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Stosunkowo od niedawna stosowana metoda, jakg jest zamrazanie
i dlugotrwala konserwacja nasienia, a takze niektérych tkanek, posiada
juz tak bogata historie, ze warto pokrétce ja przedstawié, zwlaszcza
obecnie gdy wydaje sie, ze postep nauki jest osiggany juz nie w drodze
mniej lub wiecej zamierzonych odkryé¢ dokonywanych przez pojedyn-
czych ludzi, a nastepuje w wyniku zorganizowanego wysitku catych
zespoldw badawczych. Historia poczatkéw opanowywania metody za-
mrazania nasienia wskazuje, ze przypadek, a pewnie takze szczeScie ba-
dajgcego, odgrywa nadal jeszcze niepo$lednig role w odkryciach nauko-
‘wych.

Profesor Parkes interesowal sie zagadnieniami zamrazania nasienia,
gdyz widzial w tym mozliwo$¢ zahamowania procesu starzenia sie ko-
morki, co dla biologa stanowilo problem niestychanie interesujacy.
Punktem wyjscia byly wzmianki w 19-wiecznej literaturze o zdolnosci
przezywania pojedynczych plemnikéw ludzkich- poddawanych dziataniu
temperatur cieklych gazéw. Tak wiec dr Polge, ktory jako mtody czlo-
wiek, wowczas prawie bezposrednio po ukonczeniu studiéw rolniczych
(1947), podejmujgc prace w zakladzie prof. Parkesa otrzymat jako za-
danie opracowanie metody zamrazania spermy drobiu. Jedynie catko-
wita nieznajomosé¢ problemu i czekajgcych go trudnosci, jak potem pisatl
Polge, mogta tltumaczyé¢ lekkomyslnosé z jakag podjgl sie tego zadania.

Po wielu miesigcach mozolnych, a bezskutecznych préb, w ktérych
postugiwano sie roztworem fruktozy i stosowano szybkie obnizanie
temperatury, prace zostaly przerwane na pé! roku. Pozostaly roztwor
fruktozy, ze wzgledu na powojenne braki i trudnosci w zaopatrzeniu,
zostal schowany do lodowki. Po 6-miesiecznej przerwie préby zostaty
znowu podjete. Tym razem wyniki byly doskonate i po kazdym mro-
Zeniu znaczny procent plemnikéw zachowywal ruchliwo$é. Jednak po
przygotowaniu nowego roztworu fruktozy (gdy tamten sie konczyl),
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zadna proba mrozenia nie udawala sie. Przeprowadzono woéwczas anali-
ze chemiczng pierwszego roztworu, ktéra wykazata, ze nie bylo w nim
zupelnie fruktozy, natomiast znajdowata sie znaczna ilo$¢ glicerolu i biat-
ka. Drogg dedukcji ustalono, ze w czasie przetrzymywania w lodowce,
pomylono flaszki i zamiast roztworu fruktozy, prawdopodobnie wzigeto,
nieopisang flaszke-zawierajgcg albumine Mayersa (mieszanina glicerolu
i biatka jaja kurzego uzywana rutynowo w laboratoriach histologicz-
nych). W ten sposob zostalo dokonane odkrycie decydujacej dla zamra-
zania nasienia roli glicerolu.

Sposob w jaki dr Polge ustalil optymalny czas ekwilibracji przypo-
mina odkrycie aparatu Golgiego, wskazujagc na powtarzalnos¢ przypad-
kowych odkryé¢ w biologii. Z przyczyn, ktérych szerzej nie omawia,
okre$lajgc je jedynie koniecznoscig od$wiezenia sig, pozostal poza labo-
ratorium przez calg noc i mrozenie zaplanowane na wieczér, zostato
przeprowadzone dopiero rano. W ten sposéb ustalony zostal woweczas
18-godzinny okres ekwilibracji nasienia.

