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Seznam pouZitych zkratek a cizich vyrazi

ATIUI arteficielni intrauterinni inseminace

CECOS Centre d'Etude et de Conservation des Oeufs et du

Sperme humains

DIPI Direct Intra Peritoneal Insemination of Sperm

DMSO dimetylsulfoxid

ES Evropské spolec&enstvi

ESHRE The European Soclety of Human Reproduction and
Embryology

ET embryotransfer

FCs fetal calf serum

GIFT Gamete Intra Fallopian Transfer

IUI intrauterinni inseminace

IVF In vitro fertilizace

KDL komplexni diagnosticka laparoskopie

M molarni

PBS phosphat buffered solution

POST Peritoneal Ovum Sperm Transfer

PROH propandiol

PROST transfer pronukledrniho stéddia do vejcovodu

Seeding indukce tvorby ledovych krystalud
TET tubdrni transfer embrya

ZIFT transfer zygoty do vejcovodu



1. Ovod

ManZelskd sterilita se v populacl vyskytuje asi u 15-20%
dvojic, které si pfejl mit dité, ale maji problémy s

uskuteénénim tohoto zamé&ru bez léka¥ské pomoci.

VyuZziti rdznych metod agistované reprodukce,kterad zahrnuije
poradenstvi, endokrinni 1lécbu, IVF atd.,pfedstavuje nadéji
téchto parl splnit svoje zAkladni lidské posléni - mit dité.
WHO definovala manZelskou sterilitu jako nemoc. Zakladnim
lidskym pravem je nérok na léceni nemocl a to znamend, Ze
v3ichni 1idé maji pravo na reprodukéni zdravi. Cillem
asistované reprodukce je realizace tohoto z&kladniho préva v
praxli a optimalizace p¥firozené fertilni schopnosti péaru.
Procento nedobrovoeolné bezdétnych paru, kterym nemizZe
asistovand reprodukce pomoci je asi 3-4% (68). U 30% paru,
které se 1lé&i pro neplodneost Jje Jeji etiologie zplsobena
muzskou patologii a u dal3ich 15% je muZsky faktor spojeny s
Zenskym faktorem (27). V podminkdch souCasného vé&deckého
poznani a stavu reprodukéni mediciny je komplexni wvyuZivani
technik a technologlii asistované reprodukce piedpokladem

asp&3né 1é&by manZielské neplodnosti.

Kryokonzervace 1lidskych gamet a embryi pat#i k modernim
metodém, které asistovand reprodukce pouZivd. Pfedmétem této
studie Jje kryokonzervace 1lidskych spermii a embryi a
experiment 8 kryokonzervaci oocytd v programu asistované

reprodukce.



2. P¥ehled o soucasném stavu problematiky

Kryokonzervace umoZnuje reverzibilné zastavit vyve]
lidskych gamet i embryi, kterd mohou byt v tomto stavu
dlouhodobé vuchovavana. Zmrazovani Dbilologického materidlu
na3lo jiZ davno své opodstatnéni v Ffadé védnich disciplin.
Prvni zprévy o uspé3né kryokonzervaci podal v roce 1776
Spalzani, ktery referoval o pfeZiti spermii zmraZenych ve
snéhu (52). V roce 1972 bylo poprvé referovdno o© narozeni
Zzivych my3i po transferu preimplanta&nich embryi,kterd byla
uchovavana p¥i nizkych teplotach (124). Postupné byla metoda
kryokonzervace 2zvladnuta u dal3ich sav&ich druht, jako
kralika (9), krysy (125), ovce (128), kozy (l1l1l) a kravy
{(100) . Tyto nspéchy kryokonzervadlni techniky na laboratornich
zvifatech byly impulsem pro =zavedeni kryokonzervace do
procesu reprodukce hospoda¥skych zviFat. Zmrazovadni embryi
skotu ve stddiu moruly aZz blastocysty, to je ftvaru o 60 -
150 a vice  Dbufikdch s diferencujicim se nebo jiz
diferencovanym zdrode&nym teréikem a trofoblastem,
odpovidajicim sedmému dni vyvoje se provddi se st¥idavymi
uspéchy jiZ celou fadu let (92) nicméné&, s konelnou platnosti
stdle neni dofe3eno.Dodnes se objevuji stdle nové préice
(67,89,74,69), které krok za krokeé piispivaji ke zlepSeni a
zdokonalovani metodiky zmrazovdni a zrozmrazovani gamet a
embryi, 1 ke zvy3ovani efektivity této metody v Jjejim
praktickém vyuZivani. Kryokonzervace gamet a embryi, i kdyZ

je dnes velmi propracovdana, je a stdle zUstdvAd neijvy33im



stupném zkou3ky rezistence bundk. Jeho 1dspé3nost z&visi na
splnéni FYfady kritérii a podminek fyzikdlniho a chemického
charakteru, které v pribéhu zmrazovaciho 1 rozmrazovaciho
procesu zaruci nejen zachovani struktur jednotlivych
buné&nych orgdnl a membrdn, ale umcoZni pFedev3im zachovani
funkce tak, aby dal3i vyvo] mohl pokracovat v plné miie. P¥i
kryokonzervacli embryi se vét3inou predpokladd, Ze savdi
embrya by se vi¢i hlubokému chlazeni méla chovat stejné jako
tfeba embrya my3i (59,61). Nicméné Je t¥eba ¥icl, Ze p¥Fi
kryokonzervacénim procesu se ani v témZie embryu daného druhu
jednotlivé blastomery v disledku rozdild jejich velikosti a
propustnosti membran nechovaji stejné a rovnéZi stadia vyvoje
embryi riznych  druhui zvirat rovnéz vyzaduji odlisné

kryobiologické parametry (75).

P¥1 kryokonzervaci sav&ich bundk a embryi hlubokym
chlazenim Je nadéje na Jejich p¥feZiti zavisld na tadé
kryobiologickych principt (64,65,67,84), 2z nichi Jje t¥eba

zdlraznit:
l. typ a konzervace kryoprotektivnich 1l4tek
2. tvorba ledu pri zmrazovani
3. rychlost zmrazovani do nizkych podnulovych teplot
4. kryokonzervalni teplota

5. rychlost rozmrazovani z -196 stupild Celsia do

nadnulovych hodnot

6. odstranéni kryoprotektiva a ndvrat do fyziologickych

podminek a funkci



Jednim ze =z&kladnich principy kryokonzervace a pFfeZivani
gamet a embryi Jje typ a koncentrace kryoprotektivnich latek,
respektive roztokld, do nichZi se embrya nebo gamety p¥ed
zmrazenim vkladaiji. Jde o organické 1adtky s nizkou
molekuldrni hmotnosti, které jsou dob¥e rozpustné ve vodéd a
nejsou zvlAast toxické 1 p¥li vy33ich koncentracich (67).
Téchto kryoprotektiv je dnes zndmd& jiZ celd Yada a v zésadé
se déli na 1latky volné permeabilni a kryoprotektiva

nepermeabilni.

K prvnim patii dimethylsulfoxid (DMSO}, glycerol,
betapropandiol, ethylenglykol, propylenglykol, methancl (98),
druhé reprezentuji polymery polyvinylpyrroliden, albumin,

sachardza, dextrany a polyethylenglykol (18).

V soucasné dobé& se pouZivd ke kryoprotekci nejcasté&ji
glycerol (106, 17), jehoZ penetrac¢ni vlastnosti v z4vislosti
na teploté& prost¥edi prokdzal (43,44) =za pomocl zna&eného
glycerolu.P¥i nizkych teplotdch penetruje glycerol pomalu,

pii stoupajicich podstatné rychleii (67).

Nepermeabilni kryoprotektiva, jako je dnes bé&Zné& pouZivand
sacharéza, se dnes pouZivaji jako pomocné substance ve smési
8 glycerolem nebo jinym permeabilnim kryoprotektivem kX rychlé
dehydrataci bun€k nebo jako protektivum p¥i vym§gvani

kryoprotektiva z bunék po rozmrazeni.

Glycerol a Jjind permeabilni kryoprotektiva pronikaji do

buiiky v z&vislosti na permeabilit& buné&&nych membridn a spadu



koncentraci, volnou difuzi. Jejich skutecnd a 0¢innd ochrana
proti mrazeni nastupuje aZz po dosaZeni chemické ekvilibrace
(82,33,44), aviak Jjejich ochranny mechanismus neni dostate&né

osvétlen (92).

Nékteri autoki (70, 23, 77, 81, 62, 63, 64, 65, 67, 86,
75, 127, 47, 58, 84, 18), vidi ochranny efekt penetrativnich
kryoprotektiv ve sniZeni bodu mrazu a pritomnosti
nepermeabilniech kryoprotektiv se zase pifipisuje stabilizadéni
1¢inek na buné¢tné membrany (77,85,101). 2Za pfFitomnosti
kryoprotektiv dochdzi k odtoku volné vody a tim 1 ke zménam
buniky. V ddsledku hyperosmolarity extraceluldrniho média a
vysoké permeability buné&énych membrdn se Jednotlivé buiky
zmen3uji a sniZovani Jjejich objemu trvd aZ do vzniku
osmotické rovnovdhy mezi vyplavovanou vodou a vtokem
kryoprotektiva. Cim Jje koncentrace kryoprotektiva a teplota
prostfedi{ vysS3i, tim rychleji dojde k dehydrataci, a tim 1 ke
kryoprotekcl buiiky, a dos&hne se tzv. chemické ekvilibrace.
Kryoprotekci Jje nutno provadét velmi peclivé, 3Jjinak muZe
dochizet k po3kozeni bunék Jjesté pfed vlastnim mraZenim. V
tomto sméru Jje tieba brat v uvahu koeficient permeability
kryoprotektiva, ktery Je zavisly na membrdnovém koeficientu
permeability vellkostl povrchu bunék a rozdilu molarit
extracelularniho a intraceluldrniho kryoprotektiva. Jak jiz
bylo vy3e uvedeno, dochdzi pIi vloZeni gamet &1 embrya do
hypertonického roztoku Xkryoprotektiva v disledku ztraty vody
X vyraznym objemovym zméndm Jjednotlivych buné&k. K prevenci

nadhlych objemovych zmén se dfive pcouZivalo stoupajici fady



koncentraci kryoprotektiva (3 - 6 - 10%) v 7 - 10 min.
casovych intervalech (128, 88, 53, 108, 91), pozdé&ji vsak
bylo dosaZeno srovnatelnych vysledkd téZ vloZenim embryi do
konelné koncentrace (1 - 1,5 M) kryoprotektiva samotného
(124, 59, 100, 35, 66, 94, 113), to Je do koncentrace 1 - 1,5

M nebo s pifidavkem urcéitého podilu (0,3 M sacharédzy).

Jini autofi (40) zJjistovali preZivadni embryi skotu v
riznych stupniovitych podilech glycerolu aZ do kone¢né 1,4 -
1,5 M koncentrace v zAvislosti na rdzné délce ekvilibrace.
Mezi jednorédzovym a stupfiovitym vzestupem koncentrace
glycerolu nebylo zjiSténo vyraznych rozdild, ale p¥eZivani po
rozmrazeni bylo vyrazné ovlivnéno délkou ekvilibrace embrya
na jednotlivé koncentrace glycerolu v délce 2, 10 a 30 minut.
Uk&zalo se, Ze minimadlni délka ekvilibrace vyZaduije dobu
nejméné 10 minut na kaZdou koncentraci vzestupné Fady
kryoprotektiva a krat3i expozice embryi ovliviiuje p¥FeZivani
po rozmrazeni negativnim zpuisobem. Vzhledem k permeabilnim
vliastnostem embryonéalnich bunék z4vislych na teploté
prostfedi, byly v poslednich letech vyvinuty velmi rychlé a
jednoduché metody kryokonzervace (67,69,93), ve formé
vitrifikace. Gamety nebo embrya Jsou ve dvou féazich
vystavovany nejprve nilzZ3im, a pak vysokym koncentracim
kryoprotektiva (99,73,69) nebo smé&si kryoprotektiv (10%
glycerolu a 20% 1,2 M propandlolu resp. 20% glycerolu a 20%
propandiolu, piipadné 4,1 M glycerolu) k vyvolani vysokého
stupné dehydratace embrya a zabrdnéni krystalizace média. Za

