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Vitrifikace

vitrifikační média reagují s intra i extra celulární vodou
snižují bod mrazu
vytěsněním vody zabrání tvorbě krystalů

roztok ztuhne tak rychle, že molekuly nemají dostatek času na to, aby se 

přestavěly do krystalické podoby

velice rychlé zmrazení cca 23 000 °C/min (od +25 °C do -196 °C)

sirupovitý roztok se mění v amorfní led

vysoké koncentrace kryoprotektiv okolo 4M penetrující a 0,5 M 
nepenetrující – silně hypertonické prostředí

silně hypertonické prostředí (



Vitrifikace

• problém vitrifikace je dosažení a udržení podmínek uvnitř i vně buněk, které 

zaručují amorfní stav po celou dobu ochlazování i během procesu zmrazování

• tohoto stavu je dosaženo, když jsou rozpuštěné látky dostatečně koncentrované 

nebo když je chlazení dostatečně rychlé, aby zvýšená viskozita inhibovala 

nukleaci a zabránila růstu ledových krystalů

• když se koncentrace CPA zvyšuje, Tg stoupá (Tg = −135 °C pro čistou vodu, < 

−135 °C pro roztoky CPA) a amplituda tranzitu mezi Tm a Tg se zkracuje

• čím rychleji je tento teplotní rozsah překročen tím nižší je pravděpodobnost 

vzniku ledových krystalů



Vitrifikace

̶ Tg u vody je –137 ˚C

̶ musí ale být ochlazení rychlejší než 100 000 ˚C/min

̶ zabrání to nukleaci krystalů při přechodu mezi Tm a Tg

̶ pod Tg je moc pomalý pohyb molekul a nedojde ke krystalizaci

̶ záleží na rychlosti ochlazování a objemu kapaliny

̶ přidání kryoprotektiv zvyšuje viskozitu

̶ CPA pronikají do buňky, částečně nahrazují vodu a zpomalují 

pohyb molekul vody, to vede ke:

1) zpomalení nukleace krystalů

2) redukce růstu krystalů

3) omezení velikosti krystalů mezi Tm a Tg



Tm- teplota tání, Th – teplota vzniku homogenních jader Tg – teplota zesklovatění

Vitrifikace - voda



Přidání CPA mění Tm, Th i Tg – velmi vysoká koncentrace ale buňky poškozuje v závislosti na době expozice

Vitrifikace

• nad Tg jsou roztoky buď podchlazené, nebo ve stavu krystalické pevné látky

• pod Tg se podchlazený roztok může přímo transformovat z kapalného stavu 

do stavu zvaného skelná pevná látka nebo amorfní led

• krystalická pevná voda vytvořená při teplotě nad Tg zůstane krystalická i při 

ochlazení pod Tg

• aby se dosáhlo skelného pevného stavu, musí být Tm na Tg předán bez 

tvorby krystalů



Vitrifikace

̶ je velice důležité správně načasovat poměr koncentrace kryoprotektiv a dobu 

expozice, tak aby došlo k dostatečnému prosycení vzorku, ale bez poškození 

buněk vlastní přítomností kryoprotektiv



Vitrifikace

̶ klíčem k úspěchu při dosahování "skleněného" stavu v extra- a 

intracelulárním kompartmentu stanovení optimální rovnováhy mezi 

následujícími třemi faktory:

1) rychlost ochlazování a ohřívání (2000 °C/min až 20 000 °C/min; v 

některých systémech dokonce 1000 °C/min–100 000 °C/min)

2) optimální viskozita rozpuštěné látky 

3) objem kapky vitrifikačního roztoku



̶ Dvoufázová reakce buňky v přítomnosti nevitrifikujícího roztoku CPA (nVS) a 

vitrifikujícího roztoku CPA (VS). Jsou zobrazeny změny v objemu buněk a molekulární 

změny (modré tečky molekuly vody, zelené a červené tečky buněčné makromolekuly, 

žluté tečky CPA). Během inkubace embryí s nVS dochází k dehydrataci buněk - voda 

vytéká akvaporinovými kanály (1). Po dosažení osmotické rovnováhy (A) je vstup CPA 

a v menší míře následuje H2O (2). To je charakterizováno malým nárůstem objemu (B). 

Ve VS dochází k silné dehydrataci (3), což vede k vyšší koncentraci CPA v buňce (4) a 

silnému snížení objemu buněk (C).





