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Περίληψη
Η πρακτική εφαρμογή των τεχνολογιών αναπαραγωγής διευκολύνεται και αρκετά συχνά εξαρτάται από
το βαθμό επιτυχίας της κρυοσυντήρησης των γαμετών και των εμβρύων. Αρκετά συχνά παρουσιάζονται
δυσκολίες και περιορισμοί στην επιτυχία συντήρησης των γαμετών και των εμβρύων γεγονός που επι-
δρά αρνητικά στα ποσοστά γονιμοποίησης. Κατά καιρούς έχουν επινοηθεί διάφορες μέθοδοι για τη βελ-
τίωση της κρυοσυντήρησης των ωαρίων και των εμβρύων, τόσο σε πειραματικό επίπεδο, σε ζώα όσο και
στους ανθρώπους. Σήμερα η βραδεία κατάψυξη, παρά  τους περιορισμούς και τα μειονεκτήματα της
έχει καταστεί η πιο διαδεδομένη μέθοδος. Οι πιο σύγχρονες συσκευές προγραμματισμένης κρυοσυντή-
ρησης παρέχουν παραμέτρους και λογισμικά μεγάλης ακρίβειας για την επιτυχημένη κατάψυξη.
Εντούτοις, τα τελευταία χρόνια υπάρχουν ενδείξεις κάποιων θεμελιωδών αλλαγών στη φιλοσοφία της
συντήρησης των γαμετών και εμβρύων. Σε αντίθεση με την κατεστημένη έως σήμερα αντίληψη η πιο
πρόσφατη βιβλιογραφία καταδεικνύει ότι η μέθοδος της βραδείας κατάψυξης θα αποτελέσει σύντομα
παρελθόν στον τομέα της εμβρυολογίας. Ο στόχος του άρθρου αυτού είναι να καταστήσει σαφή τα νέα
δεδομένα, όσον αφορά την υαλοποίηση, αλλά και να ορίσει τις μελλοντικές προοπτικές. Από τις αρχές
του 2006 που ξεκινήσαμε τη μέθοδο αυτή σε 14 ασθενείς, μετά την απόψυξη των εμβρύων τους επετεύ-
χθησαν έξι κυήσεις, ποσοστό 42,8%, εκ των οποίων πέντε κλινικές κυήσεις και μία αποβολή. Η μία γέν-
νησε ήδη στην κλινική μας στην 36η εβδομάδα ένα υγιές κοριτσάκι βάρους  2190gr. στις  29-11-2006 και
η δεύτερη γέννησε στις 22-01-2007 ένα υγιές αγοράκι βάρους 3750gr.

Λέξεις κλειδιά: εξωσωματική γονιμοποίηση, ενδοωαριακή σπερματέγχυση, υπογονιμότητα, κρυοσυντήρηση

Εισαγωγή
Οι πρώτες επιτυχίες στην κρυοσυντήρηση εμβρύου
θηλαστικού επιτεύχθηκαν στις αρχές τις δεκαετίας 