téchto podminek zmrazovaci médium pZfi bleskovém zchlazeni



nevymrz4, ale p¥i vhozeni do tekutého dusiku tuhne ve sklu
podobnou masu, kterd celému procesu propijcuje nézev
vitrifikace. Nedochdzi zde z ¢&asovych divodd k nitrobunédéné
krystalizaci, ale p¥i vymrznuti vody se miZe nep¥iznivé
projevit toxicita kryoprotektiva 1 negativni viiv osmotickych
pomérd na bufiku. Podle Liehmana 1990 tato metoda poskytuje aZ
45 - 50% preZivdni in vivo. Druhym principem 1 problémem
klasické kryobiologie je zména osmotickych pomérdt mezl bufikou
respektive buifikami a extraceluldrnim prostfedim v souvislosti
s tvorbou ledové krystalizace v konzervac¢nim médiu a bufikaéch
samotnych. Nutno pfedeslat, Ze bod mrazu urditého roztoku je
z&visly na po&tu molekul v roztoku rozpudténych. Bod mrazu
izotonického roztoku NaCl (0,165 M) se pohybuje kolem - 0,6
°C, nicméné bod mrazu téhoZ roztocku s obsahem 1, 2 nebo,3 M
glycerolu klesid na 1,9 - 8,1 °C. To =znamend, Ze ledova
krystalizace bude probihat az po dosaZeni uvedenych
chladovych hodnot.. Nicméné pii zmrazovani je tfeba
respektovat skutednost, Ze i1 vodné roztoky se p#l zchlazovani
uréitého malého objemu daji podchladit hluboko pod vlastni
bod mrazu bez tvorby ledu.Tento fenomen podchlazeni (o 10 -
15 °C pod vlastni bod mrazu) miZe v pFfeiitelnosti
zmrazovanych bunék hrat kritickou roli. KdyZ se builka pfenese
z 1lzotonického roztoku do roztoku hypertonického, reaguje
osmoticky ztrdtou wvody, aby do3lo k vyrovndni mezi
intraceluldarnim a extraceluldarnim prostfenim. Rychlost,
kterou se dany typ buiky osmoticky pIizpidsobuje, Jje déana
hydraulickou vodivosti nebo koeficlentem vodni permeabllity a

souvisi s pom&rem velikosti povrchu buiiky k jejimu objemu a



dale teplotou prost¥fedi. Hydraulicka vodivost se u
jednotlivych druhd bunék 11i31. Vysokou konduktivitu maji
kupiikladu sav&i erytrocyty, niZ3i je u leukocytdl a nejnizZsi
u vajicek a embryi (84). Exaktni pokusy ukazaly, Ze embrya
vystavend vy33im koncentracim kryoprotektiv se v priub&hu
prvnich 6 minut zmen3uji, ale v dal3ich 10 minutach dochazi k
jejich reexpanzi. Je to dusledek znadmych osmotickych zmén
bunék (59), vystavenych hyperosmotickym roztokim
permeabllnich 1latek. Pocatec¢ni zmen3eni embryi je vyvolé&no
ztrdtami vody, které probihaji rychleii, nez vtok
kryoprotektiv. ZmenSovani objemu v3ak konc¢i, kdyZ se vytvofii
p¥ibliZné osmotické equilibrium mezi intraceluldrnim =a
extraceluldrnim prostiedim, coZz trvd asi 6 - 15 minut. Pak
buniky znovu pomalu nabyvaji objemu, protoZe do nich vstupuje

kryoprotektivum s vodou, aby se udrZela osmotickd rovnovéha.

Pfi zchlazovani Jje stupeni pfeZivdni bunék z4visly na
rychlosti sniZovani teploty a kinetice ztrdt vody v priubéhu
mraziciho procesu, t.j. od teploty - 7 aZ2 - 9 ° a niZe,
kterou Mazur (76) vyjadiil rovnici vyplyvajici z teploty,
rychlosti zchlazovani, konstanty vodni{ permeability bunégk,
teplotniho koeficientu této konstanty a pom&ru povrchu bunék
k jejich objemu. Na zdkladé numerického Ffedeni této rovnice
Mazur (76) mohl vysvétlit pokles stupné pireZivani,ktery se
vyskytuje p¥i vy33ich zmrazovacich rychlostech. TentyZ autor
rovnéZ zjistil, Ze Jsou-li buiky chlazeny na podnulové
teploty, tvori se krystalky ledu nejd¥ive v médiu a buiika,

nez dojde ke zméné fadze, =se podchlazuje (63). Tveorbou

10



mikrokrystald ledu extraceluldrnim prost¥fedi se vytvari
vyrazna chemicka diference mezi intraceluldrnimi a
extraceluldrnimi tekutinami. Takto vznikl4 vysoka
extraceluldrni koncentrace soli pak vede k tvorbé uré&itého
chemického potenci&lu, ktery pusobi zevné na je3té nezmrazena
embrya (77). V zavislosti na rychlostil zchlazovani se
rozdilné intra a extraceluldrni chemické potencidly
vyrovndvaji dvojim zplisobem (83,80,64,109). P¥i pomalém
chlazeni probihaji chemické a osmotické zmény v embryich
témér soucasné se zménami v médiu. \' disledku
extraceluldrniho zahu3tovAni soli dochdzi v mrznoucim médiu k
zna&nému odtoku intraceluldrni vody s navazujici progresivni
dehydrataci embrya. Buiika tak miZe do extraceluldrniho
prostiedi odevzdat a% 90% své volné vody (76), coZ vede k
jejimu vyraznému zmenSeni i k zvySeni koncentrace soli v ni
samotné. JestliZe pokles teploty prekro&i kritické hodnoty a
zchlazovani Jje rychlejsi, Jje vytok nitrobunécné vody 2zavisly
na vlastnostech embryondlnich bunéCnych membrdn, t.Jj. na
nizké permeabilite a zmenSeném poméru bufiky k jejimu objemu
omezen aZ znemoZnén (76,64,101).Termedynamickd rovnovdha se
pak musi uskutecnit cestou intraceluld&rni krystallzace, JejiZ
pribéh Jje pPimo zAavisly na rychlosti zchlazovdni a stupni
podchlazeni buné&ného materidlu (21) . P¥i pfimém
mikroskopickém pozorovani krystalizace ledu bylo zjisténo, Ze
pfi zmrazovaci rychlosti 0,7 st C/ min. zuistdvd do —~ 20 °C aZ
90% myS3Sich embry!i morfologicky nezménéno, zatimco pEi
rychlosti 12 °C/min. 3je vét3ina 2z nich zni¢ena. Pomalé

Zzchlazovani tedy poskytuje buriikdm dostatek ¢&asu Xk priubéhu

11



dehydratace, kterd je v prubéhu zmrazovdni reakci na zmény
osmotického tlaku a chemického potencidlu, zatimco 1rychlé
zmrazovdni tuto dehydrataci neumoZni, takZe voda zmrzne
intraceluldrné. Intraceluldrni krystalizace samozfejmé& vede k
mechanickému poSkozeni bunéénych struktur a tim i k =zéniku
buriky (76,62,63,84). Na zakladé pozorovani oocytd a embryi
my31i bylo zjisténo, Ze buiiky mohou obsahovat vodu schopnou
zmrznuti aZ do - 30 °C a vice (63). Pravé z toho divodu musi
byt embrya zmrazena pomalu, aby se udrZovala osmoticka
rovnovdha s Jjejich ckolim. Pro embrya saved byla optimdlni
rychlost zchlazovdni stanovena na 0,3 aZi 0,8 °C/min. Podle
Asahina a spol. (5), viak rychlé chlazeni s tvorbou
intraceluldrni krystalizace nemusi vidy vyvolat 1let&lni
defekty Dbunék. Tento fenomén Je zAavisly na velikosti
tvoficich se krystalkd ledu (81,104), a pak na rychlosti
zmrazovani. PI¥i rychlejdim zmrazovéni vznikaji Jen malé
intraceluldrni krystalky, které pfi pomalejsim rozmrazovani v
disledku jejich vysoké povrchové energie splyvaji ve vétsi
tzv. rekrystalizace, kterd butiky nici. Ve f4zovém kontrastu
je tato reakce mikroskopicky patrnd v teplotnim intervalu od
- 85 do - 45 a Jje patrnd jako tzv. zablesknuti (flashing)
embrya (60,97,57). Takto vzniklé ledové krystaly po3kozuji v
pribéhu rozmrazovAni mikrostrukturu bunéénych membrin a
organel (8,64,87) ve vét3i nebo men3i mife. PoSkozeni bunék
miZe vSak wvznikat i v pribéhu pomalého zmrazovéni v disledku
jevu zahrnovaného pod pojem solution effect nebo
Losungseffekt. Tento fenomén Jje vyvoladn =znacénym vzestupem

intraceluldrni koncentrace soli v dehydratovanych embryich,

12



kdy podle Mazura (77,78) dochdzi k =z&vaZnému naruseni
biochemické skladby bunédk v disledku makromolekuldrnich soli
atd., které ve svém komplexu vrcholi ve formé& tzv.
osmotického buné&ného Soku. Zatimco jist&d &4&st autort
povaZuje vyscké koncentrace soli a 2z toho vyplyvajici
po3kozeni membradn za pfi&éinu osmotické lyzy embryi jiZ pEil
jejich zmrazovédni (81, 107), Jjini maji za to, Ze p#i€inou
zadniku bunék miZe byt téZ piekroCenli minim&lniho objemu v
dusledku silné dehydratace,kXterd vede k po3kozeni buné&d&nych
membran (79, 105, 130), a tim 1 k poruchdm aZ z&niku
celuldrnich funkci vibec. PfekroCeni hranice minim&lniho
objemu bunék v pribéhu zmrazovdni a wvznilkajici osmoticky
tlakovy gradient po3kozuje zejména <&innost bun&&né membrany
ztrdtou 1lipidll, coZ umoZiuje pronikani extracelularnich soli
do nitra bunék s dal3imi osmotickymi zmé&nami v prib&hu
rozmrazovadni. Rozsah redukce buné&ného objemu se od bufiky k
bufice méni a JjestliZe restrikce pfekroli kritické stadium
pivodniho objemu, vznikaji na membrdndch a cytoskeletu
ireversibilni zmény takového razu, Ze limituiji dalsi
pEezivani (130) 1 v disledku naru3eni buné&®ného metabolismu
(16) po rozmrazeni. Tak se mohou kupfikladu podkodit
lysosomy, nebo miZe dojit k wuvolnéni fermentd, které pak
strdvi ostatni buné&tné organy. PIi po3kozeni mitochondrii je
zase naruden oxidac¢ni Feté&zec (87) a omezeni bunédné vitality
po rozmrazeni. Griffiths a spol. (30) =zase tvrdi, :Ze
nebezpecné Jje 1 rychlé rozmrazeni, kdy do hypertonického
celuldrniho prostoru proudi masy vody tak rychle, %Ze vyvolaiji

prasknuti bunky. PE1 nizkych rychlostech zmrazovdni a pfi
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relativné malém objemu zmrazovaného objektu, jak je to pEil
znrazovdnl bunék a embryi béZné, zpravldla dochazi k Jjiz
zminénému vyraznému podchlazovani {supercooling), které
podléhd nekontrolovatelné a spontdnni krystalizaci. Podle
Whittinghama (126) pfi podchlazeni dochdzi mimo Jjiné i k
po8kozeni bund&énych membradn (101) s néslednyml poruchami
permeability, Xkteré vice nebo méné ovliviiuji pfeZitelnost

embryi po rozmrazeni.

Leibo (64) 1 Schwartz a Diller (109) v8$ak maji zato, Ze
podchlazeni je pro buliku osudné proto, Ze prubé&h dehydratace
nemiZe za tohoto stavu prob&hnout v dostatecéné mife a tak pfi
spontdnnim néastupu 1ledové krystalizace média musi deojit k
intraceluldrni tvorbé& ledu. Bunky tak v disledku chybéjiciho
osmotického gradientu nemohou p#i podchlazeni odevzdavat do
extraceluldrniho prostoru svoji wvodu plynule, takZe pFi
vzniku rychlé krystalizace, kdy Jje vy¥ystup wvody navic
Zzpomalen, muZe buiika obsahovat Jjesté ©polovinu Jjejiho
poc¢ateCniho mnoZstvi. A to se p¥l spontdnni krystalizaci

stdvAd pro bunku fatalni.

Aby se predeSlo 8kodlivému vlivu podchlazeni a wvzniku
spontédnni a nekontrolovatelné krystalizace mrazeného objektu,
vyvoldva se zména skupenstvi extraceluldrniho média umdle a
to na drovnl teplot jen o néco malo niZ8ich, neZ je bod mrazu
daného kryoprotektiva. Toto umélé vyvolani pomalé
krystalizace jJe zndmo pod poimem seeding a v z&vislesti na
koncentraci kryoprotektiva se provadi pfl teplot& -5 a% -7

.C.
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Provokace této ledové krystalizace (seeding) je snadnd a
lze ji podnitit bodovym dotykem zmrazovaného objektu kovovym
piedmétem (ty&inka, pedn, pinzeta) podchlazenym v tekutém
dusiku. Vytvofeny maly krystalizacni bod se pomalu difusné
3171, pozvolna prostupuje celym zmrazovanym vzorkem a d& se
dobfe zrakové kontrolovat. Cim Jje proces krystalizace
plynulej3i, tim jsou i vysledky pieZivani embryi lep3i (110).
Uk&zalo se, Ze teplota pil vyvoldvani seedingu je pro
ptezivani embryi velmi dileZitd. &im je od bodu mrazu
kryoprotektiva vzdalenéijsi, tim Je pFteZivadni embryi nizZsi
(88,126,12%,55,117,101,58,922) .Vyvolavdni umélé krystalizace

pod teplotou - 10 °C vede vét3inou k destrukci embryi.

