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pracowanie efektywnych metod kriokonser-

wacji oocytow i zarodkow $wini, ktore na tle
innych gatunkoéw zwierzat gospodarskich wyma-
gaja dalszego rozwoju, stworzy dogodne warunki
mi¢dzynarodowego obrotu izolowanym materia-
fem genetycznym, eliminujac wiele problemow
zwigzanych np. z eksportem i importem zwierzat.
Z kolei, rozw6j nowych technologii w rozrodzie
$win, takich jak pozaustrojowe zaptodnienie i pro-
dukcja zarodkéw in vitro, czy tez dotyczacych
uzyskiwania zwierzat transgenicznych 1 ich klo-
nowania wigza si¢ z duzym zapotrzebowaniem na
oocyty i zarodki. Metody te zyskujg w ostatnich
latach bardzo szybko na znaczeniu ze wzglgdu na
ich duzy potencjal w otrzymywaniu $win dla po-
trzeb biomedycznych, takich jak ksenotransplan-
tacja czy modele biomedyczne. W tej sytuacji
dysponowanie materialem kriokonserwowanym,
zwlaszcza oocytow byloby duzym utatwieniem
metodycznym i organizacyjnym w rozwoju tych
technologii.

Niezaleznie od gatunku ssakow, podat-
no$¢ oocytow na kriokonserwacje jest znacz-
nie nizsza niz zarodkéw. Wprawdzie w ciggu
ostatnich kilkunastu lat zostala znacznie pogte-
biona wiedza dotyczaca proceséw zwigzanych
z kriokonserwacja oocytow, jednakze wcigz wie-
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le aspektow tego problemu jest niewyjasnionych
(Gajda i Smorag, 2009).

W odniesieniu do $win, badania z zakre-
su kriokonserwacji oocytow sa zaawansowane
W najnizszym stopniu ze wzgledu na specyficzng
wrazliwo$¢ gamet i zarodkow tego gatunku na
schiadzanie 1 kriokonserwacj¢. W badaniach nad
wrazliwo$cia oocytow $wini na niskie temperatu-
ry stwierdzono, ze komorki wzgorka jajono$ne-
go otaczajace niedojrzaly oocyt nie przezywaja
ozigbiania juz do temperatury +15°C (Didion
iin., 1990). Negatywny wplyw niskich tempera-
tur, manifestujacy si¢ depolimeryzacja cytoszkie-
letu jest zwigzany prawdopodobnie z penetracja
zwigzkow ostaniajacych do komorki oocytu (Vin-
centiin., 1989), a takze z procesami zwigzanymi
z ochladzaniem zawartych w cytoplazmie lipi-
dow, ktore moga wptywac destrukcyjnie na struk-
ture cytoszkieletu (Liebermann i in., 2002). Ta
druga hipoteza zostata potwierdzona w badaniach
przeprowadzonych na oocytach §wiezych, pod-
dawanych wirowaniu (Liebermann i in., 2002).
Stwierdzono mianowicie, ze po 48-godzinnej
hodowli w oocytach wirowanych nastgpowat po-
wrot lipidow do ich pierwotnego stanu w cytopla-
zmie. W oocytach mrozonych poddanych wiro-
waniu procesy te byly natomiast niecodwracalne.
Dowodzi to, wedtug autorow powyzszych badan,
wplywu procesu kriokonserwacji na fizykoche-
miczne zmiany lipidow obecnych w cytoplazmie
oocytow (Liebermann i in., 2002).

W kolejnych badaniach stwierdzono
wigksza podatno$¢ na kriokonserwacj¢ dojrza-
tych oocytow $wini w stadium metafazy II (ryc.
1) niz oocytow niedojrzatych (Rojas i in., 2004).
Nasuwa si¢ pytanie, czy istnieje jakas$ r6znica we
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wlasciwosciach elementéw cytoszkieletu pomie-
dzy tymi dwoma stadiami oocytu? Jedna z gtéw-
nych réznic wykazanych miedzy stadium GV
a metafaza Il oocytu jest konfiguracja mikrotubul
1 mikrofilamentow (Allworth i Albertini, 1993).
Jesli zatozymy, ze interakcja miedzy faza lipi-
dowa komorek i elementami cytoszkieletu jest
ztozona, utwardzanie lipidow moze by¢ przyczyna
deformacji i zniszczenia elementow cytoszkieletu.
W tej sytuacji sztywny cytoszkielet GV-oocytow to
prawdopodobnie skutek catkowitego uszkodze-

nia, podczas gdy w bardziej elastycznym cytosz-
kielecie oocytow dojrzatych nie wystepuja state
uszkodzenia.

