
PRACE PRZEGLĄDOWE

Adres do korespondencji

Barbara Gajda,
Zakład Fizjologii Rozrodu 
Zwierząt,
Instytut Zootechniki, 
32-083 Balice k. Krakowa; 
e-mail:
bgajda@izoo.krakow.pl

biotechnologia
1 (60) 138-150 2003

Kriokonserwacja oocytów i zarodków 
świni

Barbara Gajda, Zdzisław Smorąg
Zakład Fizjologii Rozrodu Zwierząt, Instytut Zootechniki, 
Balice k. Krakowa

Cryopreservation of porcine oocytes and embryos

Summary

This paper presents the current possibilities, state of knowledge and pros­
pects for cryopreservation of pig oocytes and embryos. The main factors of 
cryopreservation efficiency, methods for the evaluation of cryopreserved em­
bryos, and the possibilities of modifying their susceptibility to cryopreservation 
are discussed. In addition, the most significant results of pig embryo freezing 
and vitrification and the cryotechnical aspects of this method are presented.
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1. Wprowadzenie

Biotechnologiczne metody rozrodu świń mające na celu pod­
niesienie wydajności rozrodczej samców i samic tego gatunku są 
już obecnie nieodłącznym elementem liczących się w hodowli 
ferm trzody chlewnej. Dobry wynik ekonomiczny w hodowli świń 
nie jest bowiem możliwy bez osiągnięcia dobrego poziomu roz­
rodczości. Wydajne technologie konserwacji izolowanego mate­
riału genetycznego w istotny sposób przyczyniłyby się do osiąg­
nięcia tego celu.

W artykule przedstawione są aktualne możliwości, stan wie­
dzy oraz perspektywy kriokonserwacji oocytów i zarodków świni.
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2. Wrażliwość zarodków świni na schładzanie

Zarodki ssaków oceniane z punktu widzenia ich zamrażalności posiadają własną 
gatunkową specyfikę, co pociąga za sobą konieczność opracowywania odrębnych 
metod kriokonserwacji dla poszczególnych gatunków. Efekty modyfikacji nie są jed­
nakowo zadowalające w odniesieniu do każdego gatunku ssaków. Przykładem zarod­
ków szczególnie trudno podatnych na schładzanie i zamrażanie są zarodki świni.

Pomimo znaczących osiągnięć kriobiologii dotyczących konserwacji gamet i za­
rodków zwierząt gospodarskich, przez wiele lat nie udawało się skutecznie zamro­
zić zarodków świni. Przyczyną niepowodzeń była stwierdzona już w latach siedem­
dziesiątych bardzo duża wrażliwość zarodków świni na schładzanie, nawet w zakre­
sie temperatur plusowych (1,2). W pierwszych doświadczeniach ze schładzaniem za­
rodków świni wykazano, że krytyczna temperatura, w której następowało zamiera­
nie zarodków wynosi od 15 do 10°C (1,2). jednocześnie próby schładzania zarod­
ków do niskich temperatur plusowych z zastosowaniem związków osłaniających 
(DMSO, glicerol) używanych z powodzeniem do zamrażania zarodków innych gatun­
ków nie powiodły się (3). W kolejnych badaniach wykazano, że tak duża wrażliwość 
zarodków świni na ochładzanie uzależniona jest, w większym stopniu niż to ma 
miejsce u innych gatunków, od stadium rozwoju zarodka, a także od tego czy roz­
wój zarodka odbywał się in vitro czy in vivo (4). Stwierdzono mianowicie, że istnieje 
znacząca różnica w tolerancji na niskie temperatury między wylęgłą blastocystą 
a wcześniejszymi stadiami zarodka świni. Wylęgła blastocysta przeżywała ekspozy­
cję w niskiej temperaturze plusowej przez 1 godzinę, natomiast wcześniejsze stadia 
zarodka (morula czy wczesna blastocysta) nie przeżywały w podobnych warunkach. 
Ponadto w badaniach przeprowadzonych przez Nagashima i wsp. (4) wykazano, co 
było znacznym zaskoczeniem, że blastocysty wylęgłe w hodowli in vitro są mniej po­
datne na uszkodzenia w obniżonych temperaturach plusowych niż blastocysty wy­
lęgłe in vivo. Większa tolerancja na niskie temperatury blastocyst wylęgłych in vitro 
została potwierdzona testami in vivo, w których po transplantacji takich zarodków 
do biorczyń uzyskano normalne płody (4).

