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Summary

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, such as the lack of efficient methods
for superovulation, frequent disorders of in vitro oocyte maturation, and the absence of standards for in vitro
embryo culture. Despite these obstacles, attempts are being made to improve various biotechnological methods.
In recent years, offspring have been obtained by cloning. A method alternative to the in vitro fertilization of
oocytes is transfer to recipient mares (GIFT). Methods for oocyte and embryo cryopreservation are being
improved. In recent years, there has been a great interest in studies of embryo biopsy for the genetic diagnosis
of embryos. Despite promising results of several studies, it is necessary to intensify work on the optimization
of methods for in vitro embryo production (in vitro fertilization, cloning), cryopreservation of gametes and
embryos, genetic embryo diagnosis, and artificial insemination of mares with sex-sorted sperm.
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Poczatek rozwoju biotechnologii rozrodu koni
datuje si¢ na 1898 r., w ktorym pojawito si¢ pierw-
sze oficjalne doniesienie o skutecznej inseminacji
klaczy (24). Od tego czasu nastgpit znaczacy postep
w rozwoju technik wspomaganego rozrodu koni, ale
niewspoimiernie maty w stosunku do innych gatunkow
zwierzat gospodarskich. Ma to zwigzek z szeregiem
barier gatunkowych charakterystycznych dla koni:
specyficzng budowa jajnika 1 brakiem mozliwosci wy-
wolania superowulacji, a co za tym idzie — ograniczo-
nym dostepem do oocytdéw, zaburzeniami dojrzewania
oocytow w warunkach in vitro oraz kapsula zarodkowa
uniemozliwiajgca manipulacje na zarodkach. Jednak
pomimo tych ograniczen hodowcy koni sg zaintereso-
wani wdrozeniem nowoczesnych metod wspomagania
rozrodu do praktyki hodowlanej ze wzglgedu na duze
korzys$ci materialne pltynace z posiadania wybitnych
koni sportowych. Hodowcy chca Jednoczesme wyko-
rzystywac¢ wybitne konie w sporcie i uzyskiwac¢ od
nich maksymalng liczbe potomstwa, co bez i 1ngerenCJ1
metod biotechnologicznych jest trudne do osiagnigcia.
Obecnie najpopularniejsze i najszerzej wykorzysty-
wane w praktyce hodowlanej metody wspomaganego
rozrodu to inseminacja, zarOwno nasieniem swiezym,
jak 1 mrozonym, oraz transplantacja zarodkow $wie-
zych lub przechowywanych krotkotrwale.

Technologie zwigzane z produkcja zarodkow kon-
skich in vitro rozwingty si¢ dopiero w ostatnich latach,
w momencie, gdy podobne techniki u innych gatunkow
zwierzat osiggnety znaczacy postep 1 znalazty juz
zastosowanie w praktyce na szerokg skalg. Obecnie
'[I’W&JQ prace nad optymalizacjg warunkow pozaustro-
jowej produkcji zarodkow na drodze zaptodnienia
wspomaganego (ICSI) oraz na drodze klonowania
somatycznego. Dopracowywane sg metody kriokon-
serwacji oocytéw i zarodkow oraz ich diagnostyki
genetyczne;j.

Inseminacja i seksowanie nasienia

Najbardziej rozpowszechnlonq technikg wspo-
maganla rozrodu jest inseminacja. W hodowli koni
inseminacaja od wielu lat jest stosowana na szerokg
skale, jednakze nowym wyzwaniem jest inseminacja
dawkami nasienia o obnizonej liczbie plemnikow.
Gtowna przyczyng podejmowania badan nad insemina-
cja matymi dawkami jest ch¢¢ uzyskiwania potomstwa
o okreslonej ptci po zastosowaniu nasienia seksowa-
nego. Procedura sortowania plemnikow przy pomocy
cytometru przeplywowego jest bardzo czasochlonna
1nie pozwala na uzyskanie duzych dawek inseminacyj-
nych w krotkim czasie (15 mln plemnikéw/godzing),
co wymusza opracowanie skutecznych metod inse-