AZ do roku 1978 Dbyla propagovdna metoda pomalého
zchlazovéani a pomalého rozmrazovani bunék a embryi
(126,131,128,55,117). Sledovala se tim jak upln& dehydratace
embryi p¥i zchlazovdni, tak 1 Jjejich 3etrnd rehydratace p¥i
rozmrazovani.Tato zdlouhavd metoda, kterd soucasn& vyZadovala
ndroénd mrazici =zafrizeni, byla posléze nahrazena metodou
rychlého zmrazovani (128, 33, 72, 12, 56), kde pomalé
sniZovédni podnulové teploty kon&llo na hranicli - 30 aZ - 40
°C s néaslednym rychlym ponofenim wvzorkd do tekutého dusiku
(plung). P¥i tomto zplsobu chlazeni sice miZe dochéazet k
intracelularni tvorbé& ledu (krystalizaci), ale krystalky jsou
jJen malé, rozptylené a v nepatrném mnoZstvi, takZe buiky a
jejich struktury prakticky nemohou naru3it. Chlazeni, ktezé
kon&¢i Jjen na urovni - 25 °C s naslednym rychlym zmrazenim v

tekutém dusiku, m& za nésledek Zasté&j3i defekty (ruptury) na
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zondch (57). Metoda zmrazovani byla postupem casu je3dté dile
tasoveé zkrécena, kdyZ se zjlstilo, Ze kryoprotektivy o3etfené
gamety a embrya se mohou bez ujmy vloZit p¥imo do seedingové
teploty (- 5 az - 7 °C).Po kratké ekvilibraci (5 - 10 minut)
se vyvolad vlastni proces seedlngu s nadslednym zchlazovanim o
0,3 a2 0,5 °C/ min. aZ do teploty —~ 30 °C, kde se udrZuji po
dobu 10 - 15 minut. Pak se pfimo vkladdaji do tekutého dusiku
(64,100), Xkde se téZ konzervuji.od vitrifikace se tyto
techniky odli3uji nejen pouZitym kryoprotektivem (glycerol,
DMSO, PROH, sachardza), u vitrifikace se pouZiva vS 1l,ale 1
rychlosti zmrazovdni,kterd Jje u vitrifikace -2000 °*C/min.

(111,26).

Pro preZivani zmrazenych gamet a embryi méd velky vyznam
zachovani konstantni konzervacni teploty, p¥i niZ jsou embrya
uchovavana a manipulovédna. Dnes se zpravidla gamety a embrya
udrZuji v podminkach tekutého dusiku, tj. pfi - 196 °C, nebo
v dusikovych paradch o teploté& kolem - 150 °C, kde bez dhony
vydrZi quo ad functionem ¥Ffadu let. V&t3i teplotni vykyvy
nejsou pripustné,protoie tak miZe dojit k rekrystalizadnim
intraceluldrnim procesim a tim i ke shora uvedenému naruleni
buné&cnych struktur, které ovliviiuji p¥fezZivdni bundk po

rozmrazeni.

Velmli dileZitou soucésti zmrazovaciho procesu je rychlost
rozmrazovani, kterd Je zAvisli4 na zrychlosti zmrazovani.
Zmrazuji-1li se gamety a embrya aZ do nizkych teplot pomalu,
vyZaduji i pomalou rychlost rozmrazovani. Vysledky pfeZivani

v zdvislostl na rychlosti 2zmrazovaciho a rozmrazovaciho
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procesu se daji vysvétlit na z&kladé permeability vody

podobné, jak tomu bylo p¥i zmrazovéani.

Gamety nebo embrya chlazend pomalu maji dostatek &asu k

dehydrataci, zatimco v opacném pfipadé tuto moZnost nemaji.

Embrya a gamety chlazené pomalu dosahuji maxim&lniho
stupné& dehydratace a Jjsou vystavovAny silnému "solution
effectu" ze strany zmrazeného média. P¥l pomalém rozmrazovani
se tyto rozdily pomalu upravuji, burky zustévajl v pfibliZném
osmotickém ekvilibriu a tak podléhaji pomalé rehydrataci.
Jdsou—-li pomalu zmrazované gamety a embrya rozmrazena rychle,

probihd rychle 1 rehydratace a buiiky podléhaji zkaze.

Provddi-1i1i se tedy zmrazovani rychlé, vyZadulje to tézZ
rychlé rozmrazovdni. Za rychlé zmrazovdni povaZujeme ty
metody, kdy se embryo do tekutého dusiku vklad4 p¥fi teplotach

do - 50 °C.

Rychlé rozmrazeni se v pfipadé "rychlého" chlazeni provadi
proto, aby se piedeSlo fenoménu rekrystalizace p¥i teplotéch
od - 80 do - 50 °C a tvorbé& velkych krystald ledu v buifikdch
(96, 64). Provadi se jednoduSe tak,Ze se zmrazené vzorky
pfenesou do vodni 14zné o teploté 20 - 37 °C, takZe rychlost
rozmrazeni dosahuje 300 a vice stupid /minutu. Stejné Gcinné
se daji pejety rozmrazovat pfi teploté& vody z vodovodu (72)
na pfedehfdtém stolku nebo v dlani (65). Rozmrazovani kolem
37 °C nevedlo k v&t3imu poSkozeni embryi (102,40,58).
Rozhodujici vyznam pro daldi pfeZivadni rozmrazenych bunék ma

rychlé a Setrné vyplaveni potencion&lné toxického
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kryoprotektiva z embryondlnich bunék, zaji3téni procesu

rehydratace a jejich ndvratu do plivodniho funk&niho stavu.

VioZi-11 se po rozmrazeni embrya p¥imo do isotonického
roztoku PBS {(phosphat buffered solution), dochéazi k
osmotickému 3oku a znic¢eni bunék, protoZie vtok vody IJe

rychlejsi, neZ vytok kryoprotektiva.

K vyplaveni kryoprotektiva ijsou v z&sadé k dispozicl dvé

metody.

Dosud se ¢&asto uZivad zplscb stuptiovitého vymyvani, kdy
embrya prochézeji 3 - 6 stupnl sniZujicich se koncentraci
glycerolu, vidy v 10 minutovych intervalech. Poslednim
stupném je i1zotonické médium PBS s ocbsahem FCS (fetal calf
serum) nebo Dbovinniho albuminu, Vv némZ se té&Z embrya

rekultivuji.

Tato <&asové naro¢nd metoda vymyvani kryoprotektiva byla
podstatné zjednodu3ena nasazenim semipermeabilni sacharézy

(63,48).

Semipermeabilni nepenetrujici sacharéza zvy3uje osmoticky
tlak v extraceluldrnim prostoru a tim omezuje vtok wvody do
bunék, respektive embrya. P¥ijem wvody Jje tak z4visly na
osmolarité kryoprotektiva, resp. roztoku sacharézy. Plsobi-1i
sacharéza v hypoosmolarické koncentracl, proudi voda do bunék
omezené a objem Dbullky naristd aZ témé&F k maximdlnim
hodnotam.Nepokraluje—-1i rist buriky déle, nedoch&zi k ZAadnym

celularnim zméném, protoZe mikroklky na povrchu bun&&nych
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membradn tyto celuldrni membrdny do Jjisté miry ochrafiuji.
Nutno podotknout, Ze Cim Jje koncentrace sachardézy niz3i, tim

je vyplavovani glycerolu del3i a Casové ndrodénéjsi,

Pisobi-11i sacharéza v lsoosmolarické koncentraci,
difunduji kryoprotektiva a bunéc¢nd voda z embryi spolecné, a
bufiky resp. embrya se naddle zmen3uji a teprve v Zivném

roztoku nebo v uteru dosdhnou pivodniho objemu.

PouZivé-11 se sacharéza v koncentraci mezi 0,5 aZ 1 M,
odplavuje se kryoprotektivum rychleji, protoZe mezi intra a
extraceluldrni koncentraci kryoprotektiva vznika vySsi
koncentraéni gradient a tak miZe glycerol, p¥iipadné Jjiné
kryoprotektivum, rychle z Dbunék odejit. Relativné velké
mnoZstvi extraceluldxrniho vymyvaciho média zfeduje
vyplavované kryoprotektivum tak, Ze zde Jje jeho koncentrace

zanedbatelnd (106).

Na tomto principu je téZ zaloZena zmrazovaci metoda zvané
one step (64,101), kdy v Jjedné pejeté Jje v malém sloupci
kryoprotektiva uloZeno embryo a ve druhém,podstatné& vét3im je
rezerva vymyvaciho roztoku sacharédézy, ktery Jje v prib&hu
mrazenil a kryokonzervace od kryoprotektiva oddé&len vzduchovou
bublinou (obr. 1l). Tyto dvé sloZky se smichévaiji azZz po
rozmrazeni,aby se ihned mohlo uskute&nit vyplaveni glycerolu.
K rehydrataci embryi pak dochadzi aZ v uteru po bezprostfednim
pfenosu embryi. Metoda one-step 2zdAdnlivé <cely Dproces
zmrazovani zJjednodu3ila, ale do praxe zvl43Y nepronikla

vzhledem k tomun, Ze vylucCuje kontrolu embryi.V Fadé pFipadd
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se totiZ pFfendseji embrya znac¢né po3kozen&d nebo mrtvéa,coZ

sniZuje pravdépodobnost otéhotnéni.

Literdrni 1ddaje o 1Ospé3nosti kryokonzervace 1lidsk$ch
oocytd a Jjejich nésledném oplozeni, které by vedlo ke
gravidité djsou mélo <etné. Zatim Jsou zndmy dva piipady
aspésnych gravidit po oplozeni kryokonzervovanych 1lidskych
oocytld. (39,123). Jako kryoprotektivniho média bylo vétsSinou
autoru pouzito stejné médium, jaké se pouzivi ke
kryokonzervaci embryi (1,5 M DMSO s 0,1 M sacharézou a 20%
FCs (26,110,111,20,121,91,38,2,93). Celd fada autord se
domnivé, zZe pIi kryokonzervacli occytd midZe dojit k poSkozeni
mikrotubulll, Golgiho aparatu a meiotického vIeténka a tim ke
vzniku chromozomalnich aberaci. Vzhledem k tomu tito autofi
povaZzull zavedeni kryokonzervace oocytdl do klinické praxe :za
riskantni a pouziti této metody zatim nedoporucuji
(29,50,122,91,42). Kryokonzervatni  techniky, které Dbyly
Uspésné zavedeny ve veterindrni mediciné wvzbudily =z&jem o
uziti této reprodukéni technologie také v humdnni mediciné.
Neustdlé zdokonalovani technik vyuZivanych v asistované
reprodukci a zdokonalovdni ovariilni stimulace vedouci k
zisku velkého poc¢tu preovulacnich oocytd a tudiZz ndslednému
transferu velkého pocCtu embryi v jednom cyklu nese s sebou
rizika vicedetnych téhotenstvi, kterd pf¥indseji rizika Jak
pro matku, tak pro plody. Z téchto divodd 3Je zavedeni
kryokonzervace tzv. nadpocetnych embryi metodou, ktera
umoZiiuje uchovdni zZmrazenych embryi pro jejich transfer v

nékterém z daldich cykld. Néktefi autofi dokonce
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pfedpoklddaji, Ze zavedeni kryokonzervace do programu in
vitro fertilizace (IVF) zlep3i jeho uUspé3nost o dal3ich 8 -

12% (120).

Asistovand reprodukce také vyuZzivd rizné i1nseminadéni

techniky:
1. vagindlni - deposice ejakuldtu do zadni klenby po3evni
2. cervik&lni - instalace spermii do cervik&lniho kandlu

3. intrauterinni (IUI) - zavedeni propranych a

kapacitovanych spermii do dutiny déloZni

4. p¥iméd intraperitonedlni insemlnace (DIPI) - dopraveni
propranych a kapacitovanych spermii za pomoci vagindlni
UZ sondy a speclélniho transferového setu do blizkosti
stimulovaného ovaria.V3echny tyto inseminadni techniky
mohou byt pouZzity ve formé homologni tzn. s vyuZitim
spermii manZela a nebo heterologni s vyuZitim spermii
darce. Pri posledné jmenované metodé je nutné pracovat
se spermiemi kryokonzervovanymi, aby byla vyloudena
moZnost pfenosu AIDS. Tento pokyn vydalo Ministerstvo
zdravotnictvi a socidlnich vé&ci CSR v roce 1988 na
zdkladé zavérd IV.Mezlindrodni konference o AIDS, ktera
se konala ve dnech 12. — 17. 6.1988 ve Stocholmu. Timto
pokynem se s okamzitou platnosti zastavuje provadéni
oplodnéni cerstvym semenem d&rce po jeho pfedchozim
jednorazovem vy3etfeni na anti HIV. Tento zpusob
nevyluduje moZnost, Ze darce byl jiZ v dobé& vy3etfeni

infikovan. Spermatu od anti HIV negativniho dArce lze
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pouzit nejméné po 180 dnech. DArce musi byt znovu
vySetfen na antil HIV negativitu a teprve v pfipadé
opakované antl HIV negativity lze sperma uZit pro umélé
oplodnéni. Lze tedy provadét oplodnéni semenem darce
pouze v zafizeni, kde je mozno provadét kryokonzervace
semene. Timto se rusi pokyn ze dne 13.7. 1988, kde bylo
sdéleno, Ze lze uZit spermatu od anti HIV negativniho
darce, ktery byl tyden pfedem vySetfen na HIV

protildtky.

Uspé&3na inseminace zmrazenyml spermiemi u Zen byla moZné
az po objevu, Ze glycerol 3e rovnéz uéinné Xkryoprotektivum
pfi kryokonzervaci spermii (14,18). Techniky wuZivané ke
kryokonzervaci spermii se podle pracovidt rizni. Pracoviité
zabyvajici se touto problematikou uzivaji jako kryoprotektiva
glycerol nebo nékteré Jjiné latky a zmrazuji spermie v

pejetdch nebo ampulich v tekutém dusiku (52).

