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Organizace predmetu
EMKOO0811p Kryoprezervace

1) Uvodni pfednéaska - zakladni metody kryoprezervace v biologii, historie technik kryokonzervace
2) Princip metod kryoprezervace tkani a bunék, kryoprotektiva a jejich uziti v kryokonzervaci tkani

3) Vitrifikace embryi - zpusoby, stadia mrazeni, doba uchovavani, pozadavky SUKL

)
)
)
4) Vitrifikace oocytu - zpusoby, efektivita, vyuziti - darcovsky program, social freezing
5) Kryokonzervace spermii - podminky skladovani, typy nosi¢l, poZzadavky SUKL

6) Kryokonzervace ovarialni a testikularni tkané

7) Legislativni a etické otazky spojené s kryokonzervaci a uchovavanim lidskych gamet a embryi,
souCasné trendy metod ART vyuzivajici vitrifikace, neonatologickeé vysledky ve vztahu k vitrifikaci

embryi a gamet

Zkouska: test otazky a,b,c maximalni po€et 30 bodu + 2 samostatné otazky za 5 bodu

Maximalni zisk 40 bodu, 37-40 A, 33-36 B, 29-32 C, 25-28 D, 21-24 E, pod 21 F
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FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Historie kryokonzeravce

1668 — Rober Boyle, zakladatel moderni chemie zverejnil praci ,New
Experiments and Observations Touching Cold“ irsky filozof vé&fil, Ze néktera

zvirata lze zmrazit a opét ozivit pokud se pomalu rozmrazi

1898 — rusky fyzik G. Tammann piSe o tom, Ze molekuly slou€enin uhliku

mohou ztuhnout v podobé amorfniho skla aniz by vytvofily krystaly

1940 — kniha ,Life and Death at Low Temperatures” zaklad pro dalSi rozvoj

oboru a jeji autor Svycarsky knéz B.J.Luyet se stal otcem oboru kryobiologie

1949 — prace ,Revival of Spermatozoa after Dehydration and Vitrification at

Low Temperatures® prvni efektivni pouziti glycerolu jako kryoprotektiva (Polge

Christopher, Audrey Ursula Smith, and Alan Sterling Parkes)




Historie krykonzervace v CR

11952 zalozeni Tkanove ustfedny v Hradci Kraloveé (prof. Klen)

FEROX

11966 Ferox Decin zacCal vyrabét kryokontejnery
111969 Sekce pro biologii nizkych teplot (prof. Klen) v CSBS : e |

111992 zahajen program kryokonzervace embryi (FN Brno)

11993 prvni dit& po KET v CR (FN Brno)

112003 prvni dité narozené po vitrifikaci oocytl (Pronatal Praha)
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AN Sntitlejr
or
/> Cryobiology

Odborné spolecnosti

1The Society for Cryobiology zalozena v roce 1964

Isekce pro biologii nizkych teplot v ramci Ceské biologické
spolecCnosti, vznikla v roce 1969
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FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Historie kryokonzervace v reprodukci:

1775 - Lazaro Spallanzani se pokusil uchovat spermie ochlazenim
ve snéhu, prvni kdo popsal vliv nizkych teplot na spermie, prvni Ul u

psa

1952 — prvni prace zamérené na mrazeni bycCiho ejakulatu a

jeho pouziti pro inseminace

1954 — technika mrazeni lidskych spermii a jejich pouziti

(J.K. Sherman, R. Bunge - University of lowa)

1972 — prvni mysSi mladata narozena po kryokonzervaci
embryi (lan Wilmut a DG Whitting)




Historie kryoprezervace v reprodukci - clovek
n? B

1983 — prvni tehotenstvi po KET lidskych embryi, mrazeni 8 dni po IVF

(australsti Iékafi Trounson a Mohr)

1986 — uspésné mrazeni lidskych oocytl, porod dvoj¢at (australsky védec
Ch. Chen)

1999 — narozeni prvniho ditéte po pouZiti vitrifikovanych oocytl (doktorka

Lilia Kuleshova)




FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Historie kryokonzervace v IVF

History of cryopreservation in ART

LIFE AMDY DEATH AT L%

Slow freezing of Slow

R domestic animal Slow freezing of  Ultrarapid
embryos freezing of humagn VItFIﬁCﬂtIO-n with EM
human oocytes grids
embryos

Vitrification of
Slow freezing mouse oocytes

OPS Ultrarapid
Vitrification
of mouse
embryos Vitrification of Vitrification of CryolLoop
mouse embryos bovine CryoTip

blastocysts Ultrarapid

Vitrification

1935 1948 1972 1973/1974 1983 1985 1989 1993 1996 1997 1999

“It is more difficult to destroy a prejudice than an atom”
Albert Einstein
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FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Historie kryokonzervace v IVF

1. Slow freezing (Equilibrium freezing)

1888 Human cocyls
1872 Mouse ambryo Chan al al.

Whittingham et al.