minacji obnizong liczbg plemnikéw. Obecnie udaje
si¢ uzyskiwac¢ ok. 37% zazrebien dzigki inseminacji
histeroskopowej swiezym nasieniem sortowanym
przy uzyciu dawki 5 mln plemnikoéw. Przy uzyciu
nasienia sortowanego, mrozonego odsetek zazrebien
drastycznie spada do ok. 13% (35). Mimo duzego za-
interesowania hodowcow koni inseminacjg nasieniem
seksowanym, technika ta wymaga optymalizacji w za-
kresie procedury sortowania plemnikdw, konserwacji
nasienia sortowanego 1 inseminacji (35, 36).

Zaptodnienie in vitro

Pierwsze doniesienie o uzyskaniu zarodka konskiego
po zaptodnieniu in vitro pojawito si¢ w 1989 r. Oocyty
dojrzate in vitro zostaly przeniesione do jajowodu
klaczy, a nastepnie klacz zostata zainseminowana i po
7 dniach przeprowadzono ptukanie macicy. Uzyskano
w ten sposob zarodki w stadium blastocysty (49). Do
dnia dzisiejszego na §wiat przyszito tylko dwoje zrebigt
po klasycznym zaptodnieniu in vitro (IVF — in vitro
fertilization) przy wykorzystaniu oocytow pobranych
z pecherzykow przedowulacyjnych a nie oocytow
poddanych dojrzewaniu in vitro (4, 40). Przypuszcza
si¢, ze przyczyng niepowodzen moga by¢ zaburzenia
podczas dojrzewania in vitro oocytow. Okoto 40-70%
oocytéw klaczy osiaga metafaze; II po dojrzewaniu in
vitro, podczas gdy oocyty $win, krow czy koz osiagaja
metafaze Il az w 90%, (21). Ponadto ostonka przejrzy-
sta ulega specyficznym zmianom podczas hodowli in
vitro, utrudniajac penetracj¢ plemnikow.

Z powodu niezadowalajacych wynikow klasycznego
zaptodnienia (IVF) u koni rozpoczeto wprowadzaé
techniki zaptodnienia wspomaganego. Li i wsp. (33)
przeprowadzili szereg prob polegajacych na dragzeniu
otworow w oslonce przejrzystej. Oocyty pobierano
od klaczy przyzyciowo metoda OPU (ovum pick-up),
anastepnie poddano je hodowli in vitro. Uzyskano 79%
zaptodnionych oocytow, sposrod ktérych 455 rozwi-
ne¢to si¢ do stadium moruli, a 185 osiagneto stadium
blastocysty. Pomimo tak obiecujacych wynikéw nie
transplantowano zadnego zarodka do klaczy biorczyni
1 nie okreslono dalszej Zywotnosci i rozwoju zarodkow.
Pewnym przetomem w produkcji in vitro zarodkdéw
konskich okazalo si¢ zastosowanie metody wspoma-
ganego zaptodnienia metodg ICSI (inracytoplasmic
sperm injection), ktéra doprowadzita do narodzin kil-
kunastu zrebiat (11, 18, 19, 22, 33, 43). Wigkszos¢ cigz
po ICSI uzyskano transplantujac wczesne zarodki do
jajowodoéw klaczy biorczyn (5, 31, 38). We Wtoszech
Lazzari 1 wsp. (32) przeprowadzili bardzo istotne dla
praktyki hodowlanej do§wiadczenie. Wykazali, ze
dzigki technice docytoplazmatycznej mikroiniekcji
plemnika mozliwe jest wykorzystywanie w rozrodzie
ogierow, ktore posiadaja nasienie bardzo zlej jakosci,
stabo ruchliwe, z uszkodzonymi lub martwymi plem-
nikami.

