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Криоконсервация

Преимущества и значение программы криоконсервации эмбрионов

Во многих случаях после процедуры подсадки остается бесчисленное множество эмбрионов, подходящих для криоконсервации. В стандартной практике проведения ЭКО примерно в 60% случаях стимуляции и оплодотворения in vitro остаются излишние эмбрионы, подходящие для проведения криоконсервации. Успешная криоконсервация зигот и эмбрионов значительно расширила клинические преимущества и возможности накопительной концепции для пар, проходящих единственный цикл стимуляции яичников и ЭКО. Другие явные преимущества включают в себя возможность отсрочки подсадки свежего эмбриона при стимуляции яичников с повышенной вероятностью развития синдрома гиперстимуляции или в присутствии факторов, которые могут препятствовать имплантации (в том числе кровотечения, неподходящего состояния эндометрия, полипов или значительно затрудненной подсадки эмбриона).

При проведении криокосервации необходимо остерегаться возникновения логических, юридических, моральных и этических проблем, а также убедиться, что все пациенты полностью информированы и проконсультированы. Оба партнера должны подписать соглашение, оговаривающее, как долго будут храниться эмбрионы, и определить право собственности на случай развода или расставания, смерти одного из партнеров, потери контакта между ними и отделением. Персонал Боурн Холл регулярно контактирует со всеми парами, эмбрионы которых хранятся в клинике, уточняя следующие вопросы:

1. Следует ли продолжать хранение

2. Будет ли возобновление подсадки замороженных эмбрионов

3. Не желает ли пара пожертвовать эмбрионы исследовательским проектам, одобренным независимым Комитетом по Вопросам Этики, Оплодотворения Человека и Прав Эмбрионов (HFEA)
4. Не желает ли пара пожертвовать эмбрионы на «усыновление» другой бесплодной паре

5. Следует ли разморозить и утилизировать эмбрионы

По законам Великобритании эмбрионы могут храниться более пяти лет только при наличии письменного соглашения обоих партнеров, и это привело к разрушению более 3000 эмбрионов только за 1996 год. Хотя в некоторых случаях клиники просто не могли проконтактировать с пациентами, сменившими место жительства, стало очевидно, что многие пары не желают брать на себя ответственность по принятию решения об утилизации их эмбрионов. Также возникали проблемы, когда один из партнеров отказывался давать согласие на дальнейшее хранение или их подсадку другому партнеру. Результатом была не только скандально известная потеря большого количества ценного материала, но и потеря лабораторного и административного времени на проверки и перепроверки всех записей и договоров в попытке связаться с потерянными пациентами для принятия ими решения. Все отделения ЭКО заинтересованы в предотвращении подобных проблем и не жалеют времени, чтобы убедиться, что все пациенты адекватно информированы, а необходимые формы документов понятны и общедоступны.

Следующая проблема хранения эмбрионов возникла в 1995 году, когда Теддаром и соавторами была описана передача гепатита B между замороженными образцами костного мозга, помещенными в контейнеры с жидким азотом для хранения. Это положило начало обширным дискуссиям и предположениям о возможности передачи патогенных микроорганизмов между образцами в лабораториях ВРТ (см. ниже). 
Принципы криоконсервации
Джон Моррис


В 1984 и 1985 году группы ученых из Австралии, Нидерландов и Америки сообщили  о  первых  родах после  подсадки замороженных эмбрионов.  Вскоре оригинальные протоколы были  модифицированы и дополнены таким образом, что применение метода криоконсервации в стандартной практике проведения ЭКО позволило достигнуть выживаемость эмбрионов в 80% случаев  с последующей частотой наступления беременности и рождения живых детей,  соответственно,  в 28% и 22% случаев (Клиника Bourn Hall).  Несмотря на то, что стандартные протоколы проще и легче, для понимания основных принципов криобиологии необходимо убедиться в том, что методология применяется корректно и успешно, позволяя минимизировать повреждения клеток в процессе заморозки и размораживания. Выделяют два основных типа физического стресса, которому подвергаются клетки в процессе заморозки: 

                          Прямое влияние понижения температуры
                          Физические изменения, связанные с формированием льда.

Рисунок. 10.1 
Изменение температуры  при заморозке в водном растворе глицерина 

( 5% объема )

температура (град С)

время
               Прямое влияние пониженных температур

Повреждения, связанные с холодовым шоком (повреждения структуры и функций клеток вследствие понижения температуры), являются видоспецифическими и достоверно описаны у сперматозоидов (барана, свиньи), ооцитов и эмбрионов (свиньи). Этот феномен связан с изменениями проницаемости  клеточной мембраны и структуры цитоскелета (описаны Уотсоном  и Моррисом в 1987 году). Он малозаметен при постепенном охлаждении сперматозоидов и эмбрионов человека. Однако во время охлаждения ооцитов, ткани яичников и ткани яичек. Возможность повреждений цитоскелета существует, особенно при разрыве митотических веретен деления.
Физические изменения, связанные с формированием льда


Изменения температуры, наблюдаемые при охлаждении водных растворов, отображены на рисунке 10.1. Вода и водные растворы активно охлаждаются до достижения температуры плавления и начала нуклеации льда: этот феномен называют суперохлаждением, или, что более верно, переохлаждением. К примеру, при температуре плавления льда 0оС, температура воды до начала формирования льда снижается значительно ниже 0оС, а в определенных условиях может опускаться до -40оС, пока нуклеация льда становится неизбежной (температура гомогенной нуклеации). С последующей нуклеацией и началом роста кристаллов льда температура снова поднимается до точки плавления и остается относительно постоянной в течение последующей фазы превращения в лед («латентное плато нагревания»). Температура изменяется быстрее, чем температура окружающей среды.

Тенденция к переохлаждению связана с несколькими факторами, включая температуру, степень охлаждения, объем, отсутствие ядер атмосферного льда и чистоты аэрозоля. При криоконсервации клеток и тканей в практике ЭКО наблюдается стойкая тенденция к переохлаждению. Во избежание повреждающего эффекта переохлаждения клеток отдельных эмбрионов (см. ниже) начало формирования льда находится под контролем. Главным образом используется «введение затравки», хотя, строго говоря, этот термин скорее применим к образованию кристаллов в переохлажденном состоянии. «Нуклеацией» называют образование льда после «введения затравки», именно этот посев главным образом используется в практике ЭКО. 

Кристаллизация льда в водных растворах удаляет некоторое количество жидкости из раствора. Оставшаяся водная фаза становится более концентрированной, появляется двухфазная система, состоящая из льда и концентрированного раствора. По мере падения температуры формируется больше льда, а концентрация остаточной не замороженной фазы повышается. К примеру, глицерин и вода в двухфазной системе присутствуют до -45оС. При -45оС не замороженная фаза затвердевает, причем концентрация глицерина в ней составляет 64% объема, это экветическая точка температурной кривой.


В разведенных водяных растворах, таких как культурная среда, во время образования льда происходит значительное увеличение ионного состава, а при -10оС концентрация солей увеличивается и достигает моляльности, равной 3 – не удивительно, что это является летальным для клеток. Добавки, известные как криопротектанты, уменьшают повреждение клеток во время замораживания и размораживания за счет увеличения остаточной незамороженной фазы. Это уменьшает ионный состав раствора при температуре близкой к нулю. Также необходимо отметить все остальные физические параметры изменения растворов, сопутствующие формированию льда, такие как содержание газов, вязкости и рН. 
Рисунок 10.2

Световая микроскопия ооцита человека во время нуклеации льда во внеклеточной среде
Рисунок 10.3

Ультраструктура сперматозоидов человека после заморозки в 0,25 мл соломинке, клетки взвешены в глицерине (10%).

