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Kriokonserwacja zarodkow klaczy
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Cryopreservation of equine embryos

Summary

Cryopreservation is not a routine procedure for the storage of equine embryos. Regardless of the method
of cryopreservation, its efficiency in the transplantation of frozen embryos is relatively low. The success of
freezing depends on the phase of embryo development, the type and concentration of the cryoprotectant and
the freezing method. Equine embryos can be successfully cryopreserved by using conventional, slow-cooling
methods or by vitrification, when embryos do not exceed 250 pm in diameter. In bigger equine embryos,
changes in tolerance to cryopreservation are observed. These failures may result from the glycoprotein
capsule, which appears in later stages of embryo development. New methods of vitrifying embryos in
a reduced volume of fluid (2-10 pl) enable embryos to pass quickly through the critical stage of rapid
temperature changes and make it possible to lower the concentration of cryoprotectants in the vitrification
mixture. Vitrification is a rapid procedure that requires limited equipment and time. Further research is
needed to increase the survival of equine embryos after slow-freezing or vitrification.
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Proby kriokonserwacji zarodkow ssakow rozpocze-
ty si¢ w latach 70. XX wieku. Pierwszy zarodek, ktory
udato si¢ zamrozi¢, zostal uzyskany od myszy w 1972 r.
(42). Dotychczas opracowano metody kriokonserwacji
zarodkow dla kilkunastu gatunkow zwierzat (9, 21).
U koni wigkszos¢ zabiegéw na zarodkach wykonywa-
nych jest bezposrednio po ich pozyskaniu (23) lub po
krotkotrwalym przechowaniu w temperaturze 4°C (28).
Kriokonserwacja zarodkow klaczy stosowana jest spo-
radycznie, a procent uzyskiwanych ciazy jest czgsto
niesatysfakcjonujacy. Przezywalnos¢ zarodkow klaczy
po rozmrozeniu jest niska w poréwnaniu z innymi ga-
tunkami zwierzat, niezaleznie od stosowanych technik
kriokonserwacji (10, 36). Istnieje zatem potrzeba
usprawnienia metody kriokonserwacji zarodkoéw zwie-
rzat tego gatunku.

Pierwsze ciaze u klaczy po zamrozeniu, rozmroze-
niu i transplantacji zarodkow uzyskano w 1981 r. (14)
1 1982 (1). Ciaze te zakonczyly si¢ poronieniami. Jed-
noczesnie pierwsze dwa zrebigta po tradycyjnym mro-
zeniu zarodkow urodzity si¢ w 1982 r. (43). Kolejne
cigze uzyskano w 1985 r. (36). Pomimo stosunkowo
niskiej skutecznosci transplantacji zamrozonych zarod-
kow liczba prob transferu w kazdym roku zwigksza sig.

Wptyw na skuteczno$¢ kriokonserwacji maja: faza
rozwoju zarodka, rodzaj krioprotektora, jego koncen-
tracja 1 sposOb mrozenia.

Powodzenie kriokonserwacji w najwigkszym stop-
niu zalezy od wielko$ci 1 stadium rozwojowego zarod-

ka (35). Zarodki we wczesnych stadiach lepiej przezy-
waja proces kriokonserwacji (6, 15, 25, 29), nie stwier-
dzono jednak znaczacego wptywu rozmiaru zarodka
przechowywanego w temperaturze 15-18°C na wyniki
transplantacji (11). Niektore badania sugeruja jednak,
1z mniejsze zarodki moga by¢ bardziej podatne na szkod-
liwe dziatanie schladzania (26, 27). Zarodki klaczy po-
Jjawiaja si¢ w macicy okoto 5,5. dnia po owulacji, w sta-
dium moruli (12), o $rednicy 120-150 um. Zwigkszaja
swoje wymiary prawie dwukrotnie w ciagu doby. Naj-
korzystniej jest je pozyskiwaé 24 godziny po zstapie-
niu do macicy, tj. 6,5-7 dni po owulacji (38). Zarodki
o $rednicy wigkszej niz 250 um wykazuja zmiany w to-
lerancji na kriokonserwacjeg, niezauwazalne w przypad-
ku zarodkéw bydlecych (29). Cecha charakterystyczna
zarodkow klaczy jest glikoproteinowa kapsuta, ktora
obniza tolerancjg¢ na kriokonserwacje (4, 10). Powstaje
8. dnia po owulacji pod ostonka przejrzysta i przypusz-
cza sig, ze utrudnia penetraCJQ krioprotektora do wne-
trza komorek zarodka, jak rowniez jego usunigcie z ko-
morek (3, 13, 22, 36). Strumien krioprotektora skiero-
wany na powierzchniq zarodka klaczy moze zahamo-
wac lub drastycznie obnizy¢ jego rozwo6j (31). Hochi
(16) jednak z powodzeniem zamrozit zarodki o $redni-
cy 300 pum, stosujac metodeg powolnego schtadzania oraz
witryfikacje.