Ostatnio zaczeto upatrywaé w zaptodnieniu wspo-
maganym (ICSI) szansy na uzyskanie potomstwa
0 pozadanej plci po uzyciu nasienia sortowanego
(seksowanego). W 2008 r. Colleoni wsp. (12) podjeli

Ryec. 1. Zarodki konskie uzyskane w warunkach in vitro (ICSI) A — zarodek 2- blastomerowy, B — zarodek 6-blastomerowy,
C — zarodek w stadium moruli (fot. J. Kochan, A. Migdal)

Ryec. 2. Zarodki konskie pozyskane in vivo w stadium blastocysty: A — zarodek 7-dniowy, B — zarodek 8-dniowy, C — zarodek

9-dniowy (fot. D. Panzani, A. Migdal)
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probe przeprowadzenia ICSI z uzyciem mrozonego
nasienia sortowanego. Uzyskano sze$¢ blastocyst,
sposrod ktorych po transplantacji do klaczy biorczyn
stwierdzono 4 cigze. Mimo tak obiecujgcych wyni-
kéw odsetek rozwijajacych sig¢ zarodkow po uzyciu
sortowanego nasienia byt duzo nizszy niz przy uzyciu
nasienia, ktore nie jest poddawane skomplikowane;j
procedurze ,,seksowania” (20% vs. 70%).

Obecnie hodowla in vitro zarodkow konskich jest
prowadzona w atmosferze 5% CO, w pozywkach:
TCM 199, Dulbeco Modified Essencial Medium
(DMEM), DMEM F/12, Menezo B2,G1.2 (2,8, 19, 33)
lub w atmosferze z podwyzszonym poziomem azotu
(90%) w pozywce DMEM F/12, SOF — syntetyczny
plynjajowodowy (syntetic oviduct fluid) (20). Hodowle
zarodkow konskich mogg by¢ dodatkowo uzupetiane
dodatkiem np. komorek granulozy (33, 34), komorek
epitelium jajowodu (3) czy trofoblastu (9), jednakze
bez wzgledu na rodzaj pozywki przecietny odsetek
blastocyst wyhodowanych w warunkach pozaustro-
jowych waha si¢ na poziomie 15-30%. Poréwnujac
zarodki konskie produkowane in vitro z zarodkami in
vivo stwierdzono mniejsza liczbg 1 gorsza jakos¢ bla-
stomerdw oraz wyzszy stopien apoptozy w przypadku
zarodkoéw uzyskanych in vitro (22). Siedmiodniowe
zarodki in vitro byly mniejsze, posiadaty mniej komo-
rek 1 byty bardziej zwarte niz zarodki uzyskane in vivo
w tym samym wieku. Ponadto blastocysty posiadaty
mniejszy lub zapadniety blastocel. Obserwacje te sa
porownywalne z do§wiadczeniami na zarodkach by-
dlecych (17, 18).

Transfer gamet do jajowodu
- GIFT (gamete intafallopian trasfer)

Brak zadowalajacych wynikow zaptodnienia in
vitro doprowadzit do opracowania posredniej metody
zaptodnienia oocytow w jajowodzie klaczy biorczyni.
Oocyty pozyskane z pecherzykéw przedowulacyjnych
moga zosta¢ bezposrednio wprowadzone do jajo-
wodow biorczyni lub jezeli pochodza z mniejszych
pecherzykow, moga zosta¢ poddane dojrzewaniu in
vitro, a nastgpnie umieszczone w jajowodzie. Przy
wykorzystaniu oocytow dojrzewajacych in vitro
uzyskano az 82% cigz, natomiast po oocytach doj-
rzewajacych in vivo zaledwie 27% przy inseminacji
nasieniem $wiezym (6). Po transferze oocytow do
jajowodu nalezy zainseminowa¢ klacz domacicznie,
aw przypadku kledy nasienie jest niskiej jakosci,
mozna je umiesci¢ bezposrednio w jajowodzie razem
z oocytem w okolicy banki jajowodu. W przypadku
inseminacji dojajowodowej nalezy odwirowac plazme
nasienia. Kapacytacja plemnikow nie jest konieczna
ani w inseminacji dojajowodowej, ani domacicznej,
co dowodzi, ze plemniki sg zdolne do przejScia pro-
cesu kapacytacji po umieszczeniu ich bezposrednio
w jajowodzie (6, 13, 14), deponowanie w jajowodzie
nasienia schtodzonego lub mrozonego daje jednak
bardzo niski odsetek ciaz (25%, 8%) (13). Mimo to
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metoda transferu oocytéw stanowi alternatywe dla
nieefektywnego zaptodnienia in vitro 1 daje mozliwo$¢
uzyskania potomstwa od klaczy z obnizong ptodnoscia.

