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Mrazeni embryi problemy

—technika vyvolala mnohé etické, moralni a pravni problémy
— nékteré zeme maji specifické zakony které omezuji kryokonzervaci
- Némecko, Svycarsko, Italie

— odhaduje se, ze v Evropé v roce 2011 prispéla kryokonzervace k
celkovemu LBR 0 4 % (LBR vzrostla z 19,7 % pouze s Cerstvymi
cykly na 24,0 % véetné kryocyklu)

—zemich, kde je kryokonzervace systematicky uplatriovana, je tento
prinos jesté patrnéjsi: Finsko +13,4 %, Svycarsko +10,2 % a
Australie a Novy Zéland +13,5 %
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Eticka uskali kryokonzervace 3

— embryo ma pravo na zivot a pravo na zachovani integrity
— kryokonzervace narusuje integritu embrya a je tedy moralné
nepripustna

— Vv roce 1996 papez Jan Pavel Il. "apeloval na svedomi svetovych
védeckych autorit a zejména na Iékare, aby byla zastavena
produkce lidskych embryi, pricemz je tfreba vzit v uvahu, ze se
zda, ze neexistuje zadné moralné pripustné reseni tykajici se
lidského osudu tisicl a tisicl 'zmrazenych' embryi, ktera jsou a
zustanou predmétem zakladnich prav, a proto by méla byt
chranéna zakonem jako lidské osoby.
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Eticka uskali kryokonzervace

Status embrya

« ontologicky personalismus: vSechna lidska prava od pocCatku
poceti

« empiricky funkcionalismus: embryo je lidska bytost odliSna od
lidské osoby, ktera se mozna vyvine v lidskou osobu se vSemi
pravy

e gradualismus: prava zarodku linearné rostou s jeho vyvojem
(zygota O % novorozenec 100 %)

Marek Orko Vacha napr. uvadi, ze ...i dospely jedinec je shlukem
bunék. Tak jaky je mezi nimi rozdil?”
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Tomas Akvinsky (13. stoleti) se
domnival, Ze k vyskytu lidské
duse dochazi se zpozdénim.

JE ZYGOTA
LIDSKOU OSOBOU?

Pascal Ide

Pascal Ide ,,...otazka
statusu embrya unika
vsem racionalnim

zpusobum rozpravy.”
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Platna legislativa

Zakon o specifickych zdravotnich sluzbach 373/2011 sb.

HLAVA II
ZDRAVOTNI SLUZBY POSKYTOVANE ZA ZVLASTNICH PODMINEK

Dil 1 Asistovana reprodukce



Podminky likvidace embryi — v CR

§ 9 odstavec 1

..1ze je (embrya) uchovat a pouzit pro dalsi umelé oplodnéni
této prijemkyneé. To neplati, jestlize neplodny par pisemné
prohlasi, ze tato embrya nehodla pouzit pro své dalsi umélé
oplodnéni a zaroven udéli souhlas s jejich:

- pouzitim pro jiny anonymni neplodny par,

- nebo udéli souhlas s pouzitim nadbyte€énych embryi k
vyzkumu podle zakona o vyzkumu na lidskych
embryonalnich kmenovych bunkach

- nebo s jejich likvidaci

Prohlaseni muze neplodny par kdykoliv odvolat



Podminky likvidace embryi — v CR

§ 9 odstavec 2

Pokud lidska embrya nebyla pouzita nebo neplodny par
neucinil pisemné prohlaseni o jejich likvidaci podle odstavce
1, muze poskytovatel po 10 letech uchovavani téchto embryi
opakované prokazatelné pisemné vyzvat neplodny par o
vyjadreni k dalsimu uchovavani téchto embryi, vcetné
udéleni souhlasu s jejich zlikvidovanim. Pokud neplodny par
nereaguje na opakovanou prokazatelné zaslanou pisemnou
vyzvu poskytovatele, Ize i bez vyjadreni neplodného paru
lidska embrya zlikvidovat.



