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Development of cryoconservation methods in pig embryos
Summary

This review presents evolution and current possibilities, state of knowledge and prospects for cryopreservation
of pig embryos. In the early stages the development of this technology for use in the international pig industry
was slow. Initially freezing technologies utilized the stepwise method to cryopreserve swine embryos. Conven-
tional freezing methods will not work for pigs embryos, which are extremely sensitive to slow cooling below
temperatures of approximately 15°C, since, as they cool, they undergo physiological and structural changes
that leave them incapable of normal development. Using a rapid cooling processes — vitrification — is thought to
outpace the damaging effects of slow cooling. It allows for an increase of the cryopreserved pig embryo survival
rate to more than 80% in the laboratory. At present, vitrification is regarded as an alternative to traditional
slow freezing procedures which do not offer satisfactory results for the cryopreservation of porcine embryos.
Recently a novel approach consisting of a minimum sample size, increased cooling rate from 2500 C/min to
20.000 C/min, and the use propyleno and ethyleno glicol in the vitrification solution have been effective for
crypreservation of pig embryos. Many factors such as the stage of embryonic development, cryoprotectant
toxicity, the composition of vitryfication solution, cooling and warming rates can influence the survival of pig
emryos after vitrification. Peri-hatching and hatched blastocysts tolerate slow freezing without special pre-
treatment, while morula and early blastocysts do not survive this cryopreservation procedure. Vitrification
results in higher survival rates after warming when untreated early-to-hatched-blastocysts-stage embryos are
used. An increase in cooling rate decreases sensitivity to slow freezing and may permit a reduction of

cryoprotectant concentration.
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U $win, w przeciwienstwie do innych gatunkow
zwierzat, nie opracowano dotad skutecznych 1 prostych
metod konserwacji zarodkow (13, 20). Pewne nadzie-
je wiaze si¢ z opracowaniem skutecznych metod wi-
tryfikacji gwarantujacej uzyskanie satystakcjonujacych
rezultatow. Zastosowanie gwalttownego zamrazania
pozwala unikna¢ uszkodzen powstajacych podczas
stosowania metody tradycyjnej. W efekcie uzyskuje
si¢ wzrost przezywalno$ci zarodkow $win w warun-
kach in vitro do poziomu 80%, satysfakcjonujaca liczbe
cigz oraz zwigkszenie liczby prosiat. Nowszym osia-
gnigciem w metodzie witryfikacji jest zmniejszenie
objetosci proby, zwigkszenie predkos$ci mrozenia oraz
uzycie glikolu propylenowego 1 etylenowego w roz-
tworach witryfikacyjnych, zwigkszajacych efektyw-
no$¢ procesu zamrazania zarodkow $win.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono rozwoj
1 biezace mozliwosci oraz poziom w1edzy odno$nie do
rozwoju metod kriokonserwacji zarodkow §win (11, 12).

Metoda tréjstopniowa

Pierwsze udane proby zamrazania zarodkéw $wini
przeprowadzono pod koniec lat 80. ub. wieku. Proces
mrozenia metoda trojstopniowa odbywa si¢ z predkos-

cig odp. okoto 1°C oraz 0,3°C/min. do temperatur odp.
—6°C lub —7°C oraz —35°C do —37°C. Nastegpnie za-
rodki umieszczane sa w oparach ciektego azotu (LN).
W celu uniknigcia szoku osmotycznego rozmrazanie
odbywa si¢ w temperaturze 35°C do 37°C w rozwo-
rach sacharozy 0,5-0,3 M, a nawet 0 M. (21, 22). Naj-
wyzsza efektywnosc mrozenia metoda tradycyjna do-
tyczy zarodkow w stadium ekspandujacej lub wyleg-
lej blastocysty, podczas gdy wezesne stadia rozwojo-
we (morula 1 wezesna blastocysta) zle znosily dziata-
nie niskich temperatur (7).