Podobnie jak zarodki również oocyty świni są bardzo wrażliwe na schładzanie 
i nie tolerują oziębiania do temperatury 15°C lub niższej (5,6).

Stwierdzona duża wrażliwość zarodków świni jak też plemników knura na schła­
dzanie, nie obserwowana u zarodków innych gatunków zwierząt laboratoryjnych 
czy domowych, wskazuje na specyficzną dla tego gatunku nietolerancję niskich tem­
peratur. W odniesieniu do nasienia knura przetrzymywanego w temperaturze 15°C 
korzystny okazał się dodatek fosfolipidów (7). W przypadku zarodków świni próby 
dodawania fosfolipidów nie przyniosły pozytywnych rezultatów.

Specyficzna nietolerancja na niskie temperatury plusowe, zarówno plemników, 
oocytów, jak i zarodków świni manifestuje się również ich wrażliwością na kriokon- 
serwację.
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3. Czynniki warunkujące podatność na kriokonserwację zarodków świni

3.1. Stadium zarodka

Zarodki świni, podobnie jak zarodki niektórych gatunków ssaków, charaktery­
zują się zróżnicowaną podatnością na kriokonserwację w zależności od stadium 
rozwoju. Wczesne stadia rozwojowe, od zygoty aż do moruli i wczesnej blastocysty 
nie przeżywają kriokonserwacji. Podczas gdy stadia bardziej zaawansowane, a mia­
nowicie blastocysty ekspandujące, wylęgające i wylęgłe przeżywają zarówno mroże­
nie jak i witryfikację. Dlatego też wszystkie dotychczasowe sukcesy jakie zanotowa­
no w kriokonserwacji zarodków świni osiągnięte zostały przy użyciu zarodków 
znajdujących się w stadium bliskim wylęgania.

Również z badań własnych (8) dotyczących witryfikacji morul i blastocyst świń­
skich wynikało, że przeżywalność zarodków uwarunkowana była stadium, rozwoju 
zarodka poddawanego witryfikacji. Zarodki w stadium blastocysty przeżywały na 
poziomie ok. 30%, natomiast nie przeżył żaden z zarodków witryfikowanych w sta­
dium moruli.

3.2. Stan fizjologiczny

Podatność na kriokonserwację zarodków świni uzależniona jest nie tylko od sta­
dium rozwoju zarodka, lecz także od tego czy rozwój zarodka następował in vitro 
czy in vivo. W doświadczeniach własnych nad witryfikacją zarodków wyprodukowa­
nych in vitro (9) wykazaliśmy, że podatność na witryfikację takich zarodków jest 
wyższa niż zarodków uzyskanych in vivo (fot. 1 i 2). Przeciwnie do wyników naszych 
doświadczeń, w badaniach Dobrinsky’ego (10) nie wykazano wpływu hodowli zarod­
ków świńskich na ich przeżywalność po kriokonserwacji. jednakże Nagashima i wsp. 
(11), podobnie jak my, obserwowali korzystny wpływ krótkiej hodowli na przeży­
walność kriokonserwowanych zarodków świni. Wydaje się, że podwyższona podat­
ność na witryfikację zarodków hodowanych jest specyficzna dla zarodków świni 
i może być wynikiem modyfikacji zawartości lub składu związków lipidowych w za­
rodku hodowanym do stadium blastocysty.

3.3. Rodzaj związków osłaniających

Ważnym czynnikiem decydującym o efektywności kriokonserwacji jest rodzaj 
użytego związku osłaniającego. W doświadczeniach nad zamrażaniem zarodków 
świni stosowano najczęściej glicerol (11-13) lub glicerol z dodatkiem żółtka jaja ku­
rzego (14) lecytyny (15) czy też trechalozy (16). Przeżywalność zamrożonych zarod-
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Fot. 1. Witryflkowana blastocysta świńska po 24 godz. hodowli in vitro.

