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Wprowadzenie

imo ze od czasu uzyskania po-

tomstwa myszy po transplantacji
zamrozonych zarodkéw uptyneto 25
lat, wcigz wiele probleméw kriokonser-
wacji oocytéw i zarodkdw ssakéw po-
zostaje nie rozwigzanych. Nadat nie-
zadowalajgca jest zamrazalnosé
zarodkéw niektérych gatunkéw ssa-
koéw, a w obrebie tego samego gatunku
czesto bardzo zréznicowana jest po-
datnos¢ na zamrazanie poszczegol-
nych stadidw rozwojowych zarodka.
Oddzielnym problemem jest kriokon-
serwacja oocytéw ssakéw. Mimo zano-
towanego w ostatnich latach postepu
skutecznos¢ opracowanych dotad me-
tod jest na ogot dos¢ niska.

W ostatnim dziesiecioleciu rozwija-
na jest intensywnie witiyfikacja jako
nowa metoda kriokonserwacji oocytow
i zarodkéw. Stwarza ona nowe mozli-
wosci kriokonserwaciji, ale jednoczes-
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nie posiada ograniczenia, ktére nie wystepowaly w przypadku stosowania
konwencjonalnych metod zamrazania. Przeglad prac z zakresu witryfikacji
do roku 1994 zostat przedstawiony w nr 3/30 '95 ,Biotechnologii’ (1).

Celem pracy jest syntetyczne przedstawienie obecnych mozliwosci krio-
konserwaciji zarodkéw i oocytdw poszczegdlnych gatunkéw ssakéw, zaréwno
metodg zamrazania jak i witryfikacji. Szczeg6lng uwage poswiecimy najwaz-
niejszym czynnikom decydujacym o efektywnosci tych metod, tj. stadium
rozwoju zarodka, rodzaju i koncentracji zwigzku ostaniajacego, sposobu do-
dawania i usuwania krioprotektorow oraz stanowi fizjologicznemu kriokon-
serwowanych oocytéw i zarodkow.

2. Mysz
2.1. Zamrazanie

2.1.1, Zarodki

W 1972 r. Whittingham i wsp. (2) oraz Wilmut (3) jako pierwsi zamrozili
zarodki mysie. Opracowana przez nich metoda byla efektywna dla zarodkéw
w stadium od 1 komorki do blastocysty. Wysoka przezywalnosc¢ in vitro roz-
mrozonych zarodkéw zostata potwierdzona ich rozwojem in vivo. Najwazniej-
szymi czynnikami decydujacymi o wysokiej przezywalnosci zarodkéw byty:
wolne zamrazanie utrzymujgce sie w granicach od 0,2 do 2,0°C/min, wolne
rozmrazanie wynoszace od 4 do 25°C/min oraz uzycie dwumetylosulfotlenku
(DMSO) jako zwiazku ostaniajgcego. Dodawanie tego zwigzku do zarodkow
byto jednostopniowe, natomiast uznany za optymalny czas ekwilibracji wahat
sie od 5 do 15 min. Usuwanie zwic™ku ostaniajagcego przy wolnym rozmra-
zaniu zarodkoéw przeprowadzano w trzech etapach.

Podane postepowanie umozliwialo zamrazanie zaréwno nie zaptodnionych
komoérek jajowych myszy jak i zarodkéw tego gatunku, niezaleznie od sta-
dium rozwoju. Najczesciej jednak zamrazane byty zarodki w stadium 8-ko-
morkowym. Uzyskiwane wyniki przezywania 8-komoérkowych zarodkéw my-
sich wolno zamrazanych i rozmrazanych oceniane po rozmrozeniu na pod-
stawie dalszego rozwoju w hodowli in vitro wahaly sie od ponad 50 do ok.
90%. Nieco nizsze wyniki przezywania obserwowano zamrazajac zarodki my-
sie w stadium blastocysty. Srednia efektywno$é transplantacji ukladala sie
na poziomie ok. 40%.

W doswiadczeniach przeprowadzonych w kolejnych latach prébowano do-
skonali¢ poszczegélne elementy opracowanej przez Whittinghama i wsp. (2)
metody. Na uwage zastugujg badania dotyczace wptywu roztworu hipertoni-
cznego PBS na zamrazalnos¢ zarodkéw myszy (4), w ktérych wykazano, ze
uzycie roztworu PBS o koncentracji zwiekszonej od 10 do 70% powoduje
wzrost przezywalnosci zamrozonych zarodkéw. Byt on najwyzszy przy kon-
centracji zwiekszonej o 20 i 30% i wynosit odpowiednio 16 i 13%.
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Istotnym udoskonaleniem metodycznym, majacym konsekwencje prakty-
czne, bylo wprowadzenie jednostopniowego usuwania zwigzku ostaniajgcego
za pomocg roztworu sacharozy (5). Sacharoza jest zwigzkiem, ktory nie prze-
nika do wnetrza komorki i moze utrzymywacé wysokie cisnienie osmotyczne
na zewnatrz niej podczas usuwania zwigzku ostaniajacego (6,7). Stwierdzono,
ze 1,0 M roztwdr sacharozy jest optymainy dla zarodkéw mysich zamraza-
nych w 1,0 M glicerolu (6).

Obok doswiadczen nad doskonaleniem metody prowadzono wiele obser-
wacji pogtebiajacych znajomosé zjawisk zwigzanych z konserwacja zarodkéw
w niskich temperaturach. Do wazniejszych nalezy zaliczy¢ obserwacje nad
przezywaniem zarodkédw ocenianych bezposrednio po zamrozeniu oraz po ich
przechowywaniu przez kilka lat w cieklym azocie. Stwierdzono, ze czas prze-
chowywania zarodkéw w cieklym azocie nie wplywa na zachowanie ich zy-
wotnosci. Otrzymano réwniez potomstwo po transplantacji zarodkéw mysich
przechow3Twanych w cieklym azocie przez ponad 4 lata (8).

Przez wiele lat zarodki mysie stanowity najczestszy obiekt odniesienia dla
badan nad zamrazaniem zarodkéw innych gatunkéw ssakéw. Od pewnego
jednak czasu obserwuje sie wieksze zainteresowanie takimi zwierzetami jak
krolik czy owca jako obiektami modelowymi do badan z zakresu kriokon-
serwacji oocytow i zarodkow.

2.1.2. Oocyty

Préby zastosowania do zamrazania ooc3déw mysich metody opracowanej
dla zarodkéw uwienczone zostaly sukcesem. Uzyskano ptody i potomstwo
z oocytéw zamrozonych i po rozmrozeniu zaptodnionych in vitro. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze wyniki te ukiladaty sie na dos¢ niskim poziomie, gdyz
tylko z 6 do 14% mrozonych oocytéw uzyskuje sie potomstwo (9). Stosun-
kowo niedawno stwierdzono réwniez, ze izolowane pierwotne pecherzyki my-
sie moga by¢ kriokonserwowane, a po ich zaptodnieniu in vitro otrzymac
mozna normalne potomstwo (10).

2.2. Witryfikacja

2.2.1. Zarodki

Metoda witryfikacji zostala po raz pierwszy zastosowana do kriokonser-
wacji zarodkbw myszy przez Raita i Fahy w 1985 r. (11). Zarodki mysie
w stadium 8-komodérkowym poddawano witryfikacji w mieszaninie zwigzkéw
ostaniajgcych, penetrujgcych i nie penetrujacych, zawierajacej: DMSO, ace-
tamid, glikol propylenowy i glikol polietylenowy. Postepowanie polegato na
trzystopniowej ekspozycji zarodkéw we wzrastajgcych koncentracjach zwigz-
kow ostaniajgcych o temp. 4°C, a nastepnie przetozeniu zarodkéw do mie-
szaniny witryfikacyjnej o zréznicowanej koncentracji zwigzkdw ostaniajgcych
(od 75 do 100%). Po 10 minutach nastepowalto schiadzanie zarodkéw metodag
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wolng lub szybka do temperatury eieklego azotu. Najwyzszy odsetek zarod-
kéw rozwijajgeych sie in vitro (80 i 87%) stwierdzono w przypadku uzyeia
mieszaniny witiyfikaeyjnej o koncentracji 90 i 100%, zaréwno podczas szyb-
kiego jak i wolnego schiadzania.

