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Artykut przegladowy

Aktualny stan i mozliwosci kriokonserwacji
zarodkow i oocytow zwierzat gospodarskich
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Instytut Zootechniki Panstwowy Instytut Badawczy, Dziat Biotechnologii Rozrodu Zwierzat,
ul. Krakowska 1, 32-083 Balice

W artykule przedstawiono kierunki rozwoju oraz obecne mozliwosci kriokonserwacji oocy-
tow i zarodkow bydla, swin, owiec, kéz i koni, a takze mozliwosci doskonalenia tej tech-
nologii. Zaprezentowano dwie zasadnicze metody kriokonserwacji: mrozenie i witryfikacje.
Omowiono glowne czynniki warunkujace podatnos¢ zarodkow i oocytow na kriokonserwa-
cje, a takze mozliwosci jej modyfikacji.
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Istota kriokonserwacji gamet i zarodkow jest zatrzymanie zachodzacych w nich proce-
sow zyciowych na czas praktycznie nieograniczony. Jest to jak dotychczas jedyna metoda,
za pomoca ktorej udato sie ten cel osiagnaé, gdyz proby liofilizacji materiatu genetycznego,
ktére mogly by¢ alternatywa dla kriokonserwacji, nie daty oczekiwanych rezultatow.

Pierwsze eksperymenty z zakresu kriokonserwacji gamet meskich podejmowane byty juz
w latach siedemdziesigtych XIX wieku, natomiast metody kriokonserwacji gamet zenskich
i zarodkow nie maja tak dtugiej historii, siggaja bowiem lat pigédziesigtych XX wieku.

Przetomowym momentem dla rozwoju kriokonserwacji materiatu genetycznego byto
odkrycie przez Polge’a i wsp. w 1949 roku ostaniajace;j roli glicerolu. Pozwolito to opraco-
wac we wezesnych latach pigédziesiatych XX wieku metode kriokonserwacji plemnikdw,
a dwadziescia lat pozniej takze zarodkow, dzigki teoretycznym pracom amerykanskiego
kriobiologia Petera Mazura. Istota tych prac bylo zatozenie, ze dla skutecznej kriokon-
serwacji obiektow biologicznych wielko$ci komorek jajowych szybkos¢ schtadzania po-
winna wynosi¢ ok. 1°C/min. Opierajac si¢ na tych zalozeniach, Whittingam i wsp. [142]
oraz Wilmut i Rowson [146] we wczesnych latach siedemdziesigtych ubieglego wieku do-
konali skutecznego zamrozenia zarodkéw mysich. Nastgpstwem byto zastosowanie tych
procedur do kriokonserwacji zarodkow bydta i owiec, a pézniej szeregu innych gatunkow
ssakow zarowno laboratoryjnych, jak i gospodarskich, z uwzglednieniem specyfiki gatun-
kowej w zakresie ich podatnosci na kriokonserwacjg.
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Obecnie kriokonserwacje zarodkdéw i oocytdéw mozna przeprowadzaé metodg zamra-
zania lub witryfikacji. Obok podstawowych réznic, jakie wystepuja miedzy tymi dwoma
metodami kriokonserwacji, obie wymagaja kontroli i optymalizacji warunkow podczas
kazdego z etapow postgpowania.

Zarodki i oocyty zamraza si¢ w urzadzeniach (fryzerach) umozliwiajacych uzyskanie
kontrolowanego spadku temperatury. Z kriobiologicznego punktu widzenia zamrazanie jest
to zestalanie si¢ schladzanego ptynu na drodze krystalizacji. Krystalizacja wewnatrzko-
morkowa jest jedng z podstawowych przyczyn uszkodzen komoérek w trakcie zamrazania.
Kriokonserwacja metoda witryfikacji, w ktorej dochodzi do zestalania si¢ ptynu w formie
zeszklonej, a nie krystalicznej, eliminuje t¢ przyczyne uszkodzen komorek. Metoda witry-
fikacji stanowi duze uproszczenie w stosunku do konwencjonalnych sposobéw zamrazania.
Glownym problemem witryfikacji jest toksyczno$¢ zwigzkéw ostaniajacych oraz uszko-
dzenia natury osmotycznej. Sg one powodowane wysoka koncentracja zwigzkow ostaniaja-
cych, niezbednych do uzyskania witryfikacji. Niemniej jednak metoda ta pozwala obecnie
na uzyskanie znacznej efektywnosci kriokonserwacji w odniesieniu do zarodkow mysich,
szczurzych, kréliczych, owczych, kozich, konskich i bydlecych [41, 64, 115].

BYDLO

Zamrazanie zarodkow

Poczatkowo zarodki bydlece byly kriokonserwowane metoda wolnego zamrazania i wol-
nego rozmrazania. Metoda ta zostata zastosowana po raz pierwszy przez Wilmuta i Rowso-
na w 1973 roku [146]. Specyficzne dla tego gatunku postepowanie dotyczyto wielostopnio-
wego dodawania i usuwania zwigzku ostaniajacego, ktore przeprowadzano w temperaturze
pokojowej. Najczesciej uzywanymi zwigzkami ostaniajagcymi byly dwumetylosulfotlenek
(DMSO), glicerol i glikol etylenowy, rzadziej propandiol. Nie wykazano réznic w prze-
zywalnosci zarodkéw zamrazanych w glikolu etylenowym, DMSO czy glicerolu [13, 34],
jak rowniez w mieszaninie glicerolu i DMSO [72]. Obecnie uwaza si¢, ze do zamrazania
zarodkow bydlecych najbardziej przydatnymi zwigzkami ostaniajacymi sa glikol etylenowy
i glicerol. W kolejnych badaniach wprowadzono skrocony program zamrazania, poprzez
podwyzszenie koncowej temperatury zamrazania zarodkow do —30, —35°C przed ich prze-
lozeniem do ciektego azotu [123]. Uzyskiwana przezywalnos$¢ zarodkow zamrazanych me-
toda wolng lub szybka (skrécong) jest podobna. Najlepsze wyniki przezywania zarodkow
zamrazanych metodg wolng (wolne schtadzanie do —60°C) mozna osiggnac stosujac wolne
rozmrazanie (ok. +20°C/min), natomiast zarodki przektadane do ciektego azotu w wyzszych
temperaturach ujemnych (=30 do —40°C) wymagaja szybkiego rozmrazania (ok. +300°C/
min). Mozna przyja¢, ze wyniki przenoszenia mrozonych zarodkow bydlecych s o ok. 10-
-20% nizsze od tych, jakie uzyskuje si¢ po przenoszeniu zarodkow $wiezych.

Poddajac mrozeniu zarodki uzyskane metoda zaptodnienia i hodowli in vitro mamy do
czynienia z organizmami o obnizonej wartosci biologicznej. Badania prowadzone w tym
zakresie potwierdzaja nizsza podatno$¢ na zamrazanie zarodkow uzyskanych in vitro w
poroéwnaniu z zarodkami uzyskanymi in vivo. Stwierdzono, ze ponad 80% kriokonserwo-
wanych zarodkéw bydlegcych uzyskanych in vivo wylega si¢ w hodowli in vitro, podczas
gdy wylega sie tylko 20% zarodkéw kriokonserwowanych wytworzonych in vitro [41].

90



Aktualny stan i mozliwosci kriokonserwacji zarodkow i oocytow...