Stad tez, w badaniach dotyczacych wi-
tryfikacji oocytow niedojrzatych stosowano cyto-
chalazyne B jako inhibitor polimeryzacji mikro-
filamentow aktynowych (Isachenko i in., 1998;
Fujihira i in., 2004), ktora specyficznie oddziatu-
je na elementy cytoszkieletu, wptywajac na jego
elastyczno$¢, jak rowniez wigkszg wrazliwos¢
lipidow na ochladzanie (Casella i in., 1981).

Ryec. 1. Dojrzaty oocyt §wini w stadium metafazy 11 otoczony rozproszong warstwa komorek wzgorka
jajonosnego (fot. I. Mandryk)
Fig. 1. Mature porcine oocyte at the metaphase Il stage with cumulus cells (phot. 1. Mandryk)

Jak juz wspomniano wyzej, cytoszkielet
oocytow, a szczegolnie mikrotubule sg w znacz-
nym stopniu uszkadzane w procesie kriokonser-
wacji, co prowadzi do zaburzen w transporcie
oraz przestrzennym uporzgdkowaniu roéznorod-
nych biomolekut i organelli (Vincent i Johnson,
1992). Jest to widoczne zwlaszcza na przyktadzie
mitochondriow w §wiezych, dojrzatych oocytach

$wini, ktdre sg rOwnomiernie rozmieszczone w Cy-
toplazmie, a po kriokonserwacji ich rozmieszcze-
nie ulega zmianie poprzez tworzenie agregatow
(Fu 1in., 2009). Jest to zjawisko niekorzystne, gdyz
wigze si¢ z obnizeniem potencjalu btony mitochon-
drialnej oraz z wystgpowaniem nieprawidtowosci
w utrzymaniu homeostazy jonow wapnia, jak row-
niez zaburzeniami w regulacji produkcji ATP.

Wyniki badan naukowych

71



B. Gajda

Ryc. 2. Dojrzaty oocyt $wini po usunigciu komoérek wzgorka jajonosnego z widocznym I ciatkiem kierunkowym
(ck) (fot. L. Katska-Ksiazkiewicz)
Fig. 2. Mature porcine oocyte after denuding from cumulus cells with one polar body (ck)
(phot. L. Kqtska-Ksigzkiewicz)

Ryc. 3. Witryfikowany dojrzaty oocyt $wini (fot. B. Gajda)
Fig. 3. Vitrified mature porcine oocyte (phot. B. Gajda)
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Z do$wiadczen nad witryfikacja niedoj-
rzatych oocytéw $wini w mieszaninie glicerolu
i surowicy, traktowanych wczesniej cytochalazy-
na B wynikato, Ze po rozmrozeniu 21% oocytow
osiggato dojrzato$¢ po ponad czterdziestogo-
dzinnej hodowli in vitro (Isachenko i in., 1998).
Znacznie wyzszy odsetek dojrzatych oocytow
(37%) uzyskano po traktowaniu ich cytochalazy-
ng B i witryfikacji przy uzyciu glikolu etylenowe-
go jako zwiazku ostaniajacego oraz nieco nizszy
(24%) po identycznym traktowaniu i witryfikacji
w mieszaninie glikolu etylenowego i dwumety-
losulfotlenku (Fujihira i in., 2004). Na uwage
zashuguja réwniez proby zastosowania innego
stabilizatora cytoszkieletu, jakim jest Taxol (Fu-
jihiraiin., 2005; Shi i in., 2006). Stwierdzono, ze
Taxol zmienia dynamike mikrotubuli w oocytach
ssakow w stadium GVBD (ang. germinal vesicle
break down), czyli zaniku otoczki jadrowej peche-
rzyka zarodkowego (Sun i in., 2001). Odno$nie
korzystnego wptywu dodatku Taxolu na kriokon-
serwacje oocytow $wini zdania autorow dwoch
wczesniej cytowanych prac (Fujihira i in., 2005;
Shi i in., 2006) sa podzielone. Wydaje si¢ jed-
nak, ze zagadnienie to wymaga dalszych badan,
szczegolnie w konteks$cie ukazania si¢ doniesie-
nia o korzystnym wplywie Taxolu na morfologie,
ultrastrukturg i rozmieszczenie kropli lipidowych
oraz mitochondriow w witryfikowanych dojrza-
tych in vitro oocytach $wini (Fu i in., 2009).

