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Artyku³ przegl¹dowy Review

U �wiñ, w przeciwieñstwie do innych gatunków
zwierz¹t, nie opracowano dot¹d skutecznych i prostych
metod konserwacji zarodków (13, 20). Pewne nadzie-
je wi¹¿e siê z opracowaniem skutecznych metod wi-
tryfikacji gwarantuj¹cej uzyskanie satysfakcjonuj¹cych
rezultatów. Zastosowanie gwa³townego zamra¿ania
pozwala unikn¹æ uszkodzeñ powstaj¹cych podczas
stosowania metody tradycyjnej. W efekcie uzyskuje
siê wzrost prze¿ywalno�ci zarodków �wiñ w warun-
kach in vitro do poziomu 80%, satysfakcjonuj¹c¹ liczbê
ci¹¿ oraz zwiêkszenie liczby prosi¹t. Nowszym osi¹-
gniêciem w metodzie witryfikacji jest zmniejszenie
objêto�ci próby, zwiêkszenie prêdko�ci mro¿enia oraz
u¿ycie glikolu propylenowego i etylenowego w roz-
tworach witryfikacyjnych, zwiêkszaj¹cych efektyw-
no�æ procesu zamra¿ania zarodków �wiñ.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono rozwój
i bie¿¹ce mo¿liwo�ci oraz poziom wiedzy odno�nie do
rozwoju metod kriokonserwacji zarodków �wiñ (11, 12).

Metoda trójstopniowa
Pierwsze udane próby zamra¿ania zarodków �wini

przeprowadzono pod koniec lat 80. ub. wieku. Proces
mro¿enia metod¹ trójstopniow¹ odbywa siê z prêdko�-

ci¹ odp. oko³o 1°C oraz 0,3°C/min. do temperatur odp.
�6°C lub �7°C oraz �35°C do �37°C. Nastêpnie za-
rodki umieszczane s¹ w oparach ciek³ego azotu (LN).
W celu unikniêcia szoku osmotycznego rozmra¿anie
odbywa siê w temperaturze 35°C do 37°C w rozwo-
rach sacharozy 0,5-0,3 M, a nawet 0 M. (21, 22). Naj-
wy¿sza efektywno�æ mro¿enia metod¹ tradycyjn¹ do-
tyczy zarodków w stadium ekspanduj¹cej lub wylêg-
³ej blastocysty, podczas gdy wczesne stadia rozwojo-
we (morula i wczesna blastocysta) �le znosi³y dzia³a-
nie niskich temperatur (7).

Jedn¹ z podstawowych trudno�ci pojawiaj¹cych siê
podczas mro¿enia zarodków �wiñ jest obecno�æ lipi-
dów wewn¹trzkomórkowych. Podczas zamra¿ania
dochodzi do naruszenia ich integralno�ci, a w efekcie
do uszkodzenia b³on cytoplazmatycznych i nieodwra-
calnych zmian degeneracyjnych (23). Najwiêksze ilo�-
ci lipidów stwierdza siê w zarodkach we wczesnych
stadiach rozwojowych (2-8-komórkowych). Jednym ze
sposobów zapobiegania uszkodzeniom powsta³ym
w zwi¹zku z obecno�ci¹ t³uszczy w zarodku jest ich
mechaniczne usuniêcie z komórek. W tym celu doko-
nywano polaryzacji ziaren t³uszczowych w cytoplaz-
mie, a nastêpnie usuwano je przy pomocy mikropipe-
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ty. Nastêpnie zarodki umieszczano na 1 h w po¿yw-
kach do krótkotrwa³ej hodowli i konserwacji z 10%
dodatkiem cielêcej surowicy p³odowej (FCS) oraz
po¿ywce Whittnesa z dodatkiem 1,5% BSA, o tempe-
raturze 4°C. Mechaniczne usuniêcie lipidów umo¿li-
wi³o dalszy rozwój 60% zarodków ze stadium 2-4 ko-
mórkowego do blastocysty. Spo�ród zarodków mro-
¿onych metod¹ trójstopniow¹ w obecno�ci 1,5 M
1,2 propanodiolu zdolno�æ do dalszego rozwoju po roz-
mro¿eniu wykazywa³o 40,6%, jednak stadium blasto-
cysty osi¹gnê³o zaledwie 12,5%. Dla porównania, po
rozmro¿eniu zarodków, z których nie usuwano lipi-
dów, ¿aden zarodek nie wykazywa³ zdolno�ci do dal-
szego rozwoju (23). Istotn¹ przeszkod¹ w stosowaniu
tej metody na szerok¹ skalê s¹ wysokie koszty zabie-
gu (22).

