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Kriokonserwacja nasienia knura odgrywa wazna
role w technologii pozwalajacej na zacho-
wanie zasobow genetycznych, zwlaszcza osob-
nikow o wyjatkowej wartosci hodowlanej. Dzig-
ki wykorzystaniu mrozonego nasienia samcow
mozliwe jest racjonalnie sterowanie rozrodem
i kontrolowanie postepu genetycznego w hodowli
trzody chlewnej. Kriokonserwacja stanowi row-
niez podstawe do tworzenia bankoéw rezerwy ge-
netycznej zwierzat gospodarskich. Pomimo pro-
wadzenia badan nad opracowaniem skutecznej
metody kriokonserwacji uzycie mrozonego nasie-
nia knura w praktyce jest ograniczone. Spowodo-
wane jest to glownie obnizong jakos$cig nasienia
samcoOw tego gatunku zwierzat uzyskang po pro-
cedurze zamrazania-rozmrazania. Dostosowanie
technologii kriokonserwacji do wlasciwosci bio-
fizycznych nasienia knura jest ograniczone z po-
wodu zmienno$ci osobniczej pomigdzy knurami,
jak rowniez pomiedzy ejakulatami pochodzacymi
od tego samego osobnika. Osiagni¢cie wysokich
wskaznikéw plodnosci nasienia po procedurze
zamrazania-rozmrazania jest mozliwe, jezeli za-
bieg domacicznej inseminacji zostanie wykona-
ny do 4 godzin po owulacji, co niestety znacznie
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ogranicza zastosowanie kriokonserwowanego na-
sienia w praktyce hodowlanej (Roca i in., 2006).
Stres osmotyczny, szok chtodowy oraz tworzenie
sie¢ wewnatrz komoérek krysztatkow lodu powo-
dujg uszkodzenia bton plazmatycznych i innych
organelli komoérkowych plemnikéw knura, pro-
wadzac do zaburzenia systemu endogennych an-
tyoksydantéw. Dlatego tez, aby ograniczy¢ ten
proces, do sktadu rozcienczalnika mrozeniowego
wprowadza si¢ komponenty o wiasciwosciach
ostaniajacych btony plazmatyczne, jak rowniez
o dziataniu antyoksydacjnym, mogace ograni-
cza¢ stres komoérkowy. Inng mozliwoscig po-
prawy efektywnosci kriokonserwacji moze by¢
zastosowanie w technologii mrozenia wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego (ang. high hydrosta-
tic pressure; HHP). Zmiany srodowiskowe, takie
jak ciepto lub zimno, zmiany pH, hiper lub hipo-
osmoza, obecnos$¢ czynnikow utleniajgcych, na-
promieniowanie, brak energii to czynniki wywo-
hujace reakcje stresu komoérkowego. Czynniki te
dziataja stopniowo, a ich wptyw na komorke jest
uzalezniony od czasu ich trwania. W przeciwien-
stwie do nich, wysokie ci§nienie hydrostatyczne
dziata natychmiastowo i jednolicie, nie posiada
efektu gradientu i moze by¢ stosowane precyzyj-
nie, spojnie i z szerokim marginesem bezpieczen-
stwa, nie powodujac skutkow ubocznych.
Pierwsze proby wykorzystania wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego si¢gaja poczatkow lat
dziewigcdziesigtych XX wieku (Hite, 1899). Byty
one zwigzane z wykorzystaniem HHP w zakresie
400-650 MPa (MPa-megapaskal) do obnizenia
liczby drobnoustrojow zanieczyszczajacych pro-
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dukty spozywcze, przy jednoczesnym zachowa-
niu nie zmienionych witasciwosci organoleptycz-
nych zywno$ci. Zastosowanie wysokiego cisnie-
nia hydrostatycznego zwiekszylo bezpieczenstwo
i przedhuzyto trwatos¢ produktéw spozywcezych,
dlatego znalazlo szerokie zastosowanie w ich pa-
steryzacji. Kolejne prace doprowadzity do wielu
osiggnig¢ zarowno w badaniach podstawowych,
jak 1 stosowanych dotyczacych wykorzystania
HHP w medycynie i farmacji (Demazeau i Riva-
lain, 2011). Skuteczne eliminowanie czynnikow
chorobotworczych przy jednoczesnym zachowa-
niu wlasciwosci leczniczych i biologicznych jest
wykorzystywane w produkcji mikrobiologicz-
nie bezpiecznych produktéw farmaceutycznych
(Van Doorne, 2008), biomaterialow (Gollwitzer
11in., 2009) i szczepionek (Shearer i Kniel, 2009),
a takze do dezynfekcji wyrobéw medycznych
i ekstrakcji sktadnikow komodrkowych (Gross
iin., 2008).

