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Резюме

За да се прилага най-добрият протокол за витрификация трябва да се минимизират щетите, 
които претърпяват ооцитите по време на процеса и да се постигне по-висок процент на пре-
живяемост и развитие. За реализиране на тази цел е необходимо да се определи и ефектът на 
кумулусните клетки по време на витрификация на матурирани говежди ооцити. Степента на 
преживяемост на свежи ооцити е много близо до 100% без значителни разлики между гру-
пите. Въпреки това степента на преживяемост на витрифицирани денудирани ооцити (вДО) в 
групите (91,0%) и витрифицирани денудирани ооцити с кумулусни клетки (вДО + кк) (93%) са 
по-високи от витрифицираните кумулусно-ооцитни комплекси (КOК) (79,6%), P < 0,05. Витри-
фицираните кумулусно-ооцитни комплекси имат значително по-ниски нива на преживяемост 
(79,6%) в сравнение с техните свежи аналози (97.3%) съответно (P < 0,05).

Нашите резултати показват, че е препоръчително да се отстранят поне част от кумулусните 
клетки преди витрификацията на матурирани говежди ооцити. Денудираните ооцити пре-
живяват витрификация с по-висока скорост от кумулусно-ооцитните комплекси, въпреки че 
тяхното оплождане и последващо развитие на ембриони са компрометирани поради липсата 
на кумулусни клетки. Добавянето на интактни кумулусни клетки (КК) може да възстанови 
ситуацията, осигурявайки на денудираните ооцити подобни скорости на оплождане и разви-
тие на ембрионите, като при витрифицираните кумулусно-ооцитни комплекси. 
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Abstract

In order to implement the best vitrification protocol one must minimize the damage that the oocytes 
suffer during the process and achieve a higher rate of survival and development. To realize this goal, 
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it is necessary to determine the effect of cumulus cells during vitrification of matured bovine oocytes. 
The survival rate of fresh oocytes was very close to 100%, with no significant differences between 
groups. However, the survival rates of vitrified denuded oocytes (vDO) in groups (91.0%) and vitrified 
denuded oocytes with cumulus cells (vDO + cc) (93%) were higher than vitrified cumulus-oocyte 
complexes (COC) (79.6%), P < 0.05. Vitrified COCs had significantly lower survival rates (79.6%) 
compared to their fresh counterparts 97.3% respectively, (P < 0.05).

Our results indicate that it is advisable to remove at least some of the cumulus cells before vitrification 
of matured bovine oocytes. Denuded oocytes undergo vitrification at a higher rate than cumulus-
oocyte complexes, although their fertilization and subsequent embryo development are compromised 
due to the lack of cumulus cells. Addition of intact COCs can restore the situation, providing denuded 
oocytes with similar rates of fertilization and embryo development as vitrified COCs.
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Въведение

Криоконсервацията на ооцити и ембриони 
е важен елемент от асистираните репродук-
тивни технологии, тъй като позволява запаз-
ване на ценен генетичен материал за по-дъ-
лъг период от време. Двата основни метода 
за криоконсервация са чрез конвенционално 
бавно замразяване (Whittingham et al., 1972) 
и чрез витрификация (Rall and Fahy, 1985). 
Massip et al. (1987) описват витрификация-
та като втвърдяване на течност, постигнато 
чрез екстремно повишаване на вискозитета 
по време на охлаждане, така че разтворът да 
се превърне в „стъкло”. Те съобщават за раж-
дането на две женски телета след трансфер 
на витрифицирани / размразени ембриони. 
Това е първият път, когато след витрифици-
ране на ембриони от говеда, последвано от 
ембриотрансфер е получено нормално по-
томство. Въпреки че криоконсервацията на 
говежди ооцити остава предизвикателство, 
някои от най-окуражаващите резултати сред 
домашните животни са получени при говеда, 
при които е получено потомство от незрели 
и зрели витрифицирани ооцити след in vitro 
оплождане (IVF) и in vitro култивиране (IVC) 
(Vieira et al., 2002). Vajta (1998) съобщава за 
получени 25% процента бластоцисти на 8-ия 
ден след витрификация с помощта на open 
pulled straw (OPS), размразяване, in vitro оп-
лождане и in vitro култивиране. Ооцитите от 
говеда на стадий герминален везикул (GV) 

имат хомогенни липидни капчици, които 
показват малка промяна след охлаждане, но 
техният голям размер и ниското съотноше-
ние повърхност/обем затрудняват движение-
то на водата и криопротекторите през плаз-
мената мембрана (Seidel et al., 2006).