Snahou pracovist zabyvajicich se kryokonzervaci spermii
je, aby vitalita spermii byla po zmraZeni, skladovani a
nasledném rozmraZeni co nejvice podobnd jejich vitalité pred
zmrazenim.Jen tak lze dosdhnout zvy3eni procenta uspésnosti
ve v3ech technlkd&ch asistované reprodukce, které budou
kryokonzervované spermie pouzZivat. V ndsledujicich kapitoléach
bude rozebrdna metodika kryokonzervace spermii a srovnani
dvou kryokonzervaé&nich technik, popséna technika

kryokonzervace embryli a experiment s kryokonzervaci oocyti.
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3. Cil préace.

Cilem této studie bylo ovefeni moZnosti zavedeni
kryokonzervace 1lidskych gamet a embryi do klinické praxe v
ramci programu asistované reprodukce. Byla sledovdna moZnost
zavedenl co moZnd nejefektivnéj3iho a nejlevnéj3iho zplsobu
kryokonzervace. Testoval Jjsem unikdtni a velmi jednoduché
kryokonzervaéni za¥fizeni tuzemské provenience, které by mélo
nahradit zna&né nakladnid =zafizeni =z dovozu. Toto za¥fizeni
bylo ovéfovdno ve <¢&tyfech experimentech. Dva experimenty
zahrnovaly pomalou a rychlou metodu kryokonzervace lidskych
spermii,tfeti se tykal pokusu o kryokonzevaci lidskych oocytil

a &tvrty se zabyval kryokonzervaci embryi.

V této praci Dbyly vyuZity =zkuSenosti a poznatky
zahranié&nich i domAcich autoril, zejména z oblasti veterinarni
mediciny, nebot reprodukéni postupy a techniky Jjsou ve
veterindrni mediciné daleko vice propracovdny neZz v medicing

humdanni.

V dobé&, kdy diky rozvoji farmaceutického prumyslu dochézi i
v humanni mediciné k lep3im moZnostem hyperstimulace ovarii a
tim 1 k ziskavani vét3iho podtu oocyty, je zavadéni
kryokonzervacnich technik mezi stdvajici metody asistované
reprodukce podminkou dal3iho rozvoje lé¢by neplodného

manZelstvi.
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Tyto pokroky ve stimulaci ovarii vZak mohou v nékterych
piipadech vyustit aZ v hyperstimulaéni syndrom. Tato

komplikace se miZe projevit ve t¥ech stupnich.

1. stupen — napéti v podbiisku, zvét3eni ovarii do

velikosti 5 x 5 cm, piirlstek na vaze do 5 kg.

II. stupeil — bolest v podbiisku, nékdy gastrolntestindlni
potiZe, ovaria zvét3ena do velikosti 10 x 10 cm

cystického charakteru, piiruistek na vdze nad 5 kg.

v o~

III. stupen - vyskytuje se ascites, hydrothorax, v nejtéz3ich
piipadech doch&zi k hemokoncentraci, zvy3ené viskozité,

koagulaci a trombdéze. PIirlistek na vaze je vétii neZ 10

kg.

Lécba hyperstimula¢niho syndromu 3Je vZdy konzervativni.
Poddvaji se kortikoidy a sleduje se velikost ovarii, aby
nedo3lo k Jejich rupture. Za tim wUCelem provadime nékdy
odleh&ujici punkci. U III. stupné Jje nezbytné& nutna
hospitalizace a opatieni k zabrdnéni rozvratu metabolismu. K
opera¢nimu fe3eni se uchylujeme pouze tehdy, dochdzi-11i k

rupture ovarilii a vytvadri-1i se hemoperitoneum (36).

S rozvojem medicinskych technik v oblasti asistované
reprodukce a prenatdlni diagnostiky se stévaiji stale
dulezitéjsimi také otdzky etiky. V roce 1989 byl na vyroénim
zasedani Evropské spolelnosti pro reprodukcl a embryologii
€lovéka (ESHRE) v Molmé, byl ustaven eticky vybor, ktery
vytvo¥il smérnice pro praktické postupy v asistované

reprodukci a prendt&lni diagnostice. Vybor se omezil pouze na
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klasifikovani rdznych postupd klinickych 1 experiment&lnich
bez ohledu na jakykolil zdkonod&rny, ndboZensky nebo
filosoficky ndzor. ESHRE m& «cil podporovat ziskd&vani
znalosti, tykajicich se podminek a procesld ve vyvoji lidskych
jedincli, které 1lze 2z etického hlediska schv&lit nebo
vylou&it. V praxi to znamend sestaveni souboru smérnic pro
jednotlivé postupy v reprodukéni mediciné vcéetné prenatdlni
diagndzy, které jsou z profesiondlniho hlediska povaZovany za
slu¢itelné s korektni medicinskou praxi. Mezi doporucené
techniky asistované reprodukce patfi postupy, z nichz uvadim

pouze ty, které maji bezprostfedni vztah k této préaci:

1. fertilizace in vitro a transfer embrya (IVF a ET) -
zahrnuje aspiraci occytl, jejich inseminaci spermiemi in

vitro a p¥enos vzniklych embryi do délohy. (112)

2. transfer gamet do vejcovodu (GIFT) - pfedstavuije

zavedeni obou druht gamet do vejcovodu (95)

3. transfer zygoty do vejcovodu (ZIFT) — neboli p¥fenos
pronukledrniho stadia (PROST) - jde o laparoskopicky
transfer zygoty obsahujici dvé prvojadra do fimbridlniho

konce vejcovodu (134)

4. tubdrni transfer embrya (TET) - je obdobou ZIFT, jedna
se v3ak o transfer embrya ve stadiu ryhovani do
vejcovodu, bud laparoskopicky nebo transcervik&lné

(7,34,10,45)

5. uchovavanl gamet a embryi - jde o kryokonzervaci

spermii, embryi eventuelné oocytl v tekutém dusiku pfi

teploté - 196 °C teoreticky nekonecné& dlouho bez ztraty
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jejich Zivotaschopnosti. U dércl spermii zdvisi délka
uchovavani na podtu dosaZenych téhotenstvi. Americké
spolec¢nost pro fertilitu navrhuije 15 Gspésnych
téhotenstvi na darce, ve Francii pouze 5 té&hotenstvi na
darce (3,15). Kryokonzervaci oocytd vzhledem k moZnosti
vzniku chromozomdlnich aberaci fada autord nedoporucuje
(42,29,122,50,91) Pro kryokozervaci embryi byly

doporuceny dvé metody a to:
a) pro stadium pronukledrni a raného ryhovéni (115)
b) pro pozdni stédia ryhovani a blastocysty (24).

Délka uchovédvani kryokonzervovanych embryi se v ruznych
zemich pohybuje od 1 do 10 let (42).Pokud se nerozhodne
pisemné jinak, zmrazenid embrya by mé&la byt likvidovana v

ptipadé rozvodu nebo smrti nékterého z partnert.

6. arteficidlni inseminace spermiemi partnera - zahrnuje
intrauterinni inseminaci (IUI) a pifimou

intraperitonedlni inseminaci (DIPI) (19,13,25).

7. arteficidlni inseminace spermiemi darce - vyuZiva
kryokonzervovanych spermii darce ve vy3e popsanych
metoddch asistované reprodukce. Mezindrodni konsensus,
ktery by byl pEijatelny rlznymi zemémi a nédboZenstvimi,
neexlstuje. Voditkem by mély byt smé&rnice CECOS o

pouziti spermii dArce (15) a smérnice WHO (4,132).

Jakédkoliv rozhodnuti o zavadéni metod asistované
reprodukce by méla vychdzet z vy3e uvedenych postupld ESHRE,

které piedstavuji navrh etickych norem v oblasti reprodukéni
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mediciny. Tato préce z téchto norem vychdzi a poukazuje na
moZnostl zavAdéni kryokonzerva¢nich technik v asistované
reprodukci ve vét3iné zdravotnickych za¥izeni, kterd se touto

problematikou zabyvaji.
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4. Metodicka d&éast.

4.1. Kryokonzervadéni za¥izeni.

Ke kryokonzervacl spermii ©byle pouZito jednoduchého
modifikovaného Elsdenova zmrazovaciho piistroje. Tato
modifikace Jje &s. patentem prof., Holého a ing. Skarka
{obr.&.2). Tento piistroj se sklddd z Casti staciondrni a =z
&4stil pohyblivé. Cast staciondrni je tvofena dvéma kovovymi
kruhy o priméru 145 mm, které 3Jjsou od sebe fixovany ve
vzdadlenosti 160 mm dvéma kovovymi vzpérami. Dolni kruhovéi
¢ast Jje vysokd 25 mm, opatfend obrubou vysokou 15 mm, kteréa
slouzi k fixaci kryokonzervacniho zaFizeni na hrdlo
kontejneru s tekutym dusikem. V této podstavé je vyfrézovan
kruhovy otvor o priméru 90 mm, JjehoZ primér Jje shodny se
svétlosti hrdla kontejneru. Horni staciondrni kruhovai &&st Jje
opatfena drZidkem, ve kterém se otali stavéci 3roub dlouhy 75
mm, na jehoZ koncl je ozubené kolo o pruméru 22 mm. Dale jsou
zde vyfrézovaAny dva otvory. Prvni &tyfhranny 10 x 10 mm, ve
kterém se pohybuje mobilni cast zaFizeni a druhy
ledvinovitého tvaru, ktexy umoZiuje zasunuti ¢idla
digitdlniho teplom&ru do kryokonzervadniho <valce. Cast
pohyblivad se skladd z kovového &tyfrhranu 3irokého 10 x 10 mm
a dlouhého 320 mm, ktery je cejchovdn po 10 mm, a je opatfen
zuby, které zapadaji do ozubeného kola stav&ciho Zroubu. Do

tohoto &tyfhranu je za3roubovdn kruhovy drZadk dlouhy 165 mm o
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priméru 10 mm, ktery m& dole zavit, na ktery se na3Sroubuje

kryokonzervacni valec.

Hlavni soulssti tohoto zmrazovaciho p¥istroje Je kovovy
vadlec s pevnym dnem o priméru 86 mm a délce 126 mm. Tento

valec slouZi ke kryokonzervacl spermii. (Obr.&.3).

Stavéci &roub umoiZfiuje plynuly mechanicky Iizeny sestup
dérovanéhe vAlce do par tekutého dusiku. 2Zmrazovaci kovovy
vidlec Je sestaven ze 3estl do sebe zapadajicich mensich
valcl. Prvni tvofi obal celého zafizeni a v druhém aZ 3Sestém
jsou vyfrézovany draziky tak, aby se do nich daly zasunout bez
obtizZi zmrazovaci pejety se spermiemi.Celkovy pocCet drdzek je
60, coZ umoZiitje zmrazovat najednou 60 inseminacnich davek.

Hloubka téchto drazek odpovidad délce pejet o objemu 0,5 ml.

Jednoduchou manipulaci lze valec, slouzici ke
kryokonzervaci spermii, vyménit za valec mend3i o primé&ru 30
mm a délce 120 mm,ktery se akléddd ze tii do sebe zapadajicich
men3ich valcl, ve kterych je vyfrézovano 16 draZek,slouZicich
k ulozeni pejet o objemu 0,25 ml, které se pouzivaji ke
kryokonzervacl oocytd nebo embryi a 8 drédZek pro pejety o
objemu O,5ml. K celému zafizeni patfi také kovovd kruhové
redukce, kterd umoznuje fixaci modifikace pro kryokonzervaci
oocytd a embryi na malém kontejnéru, jehoZ hrdlo Jje uZsi.

(Obr.&.4).

Soucldsti tohoto zmrazovaciho za¥izeni Jje také digitélni

teplomér a stopky se signdlnim zafizenim. (Obr.&.5 a 6).
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Uvedeni zmrazovaciho za¥izeni do funkce se provadi tak, Ze
do jedné z pejet naplnéné kryokonzervadnim roztokem se vsune
¢ildlo digitalniho teploméru. Funkce tohoto pPistroje Je
podminéna tim, Ze se zmrazovaci cylindr vsune do hrdla
kontejneru zhruba z poloviny naplnéného dusikem a dusikovymi
parami. Do dréZek vAlce se vsunou pejety se spermatem v
kryokozervacnim médiu a pomoci stavéciho Sroubu se provadi
ponofovdni vAlce do par tekutého dusiku tak, aby bylo

dosaZeno Z&douciho sestupného teplotniho gradientu.

Popsané kryokonzervadni zafizeni je velmi jednoduché,
skladné, cenové celkem nendro¢né a nevyzZaduje Z&dnych
devizovych nArokl anl devizovych zdroiju. Navic je prakticky

bezporuchové.

4.2. Rryokonzervadéni médium.

Za nejudinnéjsi kryoprotektivum pro zmrazovani a
rozmrazovani lidskych spermii Je povaZovadn glycerol v kone&né
koncentracl 7,5% (118,107,18) .Suspendujici média byvaii
zaloZena na roztocich wvaje¢ného Zloutku a pufru citratu,
kterd byla pivodné vyvinuta ve veterindrni mediciné pro
zmrazovani byc&ich spermii.Pouniité kryokonzeva&ni médium se
skladalo z 10 ml ¢erstvého Zloutku, z 62 500 U penicilinu, 60
mg streptomycinu,1,09 g fruktézy,1,09 g glukézy a 1,74 g
dihydratu citronanu socdného ve 100 ml destilované vody. 32,5

ml této smé&sli bylo smich&no se 7,5 ml sterilniho glycerolu.
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Tento roztok byl inaktivovdn pfi 56 °C po dobu 30 minut a

doplnén 1% védhového objemu glycinem (133,49).

