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Przenoszenie zarodków owcy ma z wielu powodów
mniejsze praktyczne znaczenie ni¿ przenoszenie zarod-
ków byd³a. Jednak bywa u¿yteczne zarówno w praktyce
hodowlanej tego gatunku, jak i w do�wiadczalnictwie (5).
Zarodki owcy zarówno pozyskiwane in vivo, jak i produ-
kowane in vitro by³y w przesz³o�ci i s¹ nadal czêsto wy-
korzystywane m.in. do badañ nad klonowaniem zwierz¹t
(bli�niêta monozygotyczne, owca Dolly) czy nad kriokon-
serwacj¹. W tym drugim przypadku zarodki owcy trak-
towane by³y czêsto jako model w badaniach nad krio-
konserwacj¹ zarodków byd³a, ale wystêpowa³y te¿ jako
samoistny obiekt badawczy.

Tradycyjne zamra¿anie zarodków metodami powolne-
go sch³adzania zawdziêcza zarodkom owcy tzw. skróco-
n¹ (lub dwustopniow¹) metodê mro¿enia, w której po-
wolne sch³adzanie przerywano umieszczeniem próbek
w ciek³ym azocie ju¿ w temperaturach ok. �30°C, umo¿-
liwiaj¹c¹ prawie trzykrotne skrócenie ca³ej procedury
zamra¿ania, wymagaj¹cej pocz¹tkowo nawet ok. 6 go-
dzin sch³adzania (38). W tym samym czasie tak¿e w na-
szym kraju prowadzone by³y podobne badania nad krio-
konserwacj¹ zarodków owcy (29, 30), a nieco pó�niej
m.in. nad wykorzystaniem nowego wówczas �rodka os³a-
niaj¹cego � metanolu, którego efektywno�æ porównywano
z tradycyjnie u¿ywanym dimetylosulfotlenkiem (DMSO)
(7), oraz nad zamra¿aniem zarodków owcy podzielonych
mikrochirurgicznie na dwie po³owy w celu uzyskania mo-
nozygotycznych bli�ni¹t (6).

Wprowadzenie w po³owie lat osiemdziesi¹tych do krio-
konserwacji zarodków ssaków metody witryfikacji � poz-
walaj¹cej dziêki raptownemu sch³adzaniu na bezkrysta-
liczne zestalenie (zeszklenie) cieczy (24), zaowocowa³o
wkrótce udanymi próbami witryfikacji zarodków owcy
(1, 10, 14, 22, 26, 27, 31, 32) (tab. 3). Nale¿y podkre�liæ,
¿e pierwsze na �wiecie jagniêta urodzone po transferze
zarodków owcy poddanych witryfikacji uzyskano w wy-
niku badañ przeprowadzonych w Polsce (10). W ww. ba-
daniach witryfikacji poddano zarodki w stadium moruli,
uzyskuj¹c bardzo dobre wyniki. Tymczasem w licznych
kolejnych badaniach podejmuj¹cych zagadnienia kriokon-
serwacji zarodków ssaków wskazywano na ogó³ (zw³asz-
cza u owcy i �wini, w mniejszym stopniu u byd³a) na
wy¿sz¹ odporno�æ zarodków bardziej zaawansowanych
w rozwoju, np. ekspandowanych (rozro�niêtych) blasto-
cyst (12, 14), ale tak¿e blastocyst wylêgaj¹cych siê lub
wylêg³ych z os³onki przejrzystej (14). Zale¿no�æ tak¹
w przypadku owcy obserwowano w zdecydowanej wiêk-
szo�ci przeprowadzonych badañ, bez wzglêdu na zasto-
sowane techniki kriokonserwacji (tradycyjne zamra¿anie,
witryfikacja, a nawet najnowsze �otwarte� metody witry-
fikacji z zastosowaniem próbek mikroobjêto�ciowych)
(cyt. 21). Metody �otwarte� pozwoli³y jednak na podnie-
sienie skuteczno�ci kriokonserwacji zarodków w stadium
moruli, zw³aszcza u �wini (3) i byd³a (35). W przypadku
byd³a witryfikacja mikroobjêto�ciowa umo¿liwi³a uzyska-
nie wysokiej prze¿ywalno�ci jeszcze m³odszych stadiów
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zarodkowych, zw³aszcza zarodków 8-16-komórkowych
(20, 34, 35), co metodami tradycyjnego zamra¿ania czy
tradycyjnej witryfikacji by³o nieosi¹galne.

