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1.Wstep

rezultacie konserwacji oocytow i zarodkdéw w niskich temperaturach

dochodzi do zatrzymania wszystkich biologicznych proceséw. Stwarza
to atrakcyjng mozliwos¢ kontroli rozrodu zwierzat. Okoto 1/3 zarodkéw uzy-
skiwanych w USA i w Europie poddawanych jest obecnie kriokonserwacji
{41). Metoda jest dos$¢ powszechnie stosowana w praktyce przenoszenia za-
rodkéw u bydta.

Od czasu uzyskania normalnego potomstwa u myszy po przeniesieniu mro-
zonych zarodkéw (58,59), podobny rezultat zanotowano u 13 innych gatun-
kow ssakOw.W tym czasie opracowano tez wiele modyfikacji konwencjonalnej
metody wolnego mrozenia zarodkéw ssakow (29).

Witryfikacja jest nowg metodg kriokonserwacji oocytéw i zarodkow. W me-
todzie tej zestalenie ptynu odbywa sie nie na drodze krystalizacji, ale poprzez
bardzo Sbki wzrost lepkosci w trakcie schiadzania (7). Ograniczeniem me-
tody nie sg problemy wynikajace z warunkdéw hipersomatycznych czy tez two-
rzenia sie wewnagtrzkomorkowego lodu. Gtéwnym problemem witiyfikacji jest
toksyczno$¢ zwigzkow ostaniajgcych oraz uszkodzenia natury osmotycznej.
Sa one powodowane wysokag koncentracjg zwigzkéw ostaniajgcych oraz cza-
sem ekspozycji konserwowanego materiatu biologicznego (29). Zjawiska te mo-
ga by¢ kontrolowane dzieki uzyciu odpowiednich mieszanin zwigzkéw osta-
niajagcych. Roztwory o wysokiej koncentracji zwigzkéw ostaniajacych w PBS
nie podlegajg krystalizacji w trakcie schtadzania do niskich temperatur, lecz
zamiast tego stajg sie coraz bardziej lepkie i zestalajg sie w formie zeszklonej
(29). Zastosowanie witiyfikacji do kriokonserwacji oocytéw i zarodkéw réznych
gatunkéw ssakow zalezeé bedzie od opracowania odpowiednich metod poste-
powania i nie toksycznych medidw (29). Koncentracja zwigzkéw ostaniajacych
niezbedna dla uzyskania witiyfikacji jest stosunkowo wysoka i dlatego nie
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jest tolerowana przez wiekszos¢ systemoéw biologieznych (7). Istnieja dwie me-
tody redukcji toksycznego dziatania zwigzkéw ostaniajacych: metoda bezpo-
Srednia oraz posrednia (4,5,7,29,31,32,36,38,39,41,43,51).

Z technicznego punktu widzenia witryfikacja jest metoda prosta i tatwa
do zastosowania w warunkach praktycznych. W artykule tym przedstawiamy
aktualny przeglad mozliwosci witryfikacji ooc3rtéw i zarodkéw zaréwno zwie-
rzat laboratoryjnych jak i gospodarskich.

2. Mysz i szczur

2.1. Oocyty (tab.l)

Oocyty mysie, przeciwnie niz oocyty innych gatunkéw ssakéw, sa podatne
na witryfikacje w stopniu poréwnywalnym do zarodkéw. Stosujac procedure
witryfikacji opracowang przez Raita i Fahy (37) mozna uzyskac¢ po witryfikacji
od okoto 50 (46,47) do 80-90% (33,34) oocytow morfologicznie normalnych.
Podobnie, wyniki przenoszenia zarodkéw uzyskanych w wyniku zaptodnienia
kriokonserwowanych ooc}rtéw sg réwniez zadowalajgce, gdyz wynoszg okoto
50% (20,34).