Ke kryokonzervaci oocytli se bé&Zné vyuZivd obdobnych
kryokonzervacnich médii, které byla vyvinuta pro
kryokonzexrvaci embryi. Jako kryoprotektivum slouzi bud

dimetysulfoxid (DMSO) nebo propandiol (PROH) (93).

V této prdci bylo pouZito 1,5 M roztoku propandiclu s 0,1
M roztokem sachardézy a 20% séra. Jako ekvilibrac¢niho média
bylo pouZito 1,5 M roztoku propandiolu s 20% séra

(108,109,26,69,111,117,118,120) .

Toto médium bylo také pouZito ke kryokonzervaci rannych
stadii embryi. Pro stadia pokrocilej3i byl pouZit 1,5 M
roztok glycerclu s 20% séra pro ekvilibraci a jako zmrazovaci
médium 1,5 M roztok glycerolu s 0,25 M roztokem sachardzy a

20% séra.

4.3.Pomald metoda kryokonzervace spermii.

Po zkapalnéni byly spermie pfi pokojové teploté& nafedény
kryoprotektivnim médiem. Pak byla tato suspenze nasata do
transparentnich pejet o objemu 0,5 ml a =zapecdeté&na. Pejety
byly oznaCeny barevnymi koncovkami tak, aby bylo moZné
rozli3it od kterého darce pochdzeji. Pak byly pejety vloZeny
do kryokonzerva&niho =za¥izeni a né&sledoval ¥fizeny sestup

teploty.
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Pejeta se suspenzi spermii a kryoprotektivniho média v
poméru 1:1 byly vloZeny do zmrazovaciho vAlce a tento valec
byl mechanicky ponofovan do par tekutého dusiku za soudasného
sledovani teploty kryoprotektivniho media v kontrolni pejeté
obsahujici ¢&idlo digitdlniho teploméru tak, aby teplotni
gradient byl - 1 °C za minutu. Tento sestup teploty probihal
az do - 5 °C, kdy byl sestup teploty zastaven a byl vyvoléan
gseeding - uméld tvorba krystalkl ledu. Seeding byl provadén
tak, Ze pednové klesté,které byly p¥fedtim pono¥eny do nadobky
s tekutym dusikem, se dotkly pejety. Po 10 minutové inkubaci,
aby 1indukce tvorby ledovych krystalkt (seeding) prob&hl v
celé pejeté, byl dal3i sestup teploty 10° za minutu aZ do -80
°C. Pak byly pejety se suspenzi spermii a kryoprotektiva
pIeneseny do tekutého dusiku, tj. do teploty -196 °C (Graf

¢.1l) a umistény do kontejneru s tekutym dusikem. (Obr.7).

4.4. Rychla metoda kryokonzervace spermii.

Po zkapalnéni byly spermie pii pokojové teploté nafedény
kryoprotektivnim médiem, pak byla tato suspenze nasita do
transparentnich pejet o objemu 0,5 ml a zapecet&na. Pejety
byly oznaleny barevnymi koncovkaml tak, aby bylo moZno
rozlisit, od kterého darce pochazeji. Pak byly pejety vloZeny
do kryokonzervac¢niho zaf¥izeni a nésledoval ¥izeny sestup

teploty.

Valec kryokonzervac¢niho =za¥izeni byl v parach tekutého

dusiku podchlazen na - 5 °C a tato teplota byla kontrolecvana
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pomoci kontrolni pejety s kryoprotektivem, ve které bylo
instalovdno ¢idlo digitd&lniho teplomé&ru. P¥i teploté - 5 °C
byly do drédZek zmrazovaciho valce umistény pejety se suspensi
spermii a kryoprotektiva. Po inkubacni dobé 10 minut byl
proveden seedlng a po dal3i 10 minutové inkubaci byl proveden
fizeny sestup teploty de - 80 °C rychlosti 10° za
minutu. (Obr.&€.2) .Pak byly pejety vloZeny do tekutého dusiku a

pfeneseny do kontejneru s tekutym dusikem. (Obr.<&.8).

4.5. Zigkavani vzorkd spermii

Ke sledovani vlivu rychlé a pomalé metody kryokonzervace
spexmii byly pouZivany spermie ziskané v rémcl programu IVE.
Celkem byly zpracovany vzorky od 36 ddrcl, piicemZ od kaZdého
vzorku bylo hodnoceno po 50 spermliich ¢&ili 1800 spermii v
kazdé metodeé, celkem tedy 5400 spermii. V3echny vzorky
ejakulatld odpovidaly v3eobecné uzndvanym kriteriim darovanych

spermii pro kryokonzervaci (4):
- objem ejakulatu vét3i nez 1,5 ml
- koncentrace spermii vét3i nez 50 mil./ml

- motilita spermii vét3i nez 50%

progrese spermii vét3i neZ 3 (stupnice 0 - 4)

{

morfologie spermii - vice jak 45% normdlnich spermii

4.6. Zpracovani vzorkl spermii

Ziskany ejakulat byl po kolikvaci po kapkdch naf¥edé&n vy3e

popsanym kryokonzervacnim médiem obsahujicim jako
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kryoprotektivum glycerol v poméru 1l:1 a to tak, Ze vidy bylo
kapano kryoprotektivum do ejakuldtu za st&dlého Setrného
tfepadni. Piiprava 1 hodnoceni spermii od Jjednoho d&rce se

dély vidy za stejnych podminek.

4.7. Ptiprava mikroskopického preparétu

Na podlozini sklic¢ko bylo mikropipetou pieneseno 20 ul
suspense spermii a piikryto krycim sklic¢kem. Takto piipraveny
preparidt md& hloubku 20-~30 um, kterd nijak neomezuje pohyb

spermii (132).

K hodnoceni pohybu spermii byl pouZit mikroskop s temnym
polem Amplival Carl Zeis Jena, na JehoZ kondenzor byla
nanesena kapka imerzniho oleje a na ni pfipraveny preparat.
Byl pouZit objektiv 2zvét3ujici 40 x a okuldr 10 x. K
fotografovani spermii bylo pfistoupeno cca za 2 minuty od
pfipravy prepardtu,kdy ustava proudéni tekutiny pod krycim

sklem.

4.8. Fotografovani spermii

K cobjektivnimu posouzeni motility spermii u jednotlivych
darct pfed zmraZenim a po rozmraZeni bylo vyuzito
modifikované fotografické metody s intervalovou expozici

(time - lapse exposure photographic metod) (90,46).

K fotografovani spermii byl pouZit fotoaparét znadky
Contax RTS II. firmy Yashlca, jehoZ tubus je moZno nasadit na

adaptér mikroskopu. Jako fotografického materidlu bylo
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pouZito kinofilmu Foma o citlivostli 23 DIN a doba expozice

snimku byla 2 sekundy.

Podle koncentrace spermii v prepardtu byl zvolen takovy
po&et snimkl, aby bylo moZno u kaZdého vzorku hodnotit 50
spermii (p¥ibliZné 5 snimkd na jeden vzorek). Méfeni délky
stopy spermii na jednotlivych snimcich Dbylo provadéno
milimetrovym mé¥itkem na stinitku pfistroje MEOFLEX RI 21 P
Meopta. 2 velikostl zvét3eni a délky stopy spermii byla
vypocitédna rychlost pohybu spermii v dobé expozice a byla
srovnavdna délka stopy spermii ve vzorku stejného ejakulatu

pfed zmraZenim a po rozmrazeni.

4. 9. Kryockonzervace oocytd.

Oocyty ke kryokonzervaci byly ziskdny od pacientek, které
pfed diagnostickou laparoskopii nebo laparotomii daly pisemny
souhlas k tomu, Ze v pripadé ndhodného ziskani oocytt budou

tyto vyuZity k vyzkumnym uéeldm kryokonzervace.

Bylo zisk&no deset oocytu, které byly ekvilibrovany v
roztoku 1,0 M roztoku propandiolu a s 20% séra po dobu 10
minut a potom byly pfeneseny do Xkryokonzervaéniho média.
Kryokonzerva¢ni médium tvofil 1,5 M roztok propandiolu s 0,1
M roztokem sachardézy a 20% séra. V tomto kryoprotektivu byly

oocyty nasaty do pejetek.

Pejetky s oocyty byly vloZeny do men3iho valce
kryokonzerva&niho zafizeni. OchlazovAni probihalo z teploty +

20 °C na - 7 °C rychlosti 1 °C /min. P¥i této teploté& (- 7
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°C} byl dotykovym zpusobem vyvoldn seeding a po 10 minutové
Inkubaci, pEi které dojde k ledové krystalizacli v celé
pejeté, pokracovalo ochlazovdni na - 36 °C xychlosti 0,3
°C/min. Po 20 minutové ekvilibraci byly pejety pfeneseny do
kontejneru s tekutym dusikem (graf &.3). V rozmezi cca 1
m&sice po zmraZeni byly oocyty pomalym zplsobem rozmraZeny a
pieneseny na dobu 10 minut do béZného kultivadniho média,
které je pouZivano pro kultivaci embryi, a které obsahovalo
1,0 M roztok sachardézy. Po dikladném promyti ve tfech a
¢tyfech 1lAaznich c&erstvého kultivadniho média byly oocyty

sledovény pod mikroskopem.

4. 10. Kryokonzervace embryi

Preovulaéni oocyty byly ziskdny u pacientek p#i komplexni
diagnostické laparoskopii (KDL) nebo p¥i ultrazvukové
vaginalni punkci felikuld (IVF vag.). Ke kryonzervacl Jjsme
ptipravili 66 embryi v rdznych stddiich vyvoije, od
pronukledrniho stédia aZ po stddium moruly s pouZitim
standardni metodiky (31). Bylo pouZito nésledujici obecné

schéma pro kryokonzervaci:

— pfeneseni embryi do média s kryoprotektivem a jejich

ekvilibrace v kryoprotektivnim prostfedi
—~ nasiti embrya do pejety a jeji zapeceténi

- ochlazovani embryi aZ k negativnim teplotém
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— indukce formovani ledovych krystalll v extraceluldrnim
prost¥edi ndhlym bodovym ochlazenim pejety v co nejvétsi

vzdadlenosti od embrya

- dal8i postupné ochlazovdni umoZiujici pokracujici

dehydratacl embryonalnich bunék

- ochlazeni ponofenim do tekutého dusiku a uchovéni p¥i

teploté - 196 °C
- rozmrazeni

- postupné odstranéni kryoprotektiva promyvénim

v kultivacnim médiu

Jako kryoprotektiva byle pouZito organickych sloucenin s
vysokou afinitou k molekuldm vody, sniZujici pfi zméné
skupenstvi rychlost ristu ledovych krystald (22), pro cd&asné
stddia embryi PROH (54), pro stédia pokrocCilejsi glycerol

(17).

K ekvilibraci pro &asnd stédia embryi jsem pouzil 1,5 M
roztok PROH s 20% séra a jako zmrazovaci médium bylo pouZito
1,5 M roztoku PROH s 0,1 M roztockem sachardézy a 20% séra. Pro
stéddia pokrocilejsi byl pouZit 1,5 M roztok glycerolu s 20%
séra pro ekvilibraci a Jjako zmrazovaci médium 1,5 M roztok
glycerolu s 0,25 M roztokem sachardézy a 20% séra. Ekvilibrace
probihala v ekvilibra¢nim médiu 15 minut p¥i pokojové
teploté. Po ekvilibraci byla embrya nasdta spolu se
zmrazovacim roztokem do pejet o obsahu 0,25 ml a ochlazovéna
z teploty + 20 °C na - 7 °C rychlosti 1 ° /min.. P¥i této

teploté byla provedena lindukce formovédni ledovych Kkrystall
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(seeding). Pak pokracovalo ochlazovdni na - 36 °C rychlosti
0,3 °/min..Po 20 minutdch ekvilibrace p¥i teploté 36 °C
byla embrya pIenesena do tekutého dusiku a uchovavana p¥i
teploté — 196 °C (graf.c.4). Za 1 - 3 mé&sice byla embrya
rozmrazena a prenesena na dobu 10 minut do kultivac¢niho média
s 1,0 M roztokem sachardézy (115,31). Po néasledném dikladném
promyti wve 3 - 4 1laznich cerstvého média byla embrya
pilpravena bui® k dalsi kultivacl (&asn& stadia) nebo k

transferu do délohy (pozdni stéadia).
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5. V{sledky

5.1. Motilita spermii po kryockonzervaci

Pro objektivizaci vlivu nizkych teplot na kvalitu spermii
bylo pouZito zhodnoceni jejich motility ©pfed a po

kryokonzervaci.

Byla porovnavéna prumérnd délka drdhy ve vzorku ejakulétu
pfed zmraZenim (s) a rychlost spermii (v). TyZ vzorek
ejakuldtu byl zmraZen pomalou metodou a po rozmrazZeni byla
zjistovdna primérnd délka drahy spermii (sl) a prim&rnéi
rychlost spermii (vl).Stejny vzorek ejakuldtu byl zmraZen
rychlou metodou a po rozmraZeni byla sledovana primérna délka
drihy spermii (s2) a primérnd rychlost spermii (v2). (graf

¢.5, Obr.¢.9 a 10).