Innym kierunkiem badan, rozwijajacym
si¢ obecnie, jest wykorzystanie techniki HHP
w celu poprawy jakosci gamet meskich i zenskich,
zarodkow (Pribenszky i in., 2010) oraz komorek
macierzystych hodowanych in vitro (Dinnyes
iin., 2010). Dotychczasowe badania wykazaty, ze
zastosowanie wysokiego ci$nienia hydrostatycz-
nego w technikach wspomaganego rozrodu po-
prawia kriotolerancje oocytow (Pribenszky i in.,
2008), blastocyst (Pribenszky i in., 2008), a takze
plemnikéw (Pribenszky i in., 2008; Huang i in.,
2009). Jednak, mechanizm poprawy efektywno-
$ci kriokonserwacji plemnikow poddanych dzia-
faniu HHP nie jest do konca poznany i wyjasnio-
ny (Pribenszky i in., 2008). Wysokie ci$nienie
hydrostatyczne o wilasciwie dobranej wartosci
i czasie dzialania indukuje reakcje obronng na
stres, zwiekszajac odporno$¢ na dziatanie kolej-
nego niekorzystnego czynnika. Komoérki poddane
HHP moga uaktywni¢ wicksza ilos¢ biatek opie-
kunczych, tzw. chaperonéw (ang. chaperone —
opiekun), dzigki czemu moga przeciwdziata¢ nie-
korzystnym zmianom wywotanym czynnikiem
stresogennym. Wystepujace w komorkach chape-
rony biora udziat m.in. w stabilizacji chromaty-
ny i cytoszkieletu, kontroli cyklu komorkowego,
penig funkcje katalizatorow w reakcji utleniania,
metabolizmie lipidow i kwaséw thuszczowych
oraz degeneracji uszkodzonych biatek (Pribensz-

ky 1 Vajta, 2011). Gtowna funkcjg tych biatek
podczas dziatania czynnika stresogennego jest
przywracanie ich natywnej struktury, a takze mi-
nimalizowanie agregacji r6znych biatek zwigza-
nych z oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi
izapobieganie ,,splataniu” si¢ struktur biatkowych
w komorce. Wiele sposrod chaperonow nalezy do
rodziny biatek szoku cieplnego (ang. Heat shock
proteins; HSP). Mozna do nich zaliczy¢ biatka
Hsp70 i Hsp90, ktére wiagza si¢ z cytoszkieletem
podczas podzialu komorkowego, przez co wpty-
waja na jego stabilizacje i ochrong podczas stresu
komoérkowego. Utatwiaja one ponowne zwinigcie
si¢ bialek, ktore pod wptywem stresu ulegly cze-
sciowej denaturacji. Biatka opiekuncze nalezace
do rodziny Hsp70 sa inhibitorami procesu apop-
tozy i zapobiegaja aktywacji kaspazy 9, hamuja
ekspresje biatka p53 i kinaz oraz blokuja powsta-
wanie apoptosomu (Garrido i in., 2006).

Komora ci$nieniowa (rys. 1) wytwarza-
jaca HHP to urzadzenie wykonujace program
zgodny z ustawionymi przez operatora parame-
trami (wielko$¢ i czas trwania ci$nienia, tempe-
ratura, poziom cis$nienia). Wypelniona jest woda
destylowana i ogrzewana do temperatury poko-
jowej. Nasienie w 0,5 ml zamknietych stomkach
umieszcza si¢ w komorze ci$nieniowej. Program
przeznaczony do nasienia knura daje mozliwo-
$ci wyboru ci$nienia hydrostatycznego w zakre-
sie 10-80 MPa i czasu jego dziatania w zakresie
30-120 min. Zawsze ustala si¢ graniczng toleran-
cje nasienia na wysokie cisnienie hydrostatyczne
w okreslonym przedziale czasowym. Ostatecz-
na weryfikacja wplywu HHP na nasienie knura
jest oparta na ocenie morfologii i jakoS$ci nasie-
nia oraz na podstawie skuteczno$ci inseminacji,
wspotczynnika cigz i liczby urodzonych zywych
prosigt w miocie.

