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W inseminacji $win stosowane jest nasienie bezposred-
nio po pobraniu lub po przechowywaniu w stanie ptyn-
nym przez okres kilku dni w temperaturze 15-20°C [5].
Standardowe rozcienczalniki do nasienia knura zapew-
niajg uzyskanie wynikdw unasieniania na niezmienio-
nym poziomie do 3 dni po rozrzedzeniu. Diuzsze prze-
chowywanie nasienia, mimo ze umozliwia zachowanie
ruchliwosci plemnikéw na wysokim poziomie, skutkuje
spadkiem ich zdolnosci zaptadniajgcej. Metodg biotech-
nologiczng pozwalajgcg na petne wykorzystanie poten-
cjatu rozrodczego i produkcyjnego samcow jest kriokon-
serwacja. Kolekcjonowanie materiatu biologicznego w po-
staci nasienia pozwala na zabezpieczenie puli gene-
tycznej populacji na wypadek jej zubozenia, spadku
zmiennos$ci, wyginiecia czy eliminacji catych stad ze
wzgledow epidemiologicznych. Nieograniczone czaso-
wo przechowywanie materiatu biologicznego umozliwia
przesuniecie okresu reprodukcyjnego samca i wykorzy-
stanie jego nasienia w dowolnym miejscu i czasie. Po-
mimo tych korzysci faktyczne wykorzystanie kriokon-
serwowanego nasienia knura w praktyce inseminacyj-
nej jest ograniczone.

Poszczegdlne etapy technologii kriokonserwaciji indu-
kujg fizyczne i chemiczne zmiany w btonie komorkowej
plemnikéw, zmniejszajgc efektywnos¢ procesu. Schia-
dzanie, zamrazanie i rozmrazanie nasienia knura zwiek-
sza podatnosc¢ plemnikéw na uszkodzenia kriogeniczne
zwigzane z zaburzeniami systemu endogennych anty-
oksydantéw, zmianami w stabilnosci plazmolemmy plem-
nikdw oraz zwiekszong podatnos¢ plemnikéw na zmiany
peroksydacyjne [1]. Ponadto, zmiany biochemiczne bton
plazmatycznych plemnikéw powstate podczas kriokon-
serwagcji nasienia zaburzajg ich funkcje w procesie za-
ptodnienia komorki jajowej, powodujgc obnizenie wskaz-
nikéw rozrodczych i liczebnos$¢ miotow.

W Zakfadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwa-
cji 1Z PIB prowadzone sg badania zaréwno nad dosko-
naleniem techniki kriokonserwacji nasienia knura, za-
stosowaniem nowoczesnych metod oceny jakosci plem-
nikdbw przed i po mrozeniu, jak réwniez wykorzystywa-
niem nowych rozwigzan technologicznych.

Badania nad opracowaniem sktadu rozcienczalnika
mrozeniowego doprowadzity do uzyskania w 2018 roku
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patentu na wynalazek pt. ,Rozcienczalnik do mrozenia
nasienia knura i sposéb mrozenia nasienia”. Badania
wtasne [11] wykazaty, ze dodatek do rozcienczalnika
mrozeniowego butylowanego hydroksytoluenu o steze-
niu 1 mM ochrania btony komérkowe plemnikéw przed
uszkodzeniami kriogenicznymi i zapewnia uzyskanie
wysokich wskaznikéw rozrodczych.

