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Wykaz skrotow

AIF (ang. apoptosis inducing factor) — czynnik indukujacy apoptozg
AnnexinV-Fluos/Pl kit — zestaw do oceny reszt fosfatydyloseryny na po-
wierzchni bton komoérkowych

AnV'/PI"—subpopulacja komoérek zywych barwionych za pomoca AnnexinV-
Fluos/PI kit

ANnV*/PI" — subpopulacja komoérek wczesnoapoptotycznych barwionych za
pomocg AnnexinV-Fluos/Pl kit
AnV*/PI* — subpopulacja komoérek pdznoapoptotycznych/wezesnone-

krotycznych barwionych za pomocg AnnexinV-Fluos/Pl kit

ANnV/PI* — subpopulacja komérek martwych (nekrotycznych) barwionych za
pomoca AnnexinV-Fluos/Pl kit

Apaf-1 (ang. apoptotic protease activating factor 1) — czynnik indukujacy
apoptoze

Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma-2) — biatko antyapoptotyczne, produkt ekspresji
protoonkogenu bcl-2, pierwotnie wykryte w biataczkach wywodzacych si¢
z limfocytow B; skrot stosowany do biatek regulatorowych procesu apoptozy
z tzw. rodziny Bcl-2. Na rodzing biatek Bcl-2 sktadajg si¢ zarowno biatka
stymulujace apoptoze (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd), jak i hamujace ten proces
(Bcl-2, Bel-Xi, Bel-W, Mcl-1, NR-13)

BHT (ang. butylated hydroxytoluene) — butylowany hydroksytoluen

BP — rozcienczalnik Biosolwens Plus

CASA (ang. Computer Assissted Sperm Analysis) — komputerowo wspoma-
gana analiza nasienia

Ca?" — jony wapnia

DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) — barwnik fluorescencyjny

DNA (ang. deoxyribonucleic acid) — kwas dezoksyrybonukleinowy

dUTP (ang. uridine triphosphate) — znakowany nukleotyd urydynotrojfosforan
FCS (ang. fetal calf serum) — ptodowa surowica bydlgca

FITC (ang. fluorescein isothiocyanate) — izotiocyjanian fluoresceiny
FITC-PNA/PI — zestaw znakowanej fluorochromem lektyny do oceny stanu
akrosomu plemnika

GAG - glikozaminoglikany

GLU — L-glutation

GPx — peroksydaza glutationowa

GR - reduktaza glutationowa

GSH - peroksydaza glutationowa

HA — s6l sodowa kwasu hialuronowego

hCG (ang. human chorionic gonadotropin) — ludzka gonadotropina kosmow-
kowa

HEPES (ang.N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid) -
kwas N-2- hydroksylopiperrazyno-N’-2-etanosulfonowy



HHP (ang. high hydrostatic pressure) — wysokie ci$nienie hydrostatyczne
JC-1 (ang. 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3' - etraethylbenzimidazolylcarbocya-
nine iodide) — barwnik fluorescencyjny

JC-1" — subpopulacja plemnikow z wysokim mitochondrialnym potencjatem
transbtonowym

JC-1" — subpopulacja plemnikéow z niskim mitochondrialnym potencjatem
transbtonowym

K3 —rozcienczalnik Kortowo-3

KAT — katalaza

LDL (ang. low-density lipoprotein) — lipoproteiny o niskiej ggstosci

LEY — rozcienczalnik zottkowo-laktozowy

LEYG - rozcienczalnik zottkowo-laktozowo-glicerolowy

LPFo — lipoproteiny ekstrahowane z z6ltka jaja strusia afrykanskiego

PBS (ang. Phosphate Buffered Saline) — sdl fizjologiczna

PE (ang. phycoerythrin) — fikoerytryna

P1 (ang. propidium iodide) — jodek propydyny

PM (ang. progressive motility) — ruch postgpowy plemnikow

PMSG (ang. Pregnant Mare Serum Gonadotropin) — gonadotropina kosmow-
kowa wyekstrahowana z surowicy krwi zrebnych klaczy

PNA (ang. Peanut Agglutinin) — lektyna roslinna pochodzaca z orzeszkow
ziemnych

PNA/PI- — subpopulacja plemnikow zywych z integralng btong akrosomalng
PNA*/PI — subpopulacja plemnikow zywych z zaburzong ciagloscia btony
akrosomalnej

PNAYPI*—plemniki martwe z uszkodzonym akrosomem

Pp — mieszanina biatek ro§linnych i lecytyny sojowe;j

PS (ang. phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna

PSA (ang. pisum sativum agglutinin) — lektyna roslinna pochodzaca z grochu
Zwyczajnego

RO — rozcienczalnik kontrolny zottkowo-laktozowo-glicerolowy

R1 —rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 0,5 Mm butylowanego hydrok-
sytoluenu

R2 —rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 1,0 Mm butylowanego hydrok-
sytoluenu

R3 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 2,0 Mm butylowanego hydrok-
sytoluenu

R4 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 2,5 Mm L-glutationu

R5 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 5,0 Mm L-glutationu

R6 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 150 TU dysmutazy ponadtlen-
kowej

R7 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 300 IU dysmutazy ponadtlen-
kowej

R8 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 200 IU katalazy
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R9 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 400 IU katalazy

R10 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem150 IU dysmutazy ponadtlen-
kowej i 200 IU katalazy

R11 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 300 [U dysmutazy ponadtlen-
kowej i 400 IU katalazy

R12 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 0,0005 g mieszaniny biatek
ro$linnych i lecytyny sojowej

R13 — rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 0,001 g mieszaniny biatek ro-
slinnych i lecytyny sojowej

R14 —rozcieficzalnik mrozeniowy z dodatkiem 0,5% soli sodowej kwasu hia-
luronowego

R15 —rozcienczalnik mrozeniowy z dodatkiem 1,0 % soli sodowej kwasu hia-
luronowego

RFT — reaktywne formy tlenu

RNA (ang. ribonucleic acid) — kwasy rybonukleinowe

ROS (Reactive Oxygen Species) — reaktywne formy tlenu, wolne rodniki tle-
nowe

SDS — syntetyczny detergent dodecylosiarczan sodu

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

TdT — terminalna deoksynukleotydylotransferaza

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy

TM (ang. total motility) — ruch catkowity plemnikow

TNF (ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworu

TUNEL (Terminal deoxynucleotydyle transferase mediated d-UTP Nick End-
Labeling) — metoda do oceny stopnia fragmentacji DNA

TUNEL" — plemniki nie wykazujace fragmentacje DNA

TUNEL" — plemniki wykazujace fragmentacje DNA

YO-PRO-1/PI kit — zestaw do oceny zmian w przepuszczalno$ci bton komor-
kowych

YO-PRO-1/PI" — plemniki zywe z zachowang ciagto$cia blony komorkowej
YO-PRO-1*/PI" — plemniki apoptotyczne

YO-PRO-1*/PI* — plemniki nekrotyczne z przerwang ciagtoscia btony ko-
morkowe;j






1. Wprowadzenie
1.1. Kriogenika

Pojecie kriogenika zostato wprowadzone przez Heike Kamerlingh-
Onnesa i pochodzi od greckich stow ,,kryos” oznaczajacego zimno oraz ,,ge-
nos” — tworzenie lub pochodzenie. Kriogenika to dziedzina badajaca i rozwi-
jajaca metody uzyskiwania i wykorzystywania temperatur nizszych od 120 K
(-153, 15°C).

Poczatki kriogeniki przypadajg na XIX i XX wiek. W 1877 r.
w Szwajcarii Louis-Paul Cailletet i Raoul-Pierre Pictet uzyskali przez kilka
sekund temperaturg rowng warto$ci 90 K. Udalo im si¢ réwniez zaobserwo-
wac pary tlenu w postaci mgly. Pierwszy z badawczy zastosowat rozprgzanie
gazu w rozpre¢zarce ttokowej, drugi natomiast dtawit tlen wykorzystujac efekt
Joule-Thomsona, polegajacy na przeptywie gazu przez zwezenie potaczone ze
spadkiem cisnienia. W obu przypadkach tlen sprezony do 20 MPa zostat
wstepnie ozigbiony do okoto 173 K. Cailletetowi ani Pictetowi nie udato si¢
w pelni wyodregbni¢ fazy ciektej, wypetniajacej naczynie i charakteryzujacej
si¢ meniskiem, co bylo ustanowionym przez Akademi¢ Francuska Kryterium
skroplenia gazu.

Pelnego skroplenia powietrza i jego sktadnikéw dokonali 5 kwietnia
1883 r. polscy uczeni: Karol Olszewski i Zygmunt Wréblewski. Uzyli do tego
celu kaskadowej metody skraplania gazow pod zmniejszonym ci$nieniem,
w ktorej kolejne skroplone i wrzgce gazy obnizalty temperature dla kolejnych
skroplen w nizszych temperaturach. Olszewski i Wroblewski zastosowali
wrzacy pod obnizonym cisnieniem etylen do przechtodzenia sprgzonego po-
wietrza, uzyskujac w ten sposob skroplone powietrze (78,8 K). W kolejnych
doswiadczeniach, stosujac te metode uzyskali skroplony tlen (90,2 K) i azot
(77,4 K). W ten sposob po raz pierwszy polscy naukowcy uzyskali ciecze krio-
geniczne w ilo$ci pozwalajacej na wyznaczenie podstawowych statych fizycz-
nych skroplonych gazéw.

Dzisiaj, dzigki odkryciu polskich naukowcow z Uniwersytetu Jagiel-
lonskiego, dokonanym pod koniec XIX w., zastosowanie cieklego azotu w na-
uce i praktyce gwaltownie ro$nie, szczegolnie w ostatnich dekadach. Ciekty
azot jest substancja bezbarwna, pozbawiona smaku oraz zapachu. Nie wchodzi
w reakcje z innymi substancjami, a takze nie ulega spalaniu. W przypadku
tego skroplonego pierwiastka temperatura wrzenia wynosi 77,2 K (-195,8°C),
krzepnigcia natomiast 63,2 K (-210°C). Dzisiaj, ciekly azot znajduje szerokie
zastosowanie w medycynie, krioterapii, konserwacji i przechowywaniu komo-
rek zwierzecych lub macierzystych.

W 1892 r. James Dewar skonstruowat pojemnik izotermiczny, zwany
naczyniem dewara do badania niskotemperaturowych zjawisk w gazach oraz
transportu skroplonych gazéw (Beeler, 1981). Mimo zaawansowanych obec-
nie technologii kriotechnicznych, budowa i dziatanie tego naczynia przypo-
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mina popularny termos. Dewar jest bowiem naczyniem zbudowanym z po-
dwojnych, oddzielonych od siebie $cianek. Pomiedzy nimi znajduje si¢ proz-
nia techniczna, ktora charakteryzuje si¢ wysokiej jakosci wlasciwosciami izo-
lacyjnymi. W rezultacie, ekstremalnie niska temperatura panujaca wewnatrz
naczynia z azotem nie wptywa na temperature jego zewngtrznej powtoki i oto-
czenia, co ma m.in. duze znaczenie dla bezpieczenstwa pracy z ciektym azo-
tem. Wspolczesne naczynia wyposazone sa w dodatkowe, zaawansowane
technologicznie systemy. W zaleznos$ci od pojemnosci i przeznaczenia moga
one posiada¢ chociazby zawory bezpieczenstwa (naczynia cisnieniowe) lub
systemy alarmujace o niskim poziomie cieczy w naczyniach, w ktorych prze-
chowuje si¢ zamrozone cenne probki, np. w tzw. bankach materiatow biolo-
gicznych.

Ryc. 1. Naczynie Dewara

1.2. Wykorzystanie kriogeniki w zachowaniu bioréznorodno$ci zwierzat

Wedtug World Conservation Union (IUCN), 30 000 gatunkoéw zwie-
rzat 1 roslin jest zagrozonych wyginigciem, co stanowi 27% wszystkich gatun-
kow na Ziemi (https://www.iucnredlist.org/), a ich wyginigcie moze w konse-
kwencji doprowadzi¢ do nieodwracalnej w skutkach utraty bioréznorodnosci.
Termin bior6znorodnos¢ (ang. biodiversity) zostal po raz pierwszy uzyty przez
Reymonda Dalesmana w 1968 r. (Dalesman, 1968). Istnieje wiele definicji
tego terminu, a ostatnio sformutowana zostata zamieszczona w 2005 r. w Mil-
lenium Ecosystem Assessment i brzmi: ,,Biordéznorodnos¢ jest zmiennoscig
zywych organizmow wszystkich srodowisk wystepujacych na Ziemi, wiacza-
jac w to siedliska ladowe, morskie, inne ekosystemy wodne oraz ekologiczne
kompleksy ztozone z tych siedlisk; obejmuje ona zréznicowanie wewnatrzga-
tunkowe, migdzy gatunkami i zroznicowanie ekosystemow”. Gtownymi za-
grozeniami wplywajacymi na zmniejszenie bioréznorodnosci zwierzat sa
zmiany Srodowiska zwigzane z negatywnym powiekszaniem obszaroéw pod
uprawe oraz budowe drog kosztem naturalnych obszaréw bytowania zwierzat,
jak réwniez wprowadzanie do $rodowiska gatunkow preferowanych przez
czlowieka.
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Programy ochrony zwierzat opieraja si¢ na zachowaniu ich natural-
nego srodowiska, z ograniczonym wykorzystaniem metod hodowlanych i za-
bezpieczeniem liczebnos$ci zwierzat na poziomie zapewniajacym minimalng
zmienno$¢ genetyczng populacji i mozliwos¢ adaptacji do zmiennych warun-
kow §rodowiska. Ochrona w ten sposdb prowadzona to dziatanie in situ.

Polska jako jedno z pierwszych panstw podjeta dziatania majace na
celu ochrong gingcych ras zwierzat. Program rozpoczeta ochrona zubra w la-
tach 20. XX wieku. Nastgpnie wprowadzono program hodowli zachowawczej
konika polskiego w rezerwacie leSnym. W okresie powojennym potrzebne
bylo wprowadzenie programow restytucji zwierzat hodowlanych, m.in.: ko-
nika polskiego, owiec wrzosowek i $winiarek. Od lat 80. rozpoczgto ochrong
in situ poprzez wsparcie finansowe istniejagcych populacji ras rodzimych wy-
stepujacych w swoich naturalnych srodowiskach. Obecnie gtéwnymi czynni-
kami zagrazajacymi bioréznorodnosci populacji zwierzat hodowlanych w Pol-
sce 1 na $wiecie sg:

— wymieranie ras rodzimych,

— Utrata zmienno$ci genetycznej na skutek intensywnej selekcji wysoko
wydajnych ras,

— erozja populaciji,

— epidemie i pandemie chorob zwierzecych.

Ochrona ras zagrozonych pozwala na zachowanie unikatowych geno-
typéw w hodowli oraz zabezpieczenie ich przed wyginieciem. Obecnie zada-
nia zwigzane z ochrong zasobow genetycznych poszczegdlnych gatunkow
i ras sg rozszerzane o ochrong ex situ. Polega ona na gromadzeniu w bankach
materialu biologicznego w postaci m.in.: gamet, zarodkow, komorek soma-
tycznych oraz tkanek. Przechowywany materiat moze zosta¢ uzyty w techni-
kach wspomaganego rozrodu lub w zaawansowanych procedurach, np. do klo-
nowania. Ochrona ex situ materiatu biologicznego pozwala na zachowanie
zmienno$ci genetycznej na poziomie duzo wyzszym niz pozwalajg na to me-
tody in situ. Ponadto, jest to jedyna metoda pozwalajaca na zgromadzenie uni-
katowego materialu genetycznego i wykorzystanie go po $mierci daw-
czyni/dawcy.

Zasoby genetyczne zwierzat gospodarskich sg chronione wedlug
Swiatowego Planu Dzialan na rzecz ochrony zasobow genetycznych zwierzat
(Global Plan of Actions for Animal Genetic Resources, GPA) przyjetym
w 2007 r. w Interlaken. W Planie priorytetowe zadania to: ,,Opracowanie lub
wzmocnienie programow ochrony ex situ” (priorytet 9) oraz ,,Opracowanie
i wdrozenie regionalnych i globalnych dtugookresowych strategii ochrony”
(priorytet 10). Zwigkszenie zakresu ochrony ex situ zaktada rowniez opraco-
wana na potrzeby realizacji zatozen GPA Krajowa Strategia zrownowazonego
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uzytkowania i ochrony zasobdw genetycznych zwierzat gospodarskich, przy-
gotowana w 2013 .

W Polsce, podmiotem upowaznionym przez Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi do koordynacji dziatan zwigzanych z ochrong ex situ zasobow
genetycznych zwierzat gospodarskich jest, na mocy rozporzadzenia MRiRW
z dnia 6 czerwca 2008 r. (Dz. U. Nr 108, poz. 691) Instytut Zootechniki PIB
w Krakowie.

Poczatki prowadzenia w Instytucie Zootechniki ochrony ex situ zaso-
boéw genetycznych siggaja lat 60. XX w. Ministerstwo Rolnictwa w 1968 r.
powotato w I1Z Centralny Bank Nasienia (CBN) (obecha nazwa Bank Mate-
riatow Biologicznych). Gtéwnym zadaniem CBN bylo przechowywanie na-
sienia od mtodych buhajow, ktore poczatkowo dostarczano do CBN ze
wszystkich zaktadéw unasieniania w Polsce. Ponadto, z uwagi na rozwijajacy
si¢ import nasienia, Ministerstwo Rolnictwa zlecito CBN prowadzenie oceny
i kwalifikacji tego nasienia do inseminacji w kraju. Pierwszy materiat biolo-
giczny w postaci nasienia pochodzit od buhaja rasy polskiej czerwonej i zostat
zdeponowany w CBN w 1968 r. W ciagu kolejnych 50 lat funkcjonowania
Banku jego zasoby byly stale powickszane o nasienie buhajow ras: polskiej
czerwonej, polskiej czerwono-biatej, polskiej czarno-biatej oraz biatogrzbie-
tej. Dzigki temu powstata unikatowa kolekcja materiatu biologicznego, orygi-
nalna zaré6wno pod wzgledem genotypu jak i ilosci zgromadzonego materiatu.
Obecnie kolekcja Banku Materiatow Biologicznych sktada sie z ponad 58 000
porcji nasienia buhajéw ras rodzimych. Wiekszo§¢ materiatu stanowi nasienie
pozyskane przed wdrozeniem prac hodowlanych, a wigc materiat pochodzacy
od zwierzat nie poddanych wypierajagcemu krzyzowaniu z wysoko wydajnymi
rasami bydta mlecznego. Zgromadzona kolekcja materialu biologicznego ras
rodzimych jest wykorzystywana jako element dzialan w programach hodow-
lanych w zakresie ochrony in situ zasobow genetycznych bydta w Polsce.

W 2014 r. powstat w Instytucie Zootechniki PIB Krajowy Bank Ma-
teriatéw Biologicznych (KBMB) w celu gromadzenia materialu biologicznego
od: $win, koni, owiec i koz oraz bydta. W banku moze by¢ przechowywany
material biologiczny w postaci nasienia, zarodkow i oocytow. Do tej pory
w KBMB zostalo zgromadzone 37 400 stomek nasienia buhajow oraz 143 za-
rodki $win rasy putawskiej i 34 ztotnickiej pstrej.