Nasienie buhaja zamrazane wedlug metody opracowanej przez Polge’a
zostalo nastepnie przy wspoipracy z Rowsonem poddane kontroli bio-
logicznej. Okolo 50% inseminowanych kréw zacielilo si¢ po pierwszym
zabiegu. Metoda opracowana przez Polge’a zostala nastepnie podana do
szerokiej wiadomosci na II Miedzynarodowym Kongresie Rozrodu Zwie-
rzat w Kopenhadze w 1952 r. Od tego czasu rozwija sie¢ prawdziwa re-
wolucja techniczna w inseminacji bydla i wprowadzane zostajg do prak-
tyki zupelnie nowe metody hodowlane, oparte na mozliwosci dtugotrwa-
 lego konserwowania nasienia. '

Opanowanie metody zamrazania nasienia i innych tkanek nastgpilo
w wyniku wylacznie empirycznych badan. Dopiero potem, giownie dla
wyjasnienia ograniczonej, wzglednie cze$ciowej tylko skutecznosci opra-
cowanych metod mrozenia, zaczeto podejmowaé¢ proby poznania zjawisk
towarzyszgcych procesowi zamrazania. Prace te prowadzone dotychczas
w bardzo nielicznych osrodkach, pozwalaja obecnie na tlumaczenie, nie-
watpliwie jeszcze tylko czeSciowe, przebiegu procesu zamrazania i nie-
ktéorych niepowodzen z nim zwigzanych.

Woda znajdujaca sie w zamrazanej tkance, wzglednie zawiesinie
komoérek, wykrvystalizowuje jedynie wokdl drobin znajdujgcych sie
w przestrzeniach miedzykomérkowych. Drobiny te stajg sie o$rodkami
rosngcych krysztaltkéw lodu. Wielko$é tych osrodkéw zamarzania wody
jest uzalezniona od szybkosci obnizania temperatury. Im temperatura
jest obnizana wolniej, tym o$rodki zamarzania wody muszg by¢ wiek-
sze i jest ich mniej. Natomiast w miare obnizania temperatury, zmniej-
sza sie roOwniez wielko$é drobin koniecznych aby mogtly sie sta¢ jadrami
krystalizacji wody. Z wyjatkiem bardzo niskich temperatur zamarzania,
jadrami krystalizacji wody sg drobiny substancji znajdujacych sie nor-
malnie w tkance. |
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Przy stosunkowo wolno przebiegajagcym zamrazaniu, krysztaly lodu
tworzg sie jedynie w przestrzeniach miedzykomérkowych. Po odpowied-
nim dobraniu szybkoéci odprowadzania wytwarzanego ciepla, tempera-
tura zamrazanej tkanki bedzie sie utrzymywala w poblizu punktu za-
marzania. W efekcie cala woda bedzie zamarzala na nielicznych, stop-
niowo rosngcych krysztalach lodu. Odcigganie wody nastepuje najpierw
z przestrzeni miedzykomérkowych, a nastepnie stopniowo takze z ko-
fnoérek. Rosngce krysztaly lodu pochtaniajg cala zamrazalng wode, ktora
stanowi 90-95%9 wody znajdujgcej sie w komoérkach.

Jezeli utrata ciepla w zamrazanej tkance jest gwaltowna, wowczas
cieplo utajone powstajgce w procesie krystalizacji nie jest w stanie tego
wyréwnaé i temperatura zamrazanej probki spada coraz nizej, co pro-
wadzi do powstawania rosngcej ilo$ci coraz mniejszych krysztalow lodu.
Wraz ze wzrostem szybkosci obnizania temperatury zaczynajg powsta-
wa¢é krysztalki lodu nie tylko.w przestrzeniach miedzykomoérkowych, lecz
réowniez w obrebie komoérek. W rezultacie szybko przebiegajacego pro-
cesu zamrazania powstaje wielka liczba stosunkowo réwnomiernie roz-
mieszczonych krysztaltkéw o podobnej wielkosci.

Moment, w ktéorym rozpoczyna sie krystalizacja wody w zamrazanej]
probee, jest uzalezniony od wielko$ci znajdujgcych sie tam drobin, ktore
mogg stuzyé jako osrodki zamarzania wody. W rezultacie, przy zamra-
zaniu tkanek czy zawiesin komérkowych nastepuje po obnizeniu tempe-
ratury ponizej zera stan przemarzania, ktéry utrzymuje sie tak diugo,
az przy dalszym obnizeniu temperatury znajdg sie dostatecznie duze
drobiny, ktére bedg mogly stluzyé jako osrodki krystalizacji wody.