W badaniach nad efektywno�ci¹ procesu zamra¿a-
nia zarodków zwracono tak¿e uwagê na toksyczny
wp³yw zastosowanych �rodków os³aniaj¹cych. W ba-
daniach porównawczych oceniano wp³yw trzech ró¿-
nych substancji os³aniaj¹cych: glikolu etylenowego
i propylenowego oraz glicerolu. W badaniach wyko-
rzystano wy³¹cznie wykluwaj¹ce siê blastocysty, któ-
re mro¿ono z zastosowaniem glicerolu � z dodatkiem
20% cielêcej surowicy p³odowej (FCS) i 20% suro-
wicy cielêcej Calf SupremeTM albo TCM 199 wzglêd-
nie � 4% glikolu etylenowego, glikolu propylenowe-
go oraz dekstranu z dodatkiem 20% SupremeTM. Pro-
ces mro¿enia prze¿y³o 44% zarodków (29%-65%),
z których przeciêtnie 23% oceniono jako zdatne do
transferu po 2-godzinnej hodowli w po¿ywce standar-
dowej. W wyniku transferu zarodków urodzi³o siê 2-5
prosi¹t. Powy¿sze badania dowiod³y, ¿e zastosowanie
dwóch substancji os³aniaj¹cych � glikolu etylenowe-
go i propylenowego � zwiêksza prawdopodobieñstwo
uzyskania ¿ywego potomstwa po transferze rozmro-
¿onych zarodków (15, 17).

Stwierdzono wysok¹ skuteczno�æ metody wolnego
zamra¿ania zarodków w stadium poprzedzaj¹cym
wyklucie i wykluwania siê. Wczesne stadia rozwojo-
we zarodka bez dodatkowych zabiegów oraz manipu-
lacji wewn¹trz komórkowych nie
wykazuj¹ zdolno�ci do dalszego
rozwoju po rozmro¿eniu (22,
23). W zwi¹zku ze stosunkowo
nisk¹ efektywno�ci¹ tradycyjnej
metody konserwacji zarodków
�wini poszukiwano alternatyw-
nych metod konserwacji pozwa-
laj¹cych na optymalizacjê proce-
su mro¿enia i jego wy¿sz¹ efek-
tywno�æ.

Tabela 1 przedstawia efektyw-
no�æ tradycyjnych metod mro¿e-
nia zarodków �wini � substancje
os³aniaj¹ce, stadium rozwoju
mro¿onych zarodków oraz licz-
bê urodzonych prosi¹t.

Witryfikacja
W ostatnich latach badania z zakresu kriokonser-

wacji zarodków �wini koncentrowa³y siê na ich witry-
fikacji. Witryfikacja, czyli zeszklenie jest procesem
gwa³townego sch³adzania, które powoduje wzrost lep-
ko�ci skoncentrowanej mieszaniny substancji os³ania-
j¹cych i zapobiega powstawaniu kryszta³ów lodu we-
wn¹trz struktury komórkowej zarodka. Powsta³e amor-
ficzne formy zeszklenia umo¿liwiaj¹ równomierne
zawieszenie zarodków w cieczy, która zachowuje nor-
malne molekularno-jonowe funkcje, lecz przypomina
swoj¹ struktur¹ cia³o sta³e. G³ówny problem w wyko-
rzystaniu tej metody stanowi opracowanie w³a�ciwe-
go sk³adu mieszaniny witryfikacyjnej, by zneutralizo-
waæ chemiczn¹ szkodliwo�æ u¿ytych substancji na
dalszy rozwój zarodka i uzyskaæ po¿¹dan¹ skutecz-
no�æ metody (8, 9).