Dotychczasowe wyniki badan z wykorzy-
staniem komory ci$nieniowej przeprowadzone na
nasieniu knuréw i buhajow przedstawiono w ta-
beli 1. U opisanych w tabeli gatunkdéw zwierzat
obserwuje sie wzrost tolerancji na kriokonserwcje
i konserwacje w temperaturach dodatnich, spowo-
dowany dziataniem wysokiego ci$nienia hydro-
statycznego. Nasienie knura poddane dziataniu
ci$nienia o wielkosci 30 MPa przez 90 min przed
procesem sztucznej inseminacji loszek powoduje
wzrost liczby urodzonych prosigt w miocie. Po-
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zytywny efekt wykazano réwniez w badaniach
in vitro, w ktorych zastosowanie HHP wydluza
okres konserwacji nasienia knura w temperatu-
rach dodatnich bez obnizenia jego jakosci (Pri-
benszky i in., 2009). Doswiadczenia przeprowa-
dzone przez Pribenszky i in. (2006) oraz Huang
i in. (2009) wykazaly, ze zastosowanie wysokie-
go ci$nienia hydrostatycznego w kriokonserwacji
nasienia knura poprawia jego tolerancje na proces
zamrazania-rozmrazania. Jednocze$nie, wykaza-
no wzrost jakosci kriokonserowanego nasienia

knura poddanego dziataniu HHP, ocenianego na
podstawie ruchliwo$ci i integralnosci bton ko-
morkowych (Pribenszky i in., 2007).

Ponadto, uzycie takiego nasienia do inse-
minacji loszek powoduje wzrost liczby urodzo-
nych prosiat w miocie (Kuo i in., 2008; Horvath
i in., 2014). Jednocze$nie, badania Huanga i in.
(2009) wykazaty wyzsza ekspresje bialek biora-
cych udziat w procesie zaptodnienia w nasieniu,
ktore poddano dziataniu HHP przed procesem za-
mrazania-rozmrazania.

Tabela 1. Wyniki wplywu 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)

Procedura po zastosowaniu Gatunek Oceniany parametr Grupa Grupa
HHP Species Parameter evaluated kontrolna HHP
Procedure after applying HHP Control HHP
group group
Kriokonserwacja knur Odsetek plemnikow ruchliwych po 37 59"
Cryopreservation boar rozmrozeniu
Proportion of motile spermatozoa
after defrosting
Inseminacja nasieniem knur Srednia liczba prosiat w miocie/ 6,7" 9,4
kriokonserwowanym boar loszke
Insemination Average number of piglets per
with cryopreserved sperm litter/sow
Odsetek plemnikow ruchliwych po 42" 52"
rozmrozeniu
Proportion of motile spermatozoa
Kriokonserwacja buhaj after defrosting
Cryopreservation bull Odsetek plemnikéw ruchliwych 24 24* 33"
godziny po rozmrozeniu
Proportion of motile spermatozoa
24 hours after defrosting
Odsetek plemnikow z integralnym 41" 50"
akrosomem
Proportion of spermatozoa with an
integral acrosome
Konserwacja nasienia w stanie Odsetek plemnikow ruchliwych 55 64
pltynnym knur w 5. dniu konserwacji
Sperm preservation in liquid boar Proportion of motile spermatozoa
state on the 5th day of preservation
Odsetek plemnikéw ruchliwych 43" 53"
w 5. dniu konserwacji
Proportion of motile spermatozoa
on the 5th day of preservation
Inseminacja nasieniem §wiezym knur Srednia liczba prosigt w miocie/ 11,4 12,4
Insemination with fresh semen boar loszke
Average number of piglets per
litter/sow

* Wyniki w kolumnach réznig si¢ 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 ci$nieniem hydrostatycznym Model GBOX 2140 przeznaczona do nasienia knura
(Appleid Cell Technology Ltd, Wegry)
Fig. 1. High hydrostatic pressure chamber Model GBOX 2140 designed for boar semen (Appleid Cell
Technology Ltd, Hungary)

Dotychczasowe badania wykazaty, ze
prawidlowo dobrane parametry wysokiego ci-
$nienia hydrostatycznego umozliwiaja uzyskanie
wysokiej jako$ci nasienia pomimo poddawania
go réoznym procedurom stosowanym w biotech-
nologii rozrodu zwierzat. Nadal konieczne sg pra-
ce nad dostosowaniem parametrow stosowanego

cisnienia hydrostatycznego do technologii krio-
konserwacji i uzyskaniem wysokich wskaznikow
rozrodczych po inseminacji tym nasieniem. Dzig-
ki temu wysokocisnieniowa technika moze przy-
czyni¢ si¢ do wzrostu uzycia kriokonserwowane-
go nasienia knura w praktyce hodowlanej poprzez
poprawe jego zdolnosci zaptadniajacych.
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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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