Fot. 2. Witryflkowana blastocysta świńska po 48 godz. hodowli in vitro.
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ków oceniana była najczęściej na podstawie rozwoju in vitro i wynosiła od kilku do 
ponad 30%. W przypadku zastosowania glicerolu z żółtkiem jaja do zarodków w róż­
nym stadium rozwoju, po transplantacji wylęgłych blastocyst do sześciu biorczyń 
uzyskano jedno prosię (12,13,15).

Do witryflkacji zarodków świni używano mieszanin opartych na glicerolu, gliko­
lu etylenowym, glikolu propylenowym lub DMSO. Niektóre z mieszanin witryfikacyj- 
nych okazały się bardzo toksyczne dla zarodków świni. Dobrinsky i Johnson (17) ba­
dając toksyczność mieszanin wykazali, że ekspandujące blastocysty rozwijały się 
najlepiej po ekspozycji w mieszaninach opartych na glicerolu i glikolu etylenowym, 
podczas gdy wylęgłe blastocysty rozwijały się tylko w VS3 opartym na glicerolu.

W badaniach własnych (8) stosowaliśmy mieszaninę glikolu etylenowego, fikolu 
i sacharozy (EPS) oraz glikolu etylenowego, fikolu i trechalozy (EFT). Przeżywalność 
morul przetrzymywanych w mieszaninie EFT była wyższa niż przetrzymywanych 
w niej blastocyst. Obserwacje te potwierdzają badania przeprowadzone przez Do- 
brinsky’ego i Johnsona (17), którzy wykazali, że 5-dniowe zarodki świńskie przeży­
wały w wyższym stopniu niż zarodki 6- i 7-dniowe. Autorzy ci stwierdzili ponadto, 
że jedna z badanych przez nich mieszanin osłaniających (VS3a) okazała się nietok­
syczna niezależnie od wieku traktowanych zarodków. Podobnie w przeprowadzo­
nym przez nas doświadczeniu (8) uzyskaliśmy 30-40% przeżywalność morul i blasto­
cyst przetrzymywanych w mieszaninie EPS. Natomiast w kolejnym doświadczeniu 
(18) mieszanina EPS okazała się bardziej toksyczna dla wylęgłych niż dla ekspan­
dujących blastocyst, co z kolei znalazło odzwierciedlenie w rezultatach witryflkacji.

3.4. Obecność związków lipidowych

Mała tolerancja zarodków świni na schładzanie i kriokonserwację jest prawdo­
podobnie spowodowana wysoką zawartością lipidów obserwowanych w cytoplaz- 
mie wczesnych zarodków tego gatunku (3,19). Stwierdzono, że podczas schładzania 
dochodzi do naruszenia integralności wewnątrzkomórkowych lipidów, co jest po­
wodem zniszczenia cytoplazmy i w rezultacie prowadzi do nieodwracalnych zmian 
degeneracyjnych zarodka (20). Ponadto w zarodkach przetrzymywanych w tempera­
turze 15°C stwierdzano strukturalne zmiany lipidów (21). Doświadczenia nad za­
mrażaniem zarodków 2- i 8-blastomerowych, z których wcześniej usunięto lipidy na 
drodze mikrochirurgicznej, doprowadziły po rozmrożeniu do uzyskania rozwoju in 
vitro do stadium blastocysty oraz normalnego potomstwa po transplantacji do bior­
czyń (22). Dowodzi to, że zarodki świni pomimo braku lipidów są zdolne do normal­
nego rozwoju. Trudne natomiast do wyjaśnienia pozostają pytania, czy i w jaki spo­
sób zarodki świni kompensują brak lipidów w cytoplazmie i czy w trakcie ich dalsze­
go rozwoju mogą syntetyzować dodatkowe lipidy?

Wraz z osiąganiem przez zarodek świni bardziej zaawansowanego stadium roz­
woju koncentracja lipidów maleje (23). Wykazano, że im mniejsza zawartość lipi­
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dów w zarodkach, tym większa jest ich tolerancja na schładzanie i zamrażanie. Po­
twierdzono to na podstawie obserwacji, że zarodki świni, w bardziej zaawansowa­
nych stadiach rozwoju (ekspandującej i wylęgłej blastocysty), mogą przeżywać 
w 60-80% zamrażanie do -20°C.