Do kriokonserwacji kwalifikowane sg ejakulaty, w kto-
rych stwierdza sie udziat plemnikéw ruchliwych i prawi-
dtowych morfologicznie na poziomie 80%. Wykazano
jednak, ze klasyfikacja ejakulatéw do kriokonserwacji na
podstawie dwoch ww. standardowych parametrow nie
jest wystarczajgca do uzyskania wysokiej jakosci nasie-
nia po rozmrozeniu. Zastosowanie panelu nowocze-
snych metod do oceny nasienia przeznaczonego do
mrozenia, jak tez nasienia kriokonserwowanego pozwo-
lito na precyzyjne okreslenie jako$ci subpopulacji plem-
nikbw zamrozonych-rozmrozonych, a takze okreslenie
nowych kryteridw selekcji ejakulatéw przeznaczonych
do kriokonserwacji. W badaniach zastosowano metody
oparte na ocenie zmian apoptotycznych, poziomu trans-
btonowego potencjatu mitochondrialnego oraz stanu
akrosomoéw w plemnikach. Zmiany w przepuszczalnosci
btony komoérkowej plemnikéw identyfikowano na pod-
stawie mikroporow w zewnetrznej btonie cytoplazma-
tycznej za pomoca fluorochromu YO-PRO-1 oraz jodku
propydyny (PI) [2]. Wykrywanie translokaciji fosfatydylo-
seryny na powierzchni btony komodrkowej plemnikow
analizowano przy uzyciu aneksyny V sprzezonej z izo-
tiocynianem fluoresceiny (FITC) [10]. Natomiast ocene
mitochondrialnego potencjatu transbtonowego przepro-
wadzono przy zastosowaniu barwnika fluorescencyjne-
go JC-1[12]. Ponadto okreslano stan akrosomoéw plem-
nikdw za pomocgq lektyny PNA, tgczacej sie z resztami
B-galaktozowymi zewnetrznej btony akrosomowej sko-
niugowanej z barwnikiem FITC. Na podstawie wynikéw
oceny jakosci nasienia knuréw przed i po procedurze
kriokonserwacji ustalono nowe kryteria selekcji knuréw
do procedury kriokonserwacji zapewniajgce jego wyso-
kg jako$¢ po rozmrozeniu. Nasienie swieze przeznaczo-
ne do kriokonserwacji ma wysokg jakos¢ po rozmroze-
niu jesli odsetek plemnikéw apoptotycznych oraz plem-
nikdw z uszkodzong btong akrosomalng nie przekracza
10%, odsetek plemnikéw z wysokim transbtonowym
potencjatem mitochondrialnym nie jest nizszy niz 70%,
a krioopornos¢ ejakulatéw (liczona jako catkowita ruchli-
wos$é plemnikéw po rozmrozeniu/catkowita ruchliwo$é
plemnikow w nasieniu $wiezym x100%) wynosi nie mniej
niz 70%.

Zamrazalnos¢ nasienia knurow jest cechg osobni-
cza. Ejakulaty niektdrych knuréw majg obnizong jakosc¢
i nie spetniajg opracowanych przez nas kryteriow selek-
cyjnych, jednak stanowig cenny materiat genetyczny
pod wzgledem hodowlanym. W celu zabezpieczenia
materiatu pochodzgcego od takich samcow poszukiwa-
ne sg nowe rozwigzania technologiczne w konserwacji
ich nasienia. Jedng z takich mozliwosci jest zastosowa-
nie wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP; ang.
high hydrostatic pressure) wytwarzanego w komorze
cisnieniowej (fot.). Zastosowanie takiego rozwigzania



w kontekscie kriokonserwacji nasienia knura zostato po
raz pierwszy zaproponowane przez zespot Pribenszky
i wsp. [7]. Urzagdzenie wypetnione woda destylowang
wykonuje program zgodny z ustawionymi przez opera-
tora parametrami, takimi jak wielko$¢ i czas trwania ci-
$nienia oraz temperatura. Program przeznaczony do
nasienia knura daje mozliwosci wyboru cisnienia hydro-
statycznego w zakresie 10-80 MPa i czasu jego dziata-
nia w zakresie 30-120 minut.