Maximdlni a minimdlni hodnoty s, v, x sl. vl, s2 a v2 v
jednotlivych vzorcich ejakuldtu ukazuje tabulka &. 1. Bylo
zjisténo, Ze s se pohybovalo v intervalu 0,35 - 0,66 um a v v
intervalu 0,15 -~ 0,33 um/s.Pro sl byl tento interval 0,17
0,65 um a pro vl 0,09 - 0,33 um/s. Hodnoty s2 byly 0,12
0,45 um a v2 0,06 - 0,23 um/s. Tabulka ¢&. 2 2zaznamenava
prumérné hodnoty s, v, sl,vl,s2,v2.Primérnd hodnota s byla
0,38 um a v 0,23 um/s, sl 0,36 um,v1,0,18 um/s a s2 0,31 um,

v2 0,15 um/s.
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Tyto hodnoty pTfenesené do sloupcového grafu (graf &. 6)
ukazuji, Ze dochédzi k snilZovani hodnot sl, vl a s2, v2,
oprotl hodnotédm s a v. Je tedy ziejmé, Ze délka drdhy a
rychlost spermii klesd s rychlosti kryokonzervace. Je3té
pfehlednéji je tato skutecnost vyjadfena v grafu &. 7, ktery
ukazuje sniZeni hodnot s1 a 52 a vl a v2Z2 proti vychozim
hodnotdm s a v, které bereme Jjako z&kladni hodnoty. Je
patrno, Ze sl kles& proti s o 5,3% a 82 o 18,4%. V hodnotéch
vl a v2 je situace obdobnd, vl je niZ3i o 21,7% a v2 o
34,8%.Porovnédme-11 hodnoty sl proti s2 a vl proti v2,
dostaneme srovna&ni pomalé a rychlé metody kryokonzervace
spermii. Rychlad metoda kryokonzervace vykazuje hodnoty s2 a
vz o 13,1% ni#3i, neZ pomald metoda. Tuto skutelnost

vyjadiuje graf ¢&. 7.

Od kvétna do prosince 1992 bylo vy3e popsanyml metodami
kryokonzervace spermii p¥ipravenoc celkem 195 inseminadnich
davek. Heterologni intrauterinni inseminace kryokonzervovanym
ejakulatem (AIUI) byly zahdjeny v prosinci 19%2.V tomto
mésici bylo provedeno celkem 9 AIUI,z nichZ v soudasnosti

probihd 1 intaktni gravidita.

5.2. stav oocytd po kryokonzervaci

2 10 oocyttl, které byly kryokonzervovany do3lo u 3 oocytil
k destrukci bufiky vlivem porudené buné&fné membrény. U zbylych
7 oocytl pozorovanych ve svételném mikroskopu, nebyla

prokdzana porucha morfelogle buliky. (Obr.&.11). Tytc oocyty
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dosahly plvodniho tvaru a rozméru bunky a v jejich p¥ipadé
nedo3lo k rupture bunéné membrany. Ztradta p¥i kryokonzervaci

oocytld byla v tomto malém souboru 33, 3%.

5.3. Stav embryi po kryokonzervaci

Celkem bylo kryokonzervovano 66 embryi, z toho 11 embryi v

casném stddiu a 55 embryi v pozdnim stédiu vyvoje.

Embrya v <Casném stdadiu vyvoje byla po kryokonzervaci
kultivovdna 20 -~ 26 hodin a byl sledovan jejich dal3i wvyvoj.
2 11 kryokozervovanych rannych embryi se po rozmraZeni a
nasledné kultivacli se 4 embrya dale nevyvijela a ziistala na
stejném stupnl vyvoije,jako pfed kryokozervaci. Zbylych 7
embryi se d4le ryhovalo do 4 - 6 Dbunéfného stadia a
blastomery téchto embryi nejevily mikroskopicky =zjistitelné

zndmky patologie (114), (Obr.12).

Embrya v pozdnim sté&diu vyvoie byla po vymyti
kryoprotektiva nasdta do transferové soupravy a ihned
transferovdna do délohy. 0d dal3i kultivace téchto embryi
bylo upudténo vzhledem k velké nérocnosti a problematickym

vysledkim s laboratorni kultivaci blastocyst a morul.

0d Cervna do listopadu 1992 bylo provedeno 15 transferd po
kryokonzervaci,p¥i kterych bylo transferovdno 37 embryi,:z

toho 5 rannych embryi,30 blastocyst a 2 moruly.

Gravidita po embryotransferu kryokonzervovaného embrya

nebyla dosud na naSem pracovistil zaznamenéna.
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6. Diskuse

V procesu rozveoje kryokonzervace spermii je hlavnim dkolem
nejen zdokonalovani, ale 1 zjednoduSovani jednotlivych
metodik, vCetné& &asového zkrdceni celého zmrazovaciho procesu
na minim4dlni dobu tak, aby tento proces mohl byt bez vétsich
nadrokltt na Cas a persondl zacClenén do bézZné klinické praxe. S
timto usilim samozfejmé souvisi také z jednodusdovani
kryokonzervadnich zafizeni, kterd jsou financ¢né velmi narocnd
a navic 24visld na dovozu =z devizovych oblasti. Bylo
prokadzano, Ze ke kryokonzervacl lze pouzivat vySe popsané
velmi jednoduché kryokonzervacni zafizeni, které je
modifikaci Elsdenova pfistroje. K jeho uvedeni do provozu
neni potfeba nic jiného, neZz kontejner se standardni hladinou
tekutého dusiku a dusikovych par, dale digitdlni teplomér s
Cidlem, které je umisténo v kryoprotektivnim médiu zmrazovaci
pejety o objemu 0,5 ml typu Cassou.Vzhledem k tomu,Ze
digit4lni teplomér tuzemské provenience je U nds béZné
dostupny bez devizovych nérokli, je tento typ za¥izeni svou
jednoduchosti, skladnosti i nizkymi pofizovacimil naklady v
programu asistované reprodukce dobfe vyuZitelny také proto,
zZe je zajiiténa jeho vyroba ve Vyzkumném ustavu
potravind¥fského primyslu v Hru3ovanech nad JeviZovkou. Vyrobu

digitdlniho teploméru zajistuji skladrny Kavaliler.

Vlastni préce se zmrazovanim spermii potvrdila skuteé&nost,

Ze kombinované kryoprotektivum na bazl Zloutku, glycerolu a
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dal3ich komponent neovliviiuje pfi p¥imém styku kvalitu
spermii. Vede naopak k dokonalé dehydrataci a stabilizaci
bunéénych membran (133,51). Potvrdila se také zku3enost, Ze
kryoprotektivem o3etfeny ejakulat lze bez nebezpeli
chladového 3oku vlioZit piimo do teploty - 5 °C, coZ

kryokonzervaéni proces znadné urychlilc a zefektivnilo.

P¥estoZe se kryokonzervaéni p¥iprava gamet respektujici
fyzikalné chemickéa a biologicka hlediska neustdle
zdokonaluje, ukazuje se, Ze 1 zde existuji je3té znadcné
rezervy. Ne v3echny buiiky, tedy 1 gamety, se v pribé&hu
kryoprotekce a kryokonzervace a rozmrazovaciho procesu
chovaji stejné& (59,61). Rada z nich je vliivem téchto procest
znicena. Vzhledem k tomu, Ze kryoprotekce, tzn. pronikani
kryoprotektiva do bunék, je zdvisld na propustnosti membran a
velikostli objemu bunék, nemusi byt v3echny buiky, tedy i
gamety, kryoprotektivné pf¥ipraveny a potom v nékterém z kroku
celého kryokonzerva&niho procesu podléhaji destrukci. Prote
je prakticky vidy kvalita ejakuldtu po rozmrazeni niZ3i nezZ
pfed kryokonzervaci,protoZe pifi kryokonzervaci dochdzi ke

znic¢eni 15 - 20% buné&k.

Rozhodujicim kriteriem pro Groveli pteZivani a pohyblivosti
spermii po kryokonzervaci je vychozi kvalita ejakulatu. Cim
je tato kvalita vy33i,tim Jje vy331i kvalita ejakulatu po
kryokonzervaci. Z tohoto divodu a potvrzuji to 1 dosaZené
vysledky, Je dilezité pouZiivat pro kryokonzervaci Jjen
ejakulatd vybornych kvalit, aby 1 po rozmraZeni byla

zajidténa optimdlni Zivotaschopnost spermii. V kaZdém p¥ipadé
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je tfeba povazZovat cely kryokonzervacni proces za nejtézZ3i
zkousku rezistence spermii. V jeho pribéhu dochdzi vidy ke
zhorS8eni kvality ejakuldtu. Podle mnou ziskanych zkuSenosti
se motilita spermii sniZuje asi o 22 - 35% podle metody
kryokonzervace,coz Je v souladu s udajl ve svétové literatufe

(28,32,6,133).

Podle v3eobecné uznavanych kriterlii by mélo po rozmraZeni
ptezivat vice jak 50% spermii, Jjejich motilita by méla byt
vétsi neZ 30% a progresivni pohyb spermii by mél byt vétsi
jak 2 (stupnice 0 - 4),(37,118,41,119). JestliZe po
rozmrazeni vzorek ejakuldtu neodpovidd témto kriteriim, mé&ly

by byt pejety s timto ejakuldtem likvidovany.

Tato skutecnost Je velml z4vainé4, nebot l1nseminace
paclentky kryokonzervovanyml spermiemi p¥edstavuje dnes pro
pfijemkyni zna&¢né finandéni néklady a pacientka mad préavo
ziskat ejakuldt co moZnad nejvyssi kvality, tak aby méla co

nejvét3i nadéjili na otéhotnéni.

V p¥ipadé kryokonzervace oocytl Jsou vysledky udavané v
literatufe mé&lo uspokojivé. To ostatnd ukazuji 1 vysledky
dosaZené v experimentu, ktery byl soucdsti této prace. I kdyzZ
se jednalo o velml maly soubor, Jje velmli pravdépodobné&, Ze
ani u vét3iho souboru by vysledky nebyly o mnoho lep3i. Bylo
by rovnéz zajimavé provést pokus o oplozeni

kryokonzervovanych ococytt.

Vzhledem k tomu, Ze existuje riziko, Ze by nékteré

chromozomalni aberace mohly vzniknout v priubéhu
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kryokonzervalniho procesu, bylo doporuéeno, aby nebylo
klinické vyuzZiti zmrazenych oocytd zatim aplikovéno, dokud

nedojde k jednoznalnym zavérdm vyzkumnd préce (42).

Pro zachovani Zivotaschopnosti gamet v procesu
kryokonzervace Je také zFejmé velmi dileZity fenomén
intracelulérni krystalizace v pribéhu zmrazovani a
rozmrazovani, ktery je z4Avisly na stupni dehydratace bunék a
na rychlosti zmrazovaciho a rozmrazovaciho procesu. Proces
krystalizace ledu Jje komplikovdn komplexem chemickych zmén,
které zahrnujeme pod pojem "solution effect", ktery vede k
neimérnému vzestupu koncetrace soli (77,78) a miZe vyznamnym

zplsobem narusit celuldrni funkci i strukturu gamet.

Aby bylo moZné zajistit co nejobjektivnéi]si srovnani
pohyblivosti spermii p¥ed kryokonzervaci a po kryokonzervaci
vyse pepsanymi metodami, bylo pouzito modlfikované
mikrofotografické metody, kterd umoZiiuje zachytit na kinofilm
pohyb spermii v temném poli (46). VSichni d&rci, jejichsz
vzorky ejakuldtu byly testovéany, byli =z hlediska WHO
normospermiky. Néktefi autofi (1) uvddéji u fertilnich muiZd
primérnou rychlost pohybu spermii nad 25 um/s. Toto kriterium
spliiovala vétSina testovanych ddrcd, presto v3ak vzorky
ejakulatu nékterych darci vykazovaly po procesu
kryokonzervace a nésledném rozmraZeni vyraznou alteraci
pohybu. Je tedy zfejmé, Ze ne viechny ejakuldty Jsou vhodné
ke kryokonzervaci. Tuto skutelnost potvrzuji i dlouholeté

zkuSenostli veterindrni mediciny.
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Kryokonzervace embryi se v soulasné dobé provadi na mnoha
pracovidtich Jjako sou&ast programu IVF - ET. Z klinického
hlediska tohoto programu je t¥eba Ffedit otazky, zda vibec
embrya zmrazovat, kolik embryi transferovat ihned a jak
provést vybér embryl pro kryokonzervaci. Tato metoda mé
nékolik vyhod. UmoZiiluje transfer embrya v pfirozeném cyklu a
zabrafiuje tak vzniku nebezpeci, které pro uspédnou implantaci
piedstavuje ovliivnéni kvality endometria hormondlnimi
preparaty, které se pouZivaji pro vyvolani superovulace.
Dal$i vyhodou je sniZeni rizika mnohocetnych gravidit tim, Ze
se transferuji maxim&lné 3 embrya v Jjednom cyklu a dal3i tzv.
"nadpo&etnd embrya" se kryokonzervuiji. Na druhé strané v3ak
s&m proces zmrazovani pfedstavuje zavainy rizikovy faktor pro
vyvoj embrya. Néktefi autofi (116) doporucuji provadét
transfer pouze Jjednoho "Cerstvého" embrya ve stimulovaném
cyklu a ostatni kryokonzervovat a transferovat v dal3ich
nestimulovanych cyklech. DileZity Jje vgbér kryokonzervadni
metody a vyvojového stédla, ve kterém mé& byt embryo
kryokonzervovano. Vét3ina autord se shoduje v tom, Ze pro
pronukledrni stddia a embrya o 4 - 8 blastomerach Je
nejvhodné&j$im kryoprotektivem DMSO nebo PROH (120, 54, 100,
103, 71, 115). Pomérné dobrych vysledku Jje také dosahovéano s

pouZivdnim glycerolu jako kryoprotektiva (17).

