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Kryokonservierung boviner Embryonen
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e 1973:  Erstes Kalb nach Kryokonservierung (kontrolliert)
e 1986: Erstes Kalb nach Vitrifikation

e 1995:  Erstes Kalb nach Kryokonservierung (kontrolliert)
einer immaturen Oozyte

e 2002: Erstes Kalb nach Vitrifikation einer
immaturen Oozyte

e Am weitesten entwickelt

e Am haufigsten verwendet:
Kontrollierte Gefrierverfahren (One step);
Trachtigkeitsraten (Embryonen): 60%




Bedeutung der Kryokonservierung im kommerziellen
Embryotransfer
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I[ETS Data Retrieval Commitee,
December Newsletters 1999-2012




Bedeutung der Kryokonservierung im kommerziellen

Embryotransfer
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Table 3 Fresh vs. Frozen Bovine Transfers 2011

CONTINENTS

AFRICA
ASIA
EUROPE

N. AMERICA
S. AMERICA
OCEANIA
TOTAL

Number of Transferred Embryos

FRESH FROZEN TOTAL &
PERCENTAGE
4056 2469 6525 1.14%
24026 51697 75723 13.23%
41040 69381 110421 19.29%
109197 139418 248615 43.44%
36953 26054 63007 11.01%
32921 35130 68051 11.89%
248193 324149 572342

I[ETS Data Retrieval Commitee,
December Newsletter 2012




Prinzipien der Kryokonservierung

Gefrieren:

Transformation von Wasser in Eiskristalle

Vitrifizieren:

Uberfiihren eines Stoffes in einen amorphen, glasdhnlichen
Zustand
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Prinzipien der Kryokonservierung
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wahrend des Einfrierens
Stinshoff 2009, modified from Mazur 1977




Eiskristallbildung .

(murine Oozyte) " g UhiversiraT

Mauseoozyte, gekihlt mit 1.7°C/min von
A: -5°Czu
B:-10°C zu
C:-20°C zu

D: -70°C
Leibo et al. (1978), Cryobiology 15, 257-71




Eiskristallbildung -
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Mauseoozyte, gekihlt mit 32°C/min

Leibo et al. (1978), Cryobiology 15, 257-71




Kryoprotektiva
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e Penetrierende Kryoprotektiva:
Haben die Fahigkeit die Zellmembran zu penetrieren
Glycerin
Dimethylsulfoxid
Propandiol
Ethanol
Andere Alkohole

* Nicht penetrierende Kryoprotektiva:

Entfalten ihre kryoprotektive Eigenschaft _ .
aullerhalb der Zellmembran S e 0o
Agieren hauptsachlich durch Wasserentzug -~

Sucrose
Polyvinylpyrrolidon
Glukose

Andere Zucker

1,800 mOsm e ,#mu mOsm

Leibo (1986), Basic Life Sci. 37, 251-72



Mechanismen der Gefrierschutzwirkung
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e Reduzierung der Schadigungen durch Losungseffekte

e Reduzierung der Schadigungen durch intrazellulares
Gefrieren

e Erniedrigung der Temperatur des Einsetzens
intrazellularen Gefrierens

e Stabilisierung der Zellmembran

Aber: Erhohung der Osmolaritat des Mediums
— Schadigung der Zellen




Konventionelle Kryokonservierung

Nach einem Auslosen der extrazellularen Kristallisation wird durch
langsame, kontrollierte Kuhlraten sichergestellt, dass nur
auRerhalb der Zelle Wasser kristallisiert. Das osmotisch aktive
Wasser verlasst die Zelle in die extrazellulare Matrix, was zu einer
Dehydrierung der Zelle fuhrt bis schlussendlich die Temperatur
erreicht ist, bei der die intrazellulare Matrix vitrifiziert.
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Ablauf der konventionellen Kryokonservierung
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Die Embryonen werden relativ niedrigen
Konzentrationen von penetrierenden Kryoprotektiva
ausgesetzt = i.d.R. Glycerol oder DMSO

Die Embryonen werden in Straws geladen und bei -
5°C bis -7°C fur mehrere Minuten aquilibriert

Die extrazellulare Kristallisation wird durch Seeding
ausgelost

Anschlielend erfolgt ein langsames Herunterkihlen
auf -30°C bis -65°C mit ca 0,3°C-0,5°C/Min

Die Straws werden dann in fllssigen Stickstoff
uberfihrt




Ablauf der konventionellen Kryokonservierung
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Stopfen

