
w mikroskopie elektronowym charaktery-
styczne wiriony wirusów Ebola występu-
ją w dużych ilościach w wątrobie, śledzio-
nie, płucach, węzłach chłonnych i skórze. 
Wirus traci zakaźność w martwej tkance 
po 2–4 dniach.

Uwzględniając fakt, że nadal istnie-
je wiele niejasności odnośnie do gatun-
ków zwierząt nosicieli wirusów gorączek 
krwotocznych oraz sposobów transmi-
sji tych wirusów ze zwierząt na ludzi, co 
odnosi się też do gatunków wirusa Ebola, 
służby medyczne i weterynaryjne opra-
cowały różne rygory i metody chroniące 
przed biohazardem. RESTV zalicza się do 
4 grupy zagrożenia biologicznego, a więc 
do czynników powodujących śmiertelne 
choroby człowieka, dla których nie zdo-
łano opracować szczepionki. Nadal zwra-
ca się uwagę na możliwość zakażenia tym 
wirusem większej ilości gatunków zwie-
rząt oraz na możliwość szerzenia się zaka-
żenia w populacji zwierząt i transmisji wi-
rusa ze zwierząt na człowieka, a także na 
szerzenie się zakażenia w populacji ludz-
kiej, gdzie ważną rolę odegra transmisja 
człowiek → człowiek.
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Niektóre arktyczne gatunki owadów 
i ciem znane są z tego, że ich larwy 

zamrożone w  lodzie w  temperaturze od 
-5 do nawet -40°C i niższych, przeżywa-
ją zimę, aby na wiosnę kontynuować roz-
wój i przeobrazić się w postać dorosłą (1, 
2). Inne zwierzęta, takie jak amerykańska 
żaba leśna (Rana sylvatica), przeżywają 
parokrotne zamrożenie w temperaturach 
nawet poniżej -16°C bez uszkodzenia ko-
mórek pomimo że 1/3 całkowitej masy ich 
ciała stanowi wtedy lód (3).

Dzieje się to dzięki obecności w ich pły-
nach ustrojowych krioprotektantów, prze-
ważnie glicerolu, cukrów, białek, ale także 

mocznika. Obniżają one punkt zamarzania 
i nie dopuszczają do tworzenia się krysz-
tałów lodu w komórkach i obkurczania 
błon komórkowych. Wszystko to zapo-
biega trwałym uszkodzeniom komórek, 
a co za tym idzie tkanek, które doprowa-
dziłyby do śmierci zwierzęcia. Dokładnie 
ten sam mechanizm nauka wykorzystuje 
do własnych celów.

Historia naukowej kriokonserwacji za-
częła się w 1949 r. w Cambridge, kiedy 
doktorant Christopher Polge opubliko-
wał w brytyjskim czasopiśmie „Nature” 
artykuł o wpływie glicerolu na przeży-
walność zamrożonych plemników drobiu 

(4). Polge dowiódł, że raptownie zamrożo-
ne w -79°C (w zestalonym dwutlenku wę-
gla) lub w ‑192 °C (w ciekłym powietrzu) 
utrzymane w 15% glicerolu plemniki po 
rozmrożeniu uzyskują pełną ruchliwość 
i zdolność do zapłodnienia komórki jajo-
wej. Dalsze badania Polgego i wsp. (5) do-
wiodły skuteczności metody także dla na-
sienia innych kręgowców, takich jak królik, 
kawia domowa, koń, bydło czy człowiek. 
Ruchliwość plemników po rozmrożeniu 
jako marker ich kondycji została uzna-
na za właściwy sposób oceny zachowania 
funkcji nasienia. Umożliwiło to usystema-
tyzowanie dalszych badań, a te doprowa-
dziły już w 1954 r. do narodzin pierwszej 
trójki dzieci powstałych z zapłodnienia ko-
mórek jajowych plemnikami, które wcze-
śniej przeszły pełną kriokonserwację (6).