W czasie przechodzenia wody w krysztaly lodu nastepuje uwolnie-
nie energii w postaci ciepla utajonego. Jezeli to cieplo nie jest natych-
miast odbierane z rosngcych krysztaléow lodu, temperatura catej prob-
ki wzrasta az do punktu topnienia. Przebieg tego zjawiska zaznacza sie
bardzo wyraznie na krzywych spadku temperatury zamrazanego nasie-
nia. W zaleznosci od wielkosci probek i szybkosci obnizania tempera-
tury nastepuje charakterystyczne wahnigecie, wywolane wzrostem tem-
peratury w probce nasienia w chwili rozpoczecia tworzenia sie kryszta-
16w lodu. Mozna sobie wyobrazié¢, ze w nastepstwie opisanego przebiegu
krystalizacji moze dochodzi¢ do tak znacznych uszkodzen struktury ko-
moérkowej, ze zamrazana tkanka ulega zniszczeniu.

Z alternatywna hipotezg tlumaczgca niszczgce skutki zamrazania wy-
stagpil Lovelock (1953), ktéory na podstawie wynikéw badan przeprowa-
dzonych nad zamrazaniem erytrocytow, wykazal niszczgce skutki wzro-
stu koncentracji elektrolitow, do ktérej dochodzi przez odwodnienie
komoérek w rezultacie wykrystalizowania wody.

Przedstawione hipotezy przebiegu zjawisk zachodzgcych w czasie
zamrazania nasienia prawdopodobnie sg jeszcze bardzo niepelne i mozna
oczekiwa¢ ich dalszego rozwoju.
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Wprowadzenie przez Polge’a Smitha i Parkesa [25] glicerolu do roz-
cienczalnikow dodawanych do zamrazanego nasienia, pozwolilo na za-
bezpieczenie nasienia przed niszczgcymi skutkami zamrazania. Dziala-
nie glicerolu polega¢é ma zaréwno na niedopuszczeniu do powstawania
duzych krysztaléw lodu, jak i na hamowaniu nadmiernego wzrostu
koncentracji soli w komoérkach. Glicerol posiada bowiem zdolno$é¢ wig-
zania wody (1 mol glicerolu wigze 3 mole wody), a przenikajgc przez
blone komoérkowsg do wnetrza komorki zabezpiecza jg w ten sposdb
przed nastepstwami odwodnienia. Podobnie jednak jak zmieniajg sie
poglady na przebieg procesu zamrazania, tak i wiadomosci o dzialaniu
glicerolu beda ulegaly dalszym modyfikacjom. Poza glicerolem prowa-
dzone byly bowiem proéby stosowania innych srodkéw o dzialaniu teore-
tycznie podobnym, jak np. dwuetylosuifotlenku, a dalej niektérych cuk-
row, jednak w praktyce stosowany jest nadal glicerol jako standardowy
dodatek do kazdego rozcienczalnika uzywanego przy zamrazaniu na-
sienia.

Nie wchodzagc w szczegdly metod zamrazania nasienia, ktore sg juz
dobrze znane z codziennej praktyki zakiadoéw unasieniania, nalezatoby
jednak przedstawi¢ podstawows technike postepowania. Sklad rozcien-
czalnik6w nasienia poza dodatkiem glicerolu moze sie r6zni¢é bardzo
znacznie. Opieraé¢ sie moze bowiem, poza prawdopodobnie najczesciej
stosowanym roztworem cytrynianu sodu, tez na cukrach, mleku, lub tez
roznych kombinacjach tych skladnikéw, zwykle z dodatkiem zoéttka. Po
ekwilibracji trwajgcej od kilku do kilkunastu godzin (obecnie najcze-
sciej ok. 5-7 godz.), nasienie zostaje schlodzone do temperatury kilku
- stopni powyzej zera. Od tego momentu istniejg dwie drogi postepowania.
Stosujac metode opracowang przez Nagase i Niwa [22] nasienie jest
wkraplane na plyty dwutlenku wegla, gdzie w ciggu niecalych 3 min.
osiaga temperature bliskg —79°C, a nastepnie przekladane jest bezpo-
srednio do cieklego azotu.

Drugi sposob postepowania, stosowany w odniesieniu do nasienia pa-
kowanego w ampulkach i stomkach, polega na cigglym obnizaniu tem-
peratury od kilku stopni powyzej zera az do dojscia do temperatury
cieklego azotu. Szczegbdlowe recepty postepowania wprowadzone jeszcze
przez metodyke Polge’a i Rowsona [24], ktore okreslaty z jakg szybkoscig
nasienie moze by¢ ochladzane w poszczegélnych zakresach temperatur,
zostaly bardzo znacznie uproszczone i obecnie temperatura nasienia za-
mrazanego w ampulkach w parach azotu jest obnizana z szybkoscig wy-
noszgcg ok. 18°C/min. [23].