Podobng przezywalnos¢ in vitro w przypadku witiyfikacji zarodkéw w sta-
dium moruli czy blastocysty uzyskiwali inni autorzy stosujac nastepujgce
mieszaniny witryfikacyjne; glicerol + propandiol (12-15), glikol etylenowy +
DMSO (16), glikol etylenowy + fikol + sacharoza (17-19) czy tez mieszanine
zaproponowang przez Raita i Fahy (20).

Uzyskiwana efektywnos¢ witryfikacji zarodkéw mysich zalezy nie tylko od
sktadu mieszaniny witiyfikaeyjnej, lecz w wiekszym stopniu od stadium roz-
woju zarodka poddawanego witiyfikacji. Generalnie, zarodki w stadium bar-
dziej zaawansowanym charakteryzujg sie wiekszg podatnoscig na witryfika-
cje. Stwierdzono, ze optymalnym stadium witryfikowanego zarodka jest mo-
rula, gdyz osiggana przezywalnosc¢ in vitro waha sie od 75 do 100% (12-18).
Uzyskiwany wysoki odsetek witryfikowanych zarodkéw mysich rozwijajacych
sie in vitro nie odpowiada odsetkowi zarodkdéw rozwijajgcych sie in vivo. Po
transplantacji zarodkéw mysich przezywa ich zazwyczaj od 30 do 50%
(12,14,16,17,21,22).

2.2.2. Oocyty

Oocyty mysie, przeciwnie niz oocyty innych gatunkéw ssakéw, sa podatne
na witiyfikacje w stopniu poréwnywalnym do zarodkéw. Stosujac procedure
witiyfikacji opracowang przez Raita i Fahy (11) mozna uzyskac¢ po witryfikaciji
od ok. 50 (23,24) do 80-90% oocytdw morfologicznie normalnych (25). Podobnie
wyniki przenoszenia zarodkéw uzyskanych w wyniku zaptodnienia kriokonser-
wownych oocytéw sa réwniez zadowalajace, gdyz wynoszg ok. 50% (25,26).

Oocyty w stadium metafazy 1l sg bardziej podatne na witiyfikacje w mie-
szaninie zaproponowanej przez Raita i Fahy (11), natomiast oocyty niedoj-
rzale lepiej poddaja sie witiyfikacji w roztworach opartych na glikolu etyle-
nowym i fikolu (22).

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze obecne metody witryfikacji pozwalaja
na uzyskanie zadowalajacych wynikéw kriokonserwaciji zaréwno niedojrza-
tych jak i dojrzalych mysich oocytéw.

3. Krolik
3.1. Zamrazanie
3.1.1. Zarodki
Pierwsze prace dotyczgce zamrazania zarodkow kroéliczych zostaty opubli-

kowane w potowie lat siedemdziesigtych. (27-29). Zastosowane w tych bada-
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niach postepowanie byto zblizone do opracowanego przez Whittinghama i wsp,
(2) dla zamrazania zarodkéw mysich. Gtéwnym elementem réznigcym te pro-
cedury bylo uzycie szybszego w poréwnaniu do zamrazania zarodkéw mysich
tempa schtadzania. Wynosito ono zamiast 0,3°C okoto I°C/min. Wymdég szyb-
szego tempa schtadzania zamrazanych zarodkow kroéliczych zostat potwier-
dzony w pracach opublikowanych przez kolejnych autoréw (30,32-34).

Zarodki krélicze, w odréznieniu od zarodkdw mysich, charakteryzujg sie
zréznicowang podatnoscig na zamrazanie w zaleznosci od stadium rozwoju.
Wczesne stadia rozwojowe zarodkow krdélika przezywajg po mrozeniu znacz-
nie gorzej niz zarodki w stadium moruli. Z badarn nad zamrazaniem morul
kroéliczych wynikato ponadto, ze mimo osiggania wysokiej przezywalnosci in
vitro wynoszacej ok. 80%, odsetek zarodkdéw przezywajacych in vivo byt zna-
cznie nizszy, wynosit bowiem od kilkunastu do 30% (28,29). W prébach
poprawienia przezywalnosci in vivo poprzez wprowadzenie surowicy kroliczej
(31) jako skitadnika medium do zamrazania lub zastosowanie wyzszej tem-
peratury dodawania zwigzku ostaniajgcego (29) dowiedziono, ze istnieje mo-
zliwos¢ uzyskania przez3nvalnosci in vivo na znacznie wyzszym poziomie (30-
70%).

Stwierdzenie mozliwosci znacznego przyspieszenia tempa schtadzania za-
rodkow kroliczych od 1°C do ok. kilkunastu stopni C/min (32) statlo sie
podstawag do opracowania tzw. dwustopniowej metody zamrazania. Wykaza-
no, ze proces zamrazania zarodkow kroéliczych przy zastosowaniu podanego
tempa schtadzania powinien by¢ kontynuowany jedynie do temperatury -30°C.
Warunkiem skutecznego zamrozenia zarodkéw przy zastosowaniu wymienio-
nej procedury byla wstepna dehydratacja zarodkdw przed zamrozeniem przy
uzyciu 0,5 do 1,0 M sacharozy. Zarodki ulegaja woéwczas obkurczeniu, wsku-
tek czego proces zamrazania moze by¢ przeprowadzony w znacznie szybszym
tempie. Nadmieni¢ nalezy réwniez, ze w doswiadczeniach tych jako zwigzku
ostaniajgcego uzyto propandiolu, ktéry, jak sie okazato, byl korzystniejszym
krioprotektantem niz wczesniej stosowany DMSO.

Badania nad dwustopniowym zamrazaniem zarodkéw kréliczych byty kon-
tynuowane przez Smoraga i wsp. (33). Doprowadzono w nich do rozpoznania,
ze optymalng koncentracjga sacharozy w dwustopniowej metodzie zamrazania
jest roztwdr 0,25 M, zas koncowa temperatura zamrazania przed przetoze-
niem do cieklego azotu wynoszaca -25°C okazata sie wystarczajgaca dla uzy-
skania wysokiej przezywalnosci po rozmrozeniu.

We wspomnianych badaniach, jak réwniez w doswiadczeniach Renarda
i wsp. (32) oraz Landy (30) dowiedziono, ze istnieje mozliwos¢ uzyskania po
rozmrozeniu przezywalnosci in vivo na tym samym poziomie, jaka osigga sie
w przypadku przenoszenia zarodkéw swiezych.

Z innych dos$wiadczen nad zamrazaniem zarodkéw kréliczych na uwage
zastugujg badania z zastosowaniem skréconego programu zamrazania sto-
sowanego dla zarodkéw bydlecych (35). Z obserwacji tych wynika, ze przy
takim postepowaniu zarodki krdlicze toleruja wolniejsze, utrzymujgce sie w gra-
nicach 0,3°C/min tempo schiadzania. Wyniki tych prac nie zostaly potwier-
dzone w innych badaniach.
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3.1.2. Oocyty

Dotychczas stosunkowo niewiele badarn wykonano nad kriokonserwacja
oocytow kroliczych. Uzyskano wprawdzie potomstwo z oocytdw mrozonych
i zaptodnionych in vitro, jednak efektywnos¢ tych préb byla bardzo niska
(2-6%) (36,37).

