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ZDZISŁAW SMORĄG

Od uwieńczonych powodzeniem prób zamra-
żania zarodków mysich (40) oraz uzyskania
pierwszego cielęcia po transplantacji mrożone-
go zarodka (43) upłynęło już ponad 10 lat. Ba-
,dania przeprowadzone w ciągu tego okresu do-
starczyłv szeregu nowych informacji, pogłę-
biających znajomość zjawisk związanych z
konserwacją zarodków ssaków w niskich tem-
peraturach, a zainteresowanie omawianymi za-
gadnieniami znacznie wzrosło w ciągu ostatnich
j.at,

Celem niniejszego przeglądu jest przedsta-
wienie aktualnego stanu badań, osiąganych
wyników oraz nowych kierunków badawczych
w zakresie zamrażania zarodków ssaków. za-
gadnienia te zostaną omowione głównie w
oparciu. o doświadczenia przeprowadzone na
zarcdkach bvdlęcych. W przeglądzie urvzględ-
niono również badania przeprowadzone na za-
rodkach iub komórkach iajowvch innvch ga-
tunkół,r zwierząt, gdv dotvczvły one zagadnień
nowych z punktu widzenia kriobiologii, mogą-
cvch mieć znaczenie dla rozwoiu metod zamra-
zania zarodków zwierząt gospodarskich, a zwła-
szcza bydła.

sbosunkowo szeroki zakres doświadczeń nad
zamtażaniem zarodków bydlęcych, bogate już
inforrnacje wyni,kające ze stosowania tej meio-
d_y konserwacji zarodków w praktvce dopro-
rł,adziły w ostatnich latach do szeregu nowych
ustaleń me'lodvcznych, dotvczących poszc zegól-
nvch ogniw zamtażania zarodków tego ga-
tunku.

zacznijmy od krótkiej charaktervstyki za-
mrażanego obiekt że 7-
dniowe zarodki punktu
wicizenia zamtaża m roz-
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nia w biastocvście bvdlęcei dochodzi do uszko-
dzenia od 10 do B07o komórek (przeciętnie 25%).
Jest więc zrozurniałe, że stopień implantacji
takich zarodków iest zdecvdowanie niższv w
porównani1_1 z zarodkami mrożonvmi, ale oce_
nianymi j,ako morfologicznie normalne (12,29).
Dochodzi bowiem do zbyt dużej redukcii ko-
mórek zarodka, naipierw w wyniku zaburzeń
w rozwoiu, a następnie w trakcie ich zamraża-
nia i rozmrażania. Takie wyiaśnienie potwier-
dzają wyniki badań nad zamrażaniem zarod-
kow o eksperymentalnie zmniejszonej liczbie
komórek (w wyniku cięcia zarodka na 2 lub 4
częsci,) (7, 13). Obserwowany spadek przezy-
tvania dzrej,onych zarocikólv jest, podobnie jak
w przypadku zarodkow z delormac.lami mor-
fologicznymi, nieproporcjonalnie większy niz po
transprantacji,,polówek" Iub,,ćwiartek" za-
rodkow świezych.

Prerwszym etapem postępowania zmierzają-
cego do zamrożenia zarodka jest umieszczenie
go w płynie zawierającym odpowiednią kon-
centrację związku osłaniającego. Potem do-
tychczasowe postępowanie polegało na stopnio-
wym zwrększaniu koncentracji krioprotektora.
Ostatnie obserwacje wykazały jednak, że do-
puszczalne jest bezpośrednie umieszczen]e za-
rocika w płynie zawierającym związek osłania-
jący rv ilości rvymaganej dia skutecznego za-
mrożenia (4, 13). Czas ekwi]ibracji w ternpera-
turze pokojowej określony został dla glicerolu
na 10 do 30 minut.

Przez szereg tat najczĘśóie]-stośo*"r,ym- dó
zamrożenia zarodków ssakcw związkiem osła-

był dwume t]en
natomiast ob się
Jsze użycie G

zał się lepszym związkiem osłaniającym przy
zamrożeniu 8-blastomerowych zarodków my-
sich (31), a kriomikroskopowe obserwacje Ral-
la i Polga (21) potwierdziły jego dobre właści-
wości osłaniające. Do zamrażania zarodkow
bydlęcych używa się glicerolu w stężeniu od
1 do 2 IvI, najczęściei 1,4 lub 1,5 M.

