Kryobiologie
v laboratori

Sebek 1J.

Do védni discipliny oznacované jako kryobilogie,
jejimz predmétem zkoumadni je uéinek nizkych
teplot na biologické systémy, spada i problematika
lyofilizace, kryokonzervace bunék potazmo tkani.
Vychazi z jednoduchého funkéniho vztahu, kdy
snizovani teploty indukuje v pfimé umérnosti
pokles metabolickych pochodu v zivé hmoté. Pfi
uplné stagnaci jakykoliv molekularnich struktur pak
docilime dokonalého zakonzervovani. Nezavisle na
sobé priblizné od roku 1950 problematiku studovali
James Ephraim Lovelock i John Christopher Polge.
Zjistili pri¢inu poskozeni bunék vlivem nizkych
teplot pod bodem mrazu a tskali nasledné preko-
nali. Diky chemickym latkam, které obecné ozna-
¢ujeme jako kryoprotektiva (v ptipadé lyofilizace
lyoprotektiva), se podatilo na bunéénych modelech
minimalizovat poskozeni vlivem mrazu. Prokazali
tak, Ze je mozné kryoprezervovat buiiky a souc¢asné
jim po ukonceni staze zachovat viabilitu. Diky jejich
usili byla na za¢atku $edesatych let minulého stoleti
kryobiologie védeckou vefejnosti prijata.

Béhem kryostaze biologicky material bézné
uskladriujeme pfi teplotach alespon -80°C. Pokud
chladicim médiem bude kapalny dusik, kone¢nd
teplota dosahne az -196°C. Tekuté hélium vyuzivame
sporadicky.

Poskozeni bunék mrazem

Hlavni tskali zamrazovani bunék eventuelné tkani
o velikosti nékolika milimetrd tkvi v tom, Ze intrace-
lularni i extraceluldrni voda pfi teplotach pod bodem
mrazu vytvaii mikrokrystaly, které rostou z tzv. nuk-
lea¢nich center a zvétsuji sviij objem. Hexagonalni led
ma navic tendenci rekrystalizovat za vzniku vétsich
utvart. Protoze krystaly narusuji integritu fosfolipi-
dovych membran, poskozuji bunééné kompartmenty.
Vznik mikrokrystalt vede ike zvy$ené koncentraci
mineraltl, jez pti zméné skupenského stavu vody z ledu
vypadavaji do prozatim nezmrzlé kapaliny. Pokud
zpracovavame buné¢nou suspenzi, potykame sei s fak-
tem, Ze postupné narustajici mikrokrystaly vytlacuji
buriky do prozatim nezmrzlé kapaliny, kde se nakupi.
Oznacujeme to terminem cell packing effect.

V ptipadé pomalého zamrazovani se zmifiované
mikrokrystaly utvareji pfednostné v extraceluldrnim
prostiedi s typickym usporadanim, coz oznacujeme
jako dendritickou krystalovou deformaci. Od mista
chlazeni kapalinou postupné prorustaji podlouhlé

relativné velké krystaly, mezi nimiz jsou dendritické
kanaly. Zde se buniky v priibéhu kryoprezervace sou-
stiedi, ale pod vlivem hyperosmoldrni kapaliny ztra-
ceji vodu a svrastuji se, dokud zbyla voda nezmrzne
(obr. 1). Bohuzel opaény postup, kdy zvolime rychlé
navozeni kryostaze, problém nefesi. Mikrokrystaly
v tomto pripadé vnikaji pfedevs§im intracelularné.
Sice dosahuji mensi velikosti, nicméné maji tendenci
rekrystalizovat ve vétsi utvary. Hyperosmolalita pak
nastava uvnitf bunék (obr.2). Vysledkem je rozvrat
nitrobunééného pH a paradoxni zrychleni meta-
bolismu, protoze ztrata vody zvySuje koncentraci
latek participujicich na biochemickych reakcich.
Nasledné se zvys$uje influx vody do intracelularniho
prostedi do doby, nez burika nebo okolni tekutina
kompletné zmrzne. Stres na celularni struktury
indukovany ledovymi krystaly bohuzel nedokéaze
vyresit ani metoda lyofilizace, ktera je zalozena na
principu sublimace. V pfipadé bunék ji mizeme
uplatnit jen pti kryoprezervaci prokaryot. Podstata
sublimace vychazi z fyzikalnéchemickych vlastnosti
vody, kdy zmrazeni v materidlu indukuje vznik
ledovych krystalii a ndsledné snizeni tlaku navodi
sublimaci vody z pevného skupenstvi na plynné.
Mnohem vice se lyofilizace osvéd¢ila pro dlouho-
dobou konzervaci biologického materidlu na irovni
molekul, jez vykazuji termolabilni charakter. Proto
se od roku 1930 zacala pouzivat ve vétsi mife, aby
bylo mozné stabilizovat néktera antibiotika napti-
klad beta-laktamova pro parenterdlni aplikaci.