του 1970, οι πρώτες ανθρώπινες εγκυμοσύνες ήταν
γεγονός το 1983, ενώ το 2001 πραγματοποιήθηκε η
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εμβρυομεταφορά κατεψυγμένου εμβρύου.1 Στις
δύο τελευταίες δεκαετίες διακρίνονται δύο κύριες
ομάδες μεθόδων. Η πρώτη είναι η βραδεία κατά-
ψυξη και η δεύτερη είναι η υαλοποίηση. Η αποθή-
κευση, απόψυξη και ενυδάτωση διαφέρει πολύ λί-
γο ανάμεσα στις δύο τεχνικές. Η κύρια διαφορά
βρίσκεται στην προσθήκη των κρυοπροστατευτι-
κών και στην κατάψυξη. 
Η βραδεία κατάψυξη μπορεί να ερμηνευθεί σαν
μία προσπάθεια να δημιουργηθεί μία ευαίσθητη
ισορροπία μεταξύ διαφόρων επικίνδυνων παραγό-
ντων όπως ο σχηματισμός κρυστάλλων, η ρήξη, η
τοξική και οσμωτική βλάβη. Δημιουργείται μία
ισορροπία για τα έμβρυα και τα ωοκύτταρα σε δια-
λύματα διαπερατών και μη διαπερατών κρυοπρο-
στατευτικών 1-2 mol/l και στη συνέχεια τοποθετού-
νται σε straws 0.25mls. Στη συνέχεια πραγματοποι-
είται ταχεία κατάψυξη στους -6οC, με ρυθμιζόμενο
ρυθμό κατάψυξης. Στους -6οC προκαλείται δημι-
ουργία κρυστάλλων στο διαλύτη, μακριά από το έμ-
βρυο και το ωάριο. Τα υπόλoιπα βήματα πραγμα-
τοποιούνται από τη συσκευή. Ο ρυθμός κατάψυξης
στη συνέχεια είναι συνήθως 0.3 και 1οC/min. Στη
βραδεία κατάψυξη, οι τοξικές και οσμωτικές βλά-
βες που προκαλούνται από τους κρυοπροστατευτι-
κούς διαλύτες μπορεί να μην είναι τόσο σοβαρές.
Εντούτοις αυτές οι συγκεντρώσεις δεν επαρκούν
στο να εμποδίσουν εντελώς το σχηματισμό μικρο-
κρυστάλλων και γι'αυτό το λόγο απαιτούνται μι-
κροχειρισμοί, για την αποφυγή δημιουργίας μικρο-
κρυστάλλων. Η βραδεία κατάψυξη είναι αυτή που
βοηθά στην ελεγχόμενη και περιορισμένη ανάπτυ-
ξη του πάγου. Ο βραδύς ρυθμός της διαδικασίας
επιτρέπει  την ανταλλαγή μεταξύ ενδοκυττάριων
και εξωκυττάριων υγρών, χωρίς σοβαρές οσμωτι-
κές διαταραχές και παραμόρφωση των κυττάρων.2
Με την υαλοποίηση εξαλείφονται πλήρως οι μικρο-
κρύσταλλοι, μία από τις κύριες αιτίες βλαβών των
κυττάρων. Γι' αυτό η μέθοδος μπορεί να θεωρηθεί
σαν μία ριζοσπαστική προσέγγιση. Για να επιτευ-
χθεί η υαλοποίηση των διαλυτών απαιτείται ρα-
γδαία αύξηση των ρυθμών κατάψυξης και των συ-
γκεντρώσεων των  κρυοπροστατευτικών. Όσο τα-
χύτερη είναι η κατάψυξη τόσο μικρότερη είναι η
απαιτούμενη συγκέντρωση των κρυοπροστατευτι-
κών και αντίθετα. Ο στόχος κατά την υαλοποίηση
είναι αφενός η επίτευξη ενός ασφαλούς συστήμα-
τος ταχύτατης και αξιόπιστης κατάψυξης και από-
ψυξης, αποφεύγοντας συγχρόνως τις ρήξεις της
διαφανούς ζώνης ή των κυττάρων και αφετέρου η
ελαχιστοποίηση των τοξικών και οσμωτικών βλα-
βών των κρυοπροστατευτικών. Η συρρίκνωση των

κυττάρων προκαλείται από τα μη διαπερατά κρυο-
προστατευτικά και την ατελή διείσδυση των διαπε-
ρατών και μπορεί να οδηγήσει σε σχετική αύξηση
της ενδοκυττάριας συγκέντρωσης των μακρομο-
ρίων, κάτι που είναι υπεραρκετό να εμποδίσει τον
ενδοκυττάριο σχηματισμό κρυστάλλων.3, 4