Wysoka efektywnos¢ witryfikacji oocytdbw w mieszaninie zaproponowanej
przez Ratla i Fahy (37) kontrastuje z niskg przeZ3*alnoscig oocytéw w sta-
dium metafazy Il witryfikowanych w roztworach opartych na glikolu etyleno-
wym i fikolu. W tyrn ostatnim prisypadku uzyskuje sie jedynie kilkuprocen-
towa przez}rwalnos¢, pomimo ze przezywalnos¢ niedojrzatych oocytéw (GVj
jest stosunkowo wysoka, bo wynosi okoto 40% (33). Podsumowujgc mozna
stwierdzi¢, ze obecne metody witryfikacji pozwatajg na uzyskanie zadowata-
jacych wynikéw kriokonserwacji zarowno niedojrzatych jak i dojrzatych my-
sich oocytow.

2.2. Zarodek (fab.l)

Metoda witryfikacji zostata po raz pierwszy zastosowana do kriokonserwa-
cji zarodkdbw myszy przez Raita i Fahy w 1985 r. (37). Autorzy poddawali
witryfikacji zarodki mysie w stadium 8-blastomerdw, stosujac mieszanineg
zwigzkéw ostaniajagcych penetrujacych i niepenetrujgcych (VS1), zawierajaca
DMSO (20,5%), acetamid (15,5%), glikol propylenowy (10%) i glikol polietyle-
nowy (6%). Postepowanie polegato na tréjstopniowej ekspozycji zarodkéw
w mieszaninie VS1 o temp. 4°C, najpierw we wzrastajgcych koncentracjach
od 25 do 50% VS1 w PBS, nastepnie przetozeniu zarodkéw do mieszaniny
witiyfikacyjnej zawierajgcej 75, 85, 90 lub 100% VS1 w PBS. Po 10 minutach
nastepowato schtadzanie mieszaniny metodg szybkag (2500°C/min) lub wolng
(ok. 20°C/min) do temperatury cieklego azotu. Najwyzszy odsetek zarodkow
rozwijajacych sie in vitro (od 80 do 87%) stwierdzono w przypadku uzycia
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mieszaniny witiyfikacyjnej o koncentracji 90 i 100% VS1, zarbwno podczas
szybkiego jak i wolnego schiadzania. Wysoka skutecznos$¢ opisanej procedury
witryfikacji zostata potwierdzona w pézniejszych doswiadczeniach Raita
i wspoét. (40) nad witryfikacjg 8-btastomerowych zarodkdéw myszy.

Znacznie mniej skomplikowang mieszanine witryfikacyjng oraz procedure
postepowania zastosowali dla zarodkéw mysich Scheffen i wspoét. (45). Autorzy
poddawali witryfikacji w mieszaninie glicerolu i 1,2-propandiolu morule i bla-
stocysty uzyskujgc wysoka przezywalnos¢ in vitro wynoszaca dla morul 80,
a dla blastocyst 40%. Przezywalnos$¢ in vivo siegata do 30%. Przydatnos¢
metody Scheffena i wspot. (45) dla witryfikacji zarodkéw mysich zostata po-
twierdzona przez Bielanskiego (2) oraz Valdeza i wspot. (54,55). Autorzy osig-
gali podobng przezywalnos¢ in vitro w przypadku witryfikacji zarodkéw w sta-
dium moruli. Zastosowana nizsza temperatura ekwilibracji przed witryfikacja
(4°C zamiast 20°C) umozliwita uzyskanie wyzszej przezywalnosci (71,5%) wi-
tryfikowanych blastocyst (54).

Uzyskiwana efektywnos¢ witryfikacji zarodkoéw mysich zalezy nie tylko od
sktadu mieszaniny witryfikacyjnej, lecz w wiekszym stopniu od stadium roz-
woju zarodka poddawanego witryfikacji. Generalnie, zarodki w stadium bar-
dziej zaawansowanym charakteryzujg sie wiekszg podatnoscia na witryfikacje.
Stwierdzono, ze optymalne stadium, z punktu widzenia witryfikacji stanowi
momla, gdyz osiggana przezywalnos¢ in vitro waha sie od 75 do 100%
(2,12,14,16,45,54,55). Nieco nizsze wyniki przezywalnosci, bo wynoszace od
70 do 90% (37,39,40,54) uzyskuje sie witryfikujgc zarodki w stadium 8-ko-
moérkowym. W przypadku witryfikacji blastocyst stwierdza sie znaczne zr6z-
nicowanie wynikéw przezywalnosci in vitro wahajgce sie od 40 do 90%
(2,12,13,44,54,56,64). Podobne wahania, lecz na nizszym poziomie, obserwuje
sie podczas witryfikacji zygot mysich (18,33). Uzyskiwany wysoki odsetek wi-
tryfikowanych zarodkéw mysich rozwijajacych sie in vitro nie odpowiada od-
setkowi zarodkdéw rozwijajacych sie in vivo. Po transplantacji zarodkéw mysich
przezywa zazwyczaj od 30 do 50% zarodkéw (12,13,14,18,33,45,54,56).