Przypuszcza sig, ze zréznicowana podatnos$¢ na zamrazanie zarodkow uzyskanych in vivo
1 in vitro zwigzana jest z jednej strony z r6zng zawartoscig wody w tych zarodkach [73],
a z drugiej — z roznicg we wlasciwosciach ostonki przejrzystej [103]. Wykazano, ze oston-
ka przejrzysta zarodkow uzyskanych in vitro, w porownaniu do zarodkoéw uzyskanych in
vivo, jest tatwiej trawiona przez enzymy, np. pronaze [103]. Wykazano rowniez, ze prze-
zywalno$¢ mrozonych zarodkow wyprodukowanych pozaustrojowo zalezy od tego czy
hodowle prowadzono w pozywkach syntetycznych Menezo B2 lub TCM 199, czy tez we
wspothodowli z komoérkami nablonka jajowodowego lub komorkami granulozy. Oznacza
to, ze wyzsza efektywno$¢ zamrazania zarodkoéw uzyskanych in vitro zaleze¢ begdzie w
wickszym stopniu od udoskonalenia technologii pozaustrojowej produkcji zarodkdéw niz
metody ich kriokonserwacji.

Zamrazanie oocytow

Pierwsze proby kriokonserwacji oocytow ssakow siegaja lat siedemdziesigtych ubie-
glego wieku, kiedy z pozytywnym skutkiem zastosowano do zamrazania oocytow mysich
metody opracowane dla zarodkéw. Uzyskano wtedy ptody i potomstwo z oocytow mysich
zamrozonych i po rozmrozeniu zaptodnionych in vitro, jednak efektywnosc¢ tych prob byta
niska [143]. Zastosowane procedury okazaly si¢ nieskuteczne dla zamrazania oocytow
bydlecych. W kolejnych badaniach stwierdzono, ze oocyty niedojrzate sa mniej podatne na
kriokonserwacj¢ niz oocyty dojrzale w stadium metafazy 11 [77]. Pierwsze cielgta po trans-
plantacji zarodkow rozwijajacych si¢ z dojrzatych in vitro kriokonserwowanych oocytow
uzyskano dopiero na poczatku lat dziewigédziesiatych ubiegtego wieku [38].

Odrebny problem stanowi kriokonserwacja oocytow niedojrzatych (stadium GV).
Pierwsze badania dotyczace kriokonserwacji niedojrzatych oocytow bydlecych prowadzo-
ne byly we wspolpracy polsko-francuskiej [55]. Stwierdzono woéwczas, ze oocyty niedoj-
rzale sa mato podatne na kriokonserwacje, a zamrazanie znacznie obniza ich kompetencje
do dojrzewania in vitro. Uzyskane przez tych autoréw wyniki przezywalno$ci oocytow
po rozmrozeniu byly na niskim poziomie (6%). Cho¢ uzyskano zdrowe potomstwo po
kriokonserwowanych metoda zamrazania niedojrzatych oocytach bydlgcych [97, 129], to
jednak odsetek zarodkdéw osiggajacych stadium blastocysty jest wcigz bardzo niski. W
ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji oocytow bydlecych koncentrujg si¢
glownie na zwickszeniu efektywnosci poszczegdlnych etapow metody, zarowno kriokon-
serwacji metoda witryfikacji, jak tez dojrzewania i zaptodnienia in vitro [90].

Witryfikacja zarodkow

Zarodki bydlgce zostaly po raz pierwszy zakonserwowane metoda witryfikacji [84, 85]
przy zastosowaniu procedury opracowanej dla zarodkéw mysich. Mieszanina witryfika-
cyjna sktadata si¢ z 25% glicerolu 1 25% 1,2-propandiolu. Usuwanie zwiazkow ostania-
jacych po rozmrozeniu bylo jednostopniowe, przy uzyciu roztworu 1M sacharozy. Efek-
tywnos$¢ przenoszenia przy zastosowaniu opisanej procedury wynosita od 20 do 50% [80,
84]. Metoda ta byla efektywna dla zarodkow w stadium moruli, podczas gdy nie przezyta
zadna z witryfikowanych blastocyst. Przypuszcza sig, ze blastocysty sa bardziej wrazliwe
niz morule na wysoka koncentracj¢ propandiolu w mieszaninie witryfikacyjnej. Z kolei
wiadomo, ze propandiol jest zwigzkiem tatwiej przenikajacym do komorki niz glicerol, co
moze by¢ przyczyna jej uszkodzen natury chemicznej lub osmotycznej. Proby modyfikacji
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procedury witryfikacji, polegajace na wyeliminowaniu z mieszaniny witryfikacyjnej pro-
pandiolu pozwolily na skuteczna witryfikacj¢ blastocyst bydlecych [138], cho¢ obserwo-
wana przezywalnosc¢ in vitro takich blastocyst byta niezbyt wysoka (57%).

W poszukiwaniu optymalnej mieszaniny witryfikacyjnej dla zarodkéw bydlecych,
Mahmoudzadeh i wsp. [81] przeprowadzili badania porownawcze réznych medidow wi-
tryfikacyjnych. Najwyzszy odsetek — blisko 90% zarodkow rozwijajacych si¢ in vitro,
stwierdzono po witryfikacji w mieszaninie glikolu etylenowego, fikolu i sacharozy (EFS)
opracowanej przez Kasai i wsp. [63].

Jednym z waznych czynnikéw wptywajacych na przezywalno$¢ witryfikowanych zarod-
koéw jest ich ekwilibracja przed witryfikacja. Aby unikna¢ niekorzystnego wptywu wysokich
koncentracji zwiazkow ostaniajacych, zarodki poddawano ekwilibracji wielostopniowej. W
doswiadczeniach wtasnych [120], przeprowadzonych z zarodkami bydlecymi ekwilibrowa-
nymi trdjstopniowo w mieszaninie glicerolu i propandiolu, obserwowano wysoka przezy-
walnos¢ zarodkow zarowno in vitro (90%), jak i in vivo (77%). Obserwacje te potwierdzaja
wyniki uzyskiwane przez innych autorow [66], ktorzy stosowali wielostopniowa ekwilibra-
cj¢ do witryfikacji blastocyst bydlecych. Stwierdzono znacznie wyzsza przezywalno$é in
vitro po 4-, 8- lub 16-stopniowej niz po 1- lub 2-stopniowej ekwilibracji [66].

Interesujgca mozliwoscig zwigkszenia podatnosci zarodkow na witryfikacje jest pod-
dawanie ich subletalnemu stresowi, wywotanemu wysokim ci$nieniem hydrostatycznym
[106] lub podwyzszona koncentracja chlorku sodu [78]. Metoda wcze$niejszego traktowa-
nia komorek podwyzszonym ci$nieniem hydrostatycznym w potaczeniu z technika otwar-
tych cienkich stomek, tzw. OPS (open pulled straw), z powodzeniem zostata zastosowana
do witryfikacji blastocyst bydlecych uzyskanych in vitro [106, 135].

Efektywnos$¢ witryfikacji zarodkéw bydlecych jest porownywalna z zamrazaniem [136,
137]. Uzyskiwano podobny odsetek siedmiodniowych zarodkow bydlecych rozwijajacych
si¢ in vitro po kriokonserwacji zarbwno metoda zamrazania (ok. 65%), jak 1 witryfikacji
(ok. 66%) [74, 109].