T —— 1883 Human ambryo

Trouwnson af al.

1980

1885 Mousa embryo 1988 Human oocyle
Rall and Fahy 1880 Human ambryo Kulashowva ef al.

Barg et al.
Gondts af al,

2. Vitrification (Non-Equilibrium freezing)




Soucasnost

_Ikryokonzervace gamet a embryi je v dnesni dobé zakladni, nedilnou a
nepostradatelnou soucasti leCby neplodnosti nebo zachovani plodnosti
_Ikryokonzervace je nutna pro politiku transferu jednoho embrya a uchovani
prebytecnych embryi
"INejCastejsi indikace ke KET:
. odlozeni embryotransferu v pfipadé OHSS
. patologie délohy
. suboptimalni budovani endometria
. preimplantacni geneticke testovani, PGT (pouze 5. den)

Ipokrok v poslednich desetiletich umoznil kryokonzervaci lidskych oocytt —|| U Il I

v rwv s

nejnaro¢néjsi proces v kryokonzervaci lidskych bunék MED



Soucasnost

“Imasivni rozSifeni kryokonzervace

[Jtechnologie vitrifikace jiz zcela zménila dosah IVF laboratore s
"neuvéritelnym dopadem na kazdodenni Zivot". Vitrifikace oocytl neni
"doplnék”, ale hraje kliCovou roli v IéCbé neplodnosti ve svém bezpecnostnim
potencialu (segmentace, pfenos jednoho embrya) a aplikaci (banka vajicek
pro darovani oocytl, zachovani plodnosti u pacientu s rakovinou...).

ESHRE Campus, Laura Rienzi 2022
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Pocet narozenych deti ve svete (ESHRE 2023)

“lcelkem minimalné 12 miliont déti od roku 1978

"1Cina 900 tis., Japonsko 455 tis., USA 280 tis., Spanélsko 129 tis.
‘Icelosvétové je vic KET nez FET

‘v roce 201940 % FET a 60 % KET

“lv roce 2019 38 % vSech aspiraci je freeze all

Percentage of ART Cycles in Which All Embryos Were Cryopreserved
45%

0.7%
40%

0TH
USA
25%
19.5%
2055
15.6%:
—_— n
|_.zn R 11E% 13.1%
10%  7.9% 8.5% ia
0%

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013




Neustale stoupa pocet KET cyklti v CR

- diky strategii eSET (elektivni single embryo transfer) od roku 2010 nartsta KET
- narusta pocet cyklu freez all

50 000

45 000

40 000

35 000 r

30 000 I —

25 000 -1

20 000 F

15 000

10 000 —
5000 —

0 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 2019 | 2020

Djina | 67 | 39 | 19 | 27 9 17 | 36 | 3 19 | 64 | 15 | 12 8 4
mfreez| O 26 | 231 | 194 | 152 | 426 | 548 | 663 | 789 | 1280 | 2081 | 2698 | 3180 | 3031
DEmR| 0 10 | 94 | 126 | 90 | 169 | 317 | 275 | 480 | 476 | 475 | 391 | 992 | 783
BOoR| 0 | 153 |2246 | 2829 | 3735 | 4297 | 5199 | 5643 | 5769 | 6557 | 6057 | 5913 | 6015 | 4531
Ded 675 | 1555|1900 | 2361 | 3110 | 3696 | 4319 | 4924 | 5018 | 5374 | 5003 | 5593 | 5394 | 4077
Dket |4218 4793|4896 | 5025 | 4520 | 6224 | 7715|9507 |11240/12260/13714|14817|16173|14957
DOpgd | 530 | 590 | 478 | 503 | 608 | 754 |1131|1552|1561| O 0 0 0 0
mivf  |12192|14150(12843({12733/12326(12296/12980/13280(13205/15006(15428|15441/14818(12598
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Cykly KET v CR

