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Summary
Oocyte recovery from preovulatory follicles of the mare

Mares were prepared for oocyte recovery by estrus syn-
chronization with PGF,, and HCG. Oocytes from 12 mares
were recovered after 36.7 hours since HCG injection. The
oocytes were obtained after manual location of the ovaries
through the rectum and puncture the follicle through the
ventral integument in the flank area. The follicle fluid
was aspirated info a syringe connected by a plastic tubing
with a needle approx. 15 cm long. Out of six oocytes
recovered (50%) five were morphologically normal.

U klaczy dotychczas nie udalo sie wywola¢ superowu-
lacji. Dlatego tez coraz czesciej szuka sie innych metod,
ktére pozwolilyby na uzyskanie wiekszej liczby potomstwa,
anizeli to jest mozliwe w warunkach naturalnych. Potencjal-
nym Zroédtem komoérek rozrodezych sa oocyty. W kazdym
jajniku znajduje sie zawsze o wiele wigce] oocytow niz
samica moglaby wydaé potomstwa w ciaggu swego zycia.
U wielu gatunkéw zwierzat, a takie u ludzi otrzymano
juz potomstwo po zaptodnieniu oocytéw in vitro. U koni
jednak dotad jeszcze nikomu nie udalo sig uzyskat na tej
drodze Zrebiat. Trudnosci napotyka sie juz przy pozyski-
waniu oocytow. Specyficzna budowa morfologiczna jajnikow,
trudny dostep do pecherzykéw jajnikowych, wrazliwosé kla-
czy na zakazenia sa gléwnymi przeszkodami pozyskiwania
oocytéw i badan nad ich zaplodnieniem in vitro (3, 6).

Dotychczas stosowano kilka sposobdéw pozyskiwania oocy-
téw od klaczy, jednak zaden z nich nie jest jeszcze w peni
opanowany. Celem przeprowadzonych badan byla proba po-
zyskania oocytéw od klaczy w cyklu synchronizowanym,
metoda zaproponowang przez Palmera i wsp. (8).

Material i metody

Badania przeprowadzono w jesieni 1988 r. na 16 klaczach
w wieku 4—18 lat, w tym 10 rasy konik polski i 6 w ty-
pie pogrubionym. Celem pozyskiwania oocytéw w zaplano-
wanym terminie przeprowadzono u klaczy synchronizacje
cyklu wg schematu zaproponowanego przez Palmera i wsp.
(7. Zastosowano na przemian preparat syntetycznej prosta-
glandyny i HCG wg nastepujacej kolejnosci:
dzien 0 — prostaglandyna Fia (Estrophan — Spopha CSSR)

250 pg im,,
dzien 7 — HCG — choriogonadotropina (Chorulon — Inter-

vet Holandia) 2000—3000 j.m. i.v.,
dzien 14, 15 — prostaglandyna F,e jak w dniu ,,07,
dzien 21 — HCG, jak w dniu 1,
dzien 23 — pozyskiwanie oocytow.

Ruje u klaczy wykrywano ogierem proébnikiem, a nastep-
nie badaniem przez prostnice kontrolowano rozwdéj peche-
rzykéw jajnikowych. Wielkosé i ksztalt pecherzyké$w okre-
S§lano przy pomocy ultrasonografu z glowicag 5 MHz (Sony
Layer, firmy Toshiba). HCG podawano, gdy $rednica peche-
rzyka przedowulacyjnego wynosila srednio 38 mm z waha-
niami od 34—42 f(tab. 2). Pozyskiwanie oocytoéw przeprowa-
dzano po 37 godz. od chwili podania HCG, gdy konsystencja

*) Praca wykonana w ramach problemu CPBP 05.06.3.1.4.

pecherzykéw byla miekka lub bardzo miekka i fluktujaca.
Przed zabiegiem klacze wprowadzano do poskromu i pre-
medytowano stosujac im. Domosedann (prod. finskiej)
w ilogei 1—1,5 ml. Nadoponowo stosowano 2% polokaing
(Polfa) w ilosciach 12—18 ml. Do aspiracji ptynu pecherzy-
kowego uzywano igly o dlugosci 15 cm, ktoére lgczono przy
pomocy plastikowego weiyka ze strzykawka o pojemnaosci
60 ml. Zestaw ten bezposrdnio przed uzyciem przeptukiwano
roztworem PBS z dodatkiem heparyny (100 jm./ml) i anty-
biotykéw (penicylina 100 jm./ml i streptomycyna 1 mg/ml).