Βλάβες, πρόληψη και επιδιόρθωση κατά τη
διαδικασία της κρυοσυντήρης

Η θερμοκρασία του σώματος στα περισσότερα θη-
λαστικά και φυσικά στον άνθρωπο είναι αυστηρά
ρυθμιζόμενη. Η κατάψυξη σε θερμοκρασίες κάτω
από το μηδέν δεν συμβαίνει ποτέ σε φυσιολογικές
συνθήκες στον άνθρωπο. Βλάβες μπορεί να προκλη-
θούν σε όλες τις φάσεις της διαδικασίας της κρυοσυ-
ντήρησης. Η κατανόηση των μηχανισμών και των αι-
τίων των βλαβών αυτών μπορεί να βοηθήσει στη δη-
μιουργία τεχνικών ικανών να τις προλαμβάνουν στο
μέγιστο δυνατό βαθμό.
Κατά τη διάρκεια της κατάψυξης μπορεί να προκλη-
θούν τρεις τύποι βλαβών ανάλογα με τα επίπεδα
θερμοκρασίας εντός του κυττάρου. Σε σχετικά υψη-
λές θερμοκρασίες μεταξύ +15ο και - 5οC, μπορεί να
προκληθούν βλάβες κυρίως στα κυτταροπλασματικά
λιπίδια  και μικροσωληνάρια συμπεριλαμβανομένης
της μειωτικής ατράκτου.5,6,7 Ενώ η τελευταία βλάβη
μπορεί να είναι αναστρέψιμη, η πρώτη είναι πάντα
μη αναστρέψιμη και οδηγεί στο θάνατο των κρυο-
διατηρημένων, πλούσιων σε λιπίδια ωαρίων και εμ-
βρύων. Μεταξύ των -5 και -80οC, ο εξωκυττάριος ή
κατά κύριο λόγω ο ενδοκυττάριος σχηματισμός κρυ-
στάλλων πάγου είναι η κύρια αιτία τραυματισμών,
ενώ μεταξύ -50 και -150οC συμβαίνουν βλάβες ρήξης
στη διαφανή ζώνη ή το κυτταρόπλασμα8, παρόλο
που ο ακριβής μηχανισμός δεν είναι απόλυτα γνω-
στός. Εντούτοις είναι απίθανο να συμβεί ρήξη της
διαφανούς ζώνης, μόνο σαν επακόλουθο του οσμω-
τικού στρες, όπως αρχικά πιστεύονταν.9
H συντήρηση των ωαρίων ή των εμβρύων γίνεται
στους -196οC, συνήθως σε υγρό άζωτο.  Είναι πιθα-
νόν η λιγότερο επικίνδυνη φάση της διαδικασίας
κρυοσυντήρησης. Συνήθως η κατά λάθος αύξηση
της θερμοκρασίας είναι η κυριότερη αιτία βλάβης
στη φάση αυτή, ενώ η ακτινοβολία φαίνεται πως
παίζει δευτερεύοντα ρόλο.1 Εντούτοις υπάρχει αυ-
ξημένος σκεπτικισμός όσον αφορά την πιθανότητα
μετάδοσης ασθενειών μεταξύ των αποθηκευμένων
δειγμάτων, μέσω του υγρού αζώτου. Κατά τη διαδι-
κασία απόψυξης μπορεί να προκληθούν ίδιου τύ-
που βλάβες με τη διαδικασία κατάψυξης.
Όλα τα ωάρια και έμβρυα μπορεί να υποστούν ση-
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μαντικές βλάβες κατά την κατάψυξη και απόψυξη.
Ευτυχώς αυτές οι βλάβες είναι τις περισσότερες
φορές αναστρέψιμες από τα ίδια τα κύτταρα. Ο
στόχος της κρυοσυντήρησης είναι ακριβώς ο ίδιος
με αυτόν της ιατρικής, δηλαδή να ελαχιστοποιηθεί
η βλάβη και να βοηθήσει στην αναγέννηση. Σχεδόν
όλες οι στρατηγικές κρυοσυντήρησης στηρίζονται
σε δύο παράγοντες: στους κρυοπροστατευτικούς
και στους ρυθμούς κατάψυξης-απόψυξης. Στην κα-
τηγορία αυτή περιλαμβάνονται πολλά υλικά χαμη-
λού μοριακού βάρους όπως η αιθανόλη, αλλά και
σύνθετα υλικά όπως ο ορός ή ο λεκιθικός ασκός.
Τα υλικά αυτά μπορεί είτε να εισχωρήσουν στο
κύτταρο (διαπερατά) ή να παραμείνουν εκτός του
κυττάρου (μη διαπερατά). Ο κύριος ρόλος των
προστατευτικών αυτών υλικών είναι να ελαχιστο-
ποιήσουν το σχηματισμό κρυστάλλων. Ένας παρό-
μοιος μηχανισμός όπως η οσμωτική αφυδάτωση
μπορεί να παίζει σημαντικό ρόλο στην προστατευ-
τική δράση των  μη διαπερατών κυτταροπροστα-
τευτικών. Επιπλέον και οι δύο τύποι κυτταροπρο-
στατευτικών μπορεί να έχουν επιπλέον προστατευ-
τικούς μηχανισμούς, όπως για παράδειγμα η στα-
θεροποίηση των ενδοκυττάριων δομών και της κυτ-
ταρικής μεμβράνης. Δυστυχώς τα σταθεροποιητικά
έχουν κάποιες αρνητικές επιπτώσεις, όπως τοξικό-
τητα και οσμωτικές βλάβες. 
Ο ρυθμός κατάψυξης εξαρτάται από τη χρησιμο-
ποιούμενη μέθοδο, από μέτρια ή κατά βήμα κατά-
ψυξη μεταξύ της φυσιολογικής θερμοκρασίας
στους -4οC, αυστηρά ελεγχόμενοι ρυθμοί κατάψυ-
ξης στους - 40οC ή - 80οC και στη συνέχεια έγχυση
του υγρού αζώτου, είτε με ταχύ ρυθμό (γύρω στους
200οC/min) ή με υπερταχύ ρυθμό (έως και 20.000-
100.000ο C/min) για όλοκληρο το εύρος των θερμο-
κρασιών.1, 3 Επίσης, η απόψυξη μπορεί να πραγμα-
τοποιηθεί σταδιακά, είτε με ελεγχόμενη σταδιακή
αύξηση της θερμοκρασίας, ή με ταχεία αύξηση με
τους ρυθμούς που προαναφέρθηκαν.  
Δεν είναι πλήρως κατανοητοί οι μηχανισμοί με
τους οποίους προκαλούνται οι βλάβες κατά την
κρυοσυντήρηση, αλλά ούτε και πως δρουν τα διά-
φορα κρυοπροστατευτικά. Είναι πολύ δύσκολο να
πραγματοποιηθούν μορφολογικές αναλύσεις των
ενδοκυττάριων δομών, κατά τη διάρκεια της διαδι-
κασίας κατάψυξης σε θερμοκρασίες κάτω από το
μηδέν. Οι πιο συνηθισμένες μέθοδοι στηρίζονται
στην παρατήρηση της επίδρασης των κρυοπροστα-
τευτικών, χωρίς όμως να υπάρχουν συνθήκες κατά-
ψυξης ή απόψυξης, ή κάνοντας αναδρομικές υπο-
θέσεις στηριζόμενοι στις βλάβες που προκαλούνται
μετά την απόψυξη. Λόγω όλων αυτών των αμφιβο-