�rodki os³aniaj¹ce, stosowane podczas konserwa-
cji zarodków, dzielone s¹ na: drobnocz¹steczkowe,
rozpuszczalne w wodzie, przenikaj¹ce do wnêtrza
zarodka przez b³ony komórkowe, takie jak: glicerol,
DMSO, glikol etylenowy i propylenowy, zwi¹zki wiel-
kocz¹steczkowe nieprzenikaj¹ce do wnêtrza komórki
u³atwiaj¹ce witryfikacjê, jak: poliwinylopirolidyna, gli-
kol polietylenowy oraz dekstran, substancje przeciw-
zamro¿eniowe oraz naturalne zwi¹zki bia³kowe.

W celu oceny sk³adu roztworu witryfikacyjnego sto-
sowano: EFT sk³adaj¹c¹ siê z 7,2 M glikolu etyleno-
wego, 0,003 M ficolu i 0,3 M trechalozy; DAP 213
z 2 M DMSO, 1 M acetamidem, 3 M glikolem propy-
lenowym; DAP 213-T o sk³adzie 2 M DMSO, 0,3 M
trechalozy; EPT z 4 M glikolem etylenowym i 3,1 M
glikolem propylenowym. W te�cie na toksyczno�æ za-
rodki poddawano cztero- lub jednostopniowej ekwi-
libracji. Nie stwierdzono istotnych ró¿nic pomiêdzy
zastosowanymi roztworami witryfikacyjnymi. Odse-
tek prze¿ywaj¹cych zarodków poddanych dzia³aniu
mieszanin witryfikacyjnych by³ ni¿szy ni¿ przypadku
zarodków umieszczonych w po¿ywce nie zawieraj¹-
cej zwi¹zków os³aniaj¹cych. Czteroetapowa ekwilibra-

Tab. 1. Efektywno�æ tradycyjnych metod mro¿enia zarodków �wiñ � substancje os³a-
niaj¹ce, stadium rozwoju mro¿onych zarodków oraz liczba urodzonych prosi¹t

Obja�nienia: stadium zarodka EXB � ekspanduj¹ca blastocysta, WB � wczesna blastocysta
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cja by³a korzystniejsza ni¿ jednostopniowa, szczegól-
nie w odniesieniu do blastocyst. Nie stwierdzono istot-
nych ró¿nic pomiêdzy zastosowanymi roztworami
witryfikacyjnymi w odniesieniu do metody czteroeta-
powej. Okre�laj¹c skuteczno�æ protoko³u witryfika-
cji zarodki poddane zosta³y szybkiemu mro¿eniu
w 0,25 ml s³omkach, które umieszczono w ciek³ym
azocie (LN). Po rozmro¿eniu nie stwierdzono znacz¹-
cych ró¿nic w odniesieniu do odseteka rozwijaj¹cych
siê zarodków; we wszystkich próbach by³ on podob-
ny, z wyj¹tkiem blastocyst z grupy EPT, w której wsku-
tek mro¿enia zamiera³o 60-100% zarodków (26).