(а) Факторы замораживания, сопровождающиеся протравливанием, обнаруживают структуру кристаллов льда, клетки попадают в ловушку концентрированной замороженной среды, видны некоторые клеточные структуры.
(b) Замещение льдом с последующей секцией позволяет выявить клетки, пойманные внутри концентрированного матрикса.
Эффекты замораживания клеток


Кристаллы льда не прокалывают клетки суспензии и не повреждают их механически (рисунок 10.2). Клетки располагаются в незамороженной фракции и подвергаются воздействию гипертонический растворов с повышающейся концентрацией последних (рисунок 10.3). Различные количества воды могут осмотически удаляться из клетки, в зависимости от степени охлаждения. При медленном охлаждении клетки могут оставаться в относительном равновесии с внешним раствором. Если интенсивность охлаждения увеличивается, остается меньше времени на удаление воды из клетки, которая подвергается переохлаждению вплоть до формирования внутриклеточного льда. Оптимальная интенсивность охлаждения получается при балансе этих двух феноменов. При интенсивности охлаждения ниже оптимальной клеточная гибель за длительный период времени связана с гипертоническим состоянием. При интенсивности охлаждения выше среднего клеточная гибель связана с образованием льда внутри клетки, неминуемо летальным. Актуальная величина оптимальной интенсивности определяется определенными биофизическими факторами:

1. Объем клеток и поверхности

2. Проницаемость для воды (скорость потока для сперматозоида человека 2,4 мкм/мин/атм, для ооцита – скорость потока 0,44мкм/мин/атм) 
3. Активация энергии Аррениуса (ЭА составляет 3,9 Ккал/моль и для сперматозоидов, и для ооцитов)

4. Тип и концентрация криопротективных добавок

Оптимальная интенсивность охлаждения эмбрионов с большой площадью поверхности и низкой проницаемость для воды намного меньше, чем для сперматозоидов. Компьютерные модели могут предугадывать осмотическое поведение клеток во время замораживания, что может быть использовано для предсказания осмотического поведения клеток ооцитов и эмбрионов. Однако предсказанные результаты для сперматозоидов значительно отличались от полученных экспериментальным путем. К примеру, хотя соответствующие модели показывали, что клетки сперматозоидов человека будут в равной мере выживать при интенсивности охлаждения 10 000оС/мин, экспериментально, выживание снижается уже при интенсивности выше 100оС.
Рисунок 10.4

Выживание клеток эмбрионов мыши после внесения затравки при различных температурах, близких к нулевой. Взаимствовано у Виттингема (1977).
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При попытках криоконсервации вариант линейной скорости охлаждения был отвергнут. Моррис и соавторы (1999) сообщили об альтернативном подходе, который базировался на том факте, что основные физические параметры воздействия на клетку во время замораживания изменяются нелинейно, по мере изменения температуры. Модификация процесса замораживания с учетом продемонстрированных  столкновений и реакций клеток позволила достичь лучшей выживаемости после размораживания, чем при линейной скорости замораживания. 
Рисунок 10.5

Измерения температуры нуклеации соломинок 0,25 мл, охлаждающихся на 0,3оСмин-1.

Нуклеация    Температура (град С)

Кумулятивная частота

Переохлаждение и выживание клеток


Контролируемое образование льда во время замораживания является ключевым фактором сохранения жизнеспособности эмбрионов во время замораживания и размораживания (см. Виттингем, 1977). При аккуратно контролируемой серии экспериментов образцы, нуклеированные при температуре ниже –9оС, обладали более низкой жизнеспособностью чем нуклеировавшиеся при температуре близкой к нулевой: -от 5оС до 7,5оС (рисунок 10.4). Анализ поведения соломинок при спонтанной нуклеации (рисунок 10.5) ясно демонстрирует, что если нуклеация не контролируется,  ожидаемая выживаемость будет очень невысокой. Физическая основа повреждения выявляется при исследовании термальных историй или переохлажденных соломинок (рисунок 10.6). Обычно на практике соломинки охлаждают до температуры примерно -7оС, дожидаются выравнивания температур, а затем инициируют образование льда в соломинке прикосновением вне нее холодным пинцетом.  Температура соломинки поднимается до точки плавления раствора, затем происходит формирование льда, и температура понижается со скоростью 2,5оС/мин до -7оС. Клеточная дегидратация происходит после довольно длительного охлаждения. Напротив, при охлаждении соломинки до -15оС спонтанное образование льда вызывает подъем температуры с последующим быстрым охлаждением со скоростью 10оС/мин до -15оС. Комбинация высокой скорости охлаждения и сильного падения температуры не вызывает дегидратацию, и образование внутриклеточного льда неизбежно. Это удалось наблюдать путем прямой криомикроскопии.
Рисунок 10.6

Измерение температур соломинок.
Во время традиционной криоконсервации соломинки содержатся при температуре -7оС и нуклеируются, последующий подъем температуры невелик. При отсутствии индуцированной нуклеации соломинки могут охлаждаться до очень низкой температуры до начала спонтанной нуклеации. Значительный подъем температуры до точки плавления окружающей среды с последующим падением температуры непременно влекут за собой формирование внутриклеточного льда в эмбрионах или ооцитах.

Нуклеация льда


Для повышения жизнеспособности эмбрионов нуклеация льда должна проходить под контролем в рамках программы криоконсервации. Разница между лабораториями, достигающими положительных результатов, и менее успешными может заключатся в организации этого практического шага. Соломинки могут быть заморожены в горизонтальном или вертикальном положении – это не оказывает влияния на выживаемость и нуклеацию льда. Эмбрионы, тонущие в криоконсервационных добавках, всегда могут быть обнаружены на стенках соломинки при горизонтальном замораживании или на дне при вертикальном. При выравнивании температур до температуры нуклеации (-7оС) формирование льда может быть вызвано прикосновением вне соломинки или ампулы на уровне мениска охлажденным в жидком азоте пинцетом, ватным шариком или шпателем. Это вызывает холодовую вспышку на стенке сосуда и ведет к началу нуклеации льда. Сразу после начала нуклеации наблюдается подъем температуры (см. рисунок 10.1), и корка льда движется через образец. Могут возникать следующие практические затруднения:
1. По причине большой площади поверхности, малого диаметра и тонкой стенки соломинок при вынесении их из холодовых условий наблюдается быстрый подъем температуры. Измеренные показатели температуры на разных этапах криоконсервации указаны на рисунке 10.7. Если соломинки достаются из аппарата с контролем замерзания во время процедуры криоконсервации, они могут нагреться до температуры, слишком высокой для начала нуклеации. Нуклеация льда может начаться от локального охлаждения, вызванного инструментом нуклеации, но подъем температуры может не позволить ей начаться или ледяной корке распространиться по образцу. Если соломинки извлекаются из охлаждающего оборудования, это само по себе может вызвать таяние нуклеированного льда.

2. Термальный контроль аппарата замораживания при температуре нуклеации может быть не достаточно чувствительным или стабильным. Достигнутая температура может позволить нуклеации начаться из-за термальной массы охлаждающего инструмента, но быть не достаточно низкой для распространения льда. Любые колебания температуры внутри аппарата могут привести к таянию льда.
3. Внутри соломинок температура нуклеации льда очень близка к температуре таяния, а скорость распространения льда очень низка. В некоторых случаях распространение льда может блокироваться, а эмбрионы – переохлаждаться. В этом случае эмбрионы не выживают при дальнейшем охлаждении.

Рисунок 10.7

Измеренные внутри соломинок температуры при удалении их из аппарата заморозки или сосуда с жидким азотом на разных этапах цикла охлаждения. Подъем температуры за 5 секунд перед нуклеацией не позволяет ей начаться. При -30оС температура образца может подниматься очень быстро. Если перенос осуществляется на этой стадии цикла, следует убедиться, что подъем температуры минимизирован. При последующей иммерсии жидкого азота температура соломинки поднимается до 130оС в течение 20 секунд.