λιών και αβεβαιοτήτων δεν προκαλεί καμία εντύ-
πωση το γεγονός ότι οι υπάρχουσες τεχνικές κρυο-
συντήρησης στηρίχθηκαν κατά κύριο λόγο σε
εμπειρικές μεθόδους, σε μελέτες που έγιναν με το
στερεομικροσκόπιο και που επιβεβαιώθηκαν από
το αποτέλεσμα (in vitro και in vivo επιβίωση).
Οι διάφοροι μηχανισμοί εξηγήθηκαν αργότερα με
υποθέσεις, που στηρίχθηκαν σε αναλογικά μοντέλα
και υπολογισμούς. Παραδόξως, σε μερικές περι-
πτώσεις, ακόμη και αυτές οι υποθέσεις δεν μπο-
ρούν να αποκαλύψουν τη λογική εξήγηση και
υπάρχουν ακόμη περιπτώσεις όπου ωοκύτταρα και
έμβρυα επιβιώνουν στην κρυοσυντήρηση και ανα-
πτύσσονται αργότερα, ακόμη και όταν οι βλάβες
που προκαλούνται λόγω της χρησιμοποιούμενης τε-
χνικής θα έπρεπε να τα είχε θανατώσει, όπως συμ-
βαίνει στην υπερταχεία κρυοσυντήρηση.