Nowe możliwości szybko zostały za-
adaptowane do potrzeb rozwoju hodow-
li zwierząt. Zachowanie genów cennych 
osobników bydła i koni w postaci zamro-
żonego nasienia zmieniło politykę hodow-
laną i ułatwiło utrwalanie pożądanych cech 

Przegląd metod kriokonserwacji 
pod kątem techniki witryfikacyjnej
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u potomstwa. Dzisiaj praktycznie wszystkie 
hodowane przemysłowo krowy zapładnia-
ne są metodą inseminacji nasieniem, które 
było kriokonserwowane. Medycyna także 
wykorzystała postęp nauki, rozwijając me-
tody wspomaganego rozrodu i zakładając 
banki ludzkiej spermy. Odkrycie przecho-
wywania męskich komórek gametycznych 
to dopiero połowa sukcesu. Zaraz po nie-
banalnym odkryciu Christophera Polgego 
naukowcy badali i rozwijali także metody 
przechowywania innych komórek rozrod-
czych, takich jak oocyty i komórki embrio-
nalne, a także możliwość zakonserwowa-
nia całych tkanek zwierzęcych i ludzkich. 
To właśnie w tym kierunku rozwija się na-
uka o zamrażaniu życia, którą w 1964 r. ofi-
cjalnie nazwano kriobiologią (8).

Zamarzanie

W  przeciwieństwie do wspomnianych 
wcześniej komórek owadów czy płazów, 
komórki ssaków przystosowane są do pra-
widłowego funkcjonowania w wąskim za-
kresie temperatur. W zależności od gatun-
ku zwierzęcia i umiejscowienia komórki 
spektrum tolerancji obejmuje zakres mię-
dzy 34 a 42°C. Mimo że krótka ekspozycja 
na niższe temperatury może być niegroźna, 

to przetrzymywanie komórek przez dłuższy 
czas w temperaturach bliskich zera i poni-
żej bezwzględnie je zabija.

Pierwszym krytycznym momentem są 
temperatury od +15°C do -5°C. Dłuższe 
przebywanie komórki w takiej temperatu-
rze bądź powolne jej schładzanie powodu-
je szereg uszkodzeń znanych jako uszko-
dzenia wywołane schłodzeniem (chilling 
injury). Uszkodzenia te są niejednorodne 
i głównie są wynikiem zmian właściwości 
błon białkowo-lipidowych. Lipidy w zależ-
ności od zawartości nienasyconych kwa-
sów tłuszczowych tężeją szybciej lub wol-
niej, w związku z czym błona komórkowa 
traci integralność i zmienia przepuszczal-
ność. Dowiedziono także negatywnego 
wpływu niskich temperatur na struktu-
rę wrzeciona kariokinetycznego, co jest 
szczególnie ważne w przypadku kriokon-
serwacji oocytów. Nie wszystkie komórki 
jednak są wrażliwe na efekty uszkodzenia 
wywołanego schłodzeniem, za to wszyst-
kie podatne są na uszkodzenia w wyniku 
mrożenia (9).

Kiedy komórka ulega zamrażaniu, za-
warta w  niej woda krystalizuje w  lód. 
W efekcie, z powodu dążenia do wyrów-
nania ciśnienia osmotycznego, substan-
cje rozpuszczone w cytozolu ulegają co-
raz to większemu stężeniu, doprowadza-
jąc do odwodnienia organelli. Zmienia się 
także przepuszczalność błon lipidowych, 
co ma kluczowe znaczenie dla integral-
ności komórki. Uszkodzenia spowodowa-
ne stresem osmotycznym, przepuszczal-
nością błon i  zniekształceniami cytosz-
kieletu destabilizują komórkę, a fizyczne 
uszkodzenia powstałe przy tworzeniu się 
kryształków lodu wewnątrz ostatecznie 
doprowadzają komórkę do śmierci. Żeby 
uchronić komórkę przed uszkodzeniami 
naturalnymi dla procesu zamrażania, po-
trzebna jest zmiana dwóch kluczowych 
elementów – właściwości płynu komórko-
wego i czasu na zmianę, a co za tym idzie 
na uszkodzenia.

Krioprotektanty – zmiana właściwości 
płynu komórkowego

Najważniejszym elementem komórki, nie-
zbędnym do jej funkcjonowania, a  tak-
że przenikającym każdy jej element, jest 
woda. Ona też pierwsza ulega zmianom 
pod wpływem temperatury, a zmiana jej 
stosunku w  różnych kompartmentach 
komórki powoduje stres osmotyczny. 
Dlatego też rola krioprotektantów jest 
kluczowa.

