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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 ofthis method are presented.
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1. Wprowadzenie

Biotechnologiczne metody rozrodu $winn majgce na celu pod-
niesienie wydajnosci rozrodczej samcéw i samic tego gatunku sg
juz obecnie nieodigcznym elementem liczacych sie w hodowli
ferm trzody chlewnej. Dobry wynik ekonomiczny w hodowli swih
nie jest bowiem mozliwy bez osiggniecia dobrego poziomu roz-
rodczosci. Wydajne technologie konserwacji izolowanego mate-
rialu genetycznego w istotny sposéb przyczynityby sie do osigg-
niecia tego celu.

W artykule przedstawione sg aktualne mozliwosci, stan wie-
dzy oraz perspektywy kriokonserwacji oocytow i zarodkéw Swini.
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Kriokonserwacja oocytéw i zarodkéw $Swini

2. Wrazliwos¢ zarodkéw sSwini na schiadzanie

Zarodki ssakow oceniane z punktu widzenia ich zamrazalnosci posiadajg wlasng
gatunkowa specyfike, co pocigga za sobg koniecznos¢ opracowywania odrebnych
metod kriokonserwacji dla poszczegoélnych gatunkow. Efekty modyfikacji nie sgjed-
nakowo zadowalajgce w odniesieniu do kazdego gatunku ssakéw. Przyktadem zarod-
kéw szczegolnie trudno podatnych na schtadzanie i zamrazanie sg zarodki Swini.

Pomimo znaczacych osiagnie¢ kriobiologii dotyczacych konserwacji gamet i za-
rodkéw zwierzat gospodarskich, przez wiele lat nie udawalo sie skutecznie zamro-
zi¢ zarodkéw swini. Przyczyna niepowodzen byla stwierdzona juz w latach siedem-
dziesigtych bardzo duza wrazliwos¢ zarodkow Swini na schtadzanie, nawet w zakre-
sie temperatur plusowych (1,2). W pierwszych doswiadczeniach ze schtadzaniem za-
rodkéw Swini wykazano, ze krytyczna temperatura, w ktérej nastepowato zamiera-
nie zarodkéw wynosi od 15 do 10°C (1,2). jednoczesnie préby schtadzania zarod-
kéw do niskich temperatur plusowych z zastosowaniem zwigzkéw ostaniajacych
(DMSO, glicerol) uzywanych z powodzeniem do zamrazania zarodkéw innych gatun-
kéw nie powiodty sie (3). W kolejnych badaniach wykazano, ze tak duza wrazliwosc
zarodkow Swini na ochtadzanie uzalezniona jest, w wiekszym stopniu niz to ma
miejsce u innych gatunkéw, od stadium rozwoju zarodka, a takze od tego czy roz-
woj zarodka odbywat sie in vitro czy in vivo (4). Stwierdzono mianowicie, ze istnieje
znaczaca rdznica w tolerancji na niskie temperatury miedzy wylegtg blastocystg
a wczesniejszymi stadiami zarodka Swini. Wylegta blastocysta przezywata ekspozy-
cje w niskiej temperaturze plusowej przez | godzine, natomiast wczesniejsze stadia
zarodka (morula czy wczesna blastocysta) nie przezywaly w podobnych warunkach.
Ponadto w badaniach przeprowadzonych przez Nagashima i wsp. (4) wykazano, co
byto znacznym zaskoczeniem, ze blastocysty wylegte w hodowli in vitro sg mniej po-
datne na uszkodzenia w obnizonych temperaturach plusowych niz blastocysty wy-
legte in vivo. Wieksza tolerancja na niskie temperatury blastocyst wylegtych in vitro
zostata potwierdzona testami in vivo, w ktérych po transplantacji takich zarodkéw
do biorczynn uzyskano normalne ptody (4).

Podobnie jak zarodki réwniez oocyty $wini sg bardzo wrazliwe na schtadzanie
i nie tolerujg oziebiania do temperatury 15°C lub nizszej (5,6).