Fot. Komora z wysokim cisnieniem hydrostatycznym mo-
del GBOX 2140 przeznaczona do nasienia knura (Appleid
Cell Technology Ltd, Wegry)

Wysokie ci$nienie hydrostatyczne o wtasciwie dobra-
nej wartosci i czasie dziatania indukuje reakcje obronng
na stres, zwiekszajgc odpornos¢ na dziatanie kolejnego
niekorzystnego czynnika, jakim jest proces kriokonser-
wacji. Komoérki poddane HHP aktywujg biatka opiekun-
cze, tzw. chaperony (ang. chaperone — opiekun), ktére
przeciwdziatajg niekorzystnym zmianom wywotanym
czynnikiem stresogennym i pozwalajg osigga¢ bez-
pieczny poziom stresu. Wystepujgce w komoérkach cha-
perony biorg udziat m.in. w stabilizacji chromatyny i cy-
toszkieletu, kontroli cyklu komérkowego, petnig funkcije
katalizatorow w reakcji utleniania, metabolizmie lipidéw
i kwasow tluszczowych oraz de-
generacji uszkodzonych biatek
[9].

Dotychczasowe wyniki ba-

Tabela 1

Swiadczenia przeprowadzone przez Pribenszky i wsp.
[7] oraz Huang i wsp. [4] wykazaty, ze zastosowanie wy-
sokiego cisnienia hydrostatycznego w kriokonserwacji
nasienia knura poprawia jego kriotolerancje na proces
zamrazania-rozmrazania. W badaniach przeprowadzo-
nych przez Huanga i wsp. [4] wykazano wyzszg ekspre-
sje biatek biorgcych udziat w procesie zaptodnienia w na-
sieniu poddanym dziataniu HHP przed procesem krio-
konserwacji. Ponadto uzycie nasienia mrozonego do
inseminacji loszek powodowato wzrost liczby prosigt
urodzonych w miocie [3, 6].

Wyniki uzyskane przez Pribenszky i wsp. [7] sktonity
do podjecia préb, ktérych celem byta ocena wptywu wy-
sokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) na jakos¢
kriokonserwowanego nasienia knura. Badania przepro-
wadzono na 8 knurach (36 ejakulatow), ktérych nasienie
nie spetniato kryteriow selekcji ejakulatow do kriokon-
serwacji. Nasienie poddano wptywowi HHP przed pro-
cedurg kriokonserwacji. Zastosowano wartosci wyso-
kiego cisnienia hydrostatycznego w przedziale 250-400
baréw, w cyklu trwajgcym 1,5 godziny w temperaturze
pokojowej. Jednoczesnie sporzgdzono grupe kontrolng
(kontrola), inkubujgc nasienie przez 1,5 godziny w tem-
peraturze pokojowej, a nastepnie poddajgc je kriokon-
serwacji. Do konserwacji nasienia zastosowano roz-
cienczalnik mrozeniowy z dodatkiem butylowanego hy-
droksytoluenu o stezeniu 1 mM, a procedure przepro-
wadzono wedtug opatentowanej metody wtasnej. Oce-
niano jako$¢ plemnikéw w nasieniu Swiezym oraz po
procedurze zamrazania-rozmrazania nasienia nie pod-
danego przed mrozeniem (kontrola) i poddanego dziata-
niu wysokiego cisnienia hydrostatycznego. Podstawo-
we parametry jakosciowe nasienia analizowano przy
zastosowaniu systemu CASA (Computer Assisted Se-
men Analysis Systems), okreslajgc ruch catkowity
(TM%) i postepowy (PM%) plemnikow. Jednoczesnie
nasienie oceniano metodami fluorescencyjnymi, okre-
Slajgc odsetek plemnikéw apoptotycznych, z integralng
btong akrosomowg oraz z wysokim transbtonowym po-
tencjatem mitochondrialnym (AYm). Na podstawie uzy-
skanych wynikéw stwierdzono, ze sposréd zastosowa-
nych wartosci wysokiego cisnienia hydrostatycznego
najwyzszg jakos$¢ nasienia po rozmrozeniu uzyskano

Wyniki wptywu wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) na nasienie knura
(wedtug Pribenszky i Vajta [9])
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Tabela 2

