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Stan badan nad zamrazaniem zarodkdéw ssakéw

Zaklad Fizjologii Rozrodu 1 Sztucznego Unasienlania Zwierzat, Instytut Zootechniki,
32-083 Balice k. Krakowa

Od uwienczonych powodzeniem préb zamra-
zania zarodkéw mysich (40) oraz uzyskania
pierwszego cielecia po transplantacji mrozone-
go zarodka (43) uptyneto juz ponad 10 lat. Ba-
dania przeprowadzone w ciggu tego ckresu do-
starczyly szeregu nowych informacji, pogle-
biajagcych znajomo$é zjawisk zwigzanych z
konserwacjg zarodkow ssakéw w niskich tem-
peraturach, a zainteresowanie omawianymi za-
gadnieniami znacznie wzroslo w ciggu ostatnich
lat.

Celem niniejszego przegladu jest przedsta-
wienjie aktualnego stanu badan, osigganych
wynikéw oraz nowych kierunkéw badawczych
w zakresie zamrazania zarodkéw ssakéw, Za-
gadnienia te zostang omodwione gléwnie w
oparciu o doswiadczenia przeprowadzone na
zarodkach bydlecych. W przegladzie uwzgled-
niono réwniez badania przeprowadzone na za-
rodkach lub komérkach jajowych innych ga-
tunkow zwierzat, gdy dotyczyly one zagadnien
nowych z punktu widzenia kriobiologii, moga-
cych mieé znaczenie dla rozwoju metod zamra-
zania zarodkow zwierzat gospodarskich, a zwla-
szeza bydia.

Stosunkowo szeroki zakres doswiadczen nad
zamrazaniem zarodkéw bydlecych, bogate juz
informacje wynikajace ze stosowania tej meto-
dy konserwacji zarodkéw w praktyce dopro-
wadzily w ostatnich latach do szeregu nowych
ustalen metodycznych, dotyczacych poszezegdl-
nych ogniw zamrazania zarodkéw tego ga-
tunku.

Zacznijmy od krétkiej charakterystyki za-
mrazanego obiektu. Istnieje zgodnosé¢, ze 7-
dniowe zarodki bydlgce stanowia, z punktu
widzenia zamrazania, optymalne stadium roz-
woju zarodka. Nalezy jednak podkreslic, ze
osiggnigle stadium rozwoju zarodka powinno
odpowiadaé¢ jego wiekowi, czyli powinny to
by¢ zarodki w stadium pédznej moruli lub blas-
tocysty. Rownie istotny jest dobry stan morfo-
logiczny zamrazanych zarodkéw, Wiadomo jed-
nak, ze obok zarodkOw ocenianych jako mor-
fologicznie normalne, przynajmniej kilkanascie
procent uzyskanych zarodkéw wykazuje zabu-
rzenia rozwojowe, takie jak: niewbudowane
blastcmery, degeneracja czesci blastomerow
itp. Cechy wspélng tych zarodkéw jest mniej-
5za, w stosunku do zarodkéw normalnych, ogél-
na liczba komoérek. Procz tego, jak wykazaly
badania Theron i wsp. (38), w czasie zamraza-
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nia w blastocyscie bydlecej dochodzi do uszko-
dzenia od 10 do 80% komorek (przecietnie 25%).
Jest wiec zrozumiale, Ze stopien implantacji
takich zarodkéw jest zdecydowanie nizszy w
porownaniu z zarodkami mrozonymi, ale oce-
nianymi jako morfologicznie normalne (12, 29).
Dochodzi bowiem do zbyt duzej redukciji ko-
moérek zarcdka, najpierw w wyniku zaburzen
W rozwoju, a nastepnie w trakcie ich zamraza-
nia i rozmrazania. Takie wyjasnienie potwier-
dzaja wyniki badan nad zamrazaniem zarod-
kow o eksperymentalnie zmniejszonej liczbie
komorek (w wyniku cigcia zarodka na 2 lub 4
czgsci) (7, 13). Obserwowany spadek przezy-
wania dzielonych zarodkoéw jest, podobnie jak
w przypadku zarodkow z deformacjami mor-
fologicznymi, nieproporcjonalnie wiekszy niz po
transpiantacji ,,poiowek” lub ,éwiartek” za-
rodkow $wiezych.