4. Ocena efektywności kriokonserwowanych zarodków

4.1. Hodowla in vitro

Hodowla in vitro jest podstawową metodą stosowaną do oceny przeżywalności 
zarodków po mrożeniu lub witryfikacji. Zapewnienie zatem optymalnych warunków 
hodowli in vitro, które umożliwiłyby kriokonserwowanym zarodkom kolejne po­
działy prowadzące do powstania przedimplantacyjnego stadium zarodka, tj. wy­
lęgłej blastocysty jest istotnym czynnikiem wpływającym na efektywność oceny. 
Warunki takie zapewniają różne systemy hodowli in vitro. Ich efektywność jednak 
jest zróżnicowana i w wielu przypadkach niezadowalająca.

Pierwsze udane próby hodowli in vitro zarodków świni przeprowadzono przy 
użyciu prostej pożywki opartej na płynie Krebsa-Ringera (24). Pozwalały one na pro­
wadzenie efektywnej hodowli zarodków od stadium 4-komórkowego. Zastosowany 
dodatek białka w postaci albuminy surowicy bydlęcej (BSA) zwiększał możliwości 
rozwoju zarodków wczesnych stadiów (25).

W kolejnych badaniach zarodki świni hodowano w pożywkach zawierających 
oprócz soli i białka związki energetyczne takie jak glukoza (26-28), mleczan wapnia 
(29), pirogronian (28,30) czy aminokwasy (30).

Stosowano również współhodowle zarodków świni z komórkami nabłonka jajo­
wodu, komórkami ziarnistymi pęcherzyka jajnikowego czy flbroblastami płodowymi 
(31,32).

Wykazano, że pożywka uzupełniona płynem jajowodowym (33) może poprawiać 
zdolności rozwojowe wczesnych zarodków świni, natomiast dodatek surowicy ow­
czej, bydlęcej czy ludzkiej (34,35) może wpływać korzystnie na liczbę zarodków 
osiągających stadium blastocysty.

Zastosowanie współhodowli lub pożywek wymagających uzupełnienia w postaci 
albuminy czy surowicy nie zawsze jest korzystne. Znacznie lepszym rozwiązaniem 
jest użycie pożywek o ściśle określonym składzie chemicznym, jedną z najpopular­
niejszych jest zastosowana po raz pierwszy do hodowli zarodków świni przez North 
Carolina State University pożywka zwana NCSU-23 (36).

W badaniach własnych (37) nad wyborem optymalnej pożywki do hodowli zarod­
ków świni porównywano rozwój in vitro wczesnych zarodków świni w pięciu wybra­
nych pożywkach o zdefiniowanym składzie chemicznym: NCSU-23, NCSU-37, TLH, 
CZB i mW. W przeprowadzonych doświadczeniach wykazano, że pożywka NCSU-23
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zapewnia optymalne warunki do kilkudniowej hodowli in vitro wczesnych zarodków 
świni. W pożywce tej zarówno odsetek zarodków dzielących się (90%) jak i odsetek 
uzyskanych morul (90%) blastocyst (84,3%) i wylęgłych blastocyst (70,6%) był najwyż­
szy i porównywalny z wynikami osiąganymi podczas hodowli in vitro zarodków in­
nych gatunków ssaków. Podobne wyniki rozwoju zarodków świni w pożywce 
NCSU-23 uzyskiwali inni autorzy (28,36,38-40).

Zarodki hodowane w pożywce NCSU-23 przez 4 dni transplantowano do bior- 
czyń uzyskując podobną liczbę ciąży jak po transplantacji zarodków nie hodowa­
nych (cyt. za 41). Świadczy to o pełnych zdolnościach rozwojowych zarodków hodo­
wanych w tej pożywce.