Skuteczne przeprowadzenie witryfikacji zarodków
wymaga zastosowania wysoko stê¿onego roztworu �rod-
ków os³aniaj¹cych. Roztwór taki zawieraj¹cy czêsto po-
nad 50-60% objêto�ciowych substancji, takich jak: glice-
rol, DMSO czy glikol etylenowy, jest sam z siebie oczy-
wistym zagro¿eniem dla kriokonserwowanych zarodków
(czy szerzej � dla ka¿dego rodzaju komórek). Jego zasto-
sowanie wymaga wielkiej troski o zminimalizowanie skut-
ków ubocznych. Co zrozumia³e, jednym z kierunków ba-
dañ nad witryfikacj¹ zarodków ssaków jest wiêc poszu-
kiwanie stosunkowo najmniej toksycznych roztworów
witryfikacyjnych (1). Jednym z najmniej stê¿onych roz-
tworów witryfikacyjnych opisanych do dzisiaj, wykazu-
j¹cych zdolno�æ do zeszklenia i do ochrony witryfikowa-
nych zarodków, jest medium witryfikacyjne (VM) opra-
cowane dla zarodków królika (19) zawieraj¹ce 2,72-mo-
lowy glikol propylenowy (1,2 propandiol), 1,36-molowy
glicerol (w sumie 30% objêto�ciowych) oraz 1-molowy
roztwór sacharozy, stanowi¹ce istotn¹ modyfikacjê roz-
tworu witryfikacyjnego opisanego przez Scheffena i Mas-
sipa (25).

Celem badañ by³a ocena przydatno�ci medium witry-
fikacyjnego (VM) do witryfikacji zarodków owcy w ró¿-
nych stadiach rozwojowych.

Materia³ i metody
Zarodki pozyskiwano od 19 superowulowanych dawczyñ

w 6-7 dni od wyst¹pienia rui, metod¹ chirurgiczn¹, wyp³uku-
j¹c je z rogów macicy udostêpnionej dziêki laparotomii w li-
nii bia³ej. Dawczynie poddawano premedykacji przy pomocy
ksylazyny (Xylavet, Scanvet, Polska) w dawce 0,02 mg/kg
i ogólnego znieczulenia przy pomocy ketaminy (Narkomon,
Spofa, Czechy). Do pozyskiwania zarodków u¿ywano zmo-
dyfikowanego roztworu Dulbecco PBS wzbogaconego dodat-
kiem glukozy, pirogronianu i albuminy surowicy bydlêcej
(BSA) (PB1; 37). Wszystkie odczynniki wykorzystywane
w do�wiadczeniu pochodzi³y z firmy Sigma (St Luis, Mo.
USA) � o ile nie podano inaczej.

Zarodki odnajdywano w p³ynie PB1 przy pomocy mikro-
skopu stereoskopowego, oceniano morfologicznie, a nastêp-
nie umieszczano w kroplach po¿ywki Menezo B2 (INRA)
wzbogaconej 10% bydlêcej surowicy p³odowej (FCS) i inku-
bowano w inkubatorze do momentu u¿ycia. Do badañ kwali-
fikowano zarodki prawid³owe morfologicznie, bez wzglêdu
na stadium rozwojowe (od stadium moruli do wyklutej blas-
tocysty).