W badaniach dotyczacych kriokonserwa-
cji oocytdow $wini, poza poszukiwaniem odpo-
wiednich warunkow uzycia zwiazkow ostaniaja-
cych (Wu i Li, 1996; Liu i in., 2003) podejmo-
wano rowniez proby wykorzystania w procesie
kriokonserwacji tzw. substancji antymrozenio-
wych (Rubinsky i in., 1991; Araw i in., 1993).
Zastosowanie tych zwigzkow w kriokonserwa-
cji oocytow i zarodkéw jest przedmiotem badan
w ostatnich kilkunastu latach (Harding i in., 2003;
Fuller, 2004).

W procesie kriokonserwacji oocytow
$wini istotnym problemem jest duza zawarto$¢
zwigzkow lipidowych. W celu rozwiazania tego
problemu sa stosowane rdzne strategie redukcji
lub usuwania czesci lipidow, wzglednie catych
kropli lipidowych. Najczgsciej byty stosowa-
ne metody mikrochirurgiczne (Nagashima i in.,
1996; Hara i in., 2005) lub mechaniczne z wyko-

rzystaniem wirowania w celu polaryzacji lipidow
(Park i in., 2005). Stwierdzono, ze oocyty pod-
dane witryfikacji po mikrochirurgicznym usunie-
ciu zwigzkow lipidowych moga by¢ skutecznie
zaplodnione in vitro i rozwija¢ si¢ do stadium 8
komoérek — moruli (Nagashima i in., 1996). In-
teresujaca metod¢ usuwania catych kropli lipi-
dowych po wczesniejszym wirowaniu oocytow
w hipertonicznym roztworze cukru zastosowali
Hara i in. (2005), uzyskujac wyzsza podatnosc¢
oocytow $wini w stadium GV na kriokonserwa-
cje w porownaniu do oocytow nie poddawanych
takiemu zabiegowi.

Obecnie badania z zakresu kriokonser-
wacji oocytow $wini koncentrujg si¢ glownie na
ich witryfikacji (Potdar i in., 2014). W metodzie
tej zestalanie ptynu odbywa si¢ nie na drodze kry-
stalizacji, jak to ma miejsce w przypadku zamra-
zania, lecz poprzez bardzo szybki wzrost lepkosci
w trakcie schtadzania. Metoda ta z praktyczne-
go punktu widzenia stanowi duze uproszczenie
w stosunku do konwencjonalnych sposobow krio-
konserwacji. Gléwnym problemem witryfikacji
nie sa juz uszkodzenia, bedace skutkiem powsta-
wania krysztatéw wewnatrzkomorkowych, co ma
miejsce w przypadku mrozenia, lecz toksycznosé
zwiazkow ostaniajacych oraz uszkodzenia natury
osmotycznej. Wymagana koncentracja zwigzkow
ostaniajacych niezbedna do uzyskania witryfika-
cji jest bowiem znacznie wyzsza niz przy mroze-
niu i w zwiazku z tym jest stabo tolerowana przez
poddawany kriokonserwacji material biologicz-
ny. Niemniej jednak, metoda ta pozwala juz obec-
nie na uzyskanie akceptowalnej efektywnosci
w odniesieniu do zarodkéw mysich, szczurzych,
kroliczych, owczych, kozich, konskich i bydle-
cych (Gajda i Rajska, 2014). W odniesieniu do
oocytow 1 zarodkow $wini metoda witryfikacji
pozostaje nadal na etapie badan, a jej praktyczne
wykorzystanie uwarunkowane jest poprawa efek-
tywnosci tej technologii (Zhou i Li, 2009).

