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Summary

Surgically obtained early sheep embryos collected at morula, blastocyst, expanded blastocyst or hatching/
hatched blastocyst developmental stages were subjected to vitrification. The experiment was carried out
by the traditional vitrification method, employing 0.25 ml insemination straws as carriers of embryos. The
vitrification medium (VM) based on a modified phosphate-buffered solution (PB1) containing 3.0 g/L. bovine
serum albumin consisted of 1,2-propanediol, glycerol and sucrose (2.72 M, 1.36 M and 1.0 M — respectively).
Embryos (each stage separately) were loaded into straws after 7-10 min of saturation in an equilibration
solution (without sucrose). After 1 min period of saturation in VM embryos were plunged into liquid nitrogen.
After warming, embryos were cultured in vitro and/or were surgically transferred to a surrogate mother
for survival examination. Of 71 embryos tested, only 13 (18.3%) revealed development in vitro. The highest
survival rate was observed in the most advanced group of embryos. Of 10 hatching/hatched embryos 6 (60%)
survived (reexpanded). Three lambs were born after the transfer of 3 embryos from this group.
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Przenoszenie zarodkow owcy ma z wielu powodow
mniejsze praktyczne znaczenie niz przenoszenle zarod-
kéw bydta. Jednak bywa uzyteczne zarowno w praktyce
hodowlanej tego gatunku, jak i w dos§wiadczalnictwie (5).
Zarodki owcy zaré6wno pozyskiwane in vivo, jak i produ-
kowane in vitro byty w przesztosci i sa nadal czgsto wy-
korzystywane m.in. do badan nad klonowaniem zwierzat
(bliznigta monozygotyczne, owca Dolly) czy nad kriokon-
serwacja. W tym drugim przypadku zarodki owcy trak-
towane byly czgsto jako model w badaniach nad krio-
konserwacja zarodkow bydta, ale wystgpowaly tez jako
samoistny obiekt badawczy.

Tradycyjne zamrazanie zarodkéw metodami powolne-
go schtadzania zawdzigcza zarodkom owcy tzw. skroco-
na (lub dwustopniowa) metod¢ mrozenia, w ktorej po-
wolne schtadzanie przerywano umieszczeniem probek
w cieklym azocie juz w temperaturach ok. —30°C, umoz-
liwiajaca prawie trzykrotne skrdcenie catej procedury
zamrazania, wymagajacej poczatkowo nawet ok. 6 go-
dzin schtadzania (38). W tym samym czasie takze w na-
szym kraju prowadzone byty podobne badania nad krio-
konserwacja zarodkéw owcy (29, 30), a nieco pozniej
m.in. nad wykorzystaniem nowego wowczas srodka osta-
niajacego — metanolu, ktoérego efektywnos¢ poréwnywano
z tradycyjnie uzywanym dimetylosulfotlenkiem (DMSO)
(7), oraz nad zamrazaniem zarodkéw owcy podzielonych
mikrochirurgicznie na dwie potowy w celu uzyskania mo-
nozygotycznych blizniat (6).

Wprowadzenie w potowie lat osiemdziesiatych do krio-
konserwacji zarodkow ssakdéw metody witryfikacji — poz-
walajacej dzigki raptownemu schtadzaniu na bezkrysta-
liczne zestalenie (zeszklenie) cieczy (24), zaowocowato
wkrotce udanymi probami witryfikacji zarodkow owcy
(1, 10, 14, 22, 26, 27, 31, 32) (tab. 3). Nalezy podkresli¢,
ze pierwsze na §wiecie jagnigta urodzone po transferze
zarodkow owcy poddanych witryfikacji uzyskano w wy-
niku badan przeprowadzonych w Polsce (10). W ww. ba-
daniach witryfikacji poddano zarodki w stadium moruli,
uzyskujac bardzo dobre wyniki. Tymczasem w licznych
kolejnych badaniach podejmujacych zagadnienia kriokon-
serwacji zarodkow ssakow wskazywano na ogot (zwlasz-
cza u owcy i1 $wini, w mniejszym stopniu u bydta) na
wyZsza odpornosc zarodkow bardziej zaawansowanych
w rozwoju, np. ekspandowanych (rozrosnigtych) blasto-
cyst (12, 14), ale takze blastocyst wylggajacych sig lub