Ponadto, w Polsce zasoby genetyczne w postaci wyizolowanego DNA
pochodzacego od zwierzat udomowionych i wolno zyjacych jest kolekcjono-
wane w Instytucie Zoologii Polskiej Akademii Nauk w Warszawie w Krajo-
wym Banku DNA Ro$lin, Grzybow i Zwierzat. Celem banku jest gromadzenie
i powigkszanie wiedzy o roslinach, grzybach i zwierzgtach przy wykorzysta-
niu najnowszych standardow w badaniach DNA. W 2016 r. powstal bank
W Muzeum Goérnoslagskim w Bytomiu, w ktéorym sg gromadzone tkanki po-
chodzace od kilku gatunkow wotow pizmowych, antylop oraz niedzwiedzi.
Na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej we Wroctawiu zgromadzono oocyty,
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plemniki i fibroblasty pochodzace ze skory zaréwno kotow domowych, jak
i 20 gatunkoéw dzikich kotowatych oraz 579 stomek zawierajacych plemniki
24 osobnikow zubra. Z kolei, zamrozone gamety i zarodki r6znych gatunkow
zwierzat jeleniowatych sa zgromadzone w Instytucie Genetyki i Hodowli
Zwierzat w Jastrzebcu (Max, 2017).

1.3. Kriokonserwacja materialu biologicznego

Zastosowanie niskich temperatur do zamrazania i przechowywania
materiatu biologicznego jest stosowane od wiekow. Jednak, aby proces zatrzy-
mania procesOw biologicznych w komorce byt efektywny, nie moze wywiera¢
negatywnego wplywu na jako$¢ tego materialu po rozmrozeniu. W zaleznosci
od gatunku zwierzecia i ulokowania komorek, spektrum tolerancji obejmuje
temperatury w zakresie -34°C a -42°C. Krotka ekspozycja na niskie tempera-
tury nie jest grozna, jednakze dtugotrwate poddawanie komorek wptywowi
takich temperatur powoduje ich $mier¢ (Niwinska, 2016). Substancja umozli-
wiajacg zamrazanie materialu biologicznego jest azot, ktory w stanie cieklym
(LN2) zachowuje temperature ponizej -196°C. W momencie kontaktu komorki
zwierzgeej z cieklym azotem roznica temperatur wynosi okoto 232°C. Proce-
SOWi zamarzania towarzyszy proces krystalizacji wody w 16d, co prowadzi do
zahamowania dyfuzji i zatrzymania proceséw metabolicznych w komorce.
Tworzenie wewnatrzkomoérkowych i pozakomoérkowych krysztatow lodu wy-
wotuje nieodwracalne uszkodzenia materiatu biologicznego, polegajace na
niszczeniu cigglosci bton i organelli komérkowych, uszkodzeniach mecha-
nicznych, zachwianiu rownowagi osmotycznej wewnatrz komorki i denatura-
cji biatek. Konsekwencja zachodzacych procesow jest Smier¢ komorki.

Jednym ze sposobow ochrony przechowywanego materiatu jest okre-
Slenie optymalnego tempa jego zamrazania/rozmrazania, co umozliwia kon-
trole zarowno transportu wody przez btony komorkowe, jak i procesow we-
wnatrzkomoérkowego zamarzania wody (Mazur, 1963; Day i Stacey, 2007).
Szybko$¢ zmian temperatury wptywa na tempo, w jakim woda jest przeno-
szona przez blon¢ komoérkowa. Szybkie tempo opuszczania wody przez ko-
morke pozwala na zachowanie rownowagi termodynamicznej, cytoplazma nie
osiaga temperatury ponizej punktu zamarzania, a krysztatki lodu powstaja
W przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Krystalizacja zewnatrzkomorkowa po-
woduje podwyzszenie stezenia roztwordw, ktore moze osiggnagé poziom tok-
syczny (Mazur, 1963). W sytuacji zbyt szybkiego tempa schtadzania moze
doj$¢ do uszkodzenia komorki spowodowanego przejsciem cytoplazmy w stan
przechtodzenia i pojawieniem si¢ krysztalow lodu wewnatrz komorki (Pegg,
1972).

Innym sposobem zabezpieczania komorki przed uszkodzeniami krio-
genicznymi jest zastosowanie odpowiednich krioprotektantow: przenikaja-
cych przez blony oraz pozostajacych poza komorkg. Do pierwszej grupy zali-
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czamy substancje niskoczasteczkowe o duzej lepkosci, m.in.: glicerol, dime-
tylosulfotlenek (DMSO). Dzicki tym substancjom w komorce dochodzi do
procesu nitryfikacji, czyli przeksztatcania si¢ ptynu komorkowego w postac
szklista bez wytwarzania krysztatkow. Substancje nalezace do tej grupy cha-
rakteryzujg si¢ wysoka rozpuszczalno$cia w wodzie niezaleznie od tempera-
tury, dobrg przepuszczalnoscig przez materiat biologiczny oraz niskg toksycz-
nos$cig (Gajda i Smorag 2003).

Do drugiej grupy zaliczamy substancje nieprzenikajgce przez btony
komorkowe, najczgséciej sg to cukry, np.: glukoza, sacharoza czy sorbitol.
Dzigki tym substancjom dochodzi do dehydratacji komorki, czyli wyptywania
wody z komorki na zewnatrz. W kriokonserwacji materiatu biologicznego naj-
czesciej stosuje si¢ mieszaning obu grup krioprotektantoéw w zaleznosci od ro-
dzaju materialu biologicznego. W przypadku zastosowania wysokich stezen
krioprotektantow istnieje ryzyko ich dziatania toksycznego na zamrazany ma-
terial biologiczny (Niwinska, 2016).

Substancja umozliwiajacg zamrazanie materiatu biologicznego jest
azot, ktory w stanie ciektym (LN2) zachowuje temperature ponizej -196°C.

1.3.1. Kriokonserwacja oocytow i zarodkow swini

Pierwsze proby kriokonserwacji zarodkéw ssakow zostaty zapoczat-
kowane w latach 70. XX w. W 1972 r. uzyskano pierwszy zamrozony zarodek
pochodzacy od myszy (Whittingham, 1972). Dotychczas opracowano techno-
logie kriokonserwacji zarodkow dla wielu gatunkéw zwierzat (Leibo
i Songsasen, 2002; Dobrinsky, 2002). Sg one szeroko stosowane w biotechno-
logii rozrodu (Vajta, 2000; Dobrinsky, 2002), umozliwiaja rowniez tworzenie
bankéw stuzacych do przechowywania materialu genetycznego zwierzat ho-
dowlanych i dziko zyjacych zagrozonych wyginigciem (Vajta, 2000; Silber
iin., 2013).

Zarodki 1 oocyty ssakow oceniane pod katem podatnosci na zamraza-
nie posiadaja wlasng gatunkowa specyfike, co wymusza konieczno$¢ opraco-
wania odrgbnych metod kriokonserwacji dla poszczegdlnych zwierzat. Obec-
nie kriokonserwacje zarodkow 1 oocytdw mozna przeprowadza¢ metoda po-
wolnego mrozenia (slow) lub szybkiego mrozenia (rapid), nazywanego tez wi-
tryfikacja. Zarodki i oocyty zamraza si¢ w urzadzeniach (fryzerach) umozli-
wiajacych uzyskanie kontrolowanego spadku temperatury i optymalizacje
procesu.

W procesie mrozenia zarodkow najbardziej szkodliwym czynnikiem
sa tworzace si¢ wewnatrz komorek krysztatki lodu. Moga one uszkodzi¢ deli-
katne struktury we wnetrzu komoérek 1 tym samym zaburzy¢ a nawet uniemoz-
liwi¢ dalszy rozwdj zarodka. Formujace si¢ krysztatki lodu prowadza do
uszkodzenia bton plazmatycznych, denaturacji organelli i uszkodzenia cytoszkie-
letu komoérek. Zamrazanie komoérki obejmuje procesy fizykochemiczne pole-
gajace na wymianie ciepla i transportu wody miedzy komorka a otoczeniem.
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Na poczatku procesu ozigbiania komorka pozostaje w stanie plynnym na sku-
tek tzw. zjawiska supercooling (zwigzanego z uwalnianiem si¢ utajonego cie-
pta krystalizacji) i obnizania punktu zamarzania. Nastgpnie, ozigbiona woda
posiadajaca wyzszy potencjal chemiczny niz otoczenie opuszcza komorke
| zamarza na zewnatrz w postaci krysztatkow lodu. Kolejne zjawiska sg uza-
leznione od tempa kriokonserwacji. W sytuacji, gdy proces przebiega powoli,
komorka szybko traci wode na drodze egzoosmozy i nie ulega wewnatrzko-
moérkowemu zamarznigciu. Przy gwattownym ochtadzaniu komoérka nie jest
w stanie skutecznie zachowa¢ wewnatrzkomorkowej réwnowagi poziomu
wody i staje si¢ coraz bardziej przechtodzona, co prowadzi do formowania
krysztatkéw lodu. Dlatego, aby zoptymalizowa¢ proces schtadzania komoérek
przyjmuje si¢, ze powinien on przebiega¢ na tyle wolno, aby nie dochodzito
do powstawania wewnatrzkomorkowych krysztatkow lodu, a jednoczesnie
wystarczajaco szybko, aby ograniczy¢é wzrost stezenia elektrolitow w ko-
morce.

W celu ograniczania tworzenia si¢ wewnatrzkomorkowych krysztat-
kéw lodu stosuje sig rdzne procedury z wykorzystaniem wiasciwych kriopro-
tektantow. Ich zadaniem jest ochrona komorek poprzez wypieranie wody we-
wnatrzkomorkowej, z ktorej tworza si¢ krysztatki lodu. Ich obecno$¢ powo-
duje czasowe obkurczenie zarodka do momentu az wyptyw wody zostanie
zréwnowazony przez wnikajacy do $srodka zwigzek ostaniajacy i stopniowe
zwigkszanie jego objetosci. Do substancji przeciwdziatajacych $mierci komo-
rek w temperaturze ponizej -20°C stosowane sa dwa rodzaje krioprotektorow:
nieprzenikajace, np. poliwinylpirolidyna (PVP), sacharoza lub surowica oraz
przenikajace, np. dimetylosulfotlenek (DMSO), glicerol, glikol etylenowy,
etanol. Rodzaj i poziom zastosowanego krioprotektanta zalezg od gatunku,
sposobu mrozenia oraz stadium rozwojowego zarodka. Zastosowanie r6znych
rodzajow zwigzkow ostaniajacych o nizszym stgzeniu pozwala zminimalizo-
wac toksyczny wptyw wysokiej koncentracji pojedynczego krioprotektora.

Zarbéwno oocyty, jak i zarodki $wini sg bardziej podatne na uszkodze-
nia kriogeniczne powstate podczas zamrazania niz nalezace do innych gatun-
koéw zwierzat. Sposrod komorek embrionalnych to w oocytach dochodzi do
formowania si¢ krysztatkow lodu wewnatrz komorki. Uznaje si¢, ze specy-
ficzna budowa bton komoérkowych oocytu wykazuje wigksza przepuszczal-
no$¢ dla krioprotektantow, przy jednoczesnej wyzszej podatnosci na dezinte-
gracje w trakcie powolnego ochtadzania. Jednocze$nie wykazano, ze kriokon-
serwacja wptywa na zmiany lipidow obecnych w cytoplazmie oocytow, co
w konsekwencji zaburza strukture cytoszkieletu (Liebermann i in., 2002). Ba-
dania przeprowadzone na oocytach w réznym stadium rozwoju wykazaty, ze
wigksza podatnos$¢ na zamrazanie wykazuja oocyty dojrzate w stadium meta-
fazy Il niz niedojrzate (Rojas i in., 2004).
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Nie opracowano do tej pory efektywnej metody kriokonserwacji oo-
cytow $wini. Jedynie zastosowanie techniki nitryfikacyjnej, omijajacej kry-
tyczne wartosci temperatury i szybkie zamrazanie daja pozytywne efekty
w kriokonserwacji oocytow i w rezultacie metoda ta zostata uznana za najbar-
dziej odpowiednig dla tego typu komorek.

Kriokonserwacja zarodkéw wielu gatunkoéw zwierzat jest metoda sze-
roko stosowang w biotechnologii rozrodu (Vajta, 2000; Dobrinsky, 2002). Za-
rodki ssakow oceniane pod katem podatnosci na zamrazanie posiadaja wtasna
gatunkowg specyfike, co wymusza konieczno$¢ opracowania odrgbnych me-
tod kriokonserwacji dla poszczegolnych gatunkéw. Pomimo zadowalajacych
efektow modyfikacji w odniesieniu do zarodkow wielu gatunkow zwierzat go-
spodarskich nadal niezadowalajace wyniki uzyskuje si¢ w przypadku zarod-
kéw $wini. Wynika to ze szczegdlnej wrazliwosci zarodkdéw tego gatunku
zwierzat na schtadzanie w zakresie temperatur dodatnich od +15 do +10°C
(Polgeiin., 1974), rodzaju uzytych zwigzkow ostaniajacych, metody kriokon-
serwacji i duzej zawartosci lipidow. Waznym czynnikiem wptywajacym na
efektywno$¢ kriokonserwacji jest rodzaj zastosowanego zwiazku ostaniaja-
cego. Najczesciej stosuje si¢ sam glicerol (Hayashi i in., 1989) lub z dodatkiem
lecytyny (Kameyama i in., 1990), trehalozy (Cameron i in., 1992) lub zottka
jaja kurzego (Fujino i in., 1993). Duze znaczenie w przypadku zarodkéw $wini
ma réwniez ich stadium rozwoju (Gajda i Smorag, 2003), bowiem wczesne
stadia (od zygoty do wczesnej blastocysty) sg bardziej wrazliwe na uszkodze-
nia kriogeniczne powstate podczas kriokonserwacji. Pozytywne rezultaty, ja-
kie zanotowano w kriokonserwacji zarodkow $wini, dotyczyty zarodkow znaj-
dujacych si¢ w stadiach od ekspandujacej do wyleglej blastocysty (Graham
i in., 1971; Gajda i Smorag, 2000). Podatnos¢ zarodkow na kriokonserwacje
wynika rowniez z metody ich pozyskiwania in vitro czy in vivo (Gajda i Smo-
rag, 2003; Nagashima i in., 1988). Z badan Nagashima i in. (1988) wynika
bowiem, ze blastocysty wylegte w hodowli in vitro sa mniej podatne na uszko-
dzenia w obnizonych temperaturach dodatnich niz blastocysty wylegte in vivo.
Ponadto, w bardziej zaawansowanym stadium rozwoju zarodkéw koncentra-
cja lipidow maleje, co utatwia ich przezywalno$¢ po procedurze kriokonser-
wacji (Niimura i Ishida, 1980).

W ostatnich latach badania z zakresu kriokonserwacji zarodkow $wini
koncentrujg si¢ gtownie na ich witryfikacji. W metodzie tej zestalenie ptynow
odbywa si¢ na drodze krystalizacji poprzez bardzo szybki wzrost lepkosci
w trakcie schtadzania. Metoda ta stanowi duze uproszczenie w stosunku do
konwencjonalnych sposobow zamrazania i pozwala uzyska¢ znaczna efektyw-
nos$¢, zwlaszcza w odniesieniu do zarodkdéw mysich, szczurzych, kréliczych,
owczych, kozich, konskich i bydlgcych. W przypadku zarodkoéw §wini domo-
wej witryfikacja pozostaje jednak nadal na etapie badan. Znaczacy postep
w witryfikacji zarodkow $wini zostat osiggnicty dzigki metodzie OPS (ang.
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open pull straw), polegajacej na zastosowaniu minimalnej objetosci ptynu za-
wierajacego witryfikowany zarodek (Vajta i in., 1997). Zastosowanie tej me-
tody w odniesieniu do zarodkow $wini dato stosunkowo duza przezywalnos¢
in vitro (morula: od 14 do 70%, blastocysta: od 67 do 73%; Vajta i in., 1997;
Berthelot i in., 2000), jak tez in vivo (morula: 13%, blastocysta: 55%; Berthe-
lot i in., 2000, 2002). Proces witryfikacji zarodkow $wini powoduje wystapie-
nie osmotycznych uszkodzen charakteryzujacych sie przerwaniem ciaglosci
bton komoérkowych, pecznieniem komorki i wewnatrzkomorkowymi uszko-
dzeniami (Fabian i in., 2005 a,b), co potwierdzaja réwniez obserwacje na wi-
tryfikowanych zarodkach bydlgcych (Fair i in., 2001) i owczych (Cocero i in.,
2002). Wystapienie zmian ultrastrukturalnych i biochemicznych jest wyni-
kiem zarowno samego procesu witryfikacji, jak tez wrazliwosci zarodkow
$wini na mieszaning witryfikacyjng i zastosowane zwiazki ostaniajace oraz
nasilenia procesu apoptozy w tych zarodkach. Badania nad zjawiskiem pro-
cesu apoptozy w kriokonserowanych zarodkach zwierzat sg bardzo nieliczne
(Ochota i Nizanski, 2018; Ryu i in., 2012). Z dotychczasowych doniesien wy-
nika jednak, ze obnizona efektywnos¢ kriokonserwacji oocytow i zarodkow
jest rezultatem zachodzacych w nich zmian apoptotycznych, prowadzacych do
eliminacji uszkodzonych komorek.

1.3.2. Kriokonserwacja nasienia knura

Kriokonserwacja nasienia knura odgrywa wazng role w zachowaniu
zasobow genetycznych osobnikoéw, zwlaszcza o szczegdlnej wartosci hodow-
lanej. Metoda ta stwarza ponadto mozliwo$¢ zachowania réoznorodnosci bio-
logicznej poprzez kolekcjonowanie i przechowywanie materiatu o unikalnych
cechach uzytkowych i adaptacyjnych. Dotyczy to zwlaszcza ras rodzimych,
jak 1 wysoko wydajnych ras uzytkowych, ktorym w wyniku intensywnej se-
lekcji czy epidemii chordb zwierzgeych zagraza utrata zmienno$ci genetycz-
ne;j.

Pomimo prowadzenia intensywnych badan nad opracowaniem SKu-
tecznej metody kriokonserwacji, uzycie mrozonego nasienia knura w praktyce
jest ograniczone. Po inseminacji loch nasieniem mrozonym uzyskuje si¢ bo-
wiem o 20% nizsze wskazniki rozrodcze oraz o 1-2 sztuki prosiat mniej
W miocie w poréwnaniu z inseminacja nasieniem $wiezym lub konserwowa-
nym w stanie ptynnym.

Procedura kriokonserwacji prowadzi do zaburzenia systemu endogen-
nych antyoksydantow oraz zmian w stabilnos$ci plazmolemmy plemnikéw. Po-
nad 65% zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych w lipidach
bton komdrkowych plemnikéw knura zwigksza ich podatno$¢ na zmiany pe-
roksydacyjne. Brak mozliwos$ci kompensacyjnych uktadu antyoksydacyjnego
w nasieniu, nadmiar reaktywnych form tlenu (RFT) oraz dtugotrwata ekspo-
zycja plemnikéw na RFT prowadzg do zmian peroksydacyjnych w lipidach
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bton komérkowych plemnikow, obnizajac ich zdolnosci zaptadniajace po roz-
mrozeniu.

Pierwsze proby mrozenia nasienia ssakow byly podejmowane
w XVIII i XIX wieku, ale dopiero w XX w. opracowano skuteczne metody
kriokonserwacji nasienia buhaja (Polge, 1957). Jednocze$nie, w tym samym
roku zesp6t Hessa po raz pierwszy uzyskat prosieta urodzone po inseminacji
loch rozmrozonym nasieniem knura (Hess i in., 1957). Prowadzone przez ko-
lejne lata intensywne badania nad skuteczng i powtarzalng metoda kriokonser-
wacji nasienia knura doprowadzity do opracowania dwoch metod: amerykan-
skiej (Pursel i Johnson, 1975) oraz niemieckiej (Westendorf i in., 1975).
W Polsce pierwsze badania nad opracowaniem metody kriokonserwacji nasie-
nia knura byly prowadzone w osrodkach poznanskim i olsztynskim. W 1985
r. przedstawiono kompleksowa metode kriokonserwacji nasienia knura na-
zwang ,,Kortowska metoda zamrazania nasienia knura” (Strzezek i in., 1985).

W Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji 1Z PIB od
kilku lat sg prowadzone badania nad modyfikacja sktadu rozcienczalnika mro-
zeniowego, sposobem postepowania z nasieniem knura podczas mrozenia oraz
opracowaniem kompleksowych i wiarygodnych metod jego oceny przed i po
procedurze mrozenia.

Celem podjetych badan bylo opracowanie skladu rozcienczalnika
mrozeniowego w oparciu o dodatek substancji przeciwdziatajacych procesom
oksydacyjnym lub substancji o wtasciwosciach ostaniajgcych wrazliwe na
uszkodzenia kriogeniczne btony plazmatyczne plemnikow. Jednoczes$nie,
W badaniach zastosowano markery apoptotyczne do okreslenia nowych kryte-
riow selekcji ejakulatow przeznaczonych do kriokonserwacji oraz do oceny
jakosci plemnikéw zamrozonych-rozmrozonych.

Doswiadczenia realizowano w ramach: projektu badawczego NCN nr
N311 524840 pt. Antyoksydanty i nowe zwiazki ostaniajace w kriokonserwa-
cji nasienia knura ocenianego przy zastosowaniu markerow apoptotycznych
w latach: 2011-2014 oraz biezacej dziatalnos$ci statutowej Instytutu Zootech-
niki Panstwowego Instytutu Badawczego.

1.4. Technologia kriokonserwacji nasienia knura

Technika kriokonserwacji sktada si¢ z nastgpujacych etapow postepo-
wania z nasieniem: pobieranie, schtadzanie, zageszczanie, ekwilibracja, glice-
rolizacja, zamrazanie i rozmrazanie.

Do kriokonserwacji wykorzystuje si¢ frakcje gesta ejakulatu, a kryte-
rium jego kwalifikacji do mrozenia to wystgpowanie minimum 70% plemni-
kow ruchliwych i 80% prawidlowych morfologicznie. Saravia i in. (2010) wy-
kazali, ze wykorzystanie pierwszych 10 ml frakcji gestej do mrozenia powo-
duje wzrost efektywnosci tego procesu. Jednoczesnie, Barranco i in. (2013)
zaobserwowali, ze ejakulaty pobierane od knuréw w okresie zimowym i wio-
sennym wykazywaly wysoka jako$¢ po zamrozeniu-rozmrozeniu. Ponadto,
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duze znaczenie ma wlasciwa temperatura przechowywania pobranego nasie-
nia do momentu rozpoczgcia procedury kriokonserwacji i powinna ona wyno-
si¢ 15-17°C (Yeste, 2015). Natomiast czas przechowywania plemnikow, jak
wykazali Casas i Althouse (2013), moze dodatkowo stabilizowac lipidy w bto-
nie komorkowej plemnikow knura.

Poszczegolne etapy postepowania technologicznego podczas kriokon-
serwacji naruszajg stabilno$¢ i funkcje ultrastruktur plemnikowych, w szcze-
g6lnosci blony komoérkowej. Zastosowanie dializ nasienia jako etapu kriokon-
serwacji pozwala wyeliminowac¢ niekorzystne dla plemnikéw substancje pep-
tydowe oraz wolne jony nieorganiczne, co wplywa pozytywnie na jakos$¢
plemnikéw po rozmrozeniu (Fraser i in., 2007).

Waznym etapem procesu kriokonserwacji jest wlasciwy wybor spo-
sobu konfekcjonowania nasienia. Moga to by¢ duze stomki okragte — makro-
i mikro-tuby, ptaskie stomki, kulki lub plastikowe torebki. Obecnie stosuje si¢
stomki o mniejszej pojemnosci (0,5 ml), ktore zmniejszaja rdznice przeptywu
szybko$ci temperatur zamrazania i rozmrazania w obrgbie stomki poprzez
zwigkszenie stosunku powierzchni do objetosci (Didion i in., 2013). Uzycie
takich stomek zwigksza przezywalno$¢ plemnikéw po rozmrozeniu w porow-
naniu z zamrozonymi w stomkach o pojemnosci 5-6 ml.

W przypadku kriokonserwowanego nasienia, jedynie domaciczna in-
seminacja ma szanse powodzenia ze wzgledu na krotka przezywalnosé plem-
nikéw po rozmrozeniu. Techniki inseminacji domacicznej mozna podzieli¢ na
dwie grupy: niechirurgiczne i chirurgiczne (Krueger i Rath, 2000; Rath, 2002).
Techniki niechirurgiczne polegaja na umieszczeniu nasienia w szyjce macicy
przy pomocy katetera lub endoskopu. Zabieg taki nie wymaga znieczulenia,
niezbedne jednak jest uzycie wigkszej dawki nasienia i najczgsciej reinsemi-
nacji. Technika chirurgiczna jest nieskomplikowana metoda, polegajaca na
nacieciu $ciany brzucha w pelnej narkozie operacyjnej, wydobyciu macicy,
naktuciu i wprowadzeniu przy pomocy strzykawki nasienia do jej rogow. Za-
stosowanie domacicznej inseminacji pozwala na wprowadzenie do drég rod-
nych samicy niewielkich dawek nasienia. Do takiego zabiegu stosuje si¢ mate
dawki nasienia $wiezego (0,5 ml) zawierajace 5x108, 1x108, 1x107, 5x10° oraz
1x10° plemnikow. Najwyzszy wskaznik wyproszeh (88,9%) oraz najwyzsza
srednia liczbe prosiagt urodzonych zywych w miocie (7,843,6) zanotowano
w przypadku zastosowania 1x10’ plemnikow (Krueger i in., 1999). W przy-
padku uzycia do domacicznej inseminacji nasienia kriokonserwowanego naj-
lepsze wyniki ptodnos$ci uzyskano stosujagc dawke 1x10° plemnikéw (Roca
i in., 2004). Jednoczes$nie, na wyniki zaptodnien i liczebnos$¢ ptodow w miocie
ma istotny wplyw czas inseminacji w stosunku do momentu owulacji. Opty-
malne wyniki uzyskuje si¢ przeprowadzajac inseminacje nasieniem mrozo-
nym 4—6 godzin przed owulacjg (Yeste, 2015).
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1.4.1. Podstawowy skiad rozcienczalnika mrozeniowego nasienia knura

Podstawowy rozcienczalnik stosowany do mrozenia nasienia knura
zawiera cukry, substancje krioochronne, zéitko jaja ptakow oraz syntetyczny
detergent — dodecylosiarczan sodu (SDS) (Equex STM lub Orvus ES Paste).
Do powszechnie uzywanych rozcienczalnikow nalezy zaliczy¢: TES-NaK
(Crabo i Einarsson, 1971), TEST (Graham i in., 1971), Belstville F3 (BF3)
(Pursel i Johnson, 1971), Belstville F5 (BF5) (Pursel i Johnson, 1975), Hul-
senberg (Westendorf i in., 1975), TRIS-Fruktoza-EDTA (Visser i Salamon,
1974), zottkowo-glukozowy (Polge i in., 1970) oraz laktozowo-zottkowy-
LEY (Pursel i Park, 1988).

Najczesciej w sktad rozcienczalnika mrozeniowego wchodza cukry
proste, takie jak: glukoza, galaktoza, fruktoza czy sorbitol lub dwucukry: lak-
toza, laktuloza, trehaloza, melibioza. Sa one nie tylko zrodlem energii, ale
roéwniez wywieraja pozytywny wplyw na plemniki ochraniajac je przed dehy-
dratacja i formowaniem krysztatkow lodu. Z badan przeprowadzonych przez
Gomez-Fernandez i in. (2012) wynika, Zze zastosowanie dwucukrow, a W
szczegblnosci trehalozy zapewnia wysoka skuteczno$é kriokonserwacji. Z ko-
lei, badania Malo i in. (2010) wykazaty, ze uzycie do zaptodnienia in vitro
plemnikéw kriokonserwowanych w rozcienczalniku zawierajacym trehaloze
zapewnia uzyskanie wyzszego wskaznika zapladnialno$ci w pordéwnaniu
Z rozcienczalnikiem z dodatkiem laktozy lub glukozy.

W celu ochrony bton plazmatycznych plemnikow przed uszkodze-
niami kriogenicznymi stosuje si¢ zwiagzki o dziataniu ostaniajgcym, m.in.: di-
metyloformamid, dimetyloacetamid, dimetylosulfotlenek oraz glicerol. Jak
wynika z badan przeprowadzonych przez Zeng i in. (2014), optymalng
ochrong blon komérkowych plemnikow przed zmianami kriogenicznymi za-
pewnia glicerol w stezeniu od 2 do 3%. Potwierdzajg to rowniez wczesniejsze
badania Holta (2000), w ktorych za wystarczajace uznano 3% stezenie glice-
rolu dodawanego bezposrednio przed etapem zamrazania. Z kolei, badania
Buhr i in. (2001) wykazaty, Zze koncentracja glicerolu powyzej 4% wptywa
negatywnie na zmiany w strukturze lipidow plazmolemmy plemnika, co ob-
niza skutecznos$¢ kriokonserwacji.

W celu utrzymania odpowiedniego ci$nienia osmotycznego oraz ogra-
niczenia uszkodzen btonowych plemnikéw spowodowanych przez wolne rod-
niki tlenowe (ROS) do rozcienczalnika mrozeniowego dodaje si¢ lipoproteiny
o niskiej gestosci (LDL), ktorych zrodlem jest zoltko jaja ptakow stuzace do
ochrony plemnikow przed szokiem chlodowym. Jednakze, doswiadczenia
przeprowadzone przez Frasera i in. (2010) wykazaty, ze LDL ekstrahowane
z 76Mtka jaja strusia afrykanskiego (LPFo) w wigkszym stopniu niz LDL z6itka
jaja kurzego ograniczaja negatywne skutki szoku chtodowego plemnikow
knura. Uzycie LPFo jako sktadnika rozcienczalnika mrozeniowego zapewnia
wysoka jako$¢ nasienia po rozmrozeniu oraz wysokie wskazniki ptodnosci.
Badania przeprowadzone przez Wang i in. (2014), dotyczace wpltywu frakcji
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LDL wyekstrahowanej z zottka jaja r6znych gatunkéw ptakow (kura, strus,
kaczka, przepiorka, gotab) wykazaly natomiast, ze lipoproteiny zottka jaja go-
Iebia posiadaja najwyzsze wlasciwosci krioochronne plemnikéw. Niezaleznie
od zastosowanego zrodta lipoprotein podczas procesu kriokonserwacji docho-
dzi do tworzenia agregatow lipoproteinowych, powstajacych po zmieszaniu
z06ttka jaja ptasiego z biatkami plazmy nasienia (Holt, 2000). Dlatego, w celu
ograniczenia tego zjawiska do sktadu rozcienczalnika mrozeniowego stosuje
si¢ dodatek syntetycznego detergentu dodecylosiarczanu sodu (SDS) (Equex
STM lub Orvus ES Paste) (Shimazaki i in., 2015). Jednocze$nie prowadzone
sa badania majace na celu zastgpienie tego skladnika rozcieficzalnika mroze-
niowego substytutami w postaci biatek roslinnych (Masoudi i in., 2016).

1.5. Ocena podstawowych parametréow jakosci nasienia

Knury poszczego6lnych ras lub ich mieszance moga wykazywac roz-
nice w zakresie objgtosci ejakulatu oraz koncentracji i ruchliwo$ci plemnikow
(Wysokinska i in., 2005). Wskazniki te najmniej korzystnie ksztattuja si¢
w okresie letnim, w ktorym zwiekszona temperatura otoczenia w potaczeniu
z ograniczonymi zdolno$ciami termoregulacyjnymi trzody chlewnej ostabia
funkcje rozrodcze samcéw, powodujac obnizenie popedu pilciowego oraz
wskaznikow ilo§ciowych i jakosciowych ejakulatu (Pokrywka i in., 2001; Wil-
czynska i in., 2013).

Diagnostyka laboratoryjna nasienia obejmuje ocen¢ makroskopowg
(objetos¢ ejakulatu, zapach i barwa) oraz ocene mikroskopowa (morfologia,
koncentracja oraz ruchliwos$¢ plemnikow). Objetos¢ ejakulatu knura waha si¢
w granicach od 80 do 900 ml. Wigkszoé¢ dorostych knuréw oddaje powyzej
100 ml nasienia, z wyjatkiem rasy Duroc, u ktorej minimalna objgtos¢ ejaku-
latu moze wynosi 80 ml. W przypadku knuréw rasy wbp objetos¢ ejakulatow
pozyskiwanych po 3-dniowej przerwie, a w przypadku knuréw rasy pbz po 4—
5-dniowej przerwie byla wigksza niz pobieranych w krotszych odstepach
czasu (Bajenai in., 2013).

Zapach nasienia knura przypomina zapach biatka jaja kurzego lub jest
stabo specyficzny, bliski zapachowi knura. Ejakulaty o wyraznym ostrym za-
pachu, zwykle zanieczyszczone moczem lub wydzieling uchytka napletko-
wego oraz o zapachu gnilnym, §wiadczacym najczgsciej o stanie chorobowym
w obrebie uktadu ptciowego, sg dyskwalifikowane. Barwa ejakulatu przypo-
mina silnie rozcienczone mleko, a widoczne zmetnienie jest zwigzane z kon-
centracjg plemnikéw. Poszczegdlne frakcje ejakulatu charakteryzuje inna
barwa: frakcja przedplemnikowa jest przezroczysta, frakcja plemnikowa —
biata, frakcja poplemnikowa ma barwe szarg.

Nastepnym etapem w ocenie ejakulatu jest analiza mikroskopowa.
Jednym z podstawowych kryteriow oceny mikroskopowej jest badanie mor-
fologiczne plemnikow wykonywane w preparatach barwionych przy uzyciu
mikroskopu $wietlnego. Do najbardziej popularnych metod barwienia naleza:
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réznicujacy barwnik nigrozynowo-eozynowy, barwnik giemzy (Coetzee i in.,
2001), Spermac® (Chong i in., 1983) oraz Diff-Quick (Coetzee i in., 2001).
Jako kryterium stosuje si¢ klasyfikacj¢ przedstawiong przez Blom (1981),
dzielaca wszystkie anomalie plemnikow na wady gtowne i podrzedne. Do wad
glownych plemnikéw zalicza si¢ m.in.. formy niedojrzate, plemniki po-
dwdjne, ,,bezgtowe”, gruszkowate, z kropla protoplazmy w potozeniu bliz-
szym, czy zwiniete w petle lub witki. Mianem wad podrzednych okresla sie
natomiast inne odchylenia w formach plemnikéw, m.in.: mate lub olbrzymie
glowki, pojedyncze petle lub zagiecia na witce, obecnos¢ kropli protoplazma-
tycznej w potozeniu dalszym.

Ocena morfologii plemnikoéw umozliwia wykrycie zmian w podsta-
wowej budowie plemnika lub jego strukturze wewnetrznej (wady gtéwne)
oraz wad zlokalizowanych w aparacie ruchu plemnika lub btonach powierzch-
niowych (wady podrzedne).

Do konserwacji w stanie ptynnym i mrozonym kwalifikowane sg tylko
te ejakulaty, w ktorych odsetek plemnikoéw prawidtowych morfologicznie wy-
nosi nie mniej niz 80%, a odsetek wad glownych i podrzednych nie przekracza
odpowiednio: 5 i 10%. Z badan przeprowadzonych przez Ron-El i in. (1991)
wynika, ze obecnos¢ wad morfologicznych plemnikéw obniza wspotczynnik
zaptadnialno$ci. Bonde i in. (1998) potwierdzili istotny wplyw odsetka plem-
nikow z wadami morfologicznymi na wynik unasieniania.

Koncentracja plemnikéw w jednostce objetosci jest okreslana przy po-
mocy urzagdzen komputerowych: cytometrow przeptywowych, spektrofoto-
metrow lub komoér hemocytometrycznych (Klimowicz i in., 2005; Nizanski,
2006). Liczba plemnikéw w 1 cm® ejakulatu waha sig $rednio od 150 x 10%do
600 x 10°. W gestej frakcji ejakulatu koncentracja plemnikow waha si¢ od 500
do 800 x 10%ml. Ejakulaty pobierane co trzy dni charakteryzujg si¢ trzykrotnie
wigkszg liczbg plemnikow niz ejakulaty pozyskiwane z jednodniowa przerwa
(Bajenai in., 2013).

Ruchliwo$¢ plemnikow jest jedna z podstawowych wtasciwosci, ktora
bezposrednio okresla ich funkcje. To wtasnie dzieki zdolnosci ruchu plemniki
moga przemieszczaé si¢ przez drogi rodne samicy oraz penetrowaé ostonke
przejrzysta komorki jajowej (Aitken i in., 1985). Coraz czg$ciej oprocz su-
biektywnej mikroskopowej oceny ruchliwosci plemnikow stosuje si¢ Spe-
cjalne urzadzenia komputerowe — Computer Assisted Sperm Analysis (CASA),
ktore umozliwiajg szybka i obiektywng analize duzej liczby gamet. Dzigki sys-
temowi CASA mozliwa jest precyzyjna ocena odsetka plemnikow ruchliwych,
odsetka plemnikow o ruchu postgpowym oraz doktadne okreslenie wtasciwo-
$ci ruchu (ruch szybki, umiarkowany, wolny). Ponadto, CASA umozliwia wi-
zualizacj¢ toru ruchu indywidualnych plemnikow, co pozwala na opis para-
metréw zwigzanych z predkos$cia i1 rodzajem ruchu. Jednocze$nie, kompute-
rowa analiza nasienia pozwala na ocen¢ morfologiczng i morfometryczng
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plemnikéw. Po raz pierwszy zalezno$¢ pomigdzy ruchem plemnikéw ocenia-
nych systemem CASA a ptodnoscia zostata wykazana w badaniach Aitkena
i in. (1982) na nasieniu ludzkim.

Ryc. 2. Urzadzenie komputerowe — Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)

Akrosom odgrywa istotng role w procesie zaptodnienia podczas pene-
tracji przez plemnik ostonki przejrzystej komorki jajowej. W reakcji akroso-
mowej zewnetrzna btona akrosomu pozostaje nienaruszona az do momentu
zetkniecia si¢ plemnika z ostonkg przejrzysta. Wszelkie zaburzenia integral-
nos$ci lub uszkodzenia btony akrosomu plemnika moga obniza¢ skuteczno$¢
zaptodnienia. Ocena odsetka plemnikoéw z integralnym akrosomem jest waz-
nym parametrem jakosci nasienia (Pursel in., 1972). Integralno$¢ akrosomu
oceniana jest z wykorzystaniem lektyn ro$linnych, m.in. pochodzacych
z orzeszkow ziemnych (PNA), grochu zwyczajnego (PSA) lub czarnej fasoli
(ConA). Najczesciej stosuje si¢ lektyng PNA, ktora taczy sie z resztami -ga-
laktozowymi zewnetrznej btony akrosomalnej (Silva i Gadella, 2006). Z lek-
tyng moga by¢ skoniugowane rozne barwniki fluorescencyjne, m.in: izotiocy-
nian fluoresceiny (FITC) (Maxwell i Johnson, 1997), AlexaFluor® (Silva
i Gadella, 2006), czy fikoerytryna (PE) (Partyka i in., 2010). Zastosowanie
dodatkowo jodku propydyny (PI) przy ocenie stanu akrosomu umozliwia
oznaczenie subpopulacji plemnikow martwych z uszkodzonym akrosomem
(Partyka i in., 2010). Obnizenie temperatur podczas mrozenia powoduje
wzrost st¢zenia jondw wapnia, wyptyw innych jondw oraz egzocytoze zawar-
tosci akrosomu (Ozkavukcu i in., 2008). Przeprowadzajac analiz¢ stanu akro-
somow plemnikow przy zastosowaniu transmisyjnego mikroskopu elektrono-
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wego (TEM) stwierdzono powstawanie przestrzeni mi¢gdzy btong plazma-
tyczng plemnika a zewnetrzng blong akrosomalng, co $wiadczy o utracie cig-
glosci akrosomu podczas procesu kriokonserwacji (Rodriquez-Martinez i in.,
1993).