U kazdej klaczy skére w slabiznie po stronie pecherzyka
owulacyjnego golono, myto, dezynfekowano i miejscowo
znieczulano 2% polokaing. Nastepnie rekg wprowadzong do
prostnicy ustalano jajnik tak, aby pecherzykiem zwrécony
byl do $ciany powlok brzusznych w okolicy stabizny. Drugg
rekg wyznaczano punkt naktucia i nacinano w tym miejseu
skalpelem skore. Bezposrednio po przecieciu skéry nakiu-
wano iglg sciane brzucha i pecherzyka jajnikowego. Z re-
guly zaraz po wprowadzeniu igly do pecherzyka ukazywat
sie w wezyku i strzykawce zoéitawy plyn jajnikowy. Obje-
to$¢ plynu z pojedynczego pecherzyka wynosila okoto 30
ml. Po odciggnieciu plynu pecherzyk przeptukiwano cztero-
krotnie stosujgc swiezy roztwor PBS z dodatkiem heparyny.
QOocyty odszukiwano przy uzyciu mikroskopu stereoskopo-
wego.

Wyniki i omoéwienie

Zastosowana metoda prowokowamia rui i owulacji przy
pomocy prostaglandyny F,¢ i HCG podawanych w odsfe-
pach 6—8-dniowych okazala sig bardzo pomocnha, gdyz po-
zwolila ma synchronizacje owulacji w zaplanowanym ter-
minie u okolo 80% klaczy. Spoéréd 16 klaczy, ktéorym po-
dano pierwszy zastrzyk PGFic objawy rui wystapily w okre-
sie 2—6 dni u 13 (tab. 1). U trzech Kklaczy nie wystapila
ruja. U jednej z nich (ar 10) stwierdzono jednak na jaj-
niku obecnos$é pecherzyka. Dwie pozostale klacze (nr 15 i 16)
byly w tym czasie w okresie laktacyjnym. Badaniem rek-
talnym i ultrasonograficznym jajnikéw nie stwierdzono
u nich réwniez wzrostu pecherzykéw 1 obecnosci ciatek z61-
tych. Drugi zastrzyk prostaglandyny zastosowany u 14 kla-
czy spowodowal wystgpienie normalnych objawdéw rujo-
wych po okolo 5,5 dnia u 11 klaczy (tab. 1).

Do pozyskiwania oocytéw wytypowano ostatecznie 12 kla-
czy (tab. 2). Dwie z nich (nr 6 i 11) byly po pojedynczej
synchronizacji rui, pozostale po podwéjnej. Okolo 24 go-
dziny przed podaniem HCG $rednica pecherzykéw wynosita
srednio 346 mm z wahaniami od 28 do 38 mm, a ich
konsystencje okre§lano w tym czasie jako oporna. Po 24
godzinach po podaniu HCG érednica pecherzykéw zwick-
szyla sie srednio do 40,2 mm z wahaniami od 35 do 46 mm.
W nastepnych godzinach rui zmieniala sie jedynie konsy-
stencja pecherzyka, natomiast jego objetosé¢ pozostawala
mniej wiecej na tym samym poziomie. Tempo wzrostu
pecherzykow w okresie rui wynosilo okolo 4 mm na dobe.
Okolo 36 godzin po =zastrzyku HCG, bezposrednio przed
aspiracjg, érednica pecherzykéw wynosita $rednio 39,7 mm,
z wahaniami od 37 do 48 mm. Zblizone wyniki uzyskali
McKinnon i wsp. (5).

W wyniku przeprowadzone] aspiracji i dodatkowego plu-
kania pecherzykoéw uzyskano od 12 klaczy 6 oocytow (50%).
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Tab. 1. Wyniki synchronizacji rui

