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Stosunkowo od niedawna stosowana metoda, jaką jest zamrażanie 

i długotrwała konserwacja nasienia, a także niektórych tkanek, posiada 

już tak bogatą historię, że warto pokrótce ją przedstawić, zwłaszcza 

obecnie gdy wydaje się, że postęp nauki jest osiągany już nie w drodze 

mniej lub więcej zamierzonych odkryć dokonywanych przez pojedyn- 

czych ludzi, a następuje w wyniku zorganizowanego wysiłku całych 

zesbołów badawczych. Historia początków opanowywania metody za- 

mrażania nasienia wskazuje, że przypadek, a pewnie także szczęście ba- 

dającego, odgrywa nadal jeszcze niepoślednią rolę w odkryciach nauko- 

wych. 

Profesor Parkes interesował się zagadnieniami zamrażania nasienia, 

gdyż widział w tym możliwość zahamowania procesu starzenia się ko- 

mórki, co dla biologa stanowiło problem niesłychanie interesujący. 

Punktem wyjścia były wzmianki w 19-wiecznej literaturze o zdolności 

przeżywania pojedynczych plemników ludzkich poddawanych działaniu 

temperatur ciekłych gazów. Tak więc dr Polge, który jako młody czło- 

wiek, wówczas prawie bezpośrednio po ukończeniu studiów rolniczych 

(1947), podejmując pracę w zakładzie prof. Parkesa otrzymał jako za- 

danie opracowanie metody zamrażania spermy drobiu. Jedynie całko- 

wita nieznajomość problemu i czekających go trudności, jak potem pisał 

Polge, mogła tłumaczyć lekkomyślność z jaką podjął się tego zadania. 

Po wielu miesiącach mozolnych, a bezskutecznych prób, w których 

posługiwano się roztworem fruktozy i stosowano szybkie obniżanie 

temperatury, prace zostały przerwane na pół roku. Pozostały roztwór 

fruktozy, ze względu na powojenne braki i trudności w zaopatrzeniu, 

został schowany do lodówki. Po 6-miesięcznej przerwie próby zostały 

znowu podjęte. Tym razem wyniki były doskonałe i po każdym mro- 

żeniu znaczny procent plemników zachowywał ruchliwość. Jednak po 

przygotowaniu nowego roztworu fruktozy (gdy tamten się kończył),
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żadna próba mrożenia nie udawała się. Przeprowadzono wówczas anali- 

zę chemiczną pierwszego roztworu, która wykazała, że nie było w nim 

zupełnie fruktozy, natomiast znajdowała się znaczna ilość glicerolu i biał- 

ka. Drogą dedukcji ustalono, że w czasie przetrzymywania w lodówce, 

pomylono flaszki i zamiast roztworu fruktozy, prawdopodobnie wzięto, 

nieopisaną flaszkę zawierającą albuminę Mayersa (mieszanina glicerolu 

i białka jaja kurzego używana rutynowo w laboratoriach histologicz- 

nych). W ten sposób zostało dokonane odkrycie decydującej dla zamra- 

żania nasienia roli glicerolu. 

Sposób w jaki dr Polge ustalił optymalny czas ekwilibracji przypo- 

mina odkrycie aparatu Golgiego, wskazując na powtarzalność przypad- 

kowych odkryć w biologii. Z przyczyn, których szerzej nie omawia, 

określając je jedynie koniecznością odświeżenia się, pozostał poza labo- 

ratorium przez całą noc i mrożenie zaplanowane na wieczór, zostało 

przeprowadzone dopiero rano. W ten sposób ustalony został wówczas 

18-godzinny okres ekwilibracji nasienia. 

