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(54) Zpusob kryokonzervace embryi saved

(57) ReBent se tykd zplsobu kryokonzervace
embryt savcd a produktd mikrqehirurgickgeh
a §enetickych menipulac{ na urovni embry{
pr{mym nakapénim do kapalného dusfku, kte-
ré je umoZnéno dehzgrataci embry{ pled za-
&dtkem zmrazovdnf krdtkodobym podbytem
v ekvilibrainim a potom ve vitrifikednim
médiu. Ve vitrifikaln{m mddiu Jsou embrya
8 produkty rdznych typl menipulacf nekapd-
véna do kapalného dusiku. Mi rokasky se
zmrazenfmi embryi o objemu 5 aZ 20 4l Jsou
uchovévény podle potPedy. Embrya Jhou
rogmrazovédna pfenesentm kopky s emb
¢ kapalného duafku do kapky manipuladniho
média 8 0,5 aZ 1,0 M roztokem sacharozy.
Po rozgu!téni kapkz gsou embrya prensese-
na na 3 af 10 minut do nové kapky média
se sacharozou a Egtom Jsou promyta v ma-~
ni{ulnénim nebo kultivadnim médiu a
plipravena k dalS{mu pouZitf.
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Vyndlez se tykd zpusobu kryokonzervaece embryi saved a rdznyeh produktd mikrochi~
rurgickych a genetickych manipulacf (PMGM) na embryich jejich primym nakapédnim do kKa~
palného dusiku,.

Techniky v oblasti ¥fzené reprodukce a experimentdlni embryologie uno¥nujf zfské-
vat preimplentaini embrya od vdech b¥in& vyuiivengch laboratornich e hospoddafeky
vyznamnych saved, rady zoofonnich savel a $lovEka s soulasnd Fedf prdci se ziskanymi
embryi mimo mate¥sky organismus (nep¥. izolaci z vyplachu, selekci rizaého typu, mik-
rochirurgické a genetické zdsahy do embryf na bun¥éné ({subbun¥iné) genové Urovni a
Jiné) se zachovdnim moZnosti pFenést tato embrya do vhodnych p¥{jemcl, a umoZnit tak
dokon¥ent zapolatého vyvoje. Rfzend hormondlni stimulace ovaridlnfch eykld umo¥nu i
z{gkdvat 2 a¥ 20krét vice embryf ne¥ ve spontdnnich cyklech, co% umo¥nuje rozsdhlej-
31 vyulit{ genetického a reprodukdnfho potencidlu vybranych samic. Zcela nové moinosti
pro celou uvedenou oblast predstavuje Usp#3né zmrazeni{ a ulo%enf intaktnfch nebo gene-
ticky menipulovanych savdich embry{ v bankdch. Reverzibiln{ zastaveni{ vyvoje predsta-
vuje Jjedinedné mo¥nosti nejen pro zékladni a aplikovany vyzkum, ale nachdz{ rozsdhlé
uplatn¥ni v zem&d¥lské praxi, jako jsou nap¥. banky genofondu, efektivn{ vyuiiti vy-
branych zvifat, transport zmrazenych embry{ mfsto %ivych zvffat,Fizené zésahy do ge-
netické vybavy Jedincd,