Jedna z podstawowych trudno$ci pojawiajacych si¢
podczas mrozenia zarodkow $win jest obecnos¢ lipi-
dow wewnatrzkomorkowych. Podczas zamrazania
dochodzi do naruszenia ich integralnosci, a w efekcie
do uszkodzenia bton cytoplazmatycznych i nieodwra-
calnych zmian degeneracyjnych (23). Najwigksze ilos-
ci lipidow stwierdza si¢ w zarodkach we wczesnych
stadiach rozwojowych (2-8-komorkowych). Jednym ze
sposobow zapobiegania uszkodzeniom powstalym
w zwiazku z obecnoscia thuszezy w zarodku jest ich
mechaniczne usunigcie z komodrek. W tym celu doko-
nywano polaryzacji ziaren thtuszczowych w cytoplaz-
mie, a nastgpnie usuwano je przy pomocy mikropipe-
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ty. Nastepnie zarodki umieszczano na 1 h w pozyw-
kach do krotkotrwatej hodowli i konserwacji z 10%
dodatkiem cielgcej surowicy ptodowej (FCS) oraz
pozywce Whittnesa z dodatkiem 1,5% BSA, o tempe-
raturze 4°C. Mechaniczne usunigcie lipidow umozli-
wilo dalszy rozwoj 60% zarodkow ze stadium 2-4 ko-
moérkowego do blastocysty. Sposréd zarodkéw mro-
zonych metoda trojstopniowa w obecnosci 1,5 M
1,2 propanodiolu zdolnos$¢ do dalszego rozwoju po roz-
mrozeniu wykazywato 40,6%, jednak stadium blasto-
cysty osiagneto zaledwie 12,5%. Dla poréwnania, po
rozmrozeniu zarodkow, z ktorych nie usuwano lipi-
dow, zaden zarodek nie wykazywat zdolnos$ci do dal-
szego rozwoju (23). Istotna przeszkoda w stosowaniu
tej metody na szeroka skale sa wysokie koszty zabie-
gu (22).

W badaniach nad efektywno$cia procesu zamraza-
nia zarodkéw zwracono takze uwagg na toksyczny
wplyw zastosowanych srodkoéw ostaniajacych. W ba-
daniach poréwnawczych oceniano wptyw trzech roz-
nych substancji ostaniajacych: glikolu etylenowego
i propylenowego oraz glicerolu. W badaniach wyko-
rzystano wytacznie wykluwajace si¢ blastocysty, kto-
re mrozono z zastosowaniem glicerolu — z dodatkiem
20% cielegcej surowicy ptodowej (FCS) i 20% suro-
wicy cielgcej Calf Supreme™ albo TCM 199 wzgled-
nie — 4% glikolu etylenowego, glikolu propylenowe-
go oraz dekstranu z dodatkiem 20% Supreme™. Pro-
ces mrozenia przezyto 44% zarodkow (29%-65%),
z ktorych przecigtnie 23% oceniono jako zdatne do
transferu po 2-godzinnej hodowli w pozywce standar-
dowej. W wyniku transferu zarodkéw urodzito sig 2-5
prosiat. Powyzsze badania dowiodty, Ze zastosowanie
dwach substancji ostaniajacych — glikolu etylenowe-
go i propylenowego — zwigksza prawdopodobienstwo
uzyskania zywego potomstwa po transferze rozmro-
zonych zarodkow (15, 17).

Stwierdzono wysokq skuteczno$¢ metody wolnego
zamrazania zarodkéw w stadium poprzedzajacym
wyklucie 1 wykluwania si¢. Wczesne stadia rozwojo-
we zarodka bez dodatkowych zabiegéw oraz manipu-
lacji wewnatrz komorkowych nie
wykazuja zdolno$ci do dalszego
rozwoju po rozmrozeniu (22,
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Witryfikacja

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonser-
wacji zarodkdw $swini koncentrowaty sig na ich witry-
fikacji. Witryfikacja, czyli zeszklenie jest procesem
gwaltownego schtadzania, ktore powoduje wzrost lep-
kos$ci skoncentrowanej mieszaniny substancji ostania-
jacych i zapobiega powstawaniu krysztaléw lodu we-
whnatrz struktury komoérkowej zarodka. Powstale amor-
ficzne formy zeszklenia umozliwiaja rOwnomierne
zawieszenie zarodkéw w cieczy, ktora zachowuje nor-
malne molekularno-jonowe funkcje, lecz przypomina
swoja strukturg cialo stale. Glowny problem w wyko-
rzystaniu tej metody stanowi opracowanie wlasciwe-
go sktadu mieszaniny witryfikacyjnej, by zneutralizo-
wacé chemiczna szkodliwo$¢ uzytych substancji na
dalszy rozwdj zarodka i uzyskaé¢ pozadana skutecz-
nos¢ metody (8, 9).