3.2. Witryfikacja

3.2.1. Zarodki

Stwierdzono, ze zarodki tego gatunku, podobnie jak zarodki mysie, wy-
kazuja znaczne réznice w podatnosci na witiyfikacje w zaleznosci od stadium
rozwoju. Witiyfikujgc morule krdlicze uzyskuje sie po rozmrozeniu wysoki,
bo siegajgcy od 80 do 100% odsetek zarodkdéw rozwijajacych sie in vitro
(38-42). Nieco nizsze rezultaty przezywania in vitro osigga sie po witryfikacji
blastocyst (41,42). Przezywalnos¢ witiyfikowanych zarodkéw w stadium od
1 do 8-16 blastomerow zalezy w duzym stopniu od koncentracji zwigzkow
ostaniajgcych (glicerol + propandiol), bedacych sktadnikami mieszaniny wi-
tryfikacyjnej (41). Zwiekszenie tej koncentracji o 10% umozliwito osiggniecie
wysokiego stopnia przezywania in vitro (blisko 90%) zarodkéw 8-16-blasto-
merowych, natomiast w przypadku zarodkéw 1- i 2-blastomerowych obser-
wowany wzrost przezywalnosci wynosit od 20 do 40% (41). Zjawisko to, jak
sie wydaje, spowodowane moze by¢ zréznicowang przepuszczalnoscig btony
cytoplazmatycznej komoérek zarodka dla zwigzkéw ostaniajgcych. Przepusz-
czalnos¢ ta zwieksza sie wraz z osigganiem przez zarodek bardziej zaawan-
sowanego stadium rozwoju.

Z badan nad wplywem poszczegdlnych etapow witryfikacji na przezywal-
nos$¢ zarodkéw wczesnych stadiow (1- i 2-blastomerowych) stwierdzono, ze
obnizenie przezywalnosci w wiekszym stopniu jest nastepstwem ekwilibracji,
ekspozycji w mieszaninie witryfikacyjnej i rozcienczania w sacharozie niz
samego procesu witryfikacji (43).

Efektywnos¢ przenoszenia zarodkéw kréliczych witiyfikowanych w mie-
szaninie glicerolu i propandiolu byta niska (od 20 do 25%), ale nie odbiegata
znacznie od rezultatdbw uzyskiwanych po transplantacji zarodkéw Swiezych
(39,41). Mozliwosé osiggniecia wyzszych wynikéw przeZ3walnosci in vivo
(60%) wykazali Kasai i wsp. (38), witiyfikujac zarodki krélicze w mieszaninie
glikolu etylenowego, fikolu i sacharozy.

Z ostatnich badan (38,44) wynika, ze mieszanina witiyfikacyjna oparta
na glikolu etylenowym, zamiast stosowanej najczesciej mieszaniny glicerolu
i propandiolu, moze by¢ bardziej przydatna do witryfikacji zarodkéw wczes-
nych stadiéw, ktére charakteryzujg sie ograniczong przepuszczalnoscia dla
glicerolu.

Stwierdzona zostata rowniez mozliwos¢ witryfikacji potéwek zarodkéw kro-
liczych (39). Przezywalnos¢ takich zarodkow nie odbiega od przezywalnosci
catych, witiyfikowanych zarodkow.

biotechnologia 2 (41) '98
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Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zarodki krdlicze moga by¢ z powo-
dzeniem kriokonserwowane za pomoea metody witryfikacji, pod warunkiem
ze osiggnhely stadium rozwoju 8 blastomerdéw lub wyzsze.

3.2.2. Oocyty

Brak doniesien dotyczacych witryfikacji oocytéw kroéliczych.

4. Owce i kozy
4.1. Zamrazanie

4.1.1. Zarodki

Pierwsze skuteczne préby zamrazania zarodkéw owczych przeprowadzono
w potowie lat siedemdziesigtych. Zastosowane metody zamrazania byty zbli-
zone do tych, jakie okazaly sie skuteczne dla zamrazania zarodkéw bydle-
cyeh. Procedura obejmowala stopniowe przeprowadzanie zarodkéw przez
wzrastajgce koncentraeje zwigzku ostaniajacego, jakim byt DMSO do stezenia
wynoszaeego ok. 1,5 M. Nastepnie zarodki schiadzano do temperatury ok.
-5 do -7°C i wtedy dokonywano posiewania, czyli sztucznie zapoezatkowy-
wano krystalizacje zamrazanego ptynu z zarodkami, po ezym rozpoczynano
kontrolowane sehtadzanie do temp. ok. -70°C. Po osiggnieciu tej temperatury
zarodki przektadano do cieklego azotu. Rozmrazanie przeprowadzano wolno,
tzn. z szybkosciag kilkunastu stopni na minute. Bezposrednio po rozmrozeniu
rozpoczynano usuwanie zwigzku ostaniajgcego. Proces ten byl wielostopnio-
wy i przebiegat w szeseiu etapach, dzieki czemu zarodki nie doznawaly usz-
kodzen natury osmotycznej, jakie nastgpityby przy jednostopniowym usuwa-
niu zwigzku ostaniajgcego. Dzieki zastosowaniu opisanej procedury uzyski-
wano 30-60% zarodkdéw rozwijajgeych sie in vitro (45-47). Metoda ta okazala
sie skuteczna rowniez dla zamrazania zarodkéw innych gatunkdéw.

Zwiazkami ostaniajgcymi najczesciej stosowanymi do zamrazania zarod-
kéw owczyeh byty: DMSO (45,48,49), glicerol (49,50) i rzadziej metanol (51).
Wyrazny postep w zamrazaniu zarodkdéw owczyeh nastgpit kiedy jako zwigz-
ku ostaniajgcego uzyto glikolu etylenowego, substancji tatwiej penetrujgcej
niz stosowane dotad krioprotektory. Swiadcza o tym wyniki transplantacji
— 58% (52), 64% (49), 73% (53).

Zarodki owcze odznaczajg sie duzg wrazliwoscia na zmiany termiczne,
z tego wzgledu dodawanie i usuwanie zwigzku ostaniajgcego przeprowadza
sie w temperaturze pokojowej, unikajgc dzieki temu szybkich zmian osmo-
tycznych i stwarzajgc mozliwosc¢ tatwiejszego wnikania zwigzku ostaniajacego
do komorek zarodka.

Jednostopniowe usuwanie zwigzku ostaniajgcego za pomocg sacharozy
(7) wprowadzone wezesniej do rozmrazania zarodkéw mysieh dato sie z po-
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wodzeniem zastosowac¢ do zarodkéw owczych (54). Stwierdzono, ze 1,0 M
roztwor sacharozy jest optymalny dla zarodkéw zamrazemych w 1,4 lub 2,0
M glicerolu (55). Uzycie sacharozy zmniejsza ryzyko wystgpienia uszkodzen
spowodowanych szkodliwym oddziatywaniem zwigzku ostaniajacego, w tym
rowniez uszkodzen natury osmotycznej na skutek zmian koncentracji.

Zarodki owcze, podobnie jak zarodki innych gatunkéw ssakéw, charakte-
ryzuja sie zréznicowang podatnoscia na zamrazanie w zaleznosci od stadium
rozwoju (56). Najwyzsza przezjrwalnos¢ in vitro w granicach od 60 do 80%
osigagajg zarodki w stadium blastocysty (55,57,58). Duzo nizsze wyniki prze-
zywalnosci w granicach od 25 do 45% obserwuje sie zamrazajac zarodki
w stadium wczesnej moruli i moruli (58). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze sa
autorzy, ktorzy uwazajg, iz stadium rozwoju zarodkéw owczych nie ma zna-
czacego wplywu na efektywnosé¢ zamrazania (53,55).