Z obserwacji nad witryfikacja zarodkoéw bydlecych wyprodukowanych in vitro wyni-
ka, ze ich podatno$¢ na witryfikacje¢ jest obnizona w poréwnaniu do zarodkéw wyprodu-
kowanych in vivo [40, 47]. Wykazano ponadto, ze przezywalno$¢ kriokonserwowanych
zarodkow uzyskanych in vitro zalezy od tego, czy hodowle prowadzono w pozywkach
syntetycznych, czy tez we wspothodowli z komdrkami nabtonka jajowodowego lub ko-
moérkami granulozy. Wydaje si¢ zatem, ze o przezywalnosci kriokonserwowanych zarod-
kéw uzyskanych w wyniku zaptodnienia i hodowli in vitro w wigkszym stopniu decyduja
metody hodowli niz metoda kriokonserwacji [84]. Proby modyfikacji pozywek do hodowli
zarodkow bydlecych uzyskanych po zaptodnieniu in vitro i nastepnie poddawanych krio-
konserwacji w plynie z dodatkiem liposomow zawierajacych lecytyng, sfingomieling i
cholesterol nie przyniosty oczekiwanych rezultatow [108]. Stwierdzono jedynie, Zze doda-
tek liposomow nie wptywat negatywnie na rozwoj zarodkow do stadium blastocysty oraz
ich przezywalno$¢ po rozmrozeniu. Natomiast obecnos¢ w liposomach lecytyny obnizata
przezywalno$¢ kriokonserwowanych zarodkow bydlgcych, co moze sugerowaé jej nie-
korzystne oddziatywanie na zmiang sktadu btony komoérkowej. W kolejnych badaniach
wykazano, ze hodowla przed kriokonserwacja w pozywce bez dodatku biatka pod postacia
surowicy prowadzi do zmniejszenia poziomu zawartych w zarodkach lipidow oraz popra-
wy efektywno$ci ich kriokoserwacji [6].
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Rowniez stadium rozwoju zarodka jest jednym z waznych czynnikéw wpltywajacych na
przezywalnos¢ witryfikowanych zarodkéw bydlecych uzyskanych w wyniku zaplodnie-
nia i hodowli in vitro. Obserwacje te potwierdzaja badania wilasne, dotyczace witryfikacji
zarodkow bydlecych uzyskanych in vitro [40, 47], w ktorych stwierdzono wigksza wrazli-
wos¢ na witryfikacje¢ zarodkéw w stadium moruli niz blastocysty.

Reasumujac, metoda witryfikacji moze by¢ alternatywa tradycyjnej metody zamrazania
w kriokonserwacji zarodkéw bydlegcych. Potwierdza to porownywalna przezywalnos¢ po
transplantacji niechirurgicznej zarodkow witryfikowanych (44,5%) i zamrazanych metoda
konwencjonalna (45,1%) [26].

Efektem prac nad witryfikacja zarodkow bydlecych prowadzonych w Dziale Biotech-
nologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zootechniki PIB bylo urodzenie si¢ w 1994 roku
pierwszego w Polsce cielgcia [120] po przeniesieniu witryfikowanych zarodkow.

Witryfikacja oocytéw

Doswiadczenia dotyczace witryfikacji oocytow bydlecych prowadzono zarowno na
oocytach niedojrzatych (stadium GV), jak i dojrzatych (stadium metafazy II). Poczatkowe
proby witryfikacji oocytéw w stadium GV nie daty pozytywnych wynikow [5, 138], na-
tomiast znaczny postep uzyskano w witryfikacji oocytow w stadium metafazy II. Czynni-
kiem decydujacym o przezywaniu witryfikowanych oocytow, jak si¢ wowczas wydawato,
byt sktad mieszaniny ostaniajacej [51, 141]. W doswiadczeniach nad witryfikacja dojrza-
tych oocytow w glikolu etylenowym czy tez w mieszaninie glicerolu i propandiolu nie
uzyskano przezywalnosci in vitro [5] lub przezywato tylko niewiele oocytow [141]. Na-
tomiast witryfikacja w mieszaninie opartej na DMSO i glikolu etylenowym lub DMSO,
glikolu propylenowym i acetamidzie doprowadzita do uzyskania po rozmrozeniu dos¢
wysokiego odsetka (blisko 90%) morfologicznie normalnych oocytéw [51]. Odznaczaty
si¢ one dos¢ dobra zdolnoscig do zaptodnienia, a uzyskane blastocysty byly zdolne do
petnego rozwoju in vivo. Innym czynnikiem, istotnym zdaniem autoréw dla przezywal-
nosci witryfikowanych oocytow, byto wielostopniowe usuwanie zwigzkoéw ostaniajacych
po rozmrozeniu.

W badaniach przeprowadzonych przez Horvarth i Seidela [58], z wykorzystaniem cho-
lesterolu w medium do kriokonserwacji oocytow, obserwowano nieznaczny wzrost od-
setka zarodkow dzielacych si¢ i rozwijajacych do stadium 8 komoérek z oocytéw pod-
dawanych przed witryfikacja dziataniu cholesterolu i nast¢pnie zaptadnianych in vitro w
poréwnaniu do kontrolnych.

Zastosowanie prozni w komorze z ciektym azotem (Vitmaster), w ktérej witryfikacje
osigga si¢ poprzez ultraszybkie schtodzenie probki oraz otwartych cienkich stomek (OPS),
umozliwito efektywna witryfikacje oocytdw bydlecych zaréwno dojrzatych (stadium me-
tafazy II), jak i niedojrzatych (stadium GV) [4]. Cytowani autorzy osiagneli wysoki odse-
tek zarodkow dzielacych si¢ 1 blastocyst (odpowiednio 72 i 38%) dla oocytow witryfiko-
wanych w stadium metafazy II, jak rowniez do§¢ dobre wyniki (27% zarodkow dzielacych
si¢ 1 14% blastocyst) dla oocytow witryfikowanych w stadium GV. Stosujac witryfikacje w
stomkach OPS uzyskano réwniez cieleta po przeniesieniu zarodkéw uzyskanych z witryfi-
kowanych dojrzatych oocytéw [135]. Wyniki te dowodza, Ze istnieje mozliwos¢ efektyw-
nej witryfikacji zardwno dojrzatych, jak i niedojrzatych oocytow bydlecych.
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7

SWINIA

Zamrazanie zarodkow

Zarodki §wini w porownaniu do innych gatunkow ssakow sa mato podatne na schladza-
nie i zamrazanie. Zostato to stwierdzone juz w pierwszych pracach dotyczacych konserwa-
cji zarodkow tego gatunku, wykonanych w potowie lat siedemdziesiatych ubiegtego wieku
[102, 145]. Mata tolerancja zarodkow $wini na schtadzanie i mrozenie jest spowodowana
wysoka zawarto$cia lipidow w cytoplazmie zarodkow tego gatunku [102]. Stwierdzono,
ze podczas schtadzania dochodzi do naruszenia integralno$ci wewnatrzkomorkowych lipi-
dow, co jest powodem zniszczenia cytoplazmy i w rezultacie dochodzi do nieodwracalnych
zmian degeneracyjnych zarodka [89]. Ponadto w komorkach przetrzymywanych w tempe-
raturze +15°C stwierdzano strukturalne zmiany lipidow [31]. W kolejnych badaniach [92]
wykazano, ze wrazliwos$¢ zarodkow $wini na ochtadzanie uzalezniona jest w wigkszym
stopniu, niz to ma miejsce u innych gatunkow, od stadium rozwoju zarodka. Stwierdzono
na przykltad, ze istnieje znaczaca roéznica we wrazliwosci na niskie temperatury migdzy
wylegla blastocysta a wezesniejszymi stadiami rozwoju zarodka. W innych badaniach [44,
93] wykazano, ze wrazliwos$¢ na niskie temperatury zalezy od tego, czy rozwdj zarodka
nastgpowatl in vitro, czy in vivo. Obserwacje te wykazaty, ze blastocysty wylggte w ho-
dowli in vitro sa mniej podatne na uszkodzenia w obnizonych temperaturach dodatnich
niz blastocysty wylegte in vivo [93]. Specyficzna wrazliwo$¢ zarodkow §wini na niskie
temperatury manifestuje si¢ rowniez ich obnizong podatno$cia na kriokonserwacje.