Srodki ostaniajace, stosowane podczas konserwa-
cji zarodkoéw, dzielone sa na: drobnoczasteczkowe,
rozpuszczalne w wodzie, przenikajace do wngtrza
zarodka przez blony komodrkowe, takie jak: glicerol,
DMSO, glikol etylenowy i propylenowy, zwiazki wiel-
koczasteczkowe nieprzenikajace do wngtrza komorki
ulatwiajace witryfikacjg, jak: poliwinylopirolidyna, gli-
kol polietylenowy oraz dekstran, substancje przeciw-
zamrozeniowe oraz naturalne zwiazki biatkowe.

W celu oceny sktadu roztworu witryfikacyjnego sto-
sowano: EFT sktadajaca si¢ z 7,2 M glikolu etyleno-
wego, 0,003 M ficolu i 0,3 M trechalozy; DAP 213
z2 M DMSQO, 1 M acetamidem, 3 M glikolem propy-
lenowym; DAP 213-T o sktadzie 2 M DMSO, 0,3 M
trechalozy; EPT z 4 M glikolem etylenowym 1 3,1 M
glikolem propylenowym. W tescie na toksycznos¢ za-
rodki poddawano cztero- lub jednostopniowej ekwi-
libracji. Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy
zastosowanymi roztworami witryfikacyjnymi. Odse-
tek przezywajacych zarodkéw poddanych dziataniu
mieszanin witryfikacyjnych byl nizszy niz przypadku
zarodkéw umieszczonych w pozywce nie zawieraja-
cej zwiazkow ostaniajacych. Czteroetapowa ekwilibra-

Tab. 1. Efektywno$¢ tradycyjnych metod mrozenia zarodkéw §win — substancje osla-
niajace, stadium rozwoju mrozonych zarodkoéw oraz liczba urodzonych prosiat

23). W zwiazku ze stosunkowo

Sposob mrozenia Zwigzki Stadium Przezywalno$é Lo
nlskq efektywnosc1q tradycyjnej (temperatura °C) ostaniajace rozwoju zarodka zarodkow A UL
metody konserwacji zarodkow Powl — 4 5 M DMSO PBS e Havasi

_ owoine mrozenie 0 n vivo ayasi

Swini poszukiwano alternatyw- | e, +16% FCS EXB 5 prosiq/11 zarod. | i wsp. 1989
nych metod konserwacji pozwa- pT—

. . . N , + .
lajacych na optymalizacjg proce- PoWo MOZME | 0,05% lecytyna PBS EXB d st zarod. | fae e
su mrozenia i jego wyzsza efek- |(-196°C) + 15% FCS O IR BT LR
tywnosc. ) In vitro

Tabela 1 przedstawia efektyw- Powolne mrozenie 1,5 M glicerol EXB, WB, | EXB - 51%, WB - 69% | Nagashima
nosé tradycyjnych metod mroze- |(-196°C) PBS + 16% FCS in vitro WB in vitro i wsp. 1992
nia zarodkow $wini — substancje W8 - 82%
Oslanlaj ace, Stadlum I‘OZWOJu Powolne mrozenie 1,4 M glicerol WB In vivo Fujino
mroZonych zarodkow oraz licz- (=196°C) + 10% z6ttka jaja 1 prosig/6 zarod. iwsp. 1993

be urodzonych prosiat.