1.6. Proces apoptozy

Pojecie ,,apoptoza” zostato wprowadzone przez Kerra i in. w 1972 r.
w celu odrdznienia od nekrozy (martwicy). Termin ,,apoptoza” jest uzywany
do okreslenia rodzaju $mierci komorki, w tym réwniez §mierci programowa-
nej, wspolnego dla wielu typow komorek, czgsto zwigzanego z czynnikami
stymulujgcymi i prowadzacymi do okre§lonych zmian morfologicznych ko-
morki. Komorki ulegajace apoptozie przechodza charakterystyczny ciag prze-
mian. Komorka, u ktorej zostaje uruchomiony program $mierci, oddziela si¢
od pozostatych komorek i obkurcza sie. Na jej powierzchni tworzg si¢ liczne
drobne, pecherzykowate uwypuklenia (ang. blebbing) (Halickai in., 2000; Na-
gata, 2000). Przynajmniej w poczatkowych fazach procesu komoérka zacho-
wuje integralnos¢ strukturalng i wigkszo$¢ funkcji (Bartosz, 1998; Pollack
i Leeuwenburgh, 2001). Mimo znacznego spadku potencjatu mitochondrial-
nego organelle komérkowe pozostajg nieuszkodzone (Thornberry i Lazebnik,
1998). W przypadku $mierci apoptotycznej dominuja zmiany w obrebie jadra
komoérkowego. Poczatkowo chromatyna jadrowa ulega zageszczeniu w po-
blizu btony jadrowej, po czym zaczyna wypelnia¢ cate jadro, ktore staje si¢
pyknotyczne. Nastepuje fragmentacja DNA, w trawieniu ktorego biorg udziat
wlasne endonukleazy komorki, a w dalszym etapie destrukcji powstaja tzw.
»Clatka apoptotyczne”, ktére sktadajg si¢ z fragmentow komorki otoczonych
btong komdrkowa i sg rozpoznawalne za pomocg wielu typow receptoréw (np.
CR3, CD14, fosfatydyloserynowych, witronektynowych) przez makrofagi
oraz inne komorki, a nastgpnie sg fagocytowane i degradowane. Apoptoza jest
procesem, w ktorym umierajgca komorka aktywnie uczestniczy w ,,samode-
strukcji”, uwalniajac kaskade charakterystycznych mechanizméw metabolicz-
nych, konczacych si¢ fizyczna dezintegracja komorki.

W procesie apoptozy mozna wyrdzni¢ trzy fazy: inicjacyjng, wyko-
nawczg (efektorowg) i zniszczenia (degradacyjng) (Bartosz, 1998). O prze-
biegu apoptozy decyduje stan fizjologiczny komorki oraz aktywacja procesow
biochemicznych zaleznych od czynnikow inicjujacych. Zdolnos¢ reakeji ko-
morki na rozmaite czynniki jest procesem wieloetapowym. Biorgc pod uwage
mnogos¢ czynnikéw endogennych i srodowiskowych mogacych prowadzi¢ do
apoptozy roznych typow komorek (np. wigzanie receptorow powierzchnio-
wych, uszkodzenie DNA w wyniku przyjmowania lekéw lub promieniowania
jonizujacego, infekcje bakteryjne i wirusowe), uwaza sig, ze apoptoza moze
zachodzi¢ na dwoch centralnych szlakach: zewnetrznym, zwigzanym z istnie-
niem btonowych receptorow $mierci oraz wewnetrznym, zwanym rowniez mi-
tochondrialnym. Niezaleznie od Zzrodta sygnatu inicjujgcego, proces apoptozy
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jest szczegdlowo regulowany i wymaga wspoétdziatania szeregu elementow
prowadzacych do powstania swoistej kaskady reakcji biochemicznych. W re-
zultacie dochodzi do aktywacji kaspaz i proteolitycznej degradacji komorki.
Wisrdd czynnikdw inicjujacych apoptoze najczgsciej wymienia si¢ reakcje roz-
poznawania i wigzania ligandow z odpowiednimi receptorami $mierci na po-
wierzchni komorek, ich aktywacje, a takze aktywacje kaspaz inicjujacych.

Komérka prawidiowa

Nekroza / wptoza
pgcznienie obkurczanie
komorki komarki
i organelli .
kondensacja
chromatyny

N rozpad komérki formowanie &
i organneli ciatek
\ apoptotycznych

L)

fagocytoza

stan zapalny

Ryec. 3. Poréwnanie procesu apoptozy i nekrozy

Kaspazy (ang. caspases-cysteine-dependent aspartate specific prote-
ases) sa odpowiedzialne za proteolityczny rozpad niektorych sktadnikow cy-
toszkieletu (Thornberry i Lazebnik, 1998). Sygnat apoptotyczny powoduje
przeniesienie fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni¢ btony komorkowej, co
umozliwia wczesng diagnostyke apoptozy. Ten glicerofosfolipid wraz z in-
nymi lipidami — fosfatydyloetanoloaming i sfingomieling — sa sktadnikami
btony komorkowej. Proporcje lipidow btonowych roznig si¢ w zalezno$ci od
typu komorki. Utrzymanie sktadu lipidow w blonie komorkowej jest wazne
dla struktury i funkcji komoérki. W warstwie wewnetrznej btony wystepuje
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podwyzszona zawartos¢ fosfatydyloseryny niosacej tadunek ujemny. Dzigki
temu wewngtrzna warstwa blony jest bardziej ujemna niz jej warstwa ze-
wnetrzna. Asymetryczna lokalizacja aminofosfolipidow jest utrzymywana
dzieki aktywnos$ci ATP-zaleznej translokazy zwanej flipaza, ktéra wpompo-
wuje je do wewngtrznej warstwy blony, a inne lipidy do zewngtrznej. Akty-
wacja kaspaz doprowadza do zaktocenia tego stanu, powodujac zablokowanie
funkcji flipazy i aktywacje skramblazy, ktora sprawia, ze nastepuje wyréwna-
nie lipidow wewngtrznej i zewngtrznej warstwy blony i pojawienie si¢ PS na
powierzchni blony komorek apoptotycznych (Martin i in., 2004; Blankenberg
iin., 2000). Badania Deneckera i in. (2001) wykazaty, ze przemieszczenie PS
na powierzchnie komorki stanowi jeden z wczesniejszych etapow apoptozy.
Zachodzi on przed spadkiem potencjatu transbtonowego mitochondriow oraz
uwalnianiem cytochromu c z ich przestrzeni miedzybtonowych. Do wykrywa-
nia fosfatydyloseryny wykorzystywana jest zalezna od Ca®* aneksyna V pola-
czona z fluoresceing (Martin i in., 2004). Przemieszczenie PS oraz aktywacja
kaspaz sg sygnatem do rozpoczgcia fazy wykonawczej apoptozy (Blankenberg
i in., 2000). Kaspazy sa syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy (zymo-
geny), sktadajace si¢ z dwoch podjednostek (~20 kDa i ~10 kDa) potaczonych
krotkim ,tacznikiem” oraz tzw. prodomeny, polipeptydu o réznej dhugosci.
Prodomena uczestniczy w dimeryzacji czasteczek prokaspaz, zostaje nastep-
nie odszczepiona podczas aktywacji (Bedner i in., 2000). Obecnie przyjmuje
si¢ podziat kaspaz na 3 grupy: 1) aktywatory cytokin: kaspazy 1, -4, -5, -11,
-12, -13, -14; 2) inicjujace szlak apoptotyczny: kaspazy 8, -9, -10; 3); 3) od-
powiedzialne za faz¢ wykonawczg apoptozy: kaspazy -3, -6, -7 (Chang i Yang,
2000). Wszystkie poznane kaspazy charakteryzuja si¢ tym, ze przecinaja tan-
cuch biatkowy substratu w miejscu obecnosci W nim kwasu asparginowego
oraz ze same dla siebie sg enzymami aktywujacymi. W zwiazku z tym, akty-
wacja jednej z kaspaz moze wywotac¢ kaskadowa reakcje, podczas ktorej uwal-
nia si¢ z zymogenow wiele aktywnych kaspaz. Centralnym punktem skupia-
jacym rozne sygnaty apoptotyczne sg kaspazy wykonawcze. Ich aktywacja
przez kaspazy inicjujace czy inne biatka (np. proteaza serynowa GrB) stanowi
,,punkt kontrolny”, od ktérego nie ma juz odwrotu w apoptozie (ang. point of
no return) i podlega precyzyjnej regulacji przez biatka rodziny Bcl2 (ang. B-
cell leukemia/lymphoma-2) oraz IAP (ang. inhibitor apoptosis proteins). Ak-
tywowane kaspazy wykonawcze, bezposrednio albo w kaskadzie kaspaz do-
konujg proteolizy bialek enzymatycznych i strukturalnych komorki. W wigk-
szo$ci komoérek podczas apoptozy ulegajg proteolizie takie biatka, jak: laminy
jadrowe, histony, polimeraza poli-ADP-rybozy (PARP), biatka decydujace
0 prawidtowym przebiegu cyklu komorkowego. Na rodzing biatek Bcel-2 skta-
dajg sie zarowno biatka stymulujgce apoptoze (Bax, Bak, Bcl-Xs, Bok/Mtd),
jak i hamujace ten proces (Bcl-2, Bcl-X,, Bel-W, Mcl-1, NR-13) (Gross i in.,
1999). Wystepuja one w blonach siateczki srodplazmatycznej, okotojadrowe;j
oraz mitochondrialnej. Biatko Bcl-2 hamuje apoptoze wywotang réoznymi
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czynnikami, a jego obecno$¢ stwierdzono rowniez w komorkach rozrodczych
ssakow (Gaczarzewicz i in., 2000). Biatka te reguluja przepuszczalno$¢ blon
mitochondrialnych. Produkt biatkowy genu Bcl-2 blokuje jeden z krytycznych
stopni w przekazywaniu sygnatlu apoptozy, a mianowicie wyptyw jonow Ca?*
z mobilnej puli zlokalizowanej w siateczce $rodplazmatycznej. Uwalniany
z siateczki Ca?* uczestniczy w aktywacji dwoch enzymow biorgcych udziat
w procesach dezintegracyjnych: endonukleazy DNA oraz transglutaminazy
uczestniczacej w tworzeniu ciatek apoptotycznych (Nakamura i in., 2000).
Nadmiar biatek proapoptotycznych jest sygnatem do uwolnienia z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium do cytozolu czynnikéw apoptotycznych, ta-
kich jak: cytochrom c, biatko Smac/Diablo, czynnik AIF i endonukleazy G
(Verhoven i in., 1995; Yang i in., 1997). W przypadku przewagi biatek proa-
poptotycznych dochodzi do obnizenia potencjatu btonowego mitochondrium,
zwigkszenia przepuszczalnosci tej btony oraz wyptywu wspomnianych czyn-
nikow apoptotycznych. Dziatanie cytochromu ¢ prowadzace do apoptozy ko-
morek polega na aktywacji kaspazy-3 za posrednictwem kaspazy-9. W tym
szlaku apoptotycznym istotng role odgrywa biatko adaptorowe Apaf-1 (ang.
apoptotic protease activating factor-1). Cytochrom ¢ wigze si¢ z monome-
ryczng forma Apaf-1, ktory nastepnie zmienia konformacje, ulega oligomery-
zacji i przytacza prokaspaze-9, tworzac wielobiatkowy kompleks zwany apop-
tosomem. Poprzez dimeryzacje¢ prokaspaza-9 ulega aktywacji i inicjuje ka-
skade kaspaz efektorowych (kaspaza- 3,6,7), prowadzac do smierci komorki.
Kaspazy moga by¢ rowniez aktywowane w szlaku receptorowym (zewngtrz-
nym), w ktérym w wyniku pobudzenia receptoréw $mierci nalezacych do nad-
rodziny TNF (ang. tumor necrosis factor) obserwuje si¢ tworzenie tzw. recep-
tosomu. Aktywna forma receptosomu aktywuje kaspazg-3 za posrednictwem
kaspazy-8 (Borner, 2003). W komorkach o niskiej aktywnoéci inicjatorowej
kaspazy-8 enzym ten nie aktywuje bezposrednio efektorowej prokaspazy-3,
ale oddziatuje z proapoptotycznym biatkiem Bid, dokonujac jego proteolitycz-
nego cigcia do formy skroconego polipeptydu tBid (ang. truncated Bid). Poli-
peptyd tBid przenosi si¢ do mitochondriow, gdzie doprowadza do uwolnienia
cytochromu ¢ i innych bialek apoptogennych, uruchamiajac ,,szlak we-
wnetrzny”. Aktywowane kaspazy wykonawcze rozszczepiajg wiele biatek cy-
toplazmatycznych i jadrowych. Dochodzi do aktywacji endonukleaz komor-
kowych i w konsekwencji do degradacji wlasnego DNA. Degradacja DNA
przebiega w dwoch etapach, najpierw sg to pekniecia DNA na duze fragmenty
(30 000-50 000 par zasad), a nastepnie na oligonukleosomy o dtugosci okoto
180-200 par zasad. P¢knigcia tancucha DNA mozna wykrywac stosujgc me-
tode TUNEL (ang. terminal deoxynucleotydyl transferase mediated d-UTP
nick end-labeling), przez wbudowywanie dUTP sprzg¢zonego z fluoresceing
czy digoksygening w tancuch DNA w miejscach peknig¢, przy zastosowaniu
terminalnej transferazy lub polimerazy DNA (Fadeel i in., 1999).
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1.6.1. Zmiany apoptotyczne w gonadach i gametach meskich oraz wybrane
metody oceny

Apoptoza  komoérek  plemnikotworczych — jest  podstawowym
mechanizmem prawidtowej spermatogenezy i dotyczy komorek rozrodczych
juz w okresie zycia ptodowego (Print i Loveland, 2000). W kanalikch kretych
jader ssakow proces ten jest regulowany gtownie przez komorki Sertoliego
W nabtonku plemnikotworczym, komoérki Leydiga w tkance srodmigzszowe;j
oraz przez interakcje pomigdzy komoérkami gametogenicznymi. Apoptoza
W spermatogenezie pojawia si¢ spontanicznie, np. w jadrach dorostych
szczurOw obserwowana jest w kazdym stadium cyklu spermatogenicznego
(Gaczarzewicz i in., 2000). Apoptoza jest jednym z mechanizmoéw eliminacji
komorek nieprawidtowych, a za regulacje tego procesu w gonadzie meskiej
jest odpowiedzialne biatko receptorowe Fas, ktérego ekspresje stwierdzono na
powierzchni komoérek gametogenicznych oraz biatko FasL, pelniace rolg
liganda receptora Fas, wystepujace na powierzchni komoérek Sertoliego (Lee
iin.,, 1997). Niektére badania potwierdzajg udzial systemu Fas/FasL
W regulacji apoptozy w gonadzie meskiej tylko w stanach patologicznych,
w szczegdlnosci w czasie stresu (Boekelheide i in., 2000). Zaburzenie procesu
apoptozy w spermatogenezie oraz wystgpowanie wysokiego odsetka
apoptotycznych komoérek rozrodczych moze prowadzi¢ do nieptodnosci
meskiej (Rodriguez i in., 1997). U mezczyzn z azospermia i oligozoospermia
obserwowano  wzrost czestotliwo$ci  procesu  apoptozy  komorek
plemnikotworczych w tkance jadrowej w pordéwnaniu z mezczyznami
z prawidlowg spermatogenezg (Lin i in., 1997).

Wiele badan poswigcono apoptozie w procesie spermatogenezy,
znacznie mniej prac dotyczy ejakulowanych plemnikow. W przypadku
plemnikéw podstawowy problem stanowi odpowiedni dobor metod do
identyfikacji zmian apoptotycznych. Ze wzgledu na specyficzng budowe
plemnika nie mozna opiera¢ si¢ wylacznie na zmianach morfologicznych,
charakterystycznych dla komoérek somatycznych, lecz nalezy skoncentrowac
si¢ na zmianach biochemicznych. Badanie apoptozy w plemnikach jest
najczesciej oparte na ocenie stopnia przepuszczalnosci btony komorkowej,
btonowej translokacji fosfatydyloseryny, wykrywaniu aktywnej formy
kapazy-3, poziomu transblonowego potencjatu  mitochondrialnego,
fragmentacji DNA czy obecnosci biatek pro- i antyapoptotycznych. Istotne
znaczenie z punktu widzenia diagnostyki andrologicznej ma wykrywanie
wczesnych etapéw $mierci apoptotycznej. Cechg charakterystyczng
poczatkowych stadiow apoptozy jest niewielka zmiana w przepuszczalnosci
btony komorkowej. Mikropory powstajace w zewngtrznej warstwie blony
mozna identyfikowa¢ przy wykorzystaniu fluorochromu YO-PRO-1 (ldziorek
i in., 1995). Barwnik ten dyfunduje przez mikropory i/lub mikrokanaty
W plazmolemmie i taczy si¢ z DNA komorki. Dodatkowe zastosowanie w tej
metodzie jodku propydyny (PI) umozliwia detekcj¢ komorek nekrotycznych.
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Analiza przeprowadzona w mikroskopie fluorescencyjnym pozwala wyrdznié
trzy subpopulacje komorek. Pierwszg z nich stanowig komorki zywe (YO-
PRO-17/PI'), ktore nie emituja fluorescencji, druga komorki apoptotyczne YO-
PRO-1-pozytywne (YO-PRO-1°/PI) fluoryzujace na zielono, a trzecig
komorki martwe, nekrotyczne, emitujgce zaréwno zielong jak i czerwong
fluorescencje (YO-PRO-1*/PI*). W badaniach wilasnych, prowadzonych na
$wiezym nasieniu knura stwierdzono obecnos$¢ od 2 do 13% plemnikow
apoptotycznych (Trzcinska i in., 2007).

plemnik

nekrotyczny
plemnik
zywy — - 1
B »

A, A’, A” — plemniki apoptotyczne: A — w $wietle widzialnym, A’ — emitujace zielong fluore-
scencje, A” — nie emitujace czerwonej fluorescencji.

B, B’, B” — plemnik zywy i nekrotyczny: B — w §wietle widzialnym, B’ — emitujacy zielona
fluorescencje, B” — emitujacy czerwong fluorescencje.

