Rocz. Nauk. Zoot., T. 45, z. 2 (2018) 195-202

PRZEZYWALNOSC ZARODKOW KROLICZYCH WITRYFIKOWANYCH
METODA RAPID-T*

Karolina Fryc!, Aleksandra Bieryt?, Barbara Kij?, Anna Migdat?,
Agnieszka Nowak?®, Maciej Murawski', Joanna Kochan?

"Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Katedra Biotechnologii Zwierzat, ul. Redzina 1B,
30-248 Krakow
2Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Instytut Nauk Weterynaryjnych, al. Mickiewicza 24/28,
30-159 Krakow
3Centrum Medycyny Rozrodu ARTVIMED, ul. Legendy 3, 30-147 Krakow

W ostatnich latach nastqpit szybki rozwoj nowoczesnych technik wspomaganego rozrodu.
Na szczegolng uwage zastuguje mozliwos¢ przechowywania gamet i zarodkow w stanie za-
mrozonym przez niemal nieograniczony czas. Niestety zarodki po kriokonserwacji cechujg
sig stabszymi kompetencjami rozwojowymi niz zarodki niepoddane temu zabiegowi. Bada-
nie miato na celu okreslenie stopnia przezywalnosci zarodkow kréliczych witryfikowanych
metodg Rapid-1. Pozyskane poubojowo zarodki podzielono na grupy doswiadczalng i kon-
trolng. Grupy kontrolng i badawczg hodowano in vitro lqcznie przez 7 dni. Zarodki z grupy
badawczej witryfikowano po 48 godzinach od rozpoczecia hodowli in vitro. Przezywalnos$é
blastomerow oceniono na podstawie wyniku barwienia zarodkoéw mieszaning jodku pro-
pidyny i fluoresceiny. Badania wykazaly wyzszq Smiertelnos¢ blastomeréw (27%) zarod-
kow kroliczych witryfikowanych w porownaniu z zarodkami niepoddanymi witryfikacji
(11,8%).

Stowa kluczowe: witryfikacja, zarodki krolicze, Rapid-I, kriokonserwacja

Kriokonserwacja gamet i zarodkéw jest jedna z podstawowych technik wspoma-
ganego rozrodu, umozliwiajacych tworzenie biobankéw stuzacych do przechowy-
wania materialu genetycznego zwierzat hodowlanych i dziko zyjacych zagrozonych
wyginieciem (Vajta, 2000; Silber i in., 2013). Ponadto kriokonserwacja zarodkow jest
powszechnie stosowang procedurg biomedyczng w klinikach leczenia nieplodnos$ci
ludzi w programach zaptodnienia in vitro (Pereira i Rosenwaks, 2016).

*Praca finansowana z UR Krakow, DS 3208.
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Witryfikacje stosuje sie do kriokonserwacji oocytow i zarodkow we wszystkich
stadiach rozwojowych u wielu gatunkow zwierzat (Herrero i in., 2011; Mandawala
i 1in., 2016). Po raz pierwszy metoda ta zostata wykorzystana do zarodkéw ssakow
w 1985 roku jako prosty i tani sposob na kriokonserwacj¢ materiatu biologicznego,
umozliwiajacy zamrazanie bez tworzenia si¢ krysztatkow lodu (Rall i Fahy, 1985).
Poczatkowo do witryfikacji stosowano roztwory krioprotektantow w duzych obje-
tosciach w stomkach o pojemnosci 0,25 ml. Wspotczesnie w metodach witryfikacji,
takich jak CryoTop, Cryoloop czy Rapid-I, stosuje si¢ niewielkie obj¢tosci mieszanin
witryfikacyjnych nieprzekraczajacych kilku pl. Dzigki temu skraca si¢ do minimum
czas trwania procesu zeszklenia, co znaczaco ogranicza uszkodzenia zamrazanych
zarodkow, a po ich rozmrozeniu umozliwia im natychmiastowe wznowienie przemian
metabolicznych (Bagis i in., 2005). Pomimo to kazda taka ingerencja i manipulacja na
zarodkach moze niekorzystnie wptyngc¢ na kompetencje rozwojowe oraz pozniejszy
wzrost zarodka i ptodu (Zernicka-Goerz i in., 2009).