Wa¿nym elementem protoko³u witryfikacji jest
ekwilibracja stosowana przed umieszczaniem zarod-
ków w roztworze witryfikacyjnym, a nastêpnie pod-
czas usuwania substancji os³aniaj¹cych, polegaj¹ca
odpowiednio na przenoszeniu zarodków z roztworu
witryfikacyjnego o ni¿szym stê¿eniu do roztworu
o stê¿eniu wy¿szym w przypadku zamra¿ania zarod-
ków i odwrotnie w przypadku ich rozmra¿ania. Pro-
ces ten prowadzi do dehydratacji zarodków, a wodê
zastêpuje stê¿ona substancja os³aniaj¹ca. Zarodki pod-
dawano 5- lub 15-minutowej ekspozycji na 2 M glikol
etylenowy, a nastêpnie umieszczano w s³omkach o poj.
1,25 ml w 8 M EG z dodatkiem 7% roztworu poliwi-
nylopirolidyny (PVP) i ci¹gu 40 s wprowadzano do
ciek³ego azotu (LN). Po rozmro¿eniu z zarodków usu-
wano 2 M EG stosuj¹c roztwór 1,7 M galaktozy i pod-
dawano hodowli w modyfikowanej po¿ywce CZB. Po
48 h hodowli procentowa prze¿ywalno�æ poddawanych
witryfikacji zarodków w stadium wczesnej blastocys-
ty wynosi³a 21%, blastocysty 32% i pó�nej blastocys-
ty 13%, przy metodzie bezpo�redniej, 9,40 i 21% dla
jednostopniowej ekwlibracji oraz 35, 85 i 71% przy
dwustopniowej ekwilibracji (18). Zbli¿one wyniki
uzyskiwano wówczas, gdy jako �rodków os³aniaj¹cych
u¿yto EG i jego kombinacji z PVP. Zarodki poddano
5-minutowej ekspozycji na 2 M EG, a nastêpnie
umieszczano w s³omkach w 8 M mieszaninie wym.
�rodków os³aniaj¹cych i wprowadzono do LN. Po roz-
mro¿eniu zarodki hodowano w po¿ywce CZM. Prze-
¿ywalno�æ wczesnych, wykluwaj¹cych siê i pó�nych
blastocyst wynosi³a w hodowli in vitro po 24 h 39,6
i 20,3%, a po 48 h 25 i 13%. Spo�ród zarodków bêd¹-
cych w piêciu ró¿nych stadiach rozwojowych, podda-
nych witryfikacji i zamro¿onych na dwa dni w ciek-
³ym azocie po 48 h prze¿y³o do 100% wykluwaj¹cych
siê i 20% pó�nych blastocyst (19). Fakt ten wskazuje,
¿e oprócz ekwilibracji, niezbêdny jest tak¿e odpowied-
ni dobór parametrów wirtyfikacji oraz zwi¹zków os³a-
niaj¹cych (15, 18). Natomiast rodzaj stosowanych
zwi¹zków os³aniaj¹cych w mieszaninie witryfikacyj-
nej nie ma decyduj¹cego wp³ywu na efektywno�æ wit-
ryfikacji. Poszczególne stadia rozwojowe zarodków
�wini wymagaj¹ zastosowania odpowiednich kombi-
nacji substancji os³aniaj¹cych (15).

�Otwarte� metody witryfikacji
Ostatnio opracowano tzw. otwarte metody witryfi-

kacji. Termin metody �otwarte� wynika z faktu bez-
po�redniego kontaktu witryfikowanego p³ynu z ciek-
³ym azotem. Czê�ciej metody te okre�la siê jako me-
tody witryfikacji w zminimalizowanych próbach lub
kroplach. W�ród nich wyró¿nia siê cztery metody: OPS
(Open Pulled Straw), która opiera siê na maksymal-
nym ograniczeniu ilo�ci p³ynu zawieraj¹cego witryfi-
kowane zarodki (byd³o, �winie), metodê kropelkow¹,
w której witryfikacja zarodków zachodzi w kropli roz-
tworu, wprowadzanego w opary ciek³ego azotu (byd-
³o, �winie), metodê pêtelkow¹ stosowan¹ przy krio-
konserwacji zarodków chomika i cz³owieka, a pole-
gaj¹c¹ na nanoszeniu zarodków na nylonow¹ niæ oraz
metodê siateczki mikroskopowej, w której na miedzia-
n¹ siateczkê o �rednicy oczek 3 µm nanosi siê roztwór
substancji os³aniaj¹cych wraz z zarodkami, a nastêp-
nie umieszcza w ciek³ym azocie. Zalet¹ tych metod
jest osi¹gniêcie tempa zamra¿ania zarodków w grani-
cach od 10 do 40 tys. °C/min. w efekcie szybszego
przej�cia komórek przez szkodliwy dla nich przedzia³
temperatur (od +20°C do �20°C), wyeliminowania
stê¿onych �rodków os³aniaj¹cych oraz skrócenia cza-
su przebywania zarodków w mieszaninie roztworów
witryfikacyjnych do ok. 20-30 sekund. Sam proces ze-
szklenia jest szybszy i skuteczniejszy (24).