Poza eksploatowanymi jeszcze urzadzeniami do zamrazania, typu
Biological Freezer i podobnymi, najszerzej stosowane jest zamrazanie
nasienia w kontenerach z szerokim otworem wlotowym. Metoda opraco-
wana przez Fergassona i wsp. dla ampulek, a Jondeta [10] dla stomek,
okazala si¢ najbardziej ekonomiczna. Amputki wzglednie stomki z na-
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sieniem umieszczane na szerokiej tacy zawiesza sie¢ w kontenerze na
wysokosci 5-10 ecm nad powierzchnig cieczy w temperaturze ok. —170°
do —180°C w zalezno$ci od wysokosci zawieszenia. Po 5 min. nasienie
zanurza sie w cieklym azocie. Stosujgc taki sposoéb postepowania mozna
mrozi¢ tygodniowo w S$redniej wielkosci zakladzie unasieniania 20-30
tysiecy porcji nasienia [1, 9, 11, 12].

Temperatura przechowywania, ktérg mozna uzyska¢ przy pomocy
CO;, a wiec zblizona do —79°C, a takze uzyskiwana przy pomocy me-
chanicznych urzadzen chlodzacych, lezgca w granicach od —80° do
—90°C, jest, jak sie okazalo, nie wystarczajgca dla diugotrwalego prze-
chowywania nasienia. Niektore zjawiska chemiczne przebiegajgce jesz-
cze w tych temperaturach, a takze fizyczne, prowadzace do zmian w
formowaniu sie krysztalow wody w temperaturach rzedu —120°C, przy-
puszczalnie mogg by¢é uwazane za przyczyng stopniowego obnizenia sie
ptodnosci nasienia przechowywanego w temperaturach lezgcych ponizej
—150°C. Nieuniknione sg réwniez wahania temperatury, ktéorym ulega
nasienie przechowywane w nizszych temperaturach, a towarzyszgce
wszelkim manipulacjom. Wahania te muszg pociggaé¢ za soba kazdora-
zowg rekrystalizacje wody ze skutkami przypuszczalnie niekorzystnymi
dla struktury komérkowej plemnikéw.

Stosunkowo niewielka masa poszczegblnych porcji mrozonego na-
sienia poddaje sie bardzo latwo wahaniom temperatury, jak to wykazal
Hahn [8]. Wrazliwe jest zwlaszcza nasienie mrozone w kulkach, ktore
po wyjeciu z azotu, dopuszczalng granice temperatury —150°C osigga
juz po 9 sek., podczas gdy w stomkach temperatura do tej granicy pod-
wyzsza sie w ciggu 20, a w ampulkach w ciggu 26 sek. Wskazuje to na
konieczno$¢é zachowywania szczegbdlnej ostroznosci, zwlaszcza przy wyj-
mowaniu nasienia z konteneréw, aby nie uszkodzi¢ pozostalego nasienia.

Przy uzywaniu cieklego azotu jako $rodka chlodzgcego, nasienie jest
przechowywane w temperaturze —196°C, lub tez w temperaturach wy-
noszgcych od —180° do —150°C, ktoére utrzymujg sie w kontenerze ponad
powierzchnig cieczy. Dotychczasowa praktyka wykazuje, ze sg to warun-
ki wystarczajace dla zabezpieczenia w ten sposéb przechowywanego na-
sienia przed spadkiem ptodnosci [27]. Bylo nawet obserwowane zjawi-
sko pewnego wzrostu niepowtarzalnoéci kréw inseminowanych nasie-
niem przechowywanym w ciggu 2 lat, w stosunku do wynikéw uzyski-
wanych po nasieniu przetrzymywanym w ciggu krétszego czasu [7]. Nie
ma jednak dotychczas wytlumaczenia tego zjawiska. Obserwacje Mix-
nera [18] przeprowadzone przy uzyciu nasienia przechowywanego w cig-
gu 12' lat wskazuja, ze zachowalo ono pltodnosé, aczkolwiek jej obnize-
nie mozna przypisywaé¢ poczatkowemu 8-letniemu okresowi przechowy-
wania w temperaturze dwutlenku wegla.

Calkowite prawie zahamowanie przebiegu wszystkich zjawisk che-
micznych i fizycznych, jakie wystepuje w temperaturach lezgcych po-