Един от основните проблеми, свързани с 
криоконсервацията на говежди ооцити, е из-
точникът. По-голямата част от ооцитите се 
получават от яйчници, получени в кланица-
та, което представлява проблем. Ооцитите 
са получени от фоликули с различни разме-
ри, което означава, че са в различни етапи на 
развитие и понасят замразяването в различ-
на степен. Другият проблем с този източник 
е фактът, че последващото съзряване настъп-
ва in vitro, за разлика от in vivo, което също 
влияе върху толерантността на замразяване 
на ооцитите.

За получаване на бластоцисти, подходящи 
за витрификация се използват само качестве-
ни ооцити. Доказано е, че ооцитите, узрели 
in vivo, имат значително по-висока скорост 
на съзряване и образуване на бластоцисти от 
тези, узрели in vitro (Rizos et al., 2002). Освен 
това е доказано, че частичното отстраняване 
на кумулусните клетки няколко часа след на-
чалото на матуриране in vitro (IVM) може да 
улесни проникването на криопротекторите 
(Tashima et al., 2017).

Въпреки постигнатия голям напредък, 
витрификацията на матурирани говежди 
ооцити остава предизвикателство, тъй като 
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след размразяване тяхното оцеляване и раз-
витие са компрометирани. За да се прилага 
най-добрият протокол за витрификация тряб-
ва да се минимизират щетите, които ооцити-
те претърпяват по време на процеса и да се 
постигне по-висок процент на преживяемост 
и развитие. За реализиране на тази цел е не-
обходимо да се определи и ефектът на куму-
лусните клетки по време на витрификация на 
матурирани говежди ооцити.

Материали и методи

Получаване на кумулусно-ооцитните 
комплекси

Кумулусно-ооцитните комплекси (КОК) 
бяха получени от яйчници от заклани живот-
ни чрез пунктиране на фоликули с размер от 
4 до 8 милиметра с помощта на спринцовка 
и игла с размер 18G. Фоликулярната течност 
беше събирана в 50 ml конични центрофуж-
ни епруветки, в които предварително беше 
поставенa около 2 ml модифицирана Паркър 
среда (Modified Parker ś Medium-MPM) с до-
бавка от 20% фетален телешки серум (FCS). 
След 10 до 15 минути седимента беше изсму-
кан с помощта на пастьорова пипетка и по-
ставен в малка петриева паничка с около 3 ml 
МРМ + 20% FCS. За in vitro матурация бяха 
отделени само ооцити с компактен кумулус и 
повече от три слоя клетки, ооплазма с фини и 
хомогенни гранули, изпълващи вътрешност-
та на zona pellucida и кафяв цвят.

In vitro матурация
Матурацията беше извършена в модифици-

рана Паркър среда с добавка на 20% декомпле-
ментиран (56 °С, 30 минути) естрален серум 
(ECS) и 2 mg/ml фоликулостимулиращ хор-
мон (FSH). Преди започване на матурацията, 
матурационната среда беше еквилибрирана 
два до три часа при 39 °С, 5% СО2 и максимал-
на влажност на въздуха. За матуриране бяха 
използвани плаки с 4 ямки (Nunc). Във всяка 
ямка беше поставена 400 µl среда, покрита с 
400 µ1 течен парафин. В една ямка бяха мату-
рирани от 20 до 40 кумулусно-ооцитни ком-

плекса. Матурацията бе извършва при 39 °С, 
5% СО2 във въздух с максимална влажност в 
продължение на 24 часа. 

Витрификация и размразяване 
In vitro матурираните говежди ооцити 

бяха витрифицирани с някои модификации, 
както е описано от Kuwayama et al. (2005). 
Използваната среда за манипулиране (СМ) 
беше TCM199 с добавен 20% фетален телеш-
ки серум (FCS). Тази среда е базова за при-
готвяне на всички среди за витрифициране. 
Етапите на витрификация и размразяване 
бяха извършвани при 38,5 °С, върху затопле-
на повърхност.