Температура (оС)

Время (секунды)

Остекловывание


Остекловывание является альтернатимным методом криоконсервации. Дополнительные методы криоконсервации были разработаны для обеспечения последовательности процессов формирования льда. Остекловывание является процессом, сочетающим применение концентрированных растворов с быстрым охлаждением для предотвращения формирования льда. Образцы охлаждаются до низких температур в стекловидном состоянии, имеющем молекулярную структуру вязких жидкостей, и не кристаллизуются. Этот метод имеет потенциальные преимущества, поскольку он может производиться быстро и не требует контроля за процессом охлаждения. Хорошая выживаемость эмбрионов млекопитающих была продемонстрирована при их остекловывании в лабораторных условиях, однако этот метод остается сугубо эксперментальным. Для остекловывания необходимы высокие концентрации добавок, обладающих потенциальной цитотоксичностью.
Хранение криоконсервированных образцов


Недавно было ясно продемонстрирована передача гепатита В между замороженными образцами костного мозга в контейнере для хранения с жидким азотом. Это повышает вероятность трансмиссии патогенов между образцами в лабораториях ВРТ. Потенциальными источниками контаминации являются:

1. Внутри замораживающего аппарата

В паровой фазе в аппаратах заморозки нестерильный азот попадает на образцы. Он может конденсироваться и накапливаться в вентиляционных решетках во время заморозки. В идеале замораживающий аппарат должен быть стерилизован между циклами замораживания.

2. Во время хранения

Соломинки могут контаминироваться извне. Также может нарушаться герметичность. Частицы могут попадать через жидкий азот внутрь сосуда для хранения. 
3. Из жидкого азота

При происводстве жидкий азот очень мало контаминирован. Однако обсеменение может произойти при хранении и использовании. Та часть, что периодически нагреванется, особенно при переносе Dewars, может быть сильно контаминирована. Микробиологическое качество жидкого азота от различных производителей в различных географических регионах значительно различается, наиболее часто сведения о контаминации касаются местных индустриальных предприятий. 
HFEA Великобритании подготовил консультационный документ с руководством по безопасному хранению гамет человека в жидком азоте. Базовые рекомендации включают в себя проверку пациентов на наличие в крови вирусов гепатитов и ВИЧ, соблюдение правил гигиены, двойную проверку соломинок при хранении или использования герметичных ампул. 

Замораживание и размораживание эмбрионов

Отбор эмбрионов для криоконсервации


С использованием в качестве криопротектора 1,2-пропандиола эмбрионы могут быть заморожены на стадии пронуклеусов или раннего дробления. Аккуратный отбор жизнеспособных эмбрионов с хорошим прогнозом выживания имеет первостепенное значение для достижения успеха.
1. Пронуклеусы: У клетки должна быть интактная блестящая зона и здоровая цитоплазмы с двумя раздельными отчетливо видными пронуклеусами. Правильный подбор времени замораживания зиготы  позволяет избежать заморозки в период развития, когда клетки к нему особенно чувствительны. В тот период, когда пронеклеусы начинают мигрировать перед началом сингамии с началом синтеза ДНК и формирования митотических осей деления система микротрубочек высоко чувствительны к колебаниям температуры, которые ведут к возможному разрушению хромосом. Зиготы, подготовленные для замораживания на этой стадии, не выживут при криоконсервации. Подборка времени для замораживания зигот имеет критическое значение, этот процесс следует начать, когда пронуклеусы все еще раздельны: в норме, после 20-22 часов после инсеминации.
2. Дробление: 2-8-клеточный эмбрион должен быть хорошего качества, 1 или 2 типа с фрагментацией цитоплазмы менее 20%. Неявные блатсомеры и высокий процент фрагментации значительно уменьшают потенциал выживаемости.

Приготовление среды

Готовые к использованию среды для замораживания и размораживания эмбрионов теперь производятся большинством компаний, производящих культурные среды. Индивидуальные методы и протоколы слегка различаются и содержат различные препараты. Для каждого из них необходимо соблюдать инструкции производителя. Приведенная ниже схема использовалась в клинике Боурн Холл с 1986 года до настоящего времени.
МАТЕРИАЛЫ

Соль фосфатного буфера (СФБ) – Gibco Ltd, PO Box 35, Paisley, Шотландия.

1,2-пропандиол (ПРОН) – Sigma (пропилен гликоль)

Сахароза

Замораживающие растворы
1. 100 мл СФБ (Gibco)
2. 1,5 М ПРОН

86,3 мл СФБ


13,7 мл ПРОН (осторожно помешивать по мере добавления)

3. 1,5 М ПРОН/0,1 М сахарозы

86,3 мл СФБ

13,7 мл ПРОН (осторожно перемешать)


4,1 г сахарозы (позволить раствориться)

Размораживающие растворы

1. 1,0 М ПРОН + 0,2 М сахарозы
90,9 мл СФБ

9,1 мл ПРОН (бережно перемешать)

8,2 г сахарозы (позволить раствориться)

2. 0,5 М ПРОН + 0,2 М сахарозы


Применять 1:1 смесь (1) и (3)

3. 0,2 М сахарозы


100 мл СФБ


8,2 г сахарозы

4. СФБ

По желанию: красный фенол может применяться как краситель:

0,2 мл красного фенола добавляется к каждым 100 мл раствора.


После подготовки растворы фильтруют через 0,22 мкм фильтр Millipore, помечают и хранят в 10 мл стерильных сосудах при комнатной температуре в темном месте.


Рабочие растворы: + 20% сыворотки. Добавляют 0,2 мл альбумина сыворотки крови человека в каждому 1 мл раствора непосредственно перед использованием.

Метод


Детали по каждому пациенту и эмбриону должны быть аккуратно записаны в соответствующих листах. Тщательное и полное ведение записей необходимо, указывается дата рождения пациентов, номер истории болезни, дата забора ооцитов, правильные и достоверные данные идентификации сосуда для хранения и положения эмбрионов в нем. В информационных листах должно быть отмечено, что оба пациента подписали необходимые формы. И ампулы, и соломинки успешно применяются для хранения эмбрионов, у каждого способа есть свои преимущества и недостатки. Выбор между ними является предметом личного предпочтения, а также зависит от площади мест для хранения и времени, отведенного для подготовки и стерилизации ампул. При использовании соломинок следует соблюдать осторожность во избежание внешней контаминации и избегать случайных колебаний температуры во время посева или переноски в Dewar для хранения. Измерения колебаний температуры соломинок могут играть важную роль (рисунок 10.7). Вероятно, что в горизонтально замороженных соломинках эмбрионы прилегают к стенке, где они подвергаются высокому термальному градиенту. Следует соблюдать осторожность при переносе криоконсервированного материала. Пластиковые криоампулы не рекомендуются для заморозки эмбрионов. Переносить выбранные эмбрионы следует с помощью огнеупорных стерильных пипеток Пастера, используя для каждого пациента свою пипетку. Стеклянные зонды также используются для определении локализации эмбрионов внутри посуды или углублений.
1. Применяют по 1 мл каждого раствора на пациента с добавлением 20% альбумина сыворотки крови человека непосредственно перед начала приготовления рабочих растворов
2. Растворы нагревают до 37оС

3. Подготавливают помеченную посуду: или три 35 мм чашки Петри для каждого пациента, или один контейнер Nunc с четырьмя углублениями для каждого пациента

4. Эмбрионы переносятся, и нагретые растворы охлаждаются до комнатной температуры: эмбрионы сначала переносятся в первый раствор с температурой 37оС, которые затем оставляют для охлаждения до комнатной температуры. Эмбрионы последовательно переносятся:

1. F1 (СФБ + 20% сыворотка): эмбрионы отмываются для удаления следов среды, затем переносятся в

2. F2 (СФБ + сыворотка + 1,5 мМ ПРОН): оставляют до охлаждения до комнатной температуры, 15 минут

3. F3 (СФБ + сыворотка + ПРОН + 0,1 М сахарозы): оставляют на 10-15 минут при комнатной температуре

4. Переносят в помеченные соломинки или ампулы.

Соломинки: IMV BP 81 L’Aigle, Франция. Paillette Cristal 91, Ref.ZA 180.

производятся Rocket-Medical, Imperial Way, Watford, WD2 4XX, Великобритания.

Помещение в соломинки
Соломинки помечают ручкой или маркером (инициалы пациента)
Пластиковую пробку надписывают именем пациента, номером больницы, датой и номером соломинки.

Пробкой закрывают соломинку.