1,4 M Glycerin

ft [~

1,4 M Glycerin
mit Embryo

Luft
1,4 M Glycerin

Luft

Verschluss

Kontrolliertes Verfahren

14M PBS “”"H (]
— Glycerin S

1,4M 15M

Glycerin !

mit Embryo rErfirlyl:E(:r?er\\ngI

1,1M

Sucrose PBS

Vor Gefrieren
(Ansatz 1)

Nach
Durchmischen

Vor Gefrieren
(Ansatz 2)

Vor Transfer

One-step-Verfahren




Ablauf der Vitrifikation

VITRIFIKATION — GLASBILDUNG

ist das Festwerden einer Flussigkeit durch Erh6hung ihrer Viskositat,
wahrend sie abgekuhlt wird — wobei eine Kristallisation ausbleibt
und somit ein amorpher Zustand entsteht.

e Zugabe des Gefrierschutzmittels in einer umgekehrten
Verdiinnungsreihe (von niedermolaren Losungen zu hochmolaren
Losungen)

e \Verpacken der Embryonen
e Direktes Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff
e Erwarmen der Proben

e Schrittweise Entfernung des Kryoprotektivums
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Einflussfaktoren auf den Erfolg der Vitrifikation

JUSTUS-LIEBIG-
UNIVERSITAT
GIESSEN

1) KUHLRATE
Durch direkten Kontakt zu fliissigem Stickstoff (-196°C) oder Stickstoff“matsch”(-210°C)

werden Kihlraten von Hunderten zu Zehntausenden °C/Min erreicht

2) VISKOSITAT DES KRYOPROTEKTIVUMS
Je hoher die Viskositat des Mediums, desto héher liegt die Temperatur, bei der die

Glasbildung einsetzt

3) VOLUMEN
Je kleiner das zu vitrifizierende Volumen, desto héher die Wahrscheinlichkeit der

Vitrifikation

Kiihlrate x Viskositat
Wahrscheinlichkeit der Vitrifikation = Volumen




Ablauf der Vitrifikation
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- Beispiel VitriStore Freeze- Woicssen
é% Stadium Pre- VitriStore VitriStore Temperatur
/‘”' 3 3 Inkubation- Freeze 1 Freeze 2
agmw :"_:_:\ i Medium
i ﬂ,ﬁ'&: Mf {Coding e Mo, frithe Bla | 2 min 2 min 10-30s Raumtemp.
|Pe S
 LC T I e Bla —ex. Bla 2 min 3 min 10-30s 37°C

Pre-Inkubation-
Medium \ . VitriStore Freeze 1

Kie b 7/

VitriStore Freeze 2

Bildquellen: Gynemed, Nunc, Kitazato Tragersystem



Vitrifikation einer equinen Blastozyste
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Scherzer et al. (2008), Reprod Dom Anim.




Erwarmen einer equinen Blastozyste
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Scherzer et al. (2008), Reprod Dom Anim.




Systeme fur die Vitrifikation
- offene Systeme -
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Offene Systeme fir die Vitrifikation:

(1) Elektronenmikroskop Gitter
(2) minimum drop size

(3) Cryotop

(4) Cryoloop

(5) Hemi-straw

(6) Cryoleaf

(7) Fiber plug

(8) Direct cover vitrification
(9) Vitrification spatula

(10) Nylon Netz

(11) Plastic blade

(12) Vitri-Inga.

28 Saragusty J. und Arav, A., Reprod 2011;141:1-19
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Systeme fur die Vitrifikation
- geschlossene Systeme/Systeme ohne Kontakt zum N, - e

Solid Surface Vitrification

Dinnyes, A. et al. Biol Reprod 2000;63:513-518
Biology of Reproduction
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Systeme fur die Vitrifikation
- geschlossene Systeme/Systeme ohne Kontakt zum N, - e

Vitrification tubing carrier systems:
(1) Oben: Plastik Straw,

(1) 2. von oben: Open-pulled straw,
(1) 3. von oben: Superfine open-pulled straw
(1) unten: Flexipet-denuding Pipette
(2) CryoTip,

(3) High-security vitrification device,
(4) Pipetten Spitze

(5) Sealed pulled straw

(6) Cryopette,

I === (7) Rapid-i

- (8) JY Straw.
=

—_

Saragusty J. und Aray, A., Reprod 2011;141:1-19




Einflussfaktoren auf die Uberlebensraten nach
Kryokonservierung

e Spezies (Lipidgehalt)

e Verwendetes Gefrier- und Auftauverfahren
e Embryonenherkunft (in vivo vs. in vitro)

e Embryonales Entwicklungsstadium

e Embryonenqualitat

e Individuelle Variabilitat

e Empfanger (Plasmaprogesteronspiegel)
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Einflussfaktoren auf die Uberlebensraten nach
Kryokonservierung Tasss™