Podminky likvidace embryi — v CR

§ 9 odstavec 3

Opakovanou pisemnou vyzvou podle odstavce 2 se rozumi
jeji prokazatelné zaslani prostrednictvim provozovatele
postovnich sluzeb na adresu neplodného paru, ktera je
poskytovateli znama, a to nejméné dvakrat s casovym
odstupem nejméné 60 dnu.

Lhuata pro vyjadreni neplodného paru na zakladé druhé
vyzvy €ini 30 dnu ode dne jejiho doruceni.



Podminky likvidace embryi — v CR

§ 9 odstavec 4

Vyzva je dorucena dnem, kdy si ji adresat prevezme, jinak se
povazuje za doruc¢enou uplynutim lhity 70 dnu ode dne
oznameni o jejim ulozeni u provozovatele postovnich sluzeb.
Jestlize je vyzva s ohledem na

nebo bylo odmitnuto jeji prevzeti,
povazuje se vyzva za doruc¢enou dnem jejiho vraceni
poskytovateli.
Obdobné se postupuje, je-li vyzva nedoruditelna jen jedné
osobé z neplodného paru.



Jak je to ve svete

. vroce 2017 byla v USA cca 0,6 - 4 miliony opusténych embryi
skladovani v USA i 1000 dolari/ro¢né

.- snaha o zduvodnéni limitu a jejich prodlouzeni (nékdy velmi
kratké Portugalsko 3 roky), nejcastéji 10 let

. 07/2022 v UK prodlouzena doba skladovani z 10 na 55 let
(gamety, embrya)



Skladovani embryi

Table 6 Duration of storage and age limit for use of stored material (cocytes, embryos and
ovarian tissue) in different countries, (information last updated 2020)
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Finland Lirmited Definex] by d.inic-l.pbl.'; Limited by d.fIELpb:J Limited by clinic _93::‘;
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Kryokonzervované gamety

* Neexistuje zakonna uprava!!!
« tyka sejen 1 osoby

« uskladnéni neni vymahatelné, pokud klient neplni podminky
smlouvy s TZ (naklady na skladovani), likvidace je mozna

« Jedna se o vzacny material — vzdy dobré mit souhlas s likvidaci



Blizky vychod I

—dlouho bylo zmrazeni vajiCek v regionu zakazano pro neprovdané
zeny, vdané zeny mohly tento zakrok podstoupit se souhlasem
svého manzela

— 2008 zména ve Spojenych arabskych emiratech-zakon €. 11/2008,
ktery zakazoval zmrazovani embryi, gamet a jakéhokoli jiného
reprodukcniho materialu

— zruSen federalnim zakonem €. 7/2019 - nyni lze zmrazit vajiCka
ze socialnich i zdravotnich duvodu (pfed chemoterapii radiaéni
|léEbou, nebo u téch, kterym hrozi pfedCasné selhani vajecniku)

— svobodnym zenam je povoleno nechat si zmrazit vajiCka a mohou
je pouzit pouze pro viastni tehotenstvi po svatbé se spermiemi
sveho manzela pri postupu IVF U1
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Dalsi zeme Asie

— Vv Bahrajnu je povoleno skladovani gamet po dobu az 10 let a
embrya po dobu 5 let a IéCba je opét dostupna pouze manzelskym
parum.

— Vv Saudské Arabii, kde je IVF lé€ba od svého zavedeni v 80. letech
20. stoleti stale popularnéjSi neexistuje zadné Casové omezeni
pro uchovavani, ale IéCba muze probihat pouze v ramci
manzelské smlouvy, ktera musi byt dolozena

—Vv Omanu je skladovani zmrazenych vajec po dobu 5 let a poté
podléha kazdoroCni obnove.
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Eticka uskali kryokonzervace

— Italie zakon v roce 2004 (40/2004) — max 3 embrya (oplozeni max
3 oocytl), ale Zadné se nesmi mrazit!!! - zakaz PGT

— odhad byl zhorseni efektivity IVF asi o 2/3
— zakazano mrazeni spermatu a to i u onkologickych pacientt !!