W badaniach zastosowano metodê witryfikacji i roztwory
opracowane wcze�niej dla zarodków królika (19). Stosowane
roztwory do ekwilibracji i witryfikacji zarodków oraz do usu-
wania �rodków os³aniaj¹cych po rozmro¿eniu (ogrzaniu) za-
rodków oparte by³y na zmodyfikowanym roztworze PB1 (36).
Koncentracjê soli w roztworach: ekwilibracyjnym (Isotonic
Equilibration Medium; IEM), witryfikacyjnym (Vitrification
Medium; VM) i wyp³ukuj¹cym (Isotonic Sucrose Solution;
ISS) ustalano w stosunku do ostatecznej objêto�ci roztworu
wraz ze �rodkami os³aniaj¹cymi (mole/litr). Zawarto�æ �rod-
ków os³aniaj¹cych w poszczególnych roztworach i metodê ich
przygotowania przedstawia tab. 1.

Procedura witryfikacji by³a nastêpuj¹ca: zarodki umiesz-
czano w 2 ml IEM zawieraj¹cego 10% obj. (1,36 mola) glice-

rolu i 20% obj. (2,72 mola) propandiolu na okres 7-10 min.
ekwilibracji. Nastêpnie przek³adano je do roztworu witryfi-
kacyjnego (VM) zawieraj¹cego dodatkowo 1,0 mol sacharo-
zy na okres 1 min. W tym czasie zarodki umieszczano w s³omce
inseminacyjnej (0,25 ml objêto�ci), w czê�ci s³omki wype³-
nionej ok. 25 µl VM. Pozosta³a czê�æ s³omki wype³niona by³a
uprzednio roztworem sacharozy (ISS). Poszczególne roztwo-
ry oddzielane by³y od siebie w s³omce � standardowo � nie-
wielkimi pêcherzykami powietrza. Wolny koniec s³omki zgrze-
wano i s³omkê umieszczano bezpo�rednio (ale stopniowo, aby
nie rozsadzi³ jej zamarzaj¹cy roztwór sacharozy) w ciek³ym
azocie. Po kilku-kilkudziesiêciu dniach przechowywania s³om-
kê poddawano ogrzewaniu poprzez zanurzenie na ok. 7 se-
kund w wodzie o temperaturze 25°C. Nastêpnie zawarto�æ
s³omki ewakuowano do przygotowanego roztworu 1-molo-
wej sacharozy (ISS), a po kilku minutach odszukane zarodki
przenoszono do 0,25-molowego roztworu sacharozy. Wymy-
wanie �rodków os³aniaj¹cych koñczono po kolejnych 10 min.
w roztworze PB1. Zarodki oceniano morfologicznie i w celu
okre�lenia ich mo¿liwo�ci rozwojowych in vitro umieszcza-
no je w 50 µl kroplach po¿ywki Menezo B2 pokrytych olejem
parafinowym (Merck) na szalkach petriego (ö 60 mm., Cor-
ning). Szalki umieszczano w inkubatorze w temperaturze
38,5°C w atmosferze 5% tlenu, 5% dwutlenku wêgla i 90%
azotu przy pe³nej wilgotno�ci. Rozwój zarodków oceniano co
24 godziny przez 3 kolejne doby. Prze¿ywalno�æ zarodków
okre�lano na podstawie odsetka zarodków rozwiniêtych do
stadium rosn¹cej blastocysty (morule) blastocysty wykluwa-
j¹cej siê lub wyklutej z os³onki przejrzystej (blastocysty) lub
reekspandowanych (blastocysty wyklute lub wykluwaj¹ce siê).
Czê�æ blastocyst (z grupy najbardziej zaawansowanych w roz-
woju � wyklutych lub wykluwaj¹cych siê) po ok. 12 godz.
hodowli in vitro przeznaczono do oceny prze¿ywalno�ci in
vivo, przenosz¹c je chirurgicznie do macicy zsynchronizowa-
nych biorczyñ. Zabieg transferu zarodków przebiega³ analo-
gicznie do opisanego wcze�niej zabiegu ich pozyskiwania.
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Tab. 1. Zawarto�æ roztworów: ekwilibracyjnego (IEM), wit-
ryfikacyjnego (VM) i wyp³ukuj¹cego (ISS) zastosowanych
w badaniach (19)