Kolejny postep w uzyskiwaniu wyzszej
skutecznosci metod kriokonserwacji oocytow
osiggnigto dzigki zastosowaniu nowych rozwia-
zan technologicznych. Najbardziej znaczace
okazaty sie¢ tutaj: witryfikacja w minimalnej ob-
jetosci probki w otwartych cienkich slomkach,
tzw. metoda OPS (open-pulled straw) (Vajta,
2000) lub SOPS (small open-pulled straw) (Vajta
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i Kuwayama, 2006), witryfikacja na powierzchni
ochtodzonej w ciektym azocie metalowej kostki
pokrytej folig aluminiowa, tzw. metoda SSV (so-
lid surface vitrification) (Somfai i in., 2006), wi-
tryfikacja na cienkiej btonie umieszczonej w spe-
cjalnym narzedziu, tzw. ,,cryotop” (Fujihira i in.,
2004) lub witryfikacja z dodatkiem nanoczastek
(Li1iin., 2016). Metody te przyniosty jednak tyl-
ko niewielka poprawe przezywalnosci oocytow
ssakow, w tym rowniez oocytow §wini.

Z innych mozliwosci prowadzacych do
podwyzszenia efektywnosci kriokonserwacji oocy-
tow mozna wymieni¢ proby obnizenia toksyczno-
$ci zwigzkow ostaniajacych przez zastapienie ich
zwigzkami osmotycznie obojetnymi, np. choling,
czy tez zastgpienie albuminy cholesterolem (Ho-
rvath i Seidel, 2006). Ostatnie z wymienionych
modyfikacji przyniosty jednak stosunkowo nie-
wielki postep w zakresie kriokonserwacji oocy-
tow ssakow.

Zupetnie innym podejsciem, majacym na
celu uzyskanie wyzszej wydajnosci kriokonser-
wacji jest poddawanie materiatu biologicznego
przed jego kriokonserwacja wysokiemu ci$nieniu
hydrostatycznemu. Takie postepowanie powoduje
»adaptacje” komorek do warunkow stresowych,
jakim jest kriokonserwacja, co w konsekwencji
moze powodowac zwigkszenie jej efektywnosci.
Proby zastosowania tej technologii do kriokon-
serwacji oocytow $wini umozliwity uzyskanie po
rozmrozeniu od 1,5 do 15,5% rozwijajacych si¢
partenogenetycznie blastocyst w pordwnaniu do
0,8 do 1,3% w kontroli (Pribenszky i in., 2008).
Wydaje sie, ze metoda z zastosowaniem wysokie-
go ci$nienia hydrostatycznego stwarza praktycz-
ne mozliwosci zwiekszenia efektywnosci krio-
konserwacji oocytow $wini.

W ostatnim czasie probowano réwniez
z powodzeniem wykorzysta¢ stres osmotyczny
wywotany ekspozycja oocytow §wini przed krio-
konserwacja w medium o podwyzszonej koncen-
tracji od 593 do 1306 mOsm chlorku sodu (Lin
iin., 2009). Uzyskane przez autoré6w wyniki wy-
kazaly znacznie wyzsze kompetencje rozwojowe
witryfikowanych oocytéw poddawanych wcze-
$niej stresowi osmotycznemu (odpowiednio 5
1 16% z traktowanych oocytow rozwingto si¢ do
blastocysty) niz oocytéw nie poddawanych dzia-
faniu stresu.