Objasnienia: stadium zarodka EXB —

ekspandujaca blastocysta, WB — wczesna blastocysta
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cja byla korzystniejsza niz jednostopniowa, szczegol-
nie w odniesieniu do blastocyst. Nie stwierdzono istot-
nych roéznic pomigdzy zastosowanymi roztworami
witryfikacyjnymi w odniesieniu do metody czteroeta-
powej. Okreslajac skutecznos¢ protokotu witryfika-
cji zarodki poddane zostatly szybkiemu mrozeniu
w 0,25 ml stomkach, ktére umieszczono w cieklym
azocie (LN). Po rozmrozeniu nie stwierdzono znacza-
cych r6znic w odniesieniu do odseteka rozwijajacych
si¢ zarodkow; we wszystkich probach byt on podob-
ny, z wyjatkiem blastocyst z grupy EPT, w ktorej wsku-
tek mrozenia zamierato 60-100% zarodkow (26).

Waznym elementem protokotu witryfikacji jest
ekwilibracja stosowana przed umieszczaniem zarod-
kéw w roztworze witryfikacyjnym, a nastgpnie pod-
czas usuwania substancji ostaniajacych, polegajaca
odpowiednio na przenoszeniu zarodkoéw z roztworu
witryfikacyjnego o nizszym st¢zeniu do roztworu
o0 stgzeniu wyzszym w przypadku zamrazania zarod-
kéw 1 odwrotnie w przypadku ich rozmrazania. Pro-
ces ten prowadzi do dehydratacji zarodkow, a wodg
zastepuje stezona substancja ostaniajaca. Zarodki pod-
dawano 5- lub 15-minutowej ekspozycjina 2 M glikol
etylenowy, a nast¢pnie umieszczano w stomkach o poj.
1,25 ml w 8 M EG z dodatkiem 7% roztworu poliwi-
nylopirolidyny (PVP) i ciagu 40 s wprowadzano do
cieklego azotu (LN). Po rozmrozeniu z zarodkéw usu-
wano 2 M EG stosujac roztwor 1,7 M galaktozy i pod-
dawano hodowli w modyfikowanej pozywce CZB. Po
48 h hodowli procentowa przezywalno$¢ poddawanych
witryfikacji zarodkow w stadium wczesnej blastocys-
ty wynosita 21%, blastocysty 32% i1 p6znej blastocys-
ty 13%, przy metodzie bezposredniej, 9,40 1 21% dla
jednostopniowej ekwlibracji oraz 35, 85 1 71% przy
dwustopniowej ekwilibracji (18). Zblizone wyniki
uzyskiwano wowczas, gdy jako srodkoéw ostaniajacych
uzyto EG i jego kombinacji z PVP. Zarodki poddano
5-minutowej ekspozycji na 2 M EG, a nastgpnie
umieszczano w stomkach w 8 M mieszaninie wym.
srodkow ostaniajacych i wprowadzono do LN. Po roz-
mrozeniu zarodki hodowano w pozywce CZM. Prze-
zywalnos¢ wezesnych, wykluwajacych si¢ i poznych
blastocyst wynosita w hodowli in vitro po 24 h 39,6
120,3%, apo 48 h 251 13%. Sposrdd zarodkow beda-
cych w pigciu réznych stadiach rozwojowych, podda-
nych witryfikacji 1 zamrozonych na dwa dni w ciek-
tym azocie po 48 h przezyto do 100% wykluwajacych
si¢ 1 20% pdznych blastocyst (19). Fakt ten wskazuje,
ze oprocz ekwilibracji, niezbedny jest takze odpowied-
ni dobor parametrow wirtyfikacji oraz zwiazkow osla-
niajacych (15, 18). Natomiast rodzaj stosowanych
zwiazkow ostaniajacych w mieszaninie witryfikacyj-
nej nie ma decydujacego wptywu na efektywno$¢ wit-
ryfikacji. Poszczegdlne stadia rozwojowe zarodkow
$wini wymagaja zastosowania odpowiednich kombi-
nacji substancji ostaniajacych (15).
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»0twarte” metody witryfikacji

