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Summary

The aim of the review was to present current views on the factors influencing the in vitro maturation (IVM)
and fertilization (IVF) of mare oocytes. The first two foals produced with the use of the so-called standard IVF
(co-incubation of oocytes and spermatozoa in culture media) were born over 20 years ago. To date, it has been
possible to obtain offspring in horses after the fertilization of in vitro matured oocytes by the intracytoplasmic
sperm injection technique (ICSI) or by the surgical transfer of oocytes to the oviducts of inseminated mares
(fertilization in vivo). Causes of the low efficiency of IVF in horses are complex and may be related to an
incomplete maturation of oocytes, an inappropriate method of sperm capacitation in vitro, as well as the use of
non-compliant media for the development of inseminated oocytes and/or early embryos. The paper describes the
method of oocyte collection from mare ovaries and the most important factors influencing the number and quality
of oocytes obtained. It discusses the relationship between the physiological status of ovarian follicles, cumulus
oophorus morphology and the capacity of mare oocytes for in vitro maturation and fertilization. In addition,
some aspects of nuclear and cytoplasmic maturation of equine oocytes are presented. The understanding of the
in vivo maturation mechanisms of equine gametes and of the developmental requirements of embryos helps to

improve culture conditions and the in vitro fertilization efficiency of equine oocytes.
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Postep badan w zakresie pozaustrojowej produkcji
zarodkéw koni nie jest tak zaawansowany, jak u innych
gatunkow zwierzat gospodarskich. Pierwsze dwa Zre-
bigta po zaptodnieniu in vitro (IVF) oocytow klaczy
tzw. metodg standardowg (wspdlna inkubacja gamet
w pozywce) urodzity si¢ ponad 20 lat temu (5, 33).
W doswiadczeniach wykorzystano wowczas oocyty
dojrzate in vivo, pozyskane przyzyciowo z pecherzy-
kow przedowulacyjnych. Do chwili obecnej wyniku
tego nie udato si¢ powtdrzy¢. Otrzymanie potomstwa
u koni po zaptodnieniu oocytéw dojrzatych in vitro
mozliwe jest w jajowodach inseminowanych klaczy
(zaptodnienie in vivo) lub in vitro metoda docyto-
plazmatycznej iniekcji plemnika (ICSI: intracyto-
plasmic sperm iniection), a nastepnie transplantacji
dzielacych si¢ zarodkow do klaczy-biorczyn (7, 14,
21, 22). Od konca lat 90. ubiegtego stulecia techni-
ka ICSI stosowana jest w nielicznych osrodkach na
swiecie 1 w potaczeniu z hodowlg in vitro poddanych
zaplodnieniu oocytow prowadzi do uzyskania 5-89%
dzielgcych si¢ zarodkow, z ktérych 4-38% rozwija
si¢ do stadium moruli/blastocysty (3, 9, 13, 14, 21,
23). Odsetek zaptodnionych standardowa metoda IVF
oocytoéw klaczy waha si¢ od 0% do 61% (9, 10, 24,

25, 34, 38) i nie jest mozliwy do powtdrzenia nawet
w tym samym laboratorium (9, 10). Przyczyny niskie;j
skutecznos$ci IVF u koni sg zlozone 1 mogg wynikaé
zniepetnej dojrzatosci oocytow, niewtasciwych metod
kapacytacji plemnikow ogiera in vitro, jak i stosowania
pozywek niespeiniajagcych wymagan rozwojowych
inseminowanych oocytéw czy wczesnych zarodkow.

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie
aktualnych pogladéw nt. czynnikow warunkujacych
kompetencje mejotyczng i rozwojowa oocytow klaczy.
Poznanie specyfiki dojrzewania gamet i wymagan
rozwojowych zarodkow koni jest kluczowe dla zwiek-
szenia efektywnosci zaptodnienia in vitro oocytow
zwierzat tego gatunku.