W  doswiadczeniach ~ prowadzonych
w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat Insty-
tutu Zootechniki Panstwowego Instytutu Badaw-
czego rozwijano technologie kriokonserwacji
metodg witryfikacji zaréwno niedojrzatych, jak
i dojrzatych oocytéw §wini. Jak juz wspomnia-
no wcezesniej, wysoka koncentracja lipidow jest
przyczyna wyjatkowo duzej wrazliwos$ci oocytow
i zarodkow $wini na kriokonserwacje. W przepro-
wadzonych badaniach (Gajda i Smorag, 2007),
dotyczacych oceny stopnia toksyczno$ci miesza-
niny witryfikacyjnej sktadajace;j si¢ z glikolu ety-
lenowego (GE), dwumetylosulfotlenku (DMSO)
i surowicy ptodéw cielecych (FCS) na dojrzate
in vivo oocyty $wini, obserwowano spadek mor-
fologicznie normalnych oocytéw uwarunkowany
czasem przetrzymywania oocytOw w mieszani-
nie witryfikacyjnej. Przetrzymywanie oocytéw
w mieszaninie witryfikacyjnej redukowalo tez
znacznie liczbg oocytow dzielagcych sie parte-
nogenetycznie. Uzycie do witryfikacji oocytéw
swini (Gajda i Smorag, 2008) mieszaniny skta-
dajacej si¢ z GE+DMSO+FCS pozwolito na uzy-
skanie przezywalnosci in vitro tylko w przypadku
oocytow dojrzatych (11 do 19%). Niezaleznie od
zastosowanej mieszaniny witryfikacyjnej (z do-
datkiem surowicy lub bez) partenogenetycznie
rozwijaly sie tylko witryfikowane oocyty dojrzate
in vivo.

Badania te potwierdzily stwierdzona
wczesniej wiekszg podatnos¢ na kriokonserwacje
oocytow dojrzatych niz oocytow niedojrzatych
(Rojas iin., 2004). W kolejnych badaniach do wi-
tryfikacji oocytow §wini stosowano otwarte cien-
kie stomki (OPS) oraz mieszaning witryfikacyjna
sktadajacg sie z glikolu etylenowego i dwumety-
losulfotlenku bez dodatku biatka, co samo w sobie
stanowito wazne novum ze wzgledu na aspekty
sanitarno-weterynaryjne (Gajda i Smorag, 2008).
Zastosowana metoda kriokonserwacji pozwolita
na uzyskanie nie przekraczajacej 20% przezy-
walnosci in vitro dojrzatych oocytow. Badania te
potwierdzily stwierdzong wczesniej wieksza po-
datno$¢ na kriokonserwacje oocytow dojrzatych
niz oocytéw niedojrzatych oraz korzystny wptyw
zastosowania medium do witryfikacji bez dodat-
ku biatka. Nastepny etap badan dotyczyl oceny
przezywalnosci kriokonserwowanych oocytéw
$wini in vivo.

74

Wyniki badan naukowych



Kriokonserwacja oocytow swini

Tabela 1. Wazniejsze wyniki witryfikacji oocytow swini
Table 1. The major results of vitrification of porcine oocytes

Modyfikacje witryfikacji
Modification of vitrification

Wyniki
Results

Autorzy, rok
Author, year

Penetrujace krioprotektory:
Permeating cryoprotectants:
EG + DMSO

M 1II oocyty/oocytes: 23,6-37,1%
Bl po/after ICSI: 13,5-14,3%

Fujihira i in./et al., 2004

Nie penetrujace krioprotektory:
Non-premeating cryoprotectants:

M II oocyty/oocytes: 21%

Huang i in./ef al., 2008

0,75 M S + polisacharydy/
polysaccharides
Bl po/after IVF: 3,4-9,5% Fujihira i in./et al., 2004
SSV Bl po/after ICSI: 13,5-14,3% Somfai i in./et al., 2006
Bl po/after PA: 2,6-5,4% Gupta i in./et al., 2007
Zarodki dzielace po Shiiin./et al., 2006
Taxol Cleaved embryos after Fuiin/et al., 2009
PA: 5,6-24,3%
M II oocyty/oocytes: 22% Fujihira i in./et al., 2004
Cytochalazyna B Bl po/after ICSI: 13,5-14,3%
Cytochalasin B