Κρυοπροστατευτικά στην υαλοποίηση

Σε γενικές γραμμές στην υαλοποίηση χρησιμοποι-
ούνται τα ίδια κρυοπροστατευτικά με τις μεθόδους
βραδείας κατάψυξης. Εντούτοις διαφέρουν οι συ-
γκεντρώσεις τους. Καθώς απαιτούνται μεγάλες συ-
γκεντρώσεις κρυοπροστατευτικών θα πρέπει να
αποφευχθεί όσο το δυνατό ο κίνδυνος τοξικής ή
οσμωτικής βλάβης. Έχουν χρησιμοποιηθεί διάφο-
ρα σχήματα, ώστε να βρεθεί το λιγότερο τοξικό.
Συνήθως χρησιμοποιείται συνδυασμός δύο ή και
τριών κρυοπροστατευτικών από τα οποία τουλάχι-
στον το ένα είναι διαπερατό. Διάφορα διαπερατά
κρυοπροστατευτικά  έχουν δοκιμαστεί όπως η προ-
πιλενική γλυκόλη, η ακεταμίδη, η γλυκερόλη, η ρα-
φινόζη και η αιθυλενική γλυκόλη. Η τελευταία φαί-
νεται πως είναι η καλύτερη επιλογή όσον αφορά
την τοξικότητα, αλλά και την διαπερατότητα του
μείγματος.9,10 Όσον αφορά τα μη διαπερατά κρυο-
προστατευτικά χρησιμοποιοήθηκαν μόνο οι πολυ-
σακχαρίτες, όπως η σουκρόζη, η τρεχαλόζη, η γλυ-
κόζη και η γαλακτόζη.11 Η σουκρόζη χρησιμοποιεί-
ται κατά κύριο λόγο σαν συστατικό των μειγμάτων
των κρυοπροστατευτικών για την υαλοποίηση. 
H σουκρόζη, όπως και τα υπόλοιπα σάκχαρα μπο-
ρεί να μην έχουν τοξικές επιδράσεις σε χαμηλές
θερμοκρασίες, αλλά μπορεί όταν προστίθενται να
προκαλέσουν διόγκωση του κυττάρου, κάτι που
μπορεί να έχει αρνητικές συνέπεις στη βιωσιμότη-
τά του.12 Πρόσφατα, μία διαφορετική προσέγγιση
με ενδοκυττάρια έγχυση τρεχαλόζης οδήγησε σε
βελτιωμένη επιβίωση μετά την κρυοσυντήρηση. 
Η τρεχαλόζη εξουδετερώνεται άμεσα από το κυτ-
ταρόπλασμα και δε φαίνεται να εμποδίζει την ανά-
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πτυξη των κυττάρων.13,14 Παρά το γεγονός ότι
έχουν προταθεί διάφορα πολυμερίδια όπως το πο-
λυβυνίλιο, η πολυαιθυλενική γλυκόλη, το φουκόλ, η
δεξτράνη και η πολυβιλινική αλκοόλη, το φουκόλ
είναι αυτό που χρησιμοποιείται συνήθως σε μείγ-
ματα με σουκρόζη και αιθυλενική γλυκόλη.15,16 Τα
τελευταία χρόνια έχουν δημοσιευθεί διάφορες
αναφορές για τις θετικές επιδράσεις των αντιψυ-
κτικών πρωτεϊνών, που απομονώνονται από αρκτι-
κά ζώα ή αναλογικά συνθετικά και τα οποία έχουν
την ικανότητα να μειώνουν το σχηματισμό κρυ-
στάλλων.17 

Κίνδυνος μετάδοσης ασθενειών 
κατά την υαλοποίηση

Ίσως το σπουδαιότερο επιχείρημα ενάντια στη χρή-
ση της υαλοποίησης είναι η πιθανότητα μετάδοσης
ασθενειών μέσω του υγρού αζώτου. Ο κίνδυνος
όμως αυτός ουσιαστικά υπάρχει και στη συμβατική
μέθοδο κρυοσυντήρησης. Η συλλογή του σπέρματος
αλλά και του ωαρίου, καθώς και τα πρωτόκολλα
κρυοσυντήρησης δεν γίνονται υπό άσηπτες συνθή-
κες.18 Επίσης στην πλειονότητα των εργαστηρίων δεν
υπάρχει συστηματικός και συχνός καθαρισμός των
δειγμάτων και των συσκευών. 
Τεχνικά άλλωστε είναι πολύ δύσκολο. Η μόλυνση
μπορεί να συμβεί διαμέσου πόρων του πλαστικού αλ-
λά και λόγω ατελούς σύγκλισης. Άρα οι αποθηκευτι-
κές συσκευές υγρού αζώτου μπορεί να περιέχουν
έναν αριθμό από πιθανά παθογόνα μικρόβια και μι-
κροοργανισμούς. 
Δεν υπάρχουν μέχρι σήμερα αναφορές μετάδοσης
ασθενειών μέσω υγρού αζώτου, σε περιπτώσεις εμ-
βρυομεταφοράς. Ίσως η μήτρα έχει ένα αμυντικό
σύστημα που εξουδετερώνει τους λοιμογόνους παρά-
γοντες. Επίσης θα πρέπει να τονισθεί  πως οι πρό-
σφατες μέθοδοι υαλοποίησης παρέχουν υψηλότατο
βαθμό αντισηψίας των δειγμάτων, σε σχέση με τις
απλές διαδικασίες κρυοσυντήρησης. Σε κάποιες από
τις πρόσφατες τεχνικές υαλοποίησης δεν υπάρχει η
ανάγκη ούτε για απευθείας επαφή με υγρό άζωτο. Η
μέθοδος Cryoloop μπορεί να πραγματοποιηθεί με
επιτυχία με κατάψυξη στους ατμούς του υγρού αζώ-
του19, ενώ οι τεχνικές CPS (Closed- Pulled Straw) και
Cryotip είναι κλειστά συστήματα και τα δείγματα δεν
εκτίθενται στις μεθόδους, που χρησιμοποιούν μετα-