Przez dlugi czas nie udawato si¢ zamrozi¢ zarodkdéw $wini, stosujac metody pozwa-
lajace na skuteczne zamrazanie zarodkow bydta, owiec czy koz. Pierwsze sukcesy, ja-
kie zanotowano w kriokonserwacji zarodkow $wini, byly gtownie rezultatem uzycia do
zamrazania zarodkow w odpowiednim stadium rozwoju, tj. ekspandujacej lub wyleglej
blastocysty [54, 65]. Procedura zamrazania zaktadata kontrolowane wolne schtadzanie z
szybkoscia 0,3°C/min i uzycie glicerolu jako zwigzku ostaniajacego. Jednak efektywnosé
tych pierwszych prob byta dos¢ niska, gdyz 9 prosiagt urodzonych w wyniku przeprowa-
dzonych badan uzyskano po transplantacji 77 kriokonserwowanych zarodkow [54, 65].

W nastepnych pracach nad zamrazaniem zarodkow $wini liczba uzytych do doswiad-
czen zarodkow byla stosunkowo niska, a przezywalnos¢ zamrozonych zarodkéw oceniana
byta jedynie na podstawie ich rozwoju in vitro [17, 95].

Waznym czynnikiem decydujacym o efektywnosci kriokonserwacji jest rodzaj uzytego
zwigzku ostaniajacego. W doswiadczeniach nad zamrazaniem zarodkéw $wini stosowano
najczeseiej glicerol [54, 61, 95], glicerol z dodatkiem lecytyny [61] lub trehalozy [17].
Niebanalnym rozwigzaniem bylo uzycie glicerolu z dodatkiem zottka jaja kurzego [37],
uwienczone urodzeniem 1 prosiecia po transplantacji 8 kriokonserwowanych zarodkow.

W dotychczasowych badaniach nad zamrazaniem zarodkow §wini, przeprowadzonych
— co nalezy podkresli¢ — na niezbyt licznym materiale, stwierdzono, ze dla efektywne-
go ich zamrozenia konieczne jest spelnienie kilku podstawowych warunkéw. Zamrazane
winny by¢ blastocysty w stadium bliskim wylegania. Media stosowane do zamrazania
powinny zawiera¢ dodatek biatka pod postacig albuminy surowicy bydlecej. Jako zwigzku
ostaniajacego powinno si¢ uzywac 1,5M glicerolu, chociaz nie wyklucza si¢ uzycia innych
zwiazkow ostaniajacych. Procedura zamrazania powinna obejmowac wczesniejsze schia-
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dzanie zarodkoéw we fryzerach, od temperatury pokojowej do temperatury posiewania z
szybkos$cia wynoszaca 1°C/minute. Po zainicjowaniu krystalizacji zarodki powinny by¢
zamrazane z szybkoscig ok. 0,3°C/min do temperatury —35, —38°C przed ich przetozeniem
do ciektego azotu. Rozmrazanie zarodkéw powinno si¢ przeprowadza¢ w tazni wodnej
o temperaturze 35-37°C przy uzyciu roztworu do usuwania zwigzkow ostaniajacych 0,3-
-0,5M sacharozy. Zastosowanie sacharozy zmniejsza ryzyko wystapienia uszkodzen spo-
wodowanych szkodliwym oddziatywaniem zwigzku ostaniajacego, w tym réwniez uszko-
dzen natury osmotyczne;j.

Zamrazanie oocytow

W najnizszym stopniu badania z zakresu kriokonserwacji oocytéw zwierzat gospodar-
skich sa zaawansowane w odniesieniu do $win, ze wzgledu na specyficzng wrazliwo$é
gamet i zarodkow tego gatunku na schtadzanie i kriokonserwacje. I tak, w badaniach nad
wrazliwos$cig oocytdw $wini na niskie temperatury stwierdzono, ze niedojrzate oocyty
otoczone komodrkami wzgorka jajono$nego nie przezywaja ozigbiania juz do temperatu-
ry +15°C [23]. Negatywny wptyw niskich temperatur, manifestujacy si¢ depolimeryzacja
cytoszkieletu, zwigzany jest prawdopodobnie z penetracja zwiagzkoéw ostaniajacych do ko-
morki oocytu [101, 140] lub z ochtadzaniem zawartych w cytoplazmie lipidow, ktore z
kolei wplywaja destrukcyjnie na strukture cytoszkieletu [76]. Ta druga hipoteza zostata
potwierdzona w badaniach oocytéw $wiezych, poddawanych wirowaniu [76]. Stwierdzo-
no mianowicie, ze po 48-godzinnej hodowli w zarodkach wirowanych nastapil ponowny
rozdziat lipidow w cytoplazmie, natomiast w oocytach zamrazanych po wirowaniu proces
rozdziatu lipidéw byt nieodwracalny. Dowodzi to, wedlug autoréw powyzszych badan,
wplywu procesu kriokonserwacji na fizykochemiczne zmiany lipidow obecnych w cyto-
plazmie oocytow [76].

W kolejnych badaniach potwierdzono wigksza podatno$é na zamrazanie oocytow Swi-
ni dojrzatych w stadium metafazy Il niz oocytow niedojrzatych [112]. Wérod badan doty-
czacych kriokonserwacji oocytow swini, poza poszukiwaniem odpowiednich warunkow
uzycia zwigzkow ostaniajacych [23, 79, 147], podejmowano rowniez proby wykorzysta-
nia w procesie zamrazania tzw. substancji antymrozeniowych [26, 53, 114]. Zastosowanie
tych zwiazkéw w kriokonserwacji oocytow i zarodkow jest jednym z kierunkéw badan
[2, 39, 53].

Witryfikacja zarodkow

Jak juz wspomniano, istotny udziat w podatnosci oocytow i zarodkoéw §wini na kriokon-
serwacje ma wysoka zawartos¢ thuszezoéw. Wiadomo, ze poziom ich zawartos$ci zalezy od
stadium rozwoju, gatunku oraz stanu fizjologicznego. Najwyzszy poziom zawarto$ci thusz-
czOw obserwuje si¢ w zarodkach znajdujacych si¢ we wezesnym stadium rozwoju. Spo-
$rod gatunkow zwierzat gospodarskich najwyzsza ich zawarto$¢ stwierdza si¢ w oocytach
i zarodkach $wini [24]. Ponadto, zarodki §wini wyprodukowane in vitro charakteryzuja si¢
wiekszg zawartoscig lipidow w poréwnaniu do uzyskanych in vivo [113]. Z punktu widze-
nia kriokonserwacji jest to zjawisko niekorzystne. Zmniejszenie zawartosci ttuszczow w
oocytach i zarodkach mozna osiggnaé poprzez ich mikrochirurgiczne usuwanie [91] lub
polaryzacje¢ lipidow na drodze wirowania [33].
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Wyprodukowane in vitro zarodki $§wini charakteryzuja si¢ odmienng wrazliwos$cig
na schtadzanie niz zarodki innych gatunkéw ssakow. Stwierdzono, co byto znacznym
zaskoczeniem, ze blastocysty swini uzyskane z hodowli in vitro sa mniej podatne na
uszkodzenia w obnizonych temperaturach niz morule lub blastocysty rozwijajace si¢ in
vivo [40, 47].

