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Nazev diplomové prace

Studium fazovych prechodt vybranych materiali pro kultivaci a kryoprezervaci bun¢k.

Abstrakt

Diplomova prace se zabyva studiem fazovych piechodii vybranych materidli pro
kryoprezervaci. Cilem diplomové prace bylo porovnani konvencénich kryoprotektantii
(dimethylsulfoxid, trehaléza) s kryoprotektanty ve fazi vyzkumu/testovani (antifreeze
protein Trx-ApAFP752 (AFP), tetrapeptid Pro-Ala-Gly-Tyr). Materialy byly studovany
fyzikélnimi/biofyzikdlnimi  metodami: = Ramanovou  spektroskopii, diferencialni
kompenzaéni kalorimetrii (DSC) a rentgenovou krystalografii (XRD). V Ramanovskych
spektrech byla sledovana intenzita a polositka pasu ledu (3100 cm™). Pomoci DSC byly
méfeny fazové piechody (teploty tani/tuhnuti) vodnich roztoki. Pomoci XRD byly zméfeny
velikosti a orientace krystalli vody. Viabilita bun¢k (cytotoxicita materiald) po aplikaci
kryoprotektiv byla urCena pritokovou cytometrii. Stav jader mraZenych bunék byl
monitorovan konfokalni fluorescenéni mikroskopii. Provedenym vyzkumem jsme zjistili, ze
dimethylsulfoxid je nejefektivnéjsi kryoprotektant a XRD bylo zjisténo, ze ma nejmensi
krystality. Trehaloza vytvaii souhlasné klastry (XRD). AFP mé nejvétsi termalni hysterezi
(18 °C). Tetrapeptid Pro-Ala-Gly-Tyr byl nejméné znamy a prostudovany kryoprotektant.
Ve zmrazeném roztoku nedochazi k vyznamné zméné velikosti krystald ledu. PAGY

posouva teplotu mrazeni roztoku, bod tani je prakticky totozny se standardnim ledem.

Klicova slova:

Kryoprezervace, termalni hystereze, dimethylsulfoxid, trehal6za, antifreeze protein,
PAGY, krystalizace



Master’s thesis title

Study of phase transitions of selected materials for cell cultivation and cryopreservation.

Annotation

The Master thesis deals with the treatment and study of phase transitions of selected
materials for the cryopreservation. The goal of the thesis was the comparison of conventional
cryoprotectants (dimethyl sulfoxide, trehalosis) with cryoprotectants in research stage
(antifreeze protein  Trx-ApAFP752, tetrapeptide Pro-Ala-Gly-Tyr). The materials
were performed by the following methods: Raman spectroscopy, differential scanning
calorimetry (DSC) and X-ray crystallography (XRD). A Raman peak at 3100 cm™ with the
intensity and full width at half maximum FWHM was observed in the Raman spectrum.
Water solutions phase transitions were obtained by DSC. X-ray diffraction was used to
quantify the magnitude and orientation of crystallites. After application of cryoprotectants
the Viability of cells was determined by flow cytometry. In this work the most effective
cryoprotectant is dimethyl sulfoxide with the smallest diameter of crystallites discovered by
XRD. Trehalose forms clusters in water solutions (XRD). Antifreeze protein has the largest
thermal hysteresis (18 °C). Tetrapeptide Pro-Ala-Gly-Tyr is the most unknown material. It

doesn't disturb crystallizing solution either the shift of the thaw temperature to lower values.

Key words:

Cryopreservation, thermal hysteresis, dimethyl sulfoxide, trehalosis, antifreeze protein,
PAGY, crystallization
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Seznam symboli a zkratek

Zkratka Vyznam Meaning

AFP Trx-ApAFP752 Trx-ApAFP752

DI Deionizovany Deionized

DMSO Dimethylsulfoxid Dimethyl sulfoxide

DSC Diferen¢ni kompenzaéni Differential scanning
kalorimetrie calorimetry

FTS Fetalni teleci sérum Fetal bovine serum

FWHM Polositka Full width at half maximum

HPLC Vysokoucinna kapalinova High-performance liquid
chromatografie chromatography

PAGY Pro-Ala-Gly-Tyr Pro-Ala-Gly-Tyr

PBS Fosfatovy pufr Phosphate buffered saline

THA Termalni hystereze Thermal hysteresis activity

w Hmotnost Weight

XRD Rentgenova krystalografie X-ray crystallography



https://en.wikipedia.org/wiki/Differential_scanning_calorimetry
https://en.wikipedia.org/wiki/Differential_scanning_calorimetry
https://en.wikipedia.org/wiki/Full_width_at_half_maximum




Uvod

Zajem o efektivni bio-prezervacni metody v medicinské spolecnosti roste spoleéné
S pokroky v transplantaci a transfuzni mediciné [1]. V reprodukéni mediciné se stala
kryoprezervovana pre-implantatni embrya nedilnou slozkou celkové pacientské péce,
zvlasté s rostouci uspéSnosti ziskavani oocyti [2]. Kryoprezervace oocytl se stava velmi
dilezitou v duasledku legalnich restrikci na tvorbu a transplantaci nadbytecnych pre-
implantacnich embryi. Etické faktory kryoprezervace pre-implatacnich embryi jsou také

velmi vyznamnou zaleZitosti [3].

Kryoprezervace je moderni a efektivni metoda uchovani genetickych zdroji po prakticky
neomezenou dobu. Podminkou pouziti této metody je UspéSny prevod materidlu z

kultiva¢nich podminek do tekutého dusiku a zpét bez vyrazného poskozeni.

Uspé&snost pieziti cyklu mrazeni/tani embrii se pohybuje na hranici 75% [2]. Tato vysoka
uspéSnost byla dosazena celou fadou kryoprezervaénich metod vyuzivajici ovérené
kryoprotektanty. Piikladem problému by mohli byt oocyty (neoplodnéna vajicka), ktera
cyklus mrazeni/tani uspésSné ptezivaji, ale jejich nasledné oplodnéni se nedafi. Cilem je
nalézt nové kryoprotektanty, které ochrani bufiku, aby piezily cyklus mrazeni/tani

S maximalni GspéSnosti a porovnat je s konvenénimi kryoprotektanty.

Kryoprotekce ptisobi dvéma zpusoby. Bud’ ma vliv na fazovy ptechod roztoku, nebo obali
membranu buiiky a chrani ji pfed mechanickym poskozenim krystaly z extracelularniho
prostoru. Z hlediska vlivu na fazovy prechod, resp. vznik krystalické fadze roztoku mizeme
kryoprezervaéni materialy rozdélit do dvou tfid latek. V prvni tiidé je naptiklad
dimethylsulfoxid (DMSO), trehaloza, ¢i sacharoza, které upravuji termodynamiku procesu
mraZeni, Materidly z druhé tfidy, jako jsou naptiklad antifreeze proteiny (AFP), maji jiny

ucinek. Dokazi se navazat na rostouci krystal ledu a zamezit dal§imu ristu.

Tato prace ma za cil vyzkoumat vybrané kryoprotektanty, vypsané v tab. 1, tetrapeptid Pro-
Ala-Gly-Tyr (PAGY), antifreeze protein Trx-ApAFP752 (AFP) a porovnat je s konven¢nimi
materialy - dimethyl sulfoxidem (DMSO) a trehal6zou.

DMSO, a trehal6za jsou obecn€ znamé a popsané latky s kryoprotekénimi vlastnostmi. Pfi
pouziti tetrapeptidu PAGY izolovaného z kiuze jesetera amurského, bylo hlavni motivaci

uchovani pfirozenych vlastnosti rybiho masa, po jeho zamrazeni a nasledném rozmrazeni,



jiz bylo popsano v [4]. PAGY bylo studovano zejména jako material s antioxida¢nimi
vlastnostmi a kryoprotektivni ucinky, které byly prokazany.
Antifreeze protein AFP 752 byl izolovan z poustniho brouka Anatolica polita. U tohoto

proteinu je popsana velka termalni hystereze a zajimavé kryoprotektivni vlastnosti [22,23].

Podrobngjsi popis materialti naleznete v kapitole Experimentdlni metody & materidly.

Tab. 1 Vybrané kryoprotektivni latky

Kryoprotektivum
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Disacharid trehal6oza
Antifreeze protein Trx-ApAPF752 (AFP)
Tetrapeptid Pro-Ala-Gly-Tyr (PAGY)

Biologické ucinky mrazeni zavisi na krystalizaci vody, kterd ma za nasledek zmény
koncentraci latek rozpusténych v cytoplazmé. Se snizujici se teplotou rostou krystaly ledu a
koncentrace rozpusténych latek stoupa. Zvysena koncentrace miize byt pro bunky zhoubna.
Proto bylo nejprve nutné nové kryoprotektanty a smési kryoprotektantd podrobit
cytotoxickym testim. V této praci je popséna viabilita bunék vybranych materiali po

otestovani.

Primarnim duasledkem poSkozeni bunék jsou krystaly vody, které propichnou ¢i jinym
zpiisobem ponic¢i buiku pfimym mechanickym poskozenim. V této préci je popsan vliv
vybranych materialti na stavbu ledu. Zvlasté byly studovany termodynamické vlastnosti
kryoprotektanti. Ty jsou vysvétleny jak teoreticky, tak prakticky pouZitim diferencni
skenovaci kalorimetrie (DSC). DSC, byly studovany fazové prechody materialti prvniho
fadu, mrazené rychlosti -1 °C-minl. Sledovdny byly zejména vyznamné pasy

krystalizace/tani vody.

Zmény na molekularni Grovni na pomezi fazovych ptechodli byly méfeny Ramanovou
spektroskopii. Spektra latek obtizné méfitelna na Ramanovée spektroskopii, kvili vysoké
luminiscenci byla zméfena na infraervené spektroskopii, coz je metoda méfeni
komplementarni s Ramanovou spektroskopii. Metody vibracni spektroskopie umoziuji
studovat biologické latky v jejich pfirozeném prostiedi, tedy ve vodnych roztocich. Sledovat
mizeme zmény struktury vyvolané zménou fyzikalné-chemickych parametrli napiiklad
dynamiku strukturnich prechodl a to jak pii pokojové teploté, tak pii teploté kapalného

dusiku. Rychlost mraZeni byla stanovena na -2 °C-min. Latky byly méfeny v zakladnim
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stavu, a nasledn¢ v ruzn¢ koncentrovanych roztocich, respektujicich cytotoxicitu.
Ramanovou spektroskopii byly sledovany zejména pasy OH, tedy pasy vody 3222, 3433,
3617 cm™ a pasy ledu 3102, 3225, 3005, 3338, 3414 cm™ pii -170°C.

Jako nejlepsi metoda studia kryoprotektanti v buiikach se se ukazala fluorescenéni
mikroskopie a nikoli Ramanova spektroskopie. Vysledky fluorescenéni mikroskopie na
kryoprezervovanych buiikach byly ziskany v Biofyzikalnim ustavu AV CR (Dr. M. Falk) a
jsou pouzity v praci. Ramanovou spektroskopii byly sledovany pouze fyzikalni vlastnosti

kryoprotekcnich materiali.