Choć giicerol iest obecnie coraz częściej sto-
wiąz cym, należy pod-
np. wy (w porówna-
O i azał się zdecvdo-

wanie lepszym związkiem osłaniającvm przy
zamlażaniu owczych (37\. Ze wzglę-
du na po ą wielokrotnie niewrażli-
wość morul i blastocyst bydlęcych na zmiany
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termiczne w zakresie od temperatunry poko-
jowe; oo kirku stopni ponize1 0"C. praktykuje
Śrę oo."rrre bezposlednre przekładanie podcla-
nych ekwirrbracli zarodkow z tenrperatury po-
kÓ3owej do [emperatury posiewania" czyli ok.

-b'C 1cyt. zny, po-
dobnie 1ak zwrązku
osl,anialące E zenra dO

procedury zamrażauia. Jeszcze większe upro--szczenie tego procesu wynikło z możliwości

wedtug tego uproszczonego proglamu, naJczęs_

kow (I4).
Jak już wspomniano, warunkiem uzyskania

lvysokiej przeżywalności zarodków zamraza-
nych w,edług oprsanej procedury jest ich szyb-
kie rozmrazanie. Osrąga się to na ogoł przez
umieszczenie ampułki lub słomki z zamrażany-
mi zarodkami w łażni wodnej o temperaturze
+3?uC. Po rozmrożeniu niezbędnym zabiegiem
jest usunięcie związku osłanialącego z komó-
rek zamrazanego zarodka. DIa uniknięcia szo-
ku osmotycznego, czynność ta była wykony-
wana stopnio
przenoszenie
o zmniejszają
niającego. Te
znaczne utrudnienie w praktycznym stosowa-
niu mrożonych zarodków, wymagającvm za,
rówo czasu jak i sprzętu i umiejętności mani-
pulowania zarocikami. Zmianą metodyczną o
istotnych konsekwencjach praktycznych jest
wprowadzenie do rozmrożenia zarodków roz-
tworu sacharozy. Sacharoza jest związkiem,
ktorv nie przenika do wnętrza komórki i mo-
że utrzymywaó wysokie ciśnienie osmotyczne
na zewnątrz komórki, podczas usuwania
związku osłaniającego. Związek ten został po
raz pierwszv użyty do jednostopniowego usu-
wania glicerolu z rozmrażanych czerwonych
ciałek krwi przez Rowe, i wsp. (cvt. 13). Na-
stępnie Leibo i Mazur (cyt. 13) oraz Kasai i
wsp. (11) użyli sacharozy do rozmrażania za-
roclków mysich. Podobną procedurę usuwania
związku osłaniająceEo z tozmrożonych ?-dnio-

ych
(1b).
wsł
]ości

krxakrotrue wlększą oblętość roztworu sacną-
rozy, ocJazreionej od ptynu z zarodkiem rue-
wierką bańką powietrza. Bezpośrednio po roz-

skuteczny również przy jednostopniowym usu-
waniu związku oslaniającego z tozmrażanych
oo h (1).

rozstrzygającvm o wprowadze-
ni a zarodkow do praktyki, zwla-

i wprowadzenie skróconego programu zamra_
żania otaz szvbkiego rozmrażania pozwoliło na

ków bydlęcvch uzvskuje się na ogół w warun-
kach doświadczalnych lub półprodukcyinych.
Informacie jakie na wska-
zllją, że uzvskiwane stabil-
ne i na ogół niższe powy-
żej,

Zastosowanie procedury zamrażania zbliżo-
ei do tej, iaka jest stosowana przy zamraża-
itl zarodków bvdlęcvch, umożliwiło uzyskanie

w ostatnich lat,ach potomstwa względnie ciąży
u kolejnych gatunków ssaków: klaczy (30, 4ł1),
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antylopy (3), a także człowieka (39). W przy_
padku zamrażalia zarodkow klaczy uzyskiwa-
ne w5rniki zamrażania są porównywalne z uzy-
skrwanymi przy zamrażaniu zarodkow bydlę-
cych pod rvarunkiem, że zarodki przeznaczone
do zamrażania znajdują się w stadium moruli
]ub wczesnej blastocystv 130, 36, 44).