Jedyne, jak dotychczas, doniesienie o witryfikacji zarodkdw szczura wska-
zuje réwniez na mozliwos¢ efektywnej kriokonserwacji zarodkéw tego gatunku
(19). Zastosowana w tych badaniach mieszanina witryfikacyjna opracowana
przez Raita i Fahy (37) pozwolita na Ulyskanie po rozmrozeniu 70% zarodkéw
rozwijajacych sie in vitro i 40% in vivo.

3. Krolik

3.1. Zarodki (tab. 2)

Dotychczas najczesciej stosowanym medium do witryfikacji zarodkow kro-
lika jest mieszanina glicerolu i 1,2-propandiolu (9,17,35,48,49) oraz miesza-
nina glikolu etylenowego i fikolu (15). Stwierdzono, ze zarodki tego gatunku
wykazujag rowniez znaczne réznice w podatnosci na witryfikacje w zaleznosci
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od osigganego stadium rozwoju. Witryfikujagc morule krélicze uzyskuje sie po
rozmrozeniu wysoki bo siegajacy od 80 do 100% odsetek zarodkéw rozwija-
jacych sie in vitro (15,17,35,48,49). Nieco tylko nizsze rezultaty przezywania
in vitro osigga sie po witryfikacji blastocyst (48,49). Przezywalnos$¢ witryfiko-
wanych zarodkéw w stadium od 1-, do 8-16 blastomeréw zalezy w duzym
stopniu od koncentracji zwigzkéw ostaniajacych, bedacych sktadnikami mie-
szaniny witryfikacyjnej (48). Zwiekszenie tej koncentracji o 10% umozliwito
osiggniecie wysokiego stopnia przezywania in vitro (btisko 90%) zarodkdéw 8-
16-blastomerowych, natomiast w przypadku zarodkéw 1- i 2-blastomerowych
obserwowany wzrost przezywalnosci wynosit od 20 do 40% (48). Wydaje sie,
ze zjawisko to spowodowane moze by¢ zréznicowang przepuszczalnoscig btony
cytoplazmatycznej komoérek zarodka przez zwiazki ostaniajgce. Przepuszczal-
nos$¢ ta prawdopodobnie zwieksza sie wraz z osigganiem przez zarodek bar-
dziej zaawansowanego stadium rozwoju.

Efektywnos$¢ przenoszenia zarodkow kroéliczych, witryfikowanych w mie-
szaninie glicerolu i propandiolu, byta niska (od 20 do 25%), ate nie odbiegata
znacznie od rezultatéw uzyskiwanych po transplantacji zarodkéw Swiezych
(17,48). Mozliwos¢ osiggniecia wyzszych wynikéw przezywalnosci in vivo (60%)
wykazali Kasai i wspoét. (15) witryfikujgc zarodki krolicze w mieszaninie glikolu
etylenowego, fikolu i sacharozy. Stwierdzona zostata réwniez mozliwos¢ wi-
tiyfikacji potéwek zarodkdéw kréliczych (17). Przezywalnos$¢ takich zarodkdéw
nie odbiegata od przezywalnosci witryfikowanych zarodkow catych.