Metodou rentgenové krystalografie (XRD) byla popsana struktura a rozlozeni
kryoprotektantti v roztoku. Vysledky z XRD byly doplnény o vysledky z Ramanovy
spektroskopie, DSC a ptehledné porovnany.

Prace byla realizovana ve Fyzikalnim tstavu AV CR v.v.i.
Tato prace je organizovana v nasledujicim poradi:

V Kapitole 1 Experimentadlni metody & materidly jsou uvedeny zakladni metody a zatizeni

pouzité béhem experimentu, zdkladni vlastnosti novych materiald a jejich syntéza.

V Kapitole 2 Zkoumané materialy pro kryoprezervaci jsou vysledky méfeni vSech metod a

materiald.
Kapitola 3 je vénovana diskuzi.

Zaver shrnuje vysledky této prace porovnani materiali a budoucnost.

11



1 Experimentalni metody & materialy

1.1 Materialy

1.1.1 Deionizovana Voda

Tab. 2 Vlastnosti vody

Systematicky nazev Oxidan
Trivialni nazev Voda
Zkréaceny nazev
Funkéni vzorec H20
Sumarni vzorec HzO

’ ‘o
Strukturni vzorec H
Molarni hmotnost (g'mol ™) 18,02
Hustota (g-cm™>) 0,998
Teplota tani (°C) 0
Teplota varu (°C) 100
Rozpustnost ve vodé Misitelny
Skupenstvi (21 °C, 101 kPa) Kapalina
Vzhled Bezbarva kapalina

Deionizovana (DI) voda byla ptecisténa Milli-Q Plus systémem (Millipore) o rezistivité

18.2 MQ-cm (25 °C).

1.1.1.1 Krystalizace vody

Voda je nejrozsitené;si slou¢eninou nezbytnou pro veskery zZivot na Zemi. Za standardnich
podminek je bezbarvou kapalinou bez zapachu s teplotou tuhnuti 0 °C. Voda je natolik spjata
s nasim zivotem, Ze byva povazovana za typickou kapalinu. Ve skutecnosti je ale tak malo
typicka, jak jen si lze predstavit. Jeji specifické vlastnosti jsou dany vodikovymi vazbami
mezi jednotlivymi molekulami. Voda ma vysokou meérnou tepelnou kapacitu, velké
povrchové napéti. Nejznaméjsi podivnosti je vSak anomalie vody - voda ma maximalni
hustotu pfi teploté 4 °C a hustota kapalné vody je vyssi nezli hustota ledu. Pti teploté 4 °C
se voda rozpind, at’ uz ji zahtfivame (coz je obvyklé), nebo ochlazujeme (coz je neobvyklé,

anomalni). Ke krystalizaci vody ovSem dochézi na riznych defektech, jako jsou naptiklad
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prachové Castice. Mimotadné ¢istou vodu mizeme proto ochladit i na nizsi teploty: ani za
amatérskych podminek neni tézké destilovanou vodu zchladit ptiblizné na —15 °C. Voda se
nachazi ve stavu podchlazené kapaliny a maly podnét pak vede k rychlé krystalizaci.
Podchlazenou kapalinu o teploté nizsi nez —38 °C se ndm z vody (za normalniho tlaku)
ptipravit nepodaii. Pod touto teplotou (teplotou homogenni nukleace) vytvotime vzdy led

anebo, pii rychlém zchlazeni, nekrystalickou pevnou vodu, ,,sklo“ [7].

Vznik skla se nazyva vitrifikace. Na molekuldrni trovni je tento proces spojen se ztratou
rotacnich a translacnich stupiii volnosti, za zachovani pouze vazebnych vibraci uvnitt pevné
molekularni struktury. Tepelnd roztaznost, tepelna kapacita a stlacitelnost klesaji na podobné
hodnoty, jaké odpovidaji krystalu. Ve vitrifikovaném vzorku dochdzi pouze k velmi
pomalym lokalnim pohyblim molekul, které vedou k utlumeni biologickych funkci bunky.
Procesem vitrifikace je zabranéno intracelularni krystalizaci vody, jeZ vede k poskozeni
bunécné tkané. Zeskelnaténi se v prirodé dosahuje jiz pfi vysSich teplotdch pomoci

kryoprotektantt [8].

Voda krystalizuje nejcastéji v hexagonalni soustave, kterd je stabilni pro Sirokou skalu teplot.
Dtvodem je lomeny tvar molekuly vody s tthlem 104,95°. Molekuly se uspotfadavaji do
Sestithelnikového tvaru tak, ze na jednu molekulu vody se vazou celkem ctyii dalsi. Vznikaji

[ 24

stavu. To je divodem mensi objemové hustoty ledu oproti kapalné vodé[7].

1.1.1.2 Krystalizace vody v biologickych systémech

Vsechny zivé organismy obsahuji az devadesat procent vody. Jeji krystalizace vSak muze
poskodit bunky, ¢imZ nedojde k opétovnému obnoveni zivotaschopnosti uchovavaného
materidlu po jeho rozmrazeni. Pii zmrazovani Zivych tkéni dochédzi v prvni fadé ke
krystalizaci extracelularni tekutiny. V diasledku vzniku krystali vody se koncentrace
cytosolu zvysuje, ¢imz vznika osmoticky gradient mezi intracelularnim a extracelularnim
prostorem. Tento gradient se buiika snazi vyrovnat vypuzovanim vody do okoli. Dsledkem
extracelularni krystalizace je tedy buné¢na dehydratace, kterd zptsobuje strukturni zmény
bunééné membrany. Membrana tak ztraci zakladni biologické funkce a buinka umird.
Intracelularni krystalizace vede bezprostfedné k poSkozeni bunky. Cytoplasma, nachazejici
se uvnitt bunék, obsahuje nejen vodu, ale i velké mnozstvi vysokomolekularnich latek, které
se hufe uspofadavaji do krystalické miizky, ale snadnéji vitrifikuji. Pokud je rychlost

chlazeni pfili§ vysokd, nestihne se zvysit koncentrace intraceluldrniho roztoku prostupem

13



vody do extraceluldrniho matrixu. Diisledkem je vznik krystalG uvnitt buiiky. Ty vyvijeji
nadmérné napé€ti na bunéénou membranu a méni tak jeji strukturu. To ma za nésledek opét

ztratu biologickych funkci membrany.
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1.1.2 Dimenthylsulfoxid

Tab. 3 Vlastnosti Dimethylsulfoxidu [12]

Systematicky nazev Dimethylsulfoxid
Trividlni ndzev
Zkraceny nazev DMSO
Funkéni vzorec (CH3)2SO
Sumarni vzorec C2HeOS
0
Strukturni vzorec /ﬂ,\
H3C CH3
Molarni hmotnost (g-mol ") 78,13
Hustota (g-cm ™) 1,1004
Teplota tani (°C) 19
Teplota varu (°C) 189
Rozpustnost ve vodé Misitelny
Skupenstvi (21 °C, 101 kPa) Kapalina
Vzhled Bezbarva viskozni kapalina

Dimethylsulfoxid (DMSO) bylo zakoupeno od firmy Sigma-Aldrich, ¢istota 99,9 %. Tab. 4
uvadi pouzité roztoky DMSO.

Tab. 4 Pouzité roztoky DMSO

15 % (w/w) DMSO v DI vodé
10 % (w/w) DMSO v DI vodé
5 % (w/w) DMSO v DI vod¢

2,5 % (w/w) DMSO v DI vodé¢
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1.1.3 Trehaloza

Tab. 5 Vlastnosti trehalézy

Systematicky nazev Trehaloza

Trivialni nazev
Zkraceny nazev

Funk¢ni vzorec

Sumarni vzorec C12H22011
OH
0.0, A _OH
Strukturni vzorec HOHO‘..O.,,O O Aon
bn H oH
Moléarni hmotnost (g-mol 1) 342,296
Hustota (g-cm™>) 1,58
Teplota tani (°C) 203
Teplota varu (°C)
Rozpustnost (w/w g na 100g vody) 68,9
Skupenstvi (21 °C, 101 kPa) Pevné
Vzhled Bila krystalicka latka

Trehaloza 2H20 je bézné¢ dostupny sacharid zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, Cistota
min 99 %. Tab. 6 uvadi pouzité roztoky trehaldzy.

Tab. 6 PouZité roztoky trehalozy

41 % (w/w) Trehal6za v DI vodé
20 % (w/w) Trehal6za v DI vodé
10 % (w/w) Trehaloza v DI vodé
5 % (w/w) (150 mM) Trehal6za v DI vodé
3.3 % (w/w) (100 mM) Trehaloza v DI vodé
1.7 % (wiw) (50 mM) Trehaléza v DI vodg
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1.1.4 Trx-ApAFP752

Tab. 7 Vlastnosti AFP
Systematicky nazev Trx-ApAFP752
Trivialni nazev
Zkraceny nazev

Funk¢ni vzorec Viz tab. 8
Sumarni vzorec C2380H3969N79300985S190
Strukturni vzorec Viz obr. 1
Molarni hmotnost (g-mol™") 65545.41
Hustota (g-cm )
Teplota tani (°C)
Teplota varu (°C)
Rozpustnost (w/w g na 100g vody) Ano
Skupenstvi (21 °C, 101 kPa) Pevné
Vzhled Bila krystalicka latka

Antifreeze protein Trx-ApAFP752 (AFP) byl izolovan z Escherichia coli v Department of
Chemistry, University of Wyoming, 1000 E. University Ave Laramie, WY 82071, USA.
Podrobngjsi informace o izolaci naleznete v priloze ¢. 1. Tab. 8 ukazuje strukturu proteinu.
Na obr. 1 je 3D ribbon backbone diagram strukturniho modelu Trx-ApAFP752 proteinu i

s navazanou ¢asti theridoxinu pro ilustraci.
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Tab. 8 Struktura Trx-ApAFP752. Samotny antifreeze protein je vyznaen ¢ervené
ATGAGCGATAAAATTATTCACCTGACTGACGACAGTTTTGACACGGATGTACTCAAAGCGGA
CGGGGCGATCCTCGTCGATTTCTGGGCAGAGTGGTGCGGTCCGTGCAAAATGATCGCCCCGA
TTCTGGATGAAATCGCTGACGAATATCAGGGCAAACTGACCGTTGCAAAACTGAACATCGAT
CAAAACCCTGGCACTGCGCCGAAATATGGCATCCGTGGTATCCCGACTCTGCTGCTGTTCAAA
AACGGTGAAGTGGCGGCAACCAAAGTGGGTGCACTGTCTAAAGGTCAGTTGAAAGAGTTCCT
CGACGCTAACCTGGCCGGTTCTGGTTCTGGCCATATGCACCATCATCATCATCATTCTTCTGG
TCTGGTGCCACGCGGTTCTGGTATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACA
TGGACAGCCC GGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGGCTGATATCGGATCCGAG
TGTTATTGCCAATGCACTGGGGTTGATTGTTTTAGTTGTATGGCAGAATGCACCAATTGTGGC
AACTGTCGAAATGCGAGAACGTGTACCGATTCTCAATATTGCAATAATGCGATGACATGTAC
TAGATCGACCGACTGTTTTAATGCCATTACGTGTATTGATTCGACCAACTGTTACAAAGCTAC
AACATGCATCAATTCAACAGGATGTCCAAAACATAAAGTTGTTAAAAAATAACTCGAGCACC

ACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGG

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIA
DEYQGKLTVAKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGA
LSKGOQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAK
FERQHMDS LENLYFOGAMADIGSECYCQCTGVDCFSCMAECTNC
GNCRNARTCTDSQYCNNAMTCTRSTDCFNAITCIDSTNCYKATTCIN
STGCPKHKVVKKStopLEHHHHHHStopDPAANKARK

ApAFP752

Sekvence pro TEV cutsite Tag pro Theridoxin

ApAFP752

Obr. 1 Ribbon backbone diagram strukturniho modelu Trx-ApAFP752 [33]

V této praci je pouzit pouze jeden roztok AFP — 1 % (w/w) Trx-ApAFP752. Protein je ve
fosfatovém pufru obsahujici S0mM NaCl. Tato sl zptisobi hydrohality ve spektrech, které

budou prokézany Ramanovou spekroskopii.
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1.1.5 Pro-Ala-Gly-Tyr

Tab. 9 Vlastnosti PAGY
Systematicky nazev Pro-Ala-Gly-Tyr

Trivialni nazev
Zkraceny nazev PAGY
Funk¢ni vzorec

Sumarni vzorec C19H26N40s
Strukturni vzorec Obr. 2
Molarni hmotnost (g-mol™") 406,433
Hustota (g-cm™)
Teplota tani (°C)
Teplota varu (°C)
Rozpustnost (w/w g na 100g vody) Ano
Skupenstvi (21 °C, 101 kPa) Pevné
Vzhled Bila krystalicka latka
o) 0
Q—H— —H—H— ” N—cH—C—oH
(|:H3 | CH,
HN
OH

Obr. 2 Struktutni vzorec PAGY

Tetrapeptid Pro-Ala-Gly-Tyr (PAGY) byl pfipraven syntézou na pevné fazi, standardni
Fmoc / OtBu strategii. Surovy produkt byl izolovan HPLC chromatografii (Waters 600
HPLC instrument) na reverzibilni fazi C18 (column Waters Symmetry 300, 19x150 mm, 5
um). Identifikace peptidu a jeho Cistota byla potvrzena hmotnostni spektrometrii, technikou

elektrospray ionizace (MS / ESI).

V této praci je pouzit pouze jeden roztok tetrapeptidu — 5 mg-ml™* PAGY v DI vodé.
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1.2 Metody

1.2.1 Prutokova cytometrie

Cytotoxicita a kryoprotektivni funkce testovanych latek byla testovana na bunééné linii
YAC] (mysi T lymfom). Buiiky byly péstovany v H-MEMd médiu doplnéném 10% FTS
(fetalni teleci sérum) a standardnimi antibiotiky pii 37 °C a 5 % CO». Pro experiment byly
buiikky resuspendovany v médiu obsahujicim testované latky v pfislusné hmotnostni
koncentraci. Koncentrace byla 1-:10° bungk-ml?. Buiiky byly inkubovany 20 minut pfi
pokojové teploté a nasledné byla stanovena cytotoxicita, nebo byly vzorky zmrazeny na 24h

pii —80 °C, neni-li uvedeno jinak.

Pro méteni viability pfed/po zmrazeni byla pouzita pritokova cytometrie a znaceni
apoptotickych a nekrotickych buné€k pomoci Annexinu-V a Hoechst33258 (obr. 3).
Zmrazené vzorky byly rychle rozmrazeny pii 37 °C a dalsi postup se shodoval s postupem
pro nezmrazené vzorky. Bumnky byly pfed znacenim promyty v pufru pro znaceni
Annexinem-V. 100 x fedény Annexin-V fluorescenéné znaceny FITC (fluorescein
isothiokyanatem) byl pfiddn k peletu bun&k v mnozstvi 10 pl-vzorek™. Vzorky byly
inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté a nasledné bylo pfidano 100 pl pufru. Ke vzorkiim
byl ptidan Hoechst33258 (10 ul-vzorek™) a po 5 minutich byly vzorky zméfeny pomoci
pratokového cytometru (BD LSRII).

Detekce viability (obr. 3) je ovlivnéna zptisobem vlozeni kiize. Tolerance je £5 %.
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Obr. 3 Detekce viability bunék. (Q1) Nekrotjcké buiiky. (Q2) Pozdné apoptotické buiiky. (Q3) Zivé buiky.
(Q4) Casné apoptotické bunky

Annexin 5-FITC (osa X) znaci apoptotické bunky (vaze se na fosfatidylserin v membrang,
ktery je ve vnéjSim listu (a tedy dostupny ke znaceni) pfitomen pouze u apoptotickych
bunék). Hoechst 33258 (osa Y) se vdZze na DNA mrtvych bungk (Zivé buniky ho vylou¢i).
Buiiky Ize tedy na zakladé znadeni témito dvéma latkami rozdélit do &ty¥ skupin. Zivé, asné
apoptotické (pozitivni v Annexinu-V, negativni v Hoechst33258), pozdné apoptotické
(pozitivni v obou znacich) a nekrotické (pozitivni v Hoechst33258, ale negativni v

Annexinu-V).

1.2.2 Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrie

Diferenéni kompenza¢ni kalorimetrie (DSC) je metoda, pfi niz je méfeno
uvolnéné/spotiebované teplo behem relevantniho teplotniho rezimu. Byly méfeny fazové
prechody (teploty tdni Tm) vodnich roztoktt DMSO, disacharidu trehal6zy a AFP. Diferen¢ni
kompenzacni kalorimetrie byla provedena na optickém Linkam diferenénim kompenza¢nim
kalorimetru DSC600 s chladicim systémem LNP95. Tento pfistroj umi dosahnout teplot
az -196 °C. Experimentalni postup pro veskeré zkoumané vzorky obsahoval 2 kola stejnych
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kalorimetrickych méfeni mrazeni/tani od pokojové teploty. V prvnim kole byla stanovena
teplota mrznuti Tf a teplota tani Tm. Rychlost chlazeni byla -5 °C-min nez doséhla teploty
-80 °C, zde byl vzorek ponechan se stabilizovat (5 minut) a poté byl zahfan zpét na
pokojovou teplotu. Druhé kolo je zaméfené na cykleni mezi Tf a Tm teplotami o tempu
chlazeni 1 °C-min™ s 10 minutami stabilizace pfi dosazeni teploty -80 °C. Tato méfeni

pfinesla prakticky stejné vysledky (1 °C posun).

1.2.3 Ramanova spektroskopie

Data pro vSechny vzorky byla ziskana mikrospektroskopem Renishaw RM 1000 vybavenym
Leica DMLP mikroskopem s objektivem Leica PL FLUOTAR L 50x / 0,55. Excita¢ni
vlnova délka laseru byla 488nm (200mW), v ptipadé vzorki AFP a PAGY byl pouzita
vlnova délka laseru 785nm. Teplota béhem méteni byla fizena chladici pfistrojem Linkam

LNP95. Linkam pracuje s ptesnosti 0,01 °C a umoziuje chlazeni vzorkt na teplotu -196 °C.

Vzorky (50 pl) byly vlozeny do chladici komurky v PerkinElmer hlinikovych misti¢kach.
Po zchlazeni na teplotu kapalné¢ho dusiku, se vzorky staly neprihlednymi. Z toho divodu

jsou spektra nashromazdéna z povrchu o odhadované hloubce 5 pm.

Spektra byla sbirana pomoci software WIRE 2.0. Spektrum bylo kalibrovéno pouzitim 520,5
cm? péasu silikonu. Sbér spekter byl standardné stanoven na rozsah 50-4000 cm*
ramanovského posunu a 5-10s akumulace. Nésledné zpracovani dat bylo provedeno
v MATLABu (odtranéni $umu, normalizace k 3170 cm™, odecteni baseline) a vizualizace

spekter byla uskuteénéna v OriginPro 2015, s licenci Fyzikalniho ustavu AV CR.

Data byla nafitovana harmonickym oscilatorem (obr. 4), v software IGOR Pro 7.0. U

dominantniho peaku ledu (3092 cm™) byla spoétena polositka (FWHM) peaku (cm™).
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Obr. 4 Fitovani harmonickym oscilatorem (zde H20)

1.2.4 Rentgenova krystalografie

Me¢feni rentgenové krystalografie (XRD) bylo provedeno s pouzitim DCS 350 kulové
teplotni komurky od firmy Anton-Paar upevnény na Bruker D8 horizontalni difraktometr
osazeny 12kW médénou rotacni anodou. Kazdy kapalny vzorek byl vloZen do hlinikové
kyvety, potazeny Sum Mylar folii a utazeny ocelovym prstencem pies folii. Svazek byl
kolimovan pouzitim Goebel zrcadla s divergenci okolo 0.02 stupiii v horizontalnim sméru
a 4 stupiit ve vertikdlnim sméru. Pro vSechny vzorky, w-y mapovani bylo vykonano
s pfedpokladem vzniku Sestere¢ného ledu. Vystupem je mapa intenzit difraktovanych fotont
Vv zavislosti na thlu. Horizontalni osa, uhel ®; vertikalni osa, uhel y. Sediva $kala je
logaritmickad a ma stejny rozsah pro vSechny obrazky. Kazd4 mapa byla méfena 90 minut

pfi konstantni teploté.
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1.2.5 Konfokalni mikroskopie

Nasledujici pfistrojové vybaveni bylo pouzito na konfokalni mikroskopii a ziskani dat:
automatizovany Leica DM RXA fluorescenéni mikroskop (Leica, Wetzlar, Germany)
vybaveny olejovym imerznim Plan Fluotar objektivem (100x/NA1.3) a konfokalni
skenovaci jednotkou s 10a Nipkovovym kotou¢em (Yokogawa, Japan). CCD kamera
CoolSnap HQ (Photometrix, Tuscon, AZ, USA). Laser Ar/Kr (Innova 70C Spectrum,
Coherent, Santa Clara, CA, USA). Automaticka expozice, vystupni kontrola kvality obrazu
a dalsi procesy byly provedeny s pouzitim software Acquarium. Expozi¢ni ¢as a dynamicky
rozsah kamery (R-G-B) byl nastaven na stejné hodnoty pro vSechna podlozni skli¢ka, aby

byly ziskany kvantitativné porovnatelné obrazy.
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2 7Zkoumané materialy pro kryoprezervaci

2.1 Deionizovana voda

Pii kryoprezervaci je krystalizace vody hlavni problém. Buiky obsahuji 80 % vody a
krystaly rostouci z nuklea¢nich center maji destruktivni dopad na fosfolipidové membrany
a jiné intracelularni kompartmenty [9]. Privodnim problémem je zvySovani koncentrace
latek (podrobnéji popsano v teoretickém tvodu).

