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ogranicza zastosowanie kriokonserwowanego na-
sienia w praktyce hodowlanej (Roca i in., 2006). 
Stres osmotyczny, szok chłodowy oraz tworzenie 
się wewnątrz komórek kryształków lodu powo-
dują uszkodzenia błon plazmatycznych i innych 
organelli komórkowych plemników knura, pro-
wadząc do zaburzenia systemu endogennych an-
tyoksydantów. Dlatego też, aby ograniczyć ten 
proces, do składu rozcieńczalnika mrożeniowego 
wprowadza się komponenty o właściwościach 
osłaniających błony plazmatyczne, jak również 
o działaniu antyoksydacjnym, mogące ograni-
czać stres komórkowy. Inną możliwością po-
prawy efektywności kriokonserwacji może być 
zastosowanie w technologii mrożenia wysokiego 
ciśnienia hydrostatycznego (ang. high hydrosta-
tic pressure; HHP). Zmiany środowiskowe, takie 
jak ciepło lub zimno, zmiany pH, hiper lub hipo-
osmoza, obecność czynników utleniających, na-
promieniowanie, brak energii to czynniki wywo-
łujące reakcje stresu komórkowego. Czynniki te 
działają stopniowo, a ich wpływ na komórkę jest 
uzależniony od czasu ich trwania. W przeciwień-
stwie do nich, wysokie ciśnienie hydrostatyczne 
działa natychmiastowo i jednolicie, nie posiada 
efektu gradientu i może być stosowane precyzyj-
nie, spójnie i z szerokim marginesem bezpieczeń-
stwa, nie powodując skutków ubocznych.

Pierwsze próby wykorzystania wysokiego 
ciśnienia hydrostatycznego sięgają początków lat 
dziewięćdziesiątych XX wieku (Hite, 1899). Były 
one związane z wykorzystaniem HHP w zakresie 
400–650 MPa (MPa-megapaskal) do obniżenia 
liczby drobnoustrojów zanieczyszczających pro-

Kriokonserwacja nasienia knura odgrywa ważną 
rolę w technologii pozwalającej na zacho-

wanie zasobów genetycznych, zwłaszcza osob-
ników o wyjątkowej wartości hodowlanej. Dzię-
ki wykorzystaniu mrożonego nasienia samców 
możliwe jest racjonalnie sterowanie rozrodem 
i kontrolowanie postępu genetycznego w hodowli 
trzody chlewnej. Kriokonserwacja stanowi rów-
nież podstawę do tworzenia banków rezerwy ge-
netycznej zwierząt gospodarskich. Pomimo pro-
wadzenia badań nad opracowaniem skutecznej 
metody kriokonserwacji użycie mrożonego nasie-
nia knura w praktyce jest ograniczone. Spowodo-
wane jest to głównie obniżoną jakością nasienia 
samców tego gatunku zwierząt uzyskaną po pro-
cedurze zamrażania-rozmrażania. Dostosowanie 
technologii kriokonserwacji  do właściwości bio-
fizycznych nasienia knura jest ograniczone z po-
wodu  zmienności osobniczej pomiędzy knurami, 
jak również pomiędzy ejakulatami pochodzącymi 
od tego samego osobnika. Osiągnięcie wysokich 
wskaźników płodności nasienia po procedurze 
zamrażania-rozmrażania jest możliwe, jeżeli za-
bieg domacicznej inseminacji zostanie wykona-
ny do 4 godzin po owulacji, co niestety znacznie 
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ky i Vajta, 2011). Główną funkcją tych białek 
podczas działania czynnika stresogennego jest 
przywracanie ich natywnej struktury, a także mi-
nimalizowanie agregacji różnych białek związa-
nych z oddziaływaniami międzycząsteczkowymi 
i zapobieganie „splątaniu” się struktur białkowych 
w komórce. Wiele spośród chaperonów należy do 
rodziny białek szoku cieplnego (ang. Heat shock 
proteins; HSP). Można do nich zaliczyć białka 
Hsp70 i Hsp90, które wiążą się z cytoszkieletem 
podczas podziału komórkowego, przez co wpły-
wają na jego stabilizację i ochronę podczas stresu 
komórkowego. Ułatwiają one ponowne zwinięcie 
się białek, które pod wpływem stresu uległy czę-
ściowej denaturacji. Białka opiekuńcze należące 
do rodziny Hsp70 są inhibitorami procesu apop-
tozy i zapobiegają aktywacji kaspazy 9, hamują 
ekspresję białka p53 i kinaz oraz blokują powsta-
wanie apoptosomu (Garrido i in., 2006).

