw,
zaréwno z pecherzykéw przedowulacyj-
nych jak i mniejszych, stosuje sie po-
wszechnie metodg OPU (ovum pick-up),
polegajaca na transwaginalnej aspiracji
plynu pecherzykowego z pecherzykéw
jajnikowych przy uzyciu gtowicy USG
wyposazonej w igle aspiracyjng i pompe
(ryc. 1).

Uzyskane oocyty powinny by¢ otoczo-
ne wieloma warstwami komérek ziarni-
stych, ktérych stopien rozproszenia zale-
zy od stopnia dojrzalosci oocytu
i wielkosci pecherzyka, z ktérego zostat
pobrany. Takie kompleksy oocyt-cumu-
lus zostaja nastepnie przeptukane i pod-
dane bezposrednio dojrzewaniu in vitro
lub wystane w specjalnym medium ,hol-
dingowym” do o$rodka wykonujacego
procedure IVFE lub ICSI. Przed rozpocze-
ciem hodowli in vitro oocytéw, komérki
dzielone sg ze wzgledu na stopieri rozpro-
szenia wzgérka jajonosnego na EX —
expanding cumulus (rozproszony wzgé-
rek jajonosny) lub CP — compact cumu-
lus (zbity wzgérek jajonosny).

Dojrzewanie in vitro przeprowadza si¢
wg wybranego protokolu. Mozna wyko-
rzysta¢ do tego celu komercyjne media,
co jest bardzo wygodne lub mozna samo-
dzielnie przygotowacé pozywke hodowla-

B — zarodek trzykomorkowy. C — zarodek o§miokomérkowy.

ng, zazwyczaj na bazie TCM 199, uzu-
pelniona surowicg, hormonami, antybio-
tykiem. Oocyty dojrzewaja w specjalnych
szalkach czterodotkowych (ryc. 2 C)
w inkubatorze w atmosferze 5 % CO,,
w temperaturze 38°C, przez 30-36 h.
Czas hodowli in vitro zalezy od stopnia
rozproszenia komérek ziarnistych. Oocy-
ty EX wymagaja krétszego czasu hodowli
(30 h) natomiast oocyty CP potrzebujg
6 godzin wigcej.

Spodziewana skuteczno$¢ IVM u ko-
ni wynosi okolo 60 %, przy czym nalezy
pamigtaé, ze oocyty EX majg wigksze
kompetencje do osiagnigcia stadium MII,
niz oocyty CP (6).

Po wymaganym czasie inkubacji nale-
zy czesciowo lub calkowicie usungé ko-
morki ziarniste w zaleznosci od metody
zaplodnienia. Do zaplodnienia metoda
mikroiniekcji konieczne bylo usuniecie
wszystkich komérek i pozostawienie
oocytu otoczonego jedynie ostonka przej-
rzysta. Usunieecie wszystkich komérek
ziarnistych jest skomplikowanym zabie-
giem wymagajacym inkubacji w hialuro-
nidazie, a nastgpnie mechanicznym usu-
nigciu komérek poprzez wielokrotne
i precyzyjne pipetowanie, co wymaga du-
zych umiejetnosci manualnych. Podczas
tego zabiegu dochodzi do duzych strat
w ilodci i jakosci oocytéw. Natomiast
w przypadku zaplodnienia in vitro meto-
da klasyczna (IVF) usuwa si¢ jedynie nie-
wielka ilo$¢ komérek, co niewatpliwie jest
zabiegiem duzo latwiejszym i szybszym.

Nastepnie oocyty podlegaja wstepnej
ocenie stadium dojrzatosci i kwalifikowa-
ne sg do zaplodnienia.