Маркерной рукой делают три отметки на каждой соломинке:

1. На расстоянии 2 см от пробки
2. 0,7 см от первой отметки со стороны пробки

3. Следующие 0,5 см от второй пометки.
В соломинку вводят шприц объемом 1 мл с соответствующим силиконовым адаптером и наполняют ее в указанном порядке:

1. Аспират F3 до первой отметки

2. Воздух, так, чтобы F3 достиг второй отметки

3. Аспират F3 + эмбрионы, пока первая фракция F3 не достигнет третьей отметки

4. Воздух, пока первая фракция F3 не достигнет ватной пробки

5. Небольшое количество F3, чтобы первая фракция достигла пробки и пропитала ПВА

6. Вставляют пробку

NB: Важно, чтобы пробка была окружена средой, которая при замораживании образует паростойкую печать. В случае сомнения следует намочить наружную поверхность соломинки F3, используя иглу/шприц до помещения пластиковой пробки. Каждая соломинка должна быть идентифицируемой в соответствии с деталями пациента, включая его имя, дату рождения, номер записи и дату замораживания (рисунок 10.8).

С неправильно наполненными пробирками могут возникать следующие проблемы: если пропорция воздуха слишком велика, его быстрое расширение при размораживании может вызывать выталкивание пробки из соломинки с угрозой потери эмбриона.
Рисунок 10.8 

Помещение эмбрионов в криосоломинки перед замораживанием
F3 … воздух … F3 с эмбрионом …… воздух…. имя, дата, номер цикла, номер эмбриона
Ампулы


Могут использоваться чистые боросиликатные стеклянные ампулы с fine-drawn шейкой. Сначала ампула наполняется примерно 0,4 мл раствора сахарозы/ПРОН с использованием иглы и шприца. Затем эмбрионы осторожно переносятся при помощи fine-drawn пипетки Пастера. Шейка ампулы осторожно прокаливается над пламенем высокой интенсивности. Важно убедиться (под микроскопом), что печать сохранна и не протекает. Утечка жидкого азота внутрь ампулы во время замораживания может вызвать немедленный взрыв при размораживании. Часто невозможно определить, плотно ли закрыта шейка ампулы. В этом случае взрыва можно избежать, открыв ампулу в жидком азоте до размораживания.

Надо со всеми предосторожностями убедиться, что в замороженной среде не содержится пузырьков воздуха после помещения образца в ампулу или соломинку. Пузырьки воздуха могут порой быть видны в обоих сосудах во время размораживания и повреждают нежные дегидратированные эмбрионы. Подогревание растворов до 37оС перед началом процедуры может выполнять роль дегазирующего механизма.


Эдинбургское Отделение Вспомогательных Технологий рекомендует использовать стеклянные ампулы, которые могут быть запечатаны силиконовыми пробками (Джон Кит, персональные коммуникации). Они состоят из трубки Дурхама (код TTD 03, Camlab; произведено SAMCO, огнеупорное стекло, 35*8 мм, выпускаются в коробках по 250 штук). Ампулы достаточно прочны, легко и удобно упаковываются в visitube и используются без предварительной обработки шейки. Они легко наполняются в силу хорошей визуализации, легко используются для посева, в них сразу же виден лед, ампулы не нагреваются так легко как соломинки. Перенос во время размораживания упрощен, так как пробка может быть удалена, а содержимое забрано в пипетку без риска повреждения ампулы. Ампулы также могут содержать пластиковую криопробирку для хранения и потенциального контроля контаминации. Пробки: силиконовые, диаметр верхушки 7 мм, диаметр дна 5 мм, продаются большинством дистрибьютеров лабораторных расходных материалов ( в том числе ESCO, код номер TSR BGE 005). С использованием этой системы выживаемость эмбрионов при размораживании может достигать 80%, а клиническая частота беременностей – 20% при подсадке двух размороженных эмбрионов.

Подготовка: трубки и пробки на час замачиваются и после три раза промываются в воде. Трубки должны быть индивидуально обмыты еще один раз для удаления клеточного дебриса. Трубки помещаются в химический стакан Pyrex, покрываются алюминиевой фольгой и стерилизуются при температуре 180оС в течение часа. Пробки просушивают в использованием не содержащих льна бумажных полотенец и стерилизуют автоклавированием. 
Программа замораживания


В настоящее время существует множество программируемых и запрограммированных приборов для замораживания с установленной скоростью охлаждения (Planer, Cryologic, Biotronics, Asymptote). Базовая программа, применяемая для замораживания эмбрионов на стадии пронуклеусов, включает в себя следующие шаги:

Охлаждение со скоростью 1оС/мин до стартовой температуры примерно 20 оС и остановка на 5 минут для уравнивания температуры образцов

Охлаждение со скоростью 2 оС до – 7 оС

Остановка при - 7 оС на 5-10 минут для уравнивания температур всех образцов

Производится мануальное введение затравки при температуре от – 6,5 оС до - 7 оС

Медленное охлаждение со скоростью - 0,3 оС до - 30 оС

Быстрое охлаждение до - 100 оС

Образцы окунают в жидкий азот и переносят в Dewars для хранения

При замораживании эмбрионов человека заморозка обычно ведется до -100 оС после медленного охлаждения до - 30 оС с последующим помещением в жидкий азот. При замораживании эмбрионов при ветеринарном ЭКО помещение в жидкий азот обычно осуществляет сразу после охлаждения до - 30 оС. Эта процедура может давать такие же хорошие результаты и при замораживании эмбрионов человека, кроме того, некоторые лаборатории применяют ее без риска для жизнеспособности эмбрионов. Важно отметить, что перенос следует производить быстро, так как температура соломок очень быстро поднимается, когда они извлекаются из контрольного прибора (см. рисунок 10.7).
	Криоконсервация эмбрионов: метод

· Промыть в солевом фосфатном буфере + 20% сыворотки
· Переместить в 1 мл 1,5 М пропандиола (ПРОН) + 20% сыворотки

· Оставить на 15 минут при комнатной температуре

· Переместить в 1 мл 1,5 М ПРОН + 0,1 М сахарозы + 20% сыворотки

· Оставить на 10-15 минут при комнатной температуре

· Поместить в ампулы или соломинки, поместить в запрограммированный аппарат для заморозки клеток


Размораживание

Подготовьте:

1. 30 оС  ванночку с водой для соломинок или 37 оС ванночку с водой для ампул

2. Помеченные чашки Петри или сосуды Nunc

3. Растворы для размораживания при комнатной температуре
4. Огнеупорные стерильные пипетки Пастера и зонды

5. Информационный листок пациента с данными по замораживанию/размораживанию

Размораживание производится при комнатной температуре. Эмбрионы помещаются в очищенную культурную среду при комнатной температуре, а после нагреваются до 37 оС в инкубаторе.

1. Соломинку или ампулы удаляются из жидкого азота.

2. (a) Соломинки: содержатся при комнатной температуре 40 секунд

Вытираются сухой тканью для удаления излишков льда

Помещаются в 30 оС водяную ванночку на 1 минуту

Пробки удаляются из соломинок, эмбрионы переносятся в первый раствор для размораживания (1,0 М ПРОН, 0,2 М сахарозы)


(b) Ампулы: размораживаются в 37 оС водяной ванночке

С использованием fine-drawn пипетки содержимое ампулы аспирируется и сцеживается в чашку Петри или углубление.

3. Эмбрионы идентифицируются под микроскопом и переносятся в раствор Т1. Это раствор повышенной плотности, эмбрионы поднимаются и плавают на поверхности, что затрудняет их выявление и повышает вероятность повреждения. С использованием зонда эмбрионы сдвигаются внутрь раствора.
4. Оставляют на 5 минут

5. Переносят в Т2 (СФБ + 20% сыворотки + 0,5 М ПРОН + 0,2 М сахарозы), 5 минут

6. Переносят в Т3 (СФБ + 20% сыворотки + 0,2 М сахарозы), 5 минут

7. Отмываются в СФБ (Т4), а затем переносятся через 2 капли для отмывания или углубления с культурной средой до помещения в окончательную культурную среду в каплю или углубление. Эмбрионы изучаются на предмет повреждений: разрывов блестящей зоны, лизированных бластомеров, желтых зерен в цитоплазме.

8. Инкубируют при 37 оС в СО2 инкубаторе до начала подсадки.