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze zarodki krolicze mogg by¢ z powo-
dzeniem kriokonserwowane za pomocg metody witryfikacji, pod warunkiem,
ze osiagnety stadium rozwoju 8 blastomerow lub wyzsze. Witiyfikacja zarod-
kéw kréliczych znajdujacych sie we wcze$niejszych stadiach rozwoju (1-, 2-
blastomerowe) jest nadal problemem nie rozwigzanym.

Dotychczas, brak doniesienn dotyczacych mozliwosci witryfikacji oocytéw
krdliczych.

4, Owca

4.1. Zarodki (tab. 3)

Pierwsze udane préby witryfikacji zarodkéw owczych zostaty przeprowadzo-
ne przez Gajde i wspoét. (8). Autorzy witiyfikowali morule owcze w mieszaninie
35% glicerolu + 30% 1,2-propandiolu lub 30% glicerolu + 35% 1,2-propan-
diolu, uzyskujac przezywalnos¢ in vivo poréwnywalng z przezywalnoscig za-
rodkbw zamrazanych metodg wolna. Mozliwos¢ petnego rozwoju in vivo witry-
fikowanych arodkéw owczych uwarunkowana byta przeniesieniem zarodkéw
do biorczyh bezposrednio (do 2 min) po rozmrozeniu i usunieciu $rodka osta-
niajgcego. Podobne obserwacje dotyczgce transplantacji witryfikowanych za-
rodkéw natychmiast po rozmrozeniu zanotowali na zarodkach bydlecych Mas-
sip i wspot. (25).
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Dotychczas do witiyfikacji zarodkéw owczych uzywano takich zwigzkéw
ostaniajacych jak: glikol propylenowy (PG), glikol etylenowy (EG), glicerol (GLY)
ezy propandiol (PROH) (30,52). Witryfikaeja morul owczych w EG + PG nie
dala pozytywnyeh rezultatéw przezywania, podczas gdy 33% blastocyst witiy-
fikowanych w GLY + PG przezywato w hodowli in vitro (30). W badaniach
przeprowadzonych przez Szella i wspot. (52) wykazano, ze zarodki oweze wi-
tryfikowane w GLY + PROH sa bardziej podatne na witryfikaeje w stadium
blastoeysty niz moruli. Potwierdzono to w uzyskanyeh wynikach przezywalno-
§ci, ktére wynosity in vitro 36 i 70%, in vivo 11 i 32% odpowiednio dla morul
i blastocyst (52).

Zarodki owcze witiyfikowano rowniez z powodzeniem w wysoko skoncen-
trowanym medium VS3 zawierajacym 6,5M glicerolu -- 6% albuminy surowicy
bydlecej (44). Obecny w medium VS3 glieerol zaliezany do zwiazkéw trudniej
przenikajgeych do komorki jest ezynnikiem ostaniajacym zarodki przechowy-
wane w niskieh temperaturaeh. Natomiast albumina jako wyokoczgsteezkowy
polimer ma wiasciwosci stabilizujgce btony cytoplazmatyezne, zwilaszcza pod-
czas rozmrazania (44). Uzyskany w tych badaniach odsetek zarodkéw (60%
rozwijajacych sie in vitro blastocyst ekspandujacych, 40% blastocyst wyle-
glych) byt poréwnywalny z wynikami przezywalnosci zarodkéw zamrazanych
z zastosowaniem metody jednostopniowej.

We wszystkich doswiadczeniach nad witryfikacjg zarodkéw owczych me-
dium witryfikacyjne byto usuwane z komoérek jednostopniowo za pomocg roz-
tworu sacharozy. Zastosowanie sacharozy podczas rozmrazania zmniejsza ry-
zyko wystapienia uszkodzen spowodowanych szkodliwym oddziatywaniem
zwiazku ostaniajgeego, jak réwniez uszkodzen natury osmotyeznej na skutek
zmian koneentracji *gzku ostaniajgcego (44). Wykazano, ze zmiany dege-
neracyjne witryfikowanych zarodkéw sg prawdopodobnie w wiekszym stopniu
nastepstwem toksycznego wptywu roztwordw niz uszkodzen osmotycznyeh czy
mechanicznych.