wyleglych z ostonki przejrzystej (14). Zalezno$¢ taka
W przypadku owcy obserwowano w zdecydowanej wigk-
szosci przeprowadzonych badan, bez wzgledu na zasto-
sowane techniki kriokonserwacji (tradycy] ne zamrazanie,
witryfikacja, a nawet najnowsze ,,otwarte” metody Witry—
fikacji z zastosowaniem probek mikroobjgtosciowych)
(cyt. 21). Metody ,,otwarte” pozwolily jednak na podnie-
sienie skutecznosci krlokonserwacp zarodkow w stadium
moruli, zwlaszcza u $wini (3) i bydta (35). W przypadku
bydta Witryﬁkacj amikroobjgtosciowa umozliwita uzyska-
nie wysokiej przezywalnosci jeszcze mtodszych stadiow
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zarodkowych, zwlaszcza zarodkow 8-16-komoérkowych
(20, 34, 35), co metodami tradycyjnego zamrazania czy
tradycyjnej witryfikacji byto nieosiagalne.

Skuteczne przeprowadzenie witryfikacji zarodkow
wymaga zastosowania wysoko stgzonego roztworu $rod-
koéw ostaniajacych. Roztwor taki zawierajacy czesto po-
nad 50-60% objetosciowych substancji, takich jak: glice-
rol, DMSO czy glikol etylenowy, jest sam z siebie oczy-
wistym zagrozeniem dla kriokonserwowanych zarodkow
(czy szerzej — dla kazdego rodzaju komorek). Jego zasto-
sowanie wymaga wielkiej troski o zminimalizowanie skut-
kéw ubocznych. Co zrozumiate, jednym z kierunkow ba-
dan nad witryfikacja zarodkow ssakow jest wigc poszu-
kiwanie stosunkowo najmniej toksycznych roztworow
witryfikacyjnych (1). Jednym z najmniej st¢zonych roz-
tworow witryfikacyjnych opisanych do dzisiaj, wykazu-
jacych zdolno$¢ do zeszklenia i do ochrony witryfikowa-
nych zarodkow, jest medium witryfikacyjne (VM) opra-
cowane dla zarodkoéw krolika (19) zawierajace 2,72-mo-
lowy glikol propylenowy (1,2 propandiol), 1,36-molowy
glicerol (w sumie 30% objetosciowych) oraz 1-molowy
roztwor sacharozy, stanowiace istotng modyfikacj¢ roz-
tworu witryfikacyjnego opisanego przez Scheffena i Mas-
sipa (25).

Celem badan byta ocena przydatnosci medium witry-
fikacyjnego (VM) do witryfikacji zarodkéw owcy w r6z-
nych stadiach rozwojowych.

Materiat i metody

Zarodki pozyskiwano od 19 superowulowanych dawczyn
w 6-7 dni od wystapienia rui, metoda chirurgiczna, wypluku-
jac je z rogébw macicy udostgpnionej dzigki laparotomii w li-
nii biatej. Dawczynie poddawano premedykacji przy pomocy
ksylazyny (Xylavet, Scanvet, Polska) w dawce 0,02 mg/kg
1 ogdlnego znieczulenia przy pomocy ketaminy (Narkomon,
Spofa, Czechy). Do pozyskiwania zarodkéw uzywano zmo-
dyfikowanego roztworu Dulbecco PBS wzbogaconego dodat-
kiem glukozy, pirogronianu i albuminy surowicy bydlgce;j
(BSA) (PB1; 37). Wszystkie odczynniki wykorzystywane
w do$wiadczeniu pochodzily z firmy Sigma (St Luis, Mo.
USA) — o ile nie podano inaczej.