Srovnání metod



Vitrifikace různých stádií

Vytvoření standardního vitrifikačního protokolu pro všechna 

embryonální stádia není reálné, protože embrya se liší:

• různý poměr povrch/objem

• rozdílný cooling rate mezi zygoty, dělícími se embryi a 

blastocystami

• různá citlivost na mražení mezi různými stadii

Optimálním stádiem na mražení jsou blastocysty – jednotný 

protokol



Kryokonzervace PN stádií

• vitrifikace je efektivnější než pomalé mražení

• kombinace vysoké hladiny kryoprotektiv a velké rychlosti zamražení

• méně efektivní přístup

• skoro se nepoužívá

• v minulosti problémy s kultivací do stádia blastocyst

!!předchází etickým problémům s časným embryem!!



Kryokonzervace časných embryí 

• co je optimální stádium pro vitrifikaci je sporné

• v minulosti často transfery druhý den a tedy i vitrifikace 2. den

• při pomalém mražení často mražení druhý den

• nevýhoda je že je to před aktivací embryonálního genomu – embryo 

nemusí být schopné se vyvíjet do stádia blastocysty



Vitrifikace blastocyst

Oproti ostatním stádiím mají:

1) více buněk a snadněji kompenzují kryopoškození

2) blastomery jsou menší a snadněji do nich pronikají 

kryoprotektiva

3) bez spolehlivě fungujícího mražení blastocyst nemá smysl dělat 

prodlouženou kultivaci embryí



Embryo grading



Embryo grading

Důležité je vybrat kvalitní 

embryo na embryotransfer, 

všechna ostatní dobrá jsou 

vitrifikována.

Nemrazí se:

1) embrya zastavená ve 

vývoji

2) embrya lytická či s 

vysokým podílem 

fragmentací  

3) embrya s velice špatnou 

morfologií





Jednání s pacienty – kryo embryí

̶ centrum která nabízí kryokonzervaci embryí si musí být vědom logistických, 

právních, morálních a etických problémů, které mohou nastat

̶ oba partneři musí podepsat komplexní formuláře souhlasu s kryokonzervací

̶ v případě rozvodu nebo rozchodu, či smrti jednoho z nich nemohou být 

embrya použita 

̶ kryokonzervované vzorky nelze skladovat po neomezenou dobu a musí být 

jasnou politikou kliniky, že záznamy jsou správné udržovány, s pravidelnými 

audity úložiště banky 

̶ všechny páry s kryokonzervovanými embryi ve skladu musí být kontaktováni 

každoročně, možnosti: 

1. pokračujte ve skladování

2. přenosu zmrazeného embrya.

3. darujte svá embrya pro výzkumné projekty (schváleno etickou komisí)

4. darujte svá zmrazená embrya jiným neplodným párům

5. nechte embrya rozmrazit a zlikvidovat .



Vitrifikace 5. nebo 6. den?

̶ dlouhodobě lepší jsou výsledky s vitrifikací 5. den

̶ den 6 starší, větší blastocel má vliv na ztrátu vody a pronikání 

kryoprotektiv

̶ snazší artificiální kolaps u D5 než u D6 embryí



Artificial collapse (AC)

̶ v letech 2003 a 2004 bylo prezentována lepší efektivita vitrifikace lidských 

blastocyst pokud se před vitrifikací udělá kolaps blastocyst

̶ nejprve mechanický kolaps pomocí ostré jehly, později mnohem efektivnější 

kolaps pomocí laseru

̶ opakovaně zjištěna vyšší efektivita transferů, ale i vyšší implantační a clinical

pregnanci rate



Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Embryo shrinking

̶ přežití blastocyst a klinické těhotenství byly signifikantně vyšší u kolapsu než 

u kontrolní skupiny

̶ míra implantace a míra živě narozených dětí však byly v obou skupinách 

podobné. 