12 000

10 000

8 000

6 000
4 000 B
) -
0 2(}1[}52[}11 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 ‘Eﬂﬁ 2019 | 2020
BCZ 3767 | 3170 | 3994 | 4753 | 0633 | 65952 | 7426 | 8139 | 8359 | 0049 @ 9667
OnonCZ | 1258 | 1350 | 2230 | 2962 | 3854 @ 4688 | 4834 | 5575 | 6458 | 7124 @ 5290
MUNI
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Freeze all v CR

2 500
2 000
1500 |
1000 H
500 | l \
0 el | el -[‘ ‘[‘ : .ﬂ ||
2010 | 2011 | 2012 | 2013 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 2020
BCZ 62 54 113 120 164 193 940 | 1284 1624 | 1989 2004
pnonCZ | 132 98 | 313 428 | 499 596 340 797 | 1074 | 1191 | 1027

% nonCZ | 68,0%  64,5% | 73,5% | 78,1% | 75,3% | 75,5%  26,6% | 38,3% 39,8% | 37,5% | 33,9% |
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Poéet narozenych déti v CR po IVF
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Cycle segmentation

_ifreeze all "zmrazeni vS8ech" - vSech oocytl/embryi

optimalizovana stimulace vaje¢niku, véetné konecného zrani oocytu spousténého
agonistou GnRH (Decapeptyl) v antagonistickem cyklu (nevyhodou je Casny nastup

luteolyzy)
- vSechny oocyty a/nebo embrya jsou kryokonzervovany (segment A)

- pfeneseny do receptivniho endometria v nasledujicim cyklu (segment B)

Itouto strategii Ize riziko OHSS témér eliminovat
“1zlepSeni klinické miry téhotenstvi pfi pouziti kryokonzervovanych ve srovnani s

cerstvymi embryi

_Ikryokonzervace nemuze zarucit pfeziti vSech embryi, ale tyto vysledky jasné
podtrhuji uziteCnost kryokonzervace pfi zvySovani bezpecnosti IVF 1€Cby MU

MED



Metody kryokonzervace

[Ipuvodni hypotéza byla zalozena na tom, Ze se snizZujici se teplotou se

zpomaluji biologické déje a ze tedy pfi zamrazeni dojde k zastaveni déju,
které se nasledné po rozmrazeni obnovi
bylo vSak zjiSténo, Zze bunky béhem mrazeni a rozmrazeni odumiraji
‘ldochazi k poskozeni bunék vlivem krystalizace ledu a kazda burika ma svuj

optimalni postup mrazeni rozmrazeni.
pokud je to pfilis rychlé — krystalky bunku zabiji
pokud pfili§ pomalu — vazné poskozeni dehydrataci

je obtizné mrazit organy, kde je vice typu bunék

- nadéji se proto stala vitrifikace — molekuly vody viabec nemrznou a
nevznikaji krystaly, jen prosté ztuhnou ve svém neusporadanéem stavu —
solidifikace, zeskelnéni

- pro toto potrebujeme velice rychlé zamrazeni a velice vysokou koncentraci
kryoprotektiv — vzorek je pak viskozni a nevzniknou ledové krystaly || Ul |

MED




Krystalizace vody ot S5
. : % 4
P e o

“Imaximalni hustota vody je pfi 4°C

_Ikrystalizace na ruznych defektech (napf. prachové Castice)

"ldestilovanou vodu Ize zchladit na -15°C bez krystalizace

Imaly podnét zpusobi jeji krystalizaci, Tg je -137 °C

krystalizace v hexagonalni soustavé, lomenny tvar molekuly vody s uhlem
105

Jusporadavaji do Sestiuhelnikového tvaru tak, ze na jednu molekulu vody se
vazou celkem cCtyfi dalsi

“lvznik skla — vitrifikace — ztrata rotacnich a translacnich stupnu volnosti za
zachovani pouze vazebnych vibraci uvnitr pevné molekularni struktury

Mulll
MED



Krystalizace vody v bunkach

"1buniky cca 90 % vody
Inejprve krystalizace extracelularni tekutiny

Dehydration

[lzvySuje se koncentrace latek extracelularni nezmrzlé frakci a tim vznika
osmoticky gradient mezi intra a extracelularnim prostorem

Inastava vypuzovani vody — dojde k bunécné dehydrataci vedouci k
strukturnim zménam bunécné membrany

Imembrana je poskozena a bunka umira

Cintracelularni krystalizace vede k poskozeni bunky
Ipokud ovsem je ochlazeni prilis rychle, tak se bunka vody nezbavi a
vzniknou intracelularni krystaly

Supercooling
and intracellular
ice formation




Poskozeni bunek pri mrazeni

Temperature (°C)