Zarodki odnajdywano w pltynie PB1 przy pomocy mikro-
skopu stereoskopowego, oceniano morfologicznie, a nastep-
nie umieszczano w kroplach pozywki Menezo B2 (INRA)
wzbogaconej 10% bydlecej surowicy ptodowej (FCS) 1 inku-
bowano w inkubatorze do momentu uzycia. Do badan kwali-
fikowano zarodki prawidtowe morfologicznie, bez wzgledu
na stadium rozwojowe (od stadium moruli do wyklute;j blas-
tocysty).

W badaniach zastosowano metode witryfikacji i roztwory
opracowane wcze$niej dla zarodkow krolika (19). Stosowane
roztwory do ekwilibracji 1 witryfikacji zarodkdéw oraz do usu-
wania $srodkow ostaniajacych po rozmrozeniu (ogrzaniu) za-
rodkow oparte byly na zmodyfikowanym roztworze PB1 (36).
Koncentracj¢ soli w roztworach: ekwilibracyjnym (Isotonic
Equilibration Medium; IEM), witryfikacyjnym (Vitrification
Medium; VM) i wyplukujacym (Isotonic Sucrose Solution;
ISS) ustalano w stosunku do ostatecznej objgtosci roztworu
wraz ze $rodkami ostaniajacymi (mole/litr). Zawarto$¢ $rod-
koéw ostaniajacych w poszczegdlnych roztworach i metodg ich
przygotowania przedstawia tab. 1.

Procedura witryfikacji byta nastepujaca: zarodki umiesz-
czano w 2 ml IEM zawierajacego 10% obj. (1,36 mola) glice-
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Tab. 1. Zawarto$¢ roztworow: ekwilibracyjnego (IEM), wit-
ryfikacyjnego (VM) i wyplukujacego (ISS) zastosowanych
w badaniach (19)

Rodzaj roztworu
Sktadniki ekwilibracyjny | witryfikacyjny wyptukujacy
(IEM) (vm)* (ISS)

PB1 2 x stezony 45 mi 31,5 mi 45 ml
1,2 propandiol 20 ml 20 ml -
Glicerol 10 ml 10 ml =
Sacharoza = 34,23 g 34,23 g
H,0 ad 100 ml ad 100 ml ad 100 ml

Objasnienie: * — roztwor witryfikacyjny zawiera ok. 70% izoto-
nicznego stezenia soli, okreslonego w stosunku do objgtosci osta-
tecznej roztworu (mole/litr)

Tab. 2. Rozwéj in vitro witryfikowanych, wczesnych zarod-
kow owcy w zaleznosci od ich stadium rozwojowego

Morule Blastocysty
i blastocysty Blastocysty wylegajace sig Razem
wezesne lub wylggte

4/29 (13,8%)? 3/32 (9,4%)2 6/10 (60,0%) | 13/71 (18,3%)

Objasnienie: a rézne od b przy p < 0,05 (dwustronny test Chi-
-kwadrat z poprawka Yatesa)