Usunigcie lipidow
Delipidation

M II oocyty/oocytes: T-15%

Hara i in./et al., 2005
Park i in./et al., 2005

Ruten czerwony
Ruthenium red

M II oocyty/oocytes: 39,4%
Bl po/after IVF: 28,6%

Nakagawa i in./et al., 2008

urodzenie prosiat/piglets born

Zarodki dzielace po Duiin./et al., 2008
HHP Cleaved embryos after PA: 41,7% Pribenszky i in./ef al., 2008
Bl po/after PA: 13,1%
OPS Bl po/after PA: 11-19% Gajda i/and Smorag, 2008
Podwyzszona koncentracja Bl: 5-16% Liniin./et al., 2009
High osmolality of
NaCl (593-1306 mOsm)
Oocyty zaptodnione Galeati i in./et al., 2011
Cryotop Fertilized oocytes: 29,5%
OPS M II oocyty/oocytes TPT, Gajdaiin./et al., 2015

Nanoczastki/Nanoparticles HA

GV oocyty/oocytes: 30,4%

Liiin/et al., 2016

EG — glikol etylenowy, DMSO — dwumetylosulfotlenek, M II oocyt — oocyt dojrzaty w stadium metafazy II, Bl — blastocysta,
S — sacharoza, SSV — witryfikacja na powierzchni metalowej kostki pokrytej folig aluminiowa, ICSI — docytoplazmatyczna
iniekcja plemnika, PA — partenogenetyczna aktywacja, HHP — podwyzszone ci$nienie hydrostatyczne, OPS — otwarte cienkie
stomki, mOsm — miliosmomol, TPT — transfer, HA — hydroksyapatyt.

EG — ethylen glicol, DMSO — dimethylosulfoxide, M Il oocyt — mature oocyte in methaphase Il stage, Bl — blastocyst, S —
sucrose, SSV — solid surface vitrification, ICSI — intracytoplasmic sperm injection, PA — parthenogenetic activation, HHP —
high hydrostatic pressure, OPS — open pulled straw, mOsm — milliosmiummole, TPT — transfer, HA — hydroxy apatite.
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Do witryfikacji uzyto, podobnie jak
w przypadku in vitro, mieszaniny witryfikacyjnej
sktadajacej sie z DMSO i GE z dodatkiem lub bez
biatka. Transfer do jajowoddow 4 biorczyn 127 doj-
rzatych in vivo oocytéw witryfikowanych metoda
OPS w mieszaninie witryfikacyjnej z dodatkiem
biatka nie doprowadzit do uzyskania cigzy. Nato-
miast, po transferze do 4 biorczyn 112 dojrzatych
oocytow witryfikowanych w mieszaninie witry-
fikacyjnej bez dodatku biatka — w 2 przypadkach
stwierdzono cigze (Gajda i Smorag, 2010 a).

W wyniku oproszenia uzyskano 12 zy-
wych prosiat, ktére poddano testom weryfikacji

ich pochodzenia (Gajda i Smorag, 2010 b). Zo-
staly one przeprowadzone przez wspotpracujacy
z Dziatem Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1Z
PIB zespo6t prof. Ryszarda Stomskiego (Katedra
Biochemii i Biotechnologii Uniwersytetu Przy-
rodniczego w Poznaniu) w oparciu o opisana
w publikacji (Gajda i in., 2015) oryginalng meto-
de molekularng.

Pozytywny wynik uzyskano w przypad-
ku 4 prosiat, co oznacza, ze uzyskaliSmy pierw-
sze prosi¢ta w §wiecie urodzone po przeniesieniu
kriokonserwowanych dojrzatych in vivo oocytéw
$wini (Gajda i in., 2015).

Ryec. 4. Prosigta urodzone po transferze witryfikowanych oocytow §wini (fot. B. Gajda)
Fig. 4. Piglets born after transfer of vitrified pig oocytes (phot. B. Gajda)

Podsumowanie

Reasumujgc mozna zauwazy¢, ze z jednej
strony zwigzki lipidowe sg powazng przeszkoda
w procesie kriokonserwacji oocytow, z drugiej
strony ich rola w procesach zyciowych komorki

jako materialu energetycznego i budulcowego
jest bardzo wazna. A zatem, aby opracowac efek-
tywng metod¢ kriokonserwacji oocytow, nalezy
w badaniach wzig¢ pod uwage nastepujace za-
gadnienia (Liebermann i in., 2002):
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— zabezpieczenie schtadzanych lipidow
przed zmianami ich fizykochemicznych
wlasciwosci,

— unikniecie nieodwracalnych zmian w bto-
nach kropli lipidowych,

— ochrone wigzan siateczka cytoplazma-
tyczna-lipidy przed zniszczeniem w cza-
sie ochfadzania.