— 20009 italsky ustavni soud (151/2009) prohlasil kryokonzervaci
embryi za legitimni
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Nejdelsi skladovani embryi

— Emma Wren Gibson narozena 2017
(skladovani 24 let) rekord (zamrazeno
1992)

— mladsi sestra Molly narozena 2020
(skladovani 27 let — novy rekord)

— maminka Tina Gibson narozena 1991

— prostrednictvim NEDC které bylo zalozeno
2003 a zprostredkovalo uz vice nez 1000
porodu prostrednictvim adopce embryi

The Gibson family.

HALEIGH CRABTREE PHOTOGRAPHY.
HALEIGHCRABTREEPHOTOGRAPHY.COM

mvimni

National Embryo Donation Center M E D



Doba skladovani - nejdelsi skladovani

— listopad 2022 dvojCata narozena z embryi ktera byla zamrazena
22.4.1992 (29 let a 10 mésicu)

— National Embryo Donation Center

—z 5 nebyly 2 zivotaschopne, ET 3 embrya

— Philip and Rachel (33) z Oregonu

"

€ 4 & i
The embryos which led to the birth of Lydia and Timothy Ridgeway (pictured) were frozen in
1992, the_ year B_iII Clinton ran for the Presidency in the US and 'Black Wednesday' rocked the 'mind-boggling‘ birth
markets in Britain




Automatizace procesu vitrifikace oocytu

— Laura Rienzi z italské

spolecCnosti

Generalife: obrovsky prinos
ma vitrifikace oocytu pro zivoty
tolika lidi, a také se zamérila na
automatizovanou vitrifikaci,
ktera, jak rekla, zajisti "kvalitu
procesu" tim, ze standardizuje
naCasovani, objemy a postupy.
"Meli bychom se zameérit na
standardizaci a automatizaci,"
rekla, "ale tam jesté nejsme."
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System Sarah Arav et al., 2018

— Fertisafe Israel

— dostupnost automatizovaného
vitrifikaCniho zafizeni stane
nepostradatelnym pro
standardizaci, zjednoduseni a
reprodukovatelnost celeho
procesu
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Leidenfrostuv jev

* pfi styku kapaliny s povrchem, ktery znacné prevysuje
teplotu latky, dochazi k vyparovani Casti objemu
kapaliny, které je doprovazeno Leidenfrostovym jevem

 kapalina v kontaktu s vyrazne teplejSim povrchem

(rozdil teplot musi byt alespor 193 °C) vypafi Cast
svého objemu a vytvori tim paru, ktera kapalinu tepelne T

izoluje, kapalina vytvari drobné kulicky, které se
pohybuji a odparovanim neustale zmensuji

* Leidenfrostlv jev se nevyskytuje jen u vody, napf.
tekuty dusik (-195,8 °C) pfi kontaktu s objekty pokojove
teploty (nebo lidského téla) vytvari tenkou izolaCni
vrstvu pary |  ld




Slush nitrogen

* hlavni vyhoda snizeni vaporizace

» cooling rate 15000 — 30000/min kapalny

dusik (-196 C) | |

135 000/min slush nitrogen (-210 C)
zarizenim VitMaster (IMT Ltd, Ness Ziona,
|zrael), které plsobenim podtlaku snizuje / e w0
teplotu LN na -205 az =210 °C e s .

* snizuje negativni Leidenfrostuv efekt — 6 8 i
vaporizace po solidifikaci

* rychlost ochlazeni se zvySuje az 6x oproti : :
LN

* pouziti slush N vyrazné rychlejSi zamrazeni,
lepSi prezitelnost embryi (Osman et al., MUNI

2020) MED



Antioxidanty

Prof. David Gardner

— pritomnost antioxidantu béhem kryokonzervace ma vyznamné
priznivé ucCinky na vyvoj embrya, a to pravdépodobné
prostrednictvim snizeni oxidacniho stresu

— pouziti antioxidantt do roztoku pro kryokonzervaci by proto mohlo
predstavovat cennou strategii pro zlepseni vyvoje a
Zivotaschopnosti embryi

— tyto udaje jsou pfislibem pro zlepSeni vysledku prenosu KET v
Klinickém IVF, v souCasné dobe probihaji studie zameérené na tuto
problematiku MUNT