-196 —

Hypothermic storage

Supercooling
and intracellular
ice formation

High (CPA)
— toxicity

Cooling Warming

—— Slow cooling === Vitrification
(1-2°C min™) (>100°C min™)

Mulll
MED



L CEStce
Kryoprotektiva - CPA

* jsou v télech arktickych a antarktickych zvifat (hmyz, ryby, obojzivelnici) aby
minimalizovaly poSkozeni mrazem béhem zimni periody roku
* kryoprotektivum by mélo byt vysoce solubilni, penetrujici a minimalne toxickeé

« cilem kryoprotektiv je oddelit maximalni mnozstvi vody od bunék pred
samotnym zamrazenim

 voda je v embryonalnich bunkach nahrazovana permeabilnimi roztoky
kryoprotektiv na zaklade rozdilné koncentrace mezi extra a intracelularnim
médiem - tim se redukuje vznik nitrobunécnych ledovych krystalu

* beéhem vymeény latek dochazi k mirnému osmotickému smrstovani, ktere ale
neposkozuje embryo

*velmi dlouhé vystaveni embrya hyperosmotickému roztoku muze vést k silné
dehydrataci a toxicité MUNI

MED



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Kryoprotektiva v prirode

nékteré druhy hmyzu hromadi kryoprotektiva ve svém téle pred
nastupem zimy

larva drozofilni mouchy Chymomyza costata je pravdépodobné

VAR '4D &4

kapalného dusiku (-196 °C) v plné hydratovaném stavu.

larva pakomara Chironomus napfiklad obsahuje nezmrazenou
tekutinu jesteé pri -32 °C

paraziticka vosa Brochon cepti si vytvari glycerol, jehoz
koncentrace se v zimé zvySuje. Glycerol snizuje bod tuhnuti na
-17 °C, ale je znamo, ze larvy prezily ochlazeni az na -47 °C

krev arktickych ryb Trematomus zase obsahuje
glykoproteinovou nemrznouci smés, ktera je 200 az 500krat
ucinnéjSi nez sul, snizuje teplotu, za které se ledové krystalky
zvetsuji




FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

AFP - antifreeze proteins, AFGP — antifreeze glycopeptides

snizuji bod tuhnuti vody a zabranuji rustu ledovych krystalt ve zmrzlém

stadiu, brani rekrystalizaci

------

* lze nalézt v riznych zdrojich, jako jsou ryby, kvasinky, rostliny, bakterie
a hmyz

AFP maji Siroké uplatnéni pri mrazeni potravin, ochranu mrazovych
rostlin, kryochirurgii a kryokonzervaci bunék a tkani

«  AFP/AFGP jsou testovany jako kryoprotektiva pro mrazeni spermii

 AFGPS8 z aljaSské tresky Boreogadus saida zlepSil kryotoleranci

bovinnich blastocyst a oocytl




Kryoprotektiva

*  zmrazovaci techniky jsou zalozeny na pouziti jedné, nebo vice
ochrannych latek proti zmrznuti — kryoprotektiv (CPA)

Zpusoby pusobeni:

« vazou vodu a tim redukuji toxickeé vlivy vysokych koncentraci dalSich
sloucenin

* ochranuji buniky béhem pomalého mrazeni, kdy jsou buriky velmi
dehydrované a jsou obklopeny koncentrovanymi solemi

«  ve vysokych koncentracich minimalizuji poskozeni zpusobené vznikem

ledovych krystalu

pro procesy pomalého mrazeni se pouzivaji koncentrace kryoprotektiv okolo
1,5 M, pro vitrifikaci i vice nez 4 M



FAKULTNI
: NEMOCNICE
BRNO

Objev kryoprotektiv:

1949 — Christopher Polge realizuje své experimenty na kohoutich spermiich,
kdy pridaval glycerol do vzorka aby zvysil viskozitu vzork( a studoval pohyb
spermii, zaroven pouZzival kapalny dusik pro sledovani dalSich vzorku a
sledovani jejich struktury, omylem dal vzorek spermii v glycerolu do kapalného
dusiku (zéména lahvicek v lednici) !! Poté co vzorek zahral byl pfekvapen, Ze

se spermie stale hybou.