Z nielicznych doswiadczen nad zmrazaniem zarodkdéw kozy wynika, ze
wykazuja one podobng podatnos¢ na zamrazanie jak zarodki owcze (59-61).
Ponadto stwierdzono, ze z punktu widzenia zamrazania optymalnym stadium
rozwoju zarodka koziego jest wylegta blastocysta. Potwierdzone to zostato
zarowno w badaniach in vitro jak in vivo (62,63).

4.1.2. Oocyty

Dotychczas brak doniesien na temat mrozenia oocytéw owczych i kozich.

4.2. Whryfikacja

4.2.1. Zarodki

Pierwsze udane proby witryfikacji zarodkdéw owczych zostaly przeprowa-
dzone przez Gajde i wsp. (64). Zastosowna procedura witryfikacji opierajgca
sie na uzyciu mieszaniny glicerolu i propandiolu pozwolita uzyskac¢ przezy-
walnos¢ in vivo porownywalng z przezywalnoscig zarodkéw zamrazanych.
Mozliwos¢é peilnego rozwoju in vivo witryfikowanych zarodkéw owczych uwa-
runkowana byla przeniesieniem zarodkéw do biorczyn bezposrednio (do
2 min) po rozmrozeniu i usunieciu srodka ostaniajgcego. Podobne obserwa-
cje dotyczgce transplantacji witryfikowanych zarodké4w natychmiast po roz-
mrozeniu zanotowali na zarodkach bydlecych Massip i wsp. (65).

Dotychczas do witryfikacji zarodkéw owczych uzywano takich zwigzkéw
ostaniajacych jak glikol propylenowy, glikol etylenowy i glicerol (66-69).
W badaniach przeprowadzonych przez Szella i wsp. (68) wykazano, ze za-
rodki owcze witryfikowane w mieszaninie glicerolu i glikolu propelynowego
sa bardziej podatne na witryfikacje w stadium blastocysty niz moruli. Po-
twierdzono to w uzyskanych wynikach przez}walnosci, ktére wynosily 36
i 70% in vitro oraz lii 32% in vivo odpowiednio dla morul i blastocyst (68).

Zarodki owcze witryfikowano réwniez z powodzeniem w wysoko skoncen-
trowanym medium zawierajgcym glicerol z albuming surowicy bydlecej (69).
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Obecny w medium glicerol, zaliczany do zwigzkoéw trudniej przenikajgcych
do komorki, jest czynnikiem ostaniajacym zarodki schtadzane do niskich tem-
peratur, natomiast albumina jako wysokoczasteczkowy polimer ma witasciwo-
Sci stabilizujgce btony cytoplaizmatyczne, zwlaszcza podczas zamrazania (69).
Uzyskany w tych badanich odsetek zarodkdéw rozwijajacych sie in vitro (60%
blastocyst ekspandujgcych, 40% blastocyst wyleglych) byt poréwnywalny
z wynikami przezywalnosci zarodkéw zamrazanych metoda jednostopniowa.

Obserwacje Naitana i wsp. (70) nad zastosowaniem dwustopniowej ekwi-
libracji przed witryfikacjg umozliwity uzyskanie rozwoju zaréwno in vitro (ok.
80%) jak in vivo (od ok. 40 do 80%) na dos¢ wysokim poziomie.

We wszystkich doswiadczeniach nad witryfikacja zarodkéw owczych me-
dium witryfikacyjne bylo usuwane z komodrek jednostopniowo za pomoca
roztworu sacharozy.

Do tej pory opublikowana zostala tylko jedna praca dotyczaca witryfikacji
zarodkéw kozich (71). Autorzy uzyskali potomstwo po transplantacji zaréwno
morul jak i blastocyst witryfikowanych w mieszaninie glicerolu i propandiolu.

Przedstawione procedury witryfikacji zarodkéw owczych i kozich, pozwa-
lajagce na uzyskanie ograniczonego odsetka zarodkdéw rozwijajgcych sie in
vitro oraz in vivo, nie sg jeszcze na tyle zadowalajgce, aby mogly znalez¢
zastosowanie w praktyce.

5. Swinia

5.1. Zamrazanie

5.1.1. Zarodki

Zarodki sSwini sg szczegodlnie trudno podatne na schiadzanie i zamrazanie.
Zostato to stwierdzone juz w pierwszych wykonanych w potowie lat siedem-
dziesigtych pracach dotyczacych konserwaciji zarodkéw tego gatunku (72,73).
Wykazano woéwczas, ze zarodki swini w stadium rozwoju od 4 blastomerow
do blastocysty nie przezywajg schiadzania nawet w zakresie temperatur plu-
sowych. Zamieranie zarodkdéw nastepowato miedzy +10 a +15°C (73,74).
W kolejnych badaniach wykazano, ze wrazliwos¢ zarodkédw swini na schia-
dzanie uzalezniona jest w wiekszym stopniu niz to ma miejsce u innych
gatunkéw, od stadium rozwoju zarodka, a takze od tego czy rozwdj zarodka
nastepowat in vitro czy in vivo (75). Stwierdzono, co bylo znacznym zasko-
czeniem, ze blastocysty wylegte w hodowli in vitro sg mniej podatne na usz-
kodzenia w obnizonych temperaturach plusowych niz blastocysty wylegte in
vivo (76).

Préby zastosowania srodkdw ostaniajacych takich jak glicerol lub DMSO
przy ochladzaniu zarodkdéw sSwini nie dawaly pozytywnych efektéw (77,78).
Przez dlugi czas nie udawalo sie tez zamrozi¢ zarodkdw Swini przy zastoso-
waniu metod pozwalajgcych na skuteczne zamrazanie zarodkéw takich ga-



tunkéw zwierzat gospodarskich jak: bydilo, owce, kozy czy konie. Przyczyna
niepowodzen jest prawdopodobnie wysoka zawartos¢ lipidow w cytoplazmie
zarodkéw sSwini (79). W prébach usuwania zwigzkoéw lipidowych z zarodkow
przed ich zamrazaniem wykazano, ze zarodki wczesnych stadiéw (od 1 do
4 blastomeréw) tolerujg ochtadzanie do +4°C, a nawet przezywaja zamrazanie
w cieklym azocie (80). Stwierdzono ponadto, ze wraz z osigganiem przez
zarodek sSwini bardziej zaawansowanego stadium rozwoju zawartos¢ lipidéw
maleje (80), co moze by¢ zwigzane z mniejszg wrazliwoscia na ochtadzanie
zarodkéw w stadium blastocysty. Potwierdzajg to wczesniejsze obserwacje
(76), ze zarodki Swini w bardziej zaawansowanych stadiach rozwoju (eks-
pandujacej i wyleglej btastocysty) moga przezywaé¢ w 60-80% zamrazanie do
-20°C.

Pierwsze sukcesy, jakie zanotowano w kriokonserwacji zarodkéw sSwini
byly przede wszystkim rezultatem uzycia do zamrazania zarodkéw w odpo-
wiednim stadium rozwoju, tj. ekspandujacej lub wylegtej blastocysty (81,82).
Procedura zamrazania zakiladata kontrolowane wolne schtadzanie z szybko-
Scig 0,3°C/min i uzycie glicerolu jako zwigzku ostaniajgcego. Efektywnosé
tych pierwszych préb byta dos¢ niska, gdyz 9 prosiat, urodzonych w wyniku
przeprowadzonych badan, uzyskano po transplantacji 77 kriokonserwowa-
nych zarodkow.

W kilku nastepnych pracach nad zamrazaniem zarodkéw swini liczba uzy-
tych do doswiadczen zarodkéw byta stosunkowo niska, a przezywalnos¢ za-
mrozonych zarodkéw oceniana byta na podstawie ich rozwoju in vitro (83-85).