Rodzaj mieszaniny witryfikacyjnej i genotyp zarod-
ka mia³y wp³yw na efektywno�æ OPS. Zarodki loszek
rasy wielkiej bia³ej (LWh) oraz meishan (MS) umiesz-
czano w dwóch róznych roztworach witryfikacyjnych,
z których pierwszy zawiera³ TCM (zbuforowany he-
pes TCM199 z dodatkiem 20% po¿ywki NBCS), dru-
gi natomiast PBS (PBS z dodatkiem 20% po¿ywki
NBCS). Po dwustopniowej ekwilibracji w glikolu ety-
lenowym, sulfotlenku dwumetylu (DMSO) i sacharo-
zy 2-5 blastocyst umieszczano w s³omkach OPS i za-
nurzano w ciek³ym azocie. Po rozmro¿eniu blastocys-
ty �wiñ LWh, zamra¿ane w PBS wykazywa³y ni¿sza
prze¿ywalno�æ w warunkach in vitro ni¿ zarodki �wiñ
MS (27 wobec 67%). Zarodki umieszczane w miesza-
ninie zawieraj¹cej TCM wykazywa³y porównywaln¹
prze¿ywalno�æ (LWh � 41%, MS � 43%). Odsetek
prze¿ywaj¹cych morul umieszczanych w PBS by³ nis-
ki i wynosi³ 11% dla LWh i 14% dla MS. Zanotowano
tak¿e pewne ró¿nice w odniesieniu do efektywno�ci
transferu zarodków u obu ras �wiñ. Przyk³adowo, do-
konuj¹c transferu 20 blastocyst u �wiñ rasy MS, uzys-
kiwano �rednio 4 prosiêta, podczas gdy u �wiñ rasy
LWh � 5 prosi¹t.

W innych badaniach uzyskiwano 80% odsetek loch
ciê¿arnych w 25 dniu ci¹¿y oraz 70% poziom wypro-
szeñ, dokonuj¹c transferu 20 morul do ka¿dej z 10
przygotowanych uprzednio biorczyñ. Morule z niena-
ruszon¹ os³onk¹ przejrzyst¹ poddawano witryfikacji
po dwustopniowej ekwilibracji z zastosowaniem gli-
kolu etylenowego, DMSO i sacharozy w TCM199
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z 20% po¿ywk¹ NBCS. W badaniach u¿ywano zmo-
dyfikowanej mieszaniny witryfikacyjnej stosowanej do
zamra¿ania zarodków myszy � NCSU23 z dodatkiem
cytochalazyny B. Dodatek cytochalazyny B zapobie-
ga depolimeryzacji aktyny w strukturach cytoszkiele-
tu komórek zarodka. Po ekwilibracji w glikolu etyle-
nowym zarodki umieszczano w ciek³ym azocie i szyb-
ko zamra¿ano w temperaturze �204°C (4). W bada-
niach terenowych po transferze wczesnych blastocyst
mro¿onych metod¹ OPS uzyskiwano 29% ci¹¿y. Od-
setek rodz¹cych loszek wynosi³ 21,6%, a przeciêtna
liczba prosi¹t w miocie 8,2. Równocze�nie nie stwier-
dzono znacz¹cych ró¿niæ w liczbie rodz¹cych siê pro-
si¹t w odniesieniu do zarodków pozyskiwanych od loch
lub loszek. Efektywno�æ OPS mo¿e byæ zale¿na od
typu s³omek stosowanych podczas procesu mro¿enia.
Dotychczas u¿ywano s³omek zgrzewanych na koñcach
typu heat-sealed (HS) oraz s³omek o otwartych zakoñ-
czeniach tzw. open straw (OS). Prze¿ywalno�æ po roz-
mro¿eniu, przy zastosowaniu s³omek OS w odniesie-
niu do blastocyst wynios³a zarówno po 24, jak i 48
godzinach 58,8%. Tymczasem po zastosowaniu s³o-
mek HS prze¿y³o w analogicznych okresach tylko
15,4% zarodków. Prze¿ywalno�æ zarodków traktowa-
nych cytochalazyn¹ B i witryfikowanych w 6,5 M gli-
cerolu oraz 6% BSA po ich zamro¿eniu w s³omkach
HS lub OS znacz¹co poprawia³o wirowanie. W przy-
padku stosowania s³omek HS prze¿ywa³o po 24 godz.
62,8%, a po 48 godz. 60,5% zarodków oraz w przy-
padku s³omek OS � 75 i 63,3% zarodków po 24 i 48
godzinach. Umieszczenie zarodków w cytochalazynie
B oraz witryfikowanie w 8 M glikolu etylenowym i 7%
PVP prze¿ywalno�æ przypadku zastosowania s³omek
OS pozwala³o poprawiæ prze¿ywalno�æ zarodków po
24 godzinach do 80 i 76,7% po 48 godzinach hodowli
(7, 18).