- tak byl objeven kryoprotektivni efekt glycerolu, ktery zabranuje tvorbé

krystall béhem mrazZeni cestou dehydratace bunék

WHITEKNIGHTS CAMPUS | PEPPER LANE

Mulll
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Small molecules

Glycerol
Ethylene Glycol
Propylene glycol

DMSO
Amino acid

Trehalose

Zwitterionic betaine
L-carnitine, Proline

1955
—

1962
1965
1967

—_—@ 1985
1986

1990

2003

2009
2010

2015
2017
2019
2020

N

Historie objevu kryoprotektiv

Macromolecules

PEG
PVP, Dextran
Albumin

HES
AFP

PVA

Ficoll®

AFGP analogues

Polyampholytes
Hydrogel, Hyaluronic acid

Polyproline, PMGS
Zwitterionic polymers

L-proline oligomers,
Trehalose-based synthetic polymers

Mulll
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Kryoprotekce plsobi dvéma zpusoby:

Kryoprotektiva - pusobeni

 ma vliv na fazovy prechod roztoku do pevného stavu
«  obali membranu bunky a chrani ji pred mechanickym poskozenim krystaly z
extracelularniho prostoru

Z hlediska vlivu na fazovy pfechod, resp. vznik krystalické faze roztoku muzeme
kryoprezervacCni materialy rozdelit:

1. tfida: napfiklad, dimethylsulfoxid (DMSO), trehaldza, Ci sacharéza, které
upravuji termodynamiku procesu mrazeni

2. trida: napriklad antifreeze proteiny (AFP), které se dokazi navazat na
rostouci krystal ledu a zamezit dalSimu rdstu.
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ruznoroda skupina latek, které se liSi toxicitou, rychlosti prechodu do bunky a
bodem tani (Tm) a bodem solidifikace (TQ)

propustnost membran pro kryoprotektiva se liSi u oocytl, embryi a blastocyst
proto jsou pro mrazeni jednotlivych stadii vhodna ruzna kryoprotektiva

Chemicka kryoprotektiva se déli:

* Penetrujici: ovlivhuji biochemické a strukturalni vlastnosti membran, Cimz

zvySuji toleranci k mrazu, stabilizuji proteiny a DNA, minimalizuji os,motické
zmény (ethylenglykol, DMSO, 1,2-propandiol)

Nepenetrujici: funguji jako osmoticky dehydratacni, minimalizuji toxicky efekt
penetrujicich, zvysuji osmoticky tlak okoli, dehydratuji (trehal6za, sacharéza
PVP)



MUNI Kryoprotektiva
\MED

Penetrujici
Glycerol, DMSO (dimethylsulfoxid), Ethylenglykol, 1,2-propandiol (CG exocytdza)

(a) AQP3 (b)
Gly

T T
vysoka polarita, tvofi vodikove vazby s molekulou vody (DMSO) JJ{O b
snadno pronikaji do bunék osmozou pres akvaporinove kanaly Water
Cast intracelularni vody je nahrazena CPA @ ME b
nektere zhorsuji permeabilitu pro vodu — horsi dehydratace :
prakticky nejsou v rozmrazovacich médiich

Water

Figure 5.4 Schematic representation of the pathway

for the movement of cell-permeating cryoprotectants

, and water in the presence of cryoprotectants across

o s L4 7 1 k 1 d k' the plasma membrane of mouse oocytes and morulae,
ZpUSObuJ I Zvysenl VIS OZIty vedaoucl ' Suli:i lines indicate the movement of water and cryo-
protectants across the plasma membrane by facilitated

, o diffusion via channel pathways, whereas dotted lines

° Zpomalenl pOhybu VOdy indicate the movement of water and cryoprolectants

by simple diffusion. (a) The movement of water and

o ZpOZdén II jeVU n U kleace i o Rl}i“'"'l"’[ ‘((‘”)’)- ﬂ?) The nu-)\'cmcul of wa\tur‘ and c‘lhyiene
. Sn I,Zenlr ryChIOSti rLOJ Stu |edOvyCh krystalu glycol (EG). (¢) The movement of water and dimethyl

sulfoxide (DMSOQ). (d) The movement of water and pro-

o omezen I’ Vel i kosti krystal lOJ mezi Tm a Tg pylene glycol (PG). “Other channels” refers to DMSO-

" permeable channels. Open circles represent water
~ 4 molecules; shaded circles represent cryoprotectant mol-
[ ]
Zhorsen I tvorby kryStaI u ecules. (AQP3 = aquaporin 3.) (Modified from Kasai M,
Edashige K. Fertility Cryopreservation. Cambridge
University Press: Cambridge, 2010. p. 16-23.)