Stwierdzona duza wrazliwos¢ zarodkéw swini jak tez plemnikéw knura na schita-
dzanie, nie obserwowana u zarodkéw innych gatunkéw zwierzat laboratoryjnych
czy domowych, wskazuje na specyficzng dla tego gatunku nietolerancje niskich tem-
peratur. W odniesieniu do nasienia knura przetrzymywanego w temperaturze 15°C
korzystny okazat sie dodatek fosfolipidow (7). W przypadku zarodkéw Swini préby
dodawania fosfolipidéw nie przyniosty pozytywnych rezultatéw.

Specyficzna nietolerancja na niskie temperatury plusowe, zaréwno plemnikdw,
oocytéw, jak i zarodkéw Swini manifestuje sie rowniez ich wrazliwoscig na kriokon-
serwacje.
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3. Czynniki warunkujace podatnos¢ na kriokonserwacje zarodkéw swini

3.1. Stadium zarodka

Zarodki swini, podobnie jak zarodki niektorych gatunkéw ssakdéw, charaktery-
Zuja sie zroéznicowang podatnoscig na kriokonserwacje w zaleznosci od stadium
rozwoju. Wczesne stadia rozwojowe, od zygoty az do moruli i wczesnej blastocysty
nie przezywajg kriokonserwaciji. Podczas gdy stadia bardziej zaawansowane, a mia-
nowicie blastocysty ekspandujace, wylegajace i wylegte przezywajg zarbwno mroze-
nie jak i witryfikacje. Dlatego tez wszystkie dotychczasowe sukcesy jakie zanotowa-
no w kriokonserwacji zarodkéw $wini osiagniete zostaty przy uzyciu zarodkow
znajdujacych sie w stadium bliskim wylegania.

Rowniez z badan wtasnych (8) dotyczgcych witryfikacji morul i blastocyst Swinh-
skich wynikato, ze przezywalno$¢ zarodkédw uwarunkowana byta stadium, rozwoju
zarodka poddawanego witryfikacji. Zarodki w stadium blastocysty przezywaty na
poziomie ok. 30%, natomiast nie przezyt zaden z zarodkéw witryfikowanych w sta-
dium moruli.

3.2. Stan fizjologiczny

Podatnos¢ na kriokonserwacje zarodkéw Swini uzalezniona jest nie tylko od sta-
dium rozwoju zarodka, lecz takze od tego czy rozwdj zarodka nastepowat in vitro
czy in vivo. W doswiadczeniach wtasnych nad witryfikacja zarodkéw wyprodukowa-
nych in vitro (9) wykazaliSmy, ze podatnos$¢ na witryfikacje takich zarodkéw jest
wyzsza niz zarodkéw uzyskanych in vivo (fot. 1 i 2). Przeciwnie do wynikéw naszych
doswiadczen, w badaniach Dobrinsky’ego (10) nie wykazano wptywu hodowli zarod-
kéw swinskich na ich przezywalnos¢ po kriokonserwaciji. jednakze Nagashima i wsp.
(11), podobnie jak my, obserwowali korzystny wptyw kroétkiej hodowli na przezy-
walnos¢ kriokonserwowanych zarodkow swini. Wydaje sie, ze podwyzszona podat-
no$¢ na witryfikacje zarodkéw hodowanych jest specyficzna dla zarodkéw S$wini
i moze by¢ wynikiem modyfikacji zawartosci lub sktadu zwigzkéw lipidowych w za-
rodku hodowanym do stadium blastocysty.

3.3. Rodzaj zwigzkéw ostaniajgcych

Waznym czynnikiem decydujagcym o efektywnosci kriokonserwacji jest rodzaj
uzytego zwigzku ostaniajgcego. W doswiadczeniach nad zamrazaniem zarodkéw
Swini stosowano najczesciej glicerol (11-13) lub glicerol z dodatkiem zéttka jaja ku-
rzego (14) lecytyny (15) czy tez trechalozy (16). Przezywalno$¢ zamrozonych zarod-
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Fot. 1. Witryflkowana blastocysta $wifiska po 24 godz. hodowli in vitro.

Fot. 2. Witryflkowana blastocysta $winska po 48 godz. hodowli in vitro.
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kéw oceniana byla najczesciej na podstawie rozwoju in vitro i wynosita od kilku do
ponad 30%. W przypadku zastosowania glicerolu z zéltkiem jaja do zarodkéw w réz-
nym stadium rozwoju, po transplantacji wyleglych blastocyst do szesciu biorczynh
uzyskano jedno prosie (12,13,15).