Ostatnio opracowano tzw. otwarte metody witryfi-
kacji. Termin metody ,,otwarte” wynika z faktu bez-
posredniego kontaktu witryfikowanego ptynu z ciek-
tym azotem. Czgsciej metody te okresla si¢ jako me-
tody witryfikacji w zminimalizowanych prébach lub
kroplach. Wsréd nich wyro6znia si¢ cztery metody: OPS
(Open Pulled Straw), ktéra opiera si¢ na maksymal-
nym ograniczeniu ilo$ci pltynu zawierajacego witryfi-
kowane zarodki (bydto, $winie), metode kropelkowa,
w ktorej witryfikacja zarodkéw zachodzi w kropli roz-
tworu, wprowadzanego w opary cieklego azotu (byd-
to, $winie), metode petelkowa stosowana przy krio-
konserwacji zarodkow chomika i czlowieka, a pole-
gajaca na nanoszeniu zarodkow na nylonowa ni¢ oraz
metodg siateczki mikroskopowej, w ktorej na miedzia-
na siateczke o $rednicy oczek 3 um nanosi si¢ roztwor
substancji ostaniajacych wraz z zarodkami, a nastgp-
nie umieszcza w ciektym azocie. Zaleta tych metod
jest osiagnigcie tempa zamrazania zarodkOw w grani-
cach od 10 do 40 tys. °C/min. w efekcie szybszego
przejs$cia komorek przez szkodliwy dla nich przedziat
temperatur (od +20°C do —20°C), wyeliminowania
stezonych Srodkow ostaniajacych oraz skrdcenia cza-
su przebywania zarodkow w mieszaninie roztworow
witryfikacyjnych do ok. 20-30 sekund. Sam proces ze-
szklenia jest szybszy i skuteczniejszy (24).

Rodzaj mieszaniny witryfikacyjnej 1 genotyp zarod-
ka miaty wplyw na efektywnos¢ OPS. Zarodki loszek
rasy wielkiej biatej (LWh) oraz meishan (MS) umiesz-
czano w dwoch réznych roztworach witryfikacyjnych,
z ktorych pierwszy zawierat TCM (zbuforowany he-
pes TCM199 z dodatkiem 20% pozywki NBCS), dru-
gi natomiast PBS (PBS z dodatkiem 20% pozywki
NBCS). Po dwustopniowej ekwilibracji w glikolu ety-
lenowym, sulfotlenku dwumetylu (DMSO) i sacharo-
zy 2-5 blastocyst umieszczano w stomkach OPS i za-
nurzano w cieklym azocie. Po rozmrozeniu blastocys-
ty $win LWh, zamrazane w PBS wykazywatly nizsza
przezywalno$¢ w warunkach in vitro niz zarodki §win
MS (27 wobec 67%). Zarodki umieszczane w miesza-
ninie zawierajacej] TCM wykazywaty poréwnywalna
przezywalnos¢ (LWh — 41%, MS — 43%). Odsetek
przezywajacych morul umieszczanych w PBS byt nis-
ki iwynosit 11% dla LWh i 14% dla MS. Zanotowano
takze pewne roznice w odniesieniu do efektywnosci
transferu zarodkow u obu ras §win. Przyktadowo, do-
konujac transferu 20 blastocyst u §win rasy MS, uzys-
kiwano $rednio 4 prosigta, podczas gdy u $win rasy
LWh — 5 prosiat.