Krioprotektanty dzielą się na przenika-
jące przez błony komórkowe oraz pozo-
stające poza obrębem komórki. Pierwsze 
z nich to substancje penetrujące, takie jak 
glicerol, glikol etylenowy czy dimetylosul-
fotlenek (DMSO), są to niskocząsteczkowe 

substancje organiczne o niskim punkcie 
zamarzania i dużej lepkości. Ich obec-
ność w komórce podczas zamarzania po-
woduje przekształcenie się płynu komór-
kowego z formy płynnej w postać szklistą 
bez wytworzenia kryształów. Ten mecha-
nizm nazwany został nitryfikacją. Zapo-
biega on destrukcji struktur komórko-
wych na tle powstawania dużych kryszta-
łów lodu. Drugi rodzaj krioprotektantów 
to substancje nieprzenikające błon komór-
kowych. Duże cząsteczki cukrów, takich 
jak glukoza, sacharoza, sorbitol czy disa-
charydy, zwiększają ciśnienie osmotycz-
ne płynu komórkowego, co prowadzi do 
wypływania wody z komórki na zewnątrz. 
Prowadzi to do kontrolowanej dehydrata-
cji, a zatem zmniejszenia się ilości wody 
mogącej skrystalizować w lód w obrębie 
błon komórki. Obecność krioprotektan-
tów niepenetrujących pozwala także na 
zmniejszenie stężenia krioprotektantu 
penetrującego.

Mieszanina krioprotekcyjna w zależ-
ności od typu protokołu zawiera zwykle 
mieszaninę obu rodzajów krioprotektan-
tów oraz buforów pH stanowiących właści-
we środowisko dla danego typu komórek, 
a także makromolekuły białkowe o pozy-
tywnym wpływie na zwiększanie lepkości 
cieczy i zachowanie równowagi zamrożo-
nej komórki. Warianty mieszanin i stężenia 
substancji zależą od typu komórek i etapu 
ich rozwoju, ale przede wszystkim od typu 
procedury krioprezerwacyjnej: powolnego 
zamrażania lub kriokonserwacji.

Niska temperatura – zatrzymanie czasu

Innymi zagrożeniami dla komórki zaraz 
po krystalizacji lodu wewnątrz jej struktur 
jest stres osmotyczny i wspomniane uszko-
dzenie wywołane schłodzeniem. Pierwsze, 
czyli zbyt duża koncentracja substancji 
osmotycznie czynnych, prowadzi do che-
micznego braku równowagi niezbędne-
go do prawidłowego funkcjonowania ko-
mórki. Drugie to dezintegracja i zmiana 
właściwości błon komórkowych spowo-
dowana zastyganiem ich części lipidowej 
w niskich temperaturach (+15°C do -5°C). 
Przenikanie substancji przez błony komór-
kowe jest spowodowane ruchem cząste-
czek, a ten możliwy jest tylko przy odpo-
wiedniej temperaturze. Równanie Arrhe-
niusa opisuje proporcjonalność zwalniania 
tempa reakcji chemicznych do zmniejsza-
nia się temperatury, w której zachodzą te 
reakcje. Zatrzymanie czasu polega więc na 
obniżeniu temperatury do -130°C, momen-
tu, w którym wszystkie molekuły zamiast 
poruszać się tkwią w miejscu, wibrując za-
wieszone w szklistej formacji. Temperatu-
ra ta nie pozwala im się poruszać, a jedy-
ne połączenia między nimi stanowią słabe, 
ale zrównoważone wiązania wodorowe (9).