Béhem pomalého mrazeni se vytvareji hlavné krystaly v extracelularnim roztoku a bunky se
dehydratuji. Pfi rychlém mrazeni se vytvareni mens$i krystaly ledu v intracelularnim
prostoru.

Pro tuto praci je stav vody zcela zésadni. Velikosti krystalll vody a termalni vlastnosti vody
po aplikaci kryoprotektiv jsou pfedmétem studia. Voda je dobie popsana latka, proto zde

bude srovnéana s popisem vlastnosti ziskanych z odborné literatury.

2.1.1 Viabilita bunék

Stanovit viabilitu bun€k v ¢isté deionizované (DI) vodé neni tfeba. Buiiky by podlehly
osmotické lyze a rozpadly by se. Buriky byly péstovany v H-MEMd médiu doplnéném 10%
FTS a standardnimi antibiotiky pti 37°C a 5% COa. K této smési byla piidana 10% DI voda.

Takto pfipraveny vzorek byl pouzit jako reference preziti bun€k bez aplikace kryoprotektiva.

2.1.2 DSC

Diferen¢ni kompenzacéni kalorimetrii (DSC) byly porovnavany roztoky s pfidanim a bez
pridani kryoprotektiv. DSC kiivky mrazeni a tani DI vody rychlosti 1 K-min? jsou
prezentovany na obr. 5. Teplota tuhnuti DI vody je -12 °C. Je to disledek velmi Cisté vody,
kde je velmi malo nukleac¢nich center. Jakékoliv sebemensi znecisténi vzorku by teplotu
voda je na hranici homogenni nukleace ledu pii teploté -40 °C [10]. Teplota tani DI vody je

ovsem na bod¢ 0 °C, vznika tedy velka teplotni hystereze.
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Obr. 5 DSC kfivky mraZeni a tani DI vody rychlosti 1 K-min

2.1.3 Ramanova spektroskopie

V Ramanovském posunu 2800 — 3800 cm™ mizeme sledovat OH vazby. Kvalita
Ramanovskych spekter je zavisla na teploté a kystalizaci vody. Pfi nizkych teplotach jsou
pasy dobie definovatelné a maji uzké polositky (FWHM). Pti vyssich teplotach se umisténi
nékterych peakti posouva a rozsituje. Spektrum vody obsahuje 3 pasy, viz obr. 6, které méni
své parametry v zavislosti na teploté. Pfi 20 °C jsou pozice peaki na 3222, 3433 a 3617 cm™,
kazdy specificky pro stretching vibrace molekul vody. Na obr. 7 je spektrum MilliQ vody

naméfené pii 21 °C piistrojem Renishaw RM1000 pro porovnani.
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Obr. 6 Ramanovské spektrum vody v pasmu OH vazeb pti teploté -35, 20 a 100 °C [11]
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Obr. 7 Ramanovské spektrum MilliQ vody pfi 21 °C

Led ma spektrum vyznamné odli$né od vody s dominantnim peakem 3102 cm™ (obr. 8).
Celkové spektrum ledu pti -190 °C obsahuje 6 pasu specifickych pro OH stretching vibrace
ledu. Pii -190 °C ma led dva dominantni pasy 3102 a 3225 cm™. intenzita pasu 3102 cm™
ma vzdy faktor 15x vy$si nez 3225 cm™. Krom tohoto, 3 dalsi pasy jsou umistény na 3005,

v

3338, and 3414 cm. P4as 3255 cm™, ktery neni zakreslen na obr. 8 ma Sirokou polositku a

27



malou intenzitu a zptisobuje vzhled kopcovitého pozadi od 3000 do 3500 cm™. Na obr. 9 je
spektrum MilliQ vody namétené pii -170 °C piistrojem Renishaw RM1000 pro porovnani.
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Obr. 8 Ramanovské spektrum vody v pasmu OH vazeb pii teploté 0, -100 a -190 °C [11]
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Obr. 9 Ramanovské spektrum MilliQ vody pfi -170 °C
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2.1.4 XRD

Me¢feni rentgenové krystalografie bylo provedeno na zmrzlych vzorcich a vysledky budou
porovnany v zavéru prace. Cista voda (obr. 10) ma malo velmi velkych krystald a nejsilngjsi

difraktovanou intenzitu.
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Obr. 10 Uhlové zavislosti difraktované intenzity Gisté vody. Tavici proces (od shora doltt) krystalii vody
sledovany pro linii 110 Sestere¢né vody. Horizontalni osa, uhel ; vertikalni osa, Gihel %. Sediva skala je
logaritmicka a ma stejny rozsah pro vsechny obrazky
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2.2 Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) je bezbarva, hydroskopicka kapalina, prakticky bez zapachu,
nebo s lehkym ¢esnekovym odérem, s nasladlou chuti. Misitelna s vodou, alkoholy, ethery,

benzenem, chloroformem a acetonem [12].

DMSO je bézné kryoprotektivum, v soucasnosti je nejcastéji soucasti kryoprotektivnich
smési, napiiklad s ethylenglykolem tvoii dobie rozpustitelnou smés, u které bylo dosazeno
vybornych kryoprotektivnich vysledkd u embrii. Kryoprotektiva s malou molekulou, jako je
tomu u DMSO, jsou obecné vyhodnéjsi, rychleji prostupuji do bun€k a zkracuji expozicni
dobu. Pii rozmrazeni se DMSO rychle dostava z buné¢k, buitky mohou rychle nabyt na svém

puvodnim objemu a piedejit osmotickému poskozeni [13].

DMSO byl pouzit jako prvni konvenéni kryoprotektivum pro kryoprezervaci embrii. DMSO
unikatné ochranuje bunky, roztok by vsak nemél piijit do kontaktu s buiikami pii teploté
vyssi nez 5 °C. Experimentalné se prokazalo, ze expozice touto latkou poskozuje bunky ve
stejné mife, at’ je zamrazime, nebo ne [14]. Ve vysSich koncentracich a del$ich expozi¢nich
Casech je pro buiiky zhoubny, jak je popsano v kapitole o viabilité bunék. Proto by se do
budoucna mél najit vhodnéjsi kryoprotektant. V této studii poslouzi DMSO jako referen¢ni
vzorek vyborného doposud pouzivaného kryoprotektiva, se kterym srovndme vybrané

potencialni kryoprotektanty.

2.2.1 Viabilita bunék

Pteziti bunék po 30 minutové inkubaci v DMSO je patrné z obr. 11. Koncentrace DMSO
niz8i nez 10 w/w% nejsou cytotoxické [15]. Zpracovana cytotoxicita DMSO po 30 minutové
inkubaci potvrzuje apoptotické buiiky méné nez 4 % (obr. 11a). Uhyn buné&k sleduje klesajici
trend v zavislosti na zvySujici se koncentraci DMSO, nejnizsi thyn bunék (0,32 %) je
pozorovan pii koncentraci 2,5Ww/w% DMSO, nejvyssi (3,14 %) pii koncentraci 10w/w%
DMSO. Kryoprotektivni vlastnosti materialu prezentuje obr. 11b  Nejlepsich
kryoprotektivnich ucinkt (89,01 % ptezitych bunék) dosahla koncentrace 10w/w% DMSO,
Vv tésném zavésu (82,76 % prezitych bun€k) koncentrace 5w/w% DMSO. Témétr zadné
kryprotektivni ti€¢inky nema koncentrace DMSO nizsi nez 2,5 w/w% (2,57 % prezitych
bun¢k).
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Obr. 11 Cytotoxita DMSO. (a) Porovnani pieziti bunék v zavislosti koncentraci DMSO po 30 min inkubaci.
(b) Porovnani pieziti bunék v zavislosti koncentraci DMSO po cyklu mrazeni/tani

2.2.2 DSC

Diferenéni kompenzacni kalorimetrii (DSC) byly porovnavany roztoky s pfidanim a bez
ptidani kryoprotektiv. Obr. 12 reprezentuje kalorimetrické kiivky mrazeni a tani systému
10w/w% DMSO/DI voda a DI vody rychlosti 1 K:min™. Pouze jeden exotermni piechod
tuhnuti (-16,7 °C) je pozorovan v teplotnim rozsahu 20 °C az -170 °C. Obr. 13 reprezentuje
kalorimetrické kiivky mrazeni a tani systému 15w/w% DMSO/DI voda a DI vody rychlosti
1 Kminl Zde je exotermni piechod tuhnuti -24,7 °C, eutektickd teplota systému
DMSO/voda je — 63° £1 °C [16]. Endotermni piechod 10 w/w% DMSO/DI tani je -10 °C
(obr. 12) a 15 w/w% DMSO/DI je -12 °C (obr. 13). V obou ptipadech je ziejma velka teplotni
hystereze. Teploty fazovych piechodi roztokit DMSO jsou Vv tab. 10.
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Tab. 10 Tabulka fazovych prechodii roztoki DMSO

Roztok Teplota tuhnuti (°C) Teplota tani (°C)
15w/w% DMSO v DI vodé -24.7 -12
10w/w% DMSO v DI vodé -16,7 -10
DI voda -12 0
2000 -
1000 -
—~ 0 —=:—"—"""—/ o
35
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Obr. 12 DSC kiivky mraZeni a tani 10w/w% DMSO v DI vodé a DI vody rychlosti 1 K-min‘
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Obr. 13 DSC kiivky mrazeni a tani 15w/w% DMSO v DI vodé a DI vody rychlosti 1 K-min't

2.2.3 Ramanova spektroskopie

CH stretching pasy DMSO jsou patrné z obr. 14a. Pii pokojové teploté jsou ziejmé dva pasy
2994 a 2913 cm?, piic¢inou jsou symetrické, resp. antisymetrické stretching vibrace. FWHM

t&chto past je 9,4 a 5,4 cm™. Relativni intensity t&chto past jsou 32 a 68 %.

Po zchlazeni DMSO na teplotu kapalného dusiku jsou pozorované pasy na 2994 a 2913 cm™
rozdéleny na dil¢i peaky. T#i antisymetrické pasy jsou na 3001, 2995 a 2988 cm™t. FWHM
té&chto past je 5.0, 4.9 and 4.9 cm™. CH symetrické stretching pasy se pii nizké teploté
rozdéli na 3 slozky - 2923, 2909 a 2885 cm™, FWHM je 4.9, 4.2 a 8.0 cm™.

Ve spektru CH antisymetrickych stretching past, byly pozorovany slabé pasy na 2830 a
2809 cm™ pfi nizké teploté. Je pravdépodobné, Ze tyto peaky jsou zptisobené kombinacemi
past.