Na uwage zastuguja proby zamrazania zarodkéw swini w glicerolu z do-
datkiem zo6ttka jaja kurzego zakonczone urodzeniem 1 prosiecia po trsms-
plantacji 8 kriokonserwowanych zarodkow (86).

5.1.1. Oocyty

W nielicznych badaniach dotyczacych kriokonserwaciji oocytéw sSwini poza
poszukiwaniem odpowiednich warunkéw uzycia zwigzkdéw ostaniajacych
(87,88) prowadzone sa réwniez proby wykorzystania w procesie zamrazania
tzw. substancji antymrozeniowych (89,90). Grupa tych zwigzkow jest przed-
miotem badan kriobiologicznych ostatnich lat (91-93).

5.2. Witryfikacja

5.2.1. Zarodki

Ostatnio doniesiono o skutecznej witiyfikacji zarodkéw swini w stadium
od ekspandujacej do wylegte] btastocysty (94). Autorzy zastosowali 4 mie-
szaniny wiltiyfikacyjne oraz ekwilibracje jedno- lub czterostopniowa. Nie ob-
serwowano réznicy miedzy mieszaninami wiltryfikacyjnymi, natomiast ekwl-
libracja czterostopniowa okazata sie korzystniejsza niz jednostopniowa. Po
rozmrozeniu uzyskano rozwdj in vitro niewielkiego odsetka zarodkéw. W tym

biotechnologia 2 (41) >98



20 Barbara Gajda, Zdzistaw Smorag

kontekscie niezwykle zachecajgce sg wyniki badan opublikowane ostatnio
przez Kuwayama i wsp. (95). Autorzy ci witryfikowali zarodki swiriskie znaj-
dujgce sie w stadium rozwoju od moruli do wylegtej blastocysty, stwierdzajac
wysoki, bo wynoszacy od 20 do 100% przezirwania in vitro. Jesli wyniki te
znajda potwierdzenie réwniez w prébach biologicznych moze to oznaczac, ze
mamy do czynienia z przelamaniem bariery w pracach nad kriokonserwacja
zarodkow swinskich.

5.2.2. Oocyty

Stwierdzono, ze oocyty poddane witryfikacji po usunieciu zwigzkow tipi-
dowych moga by¢ skutecznie zaptodnione in vitro i rozwija¢ sie do stadium
8-komorek-moruli (96).

Z doswiadczen nad witryfikacjg niedojrzatych oocytéw Swini w mieszaninie
glicerolu i surowicy wynika, ze po rozmrozeniu 21% oocytdw osiggato doj-
rzatos¢ in vitro (97).

Z przedstawionego przegtadu wynika, ze nie opracowano do tej pory efe-
ktywnych metod kriokonserwacji zarodkéw i oocytéw Swini. Zarébwno bowiem
stosowane metody zamrazania jak i witryfikacji, poza wspomnianymi bada-
niami Kuwayama i wsp. (95), nie przyniosty dotad satysfakcjonujacych roz-
wicizan.

6. Konie

6.1. Zamrazanie

6.1.1. Zarodki

Niewiele, w poréwnaniu do innych gatunkéw ssakéw, opublikowano prac
dotyczacych kriokonserwacji zarodkow klaczy. Wigze sie to z ograniczong
mozliwoscig uzyskiwania wigkszej liczby zarodkéw ze wzgledu na niska roz-
rodczos¢ tego gatunku. Poniewaz nie udalo sie dotad opracowac skutecznych
metod wywotywania superowulacji u klaczy, w ciagu jednego sezonu uzy-
skuje sie od 1 klaczy srednio 2-3 zarodki (98). Potencjalnym zrodiem zwie-
kszenia plennosci u klaczy, jak sie wydaje, moga by¢ w przyszioSci oocyty
pobierane z pecherzykéw jajnikowych przyzyciowo lub po uboju (99).

Zarodki klaczy okazaly sie bardziej wrazliwe na dziatanie niskich tempe-
ratur niz zarodki innych gatunkéw ssakdéw. Stwierdzono, ze zarodki tego
gatunku sg szczego6inie wrazliwe na réznice w cisnieniu osmotycznym pod-
czas poszczegolnych etapéw schiadzania i rozmrazania (100,101). Pierwsze
zrebieta po transplantacji zarodkéw zamrozonych w ciekltym azocie uzyskano
dopiero na poczatku lat osiemdziesigtych (102). Procedura zamrazania oparta
byta na zmodyfikowanej metodzie Willadsena i wsp. (103) opracowanej dla
zarodkow bydlecych i owczych. Jako Srodka ostaniajgcego uzywano glicerolu.
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ktéry dodawano do zarodkéw wielostopniowo. Schitadzanie od temperatury
pokojowej do -6°C przeprowadzano z szybkoscig I°C/min. Po zainicjowaniu
krystalizaciji (-6°C) zarodki schitadzano do temp. -33°C z s”bkoscig 0,3°C/min
i przetrzymywano w tej temperaturze przez 15 minut. Po tym czasie zarodki
przektadano do cieklego azotu. Rozmrazanie odbywalo sie w tazni wodnej
0 temp. 37°C, a usuwanie zwigzku ostaniajgcego byto wielostopniowe.

Kolejnego udanego eksperymentu konserwacji zarodkéw w ciektym azocie
dokonano podczas miedzynarodowej W3miiany miedzy Polskg a Anglig w 1985 r.
W wyniku tej wspotpracy urodzito sie zrebiecie (104).

Najczesciej uzywanym zwigzkiem oslaniajagcym dla zamrazania zarodkow
klaczy jest glicerol (102,105,106), rzadziej propandiol (107). Podczas niedaw-
nych obserwacji wykazano, ze glikol etylenowy fatwiej niz glicerol przenika
do zarodkow klaczy w stadium blastocysty (108).

Wyniki przezywalnosci in vitro zamrazanych zarodkéw klaczy sga porow-
nywalne z uzyskiwanymi przy zamrazaniu zarodkéw bydlecych, pod warun-
kiem, ze zarodki przeznaczone do zamrazania znajduja sie w stadium moruli
lub wczesnej blastocysty (102,105,109). Natomiast wyniki transplantacji nie
przekraczaja 15%.

6.1.2. Oocyty

W jedynym jak dotychczas doniesieniu (110) o kriokonserwacji oocytow
klaczy badano wpfyw zamrazania niedojrzatych oocytéw w 3 réznych zwigz-
kach ostaniajgcych na ich przezywalnos$¢. Stwierdzono, ze glikol etylenowy
1 propandiol sg korzystniejszymi niz glicerol srodkami ostaniajgcymi dla oo-
cytéw klaczy, gdyz tylko w nich zamrazane oocyty osiggaly stadium metafazy
11. Ponadto wykazano, ze oocyty mrozone w glikolu etylenowym byly pene-
trowane przez plemniki i posiadaly zdolnos¢ tworzenia przedjadrzy.

6.2. Witryfikacja

6.2.1. Zarodki

Prace dotyczace witryfikacji zarodkéw koni prowadzone byty dotychczas
tylko w jednym osrodku badawczym. W 1994 r. Hochi i wsp. (111) doniesli
o uzyskaniu cigzy po przeniesieniu witiyfikowanych blastocyst. Zastosowana
mieszanina witryfikacyjna, opracowana dla zarodkéw mysich (17) oparta byta
na glikolu etylenowym, fikolu i sacharozie. W badaniach tych stwierdzono
koniecznos¢ wielostopniowej ekwilibracji zarodkéw przed ich witryfikacjg.
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7. Bydio
7.1. Zamrazanie

7.1.1, Zarodki

Duze zainteresowanie kriokonserwacjg zarodkéw bydlecych wynika z jej
zastosowania w metodzie przenoszenia zarodkéw, ktéra w hodowli bydta jest
wykorzystywana na dos¢ znaczaca skale.