Витрификацията беше извършвана на два 
етапа: еквилибриране и витрификация. Ооци-
тите бяха еквилибрирани чрез прехвърлянето 
им последователно в три капки от 75 μl среда 
за еквилибриране (СЕ), съставена от среда за 
манипулиране с добавени 7,5% етиленгликол 
(EG) и 7,5% диметил-сулфоксид (DMSO). След 
като ооцитите възвърнаха първоначалния си 
обем, те бяха прехвърляни в четири последо-
вателни 50 μl капки от среда за витрифицира-
не (СВ), съставена от средата за манипулира-
не (СМ) с добавени 15% EG, 15% DMSO и 0,5 
М захароза. Ооцитите бяха поставени в среда-
та за еквилибриране за 10–15 минути и в сре-
дата за витрификация за 45–60 секунди. След 
замразяване и престояване една седмица в те-
чен азот (LN2) ооцитите бяха размразени чрез 
прехвърлянето им в затопляща среда, съста-
вена от среда за манипулиране с 1 М захароза. 
Това беше последвано от тристепенно проми-
ване на хиперосмоларната захароза, намалена 
от 1 М на 0,5 М (първо промиване за 3 мину-
ти), 0,25 М (второ промиване за 5 минути) и 0 
М в среда за манипулиране (трето промиване 
за 5 минути). Ооцитите бяха промивани в сре-
да за манипулиране три пъти и след това бяха 
инкубирани в среда за зреене в продължение 
на 2 часа, за да им се даде възможност да се 
възстановят.

In vitro оплождане и in vitro култивиране 
Свежи ооцити (невитрифицирани) и 

витрифицирани ооцити бяха оплодени при 
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еднакви условия със замразена-размразена 
семенна течност от бик. Крайната концен-
трация на сперматозоиди от 1 x 106 сперма-
тозоиди/ml беше коригирана със средата за 
оплождане Tyrode’s albumin-lactate-pyruvate 
(TALP), състояща се от буфериран с бикар-
бонат разтвор на Tyrode, допълнен с говежди 
серум албумин (BSA) (6 mg/ml) и хепарин (25 
mg/ml). На 21 час след in vitro оплождането 
кумулусните клетки на предполагаемите зи-
готи бяха отстранени, промити и култивира-
ни в групи от 25 в 50 μl капки от Synthetic 
oviductal fluid medium (SOF), допълнена с 
0,4% говежди серум албумин. Култивиране-
то бе извършено в инкубатор при 39 °С във 
въздух с 5% CO при максимална влажност. 
Степента на разделяне беше определена 48 
часа след оплождането, а развитието до ста-
дий бластоцист на 8-и ден.

Резултати и обсъждане

В експеримента матурираните говежди 
ооцити (n = 1200), бяха разделени на случаен 
принцип в две групи – свежи и витрифицира-
ни. Свежите ооцити също бяха разделени на 
три групи: свежи кумулусно-ооцитни ком-
плекси (сКОК), свежи оголени (денудирани) 
ооцити (сДО) и свежи оголени ооцити с доба-
вени кумулусни клетки по време на оплож-
дане (сДО + кк). Ооцитите във витрифицира-
ната група също бяха разделени на три групи 
след затопляне: витрифицирани кумулусно-
ооцитни комплекси (вКОК), витрифицирани 
денудирани ооцити (вДО) и витрифицирани 
денудирани ооцити с добавени кумулусни 
клетки по време на оплождане (вДО + кк). 
Интактните кумулусни клетки (КК), които 
бяха добавени към витрифицираните ооци-

 

вКОК – витрифицирани кумулусно-ооцитни комплекси  
вДО – витрифицирани денудирани ооцити 
вДО+кк – витрифицирани денудирани ооцити с кумулусни клетки 
сКОК – свежи кумулусно-ооцитни комплекси  
сДО – свежи денудирани ооцити 
сДО + кк – свежи денудирани ооцити с кумулусни клетки 
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Фиг. 1. Нива на преживяемост на ооцитите 
Fig. 1. Survival rate of the oocytes 
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ти по време на оплождането, бяха получени 
един ден преди размразяването и култиви-
рани при същите условия като останалите 
ооцити. Кумулусните клетки бяха отстране-
ни чрез пипетиране след оплождането и пре-
ди преценка на преживяемостта, разделяне-
то и достигане на стадий бластоцист. 

Степента на преживяемост на групите от 
свежи ооцити беше много близо до 100%, без 
значителни разлики между групите (фигура 
1). 