MU NI Kryoprotektiva
M ED

Nepenetrujici
Sacharoéza, Manitol, Sorbitol, Trehal6za
vysokomolekularni latky, Ficoll, polyvinylpyrrolidon (PVP)
hyaluronan, dextran, polyethylenglykol

polyvinylalkohol, sérum a jeho slozky

vytvari osmoticky tlak na membrany bunék
- podporuji dehydrataci bunéek, netoxicke
- chrani membrany pred poskozenim extracelularnimi krystaly

- Castou soucasti rozmrazovacich medii, chrani pfed osmotickym Sokem
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CPA - prehled

Table1. Cryoprotective agents.

Alcohols and Sugars & Sugar Polymers Sulfoxides & Amines
Derivatives alcohols Amides
Methanol® Glucose® Polyethylene glycol Dimethyl Proline®
(PEG)® sulfoxide®
Ethanol? GalactoseP Polyvinyl pyrrolidone  Acetamide® Glutamine®
(PVP)°
Glycerol” Lactose? Dextrans® Formamide® Betaine®
Propylene glycol® Sucrose®* Ficoll® Dimethyl
acetamide?®
Ethylene glycol® Trehalose® Hydroxeythyl starch®
Raffinose© Serum proteins
(complex mix)*
Mannitol*" Milk proteins (complex
mix 2P
Sorbitol® Peptones? I\ll U I\I I

MED



Ochrana bunek pri kryokonzervaci

Poskozeni v dusledku:

= pouziti CPA o pfrilis vysoké koncentraci nebo po pfiliS dlouhou
dobu

= pouziti nevhodnych CPA

= Spatny postup zamrazovani

* nevhodna teplota pfi mrazeni, uchovavani Ci rozmrazeni

= Spatny prubéh ochlazovani ¢i zahrati

» kontaminace infekCnim agens
MUNI
MED



OH

Glycerol HO\)\/OH

CIprvni objevené kryoprotektivum
[1Tg -65°C, bod tani 17,8 °"C, MW 92,1 g/mol
Ipomaleji prostupujici nez DMSO ci ethylenglykol —— —

v 4 4 ’ EI ® s ‘;:
Jtfiuhlikaty cukerny alkohol Eiglf;: rnove s

—

Ibezbarva viskozni kapalina bez zapachu, sladké chuti
‘Ipropan-1,2,3-triol

—

1¢asto v kosmetice
[Iglycerinové Cipky

“velice nizka toxicita oproti ostatnim penetrujicim CPA
"lvySSi osmoticka lyza oproti DMSO

Mulll
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O
Dimethyl sulfoxid - DMSO g

“lvyznamné polarni rozpoustédlo

bezbarva, hydroskopicka kapalina, prakticky bez zapachu

Ci s lehkym Cesnekovym odérem, s nasladlou chuti

MW 78,13 g/mol, Tg -65°C, Tm 19°C

IDMSO je bézné kryoprotektivum, v sou€asnosti je nejCastéji soucasti
kryoprotektivnich smési, napfiklad s EG tvofi dobfe rozpustitelnou smes, u
které bylo dosazeno vybornych kryoprotektivnich vysledkd u embryi

S

H:C” " “CHs

“lcytotoxické pro nékteré bunky (koncentrace nad 10 w/w%)

‘Ispojovana s toxicitou na bunéfnych membranach

_'mozny vliv na epigeneticky profil buriky, snadno pronika kazi, narkotické
ucinky

_Ikryoprotektiva s malou molekulou (jako DMSO), jsou obecné vyhodngjsi,
rychleji prostupuji do bunék a zkracuji expozicni dobu. Pfi rozmrazeni se
DMSO rychle dostava z bunék, bunky mohou rychle nabyt na svém
puvodnim objemu a pfedejit osmotickému poskozeni

Mulll
MED



Ethylenglykol

“lethan-1,2-diol (nebo 1,2-ethandiol)

MW 62,07 g/mol

Iteplota varu 197,3°C

(teplota tani -12,9°C, Tg -85°C

“Ipro mySi embrya a blastocysty je malo toxicky a rychle difunduje skrz zona
pellucida a pfes membrany

“Inejméné toxicky pro buriky ze vSech penetrujicich CPA

“lvelice Casto pouzivana na embrya

“Ichladici kapaliny, sladka chut, velice jedovaty pro Clovéka (pfi€inou toxicity neni
ethylenglykol samotny, nybrz jeho metabolity), otrava €asta (100 ml smrtelna
davka)

"1po poZiti Fridexu podat otravenému vétsi mnozstvi tvrdého alkoholu (napr. vodky), tim
utlumime metabolismus ethylenglykolu, protoze télo bude prednostné odbouravat etha:MJU N I
Z vodky. |\/| E D