Klonowanie zarodkowe i somatyczne

W zwigzku z brakiem mozliwo$ci wywotania super-
owulacjiuklaczy juz w latach 70. zaczeto poszukiwac
metod zwigkszenia liczby zarodkow przeznaczonych
do embriotrasferu. Do tego celu wykorzystano metode
klonowania zarodkowego poprzez bisekcj¢ blastocy-
sty. Poczatkowo podejmowane proby konczyly sig
niepowodzeniami ze wzgledu na kapsute zarodkowa,
ktorej uszkodzenie podczas zabiegu prowadzilo do
$mierci zarodka. Dopiero wykorzystanie do bisekcji
zarodkow 6-dniowych, ktére nie posiadaty w pelni
wyksztatconej kapsuly, zakonczyto si¢ sukcesem (1).

W ciagu ostatniego dziesigciolecia nastapil znaczacy
postep w uzyskiwaniu zarodkow konskich na drodze
klonowania somatycznego. Otworzyto to przed hodow-
cami nieograniczone mozliwosci powielania najcen-
niejszego materiatu genetycznego. W 2003 r. w USA
przyszty na $wiat pierwsze sklonowane koniowate.
Byly to trzy muty urodzone w wyniku rekonstrukcji
oocytow za pomocg komorek somatycznych uzyska-
nych z 45-dniowego ptodu (48). Natomiast pierwszym
sklonowanym koniem byta klacz Prometea urodzona
we Wioszech pod koniec 2003 r. Do uzyskania jednego
klonu w tym przypadku wykorzystano 300 zrekonstru-
owanych oocytdéw, z czego zaledwie 14 rozwingto si¢
do stadium morula/blastocysta. Dwa z nich transplan-
towano do klaczy, od ktorej uzyskano komorki soma-
tyczne, tak wiec klacz ,,Prometea” urodzita ,,swojego
wlasnego klona™ (20). Sukcesem zakonczyto si¢ row-
niez klonowanie watacha ,,Pieraz”, jednego z trzydzie-
stu tzw. koni wszechczasow, wielokrotnego zwycigzcy
najtrudniejszych rajdow dlugodystansowych, ktorego
ojcem byt polski ogier janowskiej hodowli ,,Pierscien”
z linii Kuhailan. Pieraz zostal wykastrowany w wieku
2 lat, a jego komorki zostaly poddane kriokonserwacji
1 zdeponowane w banku komorek. Z 226 komorek
uzytych do klonowania uzyskano 34 zarodki, ktore
transplantowano do 12 klaczy biorczyn, uzyskujac
3 cigze, z ktorych jedna zakonczyla si¢ urodzeniem
ogierka ,,Pieraz 2 (45). Obecnie na swiecie tylko kilka
laboratoriow zajmuje si¢ tg procedura, uzyskujac ok.
26% zywo urodzonych Zrebiagt w stosunku do transfe-
rowanych zrekonstruowanych oocytow.