Kriokonserwacja p6znych morul i wezesnych blasto-
cyst klaczy przynosi umiarkowane sukcesy (10, 22,
35-37). Po transplantacji zarodkéw o $rednicy do
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250 um, zamrozonych metoda tradycyjna, udato si¢
uzyskac okoto 50% ciaz (36) 1 33% (44), gdy osiagnetly
srednice 300-600 um. W przypadku wigkszych zarod-
koéw nie zaobserwowano zadnych zazrebien (3). Po za-
stosowaniu techniki witryfikacji do mrozenia zarodkow
klaczy we wczesnym stadium rozwojowym uzyskano
60% ciaz (5, 30). W 1995 r. Hochi 1 wsp. (16) otrzy-
mali 6 ciaz z 8 zarodkow (o $rednicy <300 pm) podda-
nych witryfikacji, natomiast tylko 2 ciaze z 8 zarodkow
wigkszych niz 300 um. Podobnie Caracciolo di Brienza
1 wsp. (6) uzyskali 6 ciaz po witryfikacji matych zarod-
kow, jednak nie zaobserwowali ciazy w przypadku
transferu 3 ekspandujacych blastocyst. W pojedynczych
przypadkach uzyskano dwie ciaze po witryfikacji za-
rodkéw klaczy o srednicy 800 um (33). Niepowodze-
nia w transferze witryfikowanych zarodkow wigkszych
niz 300 pm moga by¢ skutkiem pojawiania si¢ w poz-
niejszym stadium zarodka glikoproteinowej kapsuty
(3, 10).

Kolejnym istotnym czynnikiem wptywajacym na
powodzenie kriokonserwacji zarodkow jest wybor od-
powiedniego srodka ostaniajacego (krioprotektora) (35).
Brak wlasciwego krioprotektora powoduje $mierc za-
rodkow w temperaturze ponizej —20°C. Stosowane sa
dwa rodzaje krioprotektorow: nieprzenikajace, np. poli-
winylpirolidyna (PVP), sacharoza lub surowica oraz
przenikajace, np. dimetylosulfotlenek (DMSO), glice-
rol, glikol etylenowy, etanol. Samodzielnie srodki nie-
przenikajace nie sa w stanie zapewni¢ petnej ochrony
zamrazanym komorkom. Uzycie ich w kombinacji ze
srodkami przenikajacymi pozwala zminimalizowac tok-
syczny wplyw wysokiej koncentracji pojedynczego
krioprotektora. Efekt zastosowania poszczegolnych
krioprotektorow zalezy od gatunku, sposobu mrozenia
oraz od stadium rozwojowego zarodka. Do tradycyjne-
go mrozenia zarodkow klaczy jako krioprotektor naj-
czesciej stosowany byt glicerol (24, 35) oraz obecnie
glikol etylenowy (4, 10, 25).

Wraz z zastosowaniem krioprotektora pojawia si¢
problem jego usunigcia z komoérki po rozmrozeniu.
Przetozenie zarodkow bezposrednio do medium pozba-
wionego krioprotektorow powoduje uszkodzenie ich
komorek. Z tego wzgledu nalezy je przektadaé przez
malejace stezenia Srodka ostaniajacego lub umiescic
w medium zawierajacym stosunkowo wysokie stgze-
nie zwiazku nieprzenikajacego (34).

Procedury powolnego mrozenia wymagaja niskiej
koncentracji krioprotektorow 1 kontrolowanego spad-
ku temperatury w celu odwodnienia komorek. Podsta-
wowym warunkiem jest usunigcie wigkszosci wody
przed wstgpnym zamrozeniem komorki, aby zapobiec
powstawaniu wewnatrzkomorkowych krysztatow lodu.
Tradycyjne mrozenie odbywa si¢ stopniowo, przy uzy-
ciu automatycznego freezera z kontrolowanym spad-
kiem temperatury.

Wykorzystujac metode powolnego mrozenia, udato
si¢ z powodzeniem zamrozi¢ zarodki klaczy w stom-
kach z glicerolem jako gtéwnym krioprotektorem (3,
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35, 39). Metoda ta jest czasochtonna i wymaga kosz-
townego wyposazenia. Stosowanie jej w warunkach
terenowych jest niepraktyczne.

Kriokonserwacja zarodkow moze przebiegac takze
na drodze witryfikacji (2, 7, 8, 19, 32). Metoda ta wy-
maga wysokiego stgzenia krioprotektorow w celu
zwigkszenia lepkosci ptynow. Witryfikacja charaktery-
zuje si¢ jednorodnym przejsciem ptynu w szklisty stan
fizyczny. Nie dochodzi wtedy do formowaniu si¢ nisz-
czacych krysztatlow lodu. Stan witryfikacji mozna uzys-
ka¢ poprzez ultraszybkie ochtadzanie i dodanie $rod-
kow ostaniajacych w wysokich stezeniach (ok. 5 mol/L
lub wigcej) do pozywek zawierajacych zarodki.