: l Liczba.dni od pierwszego za'strzyku prostagland:y"n?' do: Obec- Liczba dni
Klacze Rasa 1-szej | 2-giej 2-giej aspiracii nosé od aspiracji
rui iniekeji |owulacji| iniekcji rui iniekeji herzyka | oocytu do wystapienia
HCG prostagl. HCG pec yEa | rul
1. k.p. 6 7 9 14 20 20 22 + 18
21 k.p. 3 — 5 16 21 23 25 + 18
3. k.p. 6 8 10 15 21 23 25 + 17
4, k.p. 4 7 12 16 22 26 28 i 15
5. pogr 3 — 7 15 18 19 21 + 20
6. k.p. 4 6 — — — — 8 + po 90 dniach
1. k.p. 2 8 12 18 24 — — 0 —
8. k.p. 2 —_ 6 [ 14 18 21 23 - 17
9. k.p. 4 ki 10 14 15 — — 0 -
10. k.p. — — — 14 — 21 22 — —
11. k.p. 4 6 — — — — 8 — 17
12. pogr 4 i 10 15 21 24 26 — 18
13. pogr 5 7 8 14 21 21 23 — 19
14. pogr 6 8 10 15 18 22 24 — 15
15. pogr — — — 14 — — — 0 -
16. pogr — — — 11 — — — 0 —
srednio 4 7,1 9 14,6 19,8 22 23,9 17,4
Objasnienia: k.p. — rasa konik polski, pogr. — konie w typie pogrubionym, + - znalezienie oocytu, — — brak oocytu,
0 — pecherzyk nie aspirowany.
Tab. 2. Ultrasonograficzna kontrola wzrostu pecherzykéow
Srednica pecherzyka w mm Pozyskiwanie Objetosé
oocytow plynu Obecnogé
E]l;aczy 2i)rgz<;(éz. % onfa po 12 po 36 po podaniu pecherzyko- oocytu
iniekcja iniekeji godz. godz. HCG WEeEQ
HCG | (godz.) (ml)
1. — 40 42 40 40 20 SR
2. — 36 33 37 35,5 37,5 +
3. 32 37 36 37 35 26 +
4. 28 35 38 37 36 35 +
&, 37 42 45 48 39,5 40 +
6. — 37 39 37 35 25 +
8. — 338 - 39 46 40 —_
10. — 43 46 - - 24 45 =
11. — 34 —_ 42 38 24 —
12. 38 37 -— 41 36 34 —
13. 36 37 41 39 37 24 —
14. 37 40 | 40 40 39 25 —
Srednio 346 38 | 402 | 397 36,7 31,29

Pie¢ oocytdéw oceniono jako morfologicznie normalne, z wy-
razna dyspersja komorek wzgérka charakterystyczng dla
oocytéw owulacyjnych. Jeden oocyt, ktéry odszukano w ply-
nie z czwartego plukania pecherzyka okazal sie¢ zdegene-
rowany. Od 8 klaczy rasy konik polski uzyskano 5 oocytow,
co stanowi 62%, natomiast od 4 klaczy typu pogrubionego
zaledwie 1 oocyt.

Prowokowanie owulacji przy uzyciu HCG nie zawsze
podnosi stopienn odzysku oocytow (4, 5), ulatwia jednak
organizacyjnie zabiegi, gdyz pozyskiwanie oocytow mozna
przeprowadza¢ w zaplanowanym terminie. Uzyskane przez
nas wyniki okazaly sie zblizone do wynikéw otrzymanych
przez innych autoréw. Vogelsang i wsp. (9) po wykonaniu
72 zabiegow uzyskat lgcznie 18 oocytow 25%), w tym 6 po
przeprowadzeniu laparatomii u 10 klaczy. Palmer i wsp.
(8) podaja, ze na 59 zabiegéw aspiracji uzyskali 37 oocytow
(62,7/0). Rowniez bardzo dobre wyniki (71,3%) otrzymano,
gdy do zabiegu aspiracji zastosowano podwojng igle i pompeg
podcisnieniowa. W doswiadczeniu tym sposrod 45 pozyska-
nych oocytdéw otrzymano jednak 27% oocytéw uszkodzo-
nych (5). Henrichs i Kenney (4) uzyskali 73% oocytow po
przecieciu sklepienia pochwy i ustaleniu jajnikéw rekg
wprowadzona poprzez laparotomie do jamy brzusznej.

U zadnej klaczy uzytej przez nas do prob pozyskiwania
oocytéw nie stwierdzono powiklan. Po zabiegach klacze

przejawialy normalny cykl rujowy, a owulacja u wiek-
szoéci z nich wystapita okoto 17 dni po aspiracji oocytow.
U klaczy nr 6 obserwowano jedynie zahamowanie cyklu,
co mogio byé spowodowane laktacyjnym lub zimowym obni-
seniem aktywnosci jajnikowej. Regularny cykl wystapil
u niej dopiero po 90 dniach w nastepnym sezonie.

Reasumujgc nalezy podkreslic, ze istnieje mozliwosé
przyzyciowego pozyskania dojrzatych oocytéw od Kklaczy
w cvklu synchronizowanym. Oocyty takie moga by¢ w peini
przydatne do proéb zaplodnienia in vitro. Metoda przyzycio-
wego pozyskiwania ooctyéw z przedowulacyjnych pecherzy-
kéw moze byé zatem istotnym etapem w uzyskaniu zaptod-
nienia in vitro oocytdéw klaczy.
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