Do witryflkacji zarodkéw $wini uzywano mieszanin opartych na glicerolu, gliko-
lu etylenowym, glikolu propylenowym lub DMSO. Niektére z mieszanin witryfikacyj-
nych okazaly sie bardzo toksyczne dla zarodkéw swini. Dobrinsky i Johnson (17) ba-
dajgc toksycznos¢ mieszanin wykazali, ze ekspandujgce blastocysty rozwijaly sie
najlepiej po ekspozycji w mieszaninach opartych na glicerolu i glikolu etylenowym,
podczas gdy wylegte blastocysty rozwijaly sie tylko w VS3 opartym na glicerolu.

W badaniach wiasnych (8) stosowalismy mieszanine glikolu etylenowego, fikolu
i sacharozy (EPS) oraz glikolu etylenowego, fikolu i trechalozy (EFT). Przezywalnos¢
morul przetrzymywanych w mieszaninie EFT byla wyzsza niz przetrzymywanych
W niej blastocyst. Obserwacje te potwierdzajg badania przeprowadzone przez Do-
brinsky’ego i Johnsona (17), ktérzy wykazali, ze 5-dniowe zarodki $winiskie przezy-
waly w wyzszym stopniu niz zarodki 6- i 7-dniowe. Autorzy ci stwierdzili ponadto,
ze jedna z badanych przez nich mieszanin ostaniajacych (VS3a) okazata sie nietok-
syczna niezaleznie od wieku traktowanych zarodkéw. Podobnie w przeprowadzo-
nym przez nas doswiadczeniu (8) uzyskalismy 30-40% przezywalno$¢ morul i blasto-
cyst przetrzymywanych w mieszaninie EPS. Natomiast w kolejnym doswiadczeniu
(18) mieszanina EPS okazata sie bardziej toksyczna dla wylegtych niz dla ekspan-
dujacych blastocyst, co z kolei znalazto odzwierciedlenie w rezultatach witryflkacji.

3.4. Obecnos¢ zwigzkow lipidowych

Mata tolerancja zarodkéw Swini na schtadzanie i kriokonserwacje jest prawdo-
podobnie spowodowana wysokg zawartoscig lipidéw obserwowanych w cytoplaz-
mie wczesnych zarodkoéw tego gatunku (3,19). Stwierdzono, ze podczas schtadzania
dochodzi do naruszenia integralnosci wewnatrzkomorkowych lipidow, 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 lipidéw (21). Doswiadczenia nad za-
mrazaniem zarodkéw 2- i 8-blastomerowych, z ktérych wczesniej usunieto lipidy na
drodze mikrochirurgicznej, doprowadzity po rozmrozeniu do uzyskania rozwoju in
vitro do stadium blastocysty oraz normalnego potomstwa po transplantacji do bior-
czyn (22). Dowodzi to, ze zarodki $wini pomimo braku lipidéw sg zdolne do normal-
nego rozwoju. Trudne natomiast do wyjasnienia pozostajg pytania, czy i w jaki spo-
s6b zarodki Swini kompensujg brak lipidéw w cytoplazmie i czy w trakcie ich dalsze-
go rozwoju moga syntetyzowac¢ dodatkowe lipidy?

Wraz z osigganiem przez zarodek Swini bardziej zaawansowanego stadium roz-
woju koncentracja lipidow maleje (23). Wykazano, ze im mniejsza zawartosc¢ lipi-
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déw w zarodkach, tym wigksza jest ich tolerancja na schtadzanie i zamrazanie. Po-
twierdzono to na podstawie obserwacji, ze zarodki swini, w bardziej zaawansowa-
nych stadiach rozwoju (ekspandujacej i wylegtej blastocysty), moga przezywac
w 60-80% zamrazanie do -20°C.