Obja�nienie: * � roztwór witryfikacyjny zawiera ok. 70% izoto-
nicznego stê¿enia soli, okre�lonego w stosunku do objêto�ci osta-
tecznej roztworu (mole/litr)

Tab. 2. Rozwój in vitro witryfikowanych, wczesnych zarod-
ków owcy w zale¿no�ci od ich stadium rozwojowego
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Wyniki i omówienie
Ogó³em od 19 dawczyñ uzyskano 80

zarodków i 44 niezap³odnione komórki ja-
jowe. Osiem zarodków uznano za niepra-
wid³owe (zdegenerowane lub zatrzymane
w rozwoju). Hodowla in vitro 71 zarodków
owcy odzyskanych po rozmro¿eniu (ogrza-
niu) wykaza³a ró¿ny stopieñ odporno�ci
zarodków na zastosowan¹ metodê kriokon-
serwacji, zale¿ny od ich stadium rozwo-
jowego (tab. 2). Okre�lony in vitro odse-
tek zarodków wykazuj¹cych zdolno�æ do
rozwoju mie�ci³ siê w zakresie od 9,4% do
13,8% dla zarodków w stadiach blasto-
cysty i moruli, do 60% w przypadku blas-
tocyst bardziej zaawansowanych w rozwo-
ju (wykluwaj¹cych siê lub wyklutych
z os³onki przejrzystej). Transfer 3 zarod-
ków wykluwaj¹cych siê lub wyklutych
z os³onki przejrzystej do biorczyñ przyniós³
urodzenie siê 3 jagni¹t.

Przedstawione rezultaty wykazuj¹ du¿¹
zale¿no�æ efektów zastosowanej metody
witryfkacji od stadium rozwojowego wit-
ryfikowanych zarodków. Zadowalaj¹cy
odsetek zarodków prze¿ywaj¹cych proce-
durê witryfikacji uzyskano wy³¹cznie
w grupie zarodków najbardziej zaawanso-
wanych w rozwoju (wyklutych lub wyklu-
waj¹cych siê z otoczki przejrzystej). Testo-
wana metoda kriokonserwacji, bardzo sku-
teczna w przypadku m³odszych (w stadium
moruli) zarodków królika nie sprawdzi³a
siê wiêc wobec analogicznych rozwojowo
zarodków owcy (19). Metoda okaza³a siê
natomiast do�æ efektywna w stosunku do
zarodków starszych, co potwierdzaj¹ za-
równo testy przeprowadzone in vitro, jak
i urodzenie 3 jagni¹t po transferze trzech
zarodków do biorczyñ. W te�cie in vivo me-
toda okaza³a siê wiêc bardzo skuteczna,
chocia¿ ze wzglêdu na ograniczon¹ liczbê
dostêpnych biorczyñ skuteczno�æ metody
w tym aspekcie wymaga³aby potwierdze-
nia na liczniejszym materiale.

Ogólnie bior¹c, przedstawione wyniki
potwierdzaj¹ opisan¹ w pi�miennictwie
tendencjê do wy¿szej odporno�ci zarodków
starszych na zastosowane metody kriokon-
serwacji (13, 14, 30) (tab. 3). Z drugiej stro-
ny, uznaæ nale¿y, ¿e opisana tutaj metoda
witryfikacji, jakkolwiek skuteczna wobec
zarodków królika, gorzej sprawdza siê
w stosunku do zarodków owcy. Spo�ród
przyczyn takiego stanu rzeczy wymieniæ
mo¿na m.in. nisk¹ zawarto�æ substancji ma-
krocz¹steczkowych w zastosowanych roz-
tworach witryfikacyjnych (IEM, VM, ISS).
W opisanym do�wiadczeniu nie zastosowa-
no dodatku surowicy do wspomnianych
roztworów, która, pomimo zg³aszanych