W metodach �otwartych� witryfikacja zarodków we
wczesnych stadiach rozwojowych pozwala po rozmro-
¿eniu na rozwój wiêkszej liczby zarodków oraz zmniej-
sza ryzyka niekorzystnego wp³ywu czynników ze-
wnêtrznych (mikroorganizmy chorobotwórcze) (4).
Stwierdzono równie¿, ¿e decyduj¹cy wp³yw na nieod-
wracalne zniszczenia struktury cytoszkieletu zarodka
we wczesnym stadium rozwoju wywiera temperatura
mro¿enia (�196°C). Niekorzystny wp³yw stê¿onych
substancji os³aniaj¹cych oceniany jest jako drugorzêd-
ny. Zastosowanie cyto-B nie powoduje wzrostu prze-
¿ywalno�ci mro¿onych zarodków poddawanych
uprzednio procesowi witryfikacji, jednak zwiêksza
trzykrotnie odsetek przezywaj¹cych zarodków w sta-
dium ekspanduj¹cej blastocysty (do 60%) i wylêg³ej
blastocysty, o ile ich �rednica jest mniejsza od 400 µm
(do 90%) (7).

Metoda OPS gwarantuje po rozmro¿eniu do�æ wy-
sok¹ prze¿ywalno�æ zarodków �wini w stadium mo-
ruli i blastocysty. Dowodz¹ tego badania, w których
po wcze�niejszej hodowli zarodków w po¿ywce
NCSU-23 poddawano je 2-stopniowej ekwilibracji

w mieszaninie witryfikacyjnej EFS zawieraj¹cej 40%
glikolu etylenowego, 18% fikolu i 0,3 sacharozy. Na-
stêpnie zarodki przenoszono do s³omek, mro¿ono
i przechowywano w ciek³ym azocie od 3 do 6 miesiê-
cy. Po rozmro¿eniu i usuniêciu substancji os³aniaj¹-
cych zarodki przenoszono do jajowodu lub macicy
biorczyñ. Spo�ród 8 biorczyñ, którym wprowadzono
do jajowodów ogó³em 147 blastocyst, u 5 stwierdzo-
no ci¹¿ê w 30. dniu po zabiegu, uzyskuj¹c od 3 (37,5%)
po oproszeniu 18 prosi¹t (13). W wyniki domacicznej
transplantacji zarodków nie uzyskano ich pe³nego roz-
woju in vivo.