Kroélik domowy ze wzgledu na swoja wysoka plennos¢, dobra ptodnos¢, prowo-
kowang owulacje¢ oraz wysoka efektywno$¢ pozaustrojowej produkeji zarodkow jest
przydatnym modelem w badaniach z zakresu embriologii eksperymentalnej zwierzat
1 ludzi. Ma to szczegdlne znaczenie w $wietle licznych kontrowersji etycznych doty-
czacych badan na zarodkach Iudzkich. Dlatego tez wszystkie procedury stosowane
w programach zaptodnienia in vitro u ludzi sg wcze$niej testowane i udoskonalane na
gametach i zarodkach zwierzat.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie przezywalno$ci zarodkow kroli-
czych poddanych witryfikacji metoda Rapid 1.

Material i metody

Do$wiadczenie zostalo przeprowadzone na zarodkach kroliczych pozyskanych
poubojowo. Dawczyniami zarodkéw byly trzy krolice rzezne rasy popielnianskiej
biatej, niepoddane stymulacji hormonalnej, o masie od 3,8 do 4,3 kg. Dobe przed
ubojem 1 pozyskaniem zarodkoéw samice pokryto samcem tej samej rasy.

Pozyskiwanie zarodkéow

Zarodki pozyskano, przeptukujac jajowody krélic. Do lejka jajowodu wprowa-
dzono kateter, a do rogu macicy ptyn fizjologiczny i przeptukiwano jajowodd. Zarodki
wyszukiwano pod mikroskopem stereoskopowym, a nastgpnie oceniano ich stadium
rozwojowe.

Hodowla in vitro zarodkéw

Wyptukane zarodki podzielono na dwie grupy. Grupy kontrolng i badawczg ho-
dowano in vitro tacznie przez 7 dni. Zarodki z grupy badawczej witryfikowano po
48 godzinach od rozpoczecia hodowli in vitro. Po rozmrozeniu zarodki ponownie
umieszczano w hodowli in vitro na kolejne 5 dni, w celu okreslenia ich kompetencji
rozwojowych.
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Hodowl¢ zarodkéw prowadzono in vitro w pozywce TCM 199 z dodatkiem 10%
FBS, 4 mg/ml pirogronianu i 16 mg/ml L-glutaminy w temperaturze 38°C, w atmos-
ferze z dodatkiem 5% CO,,.

Witryfikacja

Przed witryfikacja metoda Rapid I zarodki ekwilibrowano w 20% roztworze gli-
kolu etylowego w pozywce TCM 199 przez 10 minut w temperaturze pokojowe;.
Nastgpnie przenoszono je do mieszaniny witryfikacyjnej zawierajacej 40% gliko-
lu etylowego, 18% ficollu i 0,3 M sacharozy. Nastgpnie po 30 sekundach zarodki
umieszczano pojedynczo na poliwinylowej bagietce, na ktora nasuwano cylindryczng
ostonke, po czym zanurzano jg w ciektym azocie (—196°C).

Zarodki rozmrazano w powietrzu w temperaturze pokojowej, wyjmujac bagietke
z ciektego azotu. Rozmrozone zarodki umieszczano w kropli 0,3 M roztworu sacharo-
zy, a nastgpnie przenoszono je do pozywki TCM 199 z dodatkiem 10% FBS, 4 mg/ml
pirogronianu i 16 mg/ml L-glutaminy. Zarodki hodowano przez 5 dni w temperaturze
38°C in vitro, w celu oceny zdolnosci rozwojowych.