Zarodki świni po rozmrożeniu i usunięciu związków osłaniających hoduje się in 
vitro w ok. 1,0 ml pożywki, w temperaturze 39°C. Hodowlę zarodków przeprowadza 
się w atmosferze 5% CO2 w powietrzu lub w mieszance gazowej o składzie 5% CO2, 
5% O2 i 90% N2. Czas hodowli uzależniony jest od stadium rozwoju rozmrożonego 
zarodka. Kryterium przeż^^walności zarodka stanowi jego dalszy rozwój w warun­
kach in vitro.

4.2. Transplantacja do biorczyń

Ocena pełnego rozwoju kriokonserwowanych zarodków przeprowadzana jest na 
podstawie rozwoju in vivo, po transplantacji do dróg rodnych zsynchronizowanych 
biorczyń.

4.2.1. Chirurgiczna

Najczęściej stosowaną w praktyce metodą transplantacji zarodków u świń jest 
metoda chirurgiczna. Metoda ta stosowana jest ze względu na specyficzną budowę 
anatomiczną narządów rodnych lochy. Metoda chirurgiczna polega na laparotomii 
klasycznej czyli otwarciu jamy brzusznej w linii białej, co umożliwia łatwy dostęp do 
jajników i rogów macicy. Zarodki bezpośrednio po rozmrożeniu, usunięciu związ­
ków osłaniających i ocenie morfologicznej przenosi się do dróg rodnych biorczyń. 
W zależności od stadium rozwoju rozmrożonych zarodków wprowadza się je do ja­
jowodów lub rogów macicy za pomocą pipetki lub specjalnej strzykawki. Liczba 
wprowadzanych zarodków wynosi najczęściej od ok. 20 do 40. Wykonanie zabiegu 
w ten sposób powoduje minimalne krwawienie, lecz wydłuża czas zrostu rany po­
operacyjnej. Ponadto laparotomia, jak każda operacja chirurgiczna, wywołuje miej­
scowy i ogólny odczyn, który zależnie od rozległości rany i właściwości danego or­
ganizmu przebiega z większym lub mniejszym nasileniem. Niebagatelną rolę odgry­
wa również stres związany ze znaczną ingerencją chirurgiczną i ewentualnymi po­
wikłaniami. Alternatywą dla tych zabiegów są metody niechirurgiczne.
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4.2.2. Niechirurgiczna

Metoda niechirurgiczna nie znalazła jeszcze praktycznego zastosowania u świń, 
jednakże w literaturze opisanych jest kilka modyfikacji kateteru do przenoszenia 
zarodków opartych głównie na sprzęcie stosowanym u bydła (42-45). Kateter taki 
wprowadza się przez szyjkę do rogu macicy. Efektywność przenoszenia zarodów 
u świń metodą niechirurgiczną jest dużo niższa w porównaniu do metody chirur­
gicznej (46) i wymaga dalszego doskonalenia stosowanego sprzętu oraz poprawy 
efektywności. Poważnym ograniczeniem metody jest możliwość przenoszenia za­
rodków tylko w stadium bardziej zaawansowanym tzn. takim, które jest deponowa­
ne w macicy.

5. Modyfikacje podatności oocytów i zarodków świni na kriokonserwację

5.1. Mikrochirurgiczne usuwanie związków lipidowych

W zarodkach świni stężenie związków lipidowych jest stosunkowo wysokie i ma­
leje wraz z rozwojem zarodka. Wysoka zawartość lipidów jest, jak już wspominano, 
przyczyną wyjątkowo dużej wrażliwości zarodków świni, zwłaszcza wczesnych sta­
diów, na kriokonserwację. Doświadczenia nad mrożeniem zarodków 2-8 komórko­
wych, z których usunięto lipidy na drodze mikrochirurgicznej (22) doprowadziły po 
rozmrożeniu do uzyskania rozwoju in vitro do stadium blastocysty oraz normalnego 
potomstwa po transplantacji do biorczyń. Stwierdzono także, że ponad połowa za­
rodków, którym usunięto lipidy przeżyła kriokonserwację, bez względu na to czy 
były one mrożone natychmiast po zabiegu usunięcia czy też po wcześniejszej ho­
dowli. Natomiast żaden z zarodków kontrolnych nie przeżył procesu mrożenia. 
W badaniach tych po raz pierwszy wykazano, że zarodki świni we wczesnych sta­
diach po usunięciu z nich związków lipidowych mogą być z powodzeniem poddawa­
ne kriokonserwacji.