Пронуклеированные эмбрионы могут культивироваться в течение ночи для того, чтобы убедиться продолжении их развития, эмбрионы стадии дробления инкубируются как минимум 1 час до подсадки.

	Размораживание эмбрионов

· Быстрое размораживание до 30 оС

· Инкубация при комнатной температуре в
1,0 М ПРОН/0,2 М сахарозы + 20% сыворотки     5 минут

0,5 М ПРОН/0,2 М сахарозы + 20% сыворотки     5 минут

0,2 М сахарозы + сыворотки                                    5 минут

· Отмывание в трех каплях культурной среды
· Инкубация при 37 оС:

Пронуклеусы:   инкубация в течение ночи до начала дробления

Дробление:        инкубация как минимум в течение часа


Замораживание бластоцист


Хотя та же самая пропандиоловая схема недавно начала применяться и для замораживания бластоцист, они также могут быть успешно заморожены с применением глицерина в конечной концентрации 9%. Необходимо подготовить чашки с культурой, содержащие по две капли разведенного глицерина под слоем очищенного масла (или контейнер с четырьмя углублениями, содержащий две равных дозы разведенного глицерина), нагреть чашки до 37оС с СО2 инкубаторе.  
Растворы разводят до конечной концентрации:

(a) Замораживание:

1. 5% глицерин (%объема) в культурной среде, 10 минут
2. 9% глицерин (%объема) в культурной среде, содержащей 0,2 М сахарозы, 10 минут

(b) Размораживание:

1. 0,5 М сахарозы в культурной среде, 10 минут

2. 0,2 М сахарозы в культурной среде, 10 минут

3. Отмыть в 2-3  каплях равных пропорций культурной среды и поместить в культуру.

Базовая программа для замораживания бластоцист включает следующие этапы:


Начальная температура 20 оС

1. Охлаждение со скоростью 1 оС/мин до - 7 оС

2. Остановка при - 7 оС на 5-10 минут для уравнивания температур образцов

3. Мануальное введение затравки

4. Медленное охлаждение со скоростью 0,3 оС/мин до - 30 оС

5. Остановка на 5-10 минут

6. Помещение в жидкий азот

Станок Kryo, 10 операций

1. Убедитесь, что Dewar содержит необходимый уровень жидкого азота и достаточно воздуха. Контейнер не должен быть наполнен более чем на две трети. Погрузите зонд в жидкий азот и измерьте глубину его погружения. Поверните красный рычаг и переключите его на измерение давления.
2. Включите прибор, повысьте давление в приборе нажатием на белый переключатель на панели. Оранжевая лампочка загорится и автоматически погаснет при достижении необходимого давления (5 – 7,5 фунтов на квадратный дюйм).
3. Нажмите RUN/HOLD. На дисплее отобразится: «Введите пароль для доступа на первый уровень»

4. Введите пароль: 3333

5. На дисплее отобразится: «Какая программа?» Используйте клавиши со стрелками для выбора программы и нажмите ENTER.

6. На дисплее отобразится: «Начало программы 20оС»
7. Нажмите RUN. Установка 1 приведет к началу нагревания, звуковой сигнал оповестит, когда температура будет достигнута. На дисплее отобразится «Загрузите образцы».

8. Загрузите образцы и нажмите RUN.

9. Когда будет достигнута температура нуклеации, прозвучит звуковой сигнал и прибор продолжит поддерживать температуру – 6,5 оС. Внесите затравку во все образцы и нажмите RUN. Прибор продолжит программу в соответствии с установкой 5.

10. Перед окончанием программы приготовьте небольшой сосуд с жидким азотом, содержащий помеченный пластиковый кубок, поместите его в азот зажимом Кохера. В конце программы удалите все образцы и поместите их в кубок, наполненный жидким азотом.

11. Перенесите все образцы в выбранное для хранения место и опишите выбранное место в записях о хранении эмбрионов.

ВАЖНО: Введение затравки должно быть произведено при температуре от – 6,5 оС  до - 7 оС. Используйте шпатель или щипцы, охлажденные в жидком азоте, прикоснитесь ими к верхушке колонны с жидкостью и поместите образцы в камеру немедленно.
12. Чтобы выключить или прервать выполнение программы:

Нажмите 5: на дисплее отобразится «Нажмите ENTER для подтверждения», нажмите ENTER.

На дисплее отобразится «Продолжить, температура камеры = … оС»

Нажмите RUN
На дисплее отобразится «Не выключать»

Когда будет достигнута температура внешней среды, на дисплее отобразится: «Готово начать заново».

Выключите прибор

Поверните рычаг на Dewar для понижения давления


Во время работы с помощью кнопок со стрелками на дисплее можно выбрать отображение времени, оставшегося до окончания текущего этапа, требуемой температуры, требуемой скорости, имени и номера программы, температуры в камере.
Клинические аспекты подсадки замороженных эмбрионов


Замороженные и размороженные эмбрионы должны быть подсажены в матку в оптимальное для имплантации время, после овуляции. Больные с регулярным овуляторным циклом и адекватной лютеиновой фазой могут подвергаться подсадке в течение их естественного цикла под контролем ультразвукового исследования и уровня лютеинизирующего гормона (ЛГ) в крови и моче для определения времени овуляции. Подсадка эмбриона обычно проводится через три дня после пика ЛГ, то есть через два дня после овуляции. Больным более старшего возраста или с нерегулярным циклом перед проведением подсадки необходима заместительная гормональная терапия с применением экзогенных стероидов после искусственно вызванной подавлением ГнРГ его агонистом менопаузы.
Подсадка во время естественного менструального цикла

1. Выбор больных

регулярный цикл, 28 ± 3 дня

предыдущая проверка лютеиновой фазы для подтверждения овуляции. В предыдущие циклы также можно использовать тесты для определения овуляции, такие как Clearplan, чтобы убедиться в их регулярности.

2. Циклический мониторинг

с 10 дня до овуляции, подтвержденной:
ежедневным ультразвуковым сканированием

ежедневным определением уровня ЛГ (± эстрадиол, прогестерон) в плазме крови

3. Необходимо отказаться от процедуры, если

пик эстрадиола < 650 пмоль/л

толщина эндометрия < 8 мм на пике ЛГ

4. Выбор времени подсадки

Стадия пронуклеусов

разморозить на 1 день после овуляции (ЛГ +3)

культивировать в течение ночи

Стадия дробления эмбриона

разморозить и подсадить на 2 день после овуляции (ЛГ +4)

Бластоцисты


Разморозить и подсадить на 4 день после овуляции (ЛГ +6)
У больных с нерегулярным циклом овуляции может быть индуцирована с использованием кломифена цитрата или гонадотропинов, а время подсадки эмбриона выбирается  в зависимости от подъема эндогенного ЛГ или после введения хорионического гонадотропина человека (ХГч). Хотя возможно провести подсадку эмбриона, определив время подъема ЛГ с помощью специальных тестов, этот метод менее надежен, кроме того, имеется риск неверного выбора времени.
Подсадка при искусственно вызванном цикле

1. Выбор больной: олигоменоррея/нерегулярный цикл, возраст > 38 лет
2. Подавление аналогами ГнРГ (бусерелин или нафарелин) как минимум 14 дней до времени подсадки

3. Эстрадиола валерат

дни    1-5                     2 мг

6-9 4 мг

10-13 6 мг

14 и более        4 мг

4. Прогестерон

Гестон 50 мг внутримышечно (Ferring) на 15-16 дни

или пессарии циклогеста 200 мг дваждвы в день (Cyclogest, Hoechst)

или пессарии утрожестана 100 три раза в день (Утрожестан, Besins-Iscovesco)

и двойные дозы, начиная с 17 дня (100 мг Гестона, 400 мг дважды в день циклогеста, 200 мг трижды в день утрожестана).

5. Подсадка эмбриона

(a) Пронуклеусы: размораживаются на 16 день искусственно вызванного цикла, культивируются в течение ночи до подсадки на 17 день.