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji zarodkéw $wini koncentrujg sie
gléwnie na witryfikacji. Znaczacy postep w rozwoju tej metody zostal osiagniety dzigki
minimalizacji objetosci plynu zawierajacego witryfikowany zarodek (tzw. metoda OPS
lub SOPS) [134]. Takie postgpowanie, pozwalajace na uzyskanie wysokiego tempa schta-
dzania w trakcie procesu witryfikacji, umozliwito, w odniesieniu do zarodkoéw §wini, osia-
gnigcie stosunkowo wysokiej przezywalnosci in vitro (morula: 14 do 70%, blastocysta:
67 do 73%) [9, 134] oraz in vivo (morula: 13%, blastocysta: 55%) [9, 10, 11]. Przeprowa-
dzone badania wlasne potwierdzity pozytywny wptyw zminimalizowanej obj¢tosci witry-
fikowanej probki w stomkach OPS na przezywalnos¢ zarodkoéw $wini w stadium moruli
i blastocysty [43].

Stosowane modyfikacje metody witryfikacji, wykorzystujace wysokie tempo schta-
dzania, to miedzy innymi: metoda kroplowa zastosowana do oocytow [98] i zarodkow
bydlecych [111] oraz do zarodkow $swini [88], petelkowa (CLV, cryoloop vitrification)
uzywana z powodzeniem do zarodkow chomika [67] i czlowieka [68], metoda z zastoso-
waniem siateczki mikroskopowej (EM grids) [100], metalowej kostki pokrytej folig alu-
miniowg (SSV, solid surface vitrification) [8], czy schtodzonym ponizej —200°C cieklym
azotem w urzadzeniu Vitmaster [3]. Metody te, chociaz wydaja si¢ by¢ dos¢ atrakcyjne,
sg jednak wykorzystywane do kriokonserwacji zarodkow $wini w ograniczonym zakre-
sie [4, 25].

Z badan wtasnych nad witryfikacja zarodkéw §wini wynikalo, ze blastocysty przezy-
waly na poziomie okoto 30%, podczas gdy nie przezyt zaden zarodek w stadium moruli
[47]. Obserwacje te potwierdzity badania przeprowadzone wczesniej przez Dobrinskiego
i Johnsona [27], ktorzy wykazali, ze 6- i 7-dniowe zarodki §wini przezywalty w wyzszym
stopniu niz zarodki 5-dniowe. Autorzy ci stwierdzili ponadto, ze jedna z badanych przez
nich mieszanin ostaniajacych (glicerol i albumina surowicy — VSa) okazala si¢ nietoksycz-
na niezaleznie od wieku traktowanych zarodkéw. Podobnie w przeprowadzonym doswiad-
czeniu wlasnym [42] uzyskano 30-40% przezywalno$¢ morul i blastocyst przetrzymywa-
nych w mieszaninie glikolu etylenowego, fikolu i sacharozy (EFS), natomiast w kolejnym
doswiadczeniu [44] mieszanina EFS okazala si¢ bardziej toksyczna dla wylegglych niz dla
ekspandujacych blastocyst, co z kolei znalazto odzwierciedlenie w rezultatach witryfika-
cji. Doswiadczenia nad witryfikacja blastocyst $wini przeprowadzone w kolejnych latach
wykazaty, ze mimo osiggania wysokiej przezywalnosci in vitro, odsetek blastocyst przezy-
wajacych in vivo byt znacznie nizszy. Traktujac zarodki cytochalazyng B przed procesem
witryfikacji [28], czy tez stosujac metodg OPS [11, 134], wykazano roéwniez mozliwos¢
efektywnej kriokonserwacji zarodkoéw swini w stadium moruli.

W rezultacie prowadzonych w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Instytutu Zoo-
techniki PIB badan z zakresu kriokonserwacji zarodkow §wini uzyskano potomstwo po
transplantacji witryfikowanych zarodkéw [48]. Byty to pierwsze w Polsce prosigta uzy-
skane po transplantacji kriokonserwowanych zarodkow §wini.
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Witryfikacja oocytow

W badaniach dotyczacych witryfikacji niedojrzalych oocytow §wini stosowano cyto-
chalazyng B, jako inhibitor polimeryzacji mikrofilamentéw aktynowych [35, 59, 60], ktora
specyficznie oddziatuje na elementy cytoszkieletu, wptywajac na jego elastycznos¢, jak
réwniez mniejsza podatnosé lipidow na ozigbianie [18]. Z do§wiadczen tych wynikalo,
ze po takim traktowaniu oocytow i witryfikacji w mieszaninie glicerolu i surowicy, po
rozmrozeniu 21% oocytdéw osiagato dojrzalosc¢ in vitro [60]. Znacznie wyzszy odsetek doj-
rzatych oocytéw (37%) uzyskano po traktowaniu cytochalazyna B i witryfikacji w glikolu
etylenowym, trochg nizszy (24%) po identycznym traktowaniu i witryfikacji w mieszani-
nie glikolu etylenowego i dwumetylosulfotlenku [35]. Na uwagg zasluguja rowniez proby
zastosowania stabilizatora cytoszkieletu, jakim jest Taxol [36, 118, 128]. Stwierdzono, ze
Taxol zmienia dynamik¢ mikrotubuli w oocytach ssakéw w stadium GVBD (germinal ve-
sicle breakdown), czyli zaniku otoczki jadrowej pecherzyka zarodkowego [109]. Na temat
korzystnego wptywu dodatku Taxolu na kriokonserwacj¢ oocytow $wini zdania autorow
dwdch wezesniej cytowanych prac [36, 128] sg podzielone.

W procesie kriokonserwacji oocytow swini powazng przeszkoda sa zwiazki lipidowe.
Aby ten problem rozwigzac¢, stosowane sg rozne strategie redukcji lub usuwania czgsci
lipidéow lub catych kropli lipidowych. Najczesciej stosowanymi byly metody mikrochi-
rurgiczne [52, 94] lub mechaniczne, z wykorzystaniem wirowania w celu polaryzacji lipi-
dow [99]. Stwierdzono, ze oocyty poddane witryfikacji po mikrochirurgicznym usunigciu
zwigzkow lipidowych moga by¢ skutecznie zaptodnione in vitro i rozwijaé si¢ do sta-
dium 8 komoérek — moruli [94]. Interesujacag metode usuwania catych kropli lipidowych
po wezesniejszym wirowaniu oocytow w hipertonicznym roztworze glukozy zastosowali
Hara i wsp. [52], uzyskujac wyzsza podatnos$¢ oocytéw $wini w stadium GV na kriokon-
serwacje w poréwnaniu do oocytow nie poddawanych takiemu traktowaniu.

Kolejny postep z punktu widzenia skutecznosci metod kriokonserwacji oocytow osig-
gnigto dzigki zastosowaniu nowych technik, wsrdd ktorych, jak to juz wezesniej zaznaczo-
no, najbardziej znaczace okazaty si¢: witryfikacja w minimalnej objetosci probki w otwar-
tych cienkich stomkach, metoda OPS [133, 139], witryfikacja na powierzchni (ochtodzo-
nej w cieklym azocie) metalowego bloczku pokrytego folig aluminiowa, tzw. metoda SSV
[50, 124] lub witryfikacja na cienkiej plastikowej koncéwce umieszczonej w specjalnym
narzgdziu, tzw. cryotop [29, 35]. Metody te przyniosty jednak tylko niewielka poprawe
przezywalnos$ci oocytow $wini.