W związku z dużym zainteresowaniem, ja-
kie budzi przenoszenie ,,połówek" zarodków
uzyskanych przez d,zielenie morul czy blasto-
cyst, pojawiła się potrzeba konserwacji takich
zarodków. Wyniki, jakie dotvchczas uzvskano
stosując rutynowe metody zamtażania są jed-
nak stosunkowo niskie (7, 13). Powody tego
stanu rzeczy były już uprzednio dyskutowane.

Rozwoj badań nad do;rzewaniem oocytow
oraz zapłodnieniem żn użtro wzbudził znaczne
zalnteresowanie opanowaniem metod zamtaża-
nia oocytów ssaków (1, 19). Natomiast możli-
wość uzycia Jaj chomi,czych do oceny zdol-
ności zapładniającej plemników ssaków, a zwła-
szcza czlowieka stworzyła potrzebę konserwacji
komorek jajowych tego gatunku. Obecne me-
todv zamrazania (20) pozwalają na przeżvwa-
nie ok. 50% jaj chomiczych poddanych zamro-
żeniu.

Z ptzedstawionego przeglądu wynika, że w
znacznym stopniu opanowano już metody za-
mrazania zarodków ssaków. Jednakże nadal
podejmowane są badania mające na celu dal-

enie techniki i efektywności za-
najważniejszych prac z tego za-
zaliczyć doświadczenia nad za-

ehy-
(3ż)
de-
za-

Możliwości dehydratacji zarodków w tempe-
r,aturze pokojowej są ńadspodziewanie duże
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(33), a uzyskiwane zmniejszenie objętości za-
rodka jest porównywalne z tym, jakie osią-
gają zarodki po ich zamrożeniu w ciekłym azo-
cie, Ostatnio wykazano, że istnieje możliwość
zamrożenia silnie odwodnionych zarodków my-
sich przez przełożenie ich wprost z tempera-
tury pokojowej do ciekiego azotu (35).

Z innych badań nad zamrażaniem zarbdków
na uwagę zasługują doświadczenia, rv których
z powodzeniem zastosowano nowe związki
osłaniające. Erythrytol (1{J), a szczególnie 1,2
propanediol (27) okazał się bardzo efektywnvm
krioprotektorem ptzy zamrażaniu zarodków
mysich. Najbardziej interesującym z nowo
wprowadzonych związków osłaniających wy-
daje się być metanol. Okazał się on skutecz-
nym krioprotektorem w procesie zamrażatria
blastocyst mysich (22). Jest związkiem bardzo
łatwo penetrującym. Cecha ta sprarvia, że sto-
sując metanol można uniknąć szoku osmotycz-
nego przy rozmrażaniu, bez konieczności sto-
sowania stopniowego usuwania go z komórek.

Kolejnym zasługującvm na uwagę badaniem
są prace Schneidera i Mazura (2B\ oraz Fullera
i Bernarda (8) dotvczące zjawisk osmotycznvch
w trakcie procesu zamrażania i rozmrażania.
Prace Schneici,era i ivlazura (28) stanowią m.in.
próbę okreś]enia na podstawie równań mode-
lo-wyclr przenikania i wyciekania związku osła-
niającego z zamrażanvch komórek. Kalkulacie
te mogą być pomocne w ustaleniu warunków
właściwego dodawania, a zwłaszcza usuwania
krioprotektorów.

Do najważniejszych dokonań w zakresie
podstawowych problemów kriobiologii zarod-
ka ostainich lat najeżą iednak badania Ralla
i wsp. (23, 24). Autorzy ci stwierdzili mianowi-

maią miej-
nie są bez-
v,rewnątrz-
cji, czy top-

żonvch komórek.
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Dane dotyczące aberacji chromosomalnvch,
mogącvch wpłvwać na wvstąpienie anomalii
rozwojowych układu rozrodczego, poza nielicz-
nymi pracami są kazuistyczne iub dotyczą nie-
rvielkiej liczby osobników obojnaczych (11, 16,
l9,29). Biorąc pod uwagę fakt, że poszerzenie
wiedzy na temat skutków oraz rodzajów abe-
racji chromosomalnych u zwietząt gospodar-
skich jest możliwe jedynie na podstawie wrrni-
ków baCań przeprowadzonych na coraz więk-
szei populacji z:wierząt, postanowiono wyko_
nać badania cytogenetyczne stosunkowo dużej
liczbv świń - obojnakólv w celu określenia ich
kariotvpu; wyniki wszystkich przeprowadzo-
nych dotvchczas w kraju prac tego typu (ogó-
łem opublikowano wyniki badań dotvczące 33
obojnaków), wskazywałv na obecnośó garni-
turu chromosomalnego 38, XX (11, 16, 1B). Po-
nieważ w piśmiennictwie światorvym podaje
się, że u świń o cechach interseksualności wv-
stępować rnoże mozaikowośó (4, 19, 20, 24, 27,
30) i kariotyp XY (15), uznano za celowe po_
szerzenie w tym kierunku zakresu badań kra_
iowych.