Specyfika cyklu rujowego klaczy

Klacze naleza do zwierzat sezonowo-poliestralnych
z okresem najwigkszej ptodnosci w czasie letniego
przesilenia stonecznego. Cykl rujowy trwa u klaczy
srednio 21 dni, sama ruja 5-7 dni, a owulacja nastgpuje
okoto 24-48 godzin przed koncem rui. Profil sekrecji
LH w cyklu rujowym klaczy roézni si¢ znacznie od
obserwowanego u innych gatunkéw samic zwierzat
gospodarskich: wzrost sekrecji LH z przysadki rozpo-
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czyna si¢ na poczatku rui i osigga najwyzszy poziom
po owulacji, tj. pod koniec rui (15). U innych gatunkoéw
zwierzat gospodarskich wylew LH poprzedza owulacje
1 trwa 7-10 godzin u kréw i1 okoto 30 godzin u §win
(6). Oocyt klaczy dojrzewa wiec w specyficznym
mikrosrodowisku, wewnatrz pgcherzyka, ktory w mo-
mencie owulacji osigga srednice > 4 cm. Wykazano,
iz faza cyklu jajnikowego i aplikacja klaczy CEG
(crude equine gonadotrophin) moze wywiera¢ wplyw
na kompetencj¢ mejotyczng pozyskanych oocytoéw
(18, 19).

Jajnik klaczy i metody pozyskiwania oocytow

Specyficzna budowa jajnika (potozenie warstwy
korowej wewnatrz gonady) i mala liczba wzrastajacych
pecherzykow antralnych w cyklu rujowym klaczy to
gtoéwne czynniki ograniczajgce pule oocytéw dostep-
nych do badan, w tym nad zaptodnieniem in vitro.
Srednia liczba pe;cherzykow antralnych widocznych na
powierzchni jajnika klaczy waha si¢ od 6,5 do 8,4 (21,
27). Pecherzyki obecne wewnatrz warstwy korowej,
zwlaszcza te o mnigjszej srednicy, uwidaczniajg sig
dopiero po r0201e;01u jajnika. Metoda poubojowa, po-
legaj acg na rozcinaniu gonad co 4-8 mm stwierdzono,
iz w jajniku klaczy znajduje si¢ $rednio 12,5 peche-
rzykoéw antralnych, w tym 8,7 o $rednicy 2—10 mm,
2,8 o $rednicy 11-20 mm, 0,7 o $rednicy 21-30 mm
10,3 > 30 mm (28).

Hawley 1 wsp. (20) przeprowadzili porownawcza
ocen¢ histomorfologiczng pecherzykow antralnych
klaczy i krowy. Stwierdzili, ze w prawidtowych
morfologicznie pecherzykach klaczy wzgorek jajo-
nos$ny otaczajacy oocyt byt zwarty i silnie zwigzany
z podscielajaca go warstwa ziarnista. Wzgorek ja-
jonos$ny krowy byt obszerniejszy 1 luzniej przylegat
do przy$ciennej warstwy ziarnistej, a w jego obrebie
1 pomigdzy sgsiadujagcymi komédrkami warstwy ziar-
nistej widoczne byty drobne przestrzenie (,,okienka™)
pozbawione komoérek. U klaczy luzny 1 obszerny
wzgorek jajonosny z ,,okienkami” obecny byt gtownie
w pecherzykach atretycznych (20). Ta specyficzna
budowa jajnika i pgcherzyka jajnikowego wywiera
wplyw na niski odzysk oocytow z jajnikéw klaczy.
Najmniej efektywna metoda pozyskiwania oocytow
klaczy jest aspiracja ptynu pecherzykowego wraz
z oocytem i otaczajgcym go wzgorkiem jajono$nym.
Tym sposobem z izolowanych jajnikdéw uzyskuje si¢
srednio 1,75-3,0 oocytéw/jajnik, tj. okoto 31-50%
w porownaniu z liczbg wykorzystanych pecherzykow
(9, 17, 29, 30). Pobierajac ptyn z pecherzykéw jajni-
kowych klaczy in vivo pod kontrola ultrasonografu,
mozna odzyska¢ 22-84% oocytow z puli pgcherzykdéw
o $rednicy > 5 mm (8, 14, 17, 19, 21, 29). Aspiracja
pltynu pecherzykowego przy pomocy igly 1 strzykaw-
ki zazwyczaj uszkadza wzgorek jajonos$ny, uzyskane
oocyty sg wigc czgsciowo lub catkowicie pozbawione
komorek pecherzykowych. Obecnie do pozyskiwania
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oocytéw z izolowanych jajnikow klaczy najczesciej
stosuje si¢ metod¢ polegajaca na pobieraniu warstwy
ziarnistej z rozcietych pecherzykow antralnych za
pomoca tyzeczek chirurgicznych. Nie uszkadzajac
wzgorka jajonosnego mozna w ten sposob odzyskac
srednio 2,3-4,9 oocytéw z jajnika, tj. 55-71% w od-
niesieniu do liczby pecherzykow (1, 13, 14, 23, 28).
Poubojowo z jajnika krowy metoda aspiracji ptynu pe-
cherzykowego uzyskuje si¢ srednio 7,05 oocytow (26).