Zupehie innym podej$ciem do tego problemu jest zastosowanie przed procesem krio-
konserwacji wysokiego ci$nienia hydrostatycznego, o ktérym juz wczesniej wspomniano.
Powoduje ono ,,adaptacje” komorek na kolejny stres, jakim jest kriokonserwacja, co w
konsekwencji moze powodowac zwiekszenie jej efektywnosci [105]. Proby zastosowania
tej technologii do witryfikacji oocytow $wini umozliwity uzyskanie po rozmrozeniu od
1,5 do 15,5% rozwijajacych si¢ partenogenetycznie blastocyst, w porownaniu do 0,8 do
1,3% w grupach kontrolnych [29, 104]. Wydaje si¢, ze metoda z zastosowaniem wysokie-
go cisnienia hydrostatycznego stwarza praktyczne mozliwosci zwigkszenia efektywnosci
kriokonserwacji oocytow §wini.

W badaniach wtasnych, po transplantacji do jajowodéw 4 biorczyn 127 dojrzatych in
vivo oocytow witryfikowanych metodg OPS w mieszaninie glikolu etylenowego i DMSO
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z dodatkiem surowicy ptodéw cielecych, nie uzyskano cigzy. Natomiast po przeniesieniu
do 4 biorczyn 112 dojrzatych oocytéw witryfikowanych w mieszaninie zwiazkow osta-
niajacych bez dodatku surowicy, w 2 przypadkach stwierdzono ciaz¢ [45]. W wyniku
oproszenia uzyskano 12 zywych prosiat, ktére poddano testom weryfikacji ich pochodze-
nia. Pozytywny wynik uzyskano w przypadku 4 prosiat, co oznacza, ze uzyskano jedne z
nielicznych prosiat w $wiecie urodzone po przeniesieniu witryfikowanych oocytow $wini
[46]. Badania te potwierdzily wcze$niejsze doswiadczenia przeprowadzone na zarodkach
bydlgcych [108, 131], w ktérych stwierdzono negatywny wpltyw dodatku surowicy na
przezywalno$¢ zarodkow po kriokonserwacji. Autorzy ci sugeruja, ze w obecnosci su-
rowicy nastepuje nadmierna akumulacja lipidow, co z kolei jest przyczyna negatywnego
wplywu na podatno$¢ oocytow na kriokonserwacje.

Reasumujac, mozna zauwazy¢, ze z jednej strony zwiazki thuszczowe s3 powazna prze-
szkoda w procesie kriokonserwacji zarowno zarodkow, jak i oocytéw, z drugiej strony
jednak ich rola w procesach zyciowych komorki jako materiatu energetycznego i budulco-
wego jest bardzo wazna. Konieczne sa dalsze badania nad poprawa efektywnosci metod,
ktére beda dawaty wyniki bardziej stabilne i powtarzalne, uwzgledniajace jednak role lipi-
dow dla funkcjonowania komorki.

OWCA

Zamrazanie zarodkow, witryfikacja zarodkow

Poczatkowe badania zwigzane z mrozeniem i rozmrazaniem zarodkéw owczych opie-
raty si¢ na metodach kriokonserwacji zarodkéw bydlgcych i byly nieznacznie modyfiko-
wane. Pierwsze jagni¢ po transplantacji mrozonego zarodka urodzito si¢ w 1974 roku w
Cambridge, w zespole Willadsena [cyt. za 12], a w 1977 roku w Polsce [122]. Jako zwiazki
ostaniajace najczesciej uzywano DMSO [16], glikol etylenowy [86], glicerol [21] 1 meta-
nol [22]. W badaniach dowiedziono, ze glikol etylenowy jest lepszym i znacznie mniej
toksycznym dla zarodkéw owczych zwiazkiem ostaniajacym niz DMSO [16]. Wysoki od-
setek przezywalnosci in vivo 1 in vitro zarodkow owczych (73%) uzyskano stosujgc me-
tode kontrolowanego mrozenia, w ktdrej wykorzystano 1,5M glikol etylenowy oraz 1 M
roztwor sacharozy do rozmrazania. Ponadto stwierdzono, ze kriokonserwacja z zastosowa-
niem glikolu etylenowego byta efektywniejsza w przypadku zarodkow uzyskanych in vivo
[83]. Natomiast w badaniach Songsasena i wsp. [125] wykazano, ze mozna uzyska¢ zywe
potomstwo po przeniesieniu mrozonych zarodkéw owczych zaréwno w stadium moruli,
jak i blastocysty.

Oprocz standardowej metody mrozenia, w przypadku owiec przeprowadzano réwniez
proby witryfikacji zarodkow. Odpowiednio zmodyfikowane procedury tej metody krio-
konserwacji moga stanowic alternatywe dla obecnych metod zamrazania i by¢ z powodze-
niem wykorzystywane, np. do zabezpieczenia rezerwy genetycznej zanikajacych ras owiec
[62, 144], podobnie jak w przypadku bydta rasy polskiej czerwonej [144] czy niektorych
ras i linii krolikow [121]. Wydaje sig, ze kriokonserwacja metoda witryfikacji moze by¢
réwniez przydatna w przypadku zarodkéw o wigkszej wrazliwosci na schtadzanie, takich
jak zarodki wyprodukowane in vitro, klonowane lub poddane manipulacjom, np. biopsji
[19].
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Waznymi czynnikami, ktore moga wywiera¢ wpltyw na wyniki przezywalnosci witryfi-
kowanych zarodkéw owczych sa: sktad mieszaniny witryfikacyjnej, metoda przeniesienia
zarodkoéw (bezposrednia lub tradycyjne rozmrazanie wraz z oceng morfologiczng zarod-
kéw po rozmrozeniu lub/i hodowla), stan fizjologiczny zarodka (uzyskane in vitro lub in
vivo) czy tez metody hodowli.

Pierwsze udane proby witryfikacji zarodkow owczych przeprowadzili Gajda i wsp. [49],
Sz¢él1l i wsp. [130], Martinez i Matkovic [82] oraz Ptak i wsp. [107]. Zastosowana przez
Gajde 1 wsp. [49] procedura witryfikacji, opierajaca si¢ na uzyciu mieszaniny glicerolu i
propandiolu, pozwolita uzyskaé przezywalnos¢ in vivo porownywalng z przezywalnoscia
zarodkoéw zamrazanych. Mozliwo$¢ petnego rozwoju in vivo witryfikowanych zarodkow
owczych uwarunkowana byla przeniesieniem zarodkéw do biorczyn bezposrednio (do 2
min) po rozmrozeniu i usuni¢ciu $rodka ostaniajacego. W kolejnych pracach badano rézne
rodzaje mieszanin witryfikacyjnych, takie jak: glikol etylenowy i glicerol [83] lub glikol
etylenowy i 1M roztwor sacharozy [1]. W wyniku zastosowania pierwszej z wymienio-
nych mieszanin witryfikacyjnych uzyskano 52% ciaz po witryfikacji 6-dniowych blasto-
cyst [83]. W badaniach Mermillod’a i wsp. [87] odsetek wykocen maciorek uzyskany po
przeniesieniu blastocyst §wiezych lub witryfikowanych byt podobny (odpowiednio 60%
1 50%), gdy zastosowano hodowle zarodkow po rozmrozeniu. Natomiast wyzszy odse-
tek samic cigzarnych (81%) obserwowano w przypadku bezposredniego przeniesienia za-
rodkow kriokonserwowanych [83]. W nastepnych badaniach [cyt. za 19] potwierdzone
zostaly obserwacje przeprowadzone przez Gajde i wsp. [49] oraz Barila i wsp. [7], ze
bezposrednie przeniesienie zarodkéw owczych do biorczyn zwigksza odsetek cigzarnych
samic. Takie postepowanie prawdopodobnie wyklucza negatywny wplyw zwigzany z su-
biektywna selekcja zarodkdw po rozmrozeniu czy tez hodowli in vitro [19].