An overview of cryopreservation methods 
in the context of vitrification technique

Niwińska A., Department of Physiological 
Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Warsaw 
University of Life Sciences – SGGW

This article aims at the presentation of vitrification 
– a  modern method of cryopreservation. 
Cryopreservation is widely used for maintaining 
the viability of cells, tissues, organs or any 
biological material and is applied in many fields 
of biological, veterinary and medical sciences. 
There are two main methods of cryopreservation: 
slow programmable freezing and vitrification. 
Vitrification uses high cryoprotectant concentration 
to prevent the crystallisation of ice and the material 
solidifies as an amorphous glass, so the need 
to find a  compromise between solution effects 
injury and intracellular ice formation is eliminated. 
However, the concentrations of cryoprotectant 
required are very high so are potentially, and often 
actually, harmful to cells. Vitrification is becoming 
increasingly appreciated form of cryopreservation 
due to its ease and speed however, there are many 
uncertainties as to its use in human medicine. 
Cryopreservation is also fraught with many 
technological obstacles, which main issues are: 
the speed of freezing, the thawing speed and 
appropriate concentrations of cryoprotectants.
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Woda jest płynem o małej lepkości i wy-
sokim punkcie zamarzania. Aby osiągnęła 
stan zwitryfikowania, czyli formy szklistej, 
potrzebuje bardzo specyficznych warun-
ków ciśnienia i temperatury. Problemem 
jest prędkość zamarzania. Zastosowanie 
krioprotektantów obniża punkt zamarza-
nia cieczy wewnątrzkomórkowej i zwiększa 
jej lepkość, co ułatwia stworzenie szklistej, 
lepkiej formacji bez wytwarzania kryszta-
łów lodu. Jednak duże stężenie krioprotek-
tantów wiąże się z toksycznym wpływem 
na komórkę, więc niezbędne jest zwięk-
szenie prędkości zamarzania, aby pozo-
stawić cząsteczkom jak najmniej czasu na 
ruch, zanim zostaną uwięzione w zeszklo-
nej materii.

Powszechnie stosowaną substancją, 
która umożliwia prędkie zamrażanie ko-
mórek, jest ciekły azot LN2. Substancja 
ta przechowywana w  termostatycznych 
naczyniach w stanie ciekłym zachowuje 
temperaturę poniżej -196°C. Temperatu-
ra zachowana w stanie ciekłym (LN2) jest 
odpowiednia do przeprowadzenia proce-
su witryfikacji, niemniej do uzyskania po-
żądanych efektów niezbędne jest spełnie-
nie właściwych warunków, które umożli-
wią jak najszybszą penetrację zamrażania 
w głąb komórki.

Pamiętać trzeba o tym, że w momen-
cie kontaktu komórki zwierzęcej z ciekłym 
azotem różnica temperatur wynosi oko-
ło 232°C. Powoduje to gwałtowne zwięk-
szanie się temperatury cieczy, a w wyniku 
tego wrzenie, podczas którego wydzielany 
jest azot w formie gazowej. Na powierzch-
ni komórki powstaje warstwa gazu oddzie-
lająca ją od zimnej cieczy, co ogranicza 
transfer temperatury i w efekcie zmniej-
sza prędkość zamrażania. Mechanizm ten 
zależy głównie od objętości komórki i me-
dium, w którym jest zawieszona. Natural-
ne więc jest zmniejszanie tej objętości, aby 
przyspieszyć proces witryfikacji. Pożąda-
ną objętością kropli zawiesiny z komórką 
jest objętość mniejsza od 1 µl.

Drugim elementem mogącym ograni-
czać przenikanie temperatury jest nośnik 
użyty w protokole. Nośniki witryfikacyjne 
różnią się między sobą konstrukcją i mate-
riałem. Ważne jest przewodnictwo cieplne 
nośnika, które powinno być jak najlepsze. 
Producenci prześcigają się w tworzeniu no-
wych konstrukcji nośników: łopatek, sło-
mek, cewek i siateczek. Zostało przepro-
wadzone wiele badań porównujących efek-
tywność każdego nośnika w stosunku do 
różnych typów zamrażanych komórek (10).

Ważnym i krytycznym momentem dla 
zamrażanej komórki jest jej proces roz-
mrażania. Badania pokazują, że jest on 
nawet bardziej znaczący od samego pro-
cesu mrożenia.

W czasie rozmrażania komórka musi 
przejść proces rehydratacji, nabrać 

odpowiedniego dla niej kształtu i  skła-
du płynu komórkowego, pozbywając się 
ze swojego wnętrza krioprotektantu. Sło-
wem – wrócić do stanu sprzed zatrzyma-
nia czasu. Tak jak w przypadku witryfi-
kacji, proces musi odbyć się wystarczają-
co szybko, aby struktury komórkowe nie 
zdążyły zostać zdewastowane przez tem-
peratury najbardziej krytyczne, powodu-
jące uszkodzenia wywołane schłodzeniem, 
jednocześnie musi trwać na tyle długo, 
aby komórka w pełni mogła nabrać stanu 
osmotycznej równowagi niezbędnego do 
dalszego rozwoju (8).