Komora ciśnieniowa (rys. 1) wytwarza-
jąca HHP to urządzenie wykonujące program 
zgodny z ustawionymi przez operatora parame-
trami (wielkość i czas trwania ciśnienia, tempe-
ratura, poziom ciśnienia). Wypełniona jest wodą 
destylowaną i ogrzewana do temperatury poko-
jowej. Nasienie  w 0,5 ml zamkniętych słomkach 
umieszcza się w komorze ciśnieniowej. Program 
przeznaczony do nasienia knura daje możliwo-
ści wyboru ciśnienia hydrostatycznego w zakre-
sie 10–80 MPa i czasu jego działania w zakresie 
30–120 min. Zawsze ustala się graniczną toleran-
cję nasienia na wysokie ciśnienie hydrostatyczne 
w określonym przedziale czasowym. Ostatecz-
na weryfikacja wpływu HHP na nasienie knura 
jest oparta na ocenie morfologii i  jakości nasie-
nia oraz na podstawie skuteczności inseminacji, 
współczynnika ciąż i  liczby urodzonych żywych 
prosiąt w miocie.

Dotychczasowe wyniki badań z wykorzy-
staniem komory ciśnieniowej przeprowadzone na  
nasieniu knurów i buhajów przedstawiono w ta-
beli 1. U opisanych w tabeli gatunków zwierząt 
obserwuje się wzrost tolerancji na kriokonserwcję 
i konserwację w temperaturach dodatnich, spowo-
dowany działaniem wysokiego ciśnienia hydro-
statycznego. Nasienie knura poddane działaniu 
ciśnienia o wielkości 30 MPa przez 90 min przed 
procesem sztucznej inseminacji loszek powoduje 
wzrost liczby urodzonych prosiąt w miocie. Po-

dukty spożywcze, przy jednoczesnym zachowa-
niu nie zmienionych właściwości organoleptycz-
nych żywności. Zastosowanie wysokiego ciśnie-
nia hydrostatycznego zwiększyło bezpieczeństwo 
i przedłużyło trwałość produktów spożywczych, 
dlatego znalazło szerokie zastosowanie w ich pa-
steryzacji. Kolejne prace doprowadziły do wielu 
osiągnięć zarówno w badaniach podstawowych, 
jak i stosowanych dotyczących wykorzystania 
HHP w medycynie i  farmacji (Demazeau i Riva-
lain, 2011). Skuteczne eliminowanie czynników 
chorobotwórczych przy jednoczesnym zachowa-
niu właściwości leczniczych i biologicznych jest 
wykorzystywane w produkcji mikrobiologicz-
nie bezpiecznych produktów farmaceutycznych 
(Van Doorne, 2008), biomateriałów (Gollwitzer 
i in., 2009) i szczepionek (Shearer i Kniel, 2009), 
a także do dezynfekcji wyrobów medycznych 
i ekstrakcji składników komórkowych  (Gross 
i in., 2008).

Innym kierunkiem badań, rozwijającym 
się obecnie, jest wykorzystanie techniki HHP 
w celu poprawy jakości gamet męskich i żeńskich, 
zarodków (Pribenszky i in., 2010) oraz  komórek 
macierzystych  hodowanych in vitro (Dinnyes 
i in., 2010). Dotychczasowe badania wykazały, że 
zastosowanie wysokiego ciśnienia hydrostatycz-
nego w technikach wspomaganego rozrodu po-
prawia kriotolerancję oocytów (Pribenszky i in., 
2008), blastocyst (Pribenszky i in., 2008), a także 
plemników (Pribenszky i in., 2008; Huang i in., 
2009). Jednak, mechanizm poprawy efektywno-
ści kriokonserwacji plemników poddanych dzia-
łaniu HHP nie jest do końca poznany i wyjaśnio-
ny (Pribenszky i in., 2008). Wysokie ciśnienie 
hydrostatyczne o właściwie dobranej wartości 
i czasie działania indukuje reakcję obronną na 
stres, zwiększając odporność na działanie kolej-
nego niekorzystnego czynnika. Komórki poddane 
HHP mogą uaktywnić większą ilość białek opie-
kuńczych, tzw. chaperonów (ang. chaperone – 
opiekun), dzięki czemu mogą przeciwdziałać nie-
korzystnym zmianom wywołanym czynnikiem 
stresogennym. Występujące w komórkach chape-
rony biorą udział m.in. w stabilizacji chromaty-
ny i cytoszkieletu, kontroli cyklu komórkowego, 
pełnią funkcję katalizatorów w reakcji utleniania, 
metabolizmie lipidów i kwasów tłuszczowych 
oraz degeneracji uszkodzonych białek (Pribensz-
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zytywny efekt wykazano również w badaniach 
in vitro, w których zastosowanie HHP wydłuża 
okres konserwacji nasienia knura w temperatu-
rach dodatnich bez obniżenia jego jakości (Pri-
benszky i in., 2009). Doświadczenia przeprowa-
dzone przez Pribenszky i in. (2006) oraz Huang 
i in. (2009) wykazały, że zastosowanie wysokie-
go ciśnienia hydrostatycznego w kriokonserwacji 
nasienia knura poprawia jego tolerancję na proces 
zamrażania-rozmrażania. Jednocześnie, wykaza-
no wzrost jakości kriokonserowanego nasienia 

knura poddanego działaniu HHP, ocenianego na 
podstawie ruchliwości i integralności błon ko-
mórkowych (Pribenszky i in., 2007). 