MED



GXx media Vitrolife 77

FART OF VITROLIFE GROUP

Acetyl-L-Carnitine, Alpha-Lipoic Acid and N-Acetyl-L-
Cysteine have a highly beneficial effect on embryo
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Hodnoceni kryokonzerace embryi -
kryoprotektiva

— pFfima toxicita CPA je potencialnim zdrojem skod s neznamymi dusledky
DMSO a EG mohou indukovat metylaci a strukturalni zmény v chromatinu.
DMSO muze také usnadnit dvouretézcoveé zlomy DNA

— poskozeni vyvolané CPA zavisi na koncentraci, kolisani pH, teploté, stupni
hyperosmotického stresu a tvorbé reaktivnich forem kysliku

— zmény v propustnosti membran k rychlé vymeéneé pfitoku vody, ktera
modifikuje morfologii embryonalnich bunék to kon€i nucenym zastavenim
metabolismu poté co jsou embrya ponorena do tekutého dusiku

— tato prechodna variabilita v dynamice Stépeni embrya vyjadfuje morfologické
rozdily ve tvaru a velikosti blastomer, pfitomnost fragmentl, asymetrii mezi
bunkami, rozdily ve stavu bunécného cyklu MUNT

MED



Efekt kryo na rep. bunky

CRYOPRESERVATION

$ROS
Membrane impairment
DNA fragmentation
+Viability
Apoptosis
Cytoskeletal impairment
+ Motility
+ Fertilizing potential
Mitochondrial impairment
Epigenetic changes

Oocyte

©
|

$+ROS
Membrane impairment
DNA fragmentation
+ Viability
Apoptosis
Epigenetic changes
Impaired Ca®* homeostasis
Mitochondrial impairment
Altered lipidic profile

tROS
DNA fragmentation
+Viability
Apoptosis
Epigenetic changes
Mitochondrial impairment
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Epigenetika

— vitrifikace snizila acetylaci histoni H3K9 a H3K27

— antioxidanty zmirnily takové poruchy acetylace histonu, i kdyz jejich podavani
bylo nedostatecné k obnoveni epigenetickych znaCek na normalni uroven

— antioxidanty zvysSily miru preziti embryi a jejich rust poté, co byla podrobena
vitrifikaci

— byly studovany také modifikace chromatinu kryokonzervaci to ukazalo, ze
mysi blastocysty jsou odolnéjSi vaci porucham zpusobenym kryokonzervaci
nez moruly

— postupy pomalého zmrazovani ovliviauji integritu chromatinu vice nez
vitrifikace; naopak hladiny ROS jsou vysSi ve vitrifikaCnim protokolu ve fazich
moruly nez pfi pomalém zmrazovani.
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Aneuploidie fresh vs vitri

— ploidie embryi podstoupily PGT-A s vitrifikovanymi oocyty ve srovnani s
cerstvymi oocyty

— primarnim vysledkem byl pomér euploidnich, mozaikovych a aneuploidnich
embryi mezi témi, ktefi pouzivali vitrifikované a Cerstvé

— ploidie embryi, nebyly mezi obeéma skupinami zjistény statisticky vyznamné
rozdily v mife euploidie (40,1 % vs. 41,6 %), mozaicismu (15,7 % vs. 12,0 %)
nebo aneuploidie (44,3 % vs. 46,4 %) (p = 0,06).

— Vitrifikace oocytu s naslednym zahfatim, oplozenim a biopsii trofektodermu
pro PGT-A nebyla spojena s nepfiznivou chromozomalni kompetenci ve
srovnani s vékoveé odpovidajicimi kontrolami s pouzitim Cerstvych oocyta.
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ALCOR

Kryonika — spolecnost Alcor

— kryokonzervace tél lidi i zvirat (domaci mazlicci)

— nejsou schopni nikoho rozmrazit, ale dosud byla zamrazeno desitky
tél (1927 €lenu a 225 tél a 119 mozku v roce 2023)

— uskladnéni v kapalném dusiku neomezené dlouho

— technika vitrifikace
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