Propandiol HO/\(

OH

ICasto pouzivané na mrazeni Casnych embryi
Jpropan-1,2-diol, propylenglykol

MW 76,1 g/mol

‘1bod tani -59 "C, Tg -68 "C

(tradiéni CPA, jedno z nejdéle pouzivanych kryoprotektiv
Imensi toxicita nez DMSO

Imalo drazdivy, neni kancerogenni a genotoxicky
“Ihlavni sou€ast deodorantu, e-cigaret, vonné oleje
‘llekarsky lubrikant, chladici médium

Mulll
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CH,OH

Sacharoza n

H
OH H/~
H( O

CH,OH
_O_ CH,OH

1 CyoH5504;

MW 342,3g/mol, Tg60°C, Tm 186 'C

Ibila krystalicka latka se sladkou chuti, rozpustna ve vode

bézné pouzivany kryoprotektant

Ivelkou molekulu patfi mezi nepronikajici kryoprotektiva a jeji vlastnosti je
osmoticky dehydratovat buriku a tim ji chranit pred krystalizaci, ktera by
poskodila bunéCné membrany

Ipozivatelny sacharid, neni toxicka, nedrazdi, neni genotoxicka

Mulll
MED



Trehaloza

Trehalosa
a-p-glucopiranosil a-p-glucopiranosido

HC4oH044

MW 342,3 g/mol, Tg 106°C !, Tm 203°C

CIbila krystalicka latka se sladkou chuti, rozpustna ve vode, ethanolu, benzenu
a dimethyletheru

lje vice ucinny kryoprotektant nez bézné pouzivané kryoprotektanty
(sacharéza, matloza)

“Ivelkou molekulou patfi mezi nepronikajici kryoprotektiva a jeji vlastnosti je
osmoticky dehydratovat bunku a tim ji chranit pred krystalizaci, ktera by
poskodila bunécné membrany

[Ipozivatelny sacharid, neni toxicka, nedrazdi, neni genotoxicka

‘Ise zvysSujici se koncentraci trehaldzy se snizuje schopnost vody tvorit celistvé
krystaly, vytvaFi se polyamorfni krystality MUNI

MED



Polyvinylpyrolidon PVP

(o
Ak

“neprostupujici CPA, stabilizator potravin E1201
MW 2 500 — 25 000 000 g/mol, bod tani 130 °C
[Imuze ovlivnit integritu nukleovych kyselin

Imakromolekuly, jako je polyEG, Ficoll nebo polyvinylpyrrolidon, ktere se

v v

koncentracemi CPA

IdalSim zvySenim rychlosti ochlazovani (>10 000 C/min), ktera je potfebna
pro uspésnou vitrifikaci oocyti/embryi, se konecny objem vitrifika¢nich
mikrokapicCek snizil a to az na 1 pl.

Mulll
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Polymerni CPA

"lvysSi Tg nez penetrujici

“ljejich pouziti zvySuje viskozitu roztoku zvySuje Tg a snizuje teplotu tani Tm

“Ityto CPA tak zkracuji dobu zmény teploty Tm az Tg - ktera je obecné dobou
kdy dochazi k tvorbé Skodlivych extracelularnich krystalu

Clzmirnuji negativni dopad penetrujicich makromolekul na burky

mnoho typt makromolekul s kryoprotektivnim G€inkem

Temperature °C
20
0 Freezing Point LIQUIO' phase

- 2
-
-
-

-100

=120

eralur® Glass phase

Glass transition temp
No crystals

Mulll
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CPA makromolekuly

IPfirozené makromolekuly: HA, dextren

1Semisyntetické makromolekuly: HES, semisyntetické derivaty celulozy

[1Syntetické makromolekuly: Ficoll®, PEG, PVP, PVA, trehalose-based
polyetery, polyampholyty

RPI i
00

W 405,000 | e
FAS Ny, 2sarrps

Skr ok BT
Srubla in Wiisr .
T B Cordor D, Mt Prospers b 69590

Ficoll™ 4

Mulll
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PRONUCLEAR, CLEAVAGE STAGE and BLASTOCYST VITRIFICATION HISTORY

Vitrification Vitrification Vitrification Vitrification
EG DMSO |: 15% EG, 15% DMSO + 16% PROH, 16% EG
< 0.75-0.5M sucrose + 0.65M sucrose
- x £l L _'____,.-"'

MED



Penetrating cryoprotectant

Osmoticka toxicita ~ Bk ~

o Solute

Non-penetrating cryoprotectant
e Dehydration
[
'\. -
— T.H:0* p
. - >
@ CPA cPa "

_losmoticka toxicita muze nastat v souvislosti s pfidavanim kryoprotektiv s
narustajici koncentraci. Pokud molekuly vody za¢nou pronikat pres

plazmatickou membranu z bunky rychleji nez kryoprotektiva dovnitr, nastane
objemovy kolaps buriky.

