Metoda: Kryokonzervace bunék

Studentka: Jana Skalova, 2. ro¢nik
Skolitel: Ing. Tomas Vlas

Princip: UdrZovani zdravych rostoucich bunécnych kultur je narocny a slozity ukol, zejména kvili
riziku jejich ztraty v disledku nehod nebo kontaminace. Kromé toho bunécné kultury nejsou stalé
a podléhaji zménam zplsobenych starnutim nebo enzymatickou a chemickou aktivitou. Tyto
problémy se snizZuji pouzitim kryogenniho uchovavani — kryokonzervaci.

Kryokonzervace je proces dlouhodobého uchovani biologického materidlu v parach tekutého dusiku
pfi -196 °C. Jednd se o nejSetrnéjsi zpUsob uchovavani, ktery se béiné vyuzivd k zmrazovani
pohlavnich bunék, tkani, organl a v pfipadé FN Plzen Lochotin — Imunologie a alergologie nejéastéji
mononuklearnich frakci bunék (lymfocyty + monocyty).

Uplatnéni metody: Biologicky material takto uchovdvany si zachovava vsechny vlastnosti nutné
k dalSimu molekularné-biologickému a imunologickému vySetfeni nebo k vyzkumnym dkolim.
Kryokonzervace pohlavnich bunék se provadi predevsim ze zdravotnich ddvodd. Pokud je
u pacienta/pacientky planovana onkologicka |é¢ba a hrozi ztrata plodnosti, je vhodné spermie/oocyty
predem zamrazit. BEéhem onemocnéni jako je diabetes mellitus dochazi k zhorSovani kvality
pohlavnich bunék, takovym pacientdm je rovnéZ doporucovana metoda kryokonzervace. Takto
upravené bunky lze za idedlnich podminek uchovavat teoreticky po neomezené dlouhou dobu.

Uskali metody: Pfi zmrazovani se voda vburikich véie do ledovych krystali a dochézi tak
k dehydrataci jak membranovych systém, tak i ostatnich bunéénych struktur. Negativni vliv vody
aledu se proto omezuje pridanim kryoprotektiv (napf. glycerol, DMSO) do mraziciho média, kterd
pronikaji do buriky, nahrazuji nitrobunéénou vodu a misto krystalizace se roztok stava amorfnim
ledem — vitrifikuje. Kryoprotektiva tak chrani buriky pred Skodlivymi Ucinky tvorby intraceluldrnich
ledovych krystald nebo pred ucinky roztoku béhem procesu zmrazovani a rozmrazovani.

Pro dosazZeni vitrifikace je tfeba pracovat s velmi malym objemem vzorku a pouzit rychlé ochlazeni.
Vzorky se zamrazi na -80 °C ulozenim do mraziciho boxu na 24 hodin. Poté jsou co nejrychleji viozeny
do tekutého dusiku.

Kryomédium sice snizi krystalizac¢ni procesy v bunce, ale mQze mit velmi nezadouci toxické ucinky.
Hlavnim cilem vitrifikacnich metod je proto vyvazit maximalni rychlost zmrazovani a minimalizovat
koncentraci kryoprotektiva.

Pfistrojové vybaveni: Tato metoda nevyZaduje Zadné specializované vybaveni. K oddéleni pevné
a kapalné faze vzorku je zapotrebi centrifuga. K pfipravé kryomédia a zpracovani samotného
materialu je kromé chemikalii zapotfebi také lamindrniho boxu, pipet a spotfebniho materidlu jako
jsou zkumavky nebo ochranné pomlcky. Pro zamrazeni vzorkd se vyuZivd mraziciho boxu
a v poslednim kroku metody hlavné Dewarovych nadob na tekuty dusik.

Odbér a transport: Metoda odbéru zaleZi na materidlu, ktery se bude mrazit. Naptiklad odbér
ovarialni tkané se provadi laparoskopicky. MnoZstvi tkané je ¢ast ovariadlni kGry o rozmérech
cca 10x 20 x 1 mm, nejlépe z obou ovarii. Naopak ziskani spermii pro kryokonzervaci je podstatné
jednodusi — ejakulace do kelimku. Pro zpracovani mononuklearnich frakci je zapottebi odbéru krve
anasledné oddéleni krve do tfi vrstev — vrchni vrstva plazmy, vrstva perifernich krevnich
mononuklearnich bunék a spodni frakce polymorfonukledrnich bunék.

Vsechny odebrané materidly jsou vloZzeny do predem pfipraveného média a v co nejkratsim case
transportovany do laboratore ke zpracovani.