Hohere Geringere
Widerstandsfahigkeit Widerstandsfahigkeit

Spezies Rind, Schaf Schwein, Pferd
Entwicklungsstadium Morula, (junge) Geschllpfte
Blastozyste Blastozysten, Eizellen
Herkunft In vivo produzierte In vitro produzierte
Embryonen Embryonen
Mikromanipulierte
Embryonen

Pereira RM und Marques CC Cell Tissue Banking 2008;9:267-277




Uberlebensraten nach Vitrifikation in Abhangigkeit zur
Herkunft der Embryonen

- Beispiel Rind-
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Rizos, D. et al. Biol Reprod 2003;68:236-243 Biology of Reproduction
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Konventionelle Kryokonservierung vs. Vitrifikation
- Beispiel Rind - e

Reexpansions- und Schlupfraten nach dem Auftauen

100 -
90 A
80 A
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 -
10 -

Ratenin %

o
o0
I
c

n=67

Reexpansion nach 24h Schlupf nach 48h

M Konventionell Kryokonserviert O Vitrifiziert

a : b <0.05; Stinshoff et al., 2011



Zellzahlen

Konventionelle Kryokonservierung vs. Vitrifikation
- Beispiel Rind -

Zellzahlen nach Lebend-Tot-Farbung

160 -
140 -
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a : b <0.05; Stinshoff et al., 2011




Konventionelle Kryokonservierung vs. Vitrifikation
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Relative Transkriptmenge

- Beispiel Rind - SEssEN
Relative Transkriptmenge entwicklungsrelevanter Gene
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a : b <0.05; Stinshoff et al., 2011
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Einfluss der Kryoprotektiva bei der Vitrifikation
-Beispiel Rind- e

Expandierte Tag 8 Blastozysten

e
TR J——
/) 3 & V1: Vitrifiziert V2: Vitrifiziert

T = — —

| Couri®.  NCooogt \Cocng o] g
5}%’ %’“"'ﬁ e KV1: Kontakt zum KV2: Kontakt zum ;

Vitrifikationsmedium Vitrifikationsmedium

mit DMSO \ / Ohne DMSO

Kultur fir 48 h
Reexpansionsraten nach 24h
Schlupfraten nach 48 h
Genexpressmn




Einfluss der Kryoprotektiva bei der Vitrifikation

-Beispiel Rind-
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%

Reexpansions- und Schlupfraten

120
a mvi
5 __
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mVv2
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0 i T
Reexpansionsraten Schlupfraten

a:b:c<0.05; Beuing et al., in preparation




Einfluss der Kryoprotektiva bei der Vitrifikation
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-Beispiel Rind-

Relative Transkriptmenge
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Messenger RNA Expression

a* b
bb c@
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SLC2A1 HSP1A1 IFNT2 TJP1 PTGS2 DSC2
mV1l mVICTL V2 wmV2CTL mCTL

ab
a

a:b:c Ps0.05; * Ps0.1

Beuing et al., in preparation




Entwicklungen
-Kryokonservierung von Embryonen-
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e Entwicklung direkter Transfersysteme fur vitrifizierte Embryonen

 Weitere Optimierung der Kryokonservierungssysteme

e Voranschreiten der Gameten- und Embryonen-Kryokonservierung bedrohter
Tierarten




Entwicklungen
-Kryokonservierung von Eizellen-

Probleme

e VerhaltnismaRig groRes Volumen der Eizellen = Vermindertes Oberflachen-Volumen
Verhaltnis =2 hohere Anfalligkeit fur intrazellulare Eisbildung

* Hohe intrazytoplasmatische Lipidgehalte = Kaltesensitivitat wird ausgepragter

 Hohere Empfindlichkeit gegenliber Sauerstoffradikalen

Losungsansatze
e Vitrifikation scheint geeigneter als konventionelle Verfahren

* Kryokonservierung immaturer Eizellen/preantraler Follikel =2 Allerdings erlauben die
heutigen Kultursysteme noch keine Vollendung der Reifung

JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
GIESSEN

ol ot ot et ot

abak




JUSTUS-LIEBIG-
UNIVERSITAT
GIESSEN

-~ ) r/ r
O S & o
SeeleCeorg® ® —
AR E SR
AR SO 0/ / '/ ®
> / )\ N/
@
o oo e o
o ®