Ipfi rozmrazovacim procesu vS§ak muze nastat déj opacny. Promyvanim
bunek v izotonickém roztoku pronikaji kryoprotektiva z bunky pres
plazmatickou membranu pomaleji, dochazi tak rychle k nadmérnému
bobtnani bunky.

Mulll
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Mrazici roztoky — obecné slozeni

1zakladem je vétSinou fosfatovy pufr nebo HEPES
_Ikryoprotektiva (penetrujici+nepenetrujici)

Jpomocné slozky jako sérovy albumin, vajecny zloutek, Ficoll
Jvzestupna koncentrace kryoprotektiv

[Ipostupnym zvySovanim koncentraci je ustalena osmoticka rovnovaha

v dnesni dobé se doporucuje michat rizné CPA, aby se pfedeslo
potencialnimu riziku toxicity - kombinace CPA umoznuje snizeni jednotlivych
slozek pod jejich toxicky prah a zkracuje na minimum dobu expozice
oocytu/embryi roztoku

Mulll
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Mrazici roztoky - kryoprotektiva

InejCastéji pouzivané zmrazovaci roztoky se skladaji z penetrujicich (napf.
ethylenglykolu, glycerolu, dimethylsulfoxidu, propylenglykolu, acetamidu; <4
M) a nepenetrujicich (napf. sacharéza, trehaléza; <0,5 M)

[Inejpouzivanéjsi protokol pro oocyty i embrya zahrnuje kombinaci 15 %
DMSO, 15 % EG a 0,5 M sacharozy pfi objemu <1 pl

"I¢asto je pouzivana kombinace DMSO a sacharéza, zatimco DMSO snizZuje
koncentraci rozpustene latky, vyssi podil sacharézy ma primy vliv na zvyseni
hodnoty Tg, a tim zvySuje bezpecnou skladovaci teplotu vzorku

Mulll
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Mrazici roztoky — pomocneé latky

Kromé meédii a CPA obsahuji dalSi pomocné latky

hydroxypropylceluléza derivat celulézy — ochrana membran
pufry stabilizace pH jako v médiich

antibiotika nejCaste€ji gentamicin, nema negativni vliv na gonocyty Ci
embrya

albumin MW 67 000, snizuje pfilnavost bunék k nastrojam

vajecny Zloutek dnes pouze v nékterych médiich pro spermie, muze byt
zdrojem kontaminace MUNT
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CPA pro oocyty i

"Ipokud jde o vitrifikaci oocytu, bylo v prubéhu let vyvinuto nékolik feSeni a
protokolu pro rychlé mrazeni

[varianty protokolu zalozeného na DMSO byly poprvé pfedstaveny v roce
1998

Jkromé protokolu zalozeného na DMSO byl vyvinut vitrifikaCni systém
skladajici se z fosfatem pufrovaného média doplnéného o 20 % lidského
séroveho albuminu (HSA) a G a/nebo EG ve zvysSujicich se koncentracich

‘Jabsence DMSO umoznuje pomalejSi ochlazovani, vétsi objemy mikrokapiCek

Mulll
MED
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Kryogenni médium

11883 pripraven polskymi fyziky Wroblewskim a Olszewskim

‘ldusik malo reaktivni plyn, teplota varu -195,8°C

MW 28 g/mol, hustota 0,8 g/ml

[Ikapalny dusik pfi atmosférickém tlaku je vrouci, pruhledna kapalina

[lvyroba zkapalnénim vzduchu pomoci kryogennich zafizeni

Cvytésnuje kyslik ze vzduchu — nebezpecCi uduseni v nevétranych
mistnostech

[Ispecialni efekty — pfi odpareni strhne vodni paru

Clvyrazna zmeéna objemu: plyn az 694x vétsi objem nez kapalina

Ipozor na zataveni kapalného dusiku do pejety !

[rychle se odparuje — vhodna obuv pri manipulaci




Zplusoby kryokonzervace

Klasické mrazeni Vitrifikace

ledové krystaly ,tvorba skla"
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