W innych badaniach uzyskiwano 80% odsetek loch
cigzarnych w 25 dniu ciazy oraz 70% poziom wypro-
szen, dokonujac transferu 20 morul do kazdej z 10
przygotowanych uprzednio biorczyn. Morule z niena-
ruszong ostonka przejrzysta poddawano witryfikacji
po dwustopniowej ekwilibracji z zastosowaniem gli-
kolu etylenowego, DMSO i sacharozy w TCM199
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z 20% pozywka NBCS. W badaniach uzywano zmo-
dyfikowanej mieszaniny witryfikacyjnej stosowanej do
zamrazania zarodkow myszy — NCSU23 z dodatkiem
cytochalazyny B. Dodatek cytochalazyny B zapobie-
ga depolimeryzacji aktyny w strukturach cytoszkiele-
tu komorek zarodka. Po ekwilibracji w glikolu etyle-
nowym zarodki umieszczano w ciektym azocie i szyb-
ko zamrazano w temperaturze —204°C (4). W bada-
niach terenowych po transferze wczesnych blastocyst
mrozonych metoda OPS uzyskiwano 29% ciazy. Od-
setek rodzacych loszek wynosit 21,6%, a przecigtna
liczba prosiat w miocie 8,2. RdOwnoczes$nie nie stwier-
dzono znaczacych roézni¢ w liczbie rodzacych sig pro-
siat w odniesieniu do zarodkow pozyskiwanych od loch
lub loszek. Efektywnos¢ OPS moze by¢ zalezna od
typu stomek stosowanych podczas procesu mrozenia.
Dotychczas uzywano stomek zgrzewanych na koncach
typu heat-sealed (HS) oraz stomek o otwartych zakon-
czeniach tzw. open straw (OS). Przezywalnos¢ po roz-
mrozeniu, przy zastosowaniu stomek OS w odniesie-
niu do blastocyst wyniosta zardbwno po 24, jak i1 48
godzinach 58,8%. Tymczasem po zastosowaniu sto-
mek HS przezylo w analogicznych okresach tylko
15,4% zarodkow. Przezywalnos$¢ zarodkow traktowa-
nych cytochalazyna B i witryfikowanych w 6,5 M gli-
cerolu oraz 6% BSA po ich zamrozeniu w stomkach
HS lub OS znaczaco poprawiato wirowanie. W przy-
padku stosowania stomek HS przezywato po 24 godz.
62,8%, a po 48 godz. 60,5% zarodkoéw oraz w przy-
padku stomek OS — 75 1 63,3% zarodkow po 24 i 48
godzinach. Umieszczenie zarodkéw w cytochalazynie
B oraz witryfikowanie w 8 M glikolu etylenowym i 7%
PVP przezywalnos¢ przypadku zastosowania stomek
OS pozwalato poprawi¢ przezywalno$¢ zarodkdéw po
24 godzinach do 80 1 76,7% po 48 godzinach hodowli
(7, 18).

W metodach ,,otwartych” witryfikacja zarodkéw we
weczesnych stadiach rozwojowych pozwala po rozmro-
zeniu na rozwoj wigkszej liczby zarodkoéw oraz zmniej-
sza ryzyka niekorzystnego wptywu czynnikow ze-
wnetrznych (mikroorganizmy chorobotworcze) (4).
Stwierdzono réwniez, ze decydujacy wplyw na nieod-
wracalne zniszczenia struktury cytoszkieletu zarodka
we wcezesnym stadium rozwoju wywiera temperatura
mrozenia (—196°C). Niekorzystny wptyw st¢zonych
substancji ostaniajacych oceniany jest jako drugorzed-
ny. Zastosowanie cyto-B nie powoduje wzrostu prze-
zywalno$ci mrozonych zarodkéw poddawanych
uprzednio procesowi witryfikacji, jednak zwigksza
trzykrotnie odsetek przezywajacych zarodkoéw w sta-
dium ekspandujacej blastocysty (do 60%) i wyleglej
blastocysty, o ile ich $rednica jest mniejsza od 400 pm
(do 90%) (7).

Metoda OPS gwarantuje po rozmrozeniu do$¢ wy-
soka przezywalno$¢ zarodkow $wini w stadium mo-
ruli i blastocysty. Dowodza tego badania, w ktorych
po wczesniejszej hodowli zarodkow w pozywce
NCSU-23 poddawano je 2-stopniowej ekwilibracji
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w mieszaninie witryfikacyjnej EFS zawierajacej 40%
glikolu etylenowego, 18% fikolu i 0,3 sacharozy. Na-
stgpnie zarodki przenoszono do stomek, mrozono
i przechowywano w ciektym azocie od 3 do 6 miesig-
cy. Po rozmrozeniu i usunigciu substancji oslaniaja-
cych zarodki przenoszono do jajowodu lub macicy
biorczyn. Sposrdd 8 biorczyn, ktorym wprowadzono
do jajowoddéw ogotem 147 blastocyst, u 5 stwierdzo-
no ciaze w 30. dniu po zabiegu, uzyskujac od 3 (37,5%)
po oproszeniu 18 prosiat (13). W wyniki domacicznej
transplantacji zarodkdw nie uzyskano ich pelnego roz-
WOoju in vivo.