Materiał t metody
Materiał do badań cytogenetycznych uzyskano od

19 obojnaków. Wymienione zwierzęta pochodziły z
siedmiu różnych gospodarstrv sektora uspolecznionego.

Srvinie obojnacze wykazywały nieprawidłowe uk-
ształtowanie narządów płciowych zewnętrznych. po-
siadały w różnym stopniu przerośniętą łechtaczke. na
szczycie lub u podstawy której znajdowało się ujście
cewki moczorł,ej. Poza tym u zwierząt tych stwier-
dzano najczęściej jedną (17 przypadków) lub dwie
gonady (2 przypadki) umieszczone podskórnie lub w
worku mosznowym.

w celu za|ożenia hodowli

do przeprowadzenia badań kariotypu. pobierano od
każdego zwierzęcia okolo 10 cma krwi z żyły czczej
przednie j (Dena ca.Da cranżalis). Dla zapobieżenia
krzepnięciu krwi używano roztworu heparyny pro-
dukcji ,,Polfa" w ilości 75 j.m. na 1 cm8 tej tkankl
Czas od pobrania krwi do chwili założenia hodowli
linrfocytów nie przekraczał 24 godzin, Samoistną se-
dymentację krwinek przeprowadzono w temperaturze
pokojowej. Proces ten trwał około 1 godziny. Uzy-
skane rr,z powyższy sposób krwinki biale zawieszano
w 8 cm8 plynu Parkera Iub Eagie'a'. Do hodowti lim-
focytów zastosowano metodę Moorheada (cyt. 28).
Zawartość probówek hodowlanych stanowiły: 2 cm8
osocza z limfocytami, 8 cmg podłoża hodowlanego,
0,1 cms fazeoliny (prod. Wytwórnia Surowic i Szcze-
pionek, Kraków), 1000 j.m. penicyliny krystalicznej l
1000 lg streptomycyny. Czas prorvadzenia hodowli
limfocytó,ł wynosił 72 godzirty w temperaturze 3?oC.
W 90 minut przed zakończeniem hodowli, w celu
zablokowania podziałów mitotycznych, dodawano do
niej 1 kroplę 0,025% roztworu kolchicyny. Zawattość
probówek odwirowywano z szybkością 800 obrotów/
/min. przez 10 minut. Po usunięciu supernatantu. dla
l.zywołania szoku hipotonicznego dodawano do ho-
dowli komórek 8 cm8 roztworu hipotonicznego 0,075 N
chlorku potasowego. Po zakończeniu procesu hipoto-
nizacji, który trwał 20 minut w temperatutze 37oC,
zawartość probówek ponownie wirowano. Limfocyty
utrwalano mieszaniną świeżo przygotowanego, ozię_
bione8o w zamrażarce utrwalacza. będącego miesza-
niną metanolu z kwasem octowym lodowatym (3:l) i
zawieszano w 3 kolejnych zmianach utrwalacza. Ostat-
nla jego porcja wynosiła 0,5 cm8. Odwirorvywanie ko_
mórek zawieszonych w utrwalaczu odbywalo się przy
szybkości B00 obr./min, ptzez 10 minut. Kroplę zawie-
siny komórek w utrwalaczu nanoszono na szkielko
podstawowe, suszono na powietrzu i po dwóch dniach
barwiono 2% wodnym roztworem barwnika Giemzy,
Analizę chromosomów przeprowadzono pod mikrosko=
pem i na mikrofotografiach, oceniając każdorazowo co
najmniej 50 ,plytek metafazalnych. Pojedyńcze mikro-
fotografie poszczególnych osobników zaehowano jako
dokumentację. Kariogramy sporządzono zgodnie z

limfocytów, potrzebnejkryteriami podanymi przez Hansena (12),
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