Przy spełnieniu wszystkich powyższych 
warunków przeżywalność zamrożonych 
komórek przekracza 90%.

Toksyczność krioprotektantów

Kluczem do sukcesu witryfikacji jest szyb-
kość i intensywność, w przeciwieństwie do 
protokołów powolnego zamrażania, które 
polegają na stopniowym obniżaniu tempe-
ratury i małym stężeniu krioprotektantów. 
Protokół powolnego zamrażania polega na 
obniżaniu temperatury stopniowo, średnio 
z prędkością 1°C/min, aż do temperatury 
-80°C. Dopiero po osiągnięciu tej tempe-
ratury próbka ulega zanurzeniu w roztwo-
rze ciekłego azotu. Istnieje także protokół 
tak zwanego „przerwanego powolnego za-
mrażania” (interrupted slow cooling), któ-
re polega na powolnym obniżaniu tempe-
ratury tylko do -35°C, a następnie także 
przyspieszenie reakcji poprzez włożenie 
do ciekłego azotu -196°C (7).

Medium krioprotekcyjne, w którym za-
nurzona jest komórka poddana stopnio-
wemu ochładzaniu, nie przekracza zwykle 
5–7% stężenia krioprotektantów. Nieduże 
stężenie tych substancji oznacza mniejszą 
ingerencję w naturalny skład chemiczny 
komórki, a co za tym idzie: mniejszą moż-
liwość uszkodzeń chemicznych. Za tok-
syczny wpływ krioprotektantów na ko-
mórki odpowiada głównie szok osmotycz-
ny. Każdy krioprotektant został uznany za 
potencjalnie szkodliwy, jednak za najmniej 
szkodliwy uznaje się glicerol, jako substan-
cję naturalnie krioprotekcyjną sprawdzo-
ną w naturze. Niektóre substancje używa-
ne w mieszankach jako dodatek kriopro-
tekcyjny (crioprotective additive – CPA) 
są uważane za łagodzące przebieg wymia-
ny substancji z medium do komórki, a co 
za tym idzie za zmniejszające toksyczność 
krioprotektantów.

Standardowe mieszanki krioprotekcyj-
ne używane do protokołu powolnego za-
mrażania zawierają więc w sobie kombi-
nację różnych substancji krioprotekcyj-
nych o niskim stężeniu wraz z dodatkami 
utrzymującymi stabilne pH i poprawiają-
cymi dehydratację, a  także łagodzącymi 
przebieg mrożenia.

W witryfikacji, czyli metodzie raptow-
nego zamrażania, zasada metody jest inna 
i potrzebuje bardziej specyficznych roz-
wiązań.

Komórka poddawana witryfikacji prze-
bywa nie w jednym medium krioprotekcyj-
nym, a wielu, o zwiększającym się stężeniu 
krioprotektantów od kilku (5–8%) do kil-
kudziesięciu (50%) procent. Zasada ta nosi 
nazwę ekwilibryzacji komórki. Mimo, że 
badania in vitro wskazują na znacznie więk-
szą przeżywalność komórek po 4-, 8- lub 
16-stopniowej ekwilibryzacji, zwykle sto-
suje się ekwilibryzację 3-stopniową. Argu-
mentem za skróconym protokołem może 
być dążenie do uproszczenia metody, a tak-
że zmniejszenie czasu narażenia preparatu 
na krioprotektanty we wrażliwym dla nie-
go przedziale temperatur (11).

W witryfikacji także nie ma optymal-
nej mieszaniny witryfikacyjnej. Dla każ-
dego rodzaju komórki mieszaniny się róż-
nią, jednak zastosowanie wielokrotnych 
badań pozwoliło na wyselekcjonowanie 
roztworów najbardziej odpowiednich dla 
różnych typów komórek. Na przykład dla 
zarodków bydlęcych najwyższy odsetek, 
blisko 90% zarodków rozwijających się in 
vitro, stwierdzono po witryfikacji w mie-
szaninie glikolu etylenowego, fikolu i sa-
charozy (EFS).