Tato metoda se pouZiva piedev3im pro stéddia pozdni moruly
a blastocysty. Velkou nevvhodou této metody iJje, Ze takto
vysokého vyvojového stddia dosahuje in vitro Jen asi 1/4

embryi, coZz je pro klinickou praxi nevyhodné. Zpravy o tom,
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zda délka kryokonzervace m& vliv na Zivotaschopnost embryi se
rizni (120,121). Za vyhodnéj¥i se povaZuje rychly transfer
rozmrazeného embrya proto, aby byla embrya uchrdnéna pfed
dal$imi rizikovymi faktory, které na embrya po rozmrazeni a
eventuelni nésledné Xkultivaci pusobi. Pokud se tyka délky
uchovavéni kryokonzervovanych embryi je, v riznych zemich bud

legislativou nebo smérnicemi udévan interval 1 - 10 let (42).
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7. ZAvér a nadvrh na vyuZiti poznatkl v praxi

Vysledky této experimentadlni studie ukazuji na moZnosti
zatlenéni kryokonzervace 1lidskych spermii mezi metody
asistované reprodukce. Tato metoda nabyvA v soulasnosti stéle
v&t3iho vyznamu, hebot narlistd riziko moZnosti pfenosu AIDS a
neni moZné tedy provadét insemlnace <&erstvym ejakulatem.
Popsané vysledky davaji moZnost vybéru mezi rychlou a pomalou
metodou kryokonzervace podle vychozi kvality ejakulatu.
Vzhledem k tomu, Ze pifi kryokonzervaci doché&zi ke sniZeni
kvality ejakuldtu cca o 22% pii pomalé metodé a o 35% piil
rychlé metodé kryokonzervace,je nutné zvolit sprivnou metodu

kryokonzerva&niho procesu.

VyuZziti modifikované mikrofotografické metody sledovani
pohybu spermii v temném poli, umoZiiuje objektivizaci vyuZité

metody.

Bylo prokéazédno, Ze 1 pouZiti velmi 3jednoduchého, tedy 1
prakticky neporuchového kryokonzervadniho zafizeni tuzemské
provenience, plné nahradi devizové né&ro&nd zmrazovaci
zatizeni ze zemi ES. Timto se stdv& tato metoda pfistupnéd pro
vét3inu zdravotnickych zafizeni, zabyvajicich se touto

problematikou.

Vzhledem ke zji3téni, Ze ne v3echny ejakulaty, 1 relativné
kvalitni, jsou vhodné ke kryokonzervaci, bylo by ZAadouci pii

vstupnim vy3etfeni darcd spermatu provadét také testovani
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spermii na odolnost vi&l chladu rychlou kryokonzervacni
metodou, kterd je nejnadroc¢néijdi zkoudkou rezistence spermii
na proces kryokonzervace. Tato zkou3ka p¥inese znadny
prakticky 1 ekonomicky efekt, nebot darcovstvi spermii neni u

nas &¢estnou, ale honorovanou zAleZitosti.

Kryokonzervacl oocytd nelze v souhlasu s literdrnimi ddaiji
zatim doporu¢it pro vyuziti v klinické praxl. Lze v3ak
doporucit tuto metodu k dal3i vyzkumné praci na pracovistich,
kterd se touto problematikou zabyvaji. Pokud by se poda¥filo
prokazat, Ze kryokonzervace oocytd nemd vliv na vznik
chromozomdlnich aberaci, bylo by vyhodné obohatit metody

asistované reprodukce 1 o tuto technologii.

Kryokonzervace embryi Je uzndvanou metodou, pat¥ici mezi
metody asistované reprodukce na v3ech renomovanych svétovych
pracovi3tich.Tato technologie byla shleddna vyhodnou 1 na
ha3em pracoviiti,nebot umoZfuje uchovat tzv. nadpodetna
embrya pro pfipad neuspé&3ného transferu "Cerstvych embryi"”,
do dal3iho embryotransferu v nestimulovaném nebo jen mirné
stimulovaném cyklu. Embrya lze kryokonzervovat v rdznych
stddiich vyvoje, pocinaje pronukledrnim stédiem, a%Z po
blastocystu. Domnivadm se, Ze je vyhod&j3i, a potvrzuji to i
cltované literdrni prameny, kryokonzervovat pronuklearni
stddia nebo velmi <&asnd embryondlni stéadia, kterd 1lze po
rozmrazeni pfed ndslednym embryotransferem kultivovat. Tim se
za 20 - 24 hod.pfesvéd@ime o vitalité a schopnostl xryhovani
rozmrazeného embrya. 0 tuto zkou3ku jsme v piipadé

kryokonzervace pokrolilych embrycondlnich stédii ochuzeni,
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nebot! v téchto pfipadech se doporufuje po rozmrazeni ogamZity

embryotransfer.

Dalsim duleZitym pfinosem kryokonzervace lidskych gamet a
embryi je moZnost jejich darovani ve zcela pfresné
indikovanych pfipadech.K tomu je 2z legislativnich ddvodld
nutny =zcela pregnantné formulovany souhlas manZeld (viz
pfiloha). Tato skuteénost dava kryokonzervaci v ramci

asistované reprodukce hluboce humanni a eticky vyznam.
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8. Souhrn

8.1. V této praci Dbyla ovéfovdna moZnost vyuZiti
modifikovaného Elsdenova zmrazovaciho pristroije (Holy,
Skarek) s kontrolovanym sestupem teploty ke kryokonzervaci

gamet a embryi.

K zajlsténi poZadovanych teplot slouzi vertik4dlné
rozlozZeny teplotni gradient dusikovych par, do nichZ se pod
kontrolou digitdlniho teploméru vno¥uji kryoprotektivné
o3et¥ené gamety nebo embrya,uloZené v plastickych pejetach

(Cassou) .

Zatizeni je konstrukéné i vyrobné velmi jednoduché, Jje
vyrobeno Z tuzemskych materidl, neni zavislé na
energetickych zdrojich a Jje bez ndrokdl na devizové
prostfedky. Pro svou jednoduchost a finan&ni dostupnost se d&

toto zafizeni pouZit ve veétiiné zdravotnickych za¥izeni.

8.2. Spermie uloZené v pejetdch Cassou (0,5 ml) byly
zmrazovdny pomalou a rychlou metodou s pouZitim Zloutkového
kryoprotektivniho média s glycerolem. P¥1 pomalé zmrazovaci
technice byl ejakulat ochlazovdn z pokojové tepleoty do - 5 °C
a pfl této teploté byl proveden seeding s néaslednym
kontrolovanym sestupem teploty do - 80 °C rychlosti 10 -°C/
min.. PEi rychlé metodé byl ejakuldt v pejetédch vloZen p¥imo
do teploty - 5 °C a po 10 minutové inkubaci byl proveden

seeding. Stejné& Jjako u predchozi metody nasledoval ¥izeny
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sestup teploty rychlosti 10 *C/min. aZ do - 80 °“C. Pak byly
pejety zmrazené obéma metocdami uloZeny piimo do tekutého

dusiku k dlouhodobému uchovani.

8.3. Celkem bylo sledovédno 108 vzorkl od 36 darct a to od
kaZ2dého po 1 vzorku pied kryokonzervaci a po 1 vzorku po
pomalé a rychlé metodé kryokonzexvace. V XkaiZdém vzorku bylo
hodnoceno 50 spermii, coZ <Znamend, Ze celkem bylo hodnoceno

5400 spermii.

8.4. K objektivnimu hodnoceni pohybu spermii byla pouZita
modifikovana mikrofotografickd metoda hodnoceni pohybu
spermii v temném poli, kterd umoZfiuje stanovit délku dréhy
spermii a podle znamého fyzikdlniho vzorce v=s/t vypodlitat

rychlost pohybu spermii.

8.5. Bylo zji3téno, Ze pohyblivost spermii ve steijnych
vzorxcich ejakulatu se proti stavu pohyblivosti pfed zmrazenim
pomalou metodou sniZuje o 5,3% a o 18,4% pii rychlé metodé.
Také rychlost spermii Je po rozmrazeni vidy niZ3i{ neZ pied
kryokonzervaci. Bylo prokdzéano, iZe rychlost spexrmii po
rozmrazeni se protl rychlosti pfed zmrazenim sniZuije o 21,7%
u pomalé metody a o 34,8%. Rychld metoda kryokonzervace
spermii vykazuje protili metodé pomalé sniZeni rychlosti
spermii o 13,1%. Tyto tdaje odpovidaji hodnotdm udavanym v

literature.

8.6. Z uvedenych vysledkl vyplyvad, Ze pohyblivost spermii
se vlivem kryokonzervace sniZuje o 22 - 35% v zAavislosti na

pouZlté metodé& kryokonzervace. Bylo by vhodné pfi vstupnim
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vySetfovdni spermiogramu dércl provadét také testovani
ejakuldtu na rezistenci spermii viaci chladu rychlou metodou
kryokonzervace, kterd je cCasové nendro¢nd a pfedstavuje test
odolnosti ejakuldtu vuci rychle pusobicimu chladu. PouZiti
tohoto testu umoZni vyb&r darct, jejichZ sperma Jje vhodné ke
kryokonzervaci, coZz znacné zefektivni cely proces. 0d &ervna
do prosince 1993 bylo piipraveno celkem 195
kryokonzervovanych davek ejakuldtu.AIUI Dbyly zahdjena Vv
prosincl 1993, kdy bylo v tomto mésici provedeno celkem 9
heterolognich intrauterinnich inseminaci. Zatim byloc dosaZeno

jedné intaktni gravidity.

8.7. V ramci experimentu byla provedena kryokonzervace 10
oocytld, které byly n&hodné ziskany v nestimulovanych cyklech
od pacientek, u kterych byla provedena diagnostickéa
laparoskople nebo laparotomie pro Jjinou diagnédzu, nez

sterilitu.

Oocyty byly po ekvilibraci v ekvilibra®nim médiu p¥eneseny
do kryokonzervadéniho média z 1,5 M propandiolu s 0,1 M
roztokem sachardézy a 20% séra a nasaty do pejetek.
Ochlazovani probihalo za teploty + 20 °C na - 7 °C rychlosti
1 °C/min.. PIi této teploté byl proveden seeding a po 10
minutové inkubaci né&sledovalo ochlazovani na - 36 °C
rychlosti 0,3 °C/min.. Po 20 minutové ekvilibraci byly pejety
pfeneseny do kontejneru s tekutym dusikem. Oocyty byly
rozmraZeny pecmalou metodou a p¥eneseny na dobu 10 minut do
bé&Zného kultiva&niho média, které je pouZivédno pro kultivaci

embryi. 2 10 kryokonzervovanych ococytd do$lo po rozmrafeni k

53



destrukci buné&cné membrany u 3 oocytil. Ztraty po
kryokonzervaci dosdhly tedy 33,3%, coZ Jje o 13 - 18% vice,
ne? uvadi literatura. Tento vysledek v3ak miZe byt chybou
malého souboru. Udaje o moZném vlivu kryokonzeravace oocytd
na vznik chromozomdlnich aberaci zatim nedavaji moZnost

vyuziti této techniky v klinické praxi.

8.8. Ke kryokonzervacl bylo pf¥ipraveno celkem 66 embryi v
riznych stéddiich vyvoje, od pronukledrniho stadia aZ po
stddium moruly s pouZitim standardni metodiky. Embrya byla
ekvilibrovédna v ekvilibra¢nim médin 15 minut pfi pokojové
teploté. Pak byla pienesena do kryoprotektivniho média a
nasdta do pejetek. Pro Casnd embryondlni st&dia byl pouZit
jako kryoprotektivum 1,5 M roztok PROH s 0,1 M roztokem
sacharézy a 20% séra, pro stddia pokroc¢ileij3i 1,5 M glycerolu
s 0,25 M sachardézy a 20% séra. Embrya byla ochlazovdna z
teploty + 20 °C na - 7 °C rychlosti 1 °C/min.. P¥i teploté -
7 °C byl proveden seeding a po 10 minutadch inkubace
pokracovalo ochlazovdni na - 36 °C rychlosti 0,3 °C/min.. Po
20 minutdch ekvilibrace byly pejety pfeneseny do kontejneru s
tekutym dusikem. Embrya byla rozmrazovdna pomalou technikou a
pienesena na dobu 10 minut do kultivacéniho média s 1,0 M
roztokem sachardézy. Po dikladném promyti ve 3 - 4 1l&znich

Cerstvého média byla embrya piipravena bud k dal3i kultivaci

nebo k embryotransferu.