rolu i 20% obj. (2,72 mola) propandiolu na okres 7-10 min.
ekwilibracji. Nastegpnie przektadano je do roztworu witryfi-
kacyjnego (VM) zawierajacego dodatkowo 1,0 mol sacharo-
zy na okres 1 min. W tym czasie zarodki umieszczano w stomce
inseminacyjnej (0,25 ml objetosci), w czgsci stomki wypet-
nionej ok. 25 ul VM. Pozostata czgs$¢ stomki wypetniona byta
uprzednio roztworem sacharozy (ISS). Poszczegdlne roztwo-
ry oddzielane byly od siebie w stomce — standardowo — nie-
wielkimi pgcherzykami powietrza. Wolny koniec stomki zgrze-
wano i stomke¢ umieszczano bezposrednio (ale stopniowo, aby
nie rozsadzil jej zamarzajacy roztwor sacharozy) w cieklym
azocie. Po kilku-kilkudziesigciu dniach przechowywania stom-
k¢ poddawano ogrzewaniu poprzez zanurzenie na ok. 7 se-
kund w wodzie o temperaturze 25°C. Nastgpnie zawarto$é
stomki ewakuowano do przygotowanego roztworu 1-molo-
wej sacharozy (ISS), a po kilku minutach odszukane zarodki
przenoszono do 0,25-molowego roztworu sacharozy. Wymy-
wanie $rodkéw ostaniajacych konczono po kolejnych 10 min.
w roztworze PB1. Zarodki oceniano morfologicznie i w celu
okreslenia ich mozliwos$ci rozwojowych in vitro umieszcza-
no je w 50 pl kroplach pozywki Menezo B2 pokrytych olejem
parafinowym (Merck) na szalkach petriego (¢ 60 mm., Cor-
ning). Szalki umieszczano w inkubatorze w temperaturze
38,5°C w atmosferze 5% tlenu, 5% dwutlenku wegla i 90%
azotu przy petnej wilgotnosci. Rozwoj zarodkéw oceniano co
24 godziny przez 3 kolejne doby. Przezywalnos¢ zarodkow
okreslano na podstawie odsetka zarodkow rozwinigtych do
stadium rosnacej blastocysty (morule) blastocysty wykluwa-
jacej sig lub wyklutej z ostonki przejrzystej (blastocysty) Iub
reekspandowanych (blastocysty wyklute lub wykluwajace sig).
Czes¢ blastocyst (z grupy najbardziej zaawansowanych w roz-
woju — wyklutych lub wykluwajacych si¢) po ok. 12 godz.
hodowli in vitro przeznaczono do oceny przezywalnosci in
vivo, przenoszac je chirurgicznie do macicy zsynchronizowa-
nych biorczyn. Zabieg transferu zarodkow przebiegat analo-
gicznie do opisanego wczesniej zabiegu ich pozyskiwania.
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Wyniki i oméwienie

Ogodtem od 19 dawczyn uzyskano 80
zarodkow 144 niezaptodnione komorki ja-
jowe. Osiem zarodkOéw uznano za niepra-
widlowe (zdegenerowane lub zatrzymane
w rozwoju). Hodowla in vitro 71 zarodkow
owcy odzyskanych po rozmrozeniu (ogrza-
niu) wykazata rézny stopien odpornosci
zarodkdw na zastosowana metodg kriokon-
serwacji, zalezny od ich stadium rozwo-
jowego (tab. 2). Okreslony in vitro odse-
tek zarodkéw wykazujacych zdolnos¢ do
rozwoju miescit si¢ w zakresie od 9,4% do
13,8% dla zarodkow w stadiach blasto-
cysty 1 moruli, do 60% w przypadku blas-
tocyst bardziej zaawansowanych w rozwo-
ju (wykluwajacych si¢ lub wyklutych
z oslonki przejrzystej). Transfer 3 zarod-
kow wykluwajacych si¢ lub wyklutych
zostonki przejrzystej do biorczyn przyniost
urodzenie si¢ 3 jagniat.

Przedstawione rezultaty wykazuja duza
zalezno$¢ efektow zastosowanej metody
witryfkacji od stadium rozwojowego wit-
ryfikowanych zarodkéw. Zadowalajacy
odsetek zarodkoéw przezywajacych proce-
dure witryfikacji uzyskano wytacznie
w grupie zarodkéw najbardziej zaawanso-
wanych w rozwoju (wyklutych lub wyklu-
wajacych si¢ z otoczki przejrzystej). Testo-
wana metoda kriokonserwacji, bardzo sku-
teczna w przypadku mtodszych (w stadium
moruli) zarodkéw krolika nie sprawdzita
si¢ wigc wobec analogicznych rozwojowo
zarodkow owcy (19). Metoda okazata si¢
natomiast dos¢ efektywna w stosunku do
zarodkéw starszych, co potwierdzaja za-
rowno testy przeprowadzone in vitro, jak
i urodzenie 3 jagniat po transferze trzech
zarodkéw do biorczyn. W tescie in vivo me-
toda okazala si¢ wigc bardzo skuteczna,
chociaz ze wzgledu na ograniczona liczbe
dostepnych biorczyn skuteczno$¢ metody
w tym aspekcie wymagalaby potwierdze-
nia na liczniejszym materiale.