λικές επιφάνειες για κατάψυξη, όπως CMV.

Τεχνικές υαλοποίησης
Η πρώτη μέθοδος, που πλήρως χρησιμοποιήθηκε η
δυνατότητα της απευθείας επαφής  μικρού δείγμα-
τος ήταν η χρησιμοποίηση ηλεκτρονικών μικροσκο-
πικών χάλκινων grids για το δείγμα. Σε αυτή τη μέ-
θοδο το μέγεθος της σταγόνας που περιβάλει το
δείγμα είναι πολύ μικρή. Επίσης το χάλκινo περιτύ-
λιγμα επιταχύνει την κατάψυξη και απόψυξη. Η
αποθήκευση μπορεί να γίνει σε μικροφιαλλίδια γε-
μάτα με υγρό άζωτο.20,21 

H μέθοδος OPS (Open-Pulled Straw) αποτελεί μία
απλή τεχνική εφαρμογή. Ο στόχος είναι η μείωση
του απαιτούμενου όγκου του δείγματος με ελάττω-
ση της διαμέτρου του σωλήνα έγχυσης στο μισό του
αρχικού.22 Έτσι και η απαιτούμενη ποσότητα δια-
λύματος μειώνεται από 5μl σε λιγότερο από 1μl. Αυ-
τό έχει σαν αποτέλεσμα την αύξηση κατά 10 φορές
της ταχύτητας κατάψυξης, επιτυγχάνοντας έτσι μεί-
ωση κατά 30% της συγκέντρωσης του κρυοπροστα-
τευτικού,  που χρειάζεται για ασφαλή υαλοποίηση.
Η μέθοδος Cryoloop είναι η τρίτη μέθοδος, όπου
χρησιμοποιείται η αρχή της απευθείας επαφής για
κρυοσυντήρηση ωαρίου ή εμβρύου.19, 23 Χρησιμο-
ποιείται ειδικό εργαλείο από ένα loop από νάυλον,
ελάχιστη ποσότητα διαλύματος και ταχύτητες κατά-
ψυξης έως και 700.000οC/min.
Η Cryotop είναι η πιο πρόσφατη μέθοδος υαλοποί-
ησης. Με την τελευταία, τα ωάρια και έμβρυα το-
ποθετούνται σε ειδικό φίλμ, που στερεώνεται σε
πλαστικό σωλήνα. Το διάλυμα αφαιρείται σχεδόν
όλο με αναρρόφηση, ενώ το δείγμα τοποθετείται
σε υγρό άζωτο.24,25 Οι ταχύτητες που επιτυγχάνο-
νται είναι ακόμη μεγαλύτερες.  (Εικόνα 1,2)
Μετά την υαλοποίηση ακολουθεί η απόψυξη η
οποία πραγματοποιείται κατά τον ίδιο τρόπο με
την παραδοσιακή βραδεία απόψυξη. Τα κλειστά
συστήματα συνήθως βυθίζονται σε υδατόλουτρο,
ενώ τα ανοιχτά καταδύονται απευθείας στο μέσο,
ώστε η απόψυξη και η πρώτη αραίωση πραγματο-
ποιούνται ταυτόχρονα. Στα πρωτόκολλα απόψυξης
των υαλοποιημένων ωοκυττάρων και εμβρύων, η
αραίωση είναι διαδικασία πολλών σταδίων, με μεί-
ωση της συγκέντρωσης των οσμωτικών buffers
ώστε να αποφευχθεί η διόγκωση των κυττάρων από
τα διαπερατά κρυοπροστατευτικά, που φεύγουν
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αργά από τα κύτταρα.26,27