(b) Дробление эмбрионов: размораживаются и подсаживаются на 17 день

6. Если наступает беременности, заместительная гормональная терапия (ЗГТ):

8 мг эстрадиола валерата

Повышенные дозы прогестерона дополнительно ежедневно до 77 дня после подсадки эмбриона, затем постепенная отмена под контролем уровня P4 (прогестерона) в крови.
Схема также успешно применяется для лечения агонадальных женщин, которым требуется донорская яйцеклетка. В комбинации с подавлением гонадотропного релизинг гормона гипофиза (ГнРГ) искусственно вызванный цикл может быть совмещен с расписанной по схеме программой, если это удобно для больной (или клиники).

Результаты

Частота клинического наступления беременности при различных методах подсадки из серии 1009 подсадок размороженных эмбрионов в клинике Боурн Холл с 1991 по 1994 год отображена в таблице 10.1:

Таблица 10.1

                                                        Число                                          Число беременностей (%)

Все циклы                                       1009                                            259 (26)

Естественные циклы                       421                                              35 (32)

ЗГТ циклы                                        588                                             124 (21)

Замораживание всех эмбрионов    290                                             110 (38)

Только избыточных эмбрионов     719                                             149 (21)

Дробящихся эмбрионов                  241                                               44 (18)

Эмбрионов с пронуклеусами         768                                              215 (28)
Примечания: 

ЗГТ: заместительная гормональная терапия.

Клиническая частота беременностей (жизнеспособные гестации после подсадки эмбриона) после подсадки замороженных и размороженных эмбрионов в клинике Боурн Холл с 1991 по 1994 годы.

Криоконсервация ооцитов


До 1997 года возможности сохранения фертильности  у молодых женщин, прошедших курс лечения по поводу злокачественных заболеваний, были весьма ограничены: полный цикл ЭКО с криоконсервацией эмбрионов до начала химиотерапии или с донорством ооцита или эмбриона и подсадкой после клинического выздоровления. Первый вариант доступен только женщинам, партнеры которых могут предоставить образцы спермы для оплодотворения полученных ооцитов. Однако успех криоконсервации при проведении полной программе ЭКО  таков, что эта категория пациенток имеет хорошие шансы достичь беременности при подсадке замороженных и размороженных эмбрионов после выздоровления. В другой стороны эта стратегия также повышает риск возникновения осиротевших эмбрионов.

Многих юридических и этических проблем, связанных с криоконсервацией и хранением эмбрионов, можно избежать при сохранении ооцитов, особенно для молодых женщин, которым показано лечение онкологических заболеваний, которое неминуемо повлечет за собой нарушение функции яичников. Несколько беременностей после подсадки замороженных и размороженных эмбрионов были описаны в середине 1980-х годов, однако низкая частота выживаемости эмбрионов не позволяет внедрить технологию в клиническую практику. Прогресса в этой области не наблюдалось до середины 1990-х годов, когда появились прозвучали обнадеживающие доклады.

Ооциты человека особенно чувствительны к повреждениям при замораживании и размораживании вследствие их размеров и сложности строения. Криоконсервированные ооциты мыши имели большой процент анэуплоидии после размораживания вследствие аномалий веретен деления, чувствительных к изменениям температуры и деполяризующихся при снижении температуры. Аномалии строения веретен деления после размораживания были связаны с присутствием «случайных» хромосом в цитоплазме. Также наблюдалось, что близкие к зрелости гранулы высвобождаются с последующим уплотнением блестящей зоны и партеногенетической активацией. Однако в 1993-94 годах Гук и соавторы использовали пропандиол/сахарозу в качестве криопротектантов, и 64% ооцитов человека благополучно восстановились после размораживания с сохранением нормального веретена деления и конфигурации хромосом. Позже они продемонстрировали, что замороженные и размороженные ооциты могут быть оплодотворены интрацитоплазматической инъекцией сперматозоидов, и у 50% образующихся эмбрионов имеется нормальный кариотип без случайных хромосом. Криоконсервация ооцитов в настоящее время предлагается в клиниках пациенткам с риском утраты овариальной функции. 

В феврале 1997 года итальянская клиника сообщила о рождении здоровой девочки после интрацитоплазматической инъекции сперматозоида в замороженный и размороженный ооцит, а также были оценены некоторые факторы, влияющие на частоту выживания и оплодотворения ооцитов человека после криоконсервации. Эти результаты показали:

Лучшая частота выживания наблюдалась у ооцитов с яйценосным бугорком по сравнению с иссеченными ооцитами


Лучшая частота выживания наблюдалась при использовании 0,2 М сахарозы по сравнению с 0,1 М сахарозы


Воздействие 1,5 М пропандиола в течение как минимум 15 минут дает оптимальный результат выживания


Эмбрионы, полученные при нормальной инсеминации  имеют значительно более низкий процент дробления по сравнению с эмбрионами, полученными после ИКСИ.


Все вышеперечисленные состояния позволяют получить частоту выживания ооцитов около 60% с 64% оплодотворения после ИКСИ. Кроме того, та же группа исследователей доложила позже о еще 6 успешных подсадках и двух последующих беременностях. Используемая схема аналогична таковой при криоконсервации эмбрионов, с частичным механическим удалением бугорка. Ооциты отмывается теплым СФБ + 30% альбумина сыворотки крови человека, переносятся в 1,5 М пропандиола + 0,2 М сахарозы, и выдерживают 15 минут до погружения в криосоломинки. Замораживающая программа идентична таковой для эмбрионов, введение затравки при – 8оС. 

Для размораживания ооцитов соломинки помещают в ванночку с водой 30оС на 40 секунд, а затем криопротектант удаляют поэтапным разведением при комнатной температуре:


1,0 М пропандиола + 0,2 М сахарозы, 5 минут


0,5 М пропандиол + 0,2 М сахарозы, 5 минут


0,2 М сахарозы, 10 минут


раствор СФБ: 10 минут при комнатной температуре, до  37оС


Переносят в культурную среду 37оС.

Бугорок удаляется через час после культивирования, ооциты проверяют на предмет выживания (интактная блестящая зона и плазматическая мембрана, чистое перевителлиновое пространство нормальных размеров, отсутствие утечек цитоплазмы или сморщивания ооцитов).


Выжившие ооциты отделяют полярное тельце после 2-3 часов культивирования и могут быть инсеминированы методом ИКСИ.


Исследование систем у животных позволяет предположить, что в будущем может быть внедрено замораживание незрелых ооцитов: мейоз останавливается в профазе I в стадии диктиотены, когда хромосомы расположены внутри мембраны, связанной с ядром или зародышевым пузырьком, увеличивает риск повреждения микротрубочек мейотических веретен деления. Тем не менее, все еще существует риск уплотнения блестящей зоны и повреждения цитоскелета, и ооциты с зародышевым пузырьком должны быть оплодотворены in vitro. Хотя ооциты человека с зародышевым пузырьком были успешно разморожены, созревали и были оплодотворены, до сих пор не было получено не одной беременности.

Недавно, Стачески и соавторы (1999) продемонстрировали, что высокая концентрация солей в среде для замораживания повреждает ооциты по время криоконсервации. Улучшение выживаемости ооцитов мыши может быть достигнуто удалением солей в среде для замораживания с помощью холина.

Криоконсервация ткани яичников


Криоконсервация и хранение ткани яичников является привлекательной стратегией сохранения фертильности: биопсия яичников/оофорэктомия может быть быстро проведена в любую стадию менструального цикла до начала лечения рака, могут хранить ткани как детей, так и молодых взрослых. Небольшие участки (1 мм3) коркового слоя яичников содержат большое количество примордиальных фолликулов, которые теоретически могут быть позже пересажены больной или культивированы in vitro для получения фолликулов для оплодотворения.

Ооциты примордиальных фолликулов небольших размеров (примерно 1% объема ооцита в метафазе II) и менее дифференцированные содержат меньше органелл, не имеют блестящей зоны и кортикальных гранул. При остановке развития в профазе они теоретически подвержены меньшему риску носительства цитогенетических ошибок. 