Z 11 kryokonzervovanych rannych embryi se po rozmraZeni a
ndsledné kultivaci 4 embrya dale nevyvijela, zbylych 7 embryi

se dale ryhovalo do 4 - 6 bunélného stédla a blastomery
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téchto embryi nejevily mikroskopicky zjistitelné znamky
patologie. Embrya v pozdnim stéddiu vyvoje byla po vymyti
kryoprotektiva nasdta do transferové soupravy a ihned

transferovdna do délohy.

O0d cCervna do listopadu 1992 bylo provedeno 15 transfert
kryokonzervovanych embryi, pii kterych bylo celkem
transferovdno 37 embryi, z toho 5 rannych embryi, 30

blastocyst a 2 moruly. Gravidita po téchto embryotransferech

nebyla dosud na naSem pracovidti zaznamenéna.
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Annexe 1

Bilan médical chez les donneurs de gamétes

Ce billan médical complet est réalisé dans le double but

d'eviter le risque de transmission d'une affection grave pour

la

mere (risque infectieux) ou pour 1l'enfant (risque

génétique) .

Il doit comporter:

1. Pour les donneurs de gamétes (sperme ou ovocytes)

une évaluation du risque infectieux reposant sur 1l'étude

des antécédents médicaux et chirurgicaux du donneur et

sur l'examen clinique, accompagné d'examens biologiques:

a)

b)

Un

du

des examens sérologiques systématiques (syphillis,

hépatite, HIV ...).

pour le sperme, des spermocultures permettant 1la

recherche de germes pathogénes.

autoquestionnaire orienté vers les facteurs de risque

SIDA est remis au donneur: si ce questionnaire est

positif, le sperme est mls en quarantaine et une

deuxiéme sérologie HIV est réalisée six mols aprés

premier don.
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— une évaluation du risque génétique qul repose sur
l'enquéte génétique ainsl que le caryotype permettent de
rechercher les facteurs de risque familiaux. Le donneur
est alors accepté ou refusé en tenant compte de ces

informations. L'avis d'un expert généticilen peut étre

sollicité.
2. Pour les donneurs d'embryos

Les examens sus—cités seront systématiquement réalisés

chez les deux membres du couple géniteur.
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Annexe 2

Congélation d'embryons

Madame, Monsieur,

La tentative de Fécondation in Vitro dont vous avez
accepté le projet en accord avec l'equipe médicale du Centre
........... peut aboutir & 1la, constitution d'un certain

nombre d'embryons.

Nul ne sait & l'avance le nombre d'embryons transférables
qui sera obtenu & partir du nombre d'ovocytes recueillis. Le
pourcentage de chances de grossesses croit avec le nombre
d'embryons transférés mals le risque de grossesse multiple

également.

Notre attitude vise & vous assurer un maximum de chances
de réussite sans prendre le risque majeur de dJrossesse
multiple (trois foetus, voilire plus) ce qul pose de sérieux
problémes médicaux. Le décision du nombre d'embryons &
transférer tient compte de l'etude des facteurs de risque des
grossesses multiples ©propres & chaque couple. I1 est
recommandé que le nombre d'embryons se limite & trois.
Exceptionnellement, ce nombre peut étre porté a4 quatre, voire

cing dans des 1indications particuliéres (difficultés de

nidation).

Certains embryxons peuvent bénéficler de la congélation et

étre pour un transfert ultérieur se 1le premier transfert
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d'embryons s'avéralt négatif. La congélation d'embryons est
actuellement largement pratiquée en France. Les embryons
éventuellement cryopréserveés seront conservés au

Centre...e.oe.-

Votre accord est indispensable & sa réalisation car 11
engage votre responsabilité. En effet, selon l'avis formulé
par le Comité Consultatif National d'Ethique le transfert des
embryons congelés doit s'effectuer dans un court laps de
temps succédant au prélévement ovocytalre. En 1l'absence de
grossesse, le transfert des embryons congelés devra
s'effectuer dans les six mois suivant la congélatlon et avant
toute nouvelle tentative de FIV. Ce transfert ne pourra avolr
lieu qu'aprés la demande conjointe et renouvelée des deux

membres du couple et de l'équipe biomédicale.

Si le premier transfert aboutit & une grossesse, la
conservation des embryons sera assurée automatiquement
pendant les douze mols suivant la nailssance de votre enfant.
Tout délais supplémentaire fera l'objet d'un accord renouvelé
du couple et de 1l'équipe médicale,j 11 est recommandé gu'en
tout état de cause, la congélatlion des embryons n'excéde pas
une durée de trois ans. La cryopréservation embryocnnaire est
un acte coté 4 la nomenclature de la Sécurité Soclale et fait
l'objet d'un recouvrement dont le montant vous sera adressé

annuellement par l'administration dont dépend le Centre.

Madame Monsieur

Domiciliés
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— acceptent la congélation des embryons non transférés

— refusent la congélation des embryons non transférés

Ultérieurement si vous vous trouvez dans l'impossibilité
d'envisager le restiltution des embryons congelés ou en cas de
refus de votre part, vous aurez la possibilité de choisir

entre trois possibilités:

— falre un don anonyme et non rémunéré des embryons & un

couple stérile
- demander la destruction des embryons congelés

— accepter le principe d'une recherche scientifique en
conformité avec les avis du Comité Consultatif National

d'Ethique avant que les embryons ne soient détruits.

Le moment venu, votre avis sera sollicité sur ce choix et
devra étre confirmé par écrit par les deux partenaires du

couple.

Les soussignés s’engagent & accepter l'ensemble des termes
de cette proposition. En cas de difficultés ou de litiqges,
une solution sera recherchée entre les deux membres du
couple, l'equipe Dbiomédicale et le Comité d'Ethique

compétent.,

Date:

Signatures de Monsieur et Madame:

précédées de la mention "LU ET APPROUVE"
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Annexe 3

Don d'ovocyte (couple receveur)

Nous avons spontanément demandé au Centre de Fécondation
in Vitro ............. la réalisation d’'inséminations avec le
sperme de Monsieur ................ des ovocytes donnés par

une tierce personne.
Cette décision a été prise librement aprés gue nous ayons
été pleinement informés que le don est:
- volontailre
- gratuit
— anonyme.
Le don est basé sur un appariement des caractéres

physlques, aprés une enquéte visant & éviter la transmission

de tares génétlques graves ou des maladies infectiuses.

Ces conditlons assurent une égalisation des chances des
couples receveurs, du fait de la répartition des ovocytes de

la donneuse.

Monsieur Madame

Nom: Nom:
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Prénom: Nom de jeune fille

Signature: Prénom:

Signature:
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Annexe 4

Don d'ovocyte (donneuse)

Je soussignée Madame ........... certifie avoir été
parfaitement informée de la procédure du don d'ovocytes, &

savoir:

gratuité

- volontariat

— anonymat

— apparlement des caractéres physiques

~ egalisation des chances des couples receveurs.

J'accepte l'intervention chirurgicale permettant le

recueil d'ovocytes qul seront donnés anonymement & une femme

souffrant de stérilité, J'ali été informée de son déroulement

de ses contraintes.

Date:

Signature:
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Annexe 5

FEDERATION FRANCAISE DES CENTRES D'ETUDE ET DE

CONSERVATION DES OEUFS ET DU SPERME HUMAINS

CECOS DE ..veteiromanamennnranacas

Demande d'autoconservation de sperme

Nom: Prenom:

Date et lieu de naissance:

Adresse precise (tout changement d'adresse doit

signalé):

De securite sociale:

Conditlons:

1. La demande de conservation du sperme est strictement

personnelle

2. Le CECOS effectue la congélation et assure la
conservation du sperme pour une durée d'un an

renouvelable

étre

3. Ces actes, cotés la nomenclature de la Sécurité Sociale,

feront l'objet d'un recouvrement auprés du bénéficiaire

de l'autoconservation. Les sommes versées au CECOS
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pourront faire l'objet d'un remboursement par la

Sécurite Sociale sous d'une demande d'entente préalable.

Le sperme conservé ne sera remis qu'au déposant présent

et consentant.

Le CECOS ne peut garantir la qualité du pouvoir

fécondant du sperme conservé.

L'intervention du CECOS cesse dés la remise de chaque

dose.

Sur demande du déposant ou & l'issue du délai de
conservation, le sperme sera détruit sauf accord écrit

autorisant 1'utilisation 4 fin de don ou de recherche.

Numéro d'identification des palllettes: ............

Fait &: Le:

Signature: Pour le CECOS:
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Obrazek &islo 1
Adjustace embrya a fediciho roztoku
pro ONE - step metodu

(LEIBO 1982,1984)

(M e
1,08 M sacharo- 1,4 M glycerol 1,08 M sachards
za v PBS v PBS za v PBS
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Obrazek ¢islo 4
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Obrizek &islo 5
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Obrazek ¢islo 6
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Teplotni gradient kryokonzervace spermii

(pomald metoda — graf ¢&.1)

¢as (min) teplota (°C)
0 20
5 15
10 10
15 5
20 0
25 =5
30 -7
35 -7
40 -40
45 -80
50 -80
58 =196
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Teplotni gradient kryokonzervace spermii
(pomala metoda - graf &.1)

|1 st.C/min
seeding
10 st.C/min
50
& ekvlilbrace
% =100 1 PR
-150
-200

10 15 20 25 30 35 40 45 50 58
cas[min]
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Obrazek d&islo 7
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Teplotni gradient kryokonzervace spermii

(rychld metoda - graf é&.2)

¢as (min) teplota (°C)

0 -5
5 -5

10 -5

15 -5

20 -5

25 ~-47

30 -80

35 —80
37.5 -196
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Teplotni gradient kryokonzervace spermii
(rychla metoda - graf &.2)

seeding 10 st.C/min
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Obrazek é&islo 8
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Teplotni gradient kryokonzervace oocytu

(graf &.3)
€as (min) teplota (°C)
0 20
10 10

20 0
30 -7
40 -8
50 -12
60 -14
70 =17
80 =21
90 =24
100 27
110 -30
120 ~33
130 ~30
140 =36
151 =36
165 -196
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Teplotni gradient kryokonzervace oocytu
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Teplotni gradient kryokonzervace embryi

(graf ¢&.4)
&as (min) teplota (°C)
0 20
10 10
20 0
30 -7
40 -8
50 -11
60 -14
70 =17
80 -20
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150 -35
165 =196
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Teplotni gradient kryokonzervace embrii

(graf ¢&.4)
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Obridzek ¢&éislo 10
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Tabulka ¢islo 1

os(um) | ov(um/s) | osl(um) | ovi{um/s) | os2(um) | ov2(um/s)
Max. 0,66 0.33 0,65 0,33 0.45 0.23
Min. 0.35 0,15 0.17 0,09 0.12 0.08
Tabulka ¢islo 2
os(um) | ov(um/s) | osl(um) | ovi(um/s) [ os2(um) | o v(um/s)
0,38 0,23 0,36 0,18 0,31 0.15
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Graf &islo 5
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Graf ¢&islo 6
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Graf ¢&éislo 7
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Obrazek &islo 11
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Obrazek ¢islo 12
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Podékovani

Je moji milou povinnosti pod&kovat na koncl této prace
Sirokému kolektivu spolupracovnikih, ktefi mi v zaddtcich mé
price ochotné& poskytli pomoc 1 materidlni zabezpeleni. Bez

této spoluprace by nebyleo moiné tuto praci uskuteénit.

Jmenovité chci podé&kovat prof. MVDr. Dr.h.c. Lubo3i
Holému, CSc. a MVDr. Miloslavé Lopatafové, CSc., ktefi mné
ochotné poskytli své bohaté zkudenosti z oblasti
kryokonzervadérich technik a umozZnili mné& v zadatcich mé prace

vyuZivat své laboratofe na Vysoké 3kecle veterinarni v Brné.

Panu Ing. Ladislav 3karkovi, ¥Ffediteli Vyzkumného ustavu
potravina¥ského prumyslu v Hru3ovanech nad Jevi3ovkou, ktery
je spoluautorem kryokonzervacéniho zafizeni pouZitého v této
praci, a ktery zajistil vyrobu tohoto =zafizeni pro nasi

k1liniku.

Pani Dané& Prokopové =z Vysoké 3koly veterinarni v Brné
dékuji za svédomitou piipravu kryokonzervactnich médii
pouzitych p¥i realisaci mé védecko - vyzkumné prace. Také je

t¥eba podékovat prof. MUDr. Pavlovi Travnikovi, DrSc.,

RNDr. Alici Malenovské a RNDr. Jané& Zakové za spolupraci v

oblasti embryologické.

Panu Ing. Stanislavu %ilkovi dé&kuji =za své&domitou

technickou a grafickou spoluprdci pii realizacl této préace.
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Mému Skoliteli prof. MUDr. Ladislavu Pilkovi, DrSc.,
vyslovuji svlj dik za cenné rady a pIipominky k mé& praci a za
vytvofeni dobrych pracovnich podminek pro zpracovdni této

studie.

Pani PhDr.Marcele Vandrové chcl podékovat za Jazykovou

apravu.

Na zavér dékuji vSem, ktefi se mnou sdileli WGspéchy a
neuspéchy, nebot i ty se béhem vyzkumu vyuziti

kryokonzevacnich technlk v asistované reprodukci vyskytly.
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