Techniky umoZnujict Usp¥snou kryokonzervaci embry{ se zna¥n¥ li¥{ v principech i
v Jjednotlivych ¥éstech vlastnich technik: tj. v pripravs embry{ pred zmrazenim, v cyk-
lu zmrazen{ - uchovdni -~ rozurazenf a ve zpisobu o¥et¥en{ embry{ po rozmrazenf{ (Hey-
man et al,, Contracept~Fertil-Sex 15: 579, 1987; Massip et al., Ann Med. Vet 131: 515,
1987; Mobraaten, J In Vitro Fert Emryo Transfer 3: 28, 1986; Petters et al., Therioge-
nology 27: 507, 1987; Prather et al., Theriogenology 28: 19%, 1987; Rall et al,, J
Reprod Pertil 70: 293, 1984; Schiewe et al., Cryobiology 24: 238, 1987; Tekeda et al.,
Theriogenology 27: 285, 1987; Trounson et al., Fertil Steril 48: 843, 1987; Yoshiki
et al,, Exp Aniw (Tokyo) 36: 379, 1987), Nejrozsifen¥jsd{ Jsou techniky zaloZené na
t4ste¥né dehydrataci embry! pomoci pomalého zmrazovéni rychlostf 0,2 af 0,5 °C za wi-
nutu, p¥i indukei tvorby ledu v extraceluldrnim médiu v teplotd kolem -7 °¢ do teplot
ri¥3feh nes -25 °C, nejfastdji -30 a3 -40 °C, prenesenf embryf z t&chto teplot do ku-
palného dusiku a jeJjich uchovdn{ v tomto prostfed{ = na rychlém rozmrazeni 200 a?
2 000 °C za minutu, které zabratuje rekrystalizaci intraceluldrnd zmrzlé vody a tfm
i zniden{ nebo podkozeni eubry{. P¥{prava embry{ ke zurazeni Jje zaloZcnd na jedno
nebo vicestupnovém, nejlastdji 2 a¥ 3 stupnovém pridénf kryoprotektivni ldtky, nap¥.
dimethylsulfoxid, glycerol, propendiol, do zmrazovaciho médis a ekvilibraci embryi
ve find1n{ koncentraci kryoprotektiva, nej¥ast¥ji 1 aZ 2 moldrni po dobu 10 a% 20 wi-
nut. Ofet¥enf{ po rozmrazenf{ je zaloZeno na postupném enf%enf{ koncentrace kryoprotekti-
va nejlagti®ji ve 2 a¥ 6 krocich, v rozmezl 10 aZ 15 minutj; v poslednf dob& Je tUsp&ing
vyu¥ivéno jednostupnové vymyti kryoprotektiv pienesenfm eubryf do roztoku 0,5 af 1,5 M
sacharozy po dobu 10 aZ 20 minut p¥ed promyti{m v manipuladnin médiu. Ve vdech pouifva-
nych postupech jsou embrya zmrazovépa v riznfch typech oball, nap?. plastikové dutinky
riznych typd, nddobky pro konzervaci bundk a tkén{ v kepalném dusfku, sklen¥né dutinky
a ampule,

Zdsadn{ nevyhodou uvedenych technik je nutnost pou¥fvat ndkladnd programovatelnd
zaf{zen{, Mezl dal3{ nevyhody pati{ &asovd nérodnost nap¥. pifprava e zmrazenf trvd
1 aZ 3 hodiny, pracnost podmfnénd mnohondsobnou manipulaci s embryi, prodlou¥eny po-
byt ewbry{ v nepi{znivych podminkdch a nutnost dovédiet vhodnd obaly ke zmrazovéni.
Uvedené techniky nezarudujf vyS3f neZ 80 % viabilitu rozmrazenych embryi.

V poslednich letech se rozvijeJi kryokonzervadni techniky zaloZené na pffmém po-
nofen{ oball obgsehujicfch embrya, nap’, .rdzné typy dutinek z plastu, do kapalného du-
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gfku (Bielanski, Cryo-Letters 8: 293, 1987; Friedler et el. Fertil Steril 48: 306,
1987; Hsu et al, Jpn J Anim Reprod 32: 106, 19865 Massip et al. Cryo-Letters 7: 270,
1986; Massip et al., Theriogenology 27: 69, 1987; Miyemoto &nd Ishibashi, J Reprod Fer-
til 78; 471, 1986; Rall Cryobiology 23: 548, 1986; Rall and Fahy, Nature 313: 575,
1985; Scheffen et al, Cryo-Letters T: 260, 1986; Szell and Schelton, J Reprod Fertil
78: 699, 1986). Pri pouZitf t¥chto technik Je pFedpokladen dsp¥¥né kryokonzervece vy-
soky stupen dehydratace embryf ji% pred zaddtkem zmrozovédni. Pot*ebného stupnd dehydro-
tace je dosshovéno predevdim prevedenim embryil do zmrazovacich vitrifikadnfech wédif