Opracowanie skutecznej metody mrozenia zarodkébw mysich pozwolito
w krétkim czasie wdrozy¢ réwniez metode mrozenia zarodkéw bydlecych.
Pierwsze ciele urodzito sie w 1973 r. po transplantacji mrozonych zarodkéw
112).

Gltéwnym celem badan nad kriokonserwacja zarodkéw bydlecych bylto
ustalenie warunkoéw kriokonserwacji pozwalajgcych uzyskac¢ pelng zdolnosé
rozwoju zarodka po jego rozmrozeniu. Najbardziej istotnymi etapami procesu
zamrazania, ktdre kolejno zostang omodwione, sg: dodawanie zwigzku osta-
niajacego, schiladzanie, inicjowanie krystalizacji, kontrolowane zamrazanie
i przechow}rwanie w cieklym azocie (-196°C), rozmrazanie, usuwanie zwigzku
ostaniajgcego.

Najczesciej uzywanymi zwigzkami ostaniajgcymi przy zamrazaniu zarod-
kow bydiecych byly DMSO, glicerol i glikol etylenowy, rzadziej propandiol.
Nie wykazano réznic w przez}walnosci zarodkdw zamrazanych w glikolu ety-
lenowym, DMSO czy glicerolu (113,114) jak rowniez w mieszaninie glicerolu
i DMSO (115,116). Niektérzy autorzy (117) obserwowali jednak wyzsza prze-
zywalnos¢ zarodkéw zamrazanych w glikolu etylenowym niz DMSO, a z wczes-
niejszych badan przeprowadzonych przez Lehn-Jdensen i Greve (118) wyni-
kato, ze mieszanina glicerolu i DMSO nie byla efektywna dla zamrazania
zarodkow bydlecych. Stwierdzono réwniez, ze glicerol w kombinacji z rafinozg
moze poprawia¢ wyniki przezywalnosci zaréwno in vitro jak i in vivo (119).
Takze dodatek solcoserylu do medium przed mrozeniem wptywat pozytywnie
na przezywalnos¢ zarodkéw wczesnych stadiéw (120). Obecnie uwaza sie, ze
do zamrazania zarodkéw bydlecych najbardziej przydatnymi zwigzkami osta-
niajagcymi sa glikol etylenowy i glicerol.

Poczagtkowo zwigzek ostaniajgcy dodawano do zarodkéw wielostopniowo,
najczesciej] w 4 lub 6 etapach (117,121). Manipulacje te przeprowadzano
zazwyczaj w temperaturze pokojowej, dzieki czemu unikano szybkich zmian
osmotycznych oraz stwarzano mozliwosci tatwiejszego wnikania zwigzku
ostaniajgcego do komodrek zarodka. Z doswiadczen przeprowadzonych w na-
stepnych latach wynikalo, ze przezywalnos¢ zarodkéw po rozmrozeniu byta
podobna zaréwno przy jedno- jak i wielostopniowym dodawaniu zwigzku
ostaniajgcego (122-124).

Kolejnym etapem postepowania jest schtadzanie zarodkéw od temperatury
pokojowej do temperatury posiewania, najczesciej z szybkoscig wynoszaca
od 1 do 2°C/min. Taka procedura jest niezbedna dla unikniecia szoku chto-
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dowego, ktoéry mogiby nastgpi¢ przy gwattownym schiadzaniu zarodkow.
Stwierdzona w pdzniejszych badaniach niewrazliwos¢ morul i blastocyst byd-
lecych na zmiany termiczne w zakresie od temperatury pokojowej do Kkilku
stopni ponizej 0°C pozwolita uprosci¢ postepowanie. Istnieje nawet mozliwosé
bezposredniego przektadania zarodkéw z temperatury pokojowej do ok. -6°C
(125,126).

Nastepnym etapem zwigzanym z zamrazaniem jest posiewanie, czyli ini-
cjowanie krystalizacji lodu w ptynie otaczajgcym zarodki. Biorgc pod uwage
mozliwosci techniczne wywotlywania samej krystalizacji oraz uzyskiwane wy-
niki, najodpowiedniejsze jest posiewanie w temperaturze okoto -5, -6°C
(127,128).

Po zainicjowaniu krystalizacji zarodki zamraza sie z okreslong szybkoscia.
W pierwszych doswiadczeniach nad zamrazaniem zarodkéw bydlecych sto-
sowano wolng procedure zamrazania (szybkos¢ schtadzania TC/min). Wy-
dawato sie, ze takie postepowanie jest niezbedne dla unikniecia szoku chio-
dowego, ktory moglby nastgpi¢ przy gwattownym schiadzaniu zarodkow.
W metodzie tej zarodki przekiadano do cieklego azotu po osiagnieciu tem-
peratury od -60 do -120°C, uzyskujac w ten sposéb maksymalng ich dehy-
dratacje. W kolejnych badaniach wprowadzono skrécony program zamraza-
nia poprzez podwyzszenie kornicowej temperatury zamrazania zarodkéw do
-30, -35°C przed ich przetozeniem do cieklego azotu. Uzyskiwana przezywal-
nos¢ zarodkébw zamrazanych metoda wolng lub szybkg jest podobna (129).

Najlepsze wyniki przezywania zarodkéw zamrazanych metoda wolna (wol-
ne schiadzanie do -60°C) mozna osiagna¢, kiedy sga one wolno rozmrazane
(ok. 20°C/min), natomiast zarodki przekladane do ciekiego azotu w wyzszych
temperaturach minusowych (-30 do -40°C) wymagaja szybkiego rozmrazania
(ok. 300°C/min).

Rozmrazanie zarodkdw przeprowadza sie zazwyczaj w tazni wodnej o temp.
35 i 20°C lub w powietrzu o temperaturze pokojowej. Wyzsze wyniki prze-
zywania podczas rozmrazania w temp. 20°C (81%) niz 37°C (50%) osiggali
Cacheino i wsp. (130). Zaobserwowano, ze krétkie rozmrazanie w powietrzu
(6 s), a pozniej w tazni wodnej minimalizuje uszkodzenia ostonki przejrzystej
zarodkow (131), za$ rozmrazanie tylko w powietrzu redukuje te uszkodzenia
do zera (132).

Niezbednym zabiegiem jest usuniecie zwigzku ostaniajgcego z komoérek
rozmrozonego zarodka. Dla unikniecia szoku osmotycznego czynnos¢ ta byta
wykonywana stopniowo. Praktycznie oznaczalo to przenoszenie zarodka przez
kilka roztwordéw o zmniejszajacej sie koncentracji zwigzku ostaniajgcego. Za-
stosowanie sacharozy (133,134) do rozmrazania zarodkéw zamrazanych
w stomce umozliwito zaréwno bezszokowe usuwanie zwigzku ostaniajacego,
jak i bezposrednia transplantacje zarodkéw. Uzyskiwany odsetek cigzy wy-
nosit 36,7% po rozmrazaniu w stlomce i bezposredniej transplantacji i 45,2%
po wielostopniowym rozmrazaniu (135). Chupin i wsp. (123) nie stwierdzili
réznicy miedzy tymi dwoma metodami usuwania zwigzku ostaniajgcego. Nie
obserwowano réwniez réznicy w przezywalnosci zarodkdw po zastosowaniu
sacharozy do jedno- lub wielostopniowego usuwania zwiazku ostaniajgcego
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(122,136-138). Natomiast Seok i wsp. (139) uzyskali wyzszy odsetek cigzy
po transplantacji zarodkéw rozmrazanych za pomoca sacharozy metodg 6-
stopniowg (36,7%) niz metoda 2-stopniowg (16,7%).