Ryec. 4. Subpopulacje plemnikéw widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym
po zastosowaniu barwienia YO-PRO-1/PI

Metodg pozwalajaca na wczesng diagnostyke apoptozy jest
wykrywanie reszt fosfatydyloseryny (PS) na powierzchni btony
cytoplazmatycznej za pomoca aneksyny V sprzgzonej z izotiocyjanianem
fluoresceiny (FITC, ang. fluorescein isothiocyanate). Aneksyna
V W obecnos$ci jondw Ca?* faczy sie z ujemnie natadowanymi fosfolipidami,
takimi jak fosfatydyloseryna, dzigki czemu stosuje si¢ ja jako marker
apoptozy. Oznaczanie na powierzchni btony komorek reszt PS przy uzyciu
aneksyny V sprzezonej z FITC oraz weryfikacja stopnia przepuszczalnosci
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btony plazmatycznej dla PI, barwigcego DNA i RNA komorek o zaburzonej
integralnosci  btony, umozliwia odroznienie komoérek  zywych,
nieapoptotycznych  (AnV/PlI) od komodrek wczesnoapoptotycznych
(AnV*/PI) oraz wczesnonekrotycznych (AnV*/PI*), a takze od komorek
martwych (nekrotycznych) (AnV:/PI*). Wyznakowane aneksyng V-FITC
komorki emitujace zielong, a wybarwione jodkiem propydyny czerwona
fluorescencje¢ mozna analizowa¢ w mikroskopie fluorescencyjnym (Trzcinska
iin., 2007; Trzcinska i Bryta, 2015). W §wiezym i konserwowanym w stanie
ptynnym nasieniu knura stwierdzono obecnos$¢ plemnikéw z powierzchniowg
translokacja fosfatydyloseryny (Trzcinska i in., 2007). W do$wiadczeniu wy-
konanym przez Pefia i in. (2005) na nasieniu knura zaobserwowano, ze po
rozmrozeniu w nasieniu drastycznie wzrasta — hawet do 80% — odsetek komo-
rek apoptotycznych w poréwnaniu z nasieniem $wiezym. W nasieniu mez-
czyzn wykazano negatywng korelacje pomiedzy ruchliwoscig i koncentracjg
a odsetkiem plemnikéw z translokacja fosfatydyloseryny (Oosterhuis i in.,
2000). W $wiezym nasieniu buhajow zaobserwowano okoto 17% apoptotycz-
nych plemnikéw, natomiast po zamrozeniu i rozmrozeniu nasienia liczba ta
wzrosta do 40%. Wysunigto wiec przypuszczenie, ze obecno$¢ apoptotycz-
nych plemnikow w §wiezym nasieniu moze by¢ przyczyna obnizonej ptodno-
$ci buhajow hodowlanych (Anzar i in., 2002).

W czasie procesu apoptozy dochodzi do otwarcia megakanatow
mitochondrialnych i spadku mitochondrialnego potencjalu transbtonowego.
Dzigki zdolnosci do produkcji energii mitochondria plemnika umozliwiaja
jego ruch postgpowy, stajac si¢ strukturami okreslajagcymi zdolnosé
plemnikéw do zaptodnienia komorki jajowej. Do pomiaru zmian potencjatu
mitochondrialnego moze stuzy¢ barwnik JC-1, ktory w zywych plemnikach
gromadzi si¢ w mitochondriach w postaci agregatow widocznych
w mikroskopie fluorescencyjnym w postaci czerwono-pomaranczowe;j
fluorescencji, natomiast w plemnikach apoptotycznych i nekrotycznych
0 zdepolaryzowanej blonie mitochondrialnej gromadzi si¢ w formie
monomerycznej, widocznej w postaci zielonej fluorescencji (Trzcinska i in.,
2008).
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plemnik
krotyczne ik nekrotyczny plemnik zywy

yczne/ w

W ptotyczny

A” E”

A, B, C, D, E — plemniki w $wietle widzialnym: A’, B’, C’, D’, E’ — plemniki emitujace
zielong fluorescencje; A”, B”, C”, D”, E” — plemniki emitujace czerwong fluorescencje.

Ryc. 5. Subpopulacje plemnikéw widoczne w mikroskopie fluorescencyjnym
po zastosowaniu barwienia Aneksyna V-FITC/PI

plemniki zywe

plemniki apoptotyczne/nekrotyczne

plemniki zywe

Plemniki zywe — w mitochondriach widoczne agregaty barwnika w postaci czerwono-pomaran-

czowej fluorescenciji.
plemniki apoptotyczne/nekrotyczne —w mitochondriach widoczne agregaty barwnika w postaci

zielonej fluorescenciji.

Ryec. 6. Subpopulacje plemnikéw obserwowane w mikroskopie fluorescencyjnym po
zastosowaniu barwienia z uzyciem JC-1
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Marchetti i in. (2004) nie stwierdzili obecnosci kaspaz w plemnikach
myszy, podczas gdy aktywno$¢ enzymatyczng kaspazy-3 i -7 wykryto
W plemnikach meskich o niskiej ruchliwosci (Said i in., 2004). Z kolei, wielu
autoréw identyfikowato w nasieniu plemniki z pegknigciami DNA, ktore
mozna odnies¢ do koncowego procesu apoptozy. Do oznaczenia stopnia
fragmentacji DNA plemnikow mozna stosowaé metode TUNEL, okreslajac
odsetek plemnikéw wykazujacych fragmentacje DNA (TUNEL+) (Trzcinska
i Bryta, 2016). Gorczyca i in. (1993) jako pierwsi zaobserowali, ze
fragmentacja DNA ejakulowanych plemnikow jest analogiczna do apoptozy
komoérek somatycznych. Badania Martina i in. (2004, 2007) wykazaly
natomiast, ze kriokonserwacja nie indukuje fragmentacji DNA w plemnikach
buhaja. Co wigcej, zarbwno w nasieniu §wiezym jak i po kriokonserwacji nie
wykryto obecno$ci biatka Bel-2 oraz kaspazy -3 i -8; stwierdzono natomiast
obecno$¢ cytochromu c, biatka AIF oraz kaspazy -9. Na tej podstawie
wysunigto przypuszczenie, ze przynajmniej w plemnikach buhaja apoptoza
przebiega z udziatem szlaku mitochondrialnego.

1.7. System antyoksydacyjny w nasieniu

W warunkach fizjologicznych niewielkie ilo$ci reaktywnych form
tlenu w plemnikach knura powstajg jako naturalne produkty metabolizmu ko-
morkowego i odgrywaja znaczacg role, m.in.: w procesach kapacytacji, hipe-
raktywacji czy reakcji akrosomalnej (Agarwal i in., 2004). Proces kriokonser-
wacji prowadzi do powstania nadmiaru RFT, co z kolei wywotuje zmiany pe-
roksydacyjne w lipidach bton komoérkowych plemnikow. Peroksydacja lipi-
dow jest procesem utleniania, przede wszystkim wielonienasyconych kwasoéw
thuszczowych wchodzacych w sktad fosfolipidow, bedacych podstawowym
sktadnikiem budulcowym bton biologicznych (gtéwnie fosfatydyloetanoloa-
miny i fosfatydylocholiny). W przypadku plemnikéw knura zaréwno wysoki
udziat wielonienasyconych kwasow ttuszczowych w sktadzie lipidow bton ko-
moérkowych, jak i wieksza niz w innych komérkach liczba mitochondriow po-
woduja zwiekszong produkcje RFT w procesach utleniania komorkowego.

Zarowno w plazmie nasienia, jak i wewnatrz plemnikow dziala
ochronny system antyoksydacyjny, ktory pozwala na utrzymanie rownowagi
oksydacyjnej poprzez neutralizacj¢ i usuwanie nadmiaru reaktywnych form
tlenu. Do glownych reaktywnych form tlenu zalicza si¢: anionorodnik ponad-
tlenkowy (O2), nadtlenek wodoru (H20.), rodnik hydroksylowy (OH') oraz
tlen singletowy (*O2). Pierwotng formg RFT w zywej komorce jest anionorod-
nik ponadtlenkowy, z ktorego powstaja kolejne formy o zwigkszonej reaktyw-
nosci i toksycznosci. Dalsza redukcja O™ w procesie katalizowanym przez
dysmutaze ponadtlenkowg prowadzi do powstania nadtlenku wodoru, ktory
dyfunduje przez btony komorkowe i w obecnosci metali przejsciowych (jony
zelaza i miedzi) moze ulec przemianie do rodnika hydroksylowego. Rodnik
ten jest bardzo toksyczny i natychmiast po powstaniu reaguje z sgsiadujgcymi
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czasteczkami organicznymi. Do RFT nalezy rowniez tlen singletowy, ktory
oddziatuje z innymi czasteczkami przechodzac w stan tripletowy, przekazujac
energi¢ wzbudzenia lub wchodzi z czasteczkami w reakcje chemiczng. Moze
reagowaé z resztami aminokwasow biatek oraz z kwasami nukleinowymi.
Ochronny system antyoksydacyjny nasienia ssakow, umiejscowiony zarOwno
w plazmie nasienia, jak i wewnatrz plemnikow pozwala na wytworzenie fizjo-
logicznej ilosci RFT i utrzymanie rownowagi oksydacyjnej poprzez neutrali-
zacj¢ i usuwanie nadmiaru reaktywnych form tlenu. System ten sktada si¢
z czynnikdw enzymatycznych i nieenzymatycznych, ktore wspoldziatajg ze
soba w celu zapewnienia optymalnej ochrony przed RFT. Podstawowy system
enzymatyczny w nasieniu sktada si¢ z dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), ka-
talazy (KAT), peroksydazy glutationowej (GPX) oraz reduktazy glutationo-
wej (GR). W warunkach fizjologicznych enzymy te wspotdziataja ze soba
a inaktywacja jakiegokolwiek z nich powoduje ostabienie ochronnego sys-
temu antyoksydacyjnego (Fraczek i Kurpisz, 2005). Dysmutaza ponadtlen-
kowa jest metaloenzymem, ktory katalizuje reakcje dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru. Katalaza jest selenoproteing katalizu-
jaca reakcje dysproporcjonowania nadtlenku wodoru, co prowadzi do powsta-
nia tlenu czgsteczkowego i wody. W obronie przed RFT bierze udziat uktad
przeciwutleniajacy zwigzany z glutationem, ktory powoduje redukcje nad-
tlenku wodoru. W sktad tego uktadu wchodza peroksydaza i reduktaza gluta-
tionowa. Oprocz enzymow neutralizujgcych nadprodukcje RFT istotng rolg
w antyoksydacyjnym systemie ochronnym odgrywaja tzw. niskoczastecz-
kowe, nieenzymatyczne antyoksydanty wspomagajace aktywnos$¢ enzymow.
Nalezg do nich m.in.: glutation, kwas pantotenowy, witaminy A, E, C i z grupy
B oraz mikroelementy, tj. cynk, selen i miedz (Agarwal i in., 2004).

1.8. Zwiazki antyoksydacyjne i oslaniajgce oraz nowe rozwigzania tech-
nologiczne w kriokonserwacji nasienia knura

W ostatnich latach wiele prac poswigcono modyfikacji sktadu roz-
cienczalnika mrozeniowego w oparciu o dodatek substancji o dziataniu anty-
oksydacyjnym i ostaniajagcym btony plazmatyczne plemnikéw. Dodatek
zwiazkow o dziataniu antyoksydacyjnym ogranicza negatywne skutki wywo-
fane przez reaktywne formy tlenu (RFT) oraz przyczynia si¢ do wzrostu efek-
tywnosci kriokonserwacji. Do najcze$ciej stosowanych antyoksydantow, po-
prawiajacych jakos¢ nasienia knura po rozmrozeniu zalicza si¢ m.in.: glutation
(Zhang i in., 2012), butylowany hydroksytoluen (Roca i in., 2004), a-tokoferol
(Satorre i in., 2012); dysmutazg ponadtlenkowg i/lub katalaze (Roca i in.,
2005), L-cysteing (Malo i in., 2010), kwas askorbinowy w potaczeniu z gluta-
tionem (Giaretta i in., 2015), witaming E (Pefia i in., 2003). Zestawienie wy-
nikow badan nad zastosowaniem wybranych zwiazkow w kriokonserwacji na-
sienia roznych gatunkow ssakow przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Zestawienie wybranych zwigzkow antyoksydacyjnych stosowanych

w kriokonserwacji nasienia roznych gatunkow ssakow

Anh}g%lisy- ZaStgiseowa- Gni[ll(J i Uzyskany wynik po rozmrozeniu
Witamina | rozcienczal- mez- | Brak wpltywu na ruchliwos¢ plemnikow
C nik mroze- | czyzna | (Askariin., 1994)
niowy ogier | Brak wplywu na jako$¢ nasienia ocenia-
nego na podstawie ruchliwosci, Zzywotno-
$ci, fragmentacji DNA i integralno$ci
btony akrosomowej (Dukelow i Graham,
1962)
buhaj | Poprawa ruchliwosci i Zzywotnosci plem-
nikow (Patel i in., 2016)
Witamina | rozcienczal- me¢z- | Brak wpltywu na ruchliwo$é, nieznaczne
E, Trolox | nik do roz- czyzna | ograniczenie peroksydacji lipidow (Yos-
mrazania hida, 2000)
knur | Poprawa ruchliwosci i aktywnosci mito-
chondrialnej (Saravia i in., 2010)
mez- | Poprawa zywotnosci plemnikow (Nekoo-
czyzna | namiin., 2016)
krolik | Poprawa ruchliwosci i integralnosci blon
komorkowych plemnikéw (Zhu i in.,
2015)
rozcieficzal- | ogier | Brak wplywu na ruchliwo$é, integralno$é
Katalaza nik mroze- btony akrosomowej plemnikéw i aktyw-
niowy no$¢ mitochondrialng plemnikéw (Busta-
mante-Filhoa i in., 2006)
knur | Poprawa ruchliwosci i czasu przezywania,
brak wpltywu na morfologi¢ plemnikow
(Rocai in., 2005)
tryk | Poprawa ruchliwosci, integralnosci bton
komérkowych plemnikéw (Shafiei i in.,
2015)
L-cysteina | rozcienczal- knur | Poprawa ruchliwosci, integralno$ci bton
nik mroze- komoérkowych i integralno$ci btony akro-
niowy somowej (Chanapiwat i in., 2010)
Luteina rozcienczal- knur | Poprawa ruchliwo$ci plemnikow i inte-
nik mroze- gralno$ci btony akrosomowej (Varo-
niowy Ghiurui in., 2015)

Osobna kwestie w modyfikacji sktadu rozcienczalnikow mrozenio-
wych stanowi wprowadzanie do ich sktadu komponentow o wtasciwosciach
ostaniajgcych btony plazmatyczne plemnikéw przed uszkodzeniami krioge-
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nicznymi, m.in. glikozaminoglikany (GAG). Jednym z najbardziej rozpozna-
walnych zwigzkoéw nalezacych to tej grupy jest hialuronian, ktéry odgrywa
istotng role w procesie zaplodnienia czy kapacytacji plemnikéw. Badania
przeprowadzone przez Pena i in. (2003) oraz Bryta i in. (2017) wykazaly, ze
dodatek hialuronianu do rozcienczalnika mrozeniowego nasienia knura popra-
wia parametry ruchliwosci plemnikéw ocenianych za pomocg systemu kom-
puterowego CASA (Computer Assisted Sperm Analysis).

Inng mozliwo$cig zachowania zdolnos$ci zaptadniajacej przechowy-
wanych plemnikéw jest poddanie ich dziataniu wysokiego ci$nienia hydrosta-
tycznego (HHP — ang. high hydrostatic pressure), ktére zwieksza warto$¢ bio-
logiczna nasienia przez zminimalizowanie stresu komoérkowego zwigzanego
z jego konserwacja. Z doswiadczen przeprowadzonych na nasieniu knura i bu-
haja wynika, ze przechowywanie nasienia w komorze z wysokim ci$nieniem
hydrostatycznym przed zastosowaniem standardowej procedury kriokonser-
wacji w istotny sposob zwigksza ruchliwos¢ plemnikow po procedurze zamra-
zania/rozmrazania (Pribenszky i in., 2006). Jednoczesnie, proby biologiczne
z zastosowaniem do inseminacji loszek nasienia poddanego dziataniu HHP
umozliwity uzyskanie wyzszej liczby prosigt w miocie. Badania wykazaty, ze
zastosowanie ci$nienia o wartosci 350 Bar przed procedurg kriokonserwacji
chroni plemniki przed uszkodzeniami kriogenicznymi (Bryta i Trzcinska,
2018).

Ryc. 7. Komora z wysokim ci$nieniem hydrostatycznym — Model GBOX 2140
przeznaczona do nasienia knura (Applied Cell Technology Ltd, Wegry)
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Duze znaczenie w doskonaleniu techniki kriokonserwacji ma zastoso-
wanie dializy pelnego ejakulatu knura przed procedura mrozenia. Wykazano,
ze efektem tego procesu byty zmiany wlasciwos$ci fizykochemicznych biatek
plazmy nasienia wywotane usunieciem niskoczasteczkowych substancji, ta-
kich jak: peptydy, jony cynkowe i endonadtlenki (Fraser i in., 2007). Zastoso-
wanie dializy jako jednego z etapéw kriokonserwacji powodowato poprawe
ruchliwo$ci plemnikdéw oraz zwiekszenie integralnosci plazmolemmy w re-
gionie glowki 1 wstawki plemnika, co zwigkszylo efektywno$¢ mrozenia.

W ostatnich latach podejmuje si¢ proby zamiany sktadnikéw pocho-
dzenia zwierzgcego w rozcienczalnikach mrozeniowych na ich substytuty
W postaci bialek roslinnych. Biatko roslinne jest znacznie bezpieczniejszym
suplementem pod wzgledem sanitarnym niz komponenty pochodzenia zwie-
rzecego. Zastosowanie biatka roslinnego eliminuje bowiem mozliwo$¢ prze-
noszenia choréb zakaznych pochodzenia zwierzgcego oraz zanieczyszczen
mikrobiologicznych. Jednoczes$nie, w porownaniu do surowicy zwierzecej
biatka te nie wykazuja zmiennosci pomigdzy wyprodukowanymi seriami, co
umozliwia standaryzacje warunkow doswiadczenia. Z badan przeprowadzo-
nych przez Beccaglia i in. (2009) na nasieniu psa domowego wynika, ze do-
datek lecytyny sojowej do rozcienczalnika mrozeniowego dziata ochronnie na
btong plazmatyczng plemnikéw. Z kolei, badania przeprowadzone przez Aires
i in. (2003) wykazaty, ze rozcienczalnik mrozeniowy zawierajacy lecytyng so-
jowa wplywa korzystnie na ruchliwo$¢ plemnikéw buhaja po rozmrozeniu
i wzrost odsetka zacielonych jalowek. Korzystny efekt stabilizacji plazmo-
lemmy plemnikow knura mozna uzyska¢ poprzez fuzj¢ plemnikow z liposo-
mami (patent USA 6395305). Wykorzystanie odpowiednich klas fosfolipidow
i liposomow pozwala na uzyskanie wyzszego odsetka plemnikow zywych oraz
plemnikéw ruchliwych po procedurze zamrazania-rozmrazania.

2. Cel badan

Celem podjetych przez nas badah bylo opracowanie sktadu rozcien-
czalnika do mrozenia nasienia knura poprzez dodatek substancji przeciwdzia-
ajacych procesom oksydacyjnym: butylowanego hydroksytoluenu (BHT), L-
glutationu (GLU), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) i/lub katalazy (KAT)
oraz soli sodowej kwasu hialuronowego (HA), mieszaniny biatek roslinnych
i lecytyny sojowej (Pp) jako substancji o wlasciwo$ciach ostaniajgcych wraz-
liwe na uszkodzenia kriogeniczne btony plazmatyczne plemnikow.

Do oceny jako$ci nasienia przed i po procedurze zamrazania zastoso-
wano standardowe metody oraz wybrane markery apoptotyczne, ktore pozwo-
lity na opracowanie kryteriow selekcji ejakulatow przeznaczonych do krio-
konserwacji.

36



W celu okreslenia zdolnos$ci zaptadniajacej kriokonserwowanego na-
sienia przeprowadzono oceng skutecznosci unasieniania i uzytkowosci rozpto-
dowej loszek na podstawie wskaznika zaptadnialno$ci, wskaznika oproszen
i ogodlnej liczy prosiat urodzonych w miocie.

Uzyskane wyniki badan pozwolg na szersze zastosowanie kriokonser-
wowanego nhasienia tego gatunku w praktyce inseminacyjnej. Adresatem opra-
cowanej metody kriokonserwacji beda producenci nasienia knuré6w oraz banki
materiatu biologicznego.