Metylové (CH3) bending vibrace DMSO jsou patrné z obr. 14b. HCH bending pasy jsou
centrované okolo 1426 cm™. Tento pés je Siroky a sklddd se ze dvou vnitinich peakii na 1426

a 1417 cm s polositkou 21.6 a 18.7 cm™, pomér relativnich intenzit je 2:7.
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Po zmraZeni jsou tyto pasy rozdéleny na 3 komponenty 1450, 1422 a 1410 cm™ s pologitkou
4.7, 4.5, 5.3 a 6.3 cm™. Rozdil mezi spektry pii 20 °C a -170 °C je dan rozdilem ve fazi.
Pevny DMSO ma 3 rozdilné bending pasy, peak na vysokém vino¢tu 1450 cm-1 je
piipisovan CH3 jednotce, kterd je momentaln¢ silné¢ vodikové navazana na SO jednotku.

Nizky pas pozorovan na 1307 cm™ se posunul na 1320 cm™ pii teploté - 170 °C.

SO stretching pasy jsou centrované okolo 1050 cm™ (obr. 14c). Pod timto pasem byly
detekovany 3 peaky - 1058, 1042 a 1026 cm™ s FWHM 19.8, 23.8 a 22.1 cm}, patii ziejmé
nepfifazenym monomerim. Pii nizké teploté byly pozorovany péasy na 1057, 1038 a
1019 cm™. P4s 1019 cm™ je pfi¢itan polymernimu DMSO. Zd4 se, ze DMSO pti -170 °C je

siln¢€ svazano vodikovymi vazbami a tvoii polymerni strukturu.

CS stretching pasy jsou centrované okolo 698 a 667 cm™ s polositkami 13.5 a 12.6 cm™,
(obr. 14d). Tyto spektra se pii zchlazeni na -170 °C posouvaji na 705 a 672 cm™ a maji
FWHM 5.2 a 7.2 cm™. Posun past pfi niz§ich teplotach neni pesné znam, ale vliv piilehlych

jednotek musi byt pii chlazeni snizen.

CSC, CSO bending pasy jsou pozorovatelné v pasmu od 300 do 400 cm™ (obr. 16b). Pii
pokojové teploté jsou pozorovatelné pasy pii 333 a 382 cm™* s FWHM 13.1 and 11.3 cm'™?
pas na 304 cm™ je pfipisovan C-S-C vazbé. Pfi nizkych teplotach se pasy rozdéli na 387,
337, 323 and 315 cm™. Pas 382 cm™ se posune na 387 cm™,
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Obr. 14 Ramanovské pasy DMSO pti pokojové teploté a -170 °C. (a) CH stretching pasy. (b) HCH
deformaéni pasy. (c) SO streching pasy. (d) CS stretching pasy

Na obr. 15a jsou porovnany spektra Cist¢ého a 10w/w% DMSO pii pokojové teploté.
Zajimavy je posun CH pasi ¢istého DMSO (2994 a 2913 cm™) na 3011 2925 cm, déle
posun SO pasti (1050 cm™) na 1011 cm™ a CS stretching past okolo 698 a 667 cm™ na 711

a 676 cm™ jen vlivem pfidané vody.

Na obr. 15b jsou porovnana spektra ¢istého a 10w/w% DMSO pti -170 °C. Zde je zajimavy
posun CS stretching pasti na 705 a 672 cm™na 711 a 677 cm™. Polymerni struktura ¢istého
DMSO pii -170 °C je siln& ovlivnéna vodou. SO vazby na 1019 cm™ téméf vymizely a
posunuly se na 1002 cm™. Vlivem vody tplné vymizi CH pasy na 2909 a 2885 cm™ a tfi
antisymetrické pasy na 3001, 2995 a 2988 cm™ se sliji v jeden pas na 3007 cm™. Dominantni
peak ledu na 3095 cm™ ma FWHM 36,6 cm™.
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Obr. 15 Ramanovské spektrum DMSO a 10w/w% DMSO v DI vodé pii pokojové teploté a pii -170 °C. (a)
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Obr. 16 Ramanovské spektrum 10w/w% DMSO v DI vodé pti pokojové teploté a pii -170 °C
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2.24 XRD

Me¢feni rentgenové krystalografie bylo provedeno na zmrzlych vzorcich a vysledky budou
porovnany v zaveéru prace. Velikosti krystalti se daji porovnavat pouze se stejné¢ mérenymi
vzorky. Proto uvedu srovnani i s ostatnimi vzorky. 10w/w% DMSO (obr. 17) ma nejmensi

krystality v poméru ke vSem vzorkim (DI voda, AFP, DMSO, trehal6za)

5 10 14 20 25 30 34

5 10 14 20 25 30 34

5 10 14 20 25 30 34

15| ] ] [ 1 ] II i
) 10 15 20 25 a0 ]

1ag 1 1 | 1 1 7]
5 10 15 20 25 30 35
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Obr. 17 Uhlové zavislosti difraktované intenzity 10w/w% DMSO. Tavici proces (od shora doli) krystali
vody sledovany pro linii 110 hexagonalni vody. Horizontalni osa, uhel w; vertikalni osa, tihel y. Sediva skala
je logaritmicka a ma stejny rozsah pro vSechny obrazky
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Z posunu sklonu lze usoudit, ze velikosti krystali 10 w/w % DMSO jsou ptiblizn€ polovicni

velikosti k ostatnim vzorkam.

2.3 Trehaloza

Trehaloza je bily hydroskopicky prasek se sladkou chuti, rozpustna ve vodé, ethanolu,

benzenu a dimethyletheru.

Bylo prokazano, ze trehaldéza je vice ucinny kryoprotektant nez bézné pouzivané
kryoprotektanty (sachardza, matloza) ke stabilizaci proteini ve vodnim roztoku. Trehaloza
pro svou velkou molekulu patfi mezi nepronikajici kryoprotektiva a jeji vlastnosti je
osmoticky dehydratovat buiiku a tim ji chranit pted krystalizaci, ktera by poskodila bunééné
membrany. Cukry, tedy i trehal6za (sloZzena z 2 molekul glukézy) jsou obvykle méné
toxické, nez penetrujici kryoprotektiva o stejnych koncentracich. Kombinace DMSO a
trehalozy byla stanovena jako jedna z nejoptimalnéjsich kombinaci, piesto vysledky nejsou
tak dokonalé jako Cerstvy nezmrazeny vzorek [18]. 50mM trehaldoza ma vyrazné vyssi
prezivani kmenovych bunék po cyklu mrazeni/tini nez DMSO a mohutnéjsi proliferaci.
Zajimavé je, ze 200mM trehaloza neméla tak vysoké piezivani kmenovych bunék, ale
proliferacni aktivita preZivSich bun¢k byla znateln¢ vyssi. Sm&s DMSO a trehalozy vypada

jako efektivni kryoprotektant [20].

2.3.1 Viabilita bunék

Buiiky byly 20 minut inkubovény, nasledn¢ zmrazeny na teplotu -80 °C, po 24h rozmrazeny
a resuspendovany ve fosfatovém pufru (PBS). Trehal6za je poZivatelny sacharid a neni
toxickd, proto se budeme zabyvat pouze cytotoxicitou bunék jen po cyklu mraZeni/tani
(obr. 18). Uhyn bunék sleduje klesajici trend v zavislosti na zvysujici se koncentraci
trehal6zy. Standardem je preziti bunék, které jsme nezmrazili (95,4 %) a porovnani pieziti
bunék bez aplikace kryoprotektiva (7,6 %). Nejvyssi uhyn bunék (pieziti 9,19 %) je
pozorovan u bunék s aplikovanou trehalézou o celkové koncentraci 50mmol-ml?. Nevyssi

pieziti bun&k (27,6 %) je po aplikaci trehalézy o koncentraci 150 mmol-ml*
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Obr. 18 Cytotoxita trehaldzy. Porovnani pieziti bunék v zavislosti koncentraci trehaldzy po cyklu
mrazeni/tani

2.3.2 DSC

Diferenéni kompenzacni kalorimetrii (DSC) byly porovnavany roztoky s ptidanim a bez
ptidani kryoprotektiv. Obr. 19 reprezentuje kalorimetrické kiivky mrazeni a tani systému

41wiw% trehalozy, 10w/w% trehalozy, 3,3w/w% trehalozy a DI vody mrazené rychlosti

1 K'min?.

U vsech roztokil je pozorovan pouze jeden exotermni prechod tuhnuti v teplotnim rozsahu
20 az -170 °C. DSC vysledné kiivky ukazuji, ze vSechny roztoky obsahujici kryoprotektant
maji posunuty bod mrznuti/tani k niZz§im hodnotam. Nejvétsi posun bodu mrznuti souvisejici
s koncentraci v roztoku byl pozorovan u 41w/w% trehalozy (-20,4 °C). 10w/w% trehaloza

ma bod tuhnuti -16 °C. 3,3w/w% trehal6za ma bod tuhnuti -13,1 °C (tab. 11).

Endotermni ptfechod (tani) 41w/w% trehaldzy je -13 °C, u 10w/w% trehalozy je -5 °C, u
3,3w/w% trehalozy je -1 °C (tab. 11). Ve vSech ptipadech je zifejma velka teplotni hystereze

zpusobend vlivem trehaldzy na rist krystald. Vznika amorfni led, ktery také jednoduse;ji taje.
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Byla nalezena teplota skelné faze roztoku trehal6zy a vody — 38 °C [17].

Tab. 11 Tabulka fazovych piechodi roztoki trehalozy

Roztok Teplota tuhnuti (°C) Teplota tani (°C)
41w/w% trehaldza v DI vodé -20,4 -13
10w/w% trehaléza v DI vodé -16 -5
3,3w/w% trehaldza v DI vodé -13,1 -1

Dl voda -12 0
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Obr. 19 DSC ktivky mrazeni a tani 41w/w% trehalozy, 10w/w% trehaldzy, 3,3w/w% trehalozy a DI vody

rychlosti 1 K-min

2.3.3 Ramanova spektroskopie

Ramanovska spektra trehalozy kvili jeji slozitosti nemizeme popsat stejné dopodrobna jako

v piipadé¢ DMSO. Urcité peaky jsou neznamé a jiné bychom mohli jen odhadovat.

Ramanovské spektrum ma obecné znamé ¢asti CH a OH vazeb, ale v piipadé slozitych, v

naSem piipad¢ cyklickych, latek slouzi spektrum jako otisk, podle kterého miZeme latku

detekovat.
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Nejprve si popiseme spektrum &isté trehalozy (obr. 20). V pasmu od 3000 do 3600 cm™ jsou
ptitomna spektra OH vazeb, peaky v této oblasti jsou zplsobeny strukturou trehal6zy, ktera
jich obsahuje velké mnozstvi. Déle pak tim, ze je trehal6za hydroskopicka latka a protoze
méfena latka byla trehaloza 2h20. Pozorované dominantni peaky jsou na vino¢tu 3164, 3278,

3346, 3405, 3436 a 3501 cm™.