Kriokonserwacja oocytow

Rozwdj nowoczesnych technik wspomagania roz-
rodu uwarunkowany jest dostepem do duzej liczby
gamet, dostgpnos¢ do oocytow klaczy jest jednak ogra-
niczona ze wzglgdu na brak mozliwosci wywotania
superowulacji. Opracowanie efektywnych metod krio-
konserwacji oocytow daje mozliwos¢ magazynowania
wickszej liczby gamet, transportu oocytéw na duze
odleglosci, uzycia ich w dowolnym terminie, tworzenia
rezerw genetycznych. Przelomem w badaniach nad
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kriokonserwacja oocytow ssakow okazato si¢ wprowa-
dzenie metod szybkiego zamrazania, czyli witryfikacji,
ktoreJ gléwng zaletg jest wyeliminowanie tworzenia
si¢ krysztatkow lodu, gléwnej przyczyny uszkodzen
komorek podczas zamrazania. Dodatkowo, kluczowe
okazato si¢ zmniejszenie do minimum objetosci mie-
szaniny witryfikacyjnej, co wptyneto dodatkowo na
skrocenie czasu schtadzania. Przeprowadzenie procesu
witryfikacji przy minimalnej objetosci mieszaniny
witryfikacyjnej stato si¢ mozliwe dzigki zastgpieniu
tradycyjnych stomek takimi narzedziami, jak: OPS
(open pulled staws), Cryoloop, Cryotop, Microdrops
itp. (7, 16, 37, 39, 41, 47).

W przypadku koni metody tradycyjnej kriokonser-
wacji ,,slow freezing” nie przyniosty oczekiwanych
rezultatow ze wzgledu na niskie wskazniki przezy-
walnosci oocytoOw podczas mrozenia w standardo-
wych stomkach. Dopiero w 2002 r. udato si¢ uzyskac
pierwsze zrebi¢, wykorzystujac do zaptodnienia in
vitro oocyty pozyskane in vivo 1 poddane procesowi
witryfikacji, a nast¢pnie transferowane do jajowodu
(37). Od tamtej pory jedynie kilka osrodkéw na swie-
cie jest w stanie sporadycznie uzyskiwac zrebigta po
zaptodnieniu in vitro oocytow poddanych wczesniej
procesowi witryfikacji. W zwiazku z tym, w przy-
padku koni metody witryfikacji oocytow wymagaja
dopracowania i uzyskania przekonujacych wynikéw
umozliwiajacych wdrozenie do praktyki hodowlane;.

Kriokonserwacja zarodkow

Pierwsze cigze po witryfikacji zarodkow koni uzy-
skano w 1994 r. (26). Badania ostatnich 20 lat dopro-
wadzity do rozwoju nowych metod kriokonserwacji
w minimalnych objetosciach mieszanin witryfikacyj-
nych, ktére znacznie zmniejszyly negatywne skutki
dziatania niskich temperatur poprzez skrocenie czasu
schtadzania (28, 30). Dzisiaj stosowane sg ultraszyb-
kie metody witryfikacji zarodkoéw koni takie jak: OPS
(open pulled straw), Cryoloop, Cryotop, Rapid-I (15,
23, 30, 38, 39, 46).

Badania nad kriokonserwacja zarodkow koni sku-
piaja si¢ obecnie nad poprawg efektywnosci mrozenia
zarodkow wiekszych niz 300 um. Zarodki ponizej
300 um $rednicy sg w fazie moruli lub wczesnej
blastocysty i1 dobrze znosza proces kriokonserwacji.
Zarodki w tych stadiach nalezy pozyskiwa¢ w 6. dniu
po owulacji, co niesie ryzyko, ze beda zbyt mate i trud-
ne do odszukania, lub Ze nie zeszly jeszcze do macicy
1 ptukanie moze by¢ nieefektywne. Optymalnym mo-
mentem ptukania macicy w celu pozyskania zarodka
jest dzien 7., 8. po owulacji, jednakze zarodki w tych
dniach maja juz duzo wigkszg $rednice, ich blasto-
cel wypeliony jest duzg iloscig ptynu 1 sg otoczone
w petni wyksztatcong kapsulg zarodkowa (44). Uwaza
si¢, 1z kapsula zarodkowa ogranicza wnikanie krio-
protektoréw do wnetrza zarodka, a duza ilo$¢ ptynu
w blastocelu wydtuza tempo schtadzania, co skutkuje
stabg przezywalno$cig zarodkéw. Hochi 1 wsp. (26)
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uzyskali sze$¢ cigz z o$miu witryfikowanych zarod-
kéw mniejszych niz 300 um, ale tylko dwie z o$miu
zarodkow wiekszych niz 300 pm. Rozwigzania tego
problemu zaczgto szuka¢ w nakluwaniu blastocyst
w celu zmniejszenia ilosci ptynu, jednakze podczas
naktucia dochodzi do przerwania cigglosci kapsuty
zarodkowej, co czesto skutkuje §miercig zarodka.
Obecnie rozwigzanie tego problemu stanowi jedno
z najwigkszych wyzwan w badaniach nad biotech-
nologicznymi metodami wspomagania rozrodu koni.