Optymalna koncentracja sacharozy w roztworze do jednostopniowego usu-
wania zwigzku ostaniajacego uzalezniona jest od jego stezenia w ptynie do
zamrazania. Wykazano, ze roztwdr 1 M sacharozy jest optymalny do jedno-
stopniowego usuwania zwigzku ostaniajgcego z zarodkéw bydlecych zamra-
zanych w 1,4 lub 2,0 M glicerolu (140).

Jednostopniowe usuwanie zwigzkdéw ostaniajgcych przy uzyciu sacharozy
bylo kotejnym istotnym osiggnieciem w uproszczeniu metody zamrazania za-
rodkéw bydtecych.

Czynnikiem rozstrzygajacym o wprowadzeniu zamrazania do praktyki jest
efektywnos¢ mierzona odsetkiem rozwijajacych sie po rozmrozeniu in vitro
zarodkéw. Wolne zamrazanie i rozmrazanie oraz zastosowanie DMSO jako
zwigzku ostaniajgcego pozwolito osiggnaé¢ rozwdj in vitro na poziomie od 30
do 60%. Po transptantacji rozwijalo sie ok. 50% zamrozonych zarodkéw (141).

Zastgpienie DMSO glicerolem czy tez glikolem etylenowym i wprowadzenie
skréconego programu rozmrazania pozwolilo na poprawienie tych wynikow.
Mozna przyja¢, ze wyniki przenoszenia mrozonych zarodkéw bydiecych sa
0 ok. 10-20% nizsze od tych, jakie uzyskuje sie po przenoszeniu zarodkéw
Swiezych.

Podana efektywno$¢ zamrazania zarodkdw bydiecych odnosi sie do za-
rodkdéw w stadium poéznej moruti i wczesnej btastocysty. Wyniki zamrazania
zarodkow znajdujacych sie we wczesniejszych stadiach rozwojowych (od zy-
goty do moruli) sg na duzo nizszym poziomie i wymagajg przeprowadzenia
dalszych badan.

W zwigzku z mozliwoscig uzyskiwania bliznigt metodag dzielenia zarodkow
pojawita sie potrzeba konserwacji ,potdwek” zarodkéw. Na szczegélng uwage
zastugujg badania przeprowadzone przez Niemanna i wsp. (142), ktorzy
osiggneli stosunkowo wysoki, bo wynoszacy ponad 40% odsetek rozwijajg-
cych sie ,potéwek” zarodkédw byditecych, umieszczonych przed mrozeniem
w dodatkowych ostonkach przejrzystych. Jednak problem nie zostat rozwia-
zany w stopniu zadowalajgcym, gdyz do tej pory nie opracowano jeszcze
satysfakcjonujacej metody kriokonserwaciji dzielonych zarodkéw bydlecych.
Wiadomo, ze ,potowki” zarodkoéw zawierajg mniej niz potowe komodrek zarod-
ka calego. Straty komoérkowe, ktore sa wynikiem zamrazania i rozmrazania
potowek zarodkéw prowadza do dalszej redukcji liczby komdrek w dzielonych
zarodkach, co w rezultacie powoduje, ze ich zdolnos¢ implantacyjna jest
niezadowalajaca.

Opracowanie efektywnych metod zaptodnienia in vitro wzbudzito zaintere-
sowanie kriokonserwacja zarodkéw uzyskanych ta metoda (IVMFC). W ba-
daniach przeprowadzonych w tym zakresie wskazuje sie na mozliwos¢ za-
mrazania takich zarodkéw z zastosowaniem procedur identycznych jak dla
zarodkéw uzyskanych in vivo. Jednakze efektywnos¢ mrozenia zarodkow
otrzymanych technikg WMFC jest nizsza w porownaniu do zarodkéw uzy-
skanych in vivo. Przypuszcza sie, ze to zréznicowanie zwigzane jest z jednej



strony z zawartoscia lipidow (143), z drugiej zas$ z wilasciwosciami ostonki
przejrzystej (144), wykazujacej réznice miedzy zarodkami otrzymanymi w wy-
niku zaptodnienia in vitro i in vivo. Wykazano, ze ostonka przejrzysta zarod-
kéw uzyskanych in vitro w poréwnaniu z zarodkami z in vivo jest latwiej
trawiona przez enzymy, np. pronaze (145). Wykazano rowniez, ze przezywal-
nos¢ po mrozeniu zarodkdéw z in vitro zalezy od tego, czy hodowle prowadzono
w pozywkach syntetycznych Menezo B2 lub TCM 199 (145) czy tez we wspo6t-
hodowli z komoérkami nabtonka jajowodowego Ilub komérkami granulozy
(143). Oznacza to, ze wyzsza efektywnos¢ zamrazania zarodkéw uzyskanych
in vitro zaleze¢ bedzie w wigekszym stopniu od udoskonalenia technologii
pozaustrojowego otrzymywania zarodkéw niz metody ich kriokonserwaciji.

7.1.2. Oocyty

Efektywnos¢ zamrazania oocytdow bydlecych jest dos¢ niska: wolne za-
mrazanie umozliwia rozwdéj do stadium 2-blastomeréw nie wiecej niz 13%
oocytow (146,147). Niska przezywalnos¢ mrozonych oocytéw zwigzana jest
prawdopodobnie ze specyfikg procesu zamrazania (148). Waznym czynnikiem
decydujacym o efektywnosci zamrazania jest rodzaj uzytego zwigzku osta-
niajgcego. Stwierdzono, ze DMSO i 1,2-propandiol sg odpowiednimi krio-
protektorami dla zamrazania oocytéw dojrzatych in vitro (149). otrzymano
rowniez potomstwo po transplantacji zarodkéw uzyskanych z dojrzatych in
vitro oocytéw zamrozonych w propandiolu (150). Natomiast w badaniach
przeprowadzonych przez Lime i wsp. (147) wykazano, ze oocyty dojrzate tn
vitro moga rozwija¢ sie po zaptodnieniu do stadium blastocysty, jezeli sa
zamrazane w glicerolu. Oochd;y niedojrzate (stadium GV) zamrazano efektyw-
nie w propandiolu w kombinaciji z trehalozg (151). Dodatek PVP do zamra-
zania GV oocytow wptywalt korzystnie na liczbe uzyskanych blastocyst (152).

7.2. Witryflkacja

7.2.1. Zarodki

Zarodki bydlece zostaly po raz pierwszy zwitryfikowane (153) przy zasto-
sowaniu procedury opracowanej dla zarodkéw mysich (12). Mieszanina wi-
tryfikacyjna skiladala sie z 25% glicerolu + 25% 1,2-propandiolu. Usuwanie
zwigzkéw ostaniajagcych po rozmrozeniu bylo jednostopniowe, przy uzyciu
roztworu 1| M sacharozy. Efektywnos¢ transplantacji przy zastosowaniu opi-
sanej metody wynosita od 20 do 50% (153-155). Metoda ta byta efektywna
dla zarodkéw w stadium moruli, podczas gdy nie przezyta zadna z witry-
fikowanych blastocyst. Przypuszcza sie, ze blastocysty sa bardziej wrazliwe
niz morule na wysoka koncentracje propandiolu w mieszaninie witiyfikacyj-
nej. Z kolei wiadomo, ze propandiol jest zwigzkiem tatwie] przenikajacym do
komaorki niz glicerol, co moze by¢ przyczjma jej uszkodzen natury chemicznej
lub osmotycznej. Proby modyfikacji procedury witryfikacji polegajace na wy-
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eliminowaniu z mieszaniny ekwilibracyjnej propandiolu pozwolity na skute-
czna witiyfikacje blastocyst bydlecych (156), cho¢ obserwowana przezywal-
nos¢ in vitro takich blastocyst byla niezbyt wysoka (57,1%).