Pierwszym etapem postepowania zmierzaja-
cego do zamrozenia zarodka jest umieszczenie
g0 W piynie zawierajgcym odpowiedniag kon-
centracje zwigzku ostaniajgcego. Potem do-
tychczasowe postepowanie polegalo na stopnio-
wym zwigkszaniu koncentracji krioprotektora.
Ostatnie obserwacje wykazaly jednak, ze do-
puszczalne jest bezposrednie umieszczenie za-
rodka w plynie zawierajgcym zwigzek ostania-
jacy w ilosci wymaganej dia skutecznego za-
mrozenia (4, 13). Czas ekwilibracji w tempera-
turze pokojowej okreslony zostal dla glicerolu
na 10 do 30 minut. o L

Przez szereg lat najczesciej stosowanym do
zamrozenia zarodkow ssakéw zwigzkiem osla-
niajacym byt dwumetylosulfotlenek (DMSO).
Ostalnio natomiast obserwuje sie coraz po-
wszechniejsze uzycie glicerolu. Glicerol oka-
zal sig lepszym zwigzkiem oslaniajgcym przy
zamrozeniu 8-blastomerowych zarodkéw my-
sich (31), a kriomikroskopowe obserwacje Ral-
ia i Polga (21) potwierdzily jego dobre wilasci-
wosci  oslaniajgce. Do zamrazania zarodkow
bydlecych uzywa sie glicerolu w stezeniu od
1 do 2 M, najczesciej 1,4 lub 1,5 M.

Cho¢ glicerol jest obecnie coraz czesciej sto-
sowanym zwigzkiem oslaniajagcym, nalezy pod-
kreslic, ze np. glikol etylenowy (w pordéwna-
niu z DMSO i glicerolem) okazal sie zdecydo-
wanie lepszym zwigzkiem oslaniajacym przy
zamrazaniu zarodkow owczych (37). Ze wzgle-
du na potwierdzong wielokrotnie niewrazli-
wos¢ morul i blastocyst bydlecych na zmiany
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termiczne w zakresie od temperatunry poko-
jowej do Kkiiku stopni ponizej U”C, praktykuje
sie oobecnie bezposrednie przekiadanie podda-
nych ekwiiibracji zarodkoéw z temperatury po-
kojowej do temperatury posiewania, czyli ok.
—87C (cyt. 13). Len szczegoi melodyczny, po-
dobnie jak jednostopniowe dodawanie zwigzku
osfaniajacego, wnoszg znaczne uproszczenia do
procedury zamrazania. Jeszcze wigksze upro-
szczenie tego procesu wyniklo z mozliwosci
znacznego podwyzszenia koncowej temperatu-
vy zamiazama z ok. —7U°C do ok. —3u0°%
—40-C, Badania przeprowadzone przez Willad-
sena (4+2) na zarodkach owczych wykazaly ba-
wiem, ze mozliwe jest ich zamrazanie do tem-
peratur lezgcych w Wym. zasresie, jezell za-
stosowane zostanie szybkie rozmrazanie. W
koiejnych badaniach stwierdzono mozliwosé ta-
klego zamrazanla rownliez dia zaroa<ow innyeh
gatunkow zwierzgt, jak mysz (31, 41) i bydlo
(9, 13, 31). Obecnie niemal powszechnie prak-
tykuje si¢ zamrazanie zarodkow bydlgeych
wediug tego uproszczonego programu, najczgs-
cie] do temp. —3U lub —35°C. Wydaje sig, ze
ta ostaitnia jest temperaturg optymaling (2).

Najczescie] stosowang szybkoscia zamrazania
jest szybkosc utrzymujgca si¢ w granicach ok.
0,6°C/min, Zwiekszenle (€] SzyDsoscl do
1,0°C/min pozwala jeszcze na uzyskanie dos¢
wysokiej przezywalnosci zamrazanych zarod-
kow (14).