Morfologia wzgérka jajono$nego klaczy
a kompetencja mejotyczna oocytow

Kryteria klasyfikacji oocytéw do hodowli najczes-
ciej opieraja si¢ na ocenie liczby 1 spoistosci komo-
rek wzgorka jajonosnego otaczajacych oocyt oraz
na ocenie wygladu ooplazmy. U bydta do hodowli
przeznaczane sg oocyty z jasng, jednorodng ooplazma,
otoczone zwartym, wielowarstwowym wzgorkiem ja-
jonosnym (26). U klaczy do badan in vitro najczgsciej
wykorzystywane sg dwie klasy morfologiczne oocy-
tow: te posiadajace zwarty, wielowarstwowy wzgérek
jajonosny i ciemna, jednorodng ooplazme (CpCOC:s:
compact cumulus oocyte complexes) oraz te otoczo-
ne rozproszonym wzgorkiem jajonosnym (ExCOCs:
expanded cumulus oocyte complexes), charakteryzu-
jace si¢ granularng 1 niejednorodng ooplazmg. W pra-
widlowym morfologicznie pecherzyku jajnikowym
proces rozproszenla (mucyﬁkacp) komorek wzgorka
jajono$nego i wznowienia mejozy przez oocyt induko-
wany jest wylewem LH i zachodzi bezposrednio przed
owulacja (11). Proces ten obserwowany jest rowniez
w atretycznych pecherzykach antralnych. W wyniku
atrezji pecherzyk traci zdolno$¢ do utrzymania oocytu
w stadium diplotenu profazy I podzialu mejotycznego,
dochodzi do wznowienia mejozy oraz utraty potgczen
szczelinowych pomiedzy komorkami wzgorka jajo-
nos$nego 1 ich rozproszenia (20, 22). Oocyty klaczy
otoczone rozproszonym wzgdrkiem jajono$Snym po-
chodza z pecherzykow atretycznych i wigkszo$¢ z nich
juz w momencie pozyskania znajduje si¢ w stadium
diakinezy profazy I podziatu mejotycznego, a niektore
w stadium metafazy I lub II (1, 2, 28, 37). Badania
dowodza, iz ExCOCs w krotszym czasie uzyskuja sta-
dium metafazy II in vitro niz CpCOCs, odpowiednio,
po okoto 24 1 32-36 godzinach hodowli (1, 22, 23, 28,
37). Wedlug niektérych autorow, CpCOCs wykazujg
nizszg zdolno$¢ do dojrzewania (1, 14, 22, 23) i wigcej
ich degeneruje w trakcie hodowli in vitro niz ExCOCs
(1, 22, 23). Inni autorzy nie stwierdzili istotnego
wplywu spoistosci komorek wzgorka jajono$nego na
kompetencje mejotyczng (9, 17, 28) ani na odsetek
oocytow zdegenerowanych in vitro (14).