Ocena zywotnos$ci zarodkéow

Oceng zywotnosci blastomerow w zarodkach przeprowadzono na podstawie
barwienia réznicowego, stosujac mieszaning barwnikéw fluoroscencyjnych jodku
propidyny i dioctanu fluoresceiny rozpuszczonych w DPBS w ilosci odpowiednio
0,05 mg/ml 1 0,005 mg/ml. Wybarwione zarodki poddano ocenie pod mikroskopem
fluorescencyjnym. Blastomery w zarodkach wykazujace czerwong fluorescencje oce-
niano jako martwe, a $wiecace na zielono jako zywe.

Wyniki

Od trzech krolic pozyskano 19 zarodkow, z ktorych 15 byto zygotami, a 4 za-
rodkami 2-blastomerowymi. Pozyskane zarodki podzielono na grupy doswiadczalng
1 kontrolng, w ktorych znajdowato si¢ odpowiednio 12 i 7 zarodkow. Grupe doswiad-
czalng zarodkéw poddano procesowi witryfikacji, natomiast kontrolng hodowano
przez 7 dni in vitro.

Z 12 zarodkow poddanych witryfikacji po rozmrozeniu 2 (16,6%) osiagnely sta-
dium blastocysty, natomiast w grupie kontrolnej do stadium blastocysty rozwingto si¢
5 (71,8%) zarodkow.

Barwienie réznicowe zarodkow mieszaning barwnikow fluorescencyjnych wy-
kazato, ze w grupie kontrolnej odnotowano $rednio 11,8% martwych blastomerow
(tab. 2), natomiast w grupie doswiadczalnej obserwowano ponad dwukrotnie wyzsza
liczbg¢ obumartych blastomerow wynoszaca 27%.
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Oméwienie wynikow

Istota kriokonserwacji jest zatrzymanie w gametach i zarodkach procesow me-
tabolicznych, co umozliwia ich przechowywanie praktycznie przez nieograniczony
czas. Niestety proces ten wptywa niekorzystnie na parametry morfologiczne i zdol-
nosci rozwojowe zarodkow po rozmrozeniu.

Dotychczas zarodki i oocyty zamrazano we freezerach, ktore umozliwiaja kontro-
lowanie tempa obnizania temperatury i bezpostaciowego zestalania si¢ schtadzanego
ptynu. Wewnatrzkomoérkowa krystalizacja wody, jak i pozostate czynniki stresogenne
mogg by¢ przyczyng uszkodzen blastomeréw w trakcie zamrazania oraz wptywaé na
ich zamieralnos$¢ i kompetencje rozwojowe po rozmrozeniu, a takze nieprawidlowy
rozwoj ptodu, jego obumarcie oraz zaburzenia rozwojowe w okresie postnatalnym
(Kasai i Mukaida, 2004, Saenz-de-Juano i in., 2016; Pluess i Belsky, 2011).

Wspolczesnie do kriokonserwacji gamet i zarodkow coraz czeSciej stosuje si¢
metod¢ witryfikacji, ktéra polega na ultraszybkim zeszkleniu zmrazanego materiatu
biologicznego. Procesy metaboliczne w zarodku podczas witryfikacji s gwalttownie
zatrzymywane, towarzyszy temu rowniez mniejsze uszkodzenie blastomerow, przez
co ich przezywalnos¢ jest znaczaco wyzsza w pordwnaniu z metodg powolnego za-
mrazania (Meiklea i in., 2018). Potwierdzeniem lepszej skutecznosci witryfikacji od
zamrazania poprzez powolne schtadzanie moze by¢ przyktad badania przeprowadzo-
nego na ludzkich zarodkach przez Loutradi i in. (2008), ktore wykazalo zwigkszo-
ng przezywalno$¢ blastocyst po witryfikacji niz po powolnym zamrazaniu (Loutradi
iin., 2008).

Przeprowadzone badania wlasne wykazaty, iz kompetencje rozwojowe zarodkow
kroliczych poddanych witryfikacji obnizyly si¢ ponad czterokrotnie w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Zarodki poddane witryfikacji charakteryzowaly si¢ niemal trzy-
krotnie wicksza obecnoscig martwych blastomerow. Przyczyna stabej przezywalnosci
zarodkow kroliczych po witryfikacji w naszych badaniach moze by¢ ich wczesne,
kilkublastomerowe stadium rozwoju. Uwaza si¢, ze zarodki, ktore osiggnely sta-
dium blastocysty, najlepiej nadaja si¢ do procedury kriokonserwacji (Papis i Koziot,
2012).