4. Ocena efektywnosci kriokonserwowanych zarodkow

4.1. Hodowla in vitro

Hodowla in vitro jest podstawowg metoda stosowang do oceny przezywalnosci
zarodkéw po mrozeniu lub witryfikacji. Zapewnienie zatem optymalnych warunkow
hodowli in vitro, ktére umozliwityby kriokonserwowanym zarodkom kolejne po-
dzialy prowadzace do powstania przedimplantacyjnego stadium zarodka, tj. wy-
legtej blastocysty jest istotnym czynnikiem wptywajgcym na efektywnos¢ oceny.
Warunki takie zapewniajg rézne systemy hodowli in vitro. Ich efektywnosc¢ jednak
jest zréznicowana i w wielu przypadkach niezadowalajgca.

Pierwsze udane proby hodowli in vitro zarodkéw $wini przeprowadzono przy
uzyciu prostej pozywki opartej na ptynie Krebsa-Ringera (24). Pozwalaly one na pro-
wadzenie efektywnej hodowli zarodkdéw od stadium 4-komdérkowego. Zastosowany
dodatek biatka w postaci albuminy surowicy bydlecej (BSA) zwiekszat mozliwosci
rozwoju zarodkow wczesnych stadiow (25).

W kolejnych badaniach zarodki $wini hodowano w pozywkach zawierajacych
oprocz soli i biatka zwigzki energetyczne takie jak glukoza (26-28), mleczan wapnia
(29), pirogronian (28,30) czy aminokwasy (30).

Stosowano réwniez wspothodowle zarodkéw $wini z komdérkami nabtonka jajo-
wodu, komdrkami ziarnistymi pecherzyka jajnikowego czy flbroblastami ptodowymi
(31,32).

Wykazano, ze pozywka uzupetniona ptynem jajowodowym (33) moze poprawiac
zdolnosci rozwojowe wczesnych zarodkow Swini, natomiast dodatek surowicy ow-
czej, bydlecej czy ludzkiej (34,35) moze wpltywac korzystnie na liczbe zarodkow
osiggajacych stadium blastocysty.

Zastosowanie wspothodowli lub pozywek wymagajacych uzupetnienia w postaci
albuminy czy surowicy nie zawsze jest korzystne. Znacznie lepszym rozwigzaniem
jest uzycie pozywek o Sci$le okreslonym skfadzie chemicznym, jedna z najpopular-
niejszych jest zastosowana po raz pierwszy do hodowli zarodkéw $wini przez North
Carolina State University pozywka zwana NCSU-23 (36).

W badaniach wtasnych (37) nad wyborem optymalnej pozywki do hodowli zarod-
kéw Swini poréwnywano rozwoj in vitro wczesnych zarodkéw Swini w pieciu wybra-
nych pozywkach o zdefiniowanym skiadzie chemicznym: NCSU-23, NCSU-37, TLH,
CZB i mW. W przeprowadzonych doswiadczeniach wykazano, ze pozywka NCSU-23
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zapewnia optymalne warunki do kilkudniowej hodowli in vitro wczesnych zarodkéw
Swini. W pozywce tej zardwno odsetek zarodkow dzielgcych sie (90%) jak i odsetek
uzyskanych morul (90%) blastocyst (84,3%) i wylegtych blastocyst (70,6%) byt najwyz-
szy i porownywalny z wynikami osigganymi podczas hodowli in vitro zarodkow in-
nych gatunkéw ssakéw. Podobne wyniki rozwoju zarodkéw $Swini w pozywce
NCSU-23 uzyskiwali inni autorzy (28,36,38-40).

Zarodki hodowane w pozywce NCSU-23 przez 4 dni transplantowano do bior-
czyn uzyskujac podobng liczbe cigzy jak po transplantacji zarodkéw nie hodowa-
nych (cyt. za 41). Swiadczy to o petnych zdolno$ciach rozwojowych zarodkéw hodo-
wanych w tej pozywce.

Zarodki $wini po rozmrozeniu i usunieciu zwigzkéw ostaniajgcych hoduje sig in
vitro w ok. 1,0 ml pozywki, w temperaturze 39°C. Hodowle zarodkéw przeprowadza
sie w atmosferze 5% CO2 w powietrzu lub w mieszance gazowej o skfadzie 5% COz,
5% Oz i 90% N=z. Czas hodowli uzalezniony jest od stadium rozwoju rozmrozonego
zarodka. Kryterium przez*walnosci zarodka stanowi jego dalszy rozwdéj w warun-
kach in vitro.