Ponadto, użycie takiego nasienia do inse-
minacji loszek powoduje wzrost liczby urodzo-
nych prosiąt w miocie (Kuo i in., 2008; Horváth 
i in., 2014). Jednocześnie, badania Huanga i in. 
(2009) wykazały wyższą ekspresję białek biorą-
cych udział w procesie zapłodnienia w nasieniu, 
które poddano działaniu HHP przed procesem za-
mrażania-rozmrażania.

Procedura po zastosowaniu 
HHP

Procedure after  applying HHP

Gatunek
Species

Oceniany parametr
Parameter evaluated

Grupa 
kontrolna
Control 
group

Grupa 
HHP
HHP 
group

Kriokonserwacja
Cryopreservation

knur
boar

Odsetek plemników ruchliwych po 
rozmrożeniu

Proportion of motile spermatozoa 
after defrosting

37* 59*

Inseminacja nasieniem 
kriokonserwowanym

Insemination
with cryopreserved sperm

knur
boar

Średnia liczba prosiąt w miocie/
loszkę

Average number of piglets per 
litter/sow

6,7* 9,4*

Kriokonserwacja
Cryopreservation

buhaj
bull

Odsetek plemników ruchliwych po 
rozmrożeniu

Proportion of motile spermatozoa 
after defrosting

42* 52*

Odsetek plemników ruchliwych 24 
godziny po rozmrożeniu

Proportion of motile spermatozoa 
24 hours after defrosting

24* 33*

Odsetek plemników z integralnym 
akrosomem

Proportion of spermatozoa with an 
integral acrosome

41* 50*

Konserwacja nasienia w stanie 
płynnym

Sperm preservation in liquid 
state

   
knur
boar

Odsetek plemników ruchliwych 
w 5. dniu konserwacji

Proportion of motile spermatozoa 
on the 5th day of preservation

55* 64*

Odsetek plemników ruchliwych 
w 5. dniu konserwacji

Proportion of motile spermatozoa 
on the 5th day of preservation

43* 53*

Inseminacja nasieniem świeżym
Insemination with fresh semen

knur
boar

Średnia liczba prosiąt w miocie/
loszkę

Average number of piglets per 
litter/sow

11,4* 12,4*

Tabela 1. Wyniki wpływu HHP na nasienie knura i buhaja (wg Pribenszky i Vajta, 2011)
Table 1. The results of HHP influence on boar and bull semen (acc. to Pribenszky and Vajta, 2011)

* Wyniki w kolumnach różnią się istotnie statystycznie (P≤0,05).
* The results in the columns show statistically significant differences (P≤0,05).
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Rys. 1. Komora z wysokim ciśnieniem hydrostatycznym Model GBOX 2140 przeznaczona do nasienia knura 
(Appleid Cell Technology Ltd, Węgry)

Fig. 1. High hydrostatic pressure chamber Model GBOX 2140 designed for boar semen (Appleid Cell 
Technology Ltd, Hungary)

Dotychczasowe badania wykazały, że 
prawidłowo dobrane parametry wysokiego ci-
śnienia hydrostatycznego umożliwiają uzyskanie 
wysokiej jakości nasienia pomimo poddawania 
go różnym procedurom stosowanym w biotech-
nologii rozrodu zwierząt. Nadal konieczne są pra-
ce nad dostosowaniem parametrów stosowanego 

ciśnienia hydrostatycznego do technologii krio-
konserwacji i uzyskaniem wysokich wskaźników 
rozrodczych po inseminacji tym nasieniem. Dzię-
ki temu wysokociśnieniowa technika może przy-
czynić się do wzrostu użycia kriokonserwowane-
go nasienia knura w praktyce hodowlanej poprzez 
poprawę jego zdolności zapładniających.
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ASSESSMENT   OF  HIGH  HYDROSTATIC  PRESSURE  IN  CRYOPRESERVATION 
OF  BOAR  SEMEN

Summary

Cryopreservation of boar semen plays an important role in the introduction and preservation of superior 
genetic resources, especially with outstanding breeding value. However, the efficacy of boar semen cryopreservation 
was often been compromised by the substantially reduced fertilizing capacity of sperm after the freezing-thawing 
procedure. Farrowing rate and litter size following insemination with cryopreservation boar spermatozoa are still 
lower, than with fresh semen. The aim of this paper is summarized results, aspects and consideration of high 
hydrostatic pressure (HHP) treatment for boar semen. Previous studies demonstrated that by utilizing a well-
defended and property applied HHP stress treatment to spermatozoa before in vitro storage, cryopreservation or 
insemination, cell survival and fertility improved compared with untreated control. This, high-pressure technique 
can increase the use of cryopreserved boar semen in breeding practice by improving its fertilization capacity, 
motility and viability.
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