Zastosowanie do witryfikacji morul bydlecych mieszaniny witryfikacyjnej
sktadajacej sie z DMSO, acetamidu, glikotu propylenowego i glikolu etyleno-
wego (157,158) pozwolito na uzyskanie po transplantacji potomstwa (154).
Ponadto stwierdzono, ze sposrdéd wielu czynnikdw wplywajgcych na efekty
przenoszenia witryfikowanych zarodkdéw wazng rote odgrywa czas miedzy uzy-
skaniem zarodkéw, a ich witryfikacja, ktdry nie powinien przekracza¢ 1 go-
dziny (154). Z kolei aby uzyskac jak najlepsze rezultaty transplantacji wi-
tiyfikowanych zarodkéw konieczna jest ostra selekcja dawczyn i biorczyn
zarodkow, jak réwniez bardzo dokladna ocena morfologiczna zarodkéw przed
witryfikacja i po rozmrozeniu (154).

Jednym z waznych czynnikéw wphBrwajacych na przezywalnos¢ witiyfiko-
wanych zarodkéw jest ich ekwilibracja przed witryfikacjg. Aby unikngac¢ nie-
korzystnego wptywu wysokich koncentracji zwigzkdw ostaniajgcych, zarodki
poddaje sie ekwilibracji wietostopniowej. W przeprowadzonych witasnych do-
Swiadczeniach (155) z zarodkami bydlecymi ekwilibrowanymi tréjstopniowo
w mieszaninie glicerolu i propandiolu obserwowano wysoka przezywalnosc¢
zarodkéw zaréwno in vitro (90%) jak i in vivo (77,8%). Obserwacje te potwier-
dzajg wyniki uzyskane przez Kuwayama i wsp. (159), ktorzy zastosowali wie-
lostopniowg ekwilibracje do witryfikacji blastocyst uzyskanych in vitro. Auto-
rzy ci stosujac 1- lub 2-stopniowa procedure ekwilibracji uzyskiwali niski
odsetek zarodkdw rozwijajgcych sie po rozmrozeniu, podczas gdy po 4-, 8-
lub 16-stopniowej ekwilibracji stwierdzano wysoka przezywalnosc¢ in vitro.

Siedmiodniowe zarodki bydlece byty réwniez z powodzeniem witryfikowane
w mieszaninie glicerotu, ptodowej surowicy bydlecej i sacharozie przy zasto-
sowaniu procedury bezposredniego wkraplania zarodkéw do ciektego azotu
(160). Efektywnos¢ transplantacji wynosita okoto 50%.

W poszukiwaniu optymalnej mieszaniny witryfikacyjnej dla zarodkéw byd-
lecych, Mahmoudzadeh i wsp. (161) przeprowadzili badania poréwnawcze
trzech ré6znych mediéw witryfikacyjnych. Najwyzszy odsetek, blisko 90% za-
rodkdw rozwijajacych sie in vitro stwierdzono po witryfikacji w mieszaninie
glikolu etylenowego, flkolu i sacharozy.

Witryfikacji poddawane moga by¢ rowniez zarodki uzyskane metoda za-
ptodnienia in vitro (159,162-164). Szczegdlnie korzystna jest tutaj mieszanina
glicerolu i propandiolu (159), zwlaszcza jest jest uzyta w potgczeniu z wie-
lostopniowym dodawaniem tych zwigzkéw. Jednakze w badaniach prowa-
dzonych przez Mahmoudzadeha i wsp. (161) nie sg potwierdzone przytoczone
rezultaty. Autorzy ci wykazali, ze juz jednominutowa ekwilibracja morul
i wczesnych blastocyst redukuje o 50% szanse ich przezywania. Dluzszy
czas ekwilibracji powoduje dalszg utrate z}wotnosci zarodkéw, a ekwilibracja
czterominutowa doprowadza do catkowitej utraty ich zdotnosci zyciowych.

Inna metoda witryfikacji oparta na mieszaninie glicerotu i gtikolu etyte-
nowego, umozliwia przezywalnos¢ zarodkéw in vitro w granicach 80% pod
warunkiem, ze czas ekwilibracji nie przekracza 2 minut (163), po tym czasie
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zaznacza sie juz toksyczne dziatanie glikolu etylenowego. Ta stosunkowo
wysoka przezywalnos¢ in vitro zarodkéw witiyfikowanych w mieszaninie gli-
cerolu i glikolu etylenowego zostala potwierdzona uzyskaniem cigzy (163).

Z obserwacji wlkasnych oraz innych autoréw (165-168) nad witryfikacjg
zarodkéw bydlecych wyprodukowanych tn vitro wynika, ze ich podatnos¢ na
kriokonserwacje ta metoda jest obnizona w poréwnaniu do zarodkéw wypro-
dukowanych in vivo. Wydaje sie, ze o przezywalnosci kriokonserwowanych
zarodkoéw uzyskanych in vitro, jak juz wczesniej wspomniano, w wiekszym
stopniu decyduja metody hodowli niz kriokonserwaciji.

W przedstawionym przegladzie dotyczacym witiyfikacji zarodkéw bydle-
cych uzyskanych in vivo oraz in vitro wykazano, ze stosunkowo tatwo poddajg
sie one kriokonserwacji poprzez witryfikacje. Nie nalezy jednak zapominac,
ze W wiekszosci przytaczanych doswiadczen przezywalnosé witryfikowanych
zarodkéw byta oceniana na podstawie rozwoju in vitro, a liczba uzytych do
doswiadczen zarodkéw byta na ogét mata. W naszym przekonaniu rzeczywiste
wyniki metod witryfikacji zarodkéw sa nizsze. Mimo przytaczanych przez
wielu autoréw dobrych rezultatdw przezywania metoda ta nie nadaje sie
jeszcze do praktycznego stosowania.

7.2.2. Oocyty

Stosunkowo niewiele doswiadczen dotyczacych witiyfikacji oocytéw byd-
lecych przeprowadzono zaréwno na oocytach niedojrzalych (GVj jak roéwniez
na oocytach dojrzatych (meta IlI). Proby witiyfikacji oocytéw w stadium GV
nie daly pozytywnych wynikéw (169,170), natomiast znaczny postep uzyska-
no w witiyfikacji oocytow w stadium metafazy Il. Czynnikiem decydujgcym
o przezywaniu witryfikowanych oocytéw, jak sie wydaje, jest sktad miesza-
niny ostaniajgcej (171,172). W doswiadczeniach nad witryfikacja oocytow
w glikolu etylenowym, czy tez w mieszaninie glicerolu i propandiotu, nie
uzyskano przezywalnosci in vitro (169) lub przezywato tylko niewiele oocytéw
(170). Jednoczesnie, witryfikacja w mieszaninie opartej na DMSO i glikolu
etylenowym lub DMSO, glikolu polietylenowym i acetamidzie doprowadzita
do uzyskania po rozmrozeniu dos¢ wysokiego odsetka (blisko 90%) morfolo-
gicznie normalnych oocytéw (172). Odznaczaly sie one dos¢ dobra zdolnoscig
do zaptodnienia, a uzyskane po IVF blastocysty byly zdolne do pelnego roz-
woju in vivo (171,172). Innym czynnikiem prawdopodobnie decydujacym
o przezywalnosci witiyfikowanych oocytéw bydlecych w stadium metafazy Il
jest potrzeba wielostopniowego (np. 12-stopniowego) usuwania zwigzkow
ostaniajgcych podczas rozmrazania (171).

Uzyskane w przedstawionych pracach wyniki dowodza, ze istnieje mozli-
wosc efektywnej witiyfikacji dojrzatych oocytéw bydlecych.
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Cryoconservation of mammalian embryos and oocytes

Summary

This paper presents current methods of embryo and oocyte cryoconservation in the following
species: mice, rabbits, sheep and goats, pigs, horses and cows. Both the freezing and vitrification
methods are discussed with special emphasis on the major factors affecting the efficiency of
these two methods.
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