Przygotowanie nasienia
do zaptodnienia in vitro

Do klasycznego zaplodnienia in witro
mozna wykorzysta¢ zaréwno nasienie
$wieze, jak i mrozone. Pierwszym etapem
preparatyki nasienia jest usunigcie jego
osocza lub osocza i rozrzedzalnika. W tym
celu nasienie jest inkubowane w wybranej
komercyjnej pozywce przez ok. 20 minut,
a nast¢pnie zebrany supernatant zostaje
odwirowany (700xg przez 5 min). Klu-
czem do opracowania skutecznej metody
IVEF byla preinkubacja plemnikéw
w PHE (0.23 mM hypotaurine, 0.46 mM
penicillamine i 0.046 mM epinephrine).
W tym celu nalezy przygotowac szalke
z kroplami 50pl FT-PHE (Fertil TALP
+PHE), do ktérych nalezy doda¢ plem-
niki tak, aby ich koncentracja wynosila
1x10%m. Po wielu prébach ustalono, ze
optymalny czas preinkubacji plemnikéw
z FT-PHE powinien wynosi¢ 22 godzi-
ny w temperaturze 38,2°C w atmosfe-

rze 5 % CO..

Zaptodnienie i hodowla in vitro
zarodko

Zaplodnienie IVF odbywa si¢ poprzez ko-
inkubacje komplekséw oocyt-cumulus

w kroplach FT-PHE z preinkubowanymi
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plemnikami. Nalezy tak zsynchronizo-
wa( czas preinkubacji, aby zakoriczy¢ te
procedure wraz z zakoriczeniem dojrze-
wania iz vitro oocytéw. Wg Felix i wsp.
optymalny czas konikubacji powinien
wynosi¢ 3 godziny. Nastepnie oocyty
(przypuszczalne zygoty) nalezy prze-
nie$¢ do mniejszych kropli z pozywka
do hodowli zarodkéw. Jezeli zaplodnio-
nych zostalo wiecej oocytéw, zarodki
mogg by¢ hodowane grupowo w wigk-
szych kroplach (5 zarodkéw/50pul) lub
indywidualnie w mniejszych kroplach
(1 zarodek/5-10pl) (Ryc. 5). Na rynku
obecnie dostepnych jest wiele komercyj-
nych mediéw do hodowli zarodkéw.
Nalezy jednak pamietaé, ze wigkszos¢
nowoczesnych mediéw wymaga atmos-
fery 6 % CO215 % O; (poziom tlenu re-
gulowany jest poziomem azotu-N).
Po ok. 36 godzinach hodowli zaleca si¢
usuniecie resztek komérek ziarnistych
z zaplodnionych oocytéw i przeniesie-
nie dzielacych si¢ zarodkéw do swiezych
kropli pozywki. Po kolejnych trzech
dobach hodowli in vifro zarodkéw na-
lezy po raz kolejny przenies$¢ zarodki
do $wiezych kropli pozywki. Zarodki
powinny osiagna¢ stadium blastocysty
ok. 8 dnia hodowli in vifro w zaleznosci

kai lerapia

od zastosowanej pozywki i warunkéw
hodowli.

Po osiagnieciu stadium blastocysty
zarodki mogg zosta¢ przeniesione bezpo-
érednio do macicy klaczy biorczyni me-
todg standardowo stosowang w embrio-
transferze. W przypadku tzw. transferu
odroczonego zarodki moga zosta¢ pod-
dane kriokonserwacjii przechowywa-
ne/transportowane w cieklym azocie.
W przypadku kriokonserwacji nalezy pa-
migtaé, ze zabieg ten lepiej przezywaja
wezesne blastocysty, ktérej nie maja jesz-
cze wyksztalconej duzej jamy blastocysty
z duzg objgtoscia ptynu (7).

Podsumowanie

Po dekadach poszukiwan, wielu nieuda-
nych prébach, latach pracy wielu wioda-
cych osrodkéw na swiecie, zaplodnienie
in vitro klasyczng metodg stalo si¢ moz-
liwe u koni. Ten krok milowy rozpoczat
nowy rozdzial we wspomaganym rozro-
dzie koni dla naukowcéw, lekarzy wete-
rynarii i hodowcéw. @
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