Въпреки това степента на преживяемост 
на витрифицирани денудирани ооцити (вДО) 
в групите (91,0%) и витрифицирани денуди-
рани ооцити с кумулусни клетки (вДО + кк) 
(93%) беше по-висока от витрифицираните 
КOК (79,6%) (P < 0,05).

Витрифицираните кумулусно-ооцитни 
комплекси имат значително по-ниски нива 
на преживяемост (79,6%) в сравнение с тех-
ните свежи аналози (97,3%) (P < 0,05).

Отстраняването на кумулусните клетки 
след матуриране значително намалява броя 

на разделените ооцити (P < 0,05). Въпреки 
това увеличението на степента на разделяне 
е по-голямо при свежите денудирани ооцити 
с кумулусни клетки (сДО + кк) в сравнение 
със свежите денудирани ооцити (сДО) (63,5% 
срещу 51,6% съответно, P < 0,05). Същият 
ефект беше наблюдаван сред витрифицира-
ните групи (P < 0,05) (фигура 2). 

Добавянето на кумулусни клетки към 
витрифицирани денудирани ооцити (вДО 
+ кк) води до степени на делене, сравни-
ми с тези при витрифицирани кумулусно-
ооцитни комплекси (съответно 61,0% срещу 
50,9% респективно). Степента на разделяне 
на витрифицирани кумулусно-ооцитни ком-
плекси (вКОК) (50,9%) и витрифицирани де-
нудирани ооцити (вДО) (31,0%) е значител-
но по-ниска от свежите кумулусно-ооцитни 
комплекси (сКОК) (80,7%) и свежите денуди-
рани ооцити (сДО) (51,6%), P < 0,05. 

Шансовете да се развият до бластоцисти 
са по-големи при свежи кумулусно-ооцит-
ни комплекси (сКОК) (40,0%) и свежи дену-
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Fig. 2. Development rate after fertilization 
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дирани ооцити с добавени кумулусни клет-
ки (сДО + кк) (24,3%) в сравнение с витри-
фицирани кумулусно-ооцитни комплекси 
(вКОК) (5,9%) и витрифицирани денудира-
ни ооцити с добавeни кумулусни клетки 
(вДО + кк) (14,4%), P < 0,05. Сред витрифи-
цираните групи наблюдавахме, че отстра-
няването на кумулусните клетки не оказ-
ва значителен ефект върху развитието до 
бластоцист на витрифицирани денудирани 
ооцити (вДО) (3,3%) в сравнение с витри-
фицирани кумулусно-ооцитни комплекси 
(вКОК) (5,9%), но процентът на развитие до 
бластоцисти при витрифицирани денуди-
рани ооцити с добавени кумулусни клетки 
(вДО + кк) е значително по-висок в сравне-
ние с витрифицираните денудирани ооци-
ти (вДО) (14,4% срещу 3,3% съответно, (P < 
0,05) (фигура 3).

Отстраняването на кумулусните клетки 
преди оплождането има отрицателен ефект 
върху скоростта на развитие (фигура 4). 

При свежите ооцити степента на опложда-
не на денудирани ооцити (сДО) (26,3%) беше 
значително по-ниска в сравнение със свежи-

те кумулусно-ооцитни комплекси (сКОК) 
(72,3%) (P < 0,05). Добавянето на непокътнати 
свежи кумулусни клетки към свежи денуди-
рани ооцити (сДО) може да повлияе степента 
на оплождане, до степен да не се различава 
значително от свежите кумулусно-ооцитни 
комплекси (сКOК) (72,3% срещу 70,4 % съот-
ветно). Същият ефект беше наблюдаван и при 
витрифицирани ооцити. Степента на оплож-
дане беше значително по-висока за витри-
фицираните кумулусно-ооцитни комплекси 
(вКOК) в сравнение с витрифицирани дену-
дирани ооцити (вДО) (51,2% срещу 20,3% съ-
ответно (P < 0,05) и ситуацията може да бъде 
обърната, когато вДО са допълнени с непо-
кътнати кумулусни клетки (вДО + кк, 49,6%), 
(Р < 0,05).