s vysokou koncentracf jedné kryoprotektivni ldtky, napi. 30 a% 50 % roztoku glycero-
lu nevo 30 af 40 % roztoku dimethylsulfoxidu, nebo n&kolika kryoprotektivnich ldtek,
nap¥. 25 % roztok glycerolu a 25 % roztok propandiolu nebo 20 % roztok dimethylsulfo-
xidu, 15 % roztok acetamidu, 10 % roztok propylenglykolu a 6 % polyethylenglykoln.
Vitrifika¥n{ wédia odnf{maj{ embryim vodu s zabranujf tvorb¥ imtraceluldrnfho ledu,
Eubrya zmrazend vitrifikadnimi technikami vyZaduji rozmrazen{ rychlosti 500 a¥% 2000 %o
za minutu. Pfiprava embry{ pred smrazenfm probihd pii teplot¥ kolem O °C a predsta-
vuje Jedno- nebo dvoustupRové pridénf kryoprotektivnich ldtek. Po rozmrazeni Jsou
kryoprotektivni létky odstranovény jedno~- nebo dvoustphovym pou¥itim monipuladniho
média s 0,5 aZ 1,0 M roztokem sacharozy, Ve v&t¥ind pf{ipad’ byla embrya zurazovdna

v plastikovych dutinkéch o obsahu 0,25 ml, které Jjsou ve vEt3in& stdtld pou¥ivdny ke
zarazovédnf inseminednfch ddvek u skotu., Dutinky Jsou pln¥ny tak, Ze kapka vitrifikad-
niho média s embryi Je od vymyvaciho média se sachardzou odd¥lena vzduchovou bublin-
kou. Po rozmrazenf{ je nutné ob& wédiam prot¥epdnim spojit & umoZnit tuk vymyt{ kryo-
protektiv, Pres znalné zjednodudeni zistdvd pouZitf této techniky omezeno na dvoubn-
n¥lnd a osmibun¥énd emdbrya, moruly s blastocysty my3{ a na woruly skotu. Viabilita
rozurazenych embryi my3{ se pohybuje v rozmezi 70 aZ 8 % a viabilita embryi skotu
nepPesahuje 50 %,

Nevyhodou dosavadnich vitrifikalnfch technik je toxicita pou¥fvanych vitrifikad-
nich médif vyZadujfc{ priddvén{ kryoprotektiv pri teplotdch kolem 0 °C, realtivnd
nizkd viabilita embry{ po rozmrazenf, moZnost dsp&iného pou’itf pouze u nékterych vy-
vojovych stddif{ a druhd, napf. wyd{, skotu a pou¥ivdni dovdZenych dutinek @ Jejich
komplikované plnén{. '

Nevyhody dosud pouZfvenyeh technik kryokonzervace odstrenuje zplisod kryokonzer-
vace podle vyndlezu spotivajici v tom, %e eubrya a produkty mikromanipulaci & gene-
tickych wanipulaci{ se z manipuledniho média nejménd na 2 minuty p¥enesou do ekvi-
librelniho média, obsahujfctho 5 aZ 30 % obJ. glycerolu, z tohoto média ge prenesou
na 15 a% 60 sekund do vitrifikae&niho média, potom se 8 5 a¥ 20 /ul vitrifikaatho
npédia nasajf do kalidbrované kapildry pro menipulaci s embryi, nakédpnou do nédodby
naplnéné kapalnym dusikem a v trensparentnich kapkdch vzniklych timto zpdsobem jsou
ewbrya a produkty mikromanipulaci a genetickych manipulaec{ uchovévény v kepalném du-
siku, ze kterého se pfed pousitfm kapky vyjmou a p¥emesou do vymyvacfho média obsahu-
Jietho 0,2 a% 1,0 M roztok sachardzy, nade} po roztédt{ kapek ge cmbrys a produkty
nikromanipulaci a genetickych manipulac{ pf¥enesou na 3 a% 10 winut do Jerstvé kuop-

ky etejného wmédiam, potom se propléchnou v médiu bez sachardzy a pripravi k dalsfmu
pou¥iti,