Diagnostyka genetyczna zarodkow

W 2009 r. opublikowano petny genom konia domo-
wego 1 wskazano w nim geny zwigzane z 40 choro-
bami koni oraz ponad 20 genéw odpowiadajacych za
fenotyp (10). Od tamtego czasu podejmowano liczne
proby pobrania blastomerow z wezesnych zarodkow
w celu przeprowadzenia ich diagnostyki genetyczne;j
(8,25,27). Opracowanie efektywnych metod wczesnej
diagnostyki genetycznej daje hodowcom mozliwos¢
uzyskania potomstwa wolnego od choréb warunko-
wanych genetycznie, o pozadanej plci, umaszczeniu
1 dowolnie wybranych cechach. Stosujac rézne techniki
pobierania biopsji zarodkow przy uzyciu mikroostrzy
lub mikropipet uzyskiwano wyniki ok. 50% ciaz po
transferze zarodkow bezposrednio po biopsjach (8,
42). Problemem okazato si¢ przechowywanie zarod-
kéw do czasu uzyskania wynikow analizy genetycznej
pobranych blastomeréw oraz poddawanie biopsjom
zarodkow powyzej 300 um srednicy z w pelni wy-
ksztalcong kapsuta zarodkowga. Swieze zarodki po
biopsji moga by¢ przechowywane przez 7-10 godzin
bez znaczacego wptywu na odsetek uzyskanych ciaz,
jednakze jest to bardzo krotki czas na wykonanie pel-
nych analiz genetycznych, szczeg6lnie jezeli nie moga
one by¢ wykonane w tym samym laboratorium (8).
Prébowano rowigzac ten problem, poddajac zarodki po
biopsjach procesowi kriokonserwacji, jednak do dnia
dzsiejszego nie uzyskano satysfakcjonujacych rezulta-
tow. Dotychczas udato si¢ okresli¢ optymalng wielkos¢
zarodkow oraz minimalng liczbg blastomerow niezbed-
nych do przeprowadzenia analiz genetycznych bez
obnizenia kompetencji rozwojowych zarodka. Wedlug
Seidla (42) 1 wsp., zarodki mniej sze niz 300 um podda-
ne biopsjom zachowujg swoje kompetencje rozwojowe
na takim samym poziomie, jak zarodki nie poddane
biopsji, natomiast zarodki powyzej 300 pm sredmcy
poddane biopsjom, daja bardzo niski odsetek ciaz po
transferze w porownaniu do zarodkéw takich samych
rozmiaréw nie poddanych zadnym manipulacjom.

Nowoczesne metody wspomagania rozrodu otwiera-
ja przed hodowcami koni ogromne mozliwosci, takie
jak: uzyskiwanie potomstwa od osobnikow z obnizong
ptodnosca lub w skarajnych przypadkach od osobni-
kow nieptodnych, uzyskiwanie potomstwa o poza-
danych cechach oraz magazynowanie i dystrybucje
gamet i zarodkdw. Mimo obiecujacych wynikoéw wielu
badan konieczne jest zintensyfikowanie prac nad opty-
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malizacja metod pozaustrojowej produkcji zarodkoéw
(zalodnienie in vitro, klonowanie), kriokonserwacja
gamet i zarodkow, ich diagnostyka genetyczng oraz
inseminacjg seksowanym nasieniem.
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