W kolejnych doświadczeniach (47) stwierdzono, że również zarodki starsze w sta­
dium moruli/wczesnej blastocysty, po wcześniejszym usunięciu związków tłuszczo­
wych, przeżywały kriokonserwację znacznie efektywniej w porównaniu do zarod­
ków, którym nie usunięto lipidów. Potwierdzona została również możliwość pełnego 
rozwoju in vivo, zarówno mrożonych jak i witryfikowanych zarodków z usuniętymi 
lipidami.

Metoda usuwania związków lipidowych z zarodków na drodze mikrochirurgicz­
nej, mimD że znacznie poprawia efektywność kriokonserwacji to nie nadaje się jed­
nak do praktycznego stosowania.
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5.2, Dodatek substancji stabilizujących cytoszkielet

Inną możliwością podwyższenia efektywności kriokonserwacji zarodków świni 
jest dodatek substancji stabilizujących strukturę szkieletu cytoplazmatycznego. Wia­
domo, że proces kriokonserwacji może powodować naruszenie tej struktury zarod­
ka. Znane są związki takie jak cytochalazyna-B czy kolchicyna, które mogą pełnić 
rolę stabilizatorów struktury szkieletu (48). Dobrinsky i wsp. (49,50) badali wpływ 
cytochalazyny-B na depolaryzację mikrofilamentów i efektywność witryfikacji zarod­
ków świńskich. Stwierdzono korzystny wpływ tej substancji na przeżywalność in vi­
tro witryfikowanych, ekspandujących i wylęgłych blastocyst. Natomiast w przypadku 
morul/wczesnych blastocyst nie stwierdzono poprawy efektywności witryfikacji. Po­
nadto w przeprowadzonej analizie komórkowej w mikroskopie konfokalnym wyka­
zano znaczne uszkodzenia cytoszkieletu w witryfikowanych zarodkach nie trakto­
wanych cyto-B, podczas gdy witryfikowane zarodki traktowane substancją stabili­
zującą wykazywały w większości normalną repolaryzację mikrofilamentów i innych 
składników cytoszkieletu. Na podstawie tych obserwacji dowiedziono, że kriokon- 
serwacja może oddziaływać na cytoszkielet, oraz iż depolaryzacja mikrofilamentów 
przed witryfikacją znacznie zwiększa przeżywalność zarodków po witryfikacji (47).

6. Rriotechniczne aspekty oraz efektywność kriokonserwacji zarodków 

świni

w tabeli przedstawiono najbardziej znaczące wyniki kriokonserwacji oocytów 
i zarodków świni.

Tabela

Wyniki kriokonserwcji oocytów i zarodków świni

Stadium zarodka Związki osłaniające
Metoda

kriokonserwacji
Przeżywalność

zarodków
Literatura

1 2 3 4 5

EXB 1,5 M GLY wolne mrożenie 
(-35°C)

in vivo: 
prosięta (5/11)

llayashi i wsp.,
1989 (12)

EXB 1,5 M GLY + lecyty­
na

wolne mrożenie 
(-35°C)

in vivo: 
prosięta (2/20)

Kameyama i wsp.,
1990 (15)

in vitro WB 1,5 M GLY wolne mrożenie 
(-35°C)

in vivo: 
prosięta (4/32)

Kashiwazaki i wsp., 
1991 (13)

B, EXB, vm, in vitro 
WB

1,5 M GLY wolne mrożenie 
(-196°C)

in vitro :
B - 6%,EXB - 51%,
\XT3 - 69%,pWB - 0%, 
in vitro WB - 82%

Nagashima i wsp.,
1992 (11)

WB 1,4 M GLY -E 10% 
żółtko jaja

wolne mrożenie 
(-196°C)

in vivo:
1 prosię (1/6)

Fujino i wsp.,
1993 (14)
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I 2 3 4 5

EXB, WB EFT,DAP213, 
DAP213-T, EPT

witryfikacja in vitro:
EXB: 4, 8, 17, 29%
WB: 7, 8, 21, 0%

Yoshino i wsp.,
1993 (52)