Przedstawione procedury witryfikacji zarodkéw owczych, pozwalajgce na
uzyskanie ograniezonego odsetka zarodkéw rozwijajgcych sie in vitro oraz in
vivo, nie sg jeszcze na tyle zadowalajace, aby mogly znalezé zastosowanie w
praktyee.

Dotyehczas brak doniesien o witryfikaeji oocytéw owczych.

5. Swinia
5.1. Zarodki

Ostatnio doniesiono o skutecznej witryfikaeji zarodkow $winskich w sta-
dium rozwoju od ekspandujacej do wylegtej blastoeysty (63). Autorzy zasto-
sowali 4 mieszaniny witrylrkacyjne: EFf — mieszanina 7,2M glikolu etyle-
nowego + 0,003M fikolu + 0,3M trehalozy; DAP 213 — 2M DMSO - IM
acetamid - 3M glikolu propylenowego: DAP 2313-T-DAP 213 z dodatkiem
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0,3M trehalozy; EPT — 4M glikolu etylenowego + 3, IM glikolu propyleno-
wego + 0,3M trehalozy. Zarodki ekwilibrowano w sposéb jedno- lub cztero-
stopniowy, a nastepnie witryfikowano w jednej z mieszanin witiyfikacyjnych.
Ekwilibracja czterostopniowa okazata sie korzystniejsza niz jednostopniowa.
Rownoczesnie nie obserwowano réznicy miedzy mieszaninami witryfikacyjny-
mi w metodzie czterostopniowej. Po rozmrozeniu uzyskano rozwdj in vitro
niewielkiego odsetka zarodkéw.

Dotychczas jest to pierwsze doniesienie dotyczgce skutecznej witryfikacji
zarodkow Swini.

6. Bydto

6.1. Oocyty (tab. 4)

Stosunkowo niewiele doswiadczen dotyczacych witryfikacji oocytow bydle-
cych przeprowadzono zaréwno na oocytach niedojrzatych (GV) jak rowniez na
oocytach dojrzatych (meta 11). Proby witryfikacji oocytéw w stadium GV nie
daty pozytywnych wynikoéw (1,57), natomiast znaczny postep uzyskano w wi-
tryfikacji oocytow w stadium metafazy Il. Wydaje sie, ze C25ynnikiem decydu-
jacym o przezywaniu witiyfikowanych oocytéw jest sktad mieszaniny ostania-
jacej (10,11). W doswiadczeniach nad witryfikacja oocytow w glikolu etyleno-
wym, czy tez w mieszaninie glicerolu i propandiolu, nie uzyskano przezywal-
nosci in vitro (1) lub przezywato tylko niewiele oocytéw (57). Jednoczesnie,
witryfikacja w mieszaninie opartej na DMSO i glikolu etylenowym lub DMSO,
glikolu polietylenowym i acetamidzie doprowadzita do uzyskania po rozmro-
zeniu dos$¢ wysokiego odsetka (blisko 90%) morfologicznie normalnych oocy-
tow (11). Odznaczaty sie one dos¢ dobrg zdolnosScig do zaptodnienia, a uzy-
skane po IVE blastocysty byly zdolne do petnego rozwoju in vivo (10,11).
Innym czynnikiem prawdopodobnie decydujacym o przezywalnosci witryfiko-
wanych oocytéw bydlecych w stadium metafazy Il jest potrzeba wielostopnio-
wego (np. 12-stopniowego) usuwania zwigzkéw ostaniajgcych podczas rozmra-
zania (10).

Uzyskane w przedstawionych pracach wyniki dowodza, ze istnieje mozli-
wos¢ efektywnej witryfikacji dojrzatych oocytéw bydlecych.