Wielko$¢é pecherzyka jajnikowego i zdolno$é oocytu
do dojrzewania mejotycznego

Zdolnos¢ do dojrzewania mejotycznego, zaptodnie-
nia i rozwoju zarodkowego oocytu jest pozytywnie
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skorelowana z wielkoscig pecherzyka, niekoniecznie
jednak z maksymalng $rednicg oocytu (39). U bydta
wraz z wielkoscia pgcherzyka wzrasta rownoczes$nie
srednica oocytu oraz jego kompetencja mejotyczna
1 rozwojowa (4). U koni oocyty pobrane z matych
(< 10 mm) pecherzykéw antralnych charakteryzuja
si¢ obnizong zdolno$cig dojrzewania in vitro w po-
réwnaniu z oocytami pochodzacymi z pecherzykow
0 WIQkSZCJ srednicy (18, 19). Rownoczesnie, wraz
z progresja jadra oocytu ze stadium diplotenu (tzw.
pecherzyka zarodkowego) do stadium metafazy II,
stwierdzono zmniejszenie si¢ $rednicy ooplazmy ze
123 do 115 pum (19). Oocyty rezusow uzyskuja maksy-
malng §rednice juz w matych pecherzykach antralnych,
a nabywanie kompetencji mejotycznej zwigzane jest
kondensacja chromatyny wokoét jaderka i wzrostem
pecherzyka (35). Mozna zatem zatozy¢, iz podobnie
jak u rezusow, oocyty klaczy najpierw koncza proces
wzrostu (w matych pecherzykach antralnych), po
CZym w rosngcym p@cherzyku podejmuja dojrzewanie
cytoplazmatyczne 1 stopmowo nabywajq kompeten-
cj¢ mejotyczng i rozwojowa, a wWznowieniu mejozy
towarzyszy redukcja objetosci ooplazmy. Obnizona
zdolnos¢ oocytow pobranych z matych pecherzykow
antralnych do uzyskania stadium metafazy II in vitro
sugeruje zatem, iz prawdopodobnie nie sg one jeszcze
»gotowe” do podjecia procesu dojrzewania jadrowo-
-cytoplazmatycznego.

Dojrzewanie in vitro oocytow klaczy

Podstawowym warunkiem zdolnos$ci oocytu do
zaptodnienia, wezesnych podziatdw, nastepnie prawi-
dlowego rozwoju zarodkowego oraz ptodowego jest
zakonczenie procesow prowadzacych do osiggnigcia
pelnej dojrzatosci Ja}drowej i cytoplazmatyczne;j (36).
In vitro oocyty najczesciej podejmuja dojrzewanie
jadrowe, uzyskujac stadium metafazy II, natomiast
pozostate procesy warunkujace nabycie kompetencji
rozwojowej przebiegaja w sposob niepeiny, niepra-
widlowy lub nie s3 inicjowane. Badania dowodza, 1z
oocyty klaczy, ktore w warunkach in vitro uzyskaty sta-
dium MII, r6znig si¢ od swych fizjologicznie dojrzatych
odpowiednikow. Sg od nich wigksze, posiadajg szer-
sze 1 dluzsze wrzeciona podziatowe (metafazy I i II),
1 wykazuja nizszg aktywnos$¢ kinazy histonowej H1
(18, 19). W oocytach dojrzatych in vitro stwierdzono
istotnie nizszy poziom acetylacji reszt lizyny (w pozycji
16) histonu H4 (H4K16) niz w oocytach niedojrzatych
1 dojrzatych in vivo (12). Obserwacje te sugeruja, ze
warunki in vitro prowadza do czgsciowej deacetylacji
H4K16, co, zdaniem autoréw, moze zaburzy¢ proces
segregacji chromosomow, a w konsekwencji obnizy¢
potencjalng zdolno$¢ rozwojowa oocytow (12).