Jak juz wspomniano, warunkiem uzyskania
wysokie] przezywalnosci zarodkow zamraza-
nych wedlug opisanej procedury jest ich szyb-
kie rozmrazanie. Osigga sig to na 0gol przez
umieszczenie amputki lub stomki z zamrazany-
mi zarodkami w iaini wodnej o temperaturze
+37“C. Po rozmrozeniu niezbednym zabiegiem
jest usunigcie zwigzku ostaniajgcego z komo-
rek zamrazanego zarodka. Dla uniknigeia szo-
ku osmotycznego, czynnos¢ ta byta wykony-
wana stopniowo. Praktycznie oznaczalo to
przenoszenie zarodka poprzez kilka roztwordw
0 zmniejszajacej sig koncentracji zwigzku osla-
niajgcego. Ten rygorystyczny wymog stanowil
znaczne utrudnienie w praktycznym stosowa-
niu mrozonych zarodkéw, wymagajgcym za-
rowo czasu jak i sprzetu i umiejetnosci mani-
pulowania zarodkami. Zmiang metodyczng o
istotnych konsekwencjach praktycznych jest
wprowadzenie do rozmrozenia zarodkow roz-
tworu sacharozy. Sacharoza jest zwiagzkiem,
ktory nie przenika do wnetrza komoérki i mo-
ze utrzymywacé wysokie cisnienie osmotyczne
na zewnatrz komorki, podczas usuwania
zwigzku ostaniajgcego. Zwiazek ten zostal po
raz pierwszy uzyty do jednostopniowego usu-
wania glicerolu z rozmrazanych czerwonych
ciatek krwi przez Rowe i wsp. (cyt. 13). Na-
stepnie Leibo i Mazur (cyt. 13) oraz Kasai i
wsp. (11) uzyli sacharozy do rozmrazania za-
rodkéw mysich, Podobna procedure usuwania
zwigzku oslaniajgcego z rozmrozonych 7-dnio-

wych zarodkow bydlecych zastosowali Renard
i wsp. (40) oraz Leibo (19). Wymienieni auto-
rzy zamrazali zarodki w siomkach, zawierajg-
cych obok niewielkie]j ilosci piynu z zarodkiem,
kiikakrotnie wiekszg objetosé roztworu sacha-
rozy, odazielonej od piynu z zarodkiem nie-
wieikg banka powietrza, Bezposrednio po roz-
mrozeniu, przez wstrzgsnigcie siomka, nastg-
puje zmieszanie tych dwu piynow, a zarodek
dosiaje sie do srodowiska zawierajycego sacha-
roze, co pozwala na bezszokowe usunigcie
zwiazku osianiajgcego z komorek zarodka. Od-
bywa si¢ to bez otwierania slomki i pozwala
na bezposrednia transplantacje zarodka. Mozli-
we Jest rowniez stosowanie powyZszego Sposo-
bu usuwania zwigzku oslaniajgcego w przy-
padku zarodkéw zamrazanych w ampulkach.
Wowczas zarodek po wylgciu z probowki na-
lezy umiescic w kropli roztworu zawierajgcym
od 0,5 do 1,0 M sacharozy (13). Optymalna
koncentracja sacharozy w roziworze do jedno-
stopniowego usuwania glicerolu moze by¢ w
pewnym stopniu uzalezniona od jego stezenia
w plynie do zamrazania (15, 17). Obserwacje
Mery i wsp. (17) wykazaty np., ze 1,0 M roziwor
sacharozy jest optymalny dla zarodkow my-
sich zamrazanych w 1,0 M glicerolu. Nalezy
nadmienié, ze roztwor sacharozy okazal sig
skuteczny réowniez przy jednostopniowym usu-
waniu zwiazku oslaniajgcego z rozmrazanych
oocytow mysich (1).