3. Material i metody

Materiat doswiadczalny stanowilo nasienie knuréw réznych ras: Du-
roc X Pietrain, Pietrain x Duroc, Pietrain, Duroc, wielka biata polska (WBP),
WBPxPBZ, Maxter w wieku od 2 do 3 lat, wykorzystywanych do inseminacji
w Stacjach Eksploatacji Knurow w Kleczy Dolnej oraz Czerminie. Knury
utrzymywano w standardowych warunkach zoohigienicznych i zywiono mie-
szanka petnoporcjowa, ze statym dostgpem do wody. Do badan przeznaczono
nasienie pochodzace od 15 knuréw (4-6 ejakulatow).

Do inseminacji nasieniem mrozonym przeznaczono 54 sze$ciomie-
sieczne loszki roznych ras (PxD, PBZ, WBZ) o masie ciata wynoszacej od 85
od 90 kg, utrzymywane w standardowych warunkach zootechnicznych w Sta-
cji Doswiadczalnej 1Z PIB Zerniki Wielkie. Wszystkie procedury dotyczace
zwierzat zostaly zatwierdzone przez Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Doswiad-
czen na Zwierzetach w Krakowie.

3.1. Doswiadczenie 1: Opracowanie skladu rozcienczalnika mrozenio-
wego w oparciu o dodatek wybranych antyoksydantéw i zwigzkéw osla-
niajacych.

Schemat do$§wiadczenia przedstawiono na rycinie 8.
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Ryc. 8. Schemat dos$wiadczenia ,,Opracowanie sktadu rozcienczalnika
mrozeniowego w oparciu o dodatek wybranych antyoksydantow
i zwiazkow ostaniajacych”

3.1.1. Przygotowanie rozcienczalnikow

Odczynniki potrzebne do przygotowania rozcienczalnikéw mrozenio-
wych pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (Niemcy), z wyjatkiem mieszaniny
biatek roslinnych i lecytyny sojowej zakupionych w Animal Pharma BV (Ho-
landia), roztworu soli sodowej kwasu hialuronowego z Croma Pharma GmbH
(Austria), rozcienczalnika Biosolwens Plus (BP) (Biochefa, Polska) oraz
Equex- STM® (Minitiibe, Niemcy).
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Ryec. 9. Rozcienczalnik Biosolwens Plus

Do sporzadzenia rozcienczalnikow wykorzystano wode 3-krotnie de-

stylowang, dejonizowang i filtrowana.

1.

2.

Rozcienczalnik podstawowy: Biosolwens Plus sporzadzono zgodnie z in-
strukcja dotaczong przez producenta w kolbie miarowej na 1 L.
Rozcienczalnik A: zéitkowo-laktozowy (LEY) sporzadzono poprzez roz-
puszczenie 11 g laktozy w 100 mL wody destylowanej, a nastgpnie 80
mL uzyskanego roztworu dopeliano 20 mL zéttka jaja kurzego.
Rozcienczalnik B: zéttkowo-laktozowy z dodatkiem glicerolu (LEYG)
uzyskano z 89,5% rozcienczalnika zéttkowo-laktozowego uzupetnionego
6% glicerolem i 1,5% Equex- STM®.

Ryc. 10. Sktadniki rozcienczalnika A
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Ryc. 11. Sktad rozcienczalnika B

Procedure mrozenia nasienia knura przeprowadzono wedtug metody
wiasnej (Trzcinska i in., 2013). Nasienie (frakcja gesta) pobierano metoda ma-
nualng na fantomie i rozrzedzano w rozcienczalniku Biosolwens Plus w sto-
sunku 1:1. Ocene ruchliwosci oraz koncentracji plemnikow przeprowadzono
przy zastosowaniu systemu CASA. Ocen¢ morfologii przeprowadzono pod
mikroskopem fazowo-kontrastowym stosujac klasyfikacj¢ Bloma (Blom,
1981). Do kriokonserwacji kwalifikowano ejakulaty zawierajace O najmniej
70% plemnikow ruchliwych oraz 80% plemnikéw morfologicznie prawidto-
wych.

Rozrzedzone nasienie schtadzano do temperatury 15°C i ekwilibro-
wano przez 60 minut. W celu oddzielenia plemnikéw od osocza i rozcienczal-
nika wirowano nasienie w wiréwce w temperaturze 15°C przy 800 g przez 25
minut. Zawiesing plemnikow z kazdego ejakulatu dzielono na 16 wariantow:
rozcienczalnik kontrolny (R0) oraz 15 modyfikacji rozcienczalnika mrozenio-
wego (R1-R15). Kazda probke rozrzedzono w rozcienczalniku A (o tempera-
turze 15°C) i rozcienczalniku B (o temperaturze 5°C), tak aby uzyskac kon-
centracje 1x10° plemnikow/ml i koficowg koncentracje glicerolu 3%. Zasto-

sowane modyfikacje rozcienczalnika mrozeniowego przedstawiono w ta-
beli 2.
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Tabela 2. Zastosowane modyfikacje rozcienczalnika mrozeniowego nasienia knura

. I .. Nazwa
Rodzaj modyfikacji Stezenie rozciehczalnika
Butylowany hydroksytoluen 0,5mM R1
BHT 1,0mM R2
2,0mM R3
L-glutation 2,5mM R4
GLU 5,0mM R5
Dysmutaza ponadtlenkowa 150 1U R6
SOD 300 1U R7
Katalaza 2001U R8
KAT 400 1U R9
Dysmutaza ponadtlenkowa 150 1U SOD+200 R10
i katalaza IU KAT
SOD+KAT 300 IU SOD+ 400 R11
1IU KAT
Mieszanina biatek roslinnych i lecy- 0,0005 g R12
tyny sojowej 0,001 g R13
Pp
S6l sodowa kwasu hialuronowego 0,5% R14
HA 1,0% R15

Nasieniem napetniano stomki o objetosci 0,5 ml i umieszczano je na
stelazu w parach cieklego azotu o temperaturze okoto -120°C przez 15 minut
w pojemniku z twardego styropianu. Zamrozone stomki umieszczono

w gobletach i przechowywano w kontenerze z ciektym azotem (-196°C).
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Ryc. 13. Stomki na stelazu umieszczone w parach cieklego azotu



Ryc. 14. Pojemniki na stomki (goblety)

Ryc. 15. Kontenery do przechowywania materiatu biologicznego
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Ryc. 16. Kontener ze stomkami w cieklym azocie

Rozmrazanie stomek przeprowadzano w tazni wodnej w temperatu-
rze 38°C przez 40 sekund. Po rozmrozeniu, zawarto$¢ stomek przenoszono do
rozcienczalnika Biosolwens Plus o temperaturze 38°C. Oceng jakosci kriokon-
serwowanego nasienia przeprowadzono po 10-15 minutach inkubacji w tem-
peraturze 38°C.

Ryc. 17. Laznia wodna
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3.1.2. Ocena jakosci nasienia

Nasienie przed i po procedurze kriokonserwacji analizowano przy za-
stosowaniu standardowych parametrow jego jakosci, stanu integralnosci akro-
somu oraz wybranych markeréw apoptotycznych. Przed kazdg analizg za-
rowno nasienie swieze, jak i kriokonserwowane rozcienczano w rozcienczal-
niku podstawowym BP. Dodatkowo, przed wykonaniem oceny stanu integral-
nosci akrosomu oraz oceny zmian apoptotycznych w plemnikach nasienie roz-
mrozone odwirowywano (300xg, 10 min) w celu usunigcia rozcieniczalnika
mrozeniowego.

3.1.2.1. Komputerowo wspomagana analiza nasienia (CASA) z wykorzysta-
niem analizatora (S.C.A V5.1, Microptic, Hiszpania)

Nasienie po rozmrozeniu rozcienczano w stosunku 1:20 w rozcien-
czalniku podstawowym Biosolwens Plus do uzyskania koncentracji 50-60 x
10% plemnikéw/ml i inkubowano w temperaturze 38°C przez 20 minut. Na-
stepnie nasienie o objetosci 2 ul nakrapiano do komory Leja8 (Leja, Holandia)
o grubos$ci 20 um i oceniano analizatorem S.C.A V5.1. Kazdorazowo okre-
slano ruch catkowity (TM%) oraz postepowy (PM%) plemnikow.

Ryec. 18. Szkietka Leya 8-komorowe

45



Zastosowane ustawienia techniczne systemu CASA przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Ustawienia techniczne systemu CASA/ S.C.A V5.1
stosowane przy ocenie ruchliwosci nasienia knura

Parametry techniczne

Czestotliwo$é odSwiezania obrazu (Hz) 60
Liczba rejestrowanych obrazéw 25
Minimalna wielko$¢ komoérek poddanych analizie (pixel) 7
Minimalna intensywno$¢ analizowanych obiektow 50
Minimalna szybko$¢ VAP plemnikow o ruchu postepowym 45
(um/s)

Warto$¢ graniczna plemnikow o ruchu wolnym VAP cut-off 20
(um/s)

Minimalna ilo$¢ analizowanych obiektéw 8000

3.1.2.2. Ocena morfologii plemnikow

Preparaty do oceny morfologicznej sporzadzono z nasienia Swiezego
po rozcienczeniu. Preparaty do badania morfologicznego przygotowano wy-
konujac rozmaz nasienia na szkietku podstawowym, ktéry po wysuszeniu
w temperaturze pokojowej byt wybarwiany metodg Giemzy (Sigma-Aldrich,
Niemcy). Przygotowane preparaty oceniano pod mikroskopem fazowo-kon-
trastowym o powigkszeniu 1000x. W kazdym preparacie obliczano 200 plem-
nikow stosujac klasyfikacje Bloma (Blom, 1981).

3.1.2.3. Ocena integralnosci akrosomu

Wizualizacj¢ stanu akrosomow plemnikéw knura przeprowadzono
przy zastosowaniu barwienia lektyng z orzeszkéw ziemnych sprzgzona z flu-
oresceing (FITC-PNA) oraz jodkiem propydyny (Pl) (Sigma-Aldrich,
Niemcy). Plemniki o koncentracji 20-30x10° zawieszono w roztworze soli fi-
zjologicznej (bez jonow Ca?* i Mg?*) (Sigma-Aldrich, Niemcy) zawierajagcym
10 ul FITC-PNA oraz 5 pl PI. Zawiesing plemnikow inkubowano 5 minut
w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta. Ocene integralnosci btony
akrosomalnej przeprowadzono na 200 plemnikach z kazdej probki ocenianych
w mikroskopie epifluorescencyjnym Nicon Eclipse E600 (Japonia) przy uzy-
ciu odpowiednich filtrow. Zastosowane barwienie pozwolito wyr6zni¢ trzy su-
bpopulacje plemnikow: plemniki zywe z integralng btong akrosomalng (PNA"
[PI"), plemnik zywe z zaburzona ciaglosciag btony akrosomalnej (PNA*/PI’),
plemniki martwe z uszkodzonym akrosomem (PNA*/PI) (Trzcinska i Bryta,
2015).
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3.1.2.4. Ocena zmian w przepuszczalnosci btony komorkowej plemnikow przy
zastosowaniu fluorochromu YO-PRO-1 i jodku propydyny

Zmiany w przepuszczalnosci btony komérkowej plemnikow identyfi-
kowano na podstawie charakterystycznych dla apoptozy mikroporéw w ze-
wnetrznej blonie cytoplazmatycznej za pomoca fluorochromu YO-PRO-1
(Vybrant Apoptosis Assay Kit#4, Molecular Probes Inc., Eugene, USA).

Plemniki o koncentracji 2x10° zawieszano w 0,5 ml roztworu soli fi-
zjologicznej (Sigma-Aldrich, Niemcy). Nastgpnie dodawano 2 pl YO-PRO-1
i inkubowano w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta przez 20 minut.
Przed analiza mikroskopowa do mieszaniny reakcyjnej dodawano 1 pl PL
Analize przeprowadzano w mikroskopie epifluorescencyjnym przy uzyciu od-
powiednich filtréw. Zastosowanie podwdjnego barwienia pozwolito na wyod-
rebnienie trzech subpopulacji plemnikéw: plemniki zywe z zachowang ciagto-
$cig btony komorkowej (YO-PRO-1/PI’), plemniki apoptotyczne (YO-PRO-
17/PI') oraz plemniki nekrotyczne (YO-PRO-1*/PI") z przerwang ciggtoscia
btony komorkowej. Ocen¢ przeprowadzono na 200 plemnikach z kazdej
probki, ktore stanowity 100% ocenianych komorek, na podstawie ktorych wy-
znaczono odpowiedni odsetek poszczegoélnych subpopulacji (Bryta i in.,
2017).

3.1.2.5. ldentyfikacja reszt fosfatydyloseryny na powierzchni btony komorko-
wej plemnikow przy zastosowaniu aneksyny V-FITC i jodku propydyny

Probki zawierajgce 2x10° plemnikéw umieszczano w mieszaninie re-
akcyjnej zawierajacej 4 ul aneksyny-V znakowanej fluoresceing oraz 2 pl PI
(Annexin V-Fluos Staining Kit, Roche, Mannheim, Niemcy). Inkubacje prze-
prowadzano w ciemnosci przez 10-15 minut w temperaturze pokojowej. Plem-
niki po inkubacji umieszczano na szkietku podstawowym i analizowano pod
mikroskopem epifluorescencyjnym przy uzyciu odpowiednich filtrow. Analize
przeprowadzano na 200 plemnikach z kazdej probki. Wyrdzniono nastepujace
subpopulacje plemnikow: zywe (AnV/PI’), wczesnoapoptotyczne (AnV*/PIY),
poznoapoptotyczne/wczesnonekrotyczne (AnV*/PI*) oraz plemniki martwe
(AnV/PI") (Trzcinska i in., 2008).

3.1.2.6. Ocena fragmentacji DNA plemnikow przy pomocy metody TUNEL
Peknigcia tancucha DNA obserwowane w fazie wykonawczej apop-
tozy analizowano metoda TUNEL przy uzyciu zestawu In Situ Cell Death
Detection Kit (Roche, Niemcy) wedlug metodyki opisanej przez producenta
z niewielkim modyfikacjami. Plemniki o koncentracji 10x10° utrwalano w 1%
paraformaldehydzie przez 10 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
Nastepnie, po przeptukaniu w ptynie PBS plemniki permeabilizowano w 0,1%
Triton X-100 przez kolejne 10 minut w temperaturze pokojowej. Po przeptu-
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kaniu i odwirowaniu plemniki zawieszano w mieszaninie reakcyjnej zawiera-
jacej znakowane nukleotydy dUTP sprzgzone z fluoresceing oraz enzym — ter-
minalng transferaze deoksynukleotydylowa (TdT). Reakcje przeprowadzono
w ciemno$ci W temperaturze 37°C przez 60 minut. Po zakonczeniu reakcji
plemniki przeplukiwano w ptynie PBS, umieszczano na szkietku podstawo-
wym w kropli zawierajgcej barwnik DAPI (4’°,6-diaminoino-2-fenylinol)
(Vector Laboratories, USA) i analizowano w mikroskopie epifluorescencyj-
nym. Ocen¢ przeprowadzono na 200 plemnikach z kazdej probki, na podsta-
wie ktorych wyznaczono odpowiedni odsetek plemnikéw wykazujacych frag-
mentacj¢ DNA (TUNEL). Jednocze$nie sporzadzono kontrole pozytywna po-
przez inkubowanie plemnikow z DNAza wolng od RNA (50U/mL) w 37°C
przez godzing w ciemnosci, jak rowniez kontrole negatywna poprzez inkuba-
cje plemnikow w mieszaninie reakcyjnej bez dodania enzymu terminalnej
transferazy (Trzcinska i Bryta, 2015).

3.1.2.7. Ocena mitochondrialnego potencjatu transblonowego plemnikow

Do oceny mitochondrialnego potencjatlu transbtonowego plemnikoéw
(AYm) zastosowano barwnik JC-1 (5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1,3,3” tetraethyl-
benzimidazolylcarbocyanine iodide/chloride) (Molecular Probes, USA).
Probki zawierajace 1x10° plemnikow zawieszano w 1 ml ptynu PBS bez jo-
noéw Ca?* i Mg?, a nastepnie inkubowano z 5 pg JC-1 w temperaturze 37°C
w ciemnosci. Analize przeprowadzono na 200 plemnikach z kazdej probki.
Identyfikowano dwie subpopulacje plemnikéw: zywe (nieapoptotyczne),
w ktorych JC-1 gromadzil si¢ w mitochondriach w postaci agregatow, co
w mikroskopie epifluorescencyjnym widoczne byto w postaci czerwono-po-
maranczowej fluorescencji oraz plemniki apoptotyczne/nekrotyczne, w kto-
rych nastgpita depolaryzacja btony mitochondrialnej i spadek AYm, a barwnik
JC-1 gromadzit sie¢ w formie monomerycznej i wybarwial w obszarze mito-
chondriéw plemniki na zielono (Trzcinska i in., 2008).

3.2. Doswiadczenie 2: Ocena in vivo zdolnosci zapladniajacej
kriokonserwowanego nasienia knura
Schemat do§wiadczenia przedstawiono na rycinie 19.

W celu okreslenia zdolno$ci zaptadniajacej nasienia przeprowadzono
proby biologiczne polegajace na inseminacji loszek nasieniem pochodzacym
od 2 knurow (3 ejakulaty/knura):

— mrozonym z uzyciem standardowego rozcienczalnika LEYG (kontrola-R0),
— mrozonym z uzyciem standardowego rozcienczalnika z dodatkiem wybra-
nych komponentow.
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Ryc. 19. Schemat do$wiadczenia ,,Ocena in vivo zdolno$ci zaptadniajacej
kriokonserwowanego nasienia knura”

3.2.1. Synchronizacja cyklu plciowego loszek

Loszki poddawano standardowej synchronizacji przez domig$niowa
iniekcje 750 j.m PMSG (Folligon, Intervet B.V.). Po 72 godzinach podawano
500 j.m HCG (Chorulon, Intervet International B.V.). W dniu wystapienia rui
(24 godziny po podaniu HCG) loszki przygotowywano do zabiegu domacicz-
nej inseminacji.

3.2.2. Przygotowanie loszek do zabiegu domacicznej inseminacji

Loszki poddano ogélnemu znieczuleniu infuzyjnemu z zastosowa-
niem preparatow krotko dziatajacych po uprzedniej premedykacji. Wykaz
uzywanych srodkow znieczulajacych i usypiajacych przedstawiono w tabeli 4.
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Tabela 4. Wykaz uzywanych $rodkoéw znieczulajacych i sedacyjnych

(Ketamina, Biowet, Pulawy)

Srodek Sposdb Dawka
podania

Atropina
(Atropinum sulphuricum, Polfa, domigéniowo 0,06 mg/kg m.c.
Warszawa)
Azaperon
(Stresnil, Jansen Animal Health domigéniowo 3-6 mg/kg m.c.
BVBA)
S6l sodowa thiopentalu o
(Thiopental 1,0 g, Biochemie GmbH) dozylnie 5-15mg/kg m.c.
E:Shigg‘;ﬁo‘i;’ifxgsﬁig%) dozylnic  |0,08-0,5 mI/100 kg m.c.
Chlorowodorek ketaminy dozylnie 5-15 mg/kg m.c.

Po utozeniu zwierzgcia w pozycji grzbietowej pomigdzy przedostatnia
para sutek wykonano laparotomi¢ w linii biate;.

Ryc. 20. Zabieg laparotomii

Po przecigciu skory rozdzielono tkanke podskoma, przecigto w linii
biatej powtoki brzuszne oraz otrzewng. Macice, jajowody i jajniki wydobyto

z jamy brzusznej.
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W momencie wykonywania laparotomii u loszek przeprowadzono
procedure rozmrazania stomek w specjalnym urzadzeniu w temperaturze
38°C.