Produkty mikromanipulec! a genetickych wanipulactf (ddle jen PMGM) jsou nakepd-
ny v wikrokapkéch nejlépe 5 a% 20 /ul vitrifika®niho média p¥F{mo do kapalného dusi-
ku. Postup zmrazovéni je ndsledujfci:

1) intektn{ embrya a PMGM jsou z manipulalnfho média prenesena na 2 a¥% 10 mi-
nut do kapky ekvilibralniho média s obsahem 5 a% 30 nejlépe 10 % obj. glycerolu,
Jako manipuladni a ekvilibra¥nf médium miZe byt pouZito jakékoliv médium b&ind po-
uZivené pro prdci se savdfmi enbryi.



3 €S 271593 Bl

Doba pobytu v ekvilibra¥nim wédiu by nem¥la byt krat$f{ ne¥ 2 minuty, prodlouieny po-
byt v ekvilibradnim médiu do 30 minut newmd vliv na vysledky zmrazovédni.

2) V pinimdlntm mno¥stvi ekvilibradnfho média jJsou embrya a INGM pienesena na
15 a% 60 sekund do kepky vitrifika¥nfho média p¥ipraveného z 15 a% 35, nejlépa 30 %
obJ. glycerolu, 25 a%f 80 %, nejlépe 50 % obj. 2 M roztoku sacharozy v redestilovend
vod¥ 8 a%Z do 40 %, nejlépe 20 % obj. krevaiho séra, s vyhodou telectho & hov¥zfho.
Patndctisekundovy pobyt ve vitrifikainfm médiu zajistuje dostatelnou dehydrataci
unoznujfct dsp¥3né zumrazenf{. Dels{ pobyt ve vitrifikadinim médiu ne? 2 minuty wdie ne-
gativng ovlivnit vi¥sledek zowrazovdn{,

3) Do kalibrované kapildry Jje nataZeno poloviéni mnoZstv{i, tj. 5 a% 20 /ul vit-
rifika¥nfho média a druhéd polovina je nataZena do kapiléry spolu #e zmrazovanymi em-
bryi. Médiun z kepildry Je nskdpnuto z vysky nejlépe 5 a¥ 7 cm dec Petriho wisky
o prim&ru 60 mm nebo jiné vhodné nddoby naplniné kapalnym dusikem. Manipula¥ni kapi-
1dry lze vytdhnout ze sklen¥nych trubi¥ek o prim¥ru 1 mm a opatFlt Je tlalkami
z plastikovych hadi&ek odpovidajfcich rozm&rd., Kapildry Jsou kslibrovdny tak, aby po
vytladen{ média 2z kepildry do&lo k odd¥lenf kupky bez zbytku média v knpildfe a bez
konteminace kapky vzduchovymi bublinkami. Nejvyhodndj¥f se ukdzaly kapky o objemu
10 /ul.

4) Takto vzniklé transparentnf kapky obsahujici embrya jsou pomoci pinzety
zchlazené v kapalném dusiku pFeneseny do oznalenych nddob, ve kterych jsou uchovéva-
ny. B&hem uchovédvdni a Jakékoliv manipulace Jsou kapky udrioviény v kapalném dusfku.

5) Kapky urené k rozmrazen{ Jsou zchlazenou pinzetou vyjmuty 2z kapalného du-
stku a vloieny do vymyvaciho média s obsahem 0,2 a¥ 1,0 nejlépe 0,5 M roztoku na~
chardzy. Po rozehidti kapky Jsou embrya prenesena do nové kapky média se stejnou
koncentrac! sachardzy a po 3 a% 10 minutdch jsou embrya nebo PMGM pienesena do mé-
dia bez aacharézy, pronyta a p¥ipravena k daldfmu pou#iti, napf. pro prenos do re-
cipientu, kultivace in vitro atd. Pffprava.embryi a PMGM pred zmrszovénfm a vymyt{
kryoprotektiv po rozmrazen{ probfhalo pri teplot¥ 20 °cC.