4.2. Transplantacja do biorczyn

Ocena petnego rozwoju kriokonserwowanych zarodkéw przeprowadzana jest na
podstawie rozwoju in vivo, po transplantacji do drég rodnych zsynchronizowanych
biorczyn.

4.2.1. Chirurgiczna

Najczesciej stosowang w praktyce metoda transplantacji zarodkéw u $win jest
metoda chirurgiczna. Metoda ta stosowana jest ze wzgledu na specyficzng budowe
anatomiczng narzadoéw rodnych lochy. Metoda chirurgiczna polega na laparotomii
klasycznej czyli otwarciu jamy brzusznej w linii biatej, co umozliwia tatwy dostep do
jajnikéw i rogéw macicy. Zarodki bezposrednio po rozmrozeniu, usunieciu zwigz-
kéw ostaniajgcych i ocenie morfologicznej przenosi sie do drég rodnych biorczyn.
W zaleznosci od stadium rozwoju rozmrozonych zarodkéw wprowadza sie je do ja-
jowodow lub rogébw macicy za pomocag pipetki lub specjalnej strzykawki. Liczba
wprowadzanych zarodkéw wynosi najczesciej od ok. 20 do 40. Wykonanie zabiegu
w ten sposéb powoduje minimalne krwawienie, lecz wydluza czas zrostu rany po-
operacyjnej. Ponadto laparotomia, jak kazda operacja chirurgiczna, wywotuje miej-
scowy i ogolny odczyn, ktory zaleznie od rozlegtosci rany i wtasciwosci danego or-
ganizmu przebiega z wiekszym lub mniejszym nasileniem. Niebagatelna role odgry-
wa réwniez stres zwigzany ze znaczng ingerencjg chirurgiczng i ewentualnymi po-
wiktaniami. Alternatywa dla tych zabiegéw sg metody niechirurgiczne.
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4.2.2. Niechirurgiczna

Metoda niechirurgiczna nie znalazta jeszcze praktycznego zastosowania u Swin,
jednakze w literaturze opisanych jest kilka modyfikacji kateteru do przenoszenia
zarodkoéw opartych gtéwnie na sprzecie stosowanym u bydta (42-45). Kateter taki
wprowadza sie przez szyjke do rogu macicy. Efektywnos$¢ przenoszenia zarodéw
u Swin metoda niechirurgiczng jest duzo nizsza w poréwnaniu do metody chirur-
gicznej (46) i wymaga dalszego doskonalenia stosowanego sprzetu oraz poprawy
efektywnosci. Powaznym ograniczeniem metody jest mozliwos¢ przenoszenia za-
rodkow tylko w stadium bardziej zaawansowanym tzn. takim, ktére jest deponowa-
ne w macicy.

5. Modyfikacje podatnosci oocytéw i zarodkéw sSwini na kriokonserwacje

5.1. Mikrochirurgiczne usuwanie zwigzkéw lipidowych

W zarodkach $wini stezenie zwigzkow lipidowych jest stosunkowo wysokie i ma-
leje wraz z rozwojem zarodka. Wysoka zawartosc¢ lipidow jest, jak juz wspominano,
przyczyng wyjatkowo duzej wrazliwosci zarodkéw Swini, zwlaszcza wczesnych sta-
diow, na kriokonserwacje. Doswiadczenia nad mrozeniem zarodkow 2-8 komaorko-
wych, z ktérych usunieto lipidy na drodze mikrochirurgicznej (22) doprowadzity po
rozmrozeniu do uzyskania rozwoju in vitro do stadium blastocysty oraz normalnego
potomstwa po transplantacji do biorczyn. Stwierdzono takze, ze ponad potowa za-
rodkow, ktérym usunieto lipidy przezyta kriokonserwacje, bez wzgledu na to czy
byly one mrozone natychmiast po zabiegu usuniecia czy tez po wczesniejszej ho-
dowli. Natomiast zaden z zarodkéw kontrolnych nie przezyt procesu mrozenia.
W badaniach tych po raz pierwszy wykazano, ze zarodki $wini we wczesnych sta-
diach po usunieciu z nich zwigzkow lipidowych mogg by¢ z powodzeniem poddawa-
ne kriokonserwacji.