Ogolnie biorac, przedstawione wyniki
potwierdzaja oplsana w piSmiennictwie
tendencjg¢ do wyzszej odpornosci zarodkow
starszych na zastosowane metody kriokon-
serwacji (13, 14, 30) (tab. 3). Z drugiej stro-
ny, uzna¢ nalezy, ze opisana tutaj metoda
witryfikacji, jakkolwiek skuteczna wobec
zarodkow krolika, gorzej sprawdza si¢
w stosunku do zarodkéw owcy. Sposrod
przyczyn takiego stanu rzeczy wymieni¢
mozna m.in. niskg zawarto$¢ substancji ma-
kroczasteczkowych w zastosowanych roz-
tworach witryfikacyjnych (IEM, VM, ISS).
W opisanym doswiadczeniu nie zastosowa-
no dodatku surowicy do wspomnianych
roztworow, ktéra, pomimo zglaszanych

Tab. 3. Dotychczasowe rezultaty witryfikacji zarodkow owcy
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Rezultat i warunki

Blastocysty
ekspandowane
i wylegajace sie

GL25%, PG25%

Stadium zarodkow Roztwor witryfikacyjny oceny Autorzy
GL35%, PG30% lub L 0 Gajda i wsp.
Morule GL30%, PR35% in vivo 50% (6/12) 1989
Morule i wezesne in vitro 36%,
blastocyst in vivo 11% i
VY GL25%, PG25% SRR AIUEEL:
BT in vitro 70%, 1990
ysly in vivo 32%
Morule i wezesne L
blastocysty in vitro 0% »
McGinnis

in vitro 33%

i Youngs 1990

Morule i blastocysty

EG 40%, Ficoll 18%,
sacharoza 0,5 M

Morule i blastocysty GL 6,5 M in vivo 29% (2/7) s""'e;”geg; wsp.
Morule in vivo 55%,
EG 6,0 M, GL1,8 M .
Blastocysty in vivo 62% Ali i Shelton
1993
Morule i blastocysty EG 5,5 :whslelcharoza in vivo 50%
Morule i blastocysty | GL 3,5 M, PG 3,5 M in vivo 52% szell Y
Morule i blastocysty GL 25%, PG 25% | in vitro od 0% do 19% Pai ;;“f”'
Ekspandujace in vitro 83%, Naitana i wsp.
blastocysty SLEH LB L in vivo 80% 1995
o o in vitro 58%,
GL 25%, EG 25% in vivo 27% R

in vitro 54%,
in vivo 38%

i Matkovic 1997

Blastocysty (IVP)

GL 25%, EG 25%

in vivo 24%

Ptak i wsp. 1999

Ekspandowane
blastocysty

GL 25%, EG 25%

in vitro 84%
in vivo 63%

Dattena i wsp.

Wezesne blastocysty
(IVP)

jw.

Ekspandowane " in vitro 68%, 2000
blastocysty (IVP) w. in vivo 15%
Morule do e
ekspandujacych GL 25%, EG 25% in vivo 50% Barllzti].n;wsp.
blastocyst
Wezesne blastocysty EG 40%, Ficoll 18%. in vitro 96%,
Y sacharoza 0,5 M in vivo 47% Zhu i wsp.
2001

in vitro 93%,
in vivo 29%

Morule do blastocyst

EG 20%, DMSO 20%

in vivo 35%

(0PS) Papadopulos
. L i wsp. 2002
Blastocysty (IVP) jw. in vivo 2,5%
Ekspandowane T ol 0 Leoni i wsp.
blastocysty (IVP) GL3,4M,EG4,6 M in vitro 87% 2002

Ekspandowane
blastocysty

Ekspandowane
blastocysty (IVP)