Ефектът на кумулусните клетки по вре-
ме на витрификацията е изследван от мно-
го автори в продължение на години, но при 
няколко вида са получени противоречиви 
резултати. При хората в началото се наблю-
дава благоприятен ефект на кумулусните 
клетки върху оцеляването на матурирани 
ооцити (Kuwayama et al., 2005), но Paul et al. 
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Фиг. 3. Развитие на оплодени ооцити до стадий бластоцист
Fig. 3. Development of fertilized oocytes to blastocyst 
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(2018) не съобщават за разлики в преживяе-
мостта на кумулусно-ооцитни комплекси в 
сравнение с денудирани ооцити. При коне 
е установено, че наличието на кумулусни 
клетки е от полза по време на витрифика-
цията на in vitro матурирани ооцити (Zhang 
et al., 2020), докато Gasparrini et al. (2007) 
съобщават, че те играят вредна роля по вре-
ме на витрификацията на биволски ооцити. 
От друга страна, не са открити разлики в 
степента на преживяемост между кумулус-
но-ооцитните комплекси и денудираните 
ооцити от овце (Zhang et al., 2009). При го-
веда са докладвани противоречиви резулта-
ти. Chinen et al. (2020) не наблюдават ника-
къв ефект, когато кумулусните клетки при-
състват по време на витрификацията на го-
вежди ооцити. По същия начин Zhang et al. 
(2020) не наблюдават никакъв ефект върху 
оцеляването на матурирани говежди ооци-
ти, когато те са витрифицирани с кумулус-
ни клетки. Нашите наблюдения са в унисон 
с последното изследване. Предполага се, че 
кумулусните клетки може да възпрепят-
стват дифузията на вода и криопротектант, 
което води до неадекватна клетъчна защи-

та. Трябва да се отбележи, че денудираните 
ооцити са по-лесни за манипулиране, кога-
то се използва криотоп по време на витри-
фикация (Tashima et al., 2017). Освен това 
количеството течност около тези ооцити е 
по-малко в сравнение с кумулусно-ооцит-
ните комплекси. По-малко количество теч-
ност около ооцита води до по-висока ско-
рост на охлаждане и затопляне (Sinha et 
al., 2014), което може да бъде положително 
за оцеляването на денудираните ооцити в 
сравнение с кумулусно-ооцитните компле-
кси (Somfai and Hirao, 2021). 

Известно е, че отстраняването на куму-
лусните клетки малко преди in vitro оплож-
дане (IVF) силно намалява степента на оп-
лождане при говедата (Dujíčková et al., 2021). 
По време на оплождането кумулусните клет-
ки привличат, улавят и селектират спермато-
зоидите. Те са важни за индуциране на капа-
цитацията на сперматозоидите, акрозомната 
реакция, пенетрацията и за предотвратяване 
на втвърдяването на zona pellucida. В прове-
дения експеримент отстраняването на куму-
лусните клетки след in vitro матурация нама-
ли скоростта на развитие, разделяне и дости-
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гане до стадий бластоцист. За да се разреши 
този проблем, по време на оплождането към 
денудираните ооцити (ДО) бяха добавени 
интактни кумулусни клетки. По този начин 
денудираните ооцити може да възстановят 
способността си за развитие (Tashima, et al., 
2017). Zhang et al. (2020) показват, че скорост-
та на разделяне на витрифицирани биволски 
ооцити се увеличава, когато денудираните 
ооцити се допълват с интактни кумулусни 
клетки, но не и при развитието до бласто-
цисти. 

Друг начин за разрешаване на негатив-
ния ефект на кумулусните клетки по време 
на витрификацията и за допускане на поло-
жително влияние по време на оплождането 
включва частично намаляване на кумулусни-
те клетки преди витрификацията (Dujíčková 
et al. 2021). 

Изводи

Нашите резултати показват, че е препо-
ръчително да се отстранят поне част от ку-
мулусните клетки преди витрификацията 
на матурирани говежди ооцити. Денудира-
ните ооцити преживяват витрификация с 
по-висока скорост от кумулусно-ооцитните 
комплекси, въпреки че тяхното оплождане 
и последващо развитие на ембриони са ком-
прометирани поради липсата на кумулусни 
клетки. Добавянето на интактни кумулусни 
клетки може да възстанови ситуацията, оси-
гурявайки на денудираните ооцити подобни 
скорости на оплождане и развитие на ембри-
оните като при витрифицираните кумулус-
но-ооцитни комплекси. 
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