Αποτελέσματα της υαλοποίησης

Παρά το γεγονός πως 20 χρόνια πριν γεννήθηκε  το
πρώτο παιδί με κρυοσυντήρηση ωαρίου28, μέχρι
πρόσφατα η αποτελεσματικότητα της κρυοσυντή-
ρησης παραμένει σχετικά χαμηλή. Υπάρχουν διά-
φοροι μηχανισμοί που μπορεί να επηρεάσουν αρ-
νητικά τα αποτελέσματα, όπως το μέγεθος των ωο-
κυττάρων, η μικρή διαπερατότητα στο νερό, η ευαι-
σθησία της διαφανούς ζώνης, καθώς και βλάβες
στην άτρακτο και στα μιτοχόνδρια.11,29 Από την άλ-
λη η οσμωτική επίδραση δε φαίνεται να είναι τόσο
σοβαρή, ούτε και έχουν αναφερθεί χρωμοσωμικές
βλάβες.30 To γεγονός ότι κατά την υαλοποίηση
αποφεύγεται η έκθεση του ωαρίου σε μη φυσιολο-
γικές θερμοκρασίες αποτελεί πλεονέκτημα, όσον
αφορά την αποφυγή βλαβών της ατράκτου.31 Πρό-
σφατα, εντούτοις, έχει επιτευχθεί μία μεγάλη και-
νοτομία με τη μέθοδο Cryotop. Με τη μέθοδο αυτή
το 50% των υαλοποιημένων ωοκυττάρων ωρίμασαν
σε βλαστοκύστεις, μετά από ενδοκυτταρική έγχυση
και από 29 συνολικά εμβρυομεταφορές επιτεύχθη-
καν 12 εγκυμοσύνες και 10 γεννήσεις υγιών νεο-
γνών.24 H επιτυχία μπορεί να οφείλεται ίσως και
στον εξαιρετικά υψηλό ρυθμό κατάψυξης και από-
ψυξης, που επιτυγχάνεται λόγω του ελάχιστου
όγκου του κρυοπροστατευτικού, όπως και λόγω
των προσεκτικά επιλεγμένων παραμέτρων, που
μειώνουν τα τοξικά και οσμωτικά φαινόμενα.7, 32

Τα ποσοστά εγκυμοσύνης μετά από εμβρυομετεφο-
ρά με βραδεία κρυοσυντήρηση είναι τα δύο τρίτα
αυτών που επιτυγχάνονται, μετά από εμβρυομετα-
φορά μη κατεψυγμένων εμβρύων.33 Τo 2005, δημο-
σιεύθηκαν τρεις συγκριτικές μελέτες και όλες κα-
τέληξαν ότι η υαλοποίηση είναι καταλληλότερη μέ-
θοδος κρυοσυντήρησης ανθρώπινων εμβρύων, σε

σχέση με τη βραδεία κατάψυξη. Ο Zheng και συ-
νεργάτες34 συνέκριναν την υαλοποίηση με τρεις
διαφορετικές μεθόδους βραδείας κατάψυξης και
κατέληξαν ότι τα ποσοστά επιβίωσης ήταν υψηλό-
τερα με την πρώτη. Μία άλλη μελέτη σύγκρινε την
υαλοποίηση  Cryotop με τη βραδεία κρυοσυντήρη-
ση και παρατηρήθηκε σημαντική διαφορά στον
αριθμό κυήσεων, μετά από 44 εμβρυομεταφορές
(50% έναντι 16.75 αντίστοιχα).35 Η μεγαλύτερη συ-
γκριτική μελέτη μεταξύ της βραδείας κρυοσυντήρη-
σης και της υαλοποίησης στηρίχθηκε στην κρυοσυ-
ντήρηση περισσότερων από 16.000 ανθρώπινων εμ-
βρύων.25 Η υαλοποίηση Cryotop βρέθηκε να υπερ-
τερεί για την κρυοσυντήρηση εμβρύων στην επι-
βίωση, διαίρεση των κυττάρων και ανάπτυξη. Επί-
σης παρατηρήθηκαν αυξημένα ποσοστά επιβίωσης
στο στάδιο των 4 κυττάρων και στο στάδιο της βλα-
στοκύστης των ανθρώπινων εμβρύων με την υαλο-
ποίηση, σε σχέση με την βραδεία κατάψυξη. Φαίνε-
ται λοιπόν πως η υαλοποίηση είναι κάτι παραπάνω
από αποτελεσματική, όταν χρησιμοποιείται κάτω
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από σωστές συνθήκες.36