Obecnie prowadzone s¹ badania nad udoskonale-
niem metody OPS dla zarodków we wczesnych sta-
diach rozwoju (tj. moruli i wczesnej blastocysty) i nie-
naruszon¹ os³onk¹ przejrzyst¹. Istotnym czynnikiem,
maj¹cym wp³yw na efektywno�æ metody jest w tym
przypadku prêdko�æ zamra¿ania. Mo¿na j¹ znacz¹co
przyspieszyæ, stosuj¹c s³omki typu SOPS (superfine
open pulled straw) oraz aparat Vit-Master, pracuj¹cy
w warunkach obni¿onego ci�nienia i umo¿liwiaj¹cy
obni¿enie temperatury LN

2
 do �210°C. Dowodz¹ tego

badania, w których zarodki poddawano witryfikacji
z zastosowaniem mieszaniny TCM 199 z dodatkiem
20% p³odowej surowicy cielêcej wed³ug protokó³u
opisanego przez Berthelotego i wsp. (3, 5) i bez-
po�rednio po czterostopniowej ekwilibracji, w liczbie
4 do 6 sztuk przenoszono do s³omek typu SOPS lub
OPS oraz umieszczono pionowo w LN. Pozosta³¹
czê�æ zarodków w s³omkach typu SOPS wprowadza-
no do aparatu Vit-Master. Po 15 dniach przechowy-
wania zarodki rozmra¿ono i ekwilibrowano w po¿yw-
ce TCM-NBCS, a nastêpnie poddawano hodowli in
vitro przez 96 h w po¿ywce TCM 199 z dodatkiem
10% FCS, w temperaturze 39°C, z 5% zawarto�ci¹ CO

2
w powietrzu. Odsetek zarodków w stadium moruli
prze¿ywaj¹cych proces mro¿enia przy u¿yciu OPS,
SOPS oraz Vit-Master � SOPS wyniós³ 56,3%, 57,4%
oraz 67,6%, natomiast w stadium wczesnej blastocys-
ty � 81,8%, 76,9% i 94,7%. Redukcja grubo�ci �cian
s³omki oraz minimalizacja objêto�ci próby zastosowa-
na w rurkach typu SOPS pozwoli³y na zwiêkszenie
prêdko�ci mro¿enia nawet do 40 000°C/min. Okre�lo-
no równie¿ optymaln¹ szybko�æ mro¿enia zarodków
�wiñ na nie wiêksz¹ ni¿ 20 000°C/min. (5).

Stosunkowo najnowszym osi¹gniêciem w procesie
mro¿enia zarodków �wiñ jest zastosowanie kropelko-
wej metody witryfikacji. Umo¿liwia ona pominiêcie
dodatkowych zabiegów (wstêpna hodowla zarodka)
oraz manipulacji wewn¹trzkomórkowych. Zarodki
w stadium moruli i wczesnej blastocysty umieszczane
s¹ bezpo�rednio w roztworze witryfikacyjnym, za-
wieraj¹cym 40% glikol etylenowy 0,6 M sacharozê
i 2% glikol polietylenowy (ESP). Po przeprowadze-
niu trój- lub czterostopniowej ekwilibracji, zarodki
umieszczone w kropli o maksymalnej objêto�ci 1 µl
przenoszono na czubek pipety. Formuj¹c¹ siê na nim
kroplê sch³adzano, a nastêpnie zanurzano w parach
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ciek³ego azotu. Po odciêciu kropla ESP wraz z koñ-
cówk¹ pipety przechowywana jest w specjalnej tubie.
Po rozmro¿eniu zarodków i ich inkubacji in vitro od-
setek rozwijaj¹cych siê morul i wczesnych blastocyst
wynosi³ odpowiednio: 91,3 i 69,6%. Wysoki by³ tak¿e
odsetek urodzonych prosi¹t w stosunku do liczby za-
rodków przeniesionych do macicy piêciu biorczyñ,
który dla morul wynosi³ 31,4%, a dla blastocyst 20%
(21). Reasumuj¹c, zastosowanie ultraszybkich metod
mro¿enia umo¿liwia mro¿enie zarodków we wczes-
nych stadiach rozwoju. Tym samym pomin¹æ mo¿na
proces usuwania zwi¹zków lipidowych, stabilizacjê cy-
toszkieletu lub odwirowywanie substancji os³aniaj¹-
cych (5).
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