Parametry jakosciowe nasienia swiezego oraz po procedurze zamraza-
nia-rozmrazania nie poddanego przed mrozeniem (kontrola) i poddanego
dzialaniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) o wartosci 350

baréw (X £SD)

fertility: an overview of the literature. Repro-
ductive Biomedicine Online 8 (6), 616-627.
2. Bryta M., Trzcinska M., 2012 — The antio-
xidative effects of hyaluronic acid (HA) and
catalase (CAT) on post-thaw boar semen pa-
rameters. Reproduction of Domestic Animals

Nasienie kriokonserwowane

47, 78. 3. Horvath A., Szenci O., Nagy K.,

Elaeﬁmﬁgx jakosciowe Né%vsi's;ée vontrola  HHP o wartosci Végh L., Pribenszky C., 2016 — Stress pre-
(bez HHP) 350 bar gonqmonlng of semen bgfore cryopreserva-

tion improves fertility and increases the num-

Ruch catkowity (%) 69,4 +12,8  38,5"+3,4 52,5 3,9 ber of offspring born: a prospective randomi-
Ruch postepowy (%) 59,2 +4.3 31,8* +2,6 497* 126 sed study using a porcine model. Reproduc-
— tion Fertility and Development 28, 475-481.
Plemniki zywe z uszkodzona 537,55 4g 8431 37,6% +4,1 4. Huang S.Y., Pribenszky C., Kuo Y.H.,
btong akrosomaing (%) Teng S.H., Chen Y.H., Chung M.T., Chiu
Plemniki apoptotyczne (%) 14,2 £8,4 22,1 +2,9 16,3* +2,2 Y.F., 2009 — Hydrostatic pressure affects
Plemniki z wysokim AYm (%)  61,5+10,9  40,2*+43  50,4*+6,2 the protein profile of boar sperm before and

*Wyniki w wierszach réznig sie istotnie statystycznie (P<0,05)

stosujgc przed procedurg kriokonserwaciji cisnienie 350
baréw, w poréwnaniu z nasieniem kontrolnym nie pod-
danym dziataniu HHP (tab. 2).

Reasumujgc, wstepne badania dotyczgce zastoso-
wania wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) do
mrozenia nasienia knura wskazujg na mozliwos¢ popra-
wy efektywnosci metody kriokonserwacji. Zastosowanie
nowych kryteriow selekcji ejakulatow umozliwia wybor
wtasciwego rozwigzania technologicznego, ktére po-
zwala na uzyskanie wysokiej jakosci nasienia po roz-
mrozeniu. Przedstawione wyniki badan uzasadniajg po-
trzebe kontynuaciji prac z tego zakresu, w celu okresle-
nia zdolnosci zaptadniajgcej nasienia poddanego dzia-
taniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego.

Badania wykonano w ramach projektu ,Kierunki wyko-
rzystania oraz ochrona zasobow genetycznych zwierzagt
gospodarskich w warunkach zréwnowazonego rozwoju”
wspotfinansowany przez Narodowe Centrum Badan i Ro-
zwoju w ramach Strategicznego programu badan nau-
kowych i prac rozwojowych,, Srodowisko naturalne, rolnictwo
i lesnictwo” — BIOSTRATEG.
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Potential use of a high hydrostatic pressure chamber for cryopreservation of boar semen

Summary

Research is being conducted at the Department of Reproductive Biotechnology and Cryopreservation of the
National Research Institute of Animal Production on improvement of techniques for cryopreservation of boar
semen, the application of modern methods for assessing sperm quality, and the use of new technological solu-
tions. Our research showed that the addition of butylated hydroxytoluene to the semen extender ensures that
high-quality sperm are obtained after thawing. Moreover, the classification of ejaculates for cryopreservation
based on morphology and motility was found to be insufficient. The use of a panel of modern methods for quality
assessment of cryopreserved semen enabled precise determination of the quality of a sub-population of sperm
that had been frozen and thawed, as well as the specification of new selection criteria for ejaculates for cryo-
preservation. Treatment of sperm with high hydrostatic pressure (HHP) before freezing is a new technological
solution proposed for sperm cryopreservation. Our study demonstrated that treatment with 350 bar protected

sperm against damage during freezing.
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