Innym kryterium decydujacym o przezywalnosci kriokonserwowanych zarodkow
owczych jest sposob ich uzyskiwania. Jak wiadomo, istnieja znaczace roznice w budo-
wie struktur komoérkowych i procesach biochemicznych migdzy zarodkami uzyskanymi in
vivo 1 in vitro, a to skutkuje ich r6zna podatno$cia na procesy kriokonserwacji. Rowniez
pozywki o niezdefiniowanym sktadzie oraz metody hodowli zarodkéw stosowane przez
réznych autoréw moga przyczyniac si¢ do wzrostu wrazliwosci na schladzanie zarodkow
uzyskanych pozaustrojowo, a tym samym moga wplywaé na wyniki przezywalnosci krio-
konserwowanych zarodkéw owczych [19].

Niektore modyfikacje techniki witryfikacji, m.in. wykorzystujace stomki typu OPS, po-
zwalaja uzyskac wysoki odsetek przezywalno$ci zarodkéw owczych zaréwno in vitro, jak
1in vivo [19, 26]. Nalezy réwniez zasygnalizowa¢ problem, podnoszony przez niektorych
autorow [132], zwigzany z urodzeniem jagniat z wadami budowy lub o wigkszej masie
ciala po przeniesieniu zarodkow uzyskanych in vitro i kriokonserwowanych niz po prze-
niesieniu zarodkow §wiezych.

Zamrazanie oocytow, witryfikacja oocytow

Kriokonserwacja oocytow owiec, podobnie jak innych gatunkow, wcigz napotyka wiele
trudnos$ci 1 wymaga optymalizacji stosowanych metod. Istnieje wiele czynnikow wptywa-
jacych na przezywalno$¢ kriokonserwowanych oocytow owczych. Jednym z gtownych
problemow jest ich wysoka wrazliwos$¢ na procesy zamrazania. Wykazano, ze niedojrzate
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oocyty pozbawione komoérek wzgorka jajonosnego (cumulus oophorus) i nastepnie pod-
dane witryfikacji wykazywaty wyzszy odsetek przezywalnosci i lepsze kompetencje roz-
wojowe niz oocyty posiadajace wspomniane komorki [14]. Natomiast w innych badaniach
[148] nie zaobserwowano wplywu obecnosci komoérek wzgorka jajonosnego na przezy-
walno$¢ dojrzatych oocytow owczych po witryfikacji metoda SSV.

Kolejnym czynnikiem, ktory moze wplywaé na przezywalno$¢ oocytow poddanych
mrozeniu jest wstgpna inkubacja z zastosowaniem cytochalazyny B (CB). Silvestre i wsp.
[119], stosujac dodatek CB do witryfikacji oocytow owczych nie obserwowali jego wpty-
Wwu na osiagganie przez oocyty dojrzatosci po rozmrozeniu. Natomiast Bogliolio i wsp. [14]
wykazali, ze CB moze negatywnie wplywac na przezywalnos$¢ niedojrzatych oocytéw. Ba-
dania Zhang’a i wsp. [148] dowiodly, Ze obecnos¢ cytochalazyny B wplywa pozytywnie na
oocyty dojrzate i pozwala zmniejszy¢ uszkodzenia powstajace w trakcie procesu mrozenia.
Najlepsze efekty uzyskiwano stosujac dodatek CB o st¢zeniu 7,5 1 10 pg/ml roztworu.

Czynnikiem wplywajacym na przezywalnos¢ i kompetencje rozwojowe oocytow jest
takze metoda ich kriokonserwacji. Porownujac konwencjonalne metody zamrazania z wi-
tryfikacja technika SSV i cryotop, najlepsze wyniki uzyskano stosujac dwie wspomniane
modyfikacje witryfikacji [30]. Ponadto oocyty poddane witryfikacji metoda SSV wykazy-
waly najwyzsza przezywalnos¢ oraz posiadaly niezmienione mitochondria i zachowana
struktur¢ ooplazmy [30].

KOZA

Zamrazanie zarodkéw, witryfikacja zarodkow

Znacznie mniej prac poswigconych jest problemowi kriokonserwacji zarodkdéw i oocy-
tow kozy. Podobnie jak w przypadku owiec, metoda zamrazania opiera si¢ na dotychczas
opracowanych technikach kriokonserwacji zarodkéw bydlecych.

Na podstawie dostgpne;j literatury mozna stwierdzi¢, ze kriokonserwowane zarodki kozy
wykazuja wyzsza przezywalno$¢ niz zarodki owcy poddane tym samym procedurom mroze-
nia i rozmrazania. W badaniach Traldi i wsp. [132] poréwnywano odsetek ci¢zarnych koz i
owiec, po transplantacji z wykorzystaniem zarodkéw $wiezych lub witryfikowanych w mie-
szaninie glicerolu i glikolu etylenowego. Uzyskany odsetek samic ci¢zarnych po przeniesie-
niu wyprodukowanych in vitro, kriokonserwowanych zarodkow koz i owiec wynosit odpo-
wiednio 60% i 41%, natomiast zarodkow uzyskanych in vivo —45% 1 15% [cyt. za 19, 132].

Jednym z decydujacych czynnikéw majacych wpltyw na przezywalno$¢ kriokonserwo-
wanych zarodkow kozich jest ich stadium rozwoju [75]. Najwyzszy odsetek przezywalno-
$ci kriokonserwowanych zarodkéw wykazano w przypadku blastocyst ekspandujacych,
wylegajacych i wylegtych oraz uzyciu jako zwiazku ostaniajacego DMSO lub glicerolu
[83]. Badania Li i wsp. [75] nie wykazatly istotnych r6znic w odsetku samic ci¢zarnych po
przeniesieniu zarodkéw $wiezych oraz poddanych mrozeniu (odpowiednio 60% 1 59%).
Ponadto wykazano, ze istnieje mozliwos$¢ urodzenia si¢ zywych kozlat po przeniesieniu
zarodkow wyprodukowanych pozaustrojowo i kriokonserwowanych [26].

Badania porownawcze przezywalnosci zarodkow kozich kriokonserwowanych metoda
mrozenia i witryfikacji w stomkach OPS, wykazaty wyzszy odsetek przezywalnosci zarod-
koéw witryfikowanych [32].
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Zamrazanie oocytow, witryfikacja oocytow

W nielicznych badaniach [70] nad wptywem kriokonserwacji na dojrzewanie in vitro
oocytow kozy wykazano, ze proces witryfikacji wptywal negatywnie na ich dojrzewanie,
a obecno$¢ zwiazku ostaniajacego w postaci propandiolu w znacznym stopniu obnizata
odsetek oocytow zaptodnionych, co moglo wynika¢ z jego szkodliwego dziatania.

W kolejnych badaniach stwierdzono przydatnos¢ do witryfikacji oocytéw kozy zarow-
no techniki SSV, jak i CLV [110]. Ponadto wykazano, ze substancje ostaniajace wykorzy-
stywane w obu technikach witryfikacji nie byly toksyczne dla dojrzewajacych i podejmu-
jacych rozwdj oocytow oraz zarodkow kozy. Jednakze zaden z witryfikowanych oocytow
po zaptodnieniu nie rozwinat si¢ do stadium blastocysty.