Molekularne aspekty dojrzewania cytoplazmatycz-
nego oocytow klaczy sg stabo poznane. Zjawiska te
obejmuja reorganizacje organelli komorkowych, syn-
teze protein niezbednych do dojrzewania, zaptodnienia
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1 rozwoju zarodkowego oraz modyfikacje postransta-
cyjne de novo syntetyzowanych biatek (36). U bydta,
$win 1 owiec wznowienie mejozy poprzedza synteza
biatek 1 aktywacja MPF (maturation promoting factor)
(31). U koni, w zalezno$ci od morfologii wzgorka ja-
jonosnego ExCOCs i CpCOCs syntetyzuja biatka nie-
zbedne do dojrzewania mejotycznego, odpowiednio,
w ciggu pierwszych 8 1 12 godzin hodowli in vitro (1).
Obecnos¢ MPF i MAPK (kinazy biatkowe aktywowa-
ne miogenem) wykazano zar6wno w niedojrzatych,
jak 1 dojrzatych oocytach klaczy (2, 16). Stopien fos-
forylacji MAPK zalezny byty od spoistosci komorek
wzgorka jajono$nego, czasu trwania hodowli i doj-
rzato$ci jadrowej oocytu (2, 16). Podobne zaleznos$ci
odnotowano odnosnie do rozmieszczenia i aktywnosci
mitochondriow (3, 37) oraz kropli lipidowych (3)
w oocytach klaczy. Wykazano, ze obecno$¢ rosko-
wityny (inhibitor wznowienia mejozy) w pozywce
hodowanej przej$ciowo utrzymuje oocyty w stadium
diplotenu, co prawdopodobnie inicjuje molekularny
mechanizm dojrzewania cytoplazmatycznego i w kon-
sekwencji zwigcksza kompetencje rozwojowa, ale
tylko CpCOCs (13). Przytoczone badania dowodza,
1z ExCOCs 1 CpCOCs klaczy ro6znig si¢ nie tylko pod
wzgledem morfologicznym, ale rowniez ultrastruktu-
ralnym i molekularnym. Prawdopodobnie ExCOCs
podej mujq syntezg biatek koniecznych do wznowienia
mejozy Jeszcze przed pozyskaniem i w efekcie w krot-
szym czasie hodowli dojrzewaja do stadium metafa-
zy II. Pomimo tych rdznic nie stwierdzono istotnego
wptywu morfologii wzgodrka jajonosnego w momencie
pozyskania na odsetek morul i1 blastocyst uzyskanych
w wyniku zaptodnienia oocytow klaczy metodg ICSI
(14, 22, 23).

Do hodowli oocytow klaczy najczesciej wykorzy-
stuje si¢ pozywki TCM 199 lub DMEM/F12 wzboga-
cane dodatkiem roéznych st¢zen surowic, hormondéw
i/lub czynnikéw wzrostu, ptynu pecherzykowego czy
komorek pecherzykowych, a do kapacytacji in vitro
plemnikow ogiera r6zne sposoby ich selekcji 1 akty-
wacji reakcji akrosomowej (10, 14, 17,21, 22, 24, 25,
32, 34). Zadna z proponowanych procedur nie zwiek-
szyta w sposob powtarzalny efektywnosci zaptodnie-
nia dojrzatych in vitro oocytow standardowa metoda
IVFE. Oocyty dojrzate w warunkach pozaustrojowych
wykazuja niski potencjat rozwojowy i po zaptodnieniu
in vivo w jajowodach inseminowanych klaczy tylko
9-18% sposrdd nich jest zdolnych do implantacji
1 dalszego rozwoju zarodkowego (21). Obserwacje te
dowodza, iz w warunkach in vitro proces dojrzewania
oocytéw klaczy przebiega w sposdb nieprawidtowy
badz niepelny. Doglebne poznanie molekularnych
1 epigenetycznych mechanizmow kierujacych pro-
cesem dojrzewania oocytow in vivo pozwoliloby na
optymalizacje warunkéw hodowli i uzyskanie wyso-
kiej jakosci oocytow, wykazujacych pelng kompetencje
mejotyczng i r0ZW0jowa.
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