Nasienie buhaja zamrażane według metody opracowanej przez Polge'a 

zostało następnie przy współpracy z Rowsonem poddane kontroli bio- 

logicznej. Około 500%/0 inseminowanych krów zacieliło się po pierwszym 

zabiegu. Metoda opracowana przez Polge'a została następnie podana do 

szerokiej wiadomości na II Międzynarodowym Kongresie Rozrodu Zwie- 

rząt w Kopenhadze w 1952 r. Od tego czasu rozwija się prawdziwa re- 

wolucja techniczna w inseminacji bydła i wprowadzane zostają do prak- 

tyki zupełnie nowe metody hodowlane, oparte na możliwości długotrwa- 

. łego konserwowania nasienia. | 

Opanowanie metody zamrażania nasienia i innych tkanek nastąpiło 

w wyniku wyłącznie empirycznych badań. Dopiero potem, głównie dla 

wyjaśnienia ograniczonej, względnie częściowej tylko skuteczności opra- 

cowanych metod mrożenia, zaczęto podejmować próby poznania zjawisk 

towarzyszących procesowi zamrażania. Prace te prowadzone dotychczas 

w bardzo nielicznych ośrodkach, pozwalają obecnie na tłumaczenie, nie- 

wątpliwie jeszcze tylko częściowe, przebiegu procesu zamrażania i nie- 

których niepowodzeń z nim związanych. 

Woda znajdująca się w zamrażanej tkance, względnie zawiesinie 

komórek, wykrystalizowuje jedynie wokół drobin znajdujących się 

w przestrzeniach międzykomórkowych. Drobiny te stają się ośrodkami 

rosnących kryształków lodu. Wielkość tych ośrodków zamarzania wody 

jest uzależniona od szybkości obniżania temperatury. Im temperatura 

jest obniżana wolniej, tym ośrodki zamarzania wody muszą być więk- 

sze i jest ich mniej. Natomiast w miarę obniżania temperatury, zmniej- 

sza się również wielkość drobin koniecznych aby mogły się stać jądrami 

krystalizacji wody. Z wyjątkiem bardzo niskich temperatur zamarzania, 

jądrami krystalizacji wody są drobiny substancji znajdujących się nor- 

malnie w tkance. |
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Przy stosunkowo wolno przebiegającym zamrażaniu, kryształy lodu 

tworzą się jedynie w przestrzeniach międzykomórkowych. Po odpowied- 

nim dobraniu szybkości odprowadzania wytwarzanego ciepła, tempera- 

tura zamrażanej tkanki będzie się utrzymywała w pobliżu punktu za- 

marzania. W efekcie cała woda będzie zamarzała na nielicznych, stop- 

niowo rosnących kryształach lodu. Odciąganie wody następuje najpierw 

z przestrzeni międzykomórkowych, a następnie stopniowo także z ko- 

rnórek. Rosnące kryształy lodu pochłaniają całą zamrażalną wodę, która 

stanowi 90-950/0 wody znajdującej się w komórkach. 

Jeżeli utrata ciepła w zamrażanej tkance jest gwałtowna, wówczas 

ciepło utajone powstające w procesie krystalizacji nie jest w stanie tego 

wyrównać i temperatura zamrażanej próbki spada coraz niżej, co pro- 

wadzi do powstawania rosnącej ilości coraz mniejszych kryształów lodu. 

Wraz ze wzrostem szybkości obniżania temperatury zaczynają powsta- 

wać kryształki lodu nie tylko.w przestrzeniach międzykomórkowych, lecz 

również w obrębie komórek. W rezultacie szybko przebiegającego pro- 

cesu zamrażania powstaje wielka liczba stosunkowo równomiernie roz- 

mieszczonych kryształków o podobnej wielkości. 

Moment, w którym rozpoczyna się krystalizacja wody w zamrażanej 

próbce, jest uzależniony od wielkości znajdujących się tam drobin, które 

mogą służyć jako ośrodki zamarzania wody. W rezultacie, przy zamra- 

żaniu tkanek czy zawiesin komórkowych następuje po obniżeniu tempe- 

ratury poniżej zera stan przemarzania, który utrzymuje się tak długo, 

aż przy dalszym obniżeniu temperatury znajdą się dostatecznie duże 

drobiny, które będą mogły służyć jako ośrodki krystalizacji wody. 