Wedtug opinii autora, mimo osiggania
przez rézne zespoly czasami bardzo wysokich
wynikéw przezywalnosci kriokonserwowanych
oocytow $§wini, skuteczno$¢ stosowanych dotad
metod, a takze ich powtarzalno$¢ sg wcigz na
niezadowalajagcym poziomie. Wynika to gtownie
ze specyficznej wrazliwosci gamet i zarodkoéw
tego gatunku na schtadzanie i kriokonserwacje.
Konieczne sg dalsze badania, ktore doprowadza
do zadowalajacej efektywnos$ci kriokonserwacji,
a uzyskiwane wyniki bedg bardziej stabilne i po-
wtarzalne.

Na obecnym etapie rozwoju opisane wy-
zej metody kriokonserwacji oocytow i zarodkoéw
$wini moga by¢ juz wykorzystane w programach
zachowania bior6znorodnos$ci zwierzat, co zosta-
to witaczone do koordynowanego przez Instytut
Zootechniki programu BIOSTRATEG 2015 pt.
~Kierunki wykorzystania oraz ochrona zasobow
genetycznych zwierzqt gospodarskich w warun-
kach zrownowazonego rozwoju’.

Kriokonserwacja oocytow i zarodkow

$wini, jak to zaznaczono we wstegpie, moze by¢
rowniez bardzo przydatnym narzedziem, zar6w-
no w badaniach, jak tez w praktycznej realizacji
przedsiewzig¢ z zakresu biomedycyny. Techno-
logia ta bowiem poszerza oraz ulatwia realizacjg
wielu zamierzen z nig zwigzanych. Badania z za-
kresu ksenotransplantacji oraz przyszte praktycz-
ne jej wykorzystanie stanowig jeden z mozliwych
obszaréw biomedycyny wykorzystujacych krio-
konserwacje oocytow i zarodkow.

Na poziomie uzyskiwania transgenicz-
nych $win dla potrzeb ksenotransplantacji znacz-
nym ulatwieniem organizacyjnym byloby uzy-
cie kriokonserwowanych oocytow jako biorcow
transfekowanych jader w klonowaniu somatycz-
nym. Kriokonserwacja oocytow i zarodkéw po-
chodzacych od scharakteryzowanych oraz wyka-
zujacych wilasciwa ekspresje osobnikow bedzie
optymalnym sposobem ich wykorzystania dla
potrzeb ksenotransplantacji.

Z opisanych powyzej powodéw krio-
konserwacja oocytow i zarodkow $win, a takze
innych gatunkdéw zwierzat moze znalez¢ zastoso-
wanie podczas uzyskiwania i wykorzystywania
zwierzat jako modeli do badan mechanizméw po-
wstawania chordb cztowieka czy oceny skutecz-
no$ci nowych farmaceutykow. Mozna odnies¢ to
zardwno do zwierzat nie modyfikowanych, jak
tez zwierzat modyfikowanych genetycznie (trans-
genicznych).
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CURRENT STATUS AND THE POSSIBILITIES OF CRYOPRESERVATION OF PIG OOCYTES
Summary

The paper presents the current possibilities, state of knowledge and prospects of cryopreservation of pig
oocytes. The main factors of cryopreservation efficiency, methods of cryopreservation of pig oocytes and the pos-
sibilities of modifying their susceptibility to cryopreservation are discussed. Porcine oocytes characteristically
contain large amounts of cytoplasmic lipids that are major obstacles limiting efficient cryopreservation. Vitrifica-
tion is widely used for cryopreservation of pig oocytes. Modified vitrification technologies such as solid-surface
vitrification, cryotop, open-pulled straw and small open-pulled straw system have been used to cryopreserve por-
cine oocytes. The most significant results of pig oocytes vitrification and various oocyte vitrification system of this
method are presented.
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