W kolejnych doswiadczeniach (47) stwierdzono, ze réwniez zarodki starsze w sta-
dium moruli/wczesnej blastocysty, po wcze$niejszym usunieciu zwigzkoéw ttuszczo-
wych, przezywaly kriokonserwacje znacznie efektywniej w poréwnaniu do zarod-
kéw, ktérym nie usunieto lipidow. Potwierdzona zostata réwniez mozliwos¢ petnego
rozwoju in vivo, zarbwno mrozonych jak i witryfikowanych zarodkéw z usunietymi
lipidami.

Metoda usuwania zwigzkow lipidowych z zarodkéw na drodze mikrochirurgicz-
nej, mimD ze znacznie poprawia efektywno$¢ kriokonserwacji to nie nadaje sie jed-
nak do praktycznego stosowania.
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5.2, Dodatek substancji stabilizujacych cytoszkielet

Inng mozliwoscia podwyzszenia efektywnosci kriokonserwacji zarodkéw Swini
jest dodatek substancji stabilizujacych strukture szkieletu cytoplazmatycznego. Wia-
domo, ze proces kriokonserwacji moze powodowac naruszenie tej struktury zarod-
ka. Znane sg zwigzki takie jak cytochalazyna-B czy kolchicyna, ktére mogg petnic
role stabilizatorow struktury szkieletu (48). Dobrinsky i wsp. (49,50) badali wptyw
cytochalazyny-B na depolaryzacje mikrofilamentéw i efektywnos$¢ witryfikacji zarod-
kéw swinskich. Stwierdzono korzystny wplyw tej substancji na przezywalnos¢ in vi-
tro witryfikowanych, ekspandujacych i wylegtych blastocyst. Natomiast w przypadku
morul/wczesnych blastocyst nie stwierdzono poprawy efektywnosci witryfikacji. Po-
nadto w przeprowadzonej analizie komdrkowej w mikroskopie konfokalnym wyka-
zano znaczne uszkodzenia cytoszkieletu w witryfikowanych zarodkach nie trakto-
wanych cyto-B, podczas gdy witryfikowane zarodki traktowane substancjg stabili-
zujaca wykazywaly w wiekszosci normalng repolaryzacje mikrofilamentéw i innych
sktadnikow cytoszkieletu. Na podstawie tych obserwacji dowiedziono, ze kriokon-
serwacja moze oddziatywac na cytoszkielet, oraz iz depolaryzacja mikrofilamentow
przed witryfikacjg znacznie zwieksza przezywalnos¢ zarodkéw po witryfikacji (47).

6. Rriotechniczne aspekty oraz efektywnosc¢ kriokonserwacji zarodkow

Swini

w tabeli przedstawiono najbardziej znaczace wyniki kriokonserwacji oocytéw
i zarodkéw swini.

Tabela

Wyniki kriokonserwcji oocytéw i zarodkéw Swini

. o . Metoda Przezywalno$¢ .
Stadium zarodka Zwigzki ostaniajace X n ) Literatura
kriokonserwaciji zarodkow
1 2 3 4 5
EXB 15 M GLY wolne mrozenie in vivo: llayashi i wsp.,
(-35°C) prosieta (5/11) 1989 (12)
EXB 15 M GLY + lecyty- wolne mrozenie in vivo: Kameyama i wsp.,
na (-35°C) prosieta (2/20) 1990 (15)
in vitro WB 15 M GLY wolne mrozenie in vivo: Kashiwazaki i wsp.,
(-35°C) prosieta (4/32) 1991 (13)
B, EXB, vm, in vitro 15 M GLY wolne mrozenie in vitro: Nagashima i wsp.,
WB (-196°C) B - 6%,EXB - 51%, 1992 (11)
XT3 - 69%,pWB - 0%,
in vitro WB - 82%
WB 14 M GLY -E 10% wolne mrozenie in vivo: Fujino i wsp.,
z6ttko jaja (-196°C) 1 prosie (1/6) 1993 (14)
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5