Высокий процент выживания фолликулов после замораживания и размораживания уже был описан на пример яичников мышей, овец и человека. При подсадке изолированных примордиальных фолликулов мыши или кусочков ткани яичников овце оказалось возможным достичь выживания фолликулов с их последующим созреванием, секрецией эстрогена и сохранением фертильности реципиента. Вслед за этим успешным опытом многие больные по всему миру криоконсервировали ткань своих яичников в ожидании того, что дальнейшие исследования в скором будущем позволят восстановить их фертильность после химио- или лучевой терапии. На протяжении 1999 при проведении предварительного исследования в Университете Лидса были получены многообещающие результаты: биоптаты были забраны лапароскопическим путем у здоровых добровольцев во время проведения исследования по устранению последствий стерилизации, и одна из биопсий была подшита к гетеротопическому участку, к передней поверхности матки. Другие биоптаты были исследованы на предмет наличия живых фолликулов после замораживания и размораживания. Во время устранения стерилизации три месяца спустя гетеротопические участки были возвращены, иссечены для подсчета жизнеспособных фолликулов и окрашены для оценки активности гранулезных клеток. Во время этого первого исследования выживаемость фолликулов после овариальной гетеротопической аутотрансплантации составила во всех образцах примерно 27%.

Эти техники положили многообещающее начало сохранению функции яичников после лечения злокачественных заболеваний. Схема, использующаяся  для криоконсервации ткани яичников. До сих пор является достаточно гипотетической, так как многие преобразования до сих пор тестируются и изучаются.

1. Участки ткани коры яичников на 30 минут помещаются на лед, а затем – в среду для хранения, содержащую криопротектант (то есть 1,5 мл/л DMSO), сыворотку крови (5-10%) и 0,1 мМ сахарозы/манитола.

2. Ткань погружают в криопробирок в автоматический аппарат замораживания и, начиная с 0оС, охлаждают при 2оС/мин до – 7оС.
3. Оставляют на 10 минут перед внесением затравки.
4. Продолжают охлаждать со скоростью 0,3 оС/мин. до - 40 оС.

5. Охлаждают быстрее, со скоростью 10 оС/мин до - 140 оС.

6. Переносят в Dewar с жидким азотом для хранения.

7. По необходимости быстро размораживают со скоростью примерно 100 оС/мин.

8. Ткани отмывают поэтапно в увеличивающихся концентрациях культурной среды.

Криоконсервация спермы


Сперма может быть успешно криоконсервирована с использованием глицерина или комплекса криопротективных сред в качестве криопротектантов. Охлаждение и замораживание может быть проведено с использованием запрограммированного замораживателя или простым смешением приготовленных образцов в парах жидкого азота в течение 30 минут. Криоконсервированная сперма длительное время успешно применялась для искусственной инсеминации, внутриматочной инсеминации и ЭКО. При использовании для внутриматочной инсеминации или ЭКО образец необходимо аккуратно отмыть или подготовить центрифугированием в градиенте плотности для удаления следом криопротектантов. Хотя замораживание и размораживание причиняет вред клеткам и ведет к потере почти 50% подвижности, огромное их число все же способно участвовать в процессе оплодотворения, несмотря на небольшой процент выживаемости. Существует заметная разница в процентах выживаемости нормальных сперматозоидов и сперматозоидов с аномальными параметрами, например, низким числом и подвижностью. Образцы, забранные у больных, которым после криоконсервации спермы предстоит химиотерапия при лечении злокачественных заболеваний, как правило, отличаются низкой выживаемостью после размораживания. В настоящее время обыкновенное внедрение ИКСИ в практику ЭКО позволило решить эту проблему, так что успешное оплодотворение с помощью ИКСИ возможно даже при очень низких показателях выживаемости после криоконсервации в образцах с показателями, близкими к оптимальным.
Подготовка образцов


Образцы должны быть подготовлены и заморожены в течение 1-2 часов после эякуляции.
1. Проводится анализ образцов спермы согласно лабораторным технологиям и подготавливаются две помеченные пластиковые конические трубки и подходящее число соломинок для замораживания отдельно для каждого образца.

2. К сперме при комнатной температуре  за период времени 2 минуты добавляются небольшие количества кризащитной среды (КЗС) в соотношении 1:1. Если объем эякулята больше 5 мл, образец делится на два равных до смешения с КЗС.

3. Равные пропорции разведенных образцов помещаются в соломинки или ампулы, они помечаются исследования числа и подвижности после размораживания.

4. Образцы разводят КЗС в соответствии с числом сперматозоидов.

60 миллионов/мл              развести 1:1 сперма/КЗС

20-60 миллионов/мл         развести 2:1  сперма/КЗС

20 миллионов/мл              развести 4:1  сперма/КЗС

5. Пересчитывается число подвижных сперматозоидов/мл, которе в идеале должно быть не менее 10 миллионов.
6. Определенные количества посещаются в помеченные соломинки.

Мануальное замораживание

1. Ампулы или соломинки (в кубках) помещают в металлический стрежень.

2. Держат при 4 оС в течение 15 минут.

3. Помещают в пары жидкого азота на 25 минут.

4. Погружают в жидкий азот на хранение, записывают детали хранения.

Замораживающая программа Kryo-10
1. Начальная температура составляет 24 оС (комнатная температура).

2. Охлаждение: - 2 оС в минуту до 0 оС

- 10,0 оС в минуту до - 100 оС

3. HOLD: 10 минут (общее время программы = 37 минут)

4. Образцы переносятся на временное хранение в колбу с жидким азотом до помещения в жидкую фазу резервуара криоконсервации.

5. Записываются все детали хранения.

6. Оценивается подвижность после размораживания: соломинки размораживаются при 34 оС. Вытираются снаружи для удаления дебриса и конденсата, оба края отрезаются ножницами, снимается одна или две капли образца и проводится анализ числа и подвижности сперматозоидов.
% криовыживания = (подвижность после размораживания/подвижность до замораживания) * 100

Инсеминация

Внутришеечная: после размораживания сперма аспириуется 2 мл шприцом и пятидюймовой трубкой Kwill. Инсеминация проводится немедленно, так как размороженные сперматозоиды не так долго сохраняют свою активность, как свежие.

Внутриматочная: Размороженный образец помещают в непрерывный градиент плотности, отмывают и перемешивают с 0,5-1 мл культурной среды перед помещением в подходящий катетер для инсеминации.
Криозащитные среды (КЗС)

Первичные реакционные массы

1. Цитрат натрия (Na3(C6H5O)2H2O)0,1 N
Первичный буфер (ПБ)

8,82 г цитрата натрия разводится в 300 мл дистиллированной воды.

2. Глюкоза (C6H2O6) 0,33 М


Первичная глюкоза (ПГ)


Разводится 5,46 г глюкозы в 100 мл дистиллированной воды

3. Фруктоза (C6H12O6) 0,33 М

Первичная фруктоза (ПФ)

Разводится 5,4 г фруктозы в 100 мл дистиллированной воды

Вторичный буфер (КВБ)

КВБ буфер используется на конечных этапах подготовки КЗС и имеет срок хранения 1 месяц при +5 оС.
Он состоит из 3 частей ПБ:1 части ПГ: 1 части ПФ, то есть 300 мл ПБ:100 мл ПГ: 100 ПФ.

Тщательно перемешивается.

Хранение

Равные количества КЗС могут быть заморожены с добавлением глицерина:

13 мл КЗС + 3 мл глицерина.

Хранятся в стерильных контейнерах (в т.ч. 50 мл колбах Фалькони) при - 20 оС.

Конечная подготовка КЗС

КЗС                         13 мл     65% объема

Глицерин                3 мл       15% объема

Яичный желток      4 мл       20% объема

1. Смесь КЗС и глицерина размораживается.

2. Достают желток из свежего свободного яйца и отделяют его от белка осторожным прокатыванием отделенного желтка по фильтровальной бумаге.

С использованием стерильного одноразового шприца и иглы из желткового мешка добывают необходимый объем желтка.
Важно убедиться, что желток свободен от белка.

3. Желток добавляют в КЗС и глицерин и перемешивают.

4. Инактивируют нагреванием до 56 оС  в течение 30 минут с последующим охлаждением.

5. Добавляют глицин: 200 мг/20 мл КЗС.