Czynnikiem rozstrzygajacym o wprowadze-
niu zamrazania zarodkéw do praktyki, zwla-
szcza praktyki transplantacji zarodkow bydie-
cych, jest uzyskiwana efektywnosé zamrazania,
Stosujac powolne zamrazanie i rozmrazanie
oraz DMSO jako zwiazek oslaniajgcy uzyski-
wano po transplantacji rozwéj ok. 1/3 zamrozo-
nych zarodkéw. Zastapienie DMSO glicerolem
i wprowadzenie skroconego programu zamra-
zania oraz szybkiego rozmrazania pozwolilo na
podwyzszenie efektywnosci zamrazania. Ocenia
sie, ze zamrazajac wyselekcjonowane zarodki,
mozna uzyskaé wynik tylko o 10% nizszy od
tego, jaki uzyskuje sie transplantujac zarodki
swieze (cyt. 13). Wyniki, jakie uzyskano po
transplantacji zarodkow mrozonych w slom-
kach i jednostopniowym usuwaniu glicerolu
przy uzyciu sacharozy, rowniez ukladajg sig
na podobnym (10, 16, 25) lub tylko nieco niz-
szym poziomie (15, Falge; inf. ustna). Te dosé
zadowalajacg efektywnoéé zamrazania zarod-
kéw bydlecych uzyskuje sie na ogét w warun-
kach doswiadezalnych lub pélprodukeyinych.
Informacje jakie naplywajg z praktyki wska-
zuja, ze uzyskiwane wyniki sa cze¢sto niestabil-
ne i na ogo6l nizsze od przedstawionych powy-
zej.
Zastosowanie procedury zamrazania zblizo-
nej do tej, jaka jest stosowana przy zamraza-
niu zarodkéw bydlecych, umozliwilo uzyskanie
w ostatnich latach potomstwa wzglednie cigzy
u kolejnych gatunkéw ssakéw: klaczy (30, 44),
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antylopy (3), a takze czlowieka (39). W przy-
padku zamrazania zarodkow klaczy uzyskiwa-
ne wyniki zamrazania sg poréwnywalne z uzy-
skiwanymi przy zamrazaniu zarodkow bydle-
cych pod warunkiem, ze zarodki przeznaczone
do zamrazania znajdujg sie w stadium moruli
lub weczesnej blastocysty (30, 36, 44).

W zwigzku z duzym zainteresowaniem, ja-
kie budzi przenoszenie ,polowek” zarodkow
uzyskanych przez dzielenie morul czy blasto-
cyst, pojawila sie potrzeba konserwacji takich
zarodkow. Wyniki, jakie dotychczas uzyskano
stosujac rutynowe metody zamrazania sg jed-
nak stosunkowo niskie (7, 13). Powody tego
stanu rzeczy byly juz uprzednio dyskutowane.

Rozwoj badan nad dojrzewaniem oocytow
oraz zaplodnieniem in vitro wzbudzil znaczne
zainteresowanie opanowaniem metod zamraza-
nia oocytow ssakow (1, 19). Natomiast mozli-
Wwos¢ uzycia jaj chomiczych do oceny zdol-
nosci zaptadniajacej plemnikéw ssakow, a zwla-
szcza cziowieka stworzyia potrzebe konserwacji
komorek jajowych tego gatunku. Obecne me-
tody zamrazania (20) pozwalajg na przezywa-
nie ok. 50% jaj chomiczych poddanych zamro-
zeniu,

Z przedstawionego przegladu wynika, ze w
znacznym stopniu opanowano juz metody za-
mrazania zarodkoéw ssakow. Jednakze nadal
podejmowane sg badania majgce na celu dal-
sze usprawnienie techniki i efektywnosci za-
mrazania. Do najwazniejszych prac z tego za-
kresu naiezy zaliczyé doswiadczenia nad za-
mrazaniem zarodkow po ich czesciowej dehy-
dratacji. We wezedniejszych badaniach (32)
stwierdzono korzysiny wplyw czesciowej de-
hydratacji, uzyskanej przez umieszczenie za-
mrozonego materiatu w hipertonicznym PBS,
na zamrazalnos¢ zarodkéw mysich. Natomiast
uzycie do dehydratacji zarodkéw niepenetru-
Jjacego zwigzku, jakim jest sacharoza, pozwoli-
lo w ostatnim czasie opracowa¢ bardzo prosta
i efektywng metode zamrazania zarodkéw kré-
liczych (26, 34). Metoda ta polega na przekla-
daniu odwodnionych w temperaturze pokojowej
zarodkow wprost z temperatury pokojowej do
temperatury —25 (34) lub —30°C (26). Po
okresie przetrzymywania zarodkow w wym.
temperaturach przez ok. 150 minut, zarodki
przekladane sg do cieklego azotu. Metoda ta
nie wymaga ani uzycia aparatury do zamra-
zania, ani rejestratora temperatur, moze wiec
by¢ stosowana niemal w kazdych warunkach.
Efektywnosé tej metody w przypadku 2-bla-
stomerowych zarodkéw kréliczych jest poréow-
nywalna z efektywnoscia metod konwencjonal-
nych. Natomiast préba zastosowania jej do za-
mrozenia zarodkow bydlecych, zaréwno bla-
stocyst (8), jak i zarodkéw 1 czy 2 blastomero-
wych (9), nie zapewnia w chwili obecnej tak
dobrego przezywania.