Ryc. 21. Rozmrazacz do stomek

Po rozmrozeniu zawarto$¢ stomek przenoszono do naczynia z roz-
cienczalnikiem o temperaturze 38°C.

Ryc. 22. Przeniesienie zawartosci rozmrozonych stomek do naczynka
z rozcienczalnikiem
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Do kazdego rogu macicy (w poblizu potaczenia jajowodowo-macicz-
nego) wprowadzono igle tgpokonczysta z podiaczona strzykawkg z rozmrozo-
nym nasieniem (1x10° plemnikéw w 3 ml rozcienczalnika podstawowego Bio-

solwens Plus). Po zabiegu loszkom podano odpowiednie $rodki przeciwbo-
lowe. T

Ryc. 23. Wprowadzenie nasienia za pomocg strzykawki do jednego rogu macicy

Loszki odizolowano od reszty zwierzat i po 25 dniach przeprowa-
dzono badanie USG w celu stwierdzenia ciazy.

Ryec. 24. Zdjecie USG potwierdzajace ciaz¢ wykonane w 25. dniu od zabiegu
domacicznej inseminacji
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Przed planowanym terminem porodu ci¢zarne loszki umieszczano
W boksach porodowych. Przeprowadzono indywidualne badanie wagi prosiat
w dniu urodzenia i w dniu odsadzenia.

Ryc. 25. Urodzone prosigta po inseminacji kriokonserwowanym nasieniem

4. Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy uzyciu jednoczynni-
kowej analizy wariancji ANOVA (wedlug wzoru: yij=p-+aiteij; y — oceniana
zmienna, p — $rednia wartos$¢, ai — dzien oceny nasienia, rodzaj zastosowanego
rozcienczalnika, eij — btad losowy) z wykorzystaniem oprogramowania kom-
puterowego Statistica 10 (StatSoft, Tulsa, USA). Istotno$¢ rdznic pomigdzy
srednimi w grupach szacowano stosujgc wielokrotny test Duncana (Duncan
Multiple Range Test). Za istotne statystycznie przyjeto roznice pomiedzy pa-
rametrami na poziomie P<0,01.

Wyniki wskaznikow rozrodczych uzyskanych po inseminacji loszek
kriokonserwowanym nasieniem knura opracowano statystycznie przy uzyciu
testu 2, a za istotne statystycznie przyjeto roznice na poziomie P<0,05.

5. Wyniki
5.1. Doswiadczenie 1: Opracowanie skladu rozcienczalnika mrozenio-
wego w oparciu o dodatek wybranych antyoksydantoéw i zwigzkow osta-
niajacych
5.1.1. Ocena jakosci nasienia swiezego

W dos$wiadczeniu wykorzystano frakcje gesta nasienia pochodzacego
od 15 knuréw (84 ejakulaty). Do dalszej czgsci doswiadczenia przeznaczono
tylko te ejakulaty, w ktorych najnizszy odsetek plemnikéw o ruchu postepo-
wym wynosit 70% a odsetek plemnikow prawidtowych morfologicznie nie byt
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nizszy niz 80%. Po przeprowadzeniu wstepnej oceny, polegajacej na okresle-
niu objetosci, koncentracji oraz morfologii plemnikoéw, do dalszych analiz za-
kwalifikowano 75 ejakulatéw. Uzyskano nastepujace Srednie wyniki: objetos¢
frakcji gestej (62,8+4,8 ml), koncentracja (487,8+101,5x10° plemnikow/ml)
oraz odsetek plemnikow prawidtowych morfologicznie (85,6+4,2%). Po oce-
nie standardowych parametrow jakosciowych nasienia przeprowadzono ana-
liz¢ stanu integralno$ci akrosomdéw plemnikéw oraz oceng zmian apoptotycz-
nych. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Wyniki oceny jako$ci nasienia §wiezego

. Nasienie
9
Metody oceny Parametry nasienia (%) Swicse
Ruch catkowity (TM%) 95,1+2,7
CASA
Ruch postepowy (PM%) 86,6+6,2
Plemniki zywe z integralng btona
akrosomalng 80,4+4,9

(FITC-PNA/P1")(%)
Plemniki zywe z uszkodzona btona
FITC-PNA/PI akrosomalng 8,4+0,8

(FITC-PNA*/PI)(%)
Plemniki martwe z uszkodzong btong

akrosomalng 11,242,1
(FITC-PNA*/P1)(%)
Plemniki zywe (YO-PRO-1/P1")(%) 81,5+6,3

YO-PRO-1/PI Plemniki apoptotyczne (YO-PRO-1*/P1")(%) 4,1£1,2
Plemniki nekrotyczne(YO-PRO-1*/P1*)(%) 14,4432
Plemnik zywe (AnV/P1")(%) 79,2441
Plemniki wczesnoapoptotyczne

o1 3,6=1,2

Annexin V-Fluos — (AnV/P1)(%)

/Pl Plemniki péznoapoptotyczne/wczesnonekro-

tyczne 12,6+3,7

(AnV*/PI") (%)
Plemniki nekrotyczne (AnV/P1*)(%) 4,6x1,4
TUNEL Plemniki z fragmentacjag DNA (TUNEL")(%) 1,7+0,9
jce1 Plemniki z wysokim AYm (JC-1*)(%) 87,8+4,2
Plemniki z niskim AYm, (JC-17)(%) 12,2442
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5.1.2. Ocena jakosci nasienia kriokonserwowanego z dodatkiem wybranych
antyoksydantow oraz substancji ostaniajqcych blony komorkowe plemnikow
(tab. 6-12)

Wiyniki oceny ruchliwos$ci przy pomocy systemu CASA nasienia mro-
zonego w rozcienczalnikach z dodatkiem substancji ostaniajacych btony ko-
morkowe plemnikow wykazaly, ze najwyzszy odsetek plemnikéw o ruchu po-
stepowym odnotowano w rozcienczalniku z dodatkiem 1 mM i 2 mM butylo-
wanego hydroksytoluenu (R2 i R3) (tab. 6) oraz w rozcienczalniku z dodat-
kiem mieszaniny biatek ros§linnych i lecytyny sojowej niezaleznie od zastoso-
wanego stezenia (R12, R13) (tab. 7). Najnizszy odsetek plemnikow wykazu-
jacych ruch catkowity i postgpowy odnotowano natomiast w rozcienczalniku
kontrolnym (RO).

Najwyzszy odsetek plemnikéw zywych z integralna btong akroso-
malng wykazano w rozcienczalniku z dodatkiem 2,0 mM butylowanego hy-
droksytoluenu (R3) (tab. 8). Statystycznie najnizszy odsetek plemnikow
apoptotycznych (YO-PRO-1*/PI") stwierdzono w rozcienczalnikach z dodat-
kiem: butylowanego hydroksytoluenu niezaleznie od zastosowanego stezenia
(R1, R2, R3); 5,0 mM glutationu (R5); dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy
(R10, R11); mieszaniny biatek roslinnych i lecytyny sojowej (R12, R13) oraz
1% soli sodowej kwasu hialuronowego (R15) w poréwnaniu z rozcienczalni-
kiem kontrolnym (RO) (tab. 9). Najnizszy istotnie statystyczny odsetek plem-
nikow wezesnoapoptotycznych (AnV*/PI") wykazano w rozcienczalniku z do-
datkiem 0,0005 g mieszaniny bialek roslinnych i lecytyny sojowej (R12) oraz
w rozcienczalniku R2 z dodatkiem 1,0 mM butylowanego hydroksytoluenu,
a najwyzszy w rozcienczalniku z dodatkiem 300 U dysmutazy ponadtlenko-
wej oraz 400 IU katalazy (R11) w porownaniu z rozcienczalnikiem kontrol-
nym (RO) (tab. 10). Poziom fragmentacji DNA plemnikowego wahat si¢
w przedziale od 1,8+0,5% do 2,4+0,7% a uzyskane wyniki przedstawiono
w tabeli 11. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w stopniu fragmen-
tacji DNA plemnikéw pomiedzy rozcienczalnikiem zottkowo-laktozowo-gli-
cerolowym a badanymi wariantami rozcienczalnikow mrozeniowych. Ocena
plemnikéw z zastosowaniem fluorochromu JC-1 nie wykazata statystycznie
istotnych rdznic w odsetku plemnikoéw z wysokim mitochondrialnym poten-
cjalem transblonowym w rozcienczalnikach mrozeniowych z dodatkiem 2,5
mM glutationu (R4), dysmutazy ponadtlenkowej (R6,R7) oraz 200 IU kata-
lazy (R8) w porownaniu z rozcienczalnikiem kontrolnym zottkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO) (tab. 12).
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Tabela 6. Wyniki oceny ruchliwosci plemnikéw kriokonserwowanych
w rozcienczalnikach z dodatkiem wybranych antyoksydantow

Ruchliwos¢
Rodzaj rozcienczalnika Ruch calkowity TM | Ruch postepowy PM
(%) (%)
RO 42,8+7.4 37,4432
R1 74,8+6,7* 70,746,2*
R2 80,4+5,7* 73,144,4%
R3 78,6+6,5* 71,844,3%
R4 47,3+8,3 38,248,1
R5 70,8+8,4* 65,149,8*
R6 44,5+7,8 39,3+4,6
R7 46,1+£7,3 40,245,1
R8 48,7+7,6 35,249,8
R9 63,4+7,3* 58,948,1*
R10 68,7+5,9* 63,6+5,2*
R11 64,7+9,3* 59,8+7,5*

*P<0,01 - istotne statystycznie réznice w poroOwnaniu z rozcienczalnikiem zéttkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO0).

Tabela 7. Ruchliwos¢ nasienia kriokonserwowanego z dodatkiem substancji
ostaniajacych blony komérkowe plemnikow

Ruchliwos¢
Rodzaj rozcienczalnika Ruch catkowity TM Ruch postepowy PM
(%) (%)
RO 42,8474 37,4432
R12 77,8+6,4* 72,146,3*
R13 75,846,9* 71,445,2%
R14 53,8+6,7 45,3141
R15 72,6+9,8* 68,34+4,7*

*P<0,01 — istotne statystycznie réznice w porownaniu z rozcienczalnikiem zottkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO).
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Tabela 8. Wyniki oceny integralnosci btony akrosomalnej plemnikéw poddanych
procesowi kriokonserwacji

FITC-PNA/PI

Rodzaj plemniki zywe plemniki zywe plemniki martwe

rozcien- z integralng btong z uszkodzong btong z uszkodzong btong

czalnika akrosomalng akrosomalng akrosomalna

(PNA'/PI")(%) (PNA*/P1") (%) (PNA*IPI)(%)

RO 39,6+5,2 11,8+4,3 48,6+6,7
R1 72,4+6,2* 10,5+2,1 17,1+4,6*
R2 71,34+3,7* 9,7+2.4 19,043,3*
R3 73,1+5,6* 10,2+3,3 16,7+6,8*
R4 38,5+4,7 12,4+4,5 49,1+6,1
R5 54,8+7,2* 14,8+2,8 30,4+2,7*
R6 37,3+5,0 17,2+£3,8 45,549,2
R7 42,5+7,8 16,4+3,7 41,1£7,3
R8 45,9483 15,3+4,6 38,8+£5,2*
R9 61,3+4,9* 12,7£3,3 26,0+5,9*
R10 59,8+6,4* 13,1+£3,1 27,14£5,1*
R11 49,6+5.4* 12,7£5,1 37,7+£3,5*
R12 71,443,7* 9,2+1,9 19,443,1*
R13 57,1+8,4% 11,1%1,5 31,8+6,0%
R14 55,4+48,0% 12,3423 32,3+7,8%
R15 69,8+8,7* 8,7+0,7 21,542,7%

*P<0,01 — istotne statystycznie réznice w poroOwnaniu z rozcienczalnikiem zoltkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO0).

Tabela 9. Wyniki oceny zmian apoptotycznych w plemnikach poddanych procedurze
kriokonserwacji

YO-PRO-1/PI
R : plemniki zywe plemniki apopto- plemniki nekro-
odzaj )
rozcichiczalnika YO-PRO-1 tyczne tyczne

PI° YO-PRO-1/PI YO-PRO-1*/PI*

(%) (%) (%)
RO 36,745,1 22,4+6,2 40,9+4,7
R1 62,9+6,4* 8,9+2,7* 28,2+8,3*
R2 64,5+6,5* 8,0+3.4* 27,5+4,9*
R3 64,7+6,3* 8,14£2,4* 27,2+7,2*
R4 36,7434 19,2443 44,1494
R5 63,148 4* 10,8+7,3* 26,1+8,2%*
R6 33,9454 22,5452 43,6+6,4
R7 39,5449 21,745,8 38,8+6,2
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R8 45,249,3 16,6+7,1 38,2+5,7
R9 56,249,2* 14,4+7,8 29,448,0*
R10 61,94+6,4* 11,4+3,8* 26,7+9,4*
R11 57,246,4* 11,94£5,1* 30,9+8,6
R12 63,248,3* 6,6+2,1* 30,2+8,7
R13 54,3+8-5,7* 8,4+2 5% 37,3+£7,4
R14 52,9+7,4* 14,3+£8,1 32,8+7,7
R15 61,244,2% 9,1+£3,1* 29,7+6,8*

*P<0,01 — istotne statystycznie réznice w pordéwnaniu z rozcienczalnikiem zottkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO).

Tabela 10. Wyniki oceny kriokonserwowanego nasienia przy pomocy Annexin V
Fluos Staining/Pl

Annexin V Fluos Staining/PI

Rod’za}j plemniki plemniki 5 plemniki plemniki

rozcien- . wczesno- poznoapoptotyczne/

czalnika Zywe o apoptotyczne | wczesnonekrotyczne nekrgty(iznoe

(AnV/P17) (%) (ANV1P1)(%) (ANV*1P1%)(%) (AnV/P1*)(%)

RO 35,243,6 20,5+4,8 33,7+6,4 10,6+5,2
R1 60,4+9 3* 7,6+3,2% 25,2452 6,8+1,7
R2 61,9+8 4* 6,9+2,1* 24,6+4.6 5,942.1
R3 62,4+5,1* 7,242,1% 24,5437 6,6+1,6
R4 34,6+4.6 17,843,9 39,4+4,9 8,2+1,9
R5 60,2+8,6* 10,3+2,8* 19,1+7,5* 10,4+3,4
R6 32,3473 19,5+6,8 39,1+4,7 9,1+5,9
R7 37,2463 19,245,7 34,7483 8,9+1,5
R8 41,749.7 15,9423 34,5+8,3 7,9+1,8
R9 55,848.4* 13,645,7 20,3+7,5 10,3+4.,6
R10 59,248 2% 10,8+5,4* 20,0+5,8 10,0+2,2
R11 56,8+8,3* 10,9+3,4* 22,5+6,4 9,8+2,1
R12 61,7+8,7* 5,9+22% 23,8452 8,6+1,2
R13 50,949,1* 7,3+£1,9% 32,4454 9,4+2.6
R14 50,7+8.3* 12,943 .4 25,2452 11,2+3,7
R15 58,9+7.2% 8,5+1,9* 25,0+6,8 7,6=1,1

*P<0,01 — istotne statystycznie réznice w porownaniu z rozcienczalnikiem zéttkowo-lakto-
zowo-glicerolowym (RO).
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Tabela 11. Wyniki oceny kriokonserwowanego nasienia przy pomocy metody TUNEL

Rodzaj rozcienczalnika Fragrraﬂltzag?(yl(?)NA
RO 2,3£1,1
R1 1,9+0,4
R2 2,1+£0,8
R3 1,940,7
R4 2,2+0,4
R5 2,4+0,7
R6 1,8+0,5
R7 2,1+0,3
R8 2,34+0,6
R9 1,9+0,1

R10 2,0+0,3
R11 2,2+0,5
R12 1,9+0,1
R13 1,8+0,6
R14 2,4+0,3
R15 2,2+0,7

Tabela 12. Wyniki oceny kriokonserwowanego nasienia przy pomocy fluorochromu JC-1

Rodzaj — - JC-1 —
rozcienczalnika plemniki z wysokim AYm plemniki z niskim AYwm

JC1* (%) JC-1(%)

RO 40,6+7,4 59,4+7,4
R1 68,9+5,6* 31,145,6*
R2 71,6+8,7* 28,4+8,7*
R3 69,4+6,0* 30,6£6,0*
R4 40,5+6,9 59,5+6,9
R5 63,7+8,8* 36,3£8,8*
R6 40,4+8,5 59,6+8.,5
R7 42,7+7,3 57,3+£7,3
R8 42,3469 57,7+6,9
R9 61,1+£3,9* 38,94+3,9*
R10 64,249 4* 35,849,4*
R11 60,84+5,3* 39,245,3*
R12 74,4+7,1* 25,6+7,1*
R13 71,9+8,7* 28,1+£8,7*
R14 51,7+47,6* 48,3+7,6*
R15 70,3+6,2* 29,7+6,2*

*P<0,01 — istotne statystycznie réznice w pordéwnaniu z rozcienczalnikiem zo6itkowo-lakto-

zowo-glicerolowym (RO).
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5.2. Ocena in vivo zdolnosci zapladniajacej kriokonserwowanego nasienia
knura
5. 2. 1. Selekcja rozcienczalnikéw mroZeniowych

Uzyskane wyniki oceny jakosci nasienia kriokonserwowanego
w zmodyfikowanych rozcienczalnikach pozwolity na wybor rozcienczalni-
kéw, w ktorych stwierdzono najwyzszy odsetek plemnikow ruchliwych
(TM%) i plemnikow z wysokim mitochondrialnym potencjatem transbtono-
wym (JC-1%%) oraz najnizszym odsetkiem plemnikéw apoptotycznych (YO-
PRO-1%/PI'%), plemnikow wczesnoapoptotycznych (AnV*/P1%) oraz plem-
nikow zywych z uszkodzonym akrosomem (PNA+/P1"%). Wykaz rozcienczal-
nikow przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Wykaz wybranych rozcienczalnikow mrozeniowych

Parametry oceny plemnikéw kriokonserwowanych
. w zmodyfikowanych rozcienczalnikach
Rodzaj YO-PRO-
rozcienczalnika ™ 1P AnV*/PI- | PNA'/PI JC-17
0 9 0 9
(%) %) (%) (%) (%)
R1 74,8+6,7 8,9+2,7 7,6+3,2 | 10,5£2,1 | 68,9+5,6
R2 80,4+5,7 8,0+£3,4 6,9+2,1 9,7+2,4 | 71,6+8,7
R3 78,6+6,5 8,1+2.4 7,242,1 | 10,243,3 | 69,4+6,0
R5 70,8+8,4 10,847,3 9,8+2,8 | 14,842,8 | 63,7+8,8
R9 63,4+7,3 14,4+7,8 13,6£5,7 | 12,743,3 | 61,1£3,9
R10 68,7+5,9 11,443.8 10,8454 | 13,1£3,1 | 64,2494
R11 64,7+9,3 11,945,1 10,943,4 | 12,745,1 | 60,845,3
R12 77,8+6,4 6,6+2,1 5,9+2,2 9,2+1,9 | 74,4+7,1
R13 75,8+6,7 8,4+2,5 7,3+1,9 | 11,1+1,5 | 71,9+8,7
R15 72,6+9,8 9,1+3,1 8,5+1,9 8,7+0,7 | 70,3+6,2

Na podstawie wynikow przedstawionych w tabeli 13 dokonano po-
nownej selekcji ww. rozcienczalnikdéw mrozeniowych, ktore przeznaczono do
drugiej czgsci doswiadczenia. Wybrano tylko te modyfikacje rozcienczalni-
kow mrozeniowych, ktore spetniaja wszystkie nastepujace kryteria:
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1) minimum 70% kriooporno$ci ejakulatu obliczanej na podstawie
wzoru: calkowita ruchliwo$¢ plemnikéw po rozmrozeniu/catkowita
ruchliwo$¢ plemnikow w nasieniu §wiezym x 100%;

2) s$redni odsetek plemnikow apoptotycznych (YO-PRO-1%/PI") oraz
wczesnoapoptotycznych (AnV*/PI) wynoszacy <10%;

3) sredni odsetek plemnikow zywych z uszkodzong btong akrosomalng
(PNA*/PI") wynoszacy <10%;

4) $redni odsetek plemnikow z wysokim transblonowym potencjatem
mitochondrialnym wynoszacym >70%.