Niemniej metoda witryfikacji budzi 
obiekcje co do jej bezpieczeństwa wła-
śnie ze względu na niezbędne wysokie 
stężenia toksycznych krioprotektantów. 
Przeprowadzono wiele badań na temat 
szkodliwego działania krioprotektantów, 
jednak głównie polegały one na przedłu-
żonej ekspozycji komórki na te substancje 
w temperaturze pokojowej. Uszkodzenia 
komórek zwykle były natury osmotycznej. 
Badania z lat 90. wykazały także niejasną 
zależność między narażeniem wysokimi 
stężeniami DMSO w medium witryfika-
cyjnym a wysokimi stratami prawidłowo 
rozwijających się zarodków w fazie poim-
plantacyjnej. W innych badaniach z nara-
żeniem na krioprotektanty wiązano tak-
że rozpad chromosomów, zwiększone 
występowanie aneuploidii i inne chromo-
somalne nieprawidłowości, a  także roz-
wój zniekształconych płodów z komórki 
wcześniej uznanej za rozwijającą się pra-
widłowo (7). Te oraz inne badania o nie-
jasnych wynikach zmniejszyły zaintereso-
wanie witryfikacją jako metodą kriokon-
serwacji i nadal pozostawiają wiele pytań 
i niepokoju związanego z tym typem za-
mrażania komórek.

Typy i stadia witryfikowanych komórek

Mimo wątpliwości podniesionych w  la-
tach 90., które na jakiś czas zahamowały 
rozwój witryfikacji jako metody efektyw-
nego zamrażania komórek rozrodczych 
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obecnie dyskutuje się o możliwości wy-
parcia technik powolnego zamrażania po-
przez techniki witryfikacyjne. Witryfika-
cja staje się powszechną metodą konser-
wacji zygot, a także dalszych faz rozwoju 
embrionu, takich jak blastocysta. Co cie-
kawe, jeśli chodzi o zamrażanie męskich 
komórek rozrodczych i plemników zwie-
rząt witryfikacja nie została uznana za bar-
dziej efektywną niż metody powolnego za-
mrażania. Pomimo braku uniwersalności 
witryfikacja jest obiecującą metodą do za-
mrażania najdelikatniejszych i najtrudniej-
szych w przechowywaniu komórek rozrod-
czych – oocytów.

Oocyty wykazują większą wrażliwość na 
zjawisko uszkodzenia wywołanego schło-
dzeniem oraz formowanie się kryształków 
lodu wewnątrz komórki niż komórki em-
brionalne. Uznaje się, że specyficzna bu-
dowa błon komórkowych oocytu wykazuje 
większą przepuszczalność dla krioprotek-
tantów, a zarazem większą podatność na 
dezintegrację w trakcie powolnego ochła-
dzania. Wykazano także u nich zjawisko 
obrzęku osmotycznego, czyli obrzmie-
wanie komórek w wyniku nieprawidło-
wej wymiany osmotycznej po rozmroże-
niu. Obrzęk ten może doprowadzić do pę-
kania zewnętrznych błon komórkowych 
oocytu i w efekcie śmierć rozmrożonej ko-
mórki (11). Specyfika techniki witryfikacyj-
nej: omijanie krytycznych wartości tempe-
ratury i raptowne zamrażanie, okazała się 
mieć pozytywne efekty na kriokonserwację 
oocytów i w rezultacie metoda ta została 
uznana za odpowiednią dla komórek tego 
typu. Nie znaleziono jednak uniwersalnej 

metody konserwacji oocytów, gdyż wyka-
zano różnicę w przeżywalności zależną od 
gatunku, rasy czy nawet kariotypu. Przy-
szłe badania być może pozwolą na stwo-
rzenie najbardziej odpowiednich rozwią-
zań, które mogłyby zostać wykorzystane 
przez współczesną medycynę (12).