W czasie przechodzenia wody w kryształy lodu następuje uwolnie- 

nie energii w postaci ciepła utajonego. Jeżeli to ciepło nie jest natych- 

miast odbierane z rosnących kryształów lodu, temperatura całej prób- 

ki wzrasta aż do punktu topnienia. Przebieg tego zjawiska zaznacza się 

bardzo wyraźnie na krzywych spadku temperatury zamrażanego nasie- 

nia. W zależności od wielkości próbek i szybkości obniżania tempera- 

tury następuje charakterystyczne wahnięcie, wywołane wzrostem tem- 

peratury w próbce nasienia w chwili rozpoczęcia tworzenia się kryszta- 

łów lodu. Można sobie wyobrazić, że w następstwie opisanego przebiegu 

krystalizacji może dochodzić do tak znacznych uszkodzeń struktury ko- 

mórkowej, że zamrażana tkanka ulega zniszczeniu. 

Z alternatywną hipotezą tłumaczącą niszczące skutki zamrażania wy- 

stąpił Lovelock (1953), któny na podstawie wyników badań przeprowa- 

dzonych nad zamrażaniem erytrocytów, wykazał niszczące skutki wzro- 

stu koncentracji elektrolitów, do której dochodzi przez odwodnienie 

komórek w rezultacie wykrystalizowania wody. 

Przedstawione hipotezy przebiegu zjawisk zachodzących w czasie 

zamrażania nasienia prawdopodobnie są jeszcze bardzo niepełne i można 

oczekiwać ich dalszego rozwoju.
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Wprowadzenie przez Polge’a Smitha i Parkesa [25] glicerolu do roz- 
cieńczalników dodawanych do zamrażanego nasienia, pozwoliło na za- 
bezpieczenie nasienia przed niszczącymi skutkami zamrażania. Działa- 

nie glicerolu polegać ma zarówno na niedopuszczeniu do powstawania 

dużych kryształów lodu, jak i na hamowaniu nadmiernego wzrostu 

koncentracji soli w komórkach. Glicerol posiada bowiem zdolność wią- 

zania wody (1 mol glicerolu wiąże 3 mole wody), a przenikając przez 

błonę komórkową do wnętrza komórki zabezpiecza ją w ten sposób 

przed następstwami odwodnienia. Podobnie jednak jak zmieniają się 

poglądy na przebieg procesu zamrażania, tak i wiadomości o działaniu 

glicerolu będą ulegały dalszym modyfikacjom. Poza glicerolem prowa- 

dzone były bowiem próby stosowania innych środków o działaniu teore- 

tycznie podobnym, jak np. dwuetylosulfotlenku, a dalej niektórych cuk- 

rów, jednak w praktyce stosowany jest nadal glicerol jako standardowy 

dodatek do każdego rozcieńczalnika używanego przy zamrażaniu na- 

sienia. 

Nie wchodząc w szczegóły metod zamrażania nasienia, które są już 

dobrze znane z codziennej praktyki zakładów unasieniania, należałoby 

jednak przedstawić podstawową technikę postępowania. Skład rozcień- 

czalników nasienia poza dodatkiem glicerolu może się różnić bardzo 

znacznie. Opierać się może bowiem, poza prawdopodobnie najczęściej 

stosowanym roztworem cytrynianu sodu, też na cukrach, mleku, lub też 

różnych kombinacjach tych składników, zwykle z dodatkiem żółtka. Po 

ekwilibracji trwającej od kilku do kilkunastu godzin (obecnie najczę- 

ściej ok. 5-7 godz.), nasienie zostaje schłodzone do temperatury kilku 

- stopni powyżej zera. Od tego momentu istnieją dwie drogi postępowania. 

Stosując metodę opracowaną przez Nagase i Niwa [22] nasienie jest 

wkraplane na płyty dwutlenku węgla, gdzie w ciągu niecałych 3 min. 

osiąga temperaturę bliską —799C, a następnie przekładane jest bezpo- 

średnio do ciekłego azotu. 
Drugi sposób postępowania, stosowany w odniesieniu do nasienia pa- 

kowanego w ampułkach i słomkach, polega na ciągłym obniżaniu tem- 

peratury od kilku stopni powyżej zera aż do dojścia do temperatury 

ciekłego azotu. Szczegółowe recepty postępowania wprowadzone jeszcze 

przez metodykę Polge'a i Rowsona [24], które określały z jaką szybkością 

nasienie może być ochładzane w poszczególnych zakresach temperatur, 

zostały bardzo znacznie uproszczone i obecnie temperatura nasienia za- 

mrażanego w ampułkach w parach azotu jest obniżana z szybkością wy- 

noszącą ok. 18?C/min. [23]. 