Kryoprotektiva

Vyse popsané technologické postupy pomalého
irychlého zamrazeni vcetné lyofilizace, které
vyvolavaji vznik ledovych krystalt, buniky mecha-
nicky béhem poskozuji kryoprezervace a posléze
znemoznuji jejich pfeziti po vraceni teploty do
fyziologického normalu. K potlaceni tohoto pro-
blému pouzivame tzv. kryoprotektiva ve zkratce
CPA z anglického terminu cryoprotective agent,
jez se vyznacuji niz§im bodem tuhnuti. Ponévadz
nahrazuji ¢ast intracelularni vody a stavaji se také
soucasti mimobunécného prostfedi, redukuji
mikrokrystaly vyrustajici z nuklea¢nich center.
Dale brani osmotickému stresu nebo posunu pH.
Podle mechanismu tG¢inku rozeznavame ochrannd
média penetrujici a nepenetrujici. Kryoprotektiva
penetrujici neboli intracelularni pronikaji diky své
nizké molekulové hmotnosti po koncentra¢nim
gradientu do bunék, kde nahrazuji vodu. Nejpo-
uzivanéj$im je ethylenglykol a dimethylsulfoxid
(DMSO), pricemz velmi G¢inna byva jejich kombi-
nace v poméru 1:1. Nevyhodou je toxicita, coz plati
predevsim u dimethylsulfoxidu. Proto volime takovy
postup prace, aby expozice bunék nebyla zbyte¢né



zdlouhava. Kryoprotektiva nepenetrujici zistavaji
v extracelularnim prostfedi, coz koresponduje
s faktem, Ze jsou minimélné cytotoxickd. Maji vyssi
molekulovou hmotnost a sacharidovy zdklad jim
propujcuje osmotickou aktivitu, kterd napoméhd
vytahovat vodu z bunék. P¥ikladem nepenetrujicich
protektiv mohou byt sachardza, trechaléza, dextran.

vevs

Cetné studie poukazuji na prospésnost kombinova-
nych médi, které obsahuji penetrujici i nepenetrujici
slozku. Intracelularnim kryoprotektiviim sice pripi-
sujeme zasadni vyznam, nicméné mohou poskozovat
bunky. Proto ke sniZeni jejich negativniho dopadu
pouzivame naptiklad hydroxyethylenovy skrob.
Augmentacni ptsobeni nepenetrujicich latek, tak
napomaha snizovat toxicitu ethylenglykolu nebo
dimethylsulfoxidu. K dal$im doplikam kryomédia
nalezi purifikované bilkoviny ve smyslu albuminu
eventuelné oligopeptidi a pufrovaci latky. Casto se
kombinuje fosfatovy pufr s tzv. HEPES, ktery ma
chemicky nazev N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N-
(2-ethansulfonova kyselina). Chemicky se jedna
o organickou molekulu. Vhodné zvolené kryomé-
dium s postupem chlazeni nam zvy$uje uspésnost
zamrazovani. Miizeme dosahnout viability bunék,
ktera ¢inni 80 az 90 % z ptivodni bunééné populace.
Uvedené ¢islo zivotaschopnych bunék je nejvice ovliv-
néno teplotnim prechodem z -20°C na -40°C, coz
pokladame za nejkriti¢téjsi fazi tvodu do kryostaze.

Metody kryoprezervace

Béhem kontrolovaného mrazeni, jez pokladdme za
nejsetrnéjsi postup, teplota klesa pozvolna priblizné
v fadu jednoho stupné celsia za minutu. Celkova
doba tivodu do kryostéze by ve vétsiné ptipadt méla
trvat 80 az 100 minut. Buriky nejvice poskozuje efekt
krystalizace vody, kdy led v médiu zven¢i narusuje
buné¢éné struktury, a nasledny vzestup osmolality
z nich nadmérné vytahuje vodu do extracelularniho
prostredi. Proto nepenetrujici protektiva sehravaji
zde vyraznéji uplatniuje cell packing effect. Existuje
mnoho osvéd¢enych protokolt fizeného zamrazo-
vani zvolenych dle typu bunék, pricemz se vzajemné
lisi ¢asovou naroc¢nosti i rychlosti poklesu teplot.
Ovsem je nutné pouzit specialni programovatelné
mrazici boxy s regulaci, jejichz chladici kapalinou
byva kapalny dusik.

Pro rychlé mrazeni ¢astéji pouzivime termin
vitrifikace, pfi nizZ bunéénou suspenzi priblizné
o chladnic¢kové teploté vystavime u¢inku tekutého

dusiku. Zprudka poklesne teplota az na -196°C
podle typu pouzitého chladiciho média. Kryomé-
dium pfti uvedenych fyzikalnich podminkach pod-
1éha pravé vitrifikaci. Pfi ni se nevytvari klasicky
krystalicky led, ale mraz extrémné zvysi viskozitu
a médium zesklovati. Nevznikaji tak krystaly,
které by zvenci poskozovaly bunéény povrch.
Z pohledu poskozeni bunék se nejvice uplatiuje
efekt roztoku, protoze intracelularné vznika velké
mnozstvi mikrokrystali, coz doprovazi nerovno-
vaha v osmolalité. Proces na pfijatelnou Groven
potla¢ime, kdyz oproti kontrolovanému mrazeni
pouzijeme vyssi koncentrace kryoprotektivnich
latek presnéji feceno téch penetrujicich. Pro
vitrifikaci jsou vhodné bunky, které neobsahuji
vét$i mnozstvi vody.

Rekonstituce bunék

Po ukonceni kryoprezervace rozmrazujeme bunky
rychle v #4du nékolika minut. U¢elem neni jen obno-
veni fyziologické teploty, ale i ndhrada penetrujiciho
kryoprotektiva jakozto toxické latky zpét za vodu,
a to co nejrychleji. Po vyjmuti z chladiciho média se
biologicky material podrobi ohfevu v lazni pti 37°C.
Jakmile rozmrzne, buriky je zapotiebi premistit do
kultiva¢niho média eventuelné izotonického rozto-
ku s fosfatovym pufrem a HEPES. Nastane diluce
kryoprotektiv a jejich vyplaveni z intracelularniho
prostredi. Aby burnky nebyly osmoticky poskozeny,
mél by objem vyménéného protektiva za vodu pro-
bihat rovnomérné.
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