Mozliwosei dehydratacji zarodkéw w tempe-
raturze pokojowej s3 nadspodziewanie duze
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(33), a uzyskiwane zmniejszenie objetosci za-
rodka jest porownywalne z tym, jakie osig-
gajg zarodki po ich zamrozeniu w ciektym azo-
cie. Ostatnio wykazano, ze istnieje mozliwosé
zamrozenia silnie odwodnionych zarodkéw my-
sich przez przeiozenie ich wprost z tempera-
tury pokojowej do cieklego azotu (35).

Z innych badan nad zamrazaniem zarodkéw
nha uwage zaslugujg doswiadczenia, w ktorych
Z powodzeniem zastosowano nowe zwigzki
ostaniajgce. Erythrytol (18), a szczegdlnie 1,2
propanediol (27) okazal si¢ bardzo efektywnym
krioprotektorem przy zamrazaniu zarodkow
mysich, Najbardziej interesujagcym 2z nowo
wprowadzonych zwigzkéw oslaniajacych wy-
daje sie¢ by¢ metanol. Okazal sie on skutecz-
nym krioprotektorem w procesie zamrazania
blastocyst mysich (22). Jest zwigzkiem bardzo
latwo penetrujgcym. Cecha ta sprawia, ze sto-
sujgc metanol mozna unikngé szoku osmotycz-
nego przy rozmrazaniu, bez koniecznosci sto-
sowania stopniowego usuwania go z komérek.

Kolejnym zastugujgcym na uwage badaniem
sg prace Schneidera i Mazura (28) oraz Fullera
i Bernarda (8) dotyczace zjawisk osmotycznych
w trakcie procesu zamrazania i rozmrazania.
Prace Schneidera i Mazura (28) stanowia m.in.
probe okreslenia na podstawie réwnan mode-
lowych przenikania i wyciekania zwigzku osta-
niajjcego z zamrazanych komérek. Kalkulacje
te moga byé¢ pomocne w ustaleniu warunkdow
wiasciwego dodawania, a zwlaszcza usuwania
krioprotektorow.

Do najwazniejszych dokonann w zakresie
podstawowych probleméw kriobiologii zarod-
ka ostatnich lat nalezg jednak badania Ralla
i wsp. (23, 24). Autorzy ci stwierdzili mianowi-
cie, ze uszkodzenia komorek, jakie majg miej-
sce podczas powolnego rozmrazania nie sg bez-
posrednim skutkiem tworzenia sie wewnatrz-
komérkowega lodu, czyli rekrystalizacji, czy top-
nienia. S3 one natomiast zwigzane z blizej
nieznanymi zjawiskami zachodzgecymi w tem-
peraturze ok. —65°C., Wnioski te sa wiec cal-
kowicie sprzeczne z dotychczasowymi poglada-
mi dotyczacymi mechanizmu uszkodzen zamro-
zonycn komoérek,
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Badania cytogenetyczne u $win z objawami obojnactwa
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Dane dotyczace aberacji chromosomalnych,
mogacych wplywaé na wystgpienie anomalii
rozwojowych ukiadu rozrodczego, poza nielicz-
nymij pracami sg kazuistyczne lub dotyczg nie-
wielkiej liczby osobnikéw obojnaczych (11, 16,
19, 29). Biorge pod uwage fakt, ze poszerzenie
wiedzy na temat skutkéw oraz rodzajow abe-
racji chromosomalnych u zwierzagt gospodar-
skich jest mozliwe jedynie na podstawie wyni-
kéw badan przeprowadzonych na coraz wigk-
szej populacji zwierzat, postanowiono wyko-
naé¢ badania cytogenetyczne stosunkowo duzej
liczby $win — obojnakéw w celu okreslenia ich
kariotypu; wyniki wszystkich przeprowadzo-
nych dotychezas w kraju prac tego typu (ogo-
tem opublikowano wyniki badan dotyczace 33
obojnakow), wskazywaly na obecnosé garni-
turu chromosomalnego 38, XX (11, 16, 18). Po-
niewaz w pismiennictwie swiatowym podaje
sie, ze u $win o cechach interseksualnosci wy-
stepowaé moze mozaikowose (4, 19, 20, 24, 27,
30) i kariotyp XY (15), uznano za celowe po-
szerzenie w tym kierunku zakresu badan kra-
jowych.