CH stretching pasy trehaldozy jsou patrné z obr. 20. Pii pokojové teploté byly naméfeny
dominantni peaky na vinoctech: 2885, 2889, 2907, 2916, 2952, 2974 a 2995 cm,

OD stretching pasy jsou pozorovatelné v pasmu 2600 - 2800cm™ [21].

Velmi silny peak je pozorovatelny od 541 to 523 cm-1. Tento pas je spojovan s exocyklickou
deformaci. Pas na 407 cm-1 je spojovan se silnou endocyklickou defomaci. V oblasti 800-
950 cm! jsou pozorovatelné CCH, COH a OCH bo¢ni deformace. V oblasti 950-1200 cm™
jsou viditelné C-O a C-C vazby. V oblasti 1250-1500 jsou CH2 a CH.OH deformace. Pasy
trehaldzy od 300 do 1500 cm™ jsou podrobnéji popsany v tab. 12.

Tab. 12 Ramanovské pasy &isté trehalézy 2H>0 Vv rozmezi ramanovskych posunii od 300 do 1500 cm™.
ZKkratky: w, slaby; m, stfedni; s, silny; mw, stfedné slaby; ms, stiedné silny; vs, velmi silny [32]

369(s) 407(vs)  430(m) 450(s) 523(vs) 540(s) 580(mw)
604(m) 671(m) 697(m) 732(w) 804(m) 838(vs) 912(vs)
927(w)  957(mw) 1018(m)  1061(m) 1080(m) 1102(s) 1120(vs)
1149(vs) 1211(w) 1220(w) 1240(mw) 1261(mw) 1273(mw) 1313(mw)
1330(m) 1358(vs) 1371(m)  1386(m) 1411(m) 1455(m)  1469(mw)
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Obr. 20 Ramanovské pasy Cisté krystalické trehalozy pti pokojové teploté

Porovnani ramanovskych spekter 41w/w% trehalozy a 10w/w% trehaldzy pfi teploté -170°C
(obr. 21).
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Obr. 21 Porovnani Ramanovskych spekter 41w/w% trehaldzy a 10w/w% trehal6zy pii nizké teploté (-170°C)

Obr. 22 porovnava Ramanovska spektra 41w/w% trehalozy, 10w/w% trehalozy, 3,3w/w%
trehalozy a DI vody pii nizké teploté (-170 °C). Zde se zaméfujeme na peak 3100 cm-1, tedy
pas ledu. Deionizovand voda nam dava referenci velkého krystalu ledu. Zde je dobte patrny
vliv trehaldzy na stavbu krystalu ledu. Se zvySujici se koncentraci trehalozy se snizuje
schopnost vody tvofit celistvé krystaly vody, vytvari se polyamorfni krystality. Relativni

intenzita peakd a zmétené polositky nafitovanych peaku trehalozy jsou vypsany v tab. 13.

Tab. 13 PolosiFky pasi ledu a jejich relativni intenzita vybranych materiali z obr. 22

FWHM na 3100 cm™ (cm™) Relativni intenzita (%)

41w/w% Trehaloza 40,56 32,19
10w/w% Trehaloza 36,38 28,57
3,3w/w% Trehaloza 37,30 24,98

DI voda 35,75 14,25
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Obr. 22 Porovnani Ramanovskych spekter 41w/w% trehalozy, 10w/w% trehalozy, 3,3w/w% trehalozy a DI
vody pii nizké teploté (-170 °C)

2.3.4 XRD

Meéfteni rentgenové krystalografie bylo provedeno na zmrzlych vzorcich a vysledky budou
porovnany v zavéru prace. Velikosti krystalii se daji porovndvat pouze se stejné¢ mérenymi
vzorky. Vodni roztok 41w/w% trehaldzy (obr. 23) se projevuje tim, ze se krystaly shlukuji
s podobné orientovanymi krystaly. To naznacuje, Ze rast krystalu na jadfe je doprovazen
sraZzenim S jinou fazi vedouci k zahnutym krystalim rtiznych tvarti. Trehal6za ve vodnim
roztoku podporuje shlukovani krystald, oproti tomu AFP nebo DMSO vykazuji nahodna
krystalova jadra a rast [17].
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Obr. 23 Uhlové zavislosti difraktované intenzity 41w/wW% trehalézy. Tavici proces (od shora doli) krystali
vody sledovany pro linii 110 $estere¢né vody
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2.4 Trx-ApAFP752

Antifreeze protein Trx-ApAFP752 (AFP) byl izolovan z poustniho brouka Anatolica polita
u kterého je znamo ze prezije i teploty az -30 °C. U tohoto proteinu je popsana termalni
hystereze [22,23], zajimava piedevs§im tim, Ze snizuje teplotu tuhnuti a neovliviuje teplotu
tani, podrobnéji popsanou v kapitole DSC. Obecné je piijato, Ze AFP funguji na adsorpéné
- inhibiénim mechanizmu navazani na povrch led/kapalina. Analyzy krystalovych struktur
antifreeze proteint riznych druhti ukéazaly, ze se AFP standardné navazi na krystal svou
plochou hydrofilni stranou s kyslikovymi atomy k ledové miizce. Takto nastaven¢ AFP
bezprostfedné interaguji s jednou nebo vice plochami rostouciho ledového krystalu. Ledu
podobna miizka nachdzejici se ve vétSiné AFP je povazovana za hlavni vazebnou funkci
AFP. Antifreeze proteiny z broukt jsou povazovany za mnohem vice aktivni nez AFP z ryb,
¢i rostlin. [33].

2.4.1 Viabilita bunék

Viabilita bun¢k nebyla znovu studovana z divodu malého mnozstvi drahého materialu.
Cytotoxicita materialu je posana v [17]. Viabilita byla studovana pritokovou cytometrii. Po
cyklu mrazeni/tani, byly buniky ponechany 24h inkubovat, aby byla zji§téna i pozdni
apoptoza bunék. AFP nemélo negativni dopad na chromatin ani na jadernou membranu
bunék. Piesto jen 32,3 % bunck prezilo cyklus mrazeni tdni po 24 h. Samotné¢ AFP tedy
nevykazuje tak oslnivé vysledky v porovnani s DMSO, ale vyznamné ovlivituje preziti
bunék v porovnani s referenénim vzorkem bez kryoprotektiva [17]. Zajimavosti je, ze

testované bylo 1 w/w% AFP v DI vodg, s takovou koncentraci se DMSO nemuize rovnat.

2.4.2 DSC

Diferenéni kompenza¢ni kalorimetrii (DSC) byly porovnavany roztoky s piidanim a bez
ptidani kryoprotektiv. Obr. 24 reprezentuje kalorimetrické kfivky mrazeni a tani systému

1 w/w%, 0,6191 w/w%, 0,0182 w/w% Trx-ApAFP752 a DI vody rychlosti 1 K-min™,

U vSech roztoki je pozorovan jeden dominantni exotermni piechod — krystalizace vody v

teplotnim rozsahu 20 °C az -170 °C. DSC vysledné ktivky ukazuji, ze vSechny roztoky
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obsahujici kryoprotektant maji posunuty bod mrznuti/tani k niz§im hodnotam. Nejveétsi
posun bodu mrznuti souvisejici s koncentraci v roztoku byl pozorovan u 1w/w% Trx-
ApAFP752 (-18 °C). 0,6191w/w% Trx-ApAFP752 ma bod tuhnuti -15,8 °C. 0,0182w/w%
Trx-ApAFP752 ma bod tuhnuti -14 °C.

Endotermni pfechod (tani) 1w/w%, 0,6191w/w%, 0,0182w/w% Trx-ApAFP752 je 0 °C
(tab. 14). To ovsem nekoreluje s DSC (obr. 24), tato chyba je zptuisobena necistotou AFP
(obsahuje stul), ktera je velmi dobie detekovand v podobé hydrohalitu v Ramanovském
spektru (obr. 26a). Antifreeze protein neovliviuje teplotu tani [17][24]. Ve vSech piipadech

je zifejma velka teplotni hystereze zptsobena vlivem AFP na rist krystali.

Silné interakce mezi AFP a prvni vrstvou solvata¢ni vody vedou k naruseni struktury
poskytujici ochranu proti ristu ledovych krystala a vytvaii nejvétsi teplotni hysterezi (18 °C)
[17]. Tato hystereze roste s koncentraci AFP. Vznik eutektické faze byl sledovan v roztoku
AFP v bodé¢ tani -23 °C a-31°C v PBS.

Tab. 14 Tabulka fazovych pi‘echodi roztokia Trx-ApAFP752
Teplota tuhnuti (°C) Teplota tani (°C)

1w/w% Trx-ApAFP752 v DI vodé -18,0 0
0,6191w/w% Trx-ApAFP752 v DI vod¢ -15,8 0
0,0182w/w% Trx-ApAFP752 v DI vod¢ -14,0 0

DI voda -12,0 0
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Obr. 24 DSC kiivky mrazeni a tani 1w/w%, 0,6191w/w%, 0,0182w/w% Trx-ApAFP752 a DI vody rychlosti
1 K-min?

2.4.3 Ramanova spektroskopie

Ramanovska spektra Trx-ApAFP752 pii nizké (-170 °C) a pokojové teploté (obr. 25) byla
namétfena laserem v infraerveném spektru 785nm, kvili silné luminiscenci vzorku s
laserem ve viditelném spektru (488nm). Objektiv spektrometru silné interferoval, ale po

upravach signalu se podaftilo nejsilngj$i pasy ziskat.

Ramanovska spektra AFP kvili jeho slozitosti nemizeme popsat stejné dopodrobna jako

Vv ptipadé¢ DMSO. Spektrum je jako otisk, podle kterého mtizeme latku detekovat.