̶ metaanalýza naznačuje, že umělé smrštění před vitrifikací blastocysty 

zlepšuje přežití a míru klinického těhotenství, ale ne implantaci nebo počet 

živě narozených dětí



Vývoj metod vitrifikace



Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Metody

̶ Cryoloop

̶ Open systém 

̶ 20000C/min

̶ 1ul





Typy pejet a jejich cooling rate



Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Metody

̶ Vitrolife

̶ aseptické, uzavřený systém

̶ 1200 oC/min

̶ 0,5 ul

̶ Rapid-i



Protokol Vitrolife



Protokol Vitrolife



Protokol Vitrolife

How to vitrify blastocysts 

(youtube.com)

https://www.youtube.com/watch?v=zTH53ldth-0


Protokol Vitrolife cleave



Protokol Vitrolife thawing



Protokol Vitrolife thawing



Protokol Vitrolife Warm cleave



Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Metody

̶ Kitazato

̶ Cryotop/Cryoleaf 0,1 ul

̶ Cooling rate 23000 oC/min

̶ Open/closed system

̶ Složení: EG, DMSO, trehalóza,

hydroxypropylceluloza



Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Protokol Kitazato













Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))



Thawing Kitazato

Složení:

• HEPES

• Trehalóza

• Hydroxypropylceluloza

• gentamicin



Thawing Kitazato



Twahing kitazato



Cryotop Embryo Vitrification Animation (youtube.com)

Kitazato Vitrification Method - Kitazato IVF (kitazato-ivf.com)

https://www.youtube.com/watch?v=Axfl-f6acAk
https://kitazato-ivf.com/vitrification/#products




Název předmětu (kód předmětu) (např. První pomoc - cvičení (VLPO011c))

Metody

̶ Cryolock

̶ 23 000 oC/min

̶ Sage (Cooper)

̶ Open systém

̶ 2ul



Protokol SAGE

A. Metoda mikrokapek

B. Metoda ve 4well



A. Metoda mikrokapek



A. Metoda mikrokapek



B – Metoda 4well misky



A. Metoda mikrokapek warming



A. Metoda 4well warming



Manuálně náročná procedura – pozor na 
warming



Kryoembryotransfer

̶ elective ET – pouze jedno embryo transferováno všechna další 

dobrá jsou vitrifikována

̶ po rozmražení je vhodné přesvědčit se zda embryo přežilo 

mražení

̶ viditelná reexpanze je důkazem viability po mražení

Morfologické změny zmražených blastocyst po rozmrazení a post-
rozmrazené kultuře.

(A) zmrazená blastocysta ihned po rozmrazení
(B) blastocysta se začíná zmenšovat v 0,5 mol/l sacharózy 
(C) blastocysta se po další dehydrataci po dobu 10 minut pevně 
zmenšila v 0,2 mol/l sacharózy
(D) blastocysta se začíná znovu expandovat po 1 hodině kultivace 
in vitro 
(E) blastocysta s >50% reexpanzí blastokély po 2 hodinách in 
vitro kultivace před ET
Původní zvětšení ×400.



Open x closed system

̶ otevřený systém je efektivnější – u vitrifikace oocytů významné

̶ hrozí kontaminace vzorku patogeny v dusíku 

̶ uzavřený systém nulové riziko kontaminace

̶ horší manipulace

̶ horší výsledky po rozmražení



Open-closed system



Riziko kontaminace – otevřený systém



Riziko kontaminace – uzavřený systém



Semi-closed system

̶ teoreticky každý closed systém může být semi-closed systém

̶ zamražení přímo v dusíku, tedy s vysokým cooling rate, ale skladování 

individuálně v uzavřených zatavených pejetách

̶ minimalizace křížové kontaminace mezi vzorky, ale nelze vyloučit kontaminaci 

vzorku patogeny v tekutém dusíku



Riziko kontaminace I.

̶ kryokonzervace může, ale nemusí snížit životaschopnost 

patogenů v kapalném dusíku

̶ kapalný dusík ale i plynný dusík (!) mohou působit jako vektor a 

mohou přenášet patogeny mezi vzorky

• odběr spermatu není sterilní zákrok

• oocyty jsou během odběru kontaminovány krví

• nádoby jsou nevhodně utěsněné nebo uzavřené nehermetickými 

metodami

• vnější povrch slámek a kryozkumavek je vždy kontaminován

• skladovací nástroje (kanystry, držáky, peany) nejsou sterilizovány

• získaný sterilní LN2 obvykle není přepravován za aseptických 

podmínek, a proto jej nelze považovat za sterilní

• kontaminované vzorky (spermie, oocyty) nelze zcela 

dekontaminovat

• ve většině IVF laboratoří nejsou Dewarovy nádoby pravidelně 

dekontaminovány.



Riziko kontaminace II.