Material 1 metody

Material do badan cytogenetycznych uzyskano od
19 obojnakéw. Wymienione zwierzeta pochodzily z
siedmiu réznych gospodarstw sektora uspolecznionego.

Swinie obojnacze wykazywaly nieprawidlowe uk-
sztaltowanie narzadéw piciowych zewnetrznych, po-
siadatly w rdéiznym stopniu przero$niety lechtaczke, na
szczycie lub u podstawy ktérej znajdowalo sie ujsicie
cewki moczowej. Poza tym u zwierzat tych stwier-
dzano najczesciej jedng (17 przypadkdw) lub dwie
gonady (2 przypadki) umieszczone podskérnie lub w
worku mosznowym.

do przeprowadzenia badan kariotypu, pobierano od
kazdego zwierzecia okolo 10 cm?® krwi z zyly czczej
przedniej (vena cava cranialis). Dla zapobiezenia
krzepnieciu krwi uiywano roztworu heparyny pro-
dukcji ,,Polfa” w ilosci 75 jm. na 1 cm?® tej tkanki
Czas od pobranija krwi do chwili zalozenia hodowli
limfocytéw nie przekraczat 24 godzin., Samoistng se-
dymentacje krwinek przeprowadzono w temperaturze
pokojowej. Proces ten trwal okolo 1 godziny. Uzy-
skane w powyiszy sposdb krwinkj biale zawieszano
w 8 cm3 plynu Parkera lub Eagie’a. Do hodowli lim-
focytow zastosowano metode Moorheada (cyt. 28).
Zawartosé probowek hodowlanych stanowity: 2 cm3
osocza z limfocytami, 8 cm?® podloza hodowlanego,
0,1 cm? fazeoliny (prod. Wytwodrnia Surowic i Szcze-
pionek, Krakéw), 1000 jm. penicyliny krystalicznej i
1000 ug streptomycyny. Czas prowadzenia hodowli
limfocytéw wynosit 72 godziny w temperaturze 37°C.
W 90 minut przed zakoniczeniem hodowli, w celu
zablokowania podzialéw mitotycznych, dodawano do
niej 1 krople 0,025% roztworu kolchicyny. Zawartosé
probdéwek odwirowywano z szybkoscia 800 obrotéow/
/min. przez 10 minut. Po usunieciu supernatantu, dla
wywolania szoku hipotonicznego dodawano do ho-
dowli komorek 8 em? roztworu hipotonicznego 0,075 N
chlorku potasowego. Po zakoficzeniu procesu hipoto-
nizacji, ktéry trwal 20 minut w temperaturze 37°C,
zawartos¢ probéwek ponownie wirowano. Limfocyty
utrwalano mieszaning swiezo przygotowanego, ozie-
bionego w zamrazarce utrwalacza, bedacego miesza-
ning metanolu z kwasem octowym lodowatym (3:1) i
zawieszano w 3 kolejnych zmianach utrwalacza. Ostat-
nia jego porcja wynosila 0,5 cm3. Odwirowywanie ko-
mérek zawieszonych w utrwalaczu odbywalo sie przy
szybkosci 800 obr./min. przez 10 minut. Krople zawie-
siny komédrek w utrwalaczu nanoszono na szkieltko
podstawowe, suszono na powietrzu i po dwéch dniach
barwiono 2% wodnym roztworem barwnika Giemzy.
Analize chromosoméw przeprowadzono pod mikrosko-
pem i na mikrofotografiach, oceniajgc kazdorazowo co
najmniej 50 plytek metafazalnych. Pojedyncze mikro-
fotografie poszezegbdlnych osobnikéw zachowano jako
dokumentacje.  Kariogramy sporzadzono zgodnie z

W celu zalozenia hodowli limfocytéw, potrzebnejkryteriami pedanymi przez Hansena (12).
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