Poza eksploatowanymi jeszcze urządzeniami do zamrażania, typu 

Biological Freezer i podobnymi, najszerzej stosowane jest zamrażanie 

nasienia w kontenerach z szerokim otworem wlotowym. Metoda opraco- 

wana przez Fergassona i wsp. dla ampułek, a Jondeta [10] dla słomek, 
okazała się najbardziej ekonomiczna. Ampułki względnie słomki z na-
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sieniem umieszczane na szerokiej tacy zawiesza sie w kontenerze na 

wysokości 5-10 cm nad powierzchnią cieczy w temperaturze ok. —170° 

do —180?C w zależności od wysokości zawieszenia. Po 5 min. nasienie 

zanurza się w ciekłym azocie. Stosując taki sposób postępowania można 

mrozić tygodniowo w średniej wielkości zakładzie unasieniania 20-30 

tysięcy porcji nasienia [1, 9, 11, 12]. 

Temperatura przechowywania, którą można uzyskać przy pomocy 

CO», a więc zbliżona do —79?C, a także uzyskiwana przy pomocy me- 

chanicznych urządzeń chłodzących, leżąca w granicach od —80? do 

—90°C, jest, jak sie okazalo, nie wystarczająca dla długotrwałego prze- 

chowywania nasienia. Niektóre zjawiska chemiczne przebiegające jesz- 

cze w tych temperaturach, a także fizyczne, prowadzące do zmian w 

formowaniu się kryształów wody w temperaturach rzędu —120?C, przy- 

puszczalnie mogą być uważane za przyczyną stopniowego obniżenia się 

płodności nasienia przechowywanego w temperaturach leżących poniżej 

—150°С. Nieuniknione są również wahania temperatury, którym ulega 

nasienie przechowywane w niższych temperaturach, a towarzyszące 

wszelkim manipulacjom. Wahania te muszą pociągać za sobą każdora- 

zową rekrystalizację wody ze skutkami przypuszczalnie niekorzystnymi 

dla struktury komórkowej plemników. 

Stosunkowo niewielka masa poszczególnych porcji mrożonego na- 
sienia poddaje się bardzo łatwo wahaniom temperatury, jak to wykazał 

Hahn [8]. Wrażliwe jest zwłaszcza nasienie mrożone w kulkach, które 

po wyjęciu z azotu, dopuszczalną granicę temperatury —150”C osiąga 

już po 9 sek., podczas gdy w słomkach temperatura do tej granicy pod- 

wyższa się w ciągu 20, a w ampułkach w ciągu 26 sek. Wskazuje to na 

konieczność zachowywania szczególnej ostrożności, zwłaszcza przy wyj- 

mowaniu nasienia z kontenerów, aby nie uszkodzić pozostałego nasienia. 

Przy używaniu ciekłego azotu jako środka chłodzącego, nasienie jest 
przechowywane w temperaturze —196?C, lub też w temperaturach wy- 

noszących od —180? do —150*C, które utrzymują się w kontenerze ponad 

powierzchnią cieczy. Dotychczasowa praktyka wykazuje, że są to warun- 

ki wystarczające dla zabezpieczenia w ten sposób przechowywanego na- 

sienia przed spadkiem płodności [27]. Było nawet obserwowane zjawi- 

sko pewnego wzrostu niepowtarzalności krów inseminowanych nasie- 

niem przechowywanym w ciągu 2 lat, w stosunku do wyników uzyski- 

wanych po nasieniu przetrzymywanym w ciągu krótszego czasu [7]. Nie 

ma jednak dotychczas wytłumaczenia tego zjawiska. Obserwacje Mix- 

nera [18] przeprowadzone przy użyciu nasienia przechowywanego w cią- 

gu 12 lat wskazują, że zachowało ono płodność, aczkolwiek jej obniże- 

nie można przypisywać początkowemu 8-letniemu okresowi przechowy- 

wania w temperaturze dwutlenku węgla. 