̶ jediná bezpečná metoda uzavření je tepelné svařování

̶ tepelné svařování je náročný postup a výsledek závisí na mnoha 

faktorech, včetně materiálu, tloušťky stěny a průměru slámky, teploty, 

síly tlaku a délky ohřevu - nedostatečné či rozsáhlé tavení může mít za 

následek netěsnosti

̶ v kapalném dusíku se vyskytují patogeny a spory plísní

̶ nůžky pro stříhání slámek jsou nesterilní

̶ nádoby na dolévání nejsou sterilní

̶ všichni pacienti bez výsledku serologií jsou uloženi v karanténě

̶ je nutné oddělovat všechny infekční pacienty od pacientů serologicky

negativních – samostatné uložení



Riziko kontaminace III.

̶ nebyl zaregistrován žádný případ přenosu patogenu mezi vzorky v 

asistované reprodukci

̶ nebyla hlášena žádná infekce připisovaná přenosu během 

kryokonzervace reprodukčních buněk

̶ nebyl hlášen žádný přenos infekce v důsledku IVF u lidí ani u 

zvířat

̶ neexistují žádné důkazy o tom, že by reprodukční vzorky, včetně 

spermií, vajíček nebo embryí, mohly zadržovat jakékoli patogeny 

přenášené krví v době, kdy jsou kryokonzervovány

Vysvětlení: prahová úroveň potřebná ke způsobení klinické infekce 

je v ženské reprodukční soustavě vysoká (pravděpodobně jako 

přirozená ochrana proti infekčním agens, které se hojně vyskytují 

ve spermatu), postupy promývání a ředění v ART ředí infekční 

agens tak, že již jej nelze považovat za patogenní



Riziko kontaminace IV.

̶ Vitrolife

̶ Kitazato

̶ SAGE  



Systém sledování teploty v kryonádobách



Masaicismus - rebiopsie

̶ velké množství mozaicistních embryí

̶ odběr trofektodermu – vyšší výskyt mozaicismu

̶ někdy nutná rebiopsie

̶ rozmražení, rebiopsie a následně druhá vitrifikace



Embryo revitrifikace

̶ používaný nástroj nezbytný pro PGT revitrifikace

̶ dříve nemyslitelné, dnes úspěšnost stejná jako jedna vitrifikace

̶ blastocysty bioptované a vitrifikované dvakrát měly horší klinické 

výsledky ve srovnání s blastocystami vitrifikovanými jednou

̶ pacientky s PGD by měly být poučeny, že provedení druhé biopsie 

a vitrifikace, kdy se nepodaří získat výsledek z počáteční biopsie, 

sníží pravděpodobnost otěhotnění.

̶ existují však studie, které tvrdí že revitrifikace nemá vliv na live birth

rate



Hormesis – hormetický efekt

̶ úspěšná kryokonzervace embryí výrazně zvýšila šance na úspěšný výsledek 

IVF

̶ existuje také teorie, která popisuje "léčebný" efekt zmrazení embrya, což 

může vysvětlovat vyšší úspěšnost přenosu zmrazených embryí ve srovnání s 

transferem čerstvých embryí "Teorie o embryo-kryo léčbě" : zmrazení a 

rozmrazení by mohlo aktivovat endogenní mechanismy přežití a opravy u 

preimplantačních embryí - proces rozmrazování vyvolává nízkou úroveň 

stresu, což vede k hormezi

̶ řízený stres by mohl vést k opravě poškození mitochondrií a chybnému 

skládání proteinů

̶ vysvětlení vyšší úspěšnosti KET ve srovnání s čerstvým ET u žen v 

pokročilém reprodukčním věku



Hormesis

̶ po rozmrazení dochází ke zvýšené mitochondriální aktivitě, která je podobná 

fyziologickým procesům probíhajícím v trofektodermálních buňkách. 

̶ skokový nárůst spotřeby kyslíku po zmrazení a rozmrazení má pravděpodobně 

pozitivní vliv na zahájení implantace embrya.

̶ "kryo-ošetření embrya" má dvě hlavní složky

̶ v důsledku zmrazení nebo rozmrazení embryí dochází ke snížení hladin 

reaktivních forem kyslíku (ROS), dochází k detoxikaci buněk a snižuje se 

množství mutované mtDNA

dalším mechanismem vlivu je rychlé zotavení

(skokový efekt) mitochondriální aktivity

v trofektodermálních buňkách blastocysty,

která je součástí fyziologického procesu 

implantace
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