Obecnie prowadzone sa badania nad udoskonale-
niem metody OPS dla zarodkéw we wczesnych sta-
diach rozwoju (tj. moruli i wczesnej blastocysty) i nie-
naruszong ostonka przejrzysta. Istotnym czynnikiem,
majacym wptyw na efektywno$¢ metody jest w tym
przypadku predkos¢ zamrazania. Mozna ja znaczaco
przyspieszy¢, stosujac stomki typu SOPS (superfine
open pulled straw) oraz aparat Vit-Master, pracujacy
w warunkach obnizonego cisnienia i umozliwiajacy
obnizenie temperatury LN, do—-210°C. Dowodza tego
badania, w ktorych zarodki poddawano witryfikacji
z zastosowaniem mieszaniny TCM 199 z dodatkiem
20% plodowej surowicy cielgcej wedtug protokétu
opisanego przez Berthelotego i wsp. (3, 5) 1 bez-
posrednio po czterostopniowej ekwilibracji, w liczbie
4 do 6 sztuk przenoszono do stomek typu SOPS lub
OPS oraz umieszczono pionowo w LN. Pozostata
cz¢$¢ zarodkoéw w stomkach typu SOPS wprowadza-
no do aparatu Vit-Master. Po 15 dniach przechowy-
wania zarodki rozmrazono i ekwilibrowano w pozyw-
ce TCM-NBCS, a nastepnie poddawano hodowli in
vitro przez 96 h w pozywce TCM 199 z dodatkiem
10% FCS, w temperaturze 39°C, z 5% zawarto$cia CO,
w powietrzu. Odsetek zarodkow w stadium moruli
przezywajacych proces mrozenia przy uzyciu OPS,
SOPS oraz Vit-Master — SOPS wynidst 56,3%, 57,4%
oraz 67,6%, natomiast w stadium wczesnej blastocys-
ty — 81,8%, 76,9% 1 94,7%. Redukcja grubosci $cian
stomki oraz minimalizacja objgtosci proby zastosowa-
na w rurkach typu SOPS pozwolity na zwigkszenie
predkosci mrozenia nawet do 40 000°C/min. Okreslo-
no roéwniez optymalna szybko$¢ mrozenia zarodkow
$win na nie wigksza niz 20 000°C/min. (5).

Stosunkowo najnowszym osiagnigciem w procesie
mrozenia zarodkow $win jest zastosowanie kropelko-
wej metody witryfikacji. Umozliwia ona pominigcie
dodatkowych zabiegow (wstepna hodowla zarodka)
oraz manipulacji wewnatrzkomoérkowych. Zarodki
w stadium moruli 1 wezesnej blastocysty umieszczane
sa bezposrednio w roztworze witryfikacyjnym, za-
wierajacym 40% glikol etylenowy 0,6 M sacharozg
1 2% glikol polietylenowy (ESP). Po przeprowadze-
niu tr6j- lub czterostopniowej ekwilibracji, zarodki
umieszczone w kropli o maksymalnej objegtosci 1 pl
przenoszono na czubek pipety. Formujaca si¢ na nim
krople schtadzano, a nastgpnie zanurzano w parach
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ciektego azotu. Po odcigciu kropla ESP wraz z kon-
cowka pipety przechowywana jest w specjalnej tubie.
Po rozmrozeniu zarodkéw i ich inkubacji in vitro od-
setek rozwijajacych si¢ morul 1 wezesnych blastocyst
wynosit odpowiednio: 91,3 169,6%. Wysoki byt takze
odsetek urodzonych prosiat w stosunku do liczby za-
rodkéw przeniesionych do macicy pigciu biorczyn,
ktéry dla morul wynosit 31,4%, a dla blastocyst 20%
(21). Reasumujac, zastosowanie ultraszybkich metod
mrozenia umozliwia mrozenie zarodkow we wczes-
nych stadiach rozwoju. Tym samym pomina¢ mozna
proces usuwania zwiazkow lipidowych, stabilizacje cy-
toszkieletu lub odwirowywanie substancji ostaniaja-
cych (5).
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