Zajimava je vyrazna zména spekter AFP po zmraZeni, u krystalické latky bychom takovou
zménu neptedpoklddali. Intenzita pasd na 459, 557,1058, 1128 cm™ pii teploté -170 °C
inhibuje na 2-6 % relativni intenzity. Ostatni peaky ¢istého AFP jsou popsany Vv tab. 15.
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Tab. 15 Ramanovské pasy pasy ¢istého krystalického antifreeze proteinu Trx-ApAFP752 pii pokojové
a nizké teploté (-170 °C), v rozmezi ramanovskych posunt od 300 do 1500 cm™*. Zkratky: w, slaby; m,
stiedni; s, silny; mw, stiredné slaby; ms, stfedné silny; vs, velmi silny [32]

395(m) 460(w) 507(m) 557(s) 574(s) 857(m)
935(vs) 1039(s) 1058(s) 1132(s) 1333(m)
397(s) 460(s) 879(s) 892(m) 933(m)
959(m) 983(s) 460(w) 1132(s) 1244(m)

Trx-ApAFP752,20°C

Trx-ApAFP752, -170°C

35000 4 6000+
| — Trx-ApAFP752, 20°C
30000 4 Trx-ApAFP752, -170°C 45001
25000 - 30001
S
5 15001
S 20000
2 ,_/\/\’J\—’\f-'\/\/
"U:; 0+
§ 15000 2300 2350 2400
£
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Obr. 25 Ramanovské pasy ¢istého krystalického antifreeze proteinu Trx-ApAFP752 pti pokojové a nizké
teploté (-170 °C)

Obr. 26 porovnava spektra 1w/w% AFP pii pokojové a nizké teploté (-170 °C). Peak ledu
na 3100 cm™ je porovnan s DI vodou a ostatnimi materialy v zavéru prace. Zde je zajimavé
spektrum AFP pii nizké teploté. Nizké teploty roztoku solnych systémt H>O — NaCl,
H20 - CaClz, a H2O — N a Cl — CaCl, vytvoii hydrohalit, ktery je dobie detekovatelny
(obr. 26a) [34]. Spektralni rozsah (3000 to 3600 cm™) koresponduje s nejsilng&j§imi
Ramanovskymi pasy ledu a solnymi hydraty. Pasy jsou generovéany internimi stretching

vibracemi typickymi pro molekuly H>O.

Spektrum H20 je dobie popsano v kapitole o DI vodeé, ovsem tyto peaky, se také vyskytuji
ve spektru AFP. Ctyii peaky (obr. 26a) jsou piipsany O — H stretching vibracim hydrohalitu
na 3403, 3420, 3435, and 3536 cm ™.
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Obr. 26 Porovnani Ramanovskych spekter 1w/w% Trx-ApAFP752 pii pokojové a nizké teploté (-170°C). (a)

244 XRD

Meéfteni rentgenové krystalografie bylo provedeno na zmrzlych vzorcich a vysledky budou
porovnany v zavéru prace. Velikosti krystalii se daji porovnavat pouze se stejné¢ mefenymi
vzorky. Proto uvedu srovnani i s ostatnimi vzorky. XRD vodniho roztoku 1w/w% Trx-
ApAFP752 (obr. 27) ma v porovnani s ostatnimi vzorky velmi malé krystality. To potvrzuje
hypotézu, Ze se AFP vaze na krystaly a zabranuje jim v rastu. AFP znehodnocuje stavbu
ledu nevice ze vSech métenych vzorki. Nakonec je dobte vidét teplotni hystereze vzorku

(THA). Roztok dosahne pevného stavu az pii -18°C, zatimco jsou krystaly béhem ohfivani

Raman shift (cm™)

Detail hydrohalitu

XRD dobte zméfitelné 1 pii -2 °C.
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Obr. 27 Uhlové zavislosti difraktované intenzity 1w/w% Trx-ApAFP752. Tavici proces (od shora doli)
krystalti vody sledovany pro linii 110 Sestere¢né vody. Horizontalni osa, uhel o; vertikalni osa, thel x. Sediva
Skala je logaritmicka a ma stejny rozsah pro vSechny obrazky
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2.5 Pro-Ala-Gly-Tyr

Prvni pouziti tetrapeptidu Pro-Ala-Gly-Tyr (PAGY), jako kryoprotektivni latky, vychazi
z ¢lanku [22]. PAGY byl studovan zejména jako kryoprotektivni material s antioxida¢nimi
vlastnostmi, které byly prokazany. Hlavni motivaci bylo uchovani pfirozenych vlastnosti

rybiho masa, po jeho zamrazeni a nasledném rozmrazeni.

V ¢lanku [23] byl peptid PAGY izolovan z kiize Jesetera amurského. V nasem piipad¢ byl
tetrapeptid pripraven syntézou podrobnéji popsanou v kapitole Experimentalni metody &

materialy.

Kryoprotektinvi €inky PAGY byly studovany pouze na rybim mletém mase. Cilem bylo
V mase zadrzet co nejvetsi objem vody, kterd se po rozmrazeni vyplavuje vlivem vzniklych
krystali. Vznik ledu pfejima molekuly vody z membran, proteini, enzymi, DNA a vlastni

krystal rozieze biomembrany bunék.

Cast vody je pevné navazana na struktufe masa, napiiklad na myofibrilach. Druhé ¢ast vody
je zadrZend v mase a je nejvice nachylna na vyplaveni. Tteti ¢ast je volnd voda v mase, ktera

uvoliiuje béhem rigor mortis.

Po 6 cyklech mrazeni/tani klesl objem zadrzené vody v mase z 98 % na 78 % a vzrostl objem
volné vody z 0,5 % na 19 %. Po aplikaci PAGY o celkové koncentraci 25 ppm se po 6

cyklech objem zadrzené vody zvysil na 82.26 % a snizil objem volné vody na 15 %.

Celkové lze shrnout, Ze zmény v rozloZeni vody jsou zplisobené poSkozenim proteint,
vedouci k jeho hromadéni a denaturaci. To sniZuje jeho rozpustnost a ztratu funkénich

vlastnosti, jako naptiklad drzet vodu.

Vysledné hodnoty indikuji kryoprotektivni efekt PAGY na ztraté vody z mletého masa
Jesetera amurského vyvolany cykly mraZeni/tani. V této praci popisi fyzikalni vlastnosti

materialu, doby vzniku krystaliti a jejich velikosti.

52



2.5.1 Viabilita bunék

Buniky byly inkubované s riiznymi koncentracemi testovanych latek v médiu RPMI-1640 s
10% FTS po dobu 24 h (37 °C, 5 % COz), kontrolni vzorky byly inkubovany ve stejném
rezimu v ¢istém médiu s 10% FTS. Po inkubaci byly sebrany supernatanty obsahujici mrtve
buiiky a smichdny s adherentni frakci (zivé buiiky) izolovanou pomoci EDTA+Trypsin.
Vzorky byly promyty pufrem (Annexin V binding buffer), oznaeny a zméfeny. Obr. 28
ukazuje rozlozeni bunéénych populaci na zakladé znaceni po 24 hod. inkubaci. Je vidét, ze
u mrtvych bunék vétSinou probé&hla apoptdza (modré segmenty). Nekroticka bunéénd smrt
(Cervené segmenty) nastala v relativné zanedbatelném mnozstvi piipadd. Standardem jsou
bunky bez ptidani kryoprotektiva, kde byla namétena viabilita 86,6 % (nizsi viabilita
kontroly je zpisobena mirné piertstajici kulturou). PAGY o koncentraci 1 mg-ml™* vykazuje
preziti bunék 93,2 %, PAGY o koncentraci 0,1 mg-ml'1 76,3 %, PAGY o koncentraci 0,001
mg-ml™ 86,1 %. Pocet preziti bunék se stanovuje s pfesnosti +5 %. Vyssi viabilita nékterych
vzorkll mize byt zptisobena vyssi proliferaci bun¢k v pritomnosti latky (to by byl problém),

ale vzhledem k malym rozdiltim to spiSe pfipisuji moZnému rozptylu.

100 +

80

Cells (%)
3
1

N
o
]

20 H

PAGY 1 mg.ml™* PAGY 0,1 mg.ml* PAGY 0,001 mg.ml *

[ viable [l Early APO [l Late APO [l Necrotic |

Obr. 28 Cytotoxicita PAGY. Porovnani pteziti bunék v zavislosti na koncentraci po 24 h inkubaci
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2.5.2 DSC

Diferen¢ni kompenzacni kalorimetrii (DSC) byly porovnavany roztoky s pfidanim a bez
pridani kryoprotektiv. Obr. 29 reprezentuje kalorimetrické kiivky mrazeni a tani systému

1w/w% PAGY, a DI vody rychlosti 1 K-min™

U vSech roztoki je pozorovan jeden dominantni exotermni piechod — Krystalizace vody v
teplotnim rozsahu 20 °C az -170 °C. DSC vysledné ktivky ukazuji, ze roztoky PAGY
obsahujici kryoprotektant maji posunuty bod mrznuti/tani k niz§im hodnotam. Tab. 16

prezentuje teploty fazovych ptechodt roztoku PAGY a je srovnana s DI vodou.

V roztoku PAGY je ziejma velka teplotni hystereze zpisobena zatim neznamym vlivem na

rust krystala.

Tab. 16 Tabulka fazovych prechodii roztoki PAGY

Roztok Teplota tuhnuti (°C) Teplota tani (°C)
1Iw/w% PAGY v DI vodé -16,8 0
DI voda -12 0
2000
1000
—_ O E————
S
S
5 -1000 -
c
>
S -2000 -
O
2 30004
-4000
— 1 w/w% PAGY in DI water
-5000 9| —— p| water
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15

Temperature (°C)

Obr. 29 DSC kiivky mraZeni a tani 1w/w% PAGY a DI vody rychlosti 1 K-min'
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2.5.3 Ramanova spektroskopie

Ramanovska spektra Pro-Ala-Gly-Tyr (PAGY) byla naméfena laserem (785nm) v
infraCerveném spektru. Silna interference ve spektru byla ode¢tena, po tpravach signalu se

podafilo ziskat jen nejsilnéjsi pasy. Peaky ¢istého PAGY jsou popsany V tab. 17.

Silnd luminiscence vzorku, znemoznila méfeni pfi nizkych teplotich. Veskeré roztoky
PAGY silné luminiskovali a spektra se nepodatilo naméfit. Diivodem byl tyrosin, konkrétné
molekula Fmoc-Tyr(tBu)-OH (obr. 30), ze které bylo PAGY syntetizovano. Tato latka ma

Siroké luminiscen¢ni spektrum, zejména pro jeji aromaticka jadra.

Obr. 30 Fmoc-Tyr(tBu)-OH

Peak ledu pro tento material tedy neni, ale stanoveni velikosti krystalitd a fazovych piechodt

bude popsano v zavéru prace z XRD a DSC.