M-B, EXB, WB VS3a witryfikacja in vitro: M-B:0%
EXB - 27%
WB - 39%

Dobrinsky i Johnson, 
1994 (6)

B, EXB, WB E -h PVP witryfikacja in vitro: B - 26%,

EXB - 33%,
WB - 11%

Kobayashi i wsp., 
1995ab (53,54)

WB 1,5 M GLY wolne mrożenie in vitro: 68% 
in vivo: 1 prosięta

Modi i wsp.,
1996 (55)

oocyty DMSO, D.AP213, szybkie mrożenie in vitro: mroź. - 58% Wu i Lee,

EF, EFT witryfikacja witryf.: 32 - 97% 1997 (56)

M, B, EXB, WB 30% E -F1 M S 4- 
5% żółtko jaja

witryfikacja in vitro: M - 33%,
B - 100%, EXB - 20%, 
VtB - 44%

Kuwayama i wsp.,
1997 (57)

4-koni., 8-l6 kom., 
M. B

E-t-DMSO-FS witryfikacja-OPS m w'/ro: 4-kom. - 33% 
8-l6 kom. - 0%
M - 70%
B - 73%

Vajta i wsp.,
1997 (58)

M. B cult, and
non-cult.

EFS, EFT witryfikacja in vitro: M - 0%
B-cult. ok.30%
B-non-cult. 12%

Gajda i Smorąg,
2000 (8)

M. B E-FDMSO-FS 
w TCM199 lub PBS

witryfikacja-OPS in vitro:
B-27 i 67% (PBS) 
ok. 42% (TCM199)
M - 11% i 14%, 
in vivo: B-5%(PBS)

Berthelot i wsp.,
2000 (59)

M - WB 6,3 M glicerol-F
6% BSA-Fcyto-B

witryfikacja in vitro: WB - 65% 
in vivo: WB - k.60%

Dobrinsky i wsp.,
2000 (60)

M compact E-FDMSO-FS witryfikacja-OPS in vivo: 13% Berthelot i wsp.,
2001 (61)

Objaśnienia:

Stadium zarodka: M - morula, B - blastocysta, EXB - ekspandująca blastocysta, WB - w>ięgia blastocysta, pWB - 
wylęgła blastocysta późna. Związki osłaniające: GLY - glicerol, E - glikol etylenowy, F - fikol, P - glikol propylenowy, 
DMSO - dwumetylosulfotlenek, DAP213 - DMSO + acetamid + P, VS3a - GLY + BS.A, PVP - poliwinylopirolidyna, 
S - sacharoza, T - trechaloza. Płyny i uzupełnienia do manipulacji i hodowli zarodków: PBS, TCM199, BSA - albumi­
na surowicy bydlęcej, cyto-B - cytochalazyna-B.

Pierwsze sukcesy jakie zanotowano w kriokonserwacji zarodków świni były 
przede wszystkim rezultatem użycia do zamrażania zarodków w odpowiednim sta­
dium rozwoju, tj. ekspandującej lub wylęgłej blastocysty (51). W procedurze zamra­
żania zakładano kontrolowane wolne schładzanie z szybkością 0,3°C/min i użycie 
glicerolu jako związku osłaniającego. Efektywność tych pierwszych prób była dość 
niska, gdyż jedenaście prosiąt, urodzonych w wyniku przeprowadzonych badań, 
uzyskano po transplantacji 63. kriokonserwowanych zarodków.
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W kilku następnych pracach nad zamrażaniem zarodków świni liczba użytych do 
doświadczeń zarodków była stosunkowo mała, a przeżywalność zamrożonych eks­
pandujących i wylęgłych blastocyst oceniana najczęściej in vivo była niska. Natomiast 
nie przeżywały procedury zamrażania zarodki młodsze od wczesnej blastocysty 
oraz wylęgłe blastocysty o średnicy większej niż 300 pm (11). Ponadto, przedstawia­
ne protokoły zamrażania często nie dawały powtarzalnych wyników. Niemniej jed­
nak stwierdzono, że dla efektywnego zamrożenia zarodków świni koniecznym jest 
spełnienie kilku podstawowych warunków. Zamrażane winny być blastocysty w sta­
dium peri-hatching, świeże lub po wcześniejszej hodowli w standardowych mediach, 
koniecznie z dodatkiem albuminy bydlęcej, jako krioprotektor powinien być użyty 
1,5 M glicerol, chociaż nie wyklucza się użycia innych związków osłaniających. 
W procedurze wolnego zamrażania zakłada się schładzanie zarodków od tempera­
tury pokojowej do temperatury posiewania z szybkością wynoszącą l°C/minutę. Po 
zainicjowaniu krystalizacji zarodki zamraża się wolno ok. 0,3°C/minutę do tempera­
tur)' od -35 do -38°C i przekłada do ciekłego azotu. Rozmrażanie zarodków przepro­
wadza się w łaźni wodnej o temperaturze 35-37°C przy użyciu 0,3-0,5 M sacharozy. 
Zastosowanie sacharozy zmniejsza ryzyko wystąpienia uszkodzeń spowodowanych 
szkodliwym oddziaływaniem związku osłaniającego, w tym również uszkodzeń na­
tury osmotycznej.