Stosowanie wysokiego stezenia krioprotektorow
wywiera szkodliwy wptyw na zarodki. Toksyczno$¢
krioprotektora jest minimalizowana poprzez skrocenie
czasu ekspozycji na jego dziatanie przed zamrozeniem.
Zarodki umieszcza si¢ krotkotrwale w roztworze wi-
tryfikacyjnym i nastgpnie w pojemnikach do mrozenia.
Wysokie stgzenie zwiazkow ostaniajacych powoduje,
ze zastosowanie wlasciwego okresu ekwilibracji w me-
todzie jest krytyczne dla przezywalnosci zarodkow.
Konieczne jest szybkie usuni¢cie krioprotketora po roz-
mrozeniu.

Zarodki klaczy moga by¢ z powodzeniem mrozone
w stomkach o pojemnos$ci 0,25 ml lub 0,5 ml. Skutecz-
no$¢ witryfikacji mozna zwigkszy¢ poprzez przyspie-
szenie tempa schladzania, co wptywa na korzystniejsze
osiagnigcie stanu zeszklenia. W tym celu stosuje sig tzw.
otwarte metody mrozenia: w slomkach Open Pulled
Straws (OPS) (25, 30, 40) w kroplach ptynu, w kropli
zawieszonej na nylonowej petli (20, 30) — cryoloop lub
cryotopie (19), gdzie zarodek umieszczony jest w krop-
li zawieszonej w otworze w plastikowej bagietce z wy-
drazonym otworem. Techniki te pozwalaja na krio-
konserwacj¢ w zmniejszonej objgtosci ptynow (2-10 pl),
obnizenie st¢zenia sSrodkoéw ostaniajacych w mieszaninie
witryfikacyjnej (40), a takze na bezposredni kontakt
probek z ciektym azotem. Problemem jest zachowanie
sterylnosci. Zanieczyszczenie moze zosta¢ wyelimino-
wane poprzez przefiltrowanie cieklego azotu lub pako-
wanie OPS i plastikowych bagietek cryotop w wigksze
0,5 ml stomki (41) lub w sterylne obudowy. W przy-
padku technik otwartych tempo schtadzania wzrasta do
10-40 tysigcy °C/min. Pozwala to zarodkom na szyb-
kie przejscie przez niekorzystny 1 krytyczny dla nich
etap zmian temperatury.

Rozmrazanie zarodkdéw po witryfikacji odbywa sig
w temperaturze pokojowej lub poprzez zanurzenie sto-
mek w tazni wodnej. Zarodki o rozmiarach od 300 do
900 um sa bardziej wrazliwe na uszkodzenia w czasie
rozmrazania w tazni wodnej (16). Niezbedne jest $ciste
przestrzeganie czasu i temperatur, aby osiagnaé mozli-
wy do zaakceptowania poziom przezywalnosci zarod-
kow po witryfikacji.

Metoda witryfikacji zostata wdrozona w 1985 r. do
zamrazania zarodkow myszy (32). W 1994 r. udato si¢
uzyskac¢ pierwsze dwie ciaze u koni po transplantacji
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witryfikowanych zarodkow (15). Oberstein i wsp. (30)
w 2001 r. zastosowali z powodzeniem witryfikacje
OPS (Open Pulled Straws) dla kriokonserwacji moruli
1 blastocyst u klaczy. W 2004 r. udato si¢ uzyskac
4 cigze po transferze witryfikowanych zarodkow (6).

Pomimo uzyskania pojedynczych ciazy u klaczy po
transplantacji witryfikowanymi zarodkami prace nad
ta metoda sa w fazie poczatkowej (25, 30, 41). Wyniki
badan po zastosowaniu witryfikacji wskazuja na znacz-
ne roéznice w przezywalnosci zarodkoOw po rozmroze-
niu (18, 27, 30). Dla zarodkéw we wczesnych stadiach
rozwojowych witryfikacja okazuje si¢ duzo bardziej
obiecujaca. Koszty tego sposobu mrozenia, czas i tat-
wos¢ metody przemawiaja na jej korzys¢. Najnowsze
proby skutecznego zamrozenia zarodkow klaczy bazu-
jana przechowywaniu ich w 4°C przez 18-24 godziny
przed witryfikacja (2, 17).

Witryfikacja moze by¢ z powodzeniem stosowana
wymiennie z tradycyjna metoda mrozenia (27), chociaz
niezbedne sa dalsze badania nad zwigkszeniem prze-
zywalnosci zarodkow po zastosowaniu obydwu metod.
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