6.2. Zarodki (tab. 4)

Zarodki bydlece zostaty po raz pierwszy witiyfikowane (25) przy zastoso-
waniu procedury opracowanej dla zarodkéw mysich (45). Mieszanina witry-
fikacyjna skiadata sie z 25% glicerolu + 25% 1,2-propandiolu. Usuwanie
zwigzkoéw ostaniajgcych po rozmrozeniu byto jednostopniowe, przy uzyciu roz-
tworu IM sacharozy. Efektywnos¢ transplantacji przy zastosowaniu opisanej
metody wynosita od 20 do 50% (23,25,50). Metoda ta byta efekt3rwna dla
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zarodkéw w stadium moruli, podczas gdy nie przezyta zadna z witiyfikowa-
nych blastocyst. Przypuszcza sig, ze blastocysty sg bardziej wrazliwe niz mo-
rule na wysokg koncentracje propandiolu w mieszaninie witiyfikacyjnej. Z ko-
lei wiadomo, ze propandiol jest zwigzkiem fatwiej przenikajgeym do komoérki
niz glicerol, eo moze by¢ prawdopodobnie przyczyng uszkodzenn komorek na-
tury chemicznej czy osmotycznej. Proby modyfikacji procedury witiyfikacji
polegajagee na wyeliminowaniu z mieszaniny ekwilibraeyjnej propandiolu po-
zwolity na skuteczng witryfikacje blastocyst bydlecych (60), jakkolwiek obser-
wowana przezywalnos¢ in vitro takieh blastoeyst byta niezbyt wysoka (57,1%).

Zastosowanie do witryfikacji morul bydlecych oryginalnej mieszaniny wi-
tryfikacyjnej sktadajacej sie z DMSO, acetamidu, glikolu propylenowego i gli-
kolu etylenowego (7,37) powolito na uzyskanie po transplantacji normalnego
potomstwa (23). Ponadto stwierdzono, ze sposrod wielu czynnikéw wptywa-
jacych na efekty przenoszenia witryfikowanych zarodkéw wazng role odgrywa
czas miedzy uzyskaniem zarodkéw, a ieh witryfikacjg (23). Wedtug Lopez-Ga-
tius i Camon-Urgel (23) czas ten nie poAvinien przekracza¢ 1 godziny. Z kolei
aby uzyska¢ jak najlepsze rezultaty transplantaeji witryfikowanych zarodkéw
konieczna jest ostra selekeja dawczyn i biorczyn zarodkéw, jak rowniez bardzo
doktadna ocena morfologiczna zarodkéw przed witryfikacja i po rozmrozeniu
(23).

Jednym z waznyeh czyunikéw wpl3rwajgcych na przezywalnos$¢ witryfiko-
wanych zarodkéw jest ich ekwilibracja przed witryfikaejg. Aby uniknaé nie-
korzystnego wptywu wysokich koncentracji zwigzkow ostaniajagcych, zarodki
poddaje sie ekwilibracji wielostopniowej. W przeprowadzonych wiasnych do-
Swiadczeniach (50) z zarodkami bydlecymi ekwilibrowanymi tréjstopniowo
w mieszaninie glieerolu i propandiolu obserwowano wysoka przezywalnosc
zarodkéw in vitro (90%) jak i in vivo (77,8%). Obserwacje te potwierdzajg
wyniki uzyskane przez Kuwayama i wspot. (21), ktorzy zastosowali wielosto-
pniowg ekwilibraeje do witryfikacji blastoeyst uzyskanych za pomoca metody
zaptodnienia i hodowli in vitro. Autorzy ei stosujge 1- lub 2-stopniowa pro-
eedure ekwilibracji uzyskiwali niski odsetek zarodkéw rozwijajgcych sie po
rozmrozeniu, podczas gdy po 4-, 8- lub 16-stopniowej ekwilibracji stwierdzano
wysoka przezywalnosc in vitro.

Siedmiodniowe zarodki bydleee byty réwniez z powodzeniem witryfikowane
w mieszaninie glicerolu, ptodowej surowicy bydlecej i sacharozie przy zasto-
sowaniu procedury bezposredniego wkraplania zarodkéw do eieklego azotu
(42). Efektywnos$¢ transplantacji wynosita okoto 50%.