Εμείς ξεκινήσαμε στις αρχές του 2006 με την υαλο-
ποίηση. Σε 14 ασθενείς αποψύχθηκαν 61 έμβρυα
και έγιναν 14 εμβρυομεταφορές. Το ποσοστό επι-
βίωσης των εμβρύων ήταν 100%. Επίσης η ποιότητά
τους δεν διέφερε σημαντικά από αυτή των μη κατε-
ψυγμένων εμβρύων. Επιτεύχθησαν έξι κυήσεις
42,8%, ποσοστό αρκετά υψηλό. Στο πρώτο τρίμηνο
είχαμε μία αποβολή ενώ οι τέσσερις κυήσεις είναι
αρκετά προχωρημένες. Στις 29-11-2006 η μία γέννη-
σε στην κλινική μας στην 36η εβδομάδα ένα υγιές
κοριτσάκι βάρους  2190gr και η δεύτερη γέννησε
στις 22-01-2007 ένα υγιές αγοράκι βάρους 3750gr. 

Συμπέρασμα

Τα τελευταία χρόνια φαίνεται πως υπάρχουν αρκε-
τά ενθαρρυντικά αποτελέσματα από μελέτες όσον
αφορά την υαλοποίηση. Όλο και περισσότεροι
ερευνητές δείχνουν να εμπιστεύονται και να κατα-
νοούν τα πλεονεκτήματα της μεθόδου, όσον αφορά
τη συντήρηση των γαμετών και εμβρύων αλλά και
την επιτυχημένη γονιμοποίηση. Ίσως η υαλοποίηση
να αποτελέσει  τη λύση στα προβλήματα, που αντι-
μετωπίζονται κατά τη διαδικασία της βραδείας κα-
τάψυξης. Σίγουρα θα πρέπει να αναπτυχθούν διε-
θνώς περισσότερα πρωτόκολλα, τα οποία να είναι
βελτιωμένα, προσεκτικά ελεγμένα και ευρύτερα
αποδεκτά.   
Ο αριθμός των δικών μας περιστατικών είναι μι-
κρός επειδή πρόκειται για πρόδρομη ανακοίνωση.
Ωστόσο το ποσοστό των κλινικών κυήσεων ήταν
42,8%, δηλαδή είναι αρκετά υψηλό και συγκρίσιμο
με τα διεθνή πρότυπα. Θα ακολουθήσει στο μέλλον
νέα ανακοίνωση με περισσότερα περιστατικά, έτσι
ώστε τα στατιστικά στοιχεία να είναι πιο αξιόπιστα.
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Summary

The widespread practical application of reproduc-
tive technologies is facilitated and depends a lot of
times on the success rate of cryopreservation of
both gametes and embryos. Very often, difficulties
and restrictions on the ability to store gametes and
embryos have a negative effect on the success rates
of in vitro fertilization (IVF).  Considerable efforts
have been expended in gamete and embryo cryop-
reservation, both in animal and human field. Now-
days, slow freezing, in spite of its well known limita-
tions, has become highly standardized and available
internationally. Programmable freezers are offered
with precisely determined parameters and ready
made media for freezing. Recently, however, signs
of fundamental changes in the philosophy and strat-
egy of freezing of gametes and embryos can be de-
tected. In contrast with the usual current policy, the
more recent scientific evidence shows that slow
freezing has very little if any future in the field of
embryology. This article attempts to summarize the
main features of this progress in vitrification and to
outline future perspectives. 

Key words: IVF, ICSI, infertility, slow freezing.
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