Do domacicznej inseminacji loszek wybrano nasienie kriokonserwo-
wane w rozcienczalnikach z dodatkiem: 1,0 mM butylowanego hydroksytolu-
enu (R2), 0,0005 g mieszaniny biatek roslinnych i lecytyny sojowej (R12) oraz
1% roztworu soli sodowej kwasu hialuronowego (R15).

5.2.2. Ocena kriokonserwowanego nasienia uzytego do inseminacji loszek

Nasienie pochodzace od 2 knurow (3 ejakulaty/knura) po procedurze
zamrazania i przechowywania w ciektym azocie przeznaczono do inseminacji
54 loszek. Wyniki oceny jako$ci nasienia przedstawiono w tabeli 14.

5.2.3. Skutecznos¢ unasieniania loszek nasieniem kriokonserwowanym
W zmodyfikowanych rozcienczalnikach

Dane dotyczace skutecznosci inseminacji przedstawiono w tabeli 15.
Uzycie nasienia kriokonserwowanego w rozcienczalniku z dodatkiem butylo-
wanego hydroksytoluenu o stezeniu 1 mM (R2) oraz soli sodowej kwasu hia-
luronowego o stgzeniu 1% (R15) pozwolito na uzyskanie skutecznos$ci inse-
minacji na poziomie 92,8%. Inseminacja nasieniem mrozonym w tych dwoch
rozcienczalnikach o zmodyfikowanym sktadzie zapewnita uzyskanie wskaz-
nika wyproszen na poziomie 85,7%. Najwyzsza liczb¢ zywych prosiat w mio-
cie (10,8 prosiat/loszke) uzyskano po inseminacji nasieniem kriokonserwowa-
nym w rozcienczalniku z dodatkiem 1 mM BHT (R2). Srednia masa prosiat
po urodzeniu wynosita od 1,56 do 1,63 kg i nie stwierdzono réznic pomiedzy
rodzajem rozcienczalnika mrozeniowego uzytego do inseminacji loszek.
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6. Omowienie wynikow

Procedura kriokonserwacji nasienia knura w duzo wigkszym stopniu
niz u innych gatunkow zwierzat narusza dzialanie systemu endogennych an-
tyoksydantow 1 stabilno$¢ plazmolemmy plemnikéw. W badaniach nad do-
skonaleniem techniki kriokonserwacji nasienia knura dazy si¢ z jednej strony
do poprawy jakosci nasienia po procedurze zamrazania-rozmrazania poprzez
modyfikacje sktadu rozcienczalnika mrozeniowego, z drugiej strony do wy-
Znaczenia kryteriow selekcji nasienia knuréw przeznaczonych do kriokonser-
wacji. Modyfikacje rozcienczalnika mrozeniowego przeprowadzono poprzez
wprowadzenie do jego sktadu komponentéw o dziataniu antyoksydacyjnym
oraz ostaniajgcym btony plazmatyczne plemnikow.

Podstawowym parametrem ulegajagcym zmianom podczas procesu
kriokonserwacji jest ruchliwos¢ plemnikdéw. Wyniki komputerowej oceny ru-
chliwosci plemnikdw po procedurze zamrazania-rozmrazania wykazatly, ze
zastosowane dodatki do rozcienczalnika mrozeniowego poprawiaja ruch cat-
kowity i postepowy plemnikéw w porownaniu ze standardowym rozcienczal-
nikiem zottkowo-laktozowo-glicerolowym. Analiza wynikoéw ruchliwosci
plemnikéw kriokonserwowanych w rozcienczalnikach z dodatkiem wybra-
nych antyoksydantéw wykazala statystycznie istotnie wyzszy odsetek plem-
nikéw o ruchu postepowym w rozcienczalnikach mrozeniowych z dodatkiem:
butylowanego hydroksytoluenu niezaleznie od zastosowanego stezenia; glu-
tationu o stezeniu 5 mM; katalazy o st¢zeniu 400 IU oraz dysmutazy ponad-
tlenkowej i katalazy w zastosowanych stezeniach. Wczeéniejsze badania prze-
prowadzone przez Bamba i Cran (1992) oraz Roca i in. (2004) wykazatly, ze
dodatek BHT do rozcienczalnika mrozeniowego w istotny sposéb poprawia
ruchliwoé¢ plemnikow knura po zamrozeniu-rozmrozeniu. Uzyskane wyniki
badan nad wptywem rownoczesnej suplementacji rozcienczalnika mrozenio-
wego dysmutaza ponadtlenkows i katalazg sg porownywalne z uzyskanymi
przez Roca i in. (2005). W doswiadczeniu przeprowadzonym przez Gadea i in.
(2005) obserwowano pozytywny wptyw dodatku 1 mM glutationu na ruchli-
wos¢ plemnikdw po rozmrozeniu, podczas gdy w badaniach wlasnych efekt
taki stwierdzono po uzupehieniu rozcienczalnika st¢zeniem 5 mM. Na pod-
stawie poréwnania Wynikéw ruchliwosci plemnikow kriokonserwowanych
z dodatkiem substancji ostaniajacych zaobserwowano statystycznie wyzszy
odsetek plemnikéw o ruchu catkowitym i postgpowym w rozcienczalniku
z dodatkiem mieszaniny bialek roslinnych i lecytyny sojowej niezaleznie od
stezenia oraz 1% soli sodowej kwasu hialuronowego. Badania Pefia i in.
(2005) rowniez wykazaty pozytywny wptyw dodatku 1% HA na ruchliwo$¢
plemnikéw knura po rozmrozeniu. Jednak, w badaniach na materiale ludzkim
nie stwierdzono zwigzku migdzy dodatkiem HA do rozcienczalnika mroze-
niowego a ruchliwos$cia plemnikéw po rozmrozeniu (Sbracia i in., 1997). Uzy-
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skany w badaniach pozytywny wptyw dodatku zwigzkéw pochodzenia roslin-
nego na ruchliwos¢ kriokonserwowanych plemnikoéw knura potwierdzajg ba-
dania Aires i in. (2003) prowadzone na nasieniu buhajow. Autorzy ci stwier-
dzili jednoczesnie wzrost odsetka zacielonych jatdéwek inseminowanych na-
sieniem mrozonym w rozcienczalniku z dodatkiem lecytyny sojowe;j.

Jedna z przyczyn negatywnego wplywu mrozenia na jako$¢ gamet jest
wystepowanie szoku chtodowego, ktorego konsekwencja sa nie tylko obnize-
nie ruchliwos$ci plemnikow, ale rowniez zmiany zachodzace w strukturze blon
komorkowych. Obnizenie temperatury podczas kriokonserwacji prowadzi do
zmian w uktadzie lipidow bialek blonowych a w konsekwencji do destabiliza-
cji bton komérkowych. Dlatego, istotnym elementem badan nad kriokonser-
wacjg nasienia jest opracowanie wiarygodnych metod oceny jakosci plemni-
kéw po rozmrozeniu. Okreslenie ruchliwos$ci nie stanowi jedynego wyznacz-
nika wlasciwosci biologicznych nasienia. Utrata zdolnosci zaptadniajace;j
przez plemniki nie zawsze musi by¢ zwigzana z dysfunkcja aparatu ruchu.
Obnizenie temperatury podczas mrozenia nasienia powoduje formowanie
krysztatkow lodu, wzrost stezenia jonéw Ca?*, co prowadzi do zmian w struk-
turze akrosmu i egzocytozy jego zawartosci (Ozkavukcu i in., 2008).

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 7, dodatek do rozcien-
czalnika mrozeniowego substancji ostaniajacych oraz BHT we wszystkich ste-
zeniach, 5 mM GLU; 400 IU KAT; SOD i KAT niezaleznie od zastosowanego
stezenia powodowal wystepowanie statystycznie wyzszego odsetka plemni-
kow z nieuszkodzong blong akrosomalng. Wczesniejsze badania przeprowa-
dzone przez Zhang i in. (2009) wykazaly pozytywny wptyw lecytyny sojowej
na integralno$¢ bton akrosomowych kriokonserwowanych plemnikéw knura.
Jednoczesénie z najnowszych doniesien literaturowych wynika, ze dodatek HA
do rozcienczalnika mrozeniowego skutecznie ochronia btony akrosomalne
plemnikéw przed uszkodzeniami kriogenicznymi (Qian i in., 2016).

Pomimo intensywnych badan nad apoptoza w ejakulowanych plemni-
kach nadal istnieje szereg niewyjasnionych dotad zagadnien, zwigzanych
zwlaszcza z indukcjg tego zjawiska na roznych etapach postepowania techno-
logicznego a warto$cig materiatu biologicznego uzywanego do inseminacji.

Do najczgstszych przejawow transdukcji sygnatow apoptotycznych
nalezg zmiany biochemiczne i biofizyczne zachodzace w komorce obejmujace
m.in.: 1) translokacje¢ reszt fosfatydyloseryny na powierzchni zewnatrzkomor-
kowej btony i nieodwracalng utrate asymetrii sktadu fosfolipidowego, 2)
wzrost przepuszczalnosci plazmolemmy dla drobnoczasteczkowych zwigz-
kow, np. fluorochromu YO-PRO-1, 3) spadek transbtonowego potencjatu mi-
tochondrialnego oraz 4) fragmentacj¢ DNA. Identyfikacja tych zmian w na-
sieniu $wiezym i kriokonserwowanym moze stanowi¢ wyznacznik jakosci na-
sienia po rozmrozeniu i kryterium selekcji ejakulatow przeznaczonych do
kriokonserwaciji.
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Zastosowana w badaniach technologia kriokonserwacji nasienia knura
indukuje zmiany apoptotyczne plemnikow niezaleznie od zastosowanego roz-
cienczalnika mrozeniowego. Jednak, suplementacja rozcienczalnika wybra-
nymi antyoksydantami lub substancjami ostaniajacymi zwigksza krioopornos¢
plemnikow i pozwala na uzyskanie ich wysokiej jakosci po rozmrozeniu. Naj-
nizszy odsetek plemnikoéw apoptotycznych (YO-PRO-1*/PI") oraz plemnikow
wczesnoapoptotycznych (AnV*/PI) uzyskano w rozcienczalnikach z dodat-
kiem 1 mM butylowanego hydroksytoluenu lub 0,0005 g mieszaniny lecytyny
sojowej i biatek roslinnych. Na podstawie analizy uzyskanych wynikow doty-
czacych dodatku do rozcienczalnika mrozeniowego dysmutazy ponadtlenko-
wej i/lub katalazy mozna stwierdzi¢, ze rownoczesne zastosowanie tych
dwach antyoksydantow w ochronie plemnikoéw przed szkodliwym dziataniem
reaktywnych form tlenu przynosi najlepsze rezultaty. Uzyskano wowczas sta-
tystycznie istotnie nizszy odsetek plemnikoéw apoptotycznych (YO-PRO-
17/PI') i wczesnoapoptotycznych (AnV*/PI) w poréwnaniu z rozcienczalni-
kiem kontrolnym.

Podczas procedury kriokonserwacji w plemnikach dochodzi do dys-
funkcji mitochondriéw i spadku transbtonowego potencjatu mitochondrial-
nego. Dzigki zastosowaniu fluorescencyjnych czgsteczek lipofilnych, ktore
w prawidtowych plemnikach agreguja w mitochondriach tworzac §wiecace na
czerwono/pomaranczowo kompleksy polimerowe, mozna ocenia¢ aktywnos¢
mitochondrialng plemnikéw. Zastosowany w badaniach dodatek 1,0 mM bu-
tylowanego hydroksytoluenu pozwala na uzyskanie po rozmrozeniu ponad
70% plemnikow o wysokim transbtonowym potencjale mitochondrialnym.
Podobny odsetek plemnikéw JC* wykazano w rozcienczalnikach z dodatkiem
mieszaniny biatek roslinnych i lecytyny sojowej (niezaleznie od zastosowa-
nego stgzenia) oraz 1% soli sodowej kwasu hialuronowego. Badania Qian i in.
(2016) potwierdzaja pozytywny wptyw HA na aktywno$¢ mitochondrialng
plemnikéw knura po rozmrozeniu.

Niezaleznie od zastosowanego dodatku substancji przeciwdziataja-
cych procesom oksydacyjnym lub substancji ostaniajacych btony komorkowe
plemnikéw wykazano, ze procedura kriokonserwacji nie indukuje fragmenta-
cji DNA w plemnikach knura. Podobne wyniki na kriokonserwowanym nasie-
niu knura uzyskali Chanapiwat i in. (2010) a na mrozonym nasieniu buhajow
Martin i in. (2004). Fraser i in. (2007) wykazali natomiast, ze procedura za-
mrazania powoduje destabilizacje struktury chromatyny, co moze by¢ przy-
czyng wzrostu odsetka plemnikow knura z fragmentacjag DNA.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw oceny jakos$ci nasienia kriokon-
serwowanego w rozcienczalniku zottkowo-laktozowo-glicerolowym oraz roz-
cienczalnikach z dodatkiem zwigzkéw o dzialaniu antyoksydacyjnym lub
ostaniajgcym btony plemnikow wyznaczono parametry wartosci biologiczne;j
nasienia. Do ejakulatow o wysokiej jakoSci po rozmrozeniu zaliczone te,
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u ktorych kriooporno$¢ wynosita minimum 70%, odsetek plemnikéw apopto-
tycznych (YO-PRO-1%/PI") oraz wczesnoapoptotycznych (AnV*/PIl) byt
<10%, odsetek plemnikow zywych z uszkodzonga blona akrosomalng
(PNA*/PI) wynosit <10% oraz odsetek plemnikow z wysokim transbtono-
wym potencjalem mitochondrialnym >70%. Wymienione kryteria spetniaty
ejakulaty kriokonserwowane w rozcienczalnikach z dodatkiem 1 mM butylo-
wanego hydroksytoluenu; 0,005 g mieszaniny biatek roslinnych i lecytyny so-
jowej oraz 1% soli sodowej kwasu hialuronowego.

Wykorzystanie kriokonserwowanego nasienia knura do inseminacji
jest ograniczone ze wzgledu na niskie zdolnosci zaptadniajace plemnikow po
rozmrozeniu (Yeste i in., 2017). Czas przezywania plemnikéw po rozmroze-
niu jest krotki, dlatego zabieg domacicznej inseminacji powinien by¢ wyko-
nany 4—6 godzin przed owulacja (Spencer i in., 2010; Yeste, 2015), a nasienie
nalezy rozmrozi¢ 10-30 minut przed inseminacja (Knox, 2015). W przepro-
wadzonych przez nas badaniach wykonano domaciczne inseminacje loszek
w celu okreslenia zdolnos$ci zaptadniajacych kriokonserwowanego nasienia na
podstawie wskaznika zaptadnialnos$ci, wskaznika wyproszen oraz liczby zy-
wych prosiat urodzonych w miocie. Po inseminacji loszek nasieniem kriokon-
serwowanym w zmodyfikowanych rozcienczalnikach uzyskano statystycznie
istotnie wyzsza skuteczno$¢ inseminacji oraz wskaznik wyproszen w porow-
naniu z rozcienczalnikiem zoéttkowo-laktozowo-glicerolowym. Porownanie
wskaznikoéw rozrodczych loszek po inseminacji nasieniem mrozonym w roz-
cienczalnikach o zmodyfikowanym sktadzie wykazalo, ze suplementacja roz-
cienczalnika 1 mM BHT zapewnia uzyskanie najwyzszej liczby zywych pro-
sigt w miocie. Roca i in. (2004) wykazali zwiazek pomiedzy dodatkiem BHT
do rozcienczalnika mrozeniowego nasienia knura a wzrostem kompetencji
rozwojowych zarodkéw do stadium blastocysty.

7. Wnioski
Uzyskane wyniki badan pozwalaja na sformutowanie nastepujacych
wnioskow:

1. Opracowanie nowego sktadu rozcienczalnikow mrozeniowych nasie-
nia knura w oparciu o jego suplementacj¢ zwigzkami o dziataniu an-
tyoksydacyjnym lub ostaniajgcym btony pozwala na uzyskanie wyso-
kiej jakosci plemnikow po rozmrozeniu.

2. Zastosowane kryteria selekcji ejakulatow oparte na komputerowo
wspomaganej analizie ruchliwosci plemnikow oraz fluorescencyjnej
ocenie integralno$ci blon akrosomowych i marker6w apoptotycznych
pozwalaja na wybor rozcienczalnika mrozeniowego zapewniajacego
najwyzsza jako$¢ nasienia knura po zamrozeniu-rozmrozeniu.
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3. Najwyzsze wilasciwosci krioochronne plemnikoéw zapewnia suple-
mentacja rozcienczalnika mrozeniowego butylowanym hydroksytolu-
enem o stezeniu 1,0 mM; mieszaning biatek roslinnych i lecytyny so-
jowej o stezeniu 0,0005 g lub 1% solg sodowa kwasu hialuronowego.

4. Weryfikacja zdolnosci zaptadniajacych kriokonserwowanego nasie-
nia knura wykazata, ze inseminacja nasieniem mrozonym w rozcien-
czalniku uzupelionym butylowanym hydroksytoluenem o st¢zeniu
1 mM pozwala na uzyskanie wysokich wskaznikow rozrodczych.
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DIRECTIONS AND POSSIBILITIES OF MODIFICATION
OF CRYOPRESERVATION METHODS AND ASSESSMENT
OF BOAR SEMEN QUALITY

Summary

Cryopreservation of boar semen plays a very important role in protecting
animal genetic resources with a particular breeding value. This method also allows for
keeping biodiversity by collecting and storing material with unique functional and
adaptive features. It mainly concerns native breeds and highly effective breeds which
are dangered because of an intensive selection or animal disease epidemic.

In Department of Reproductive Biotechnology and Cryoconservation in re-
cent years research has been done on the modification of the composition of freezing
extender, the method of handling boar semen during a freezing procedure. There is
also complex coverage and reliable methods of semen assessment before and after
freezing procedure.

The aim of the research was a modification of freezing extender. It was based
on the addition of substances which suppress the sperm oxidative damage or sub-
stances that protect to cryogenic damage. At the same time in research there was used
apoptotic markers to define new criteria for the selection of semen for cryopreserva-
tion and assessing the quality of frozen-thawed boar semen.

The lowest percentage of live sperm with damaged acrosome was found in
extender with the addition of 1,0 mM butylated hydroxytoluene (BHT). Statistically,
the lowest percentage of apoptotic sperm was in extender supplemented with BHT
regardless of applied concentration. No differences were observed in sperm DNA frag-
mentation between control extender and different variants of freezing extenders.

Cryopreservation of semen with the use of extender with addition of 1,0 mM
BHT and 1% hyaluronic acid led to obtaining effective insemination up to 92,8%.
Surgical intaruterine insemination with frozen-thawed semen cryopreserved in these
extenders of modified composition ensured the reproductive performance of 85,7%.
The highest number of piglets was born after insemination with semen cryopreserved
in extender supplemented with 1,0 mM BHT.

The verification of sperm fertilizing ability showed that insemination with
freezing semen in extender containing 1,0 mM BHT allows getting high reproductive
performance.
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