Przeprowadzone przez zesp6t Hashimoto i in. (2013) badania witryfikowanych
zarodkow ludzkich wykazaly okoto 31% $miertelno$¢ blastomerdw, co jest zblizo-
nym wynikiem uzyskanym w naszych badaniach witryfikowanych zarodkow kroli-
czych — wynoszacym $rednio 27%. Natomiast w przypadku udziatu zywych blasto-
mer6éw w zarodkach ludzkich niepoddanych witryfikacji Hashimoto i in. (2013) zaob-
serwowali znacznie nizszy wynik, czyli okoto 32% —niz my w naszych badaniach na
zarodkach kroliczych — wynoszacy az 88,2%.

Wiele badan przeprowadzonych na zarodkach krolikow wykazalto, ze proces wi-
tryfikacji wptywa negatywnie na proces gastrulacji oraz ekspresj¢ genow, a takze na
wystepowanie zaburzen proteomicznych w tkankach tozyska, co ma wplyw na $mier-
telno$¢ ptodow i ich niskg wage urodzeniowg (Mocé i in., 2010; Vicente i in., 2013;
Saenz-De-Juano i in., 2014, 2015). Gléwna przyczyng powstawania tych zaburzen
jest wysoka koncentracja krioprotektantéw w mieszaninie witryfikacyjnej, ktore sa
jednoczesnie toksyczne dla zarodkéw. Takze badania wykonane przez Lavare i in.
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wykazaty, iz witryfikacja zarodkow kréliczych ma dhlugoterminowy wptyw na post-
natalny rozwoj osobniczy. Zaobserwowali, Zze ptody uzyskane z zarodkdéw po witry-
fikacji 1 transferze do samic posiadajg zmniejszong mas¢ watroby, nerek, serca, ptuc
1 §ledziony, w porownaniu do zarodkow transferowanych, ale niepoddanych witryfi-
kacji (Lavara i in., 2015).

W przeprowadzonych badaniach wiasnych u zarodkéw krolika poddanych proce-
durom witryfikacji 1 rozmrozenia stwierdzono znaczgco wyzszy odsetek uszkodzo-
nych blastomeréw w poréwnaniu do zarodkéw niewitryfikowanych z grupy kontro-
Inej. Skutkiem obnizonej jakosci witryfikowanych zarodkéw bylo ograniczenie ich
potencjatu rozwojowego.

Doskonalenie metod witryfikacji zarodkow pozwoli na stworzenie optymalnych
protokotéw mogacych mie¢ zastosowanie w kriokonserwacji zarodkdw na wszyst-
kich etapach rozwoju, co ma ogromnie wazne znaczenie zarowno dla hodowli zwie-
rzat, ochrony zasobow genetycznych ginacych gatunkéw, jak rowniez dla embriologii
ludzkiej.
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Survival of rabbit embryos vitrified using Rapid-I
SUMMARY

Recent years have witnessed a rapid development in modern methods of assisted reproductive tech-
nology (ART). The possibility of almost unlimited time of frozen storage of gametes and embryos is worth
pointing out. Unfortunately, embryos usually have lower developmental competences after cryopreserva-
tion. The aim of this study was to determine the survival rate of rabbit embryos vitrified using the Rapid-I
method. Embryos were collected from slaughtered rabbits and then divided into experimental and control
groups. Embryos from experimental group were vitrified using the Rapid-I method and, after thawing, in
vitro cultured for 5 days. Control group was incubated in vitro for 7 days after collection. To assess the
viability of blastomeres, embryos were stained with propidium iodide and fluorescein. Our study showed
that mortality of blastomeres was higher in vitrified embryos (27%) compared with non-vitrified embryos
(11.8%).
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