Całkowite prawie zahamowanie przebiegu wszystkich zjawisk che- 

micznych i fizycznych, jakie występuje w temperaturach leżących po-
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nizej —150°C, wydaje sie wskazywaé, ze jest to minimalna temperatura 

przechowywania nasienia. Wspomniane już obserwacje wskazują, że 

w ciągu 2-letniego okresu przechowywania nasienia w tej temperatu- 

rze nie nastąpił spadek jego płodności. 

Zastępowanie nasienia płynnego nasieniem mrożonym stanowiło bo- 

dziec dla przeprowadzenia szeregu porównań nad płodnością nasienia 

konserwowanego tymi dwoma metodami. Okazało się bardzo szybko, 
że wyniki są zwykle o kilka procent lepsze po nasieniu mrożonym. 

Składa się na to szereg przyczyn, między innymi dokładna selekcja 

ejakulatów przed mrożeniem, konserwacja w jednolitych warunkach 

lepiej zabezpieczająca płodność nasienia jak przechowywanie w tempera- 

turze topniejącego lodu i inne szczegóły oddziałujące na końcowy wy- 

nik. Wyrównana wartość nasienia mrożonego została podkreślona w ze- 

stawieniu sporządzonym przez Barriere [1]. Wykazał on, że przy nasie- 

niu mrożonym skala wahań pomiędzy najwyższymi a najniższymi wy- 

nikami jest znacznie niższa, niż przy użyciu nasienia konserwowanego 

w stanie płynnym. 

Wprowadzenie nasienia mrożonego zwróciło też uwagę na możliwość 

znacznie bardziej precyzyjnego operowania wielkością dawki insemina- 

cyjnej i ilością plemników, niż miało to miejsce przy nasieniu płynnym. 

Mimo że dotychczas nie udało się jeszcze ustalić minimalnej ilości plem- 

ników w dawce, nastąpiło znaczne obniżenie stawianych wymagań. Ze 

względu na możliwość bardziej precyzyjnego postępowania przy słom- 

kach niż przy stosowaniu innych metod aplikowania zamrożonego na- 

sienia, warto bliżej rozpatrzeć wyniki badań Cassou [3]. Z początkowej 

średniej liczby 33,6 X 106 żywych plemników w 1,2 ml nasienia, nastę- 

puje obniżenie do 18,6 X 105 w słomce o pojemności 0,5 ml, a wreszcie 

następuje zejście do 13,1 X 105 w tzw. mini-słomce o pojemności 0,25 ml. 

Równocześnie z obniżaniem objętości nasienia i ilości plemników w daw- 

ce, Cassou stwierdził istotną statystycznie poprawę wyników. Wskaźnik 

niepowtarzania rui wynosił odpowiednio 63,4°/o, 68,19/o i 69,7°/0. Wyniki 

te znalazły potwierdzenie w pracy Malmberga i Dyrendahla [16], którzy 

w porównaniu średnich i małych słomek uzyskali niepowtarzalność wy- 

noszącą odpowiednio 63,04%/6 i 64,237/0. Jeszcze dalej posunął się Jondet 

[11]. Nie stwierdził on istotnych różnic w zależności od tego, czy w daw- 

се o objętości 0,2 ml było 13, 6, 5, czy 3,25 milionów żywych plemników. 

Zmniejszanie dawki do 0,1 ml, przy zachowaniu tej samej liczby plem- 

ników, wywołało już jednak wystąpienie pewnych wahań i obniżenie 

niepowtarzalności do 58,2%/0 przy dawce 3,25 X 105 w stosunku do 63,70/0 
niepowtarzania rui po dawce kontrolnej. Znacznie ostrożniejsze doświad- 

czenia przeprowadzili Steward i Bennett [26], którzy porównując wy- 

niki unasieniania dawkami zawierającymi 30, 20, 10 i 5 milionów ży- 

wych plemników, również nie stwierdzili różnic w liczbie krów nie- 

powtarzających rui.