Z przeprowadzonych w ciggu ostatnich lat innych badan nad witryfikacja
bydlecych moml i wczesnych blastoeyst, na uwage zastugujg prace realizo-
wane przez Leeuwa i wspot. (22). Autorzy ci porownywali dwie procedury
witryfikaeji. Pierwsza, opiera sie na mieszaninie glicerolu i albuminy bydlecej,
druga za$, na mieszaninie glicerolu, propandiolu i albuminy bydlecej. W obu
metodach stosowano jednostopniowe usuwanie zwic"zkow ostaniajgcyeh przy
uzyciu roztworu sacharozy. Pierwsza procedura witryfikacji okazata sie bar-
dziej efektywna.
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w poszukiwaniu optymalnej mieszaniny witiyfikacyjnej dla zarodkéw byd-
lecych, Mahmoudzadeh i wspo6t. (24) przeprowadzili badania poréwnawcze
trzech réznych mediéw witryfikacyjnych. Najwyzszy odsetek, blisko 90% za-
rodkéw rozwijajacych sie in vitro stwierdzono po witryfikacji w mieszaninie
glikolu etylenowego, fikolu i sacharozy.

Opracowanie efektywnych metod zaptodnienia in vitro wzbudzito zaintere-
sowanie witryfikacjg zarodkow uzyskanych w wyniku kilkudniowej hodowli.
Badania przeprowadzone w tym zakresie wskazujg na mozliwos¢ witryfikacji
takich zarodkéw (6,21,53,61,62). Szczegdlnie korzystna jest tutaj mieszanina
glicerolu i propanodiolu (21), zwiaszcza jes$li jest uzyta w potaczeniu z wie-
lostopniowym dodawaniem tych zwiazkéw (21). Jednakze w badaniach pro-
wadzonych przez Mahmoudzadeha i wsp6t. (24) nie sa potwierdzone przyto-
czone rezultaty. Autorzy ci wykazali, ze juz jednominutowa ekwilibracja morul
i wczesnych blastocyst redukuje o 50% szanse ich przezywania. Diuzszy czas
ekwilibracji powoduje dalszg utrate zywotnosci zarodkow, a ekwilibracja cztero-
minutowa doprowadza do catkowitej utraty ich zdolnosci zyciowych.

Inna metoda witryfikacji oparta na mieszaninie glicerolu i glikolu etyleno-
wego, umozliwia przezywalnos¢ zarodkéw in vitro w granicach 80% pod wa-
runkiem, ze czas ekwilibracji nie przekracza 2 minut (53), po tym okresie
zaznacza sie juz toksyczne dzialanie glikolu etylenowego. Ta stosunkowo wy-
soka przezywalnosc in vitro zarodkow witiyfikowanych w mieszaninie glicerolu
i glikolu etylenowego zostata potwierdzona uzyskaniem cigzy (53).

W przedstawionym przegladzie literaturowym dotyczacym witryfikacji za-
rodkéw bydlecych uzyskanych zaréwno w wyniku rozwoju in vivo jak i in
vitro wykazano, ze stosunkowo tatwo poddaja sie one kriokonserwacji poprzez
witiyfikacje. Jednakze, nie nalezy zapominaé, ze w wiekszosci przytaczanych
doswiadczen przezywalnos$¢ witryfikowanych zarodkéw byta oceniana na pod-
stawie rozwoju in vitro, a ponadto liczba uzytych do doswiadczen zarodkéw
byta na ogét mata, aby wycigga¢ nie budzgce watpliwosci wnioski.

W przekonaniu autoréw rzeczywiste wyniki metod witryfikacji zarodkéw
sg hizsze i pomimo prisytaczanych przez wielu juz autoréw dobrych rezultatow
przezywania (11,21,25,42,50,53,60) metoda ta obecnie nie nadaje sie jeszcze
do praktycznego stosowania.
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Vitrification of mammalian oocytes and embryos

Summary

Vitrification is a new approach to oocyte and embryo ciyoconservation. It consists in the
solidification of a solution caused by drastic increase in viscosity during cooling and not by
ciystalization. The application of this approach to ciyoconservation of oocytes and embryos of
different species depends upon the development of proper procedures and non-toxic media. From
the technical point of view, the vitrification method is simple and relatively easily applicable
under field conditions. The authors review the current procedures applied to oocytes and embryos
of laboratory and farm animals.
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