Podsumowanie

Rozwój kriobiologii przeszedł długą drogę 
od przełomowego 1949 r. do dzisiaj. Me-
tody kriokonserwacji pozwalają naukow-
com na „zatrzymanie czasu” dla różnych 
typów komórek w celu zachowania mate-
riału genetycznego lub szeroko rozumia-
nych badań embriologicznych. Długotrwa-
łe badania nad specyfiką uszkodzeń powo-
dowanych mrożeniem oraz zrozumienie 
mechanizmów zachodzących w komórce 
poddawanej tego typu stresorom pozwa-
la na ulepszanie protokołów powolnego 
zamrażania i witryfikacji. Każda z metod 
ma swoje zastosowanie, jednakże specyfi-
ka witryfikacji pozwala na skrócenie cza-
su potrzebnego do procesu zamrażania, 
a także na uproszczenie techniki mroże-
nia komórek poprzez zastąpienie drogich 
chłodziarek kriokonserwacyjnych zesta-
wem nośników i kontenerem ciekłego azo-
tu. Mimo braku uniwersalnego protoko-
łu kriokonserwacyjnego witryfikacja jest 
techniką bardzo obiecującą, szybko roz-
wijającą się i efektywną.

Być może dalsze badania pozwolą na 
stworzenie właściwych protokołów mo-
gących mieć zastosowanie w konserwa-
cji komórek rozrodczych na wszystkich 

etapach rozwoju bez szkody dla ich kon-
dycji, co byłoby bardzo pożądane ze wzglę-
du na rozwój medycyny rodzinnej i tech-
nik hodowlanych.
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Polskie piśmiennictwo jest ubogie w pu-
blikacje dotyczące znaczenia tłusz-

czu w żywieniu koni. Do najważniejszych 
składników tłuszczu należą wieloniena-
sycone kwasy tłuszczowe rodziny n-3, 
zwłaszcza kwas α-linolenowy. W ostat-
nich latach coraz większą wagę przywią-
zuje się do długołańcuchowych pochod-
nych kwasu α-linolenowego – kwasów 
dokozaheksaenowego (DHA) i  eikoza-
pentaenowego (EPA).

Tłuszcz zgromadzony w  organizmie 
koni charakteryzuje się wysoką zawar-
tością kwasu α-linolenowego. Tkanka 
mięśniowa koni ma mniej tłuszczu niż 

tkanka mięśniowa bydła i trzody chlewnej. 
Tłuszcz ten jest jednak bogatszy w kwas 
α-linolenowy. W  jednych badaniach 
w  mięśniu najdłuższym grzbietu koni 
było 6,0% tłuszczu. Dla porównania mię-
śnie pobrane od bydła i trzody chlewnej 
zawierały odpowiednio 14,1 i 16,1% tłusz-
czu. Zawartość kwasu α-linolenowego 
w lipidach mięśnia najdłuższego grzbietu 
koni wynosiła 1,4% sumy kwasów tłusz-
czowych. W  przypadku bydła i  trzody 
chlewnej wartość ta wynosiła odpowied-
nio 0,1  i  0,6% sumy kwasów tłuszczo-
wych. Mięśnie pobrane od koni i  trzo-
dy chlewnej mają znacznie więcej kwasu 

linolowego, który należy do wieloniena-
syconych kwasów tłuszczowych rodzi-
ny n-6 – ponad 10% sumy kwasów tłusz-
czowych. W przypadku bydła wartość ta 
wynosiła tylko 1,6%. Stwierdzono, że sto-
sunek stężenia kwasów tłuszczowych ro-
dziny n-6 do stężenia kwasów tłuszczo-
wych rodziny n-3 w mięśniu najdłuższym 
grzbietu koni nieznacznie przekracza 10:1 
(1). Kwas linolowy jest jednym z trzech 
kwasów tłuszczowych, które występu-
ją w największych ilościach w mięśniach 
szkieletowych źrebiąt. Tylko dwa kwasy 
tłuszczowe występują w wyższych stęże-
niach: oleinowy i  palmitooleinowy. Po-
szczególne mięśnie różnią się między 
sobą pod względem zawartości kwasów 
tłuszczowych rodziny n-3. W jednych ba-
daniach najwięcej tych kwasów wykryto 
w  mięśniach lędźwiowych (prawie 15% 
sumy kwasów tłuszczowych; 2).

Profil kwasów tłuszczowych tkanki 
mięśniowej ulega pewnym zmianom wraz 

Kwasy tłuszczowe rodziny n-3  
w żywieniu koni
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