Zpisodb kryokonzervace podle vyndlezu Je ze viech pouZivanych zpisobl kryokon-
zervace nejrychlejdi{, nejjednodusf{ a ekonomicky nejvyhodndjsf, Dalid{ zjednoduseni
uvedeného kryokonzerva®niho postupu mohou byt pouze nevyznemného charakteru, beu
v&t¥tho praktického vyznemu. Uvedeny zplsob kryokonzervace umoinuje opakovend dosa-
hovat 90 % a vy38f Zivotaschopnosti embryf a PMGM po ukohdenf uchovdvdni v kapalném
dusfku, coZ predstavuje maximédln{ hranici v oblasti kryokonzervace. Pou¥itelnost
uvedeného kryokonzervainfho zplsobu pro embrya rdznyeh druhl savel, pro riznd vyvo-
Jjové stadia, pro intaktnf embrya i embrya zbavené ochrannych obald, tzv. zdny
pellueidy, pro produkty rdznych typd mikrochirurgickych a genetickych manipulacf a
pro rdzné typy ewbryondlnich bun¥k dokumentuje univerzdlnoat navrZeného zpligobu
kryokonzervace,

PouZiti tohoto zpuisobu je doloZeno ndsledujfcimi p¥fklady.
P¥{klad 1

Z 200 osmibun¥inych embry{ zi{skanych od hybridnfch my3{ a kryokonzervovanych
pif{mym nakspénfm do kapalného dusiku po 2 a% 3 minutdch v ekvilibraZnim médiu ve
skupindech po 3 af 5, ve vitrifike¥nfm médiu o sloZeni 30 % obj. glycerolu, 50 %
obJ. 2 M roztoku sachardzy v redestilované vod¥ a 20 % obj. hov&ztho krevatho sé-
ra, bylo po rozmrazeni{ zi{skdno 194 (97 %) Zivotaschopnych embryf{. Dosa%ené vysled-
ky charekterizované vysokou opakovatelnost{ a drovn{ pre?ivdn{ p¥edstavujf maximum
dosafitelné pri konzervaci eubrif dokumentudf vhodnost pouZitého kryokonzervaéniho
zpisobu a8 délky pobytu v ekvilibraénim médiu.
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Pi{klad 2

Z 300 osmi a% Zestindctibun¥énych ewbry{ ziskanych od Zesti vybranych inbrednich
my3fch kmend a kryokonzervovanych po 10 minutdch v ekvilibrainim médiu primym nakapd-
nfm do kspalného dusiku ve skupindch po 3 a% 5, ve vitrifika&nim médiu uvedeném v pf{-
kladu 1, bylo po rozmrazen{ ziskdno 282 (94 %) Zivotaschopnych embry{. DosaZend vyso-
ké opakovatelnost a maximdln{ droven pre¥fvénf embry{ dokumentujf poulitelnost zpiso-
bu kryokonzervace podle vyndlezu, pouZivajiciho prodlouZeny pobyt v ekvilibradnim mé-
diu pro geneticky riznorodd embrysa.

Pr{klad 3

Ze 100 osuibundénych embry{ zbavenych nebun&&nych obald a kryokonzervovanych
primym nakapénfim do kapalného dusiku po 30 sekunddch ve vitrifikalnim médiu, uvede-
nén v pFf{kladu 1, bylo po rozmrazeni z{skdno 93 (93 %) intaktnich a %¥ivotaschopnych
embry{. Vysledky dokumentuj{ woZnost kryokonzervace embry{ a produktd manipulact
zbavenych nebun&&nych obald zpisobem podle vyndlezu pri vyuZit{ zkrdceného podbytu
ve vitrifikadnim médiu, prilemZ viabilita vysoko p¥esshuje viechny dosud dosahované
vysledky kryokonzervace embryi bez nebund&nych obald.