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji zarodków świni skoncen­
trowane są głównie na ich witryfikacji. W metodzie tej zestalanie płynów odbywa 
się nie na drodze krystalizacji, ale poprzez bardzo szybki wzrost lepkości w trakcie 
schładzania. Głównym problemem witryfikacji jest toksyczność związków osłania­
jących oraz uszkodzenia natury osmotycznej. Koncentracja związków osłaniających 
niezbędna do uzyskania witryfikacji jest stosunkowo wysoka i dlatego nie jest tole­
rowana przez większość materiałów biologicznych. W odniesieniu do zarodków 
świni metoda witryfikacji pozostaje nadal na etapie badań.

Znaczący postęp w metodzie witryfikacji został osiągnięty dzięki minimalizacji 
objętości płynu zawierającego witryflkowany zarodek (tzw. „metoda OPS”) (62). Ta­
kie postępowanie pozwalające na uzyskanie wysokiego tempa schładzania w trakcie 
procesu witryfikacji umożliwiło, w odniesieniu do zarodków świni, osiągnięcie sto­
sunkowo wysokiej przeżywalności in vitro (morula: od 14 do 70%, blastocysta: od 67 
do 73% (58,59) oraz in vivo (morula; 13%, blastocysta: 55%) (59,61). W przeprowadzo­
nych wstępnych badaniach własnych potwierdzono pozytywny wpływ zminimalizo­
wanej objętości witryfikowanej próbki na przeżywalność zarodków świni w stadium 
moruli i blastocysty (63).

Stosowane ostatnio modyfikacje metody witryfikacji, wykorzystujące wysokie 
tempo schładzania, to m.in. metoda kroplowa zastosowana do oocytów (64) i zarod­
ków bydlęcych (65), pętelkowa (cryoloop container-less) używana z powodzeniem do 
zarodków chomika (66) i człowieka (67), czy też metoda z zastosowaniem siateczki 
mikroskopowej (EM grids) (68) lub schłodzonego poniżej -200°C ciekłego azotu. 
(69). Metody te, chociaż, jak się wydaje, są dość atrakcyjne, to jednak były wykorzy­
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stywane w bardzo ograniczonym zakresie. Nie stosowano ich, jak dotychczas, do 
zarodków świni.

Zainteresowanie opracowaniem efektywnych metod kriokonserwacji zarodków 
świni powodowane jest zarówno względami praktycznymi jak i teoretycznymi. 
Wprowadzenie bowiem nowych technologii w rozrodzie świń takich jak pozaustro- 
jowe zapłodnienie i produkcja zarodków czy też niechirurgiczna transplantacja bę­
dzie się wiązało z większym zapotrzebowaniem na kriokonserwowane oocyty czy 
zarodki. Z kolei opracowanie efektywnych metod kriokonserwacji wiąże się m.in. 
z prowadzeniem intensywnych badań związanych ze zmianami w komórkach na po­
ziomie molekularnym w czasie i po zakończeniu procesu kriokonserwacji.
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