Innym badanym czynnikiem mogacym wptywac na przezywalnos¢ i odsetek zaptod-
nionych oocytéw jest obecno$¢ komorek wzgdrka jajonosnego podczas kriokonserwacji.
Stwierdzono, ze witryfikowane niedojrzate oocyty pozbawione komorek wzgorka wyka-
zuja nizsza przezywalnos¢ i nizszy ich odsetek zachowuje prawidtowa budowe morfolo-
giczng w porownaniu do oocytéw nie pozbawionych tych komorek. Wykazano ponadto, ze
niedojrzate oocyty kozy lepiej niz dojrzate znosza proces kriokonserwacji [110].

KON

Zamrazanie zarodkéw, witryfikacja zarodkow

Kriokonserwacja zarodkow koni wciaz jest problem nierozwigzanym, ze wzgledu na
wysokie koszty badan. Na $wiecie pozyskuje si¢ niewiele zarodkow konskich, jak row-
niez mato jest doniesien o przeprowadzanych przeniesieniach zarodkdéw. Dodatkowym
czynnikiem ograniczajacym pozyskanie wigkszej liczby zarodkow jest brak mozliwosci
wywotania u klaczy superowulacji. Natomiast wystgpowanie charakterystycznego tworu
w postaci kapsuly, ktora tworzy si¢ we wezesnym stadium zarodkowym [26, 83, 127],
moze uposledza¢ przenikanie substancji krioostaniajacej do wnetrza zarodka i tym samym
obniza¢ jego podatno$¢ na zamrazanie [83, 127]. W przeciwienstwie do innych gatunkow
ssakdw, u koni zaobserwowano wystepowanie indywidualnej, zmiennej tolerancji zarod-
kéw na metody kriokonserwacji [26]. Waznym czynnikiem ograniczajacym rozwoj metod
kriokonserwacji oocytow i zarodkoéw koni sg takze kwestie prawne, dotyczace wpisu do
ksiag rejestracyjnych zrebakow wigkszosci ras urodzonych z kriokonserwowanych zarod-
kow [127].

Pierwsze Zrebigta po przeniesieniu zarodkow zamrozonych w cieklym azocie uzyskano
dopiero na poczatku lat osiemdziesiatych ubieglego wieku. Kolejnego udanego ekspery-
mentu konserwacji zarodkow klaczy w ciekltym azocie i urodzenia si¢ zrebigcia dokonano
podczas migdzynarodowej wymiany mi¢dzy Polska a Anglig w 1985 roku [15].

Z przegladu wezesniejszych prac dotyczacych kriokonserwacji zarodkéw koni wyni-
ka, ze poczatkowo stosowano metody kontrolowanego mrozenia, bazujace na technikach
kriokonserwacji innych gatunkow ssakow [116]. Jednak metody te nie przynosity zado-
walajacych rezultatéw przezywalno$ci zarodkdéw i tym samym nie zostalty wdrozone do
komercyjnych programdéw przenoszenia zarodkow. W po6zniejszych badaniach [117] do
kriokonserwacji zarodkoéw koni zastosowano metode witryfikacji w stomkach OPS.
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U koni do kriokonserwacji przeznacza si¢ zarodki w 6. dniu po owulacji [83, 127].
Pierwszego zrebaka z poddanego kriokonserwacji 6-dniowego zarodka uzyskat w 1982
roku zespot Yamamoto i wsp. [cyt za 127]. W przypadku tego gatunku, o przezywalno-
$ci zarodkow poddanych kriokonserwacji decyduja gtoéwnie wielko$¢ i stadium rozwoju.
Dowodem na to moga by¢ wyniki badan Lascombesa i Pashena [69], ktorzy zamrazajac
zarodki o wielko$ci mniejszej niz 220 pm uzyskali wskaznik zazrebien na poziomie 56%.
Proby kriokonserwacji zarodkow koni w stadium moruli lub blastocysty wykazaty, ze im
wyzsza szybko$¢ zamrazania (0,3 do 0,5°C/min), tym lepsza przezywalno$¢ zarodkow
[26]. Optymalnym zwigzkiem ostaniajacym, w przypadku koni, okazat si¢ glicerol [20,
cyt. za 83 1 127]. Natomiast procedura zamrazania i rozmrazania zarodkdéw jest identyczna,
jak stosowana dla zarodkoéw bydlecych [cyt. za 83]. Modyfikacje tych technik (np. dodatek
100 mM L-glutaminy do roztworu glicerolu) pozwolity uzyska¢ odsetek ciaz na poziomie
50% [cyt. za 831 127].

Badajac wptyw wielkosci blastocyst na ich przezywalno§¢ po witryfikacji [S7] przy
zastosowaniu mieszaniny witryfikacyjnej EFS wykazano, ze wraz ze zwickszaniem za-
rodka spada jego przezywalnos¢. W innych badaniach [71] starano si¢ okreslic wpltyw
obecnosci kapsuty na szybko$¢ przenikania substancji ostaniajacych do zarodka klaczy.
W badaniach tych stwierdzono, ze po nadtrawieniu kapsuty zwigzkami enzymatycznymi
substancja ostaniajaca lepiej penetruje zarodek. Technika ta znalazta zastosowanie w przy-
padku kriokonserwacji zarodkow wigkszych niz 220 pum, ktore bez traktowania enzyma-
tycznego wykazywaly niska przezywalnos¢ [127].

Zamrazanie oocytow, witryfikacja oocytow

W przypadku oocytow koni pierwsze proby ich kriokonserwacji z uzyciem glikolu ety-
lenowego jako substancji oslaniajacej nie przyniosly zadowalajacych rezultatow [126].
Uzyskiwany odsetek oocytéw przezywajacych wynosit 16% i 17%, odpowiednio dla kon-
trolowanego mrozenia oraz witryfikacji. Podjete proby oceny wptywu stopnia dojrzatosci
oocytu po kriokonserwacji [56] wykazatly nizsza przezywalno$¢ zardwno niedojrzatych,
jak 1 dojrzatych oocytéw klaczy w porownaniu do oocytéw bydlecych poddanych wi-
tryfikacji z uzyciem stomek OPS [126]. Ponadto wykazano, ze dojrzate oocyty klaczy
lepiej znosza proces zamrazania niz niedojrzate. Najlepszym zwigzkiem oslaniajacym w
kriokonserwacji oocytow klaczy okazat si¢ glikol etylenowy [126]. Réwniez zastosowanie
modyfikacji metody witryfikacji, takich jak CLV i OPS, wyraznie poprawiato wskazniki
przezywalno$ci oocytow koni [126].

Niezadowalajace wskazniki zrebnosci, uzyskiwane po przeniesieniu zarodkow uzyska-
nych z kriokonserwowanych oocytow, dowodza, ze procedury konserwacji oocytow koni
w niskich temperaturach wymagaja dalszych badan [96, 126].
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Barbara Gajda, Iwona Rajska

Current and potential use of cryopreservation
of farm animal embryos and oocytes

Summary

The paper presents trends of development and current possibilities in cryopreservation of embryos
and oocytes of cattle, pigs, sheep, goats and horses, as well as prospects for improving this technology.
Two basic methods of cryopreservation, freezing and vitrification, are described. The paper discusses
the main factors determining the suitability of embryos and oocytes for cryopreservation and
possibilities for modifying it.
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