Priklad 4

Viabilita my3fch ¥tyF a Sestindctibun&¥nych embryf, morul a blastocyst kryokon-
zervovanych pi{mym nakapénim do kapalného dusiku, ve vitrifikadnfm médiu obsahujicim
20. % obj. glycerolu, 76 % obj. 2 M roztoku sacharozy v redestilované vod¥ a 4 % obj.
telectho krevniho séra, dosahovala po rozmrazeni a vymyt{ v médiu s 1,0 M roztokem
sacharézy 90 a% 94 %. Vysledky dokumentuj{ d&innost kryokonzerva&niho zplsobu podle
vyndlezu, v&etn¥ moZnosti vyuZit{ vy33{ koncentrace sachardzy p¥i vymyvéni kryopro-
tektival ld4tky pro kryokonzervaci ridznych vyvojovych stddif.

Pr{klad 5

Embrya ny3{ vystavend riznfm typim menipulaci - mikrochirurgické enukleaci,
elektrofuzi blastomer embry{, mikroinjekcfm do cytoplasty nebo jdétra, reagregaci na
blastomer pri konstrukci chimer a pertenogenetické aktivaci a kryokonzervovdna pii-
uym nakapénim v 10 /ul kapkdch do kapalného dusiku po 2 a% 3 minutdch v ekvilibradnim
wédiu a po 60 sekunddch ve vitrifikadnim médiu, uvedeném v p¥fkladu 1, byla po roz-
arazeni Zivotaschopnéd a viabilita takto oSet¥enych a kryokonzervovanych embry{ se
pohybovala mezi 70 a%¥ 90 %. Vysledky dokumentuji pouiitelnost zpdsobu kryokonzerva~
ce podle vyndlezu pro rizné typy mikrochirurgicky a geneticky manipulovanych embryf,

Pr{klad 6

Embrya krys ve stadiu &ty¥ a Zestndctibundk a blastocysty a embrya skotu ve
stddiu moruly a blastocysty kryokonzervovand p¥{mym ponorenim do kapalného dusiku
po 10 winutdch v ekvilibra¥nfm wédiu, uvedeném v p¥fkladu 1 ve skupindch 1 a% 2, by-
la po rozurazen{ Zivotaschopnd. Viabilita ewbryi krys dosahovala 70 a% 90 % a enbryl
skotu 75 a% 85 %. Vysledky dokumentuji{ mofnost pouZit{f zpisobu kryokonzervace podle
vyndlezu pro rizné vyvojovd stadia embry{ rdznych druhd savcd.
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PREDMET? VYNALEZU

1. Zpisob kryokonzervace embryf savcl, vyznadujfci{ se tim, Ze embrya a produkty
mnikromanipulaci a genetickych manipulac{ se z manipulaZnfho média nejménd na 2 minu-~
ty prenesou do ekvilibradntho média obaahujfefho 5 a%f 3 % obj. glycerolu, z tohoto
média se prenesou na 15 a% 60 sekund do vitrifikadniho média, potom se B8 5 a% 20 /ul
vitrifikadnfho média nasajf{ do kalibrovené kapildry pro manipulaci s embryi, nakdp-
nou do néddoby naplnZné kapalnym dusfkem a v transparentnf{ch kapkdch vzniklyeh timto
zpisoben Jsou embrya a produkty mikromanipulaci{ s genetickych manipulaci uchovdvédny
v kapalném dusiku, ze kterého se pied pouZitim kapky vyJjmou a prenesou do vymyvaci-
ho média, obsahujfciho 0,2 a¥ 1,0 M roztok sachardzy, nalei po roztdt{ kapek se em-
brya a produkty mikromanipulacf a genetickych manipulac{ plenesou na 3 a¥ 10 minut
do Zerstvé kapky stejného média, naZe% se propldchnou v médiu bez sachardzy a p¥ipra-
vi se k dalifmu pouiiti.

2, Zpisob kryokonzervace podle bodu 1, vyznadujfcf se tim, Ze vitrifikainf mé-
dium obsshuje 15 a% 35 % obj. glycerolu, 25 a% 80 % obj. 2 M roztoku sachardzy
v redestilovand vodé a a% do 40 % obj. krevntho séra, nap¥. telectho &i hov&zfho.
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