Obja�nienia: DMSO � dimetylosulfotlenek; GL � glicerol; PG � glikol propyle-
nowy (1,2 propandiol); EG � glikol etylenowy; M oznacza molowo�æ roztworu
(mol/litr); OPS � metoda witryfikacji mikroobjêto�ciowej w otwartych wyci¹gniê-
tych s³omkach; IVP � zarodki uzyskiwane in vitro

Tab. 3. Dotychczasowe rezultaty witryfikacji zarodków owcy
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czêsto zastrze¿eñ natury sanitarno-weterynaryjnej jest
wci¹¿ powszechnie stosowana w tego typu roztworach
i to czêsto w wysokim stê¿eniu � np. 20%. Pomimo licz-
nych do�wiadczeñ z u¿yciem m.in. kwasu hialuronowe-
go, poliwinylopirolidyny, alkoholu poliwinylowego czy
ró¿nych frakcji albuminy surowicy bydlêcej (BSA) (te¿
nie ca³kiem wolnej od ryzyka wirusowej kontaminacji)
nie uda³o siê, jak dot¹d, znale�æ lepszych od surowicy
dodatków do roztworów kriogenicznych. Badania prze-
prowadzone na zarodkach owcy uzyskiwanych in vitro
wykaza³y istotny, korzystny wp³yw surowicy zarówno na
skuteczno�æ samego procesu witryfikacji, jak i na efek-
tywno�æ procedury ogrzewania zarodków i wyp³ukiwa-
nia roztworów os³aniaj¹cych (12). Porównywany w tam-
tych badaniach alkohol poliwinylowy okaza³ siê istotnie
gorszy od surowicy. W roztworach u¿ytych w niniejszych
badaniach wystêpuje jedynie niewielki dodatek BSA (ok.
1,5 g/L w roztworze witryfikacyjnym) pochodz¹cy z ba-
zowego roztworu PB1 zawieraj¹cego 3 g BSA w litrze,
odpowiednio rozcieñczonego przez dodatki substancji
os³aniaj¹cych (propandiol, glicerol, sacharoza). Podob-
ny, s³aby efekt witryfikacji zarodków owcy bez surowicy
uzyskano wcze�niej w Hiszpanii (22). Mo¿na zak³adaæ,
¿e zastosowanie dodatku surowicy podnios³oby skutecz-
no�æ kriokonserwacji zarodków owcy. Jednak stwierdze-
nie takiej ewentualnej poprawy skuteczno�ci roztworów
witryfikacyjnych uzupe³nionych dodatkiem surowicy
wymaga³oby dalszych badañ. Równocze�nie wydaje siê,
¿e w �wietle prezentowanych ostatnio wyników witryfi-
kacji zarodków owcy (ale tak¿e zarodków byd³a i �wini)
coraz wiêksze nadzieje na wydajne zastosowanie tych
metod w praktyce upatrywaæ nale¿y w metodach witryfi-
kacji zarodków w próbkach mikroobjêto�ciowych (takich
jak witryfikacja w OPS) (3, 11, 20, 34, 35).

Warto równie¿ zauwa¿yæ, ¿e zarodki owcy uzyskane
in vitro na ogó³ znacznie s³abiej prze¿ywaj¹ kriokonser-
wacjê, podobnie jak to wielokrotnie wykazano w przy-
padku zarodków byd³a (8, 11, 23, 36). Tote¿ bardzo obie-
cuj¹ce wydaj¹ siê pojawiaj¹ce siê ostatnio w pi�miennic-
twie tendencje do ukierunkowanych modyfikacji warun-
ków hodowli in vitro, maj¹cych na celu poprawê wybra-
nych cech zarodków, podnosz¹cych szanse przetrwania
przez zarodki procedur kriokonserwacji (28).

Reasumuj¹c, uznaæ nale¿y, ¿e zarodki owiec wykazuj¹
zró¿nicowan¹ podatno�æ na witryfikacjê przy u¿yciu opi-
sanej metody. Najwy¿sz¹ podatno�æ wykazuj¹ zarodki
najstarsze � blastocysty wyklute lub wykluwaj¹ce siê
z os³onki przejrzystej.
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