EXB, WB EFT,DAP213, witryfikacja in vitro: Yoshino i wsp.,
DAP213-T, EPT EXB: 4, 8, 17, 29% 1993 (52)
WB: 7, 8, 21, 0%
M-B, EXB, WB VS3a witryfikacja in vitro: M-B:0% Dobrinsky i Johnson,
EXB - 27% 1994 (6)
WB - 39%
B, EXB, WB E -h PVP witryfikacja in vitro: B - 26%, Kobayashi i wsp.,
EXB - 33%, 1995ab (53,54)
WB - 11%
WB 15 M GLY wolne mrozenie in vitro: 68% Modi i wsp.,
in vivo: 1 prosieta 1996 (55)
oocyty DMSO, D.AP213, szybkie mrozenie in vitro: mroz. - 58% Wu i Lee,
EF, EFT witryfikacja witryf.: 32 - 97% 1997 (56)
M, B, EXB, WB 30% E -F1 M S 4- witryfikacja in vitro: M - 33%, Kuwayama i wsp.,
5% zoftko jaja B - 100%, EXB - 20%, 1997 (57)
VIB - 44%
4-koni., 8-16 kom., E-t-DMSO-FS witryfikacja-OPS m w'/ro: 4-kom. - 33%  Vajta i wsp.,
M. B 8-16 kom. — 0% 1997 (58)
M - 70%
B - 73%
M. B cult, and EFS, EFT witryfikacja in vitro: M - 0% Gajda i Smorag,
non-cult. B-cult. 0k.30% 2000 (8)
B-non-cult. 12%
M. B E-FDMSO-FS witryfikacja-OPS in vitro: Berthelot i wsp.,
w TCM199 lub PBS B-27 i 67% (PBS) 2000 (59)
ok. 42% (TCM199)
M - 11% i 14%,
in vivo: B-5%(PBS)
M - WB 6,3 M glicerol-F witryfikacja in vitro: WB - 65% Dobrinsky i wsp.,
6% BSA-Fcyto-B in vivo: WB - k.60% 2000 (60)
M compact E-FDMSO-FS witryfikacja-OPS in vivo: 13% Berthelot i wsp.,
2001 (61)
Objasnienia:

Stadium zarodka: M - morula, B - blastocysta, EXB — ekspandujaca blastocysta, WB - w>iegia blastocysta, pWwB -
wylegta blastocysta pdzna. Zwigzki ostaniajace: GLY - glicerol, E - glikol etylenowy, F - fikol, P - glikol propylenowy,
DMSO - dwumetylosulfotlenek, DAP213 - DMSO + acetamid + P,VS3a - GLY + BSA, PVP - poliwinylopirolidyna,
S - sacharoza, T - trechaloza. Plyny i uzupetnienia do manipulacji i hodowli zarodkéw: PBS, TCM199, BSA - albumi-
na surowicy bydlecej, cyto-B — cytochalazyna-B.

Pierwsze sukcesy jakie zanotowano w kriokonserwacji zarodkéw swini byly
przede wszystkim rezultatem uzycia do zamrazania zarodkéw w odpowiednim sta-
dium rozwoiju, tj. ekspandujgcej lub wylegtej blastocysty (51). W procedurze zamra-
zania zaktadano kontrolowane wolne schiadzanie z szybkoscig 0,3°C/min i uzycie
glicerolu jako zwigzku ostaniajacego. Efektywnos$¢ tych pierwszych préb byta dosé¢
niska, gdyz jedenascie prosigt, urodzonych w wyniku przeprowadzonych badan,
uzyskano po transplantacji 63. kriokonserwowanych zarodkow.
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W kilku nastepnych pracach nad zamrazaniem zarodkdow Swini liczba uzytych do
doswiadczen zarodkdéw byta stosunkowo mata, a przezywalno$¢ zamrozonych eks-
pandujacych i wyleglych blastocyst oceniana najczesciej in vivo byta niska. Natomiast
nie przezywaly procedury zamrazania zarodki mtodsze od wczesnej blastocysty
oraz wylegte blastocysty o Srednicy wiekszej niz 300 pm (11). Ponadto, przedstawia-
ne protokoly zamrazania czesto nie dawaly powtarzalnych wynikéw. Niemniej jed-
nak stwierdzono, ze dla efektywnego zamrozenia zarodkéw Swini koniecznym jest
spetnienie kilku podstawowych warunkéw. Zamrazane winny by¢ blastocysty w sta-
dium peri-hatching, Swieze lub po wczes$niejszej hodowli w standardowych mediach,
koniecznie z dodatkiem albuminy bydlecej, jako krioprotektor powinien by¢ uzyty
1,5 M glicerol, chociaz nie wyklucza sie uzycia innych zwigzkdéw ostaniajgcych.
W procedurze wolnego zamrazania zaktada sie schfadzanie zarodkéw od tempera-
tury pokojowej do temperatury posiewania z szybkoscig wynoszacag 1°C/minute. Po
zainicjowaniu krystalizacji zarodki zamraza sie wolno ok. 0,3°C/minute do tempera-
tur)' od -35 do -38°C i przektada do cieklego azotu. Rozmrazanie zarodkéw przepro-
wadza sie w tazni wodnej o temperaturze 35-37°C przy uzyciu 0,3-0,5 M sacharozy.
Zastosowanie sacharozy zmniejsza ryzyko wystgpienia uszkodzeri spowodowanych
szkodliwym oddziatywaniem zwigzku ostaniajgcego, w tym réwniez uszkodzeh na-
tury osmotycznej.