6. Уравнивают рН КЗС до 7,2-3 с использованием 0,1 М NaOH или 1,3% раствора NaHCO3.

7. КЗС может храниться при 4 оС до 10 дней.

Замораживание тестикулярных и эпидидимальных образцов


Относительно низкая выживаемости (50%) размороженных образцов сперматозоидов раньше не являлась существенной проблемой  вследствие изобилия клеток в изначальных образцах. В настоящее время при применении эякулята с показателями отличными от нормы, эпидидимальных и тестикулярных образцов в комбинации с ИКСИ важно добиться максимальной выживаемости клеток. Криоконсервация образцов при эпидидимальной или тестикулярной аспирации или биопсии имеет множество преимуществ как для пациента, так и для персонала лабораторий, так как процедуры забора спермы и ооцитов могут проводиться раздельно. Эта стратегия успешно применяется в большинстве программ ВРТ, предлагающих эту форму лечения. В основном эпидидимальные и тестикулярные образцы криоконсервируются по той же схеме, что и эякулированная сперма, но этот способ нельзя считать оптимальным. Мембраны сперматозоидов претерпевают множественные изменения, связанные с их созреванием. Вероятно, проницаемость для воды, основной фактор определяющий устойчивость к замораживанию, у тестикулярных сперматозоидов значительно отличается от таковой у эякулированных.

Недавние исследования криобиологии сперматозоидов показали, что стандартное линейное охлаждение не является лучшим выбором, так как выживаемость сперматозоидов определяется способом взаимодействия с физическим градиентом. Был разработан новый тип замораживания клеток, контролирующий физические параметры отвердевания, принимая во внимание взаимодействие и устойчивость к ним клеток. Клинические результаты нового способа криоконсерваци спермы ожидаются.


В случаях, когда после длительного отмывания обнаруживается всего несколько сперматозоидов, сперматозоиды могут замораживаться индивидуально или небольшими группами после инъекции их в пустые «ракушки» блестящей зоны с применением грубых растворов для замораживания с 8% глицерином в ПБИ с добавлением 3% альбумина сыворотки крови человека. Образцы получают при отмывании зон в каплях, причем более 70% сперматозоидов выживают, что ведет к повышению частоты беременностей.

Критерии замораживания спермы в настоящие дни изменились, теперь даже самые неадекватные образцы могут быть заморожены/разморожены для успешного проведения ИКСИ. Теперь не является необходимым проводить TESA/MESA в день забора ооцитов. Все образцы биоптатов могут быть успешно заморожены.


Для тестикулярных и эпидидимальных образцов рекомендовано использование буферов без яичного желтка:

На один литр среды

Воды для культуры клеток                                              830 мл

Хлорида натрия NaCl                                                       5,8 г

Хлорида калия KCl                                                           0,4 г

Лактата кальция                                                                0,76 г

Сульфата магния MgSO4*7H2О                                      0,12 г

Дигидрофосфата натрия NaH2Po4*2H2O                       0,05 г

Бикарбоната натрия NaHCO3                                          2,6 г
HEPES                                                                                4,77 г

Глюкозы                                                                             8,59 г

Фруктозы                                                                           8,59 г

Глицина                                                                             10,0 г

Пенициллина                                                                     50 кМЕ

Стрептомицина                                                                 50 мг

Альбумина сыворотки крови человека (20% раствор)  20 мл

Глицерина                                                                         150 мл

Метод

· Развести все реагенты в воде, осторожно помешивая, затем добавить альбумин сыворотки. Добавить глицерин и перемешать.

· Профильтровать через 0,22 мкм фильтр Millipore, залить в стерильные колбы или трубки, хранить при - 20 оС.

Подготовка образцов


Замораживание целых биоптатов без предыдущей подготовки не рекомендуется, так как криозащитный раствор не сможет равномерно распределиться в ткани. Хотя кусочки мацерированной ткани могут быть успешно заморожены. Также сообщалось, что высокий процент тестикулярных сперматозоидов сохраняет свою подвижность после размораживания, если до размораживания они инкубировались 24-48 часов. Ван де Берг (1998) предположил, что благоприятное действие может оказывать инкубация при 32 оС. Если имеются сомнения по поводу выживаемости сперматозоидов после замораживания, простой HOS тест выявит их жизнеспособность перед проведением инъекции.
Криоконсервация спермы больных злокачественными опухолями

Больные, леченные разными комбинациями химиотерапевтических препаратов от различных видов злокачественных опухолей, таких как лимфома Ходжкина или опухоли яичек, зачастую являются юными и бездетными. Недавний прогресс в области лечения онкологических заболеваний значительно улучшил прогноз лечения этих пациентов, а криоконсервация сперматозоидов до начала терапии может позволить сохранить фертильность большинства из них.

Все схемы лечения сперматотоксичны, и большинство больных после 7-8 недель лечения начинает страдать азооспермией. В некоторых случаях сперматогенез восстанавливается через несколько лет, но в большинстве случаев это происходит как минимум через десятилетие.


Исследования на животных показали, что сперматогенез можно защитить от побочного действия химиотерапии подавлением гипофизарного контроля спематогенеза агонистами ГнРГ, андрогенами или мужскими контрацептивами. Сходные защитные схемы для человека пока неэффективны, схемы все еще находятся на стадии испытаний. 

В настоящее время не существует точных параметров, с помощью которых можно было бы узнать прогноз восстановления фертильности. Возможность эректильной дисфункции после лечения всегда должна учитываться. Пациенты должны быть проконсультированы по поводу необходимости применения средств контрацепции и лечения по поводу бесплодия. После обсуждения и консультации должны быть подписаны соответствующие формы.


В идеале перед химиотерапией забираются три образца спермы. Исследования на животных показали, что химиотерапия может оказывать мутогенное действие на зародышевые клетки на поздних этапах их развития. Однако в отсутствие известных клинических доказательств у людей забор незадолго после начала терапии также возможен в случае, если другого выбора нет. В подобных случаях пациенты должны быть исчерпывающе проконсультированы. Сперматогенез, как правило, уже нарушен течением заболевания: часто встречаются дисфункции гипоталамуса, в тяжелых случаях гонадотропин гипофиза не секретируется. Тяжелый стресс, вызванных онкологическим заболеванием, уменьшает фертильность за счет воздействия гормонов стресса на головной мозг, что ведет к изменению секреции катехоламинов, повышения уровня пролактина и коркикотропин-релизинг фактора, подавляющего высвобождение ГнРГ. Однако, в свете успеха ИКСИ, образцы спермы могут быть заморожены независимо от их качества. До забора образцов для хранения следует сделать анализы на гепатит и СПИД.

Следует учитывать, что лечение онкологических заболеваний сопряжен я повышенным риском внутриутробных патологий развития при последующей беременности: результаты исследований не обнадеживают, хотя собранных сведений по каждому заболеванию и схеме лечения все еще недостаточно. Существует несколько докладов об успешном лечении пар с применением образцов спермы, забранных до начала терапии. Выбор метода зависит от качества образца. Здоровые дети рождались при использовании вспомогательной инсеминации, внутриматочной инсеминации, ЭКО и ИКСИ.

В будущем аутотрансплантация криоконсервированной ткани яичек может стать альтернативным методом для молодых мужчин с нарушенной выработкой сперматозоидов  или с нарушением эякуляции. Эта стратегия уже применяется в Christie Hospital в Манчестере, где ткань яичек 11 больных была заморожена перед началом лечения лимфомы Ходжкина. Гистологическое исследование выявило нормальный сперматогенез в 9 случаях и различный процент дегенеративных/атрофических изменений в остальных двух. Семь мужчин прошли полный курс химиотерапии, и реинъекция размороженных тестикулярных клеток в семявыносящие канальцы планируется следующим курсом лечения. Недавние исследования показали, что гоноциты неоплодотворенной мыши, инъецированные в канальцы стерилизованных особей, позволяют возобновить сперматогенез и продукцию фертильных сперматозоидов. Стоит надеяться, что эта стратегия окажется применимой к онкологическим больным, особенно детского возраста.
Примечания:
фунт на квадратный дюйм = 0, 07 кг/см2