GL 25%, EG 25%
DMSO0 20%, EG 20%,
sacharoza 0,3 M

GL 25%, EG 25%
DMSO0 20%, EG 20%,
sacharoza 0,3 M

in vivo 57,1-62,9%

in vivo 14,7-23,8%

Dattena i wsp.
2004

Objasnienia: DMSO — dimetylosulfotlenek; GL — glicerol; PG — glikol propyle-
nowy (1,2 propandiol); EG — glikol etylenowy; M oznacza molowos¢ roztworu
(mol/litr); OPS — metoda witryfikacji mikroobjgtosciowej w otwartych wyciagnig-
tych stomkach; IVP — zarodki uzyskiwane in vitro
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czesto zastrzezen natury sanitarno-weterynaryjnej jest
wciaz powszechnie stosowana w tego typu roztworach
1 to czesto w wysokim stezeniu — np. 20%. Pomimo licz-
nych do$wiadczen z uzyciem m.in. kwasu hialuronowe-
go, poliwinylopirolidyny, alkoholu poliwinylowego czy
roznych frakcji albuminy surowicy bydlecej (BSA) (tez
nie catkiem wolnej od ryzyka wirusowej kontaminacji)
nie udato sig, jak dotad, znalez¢ lepszych od surowicy
dodatkow do roztwordw kriogenicznych. Badania prze-
prowadzone na zarodkach owcy uzyskiwanych in vitro
wykazaly istotny, korzystny wptyw surowicy zar6wno na
skuteczno$¢ samego procesu witryfikacji, jak i na efek-
tywnos$¢ procedury ogrzewania zarodkéw 1 wyplukiwa-
nia roztwordw ostaniajacych (12). Porownywany w tam-
tych badaniach alkohol poliwinylowy okazat sig istotnie
gorszy od surowicy. W roztworach uzytych w niniejszych
badaniach wystepuje jedynie niewielki dodatek BSA (ok.
1,5 g/L w roztworze witryfikacyjnym) pochodzacy z ba-
zowego roztworu PB1 zawierajacego 3 g BSA w litrze,
odpowiednio rozcienczonego przez dodatki substancji
ostaniajacych (propandiol, glicerol, sacharoza). Podob-
ny, staby efekt witryfikacji zarodkow owcy bez surowicy
uzyskano wczesniej w Hiszpanii (22). Mozna zaktadac,
ze zastosowanie dodatku surowicy podniostoby skutecz-
no$¢ kriokonserwacji zarodkéw owcy. Jednak stwierdze-
nie takiej ewentualnej poprawy skuteczno$ci roztworow
witryfikacyjnych uzupetnionych dodatkiem surowicy
wymagatoby dalszych badan. Rownoczesnie wydaje sig,
ze w $wietle prezentowanych ostatnio wynikow witryfi-
kacji zarodkéw owcy (ale takze zarodkow bydta i $wini)
coraz wigksze nadzieje na wydajne zastosowanie tych
metod w praktyce upatrywaé nalezy w metodach witryfi-
kacji zarodkéw w probkach mikroobjetosciowych (takich
jak witryfikacja w OPS) (3, 11, 20, 34, 35).

Warto rowniez zauwazy¢, ze zarodki owcy uzyskane
in vitro na og6t znacznie slabiej przezywaja kriokonser-
wacje, podobnie jak to wielokrotnie wykazano w przy-
padku zarodkow bydta (8, 11,23, 36). Totez bardzo obie-
cujace wydaja si¢ pojawiajace si¢ ostatnio w pismiennic-
twie tendencje do ukierunkowanych modyfikacji warun-
kéw hodowli in vitro, majacych na celu poprawe wybra-
nych cech zarodkéw, podnoszacych szanse przetrwania
przez zarodki procedur kriokonserwacji (28).

Reasumujac, uznaé nalezy, ze zarodki owiec wykazuja
zrdéznicowana podatnos¢ na witryfikacje przy uzyciu opi-
sanej metody. Najwyzsza podatnos¢ wykazuja zarodki
najstarsze — blastocysty wyklute lub wykluwajace si¢
z ostonki przejrzyste;j.
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