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji zarodkéw Swini skoncen-
trowane sg gtéwnie na ich witryfikacji. W metodzie tej zestalanie ptynéw odbywa
sie nie na drodze krystalizacji, ale poprzez bardzo szybki wzrost lepkosci w trakcie
schltadzania. Gtéwnym problemem witryfikacji jest toksycznos¢ zwigzkoéw ostania-
jacych oraz uszkodzenia natury osmotycznej. Koncentracja zwigzkéw ostaniajgcych
niezbedna do uzyskania witryfikacji jest stosunkowo wysoka i dlatego nie jest tole-
rowana przez wiekszo$¢ materialtéw biologicznych. W odniesieniu do zarodkéw
swini metoda witryfikacji pozostaje nadal na etapie badan.

Znaczacy postep w metodzie witryfikacji zostat osiggniety dzieki minimalizacji
objetosci plynu zawierajgcego witryflkowany zarodek (tzw. ,metoda OPS”) (62). Ta-
kie postepowanie pozwalajgce na uzyskanie wysokiego tempa schtadzania w trakcie
procesu witryfikacji umozliwito, w odniesieniu do zarodkéw $wini, osiggniecie sto-
sunkowo wysokiej przezywalnosci 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 wstepnych badaniach wiasnych potwierdzono pozytywny wptyw zminimalizo-
wanej objetosci witryfikowanej probki na przezywalnos¢ zarodkéw swini w stadium
moruli i blastocysty (63).

Stosowane ostatnio modyfikacje metody witryfikacji, wykorzystujgce wysokie
tempo schladzania, to m.in. metoda kroplowa zastosowana do oocytow (64) i zarod-
kéw bydlecych (65), petelkowa (cryoloop container-less) uzywana z powodzeniem do
zarodkow chomika (66) i cztowieka (67), czy tez metoda z zastosowaniem siateczki
mikroskopowej (EM grids) (68) lub schtodzonego ponizej -200°C cieklego azotu.
(69). Metody te, chociaz, jak sie wydaje, sa dos¢ atrakcyjne, to jednak byly wykorzy-
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stywane w bardzo ograniczonym zakresie. Nie stosowano ich, jak dotychczas, do
zarodkéw Swini.

Zainteresowanie opracowaniem efektywnych metod kriokonserwacji zarodkow
Swini powodowane jest zaréwno wzgledami praktycznymi jak i teoretycznymi.
Wprowadzenie bowiem nowych technologii w rozrodzie swin takich jak pozaustro-
jowe zaptodnienie i produkcja zarodkOw czy tez niechirurgiczna transplantacja be-
dzie sie wigzalo z wiekszym zapotrzebowaniem na kriokonserwowane oocyty czy
zarodki. Z kolei opracowanie efektywnych metod kriokonserwacji wigze sie m.in.
z prowadzeniem intensywnych badan zwigzanych ze zmianami w komaérkach na po-
ziomie molekularnym w czasie i po zakonczeniu procesu kriokonserwaciji.
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