Tab. 17 Ramanovské pasy Cistého krystalického PAGY pfi pokojové teploté, v rozmezi ramanovskych
posunii od 200 do 1500 cm™. Zkratky: w, slaby; m, stfedni; s, silny; mw, stfedné& slaby; ms, stiedné
silny; vs, velmi silny [32]

263(s) 400(s) 442(s) 597(m) 643(w)
PAGY, 20°C 723(s) 805(vs) 837(s) 910(m) 1031(s)
1130(w) 1206m 1278(s) 1317(w) 1451(vs)
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Obr. 31 Ramanovské pasy Cistého krystalického PAGY pfi pokojové teploté

2.5.4 XRD

Meéfeni rentgenové krystalografie bylo provedeno na zmrzlych vzorcich a vysledky budou
porovnany v zavéru prace. Velikosti krystalll se daji porovnavat pouze se stejné meéfenymi
vzorky. Proto uvedu srovndni i s ostatnimi vzorky. XRD vodniho roztoku 5mg-ml?* PAGY
ma v porovnani s ostatnimi vzorky velké krystality. Dle XRD jsou tyto krystaly témér
srovnatelné s Cistou vodou. To potvrzuje hypotézu, ze PAGY nema na rust krystald vody
vliv. Velikosti krystalli jsou srovnatelné s ¢istou vodou. Kryoprotektivni vlastnosti PAGY
popsané v ¢lanku [4,22,23] funguji na jinych, zatim neznamych procesech, odlisnych vSak
od DMSO, trehalézy a AFP. Teplotni hystereze vzorku (THA) je dobfe patrna, roztok
doséhne pevného stavu az pti -16,8 °C, zatimco jsou krystaly béhem ohtivani XRD dobie

zmeéfitelné 1 pii -2°C.
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Obr. 32 Uhlové zavislosti difraktované intenzity 5mg/ml PAGY. Proces tani (od shora dolt) krystali vody
sledovany pro linii 110 Sestere¢né vody. Horizontalni osa, thel o; vertikalni osa, tthel y. Sediva $kala je
logaritmicka a ma stejny rozsah pro vsechny obrazky
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2.6 Fluorescencni konfokalni mikroskopie

Stav bunéénych jader po aplikaci kryoprotektanti pfed mrazenim i po mrazicim cyklu byl
monitorovan fluorescen¢ni konfokalni mikroskopii. Stav bunéénych jader byl korelovan se
statistikou preziti mrazenych bunék. Bylo zjiSténo, Ze nejvétsi pravdépodobnost pieziti
cyklus mrazeni/rozmrazovani mély bunky, jejichz jadra méla siln€ kondenzovany chromatin
a to 1 v nezmrazeném stavu po aplikaci kryoprotektanu. Nejvétsi kondenzace chromatinu
byla zjisténa i po kratké aplikaci (2 min.) DMSO. Zivotaschopnost mrazenych bunék
korelovala se stupném kondenzace chromatinu, jez doprovazela deformace jaderné

membrany (obr. 33) [17].

Maximum image Confocal slice Chromatin intensity profile

Intensity

T Maximum image profile

Distance (pix)

Untreated

W

| Confocal slice profile

DMSO (2 min)

Trehalose (24 h)

Trehalose (24 h)
+ DMSO (2 min)

@ LaminA/C @ Chromatin (TO-PRO-3) @ Chromatin (TO-PRO-3, replaced color)  Intensity = 100—; 200~

Obr. 33 Srovnani efektu mrazeni a rozmrazovani na stav chromatinu a jaderné membrany bunék bez aplikace
kryoprotektanti a po aplikaci trehalézy, DMSO a kombinace DMSO a trehalozy [17]
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3 Diskuze

Existuji dvé tfidy latek, které inhibuji zamrzani vody. Ta prvni zahrnuje rozpusténé latky,
které snizuji bod mrznuti i bod tani. Mezi takové latky patti stl (NaCl), glycerol, glukéza
apod. Prvni tfida méni rovnovazny bod fazového piechodu a méni termodynamiku celého
systému. Druhé tfida obsahuje latky, které blokuji tvorbu krystalu ledu piedevs§im na zakladé
kinetickych jevl. Do druhé tfidy patii Antifreeze proteiny (AFP), které jsou zndmé pro svou
termalni hysterezi (rozdil mezi bodem mrznuti a tani), - snizuji teplotu tuhnuti latky, ale
neovliviiuji bod tani. AFP se navaze na povrch krystall ledu a inhibuje jejich rist. Presny
mechanizmus vazby na led a inhibice rustu ledového krystalu na molekularni urovni nejsou
piesné znamy. To je zavazny problém, protoZze nedostatek porozuméni vazby led/AFP brani

vyvoji uéinngjsich technik kryoprotekce [24].

Kombinaci experimentdlnich metod byly systematicky studovdny zéstupci obou
kryoprotektivnich tfid z pohledu vzniku a rastu krystalll ledu, coz je pro preziti bunck
zasadni. Nejprve bylo ukazano, jaky vliv maji DMSO, trehal6za, AFP a PAGY na preziti
zmrazenych bunék. Krystaly ledu se nejdfive formuji v extracelularnim prostiedi, coz mé za
nasledek zvySeni koncentrace roztoku. Zmrazeni bunék v roztoku bez ptidani kryoprotektiv
zpusobilo nekrézu velké vétSiny testovanych bunék. Bunky byly testovany v roztoku FTS,
ktery vykazuje sam o sob¢ urcitou kryoprotektivitu (pfeziti 7,6 %, obr. 18) v porovnani

s vodou, kde by byla viabilita nulova.

Kryoprotektivni efekt velkych AFP molekul byl relativné maly: 32,3 % bunék ptezilo cyklus
mrazZeni/tdni. AFP plsobi zejména v extracelularnim prostoru, protoZze velkd molekula

nemiize difundovat do buiiky a endocytdza je pomaly proces.

Trehaléza ovlivituje termodynamiku mrazeni/tani v roztoku. Molekuly trehaldzy jsou
schopné prostoupit do intracelularniho prostoru pinocytdzou, nicméné spontanni vstiebani
do buniky je zavislé na jejim typu [25]. Je tieba poznamenat, Ze trehaloza pusobi také jako
ptirodni osmolyt, ktery stabilizuje fosfolipidové membrany [27] a tercialni proteinové

struktury[26], tedy chrani pfed dehydrataci.

Malé molekuly DMSO také ucinkuji termodynamicky na proces mrznuti/tani a jednoduse
penetruji do intracelularniho prostoru [31]. DMSO umi kryoprezervovat bunku tak, zZe
pisobi v intracelularnim i extracelularnim prostoru a vyvolava dilezité zmény v Krystalizaci

ledu. 89 % bungk piezilo cyklus mrazeni/tani v roztoku DMSO (obr. 11).
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PAGY je novy material. PAGY posunul bod tuhnuti, ale bod tani neovlivnil (obr. 34). U
tohoto materialu byla sledovana pouze cytotoxicita bez cyklu mrazeni/tani z divodu malého
mnozstvi obtizné syntetizovatelného materialu. Viabilita bunék po inkubaci byla srovnatelna

s referenci a zavérem je, ze PAGY neni toxicky k lidskym fibroblastim.

Vysledky z DSC ukazuji, ze vSechny roztoky obsahujici kryoprotektanty posunuly bod
tuhnuti/tani k niz§im hodnotdm v porovnani k ¢isté vodé. Nejvétsi termalni posun byl
pozorovan u AFP. Tento efekt muize byt interpretovan jako naruseni stavby krystalii
zaptiCinény pusobenim kryoprotektantt. Silné interakce mezi AFP a prvni vrstvou
solvatacni vody vedou k naruSeni struktury poskytujici ochranu proti riistu ledovych krystala
a vytvari nejvetsi teplotni hysterezi (18 °C) [17]. (obr. 34). AFP (obsahuje sil), ktera je velmi
dobie detekovana v podobé hydrohalitu v Ramanovském spektru (obr. 26a). Antifreeze
protein neovliviiuje teplotu tani [28][29]. Ve vsech piipadech je ziejma velka teplotni

hystereze zptisobena vlivem AFP na rist krystali.

Tab. 18 Porovnani fazovych piechodi (DSC) testovanych materiali

Teplota tuhnuti (°C) Teplota tani (°C)
DI voda -12,0 0
DMSO 10 w/w% -16,7 -10
Trehaloza 10 w/w% -16 -5
Trx-ApAFP752 1 wiw% -18,0 0
PAGY 1w/w% -16,8 0
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Obr. 34 DSC kiivky mrazeni a tni. Porovnani v§ech zmraZenych vzorki

Pritomnost kryoprotektiv v roztoku zpravidla vede k rozsifeni Ramanovského peaku ledu
(obr. 35) na 3100 cm™? piifazenych symetrickym vibracim molekul vody, které jsou plné
vodikové navéazany (struktura ledu). RozSifeni tohoto peaku by mélo odpovidat
nepravidelnosti a hor§imu rozlozeni molekul v krystalové miizce, kdyZ jsou kryoprotektanty
ptitomny v roztoku. Rozsiteni polositky peaku ledu plati i u AFP (tab. 19), které vSak ma
relativni intenzitu peaku srovnatelnou s peakem c¢isté vody (obr. 35). Pravdépodobné to
souvisi s funkci AFP navézat se na rostouci krystal vody, zabranit mu v rlstu, ale zaroven
neovlivnit jeho okoli. DMSO a trehal6za ovliviiuji samotny vznik a rast krystali v celém
objemu. DMSO ovliviiuje dynamiku vody také velkym dipdlem, ktery je vétSi nez u
trehalozy a ovliviiuje okolni vodu s pomémé vysokou permitivitou. Siroky peak ledu
(nejvétsi namétfena polositka) 41% w/w roztoku trehaldzy je zpusobeny hlavné vysokou

koncentraci, polosiika piku se snizuje v zavislosti na koncentraci (obr. 22).
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Tab. 19 Porovnani FWHM a intenzit ledovych past materiali na 3100 cm?

FWHM (cm™) Relativni intenzita (%)
DI voda 35,75 30,04
DMSO 10 w/w% 36,60 15,39
Trx-ApAFP752 1 w/iw% 36,32 31,23
Trehaldza 10 w/w% 36,38 23,33
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Obr. 35 Porovnani intenzit Ramanovskych spekter peaku ledu (3100 cm™) zmraZzenych vzorki
normalizovanych k 3175 cm'?

Mechanizmus kryoprotekce, kromé jinych ucinki, je dan velikosti krystali. V této praci byla
stanovena rentgenovou krystalografii (XRD). Méfeni XRD bylo provedeno na zmrazenych
vzorcich, rozlozeni a velikosti krystalti byly porovnany s ostatnimi vzorky (obr. 36). Cista
voda ma jen maélo velkych krystalii a nejsiln€j$i difraktovanou intenzitu. Vodny roztok
1w/w% PAGY ma krystality nejvice podobné ¢isté vodg, difraktovana intenzita je stejna a
rozlozeni a velikost krystalii témet srovnatelnd, z toho 1ze usoudit, ze PAGY nema4 na rlst

krystald témét zadny vliv.

Roztok trehaldzy (10 w/w%) vytvaii krystalové shluky (klastry), které jsou orientovany
podobnym smérem. To ukazuje, ze krystal roste na jednom jadru a zfejmé je doprovazen

dalsi fazi vedouci k zakiivenym krystalim. Trehal6za ztejmée podporuje shlukovani krystalti
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v zamrzlych vzorcich. Ostatni vzorky AFP nebo DMSO vykazuji ndhodna krystalova jadra

a rust.

AFP je material inhibitujici rust krystalti. Nejmensi pramér krystald a nejvétsi termalni
hystereze byla detekovana (DSC) ve zmrazeném 1w/wW% roztoku AFP. Nicméné viabilita
bun¢k AFP nebyla velka, coz je dano pisobenim AFP v extracelularnim prostoru, zatimco
je bunka poskozena krystality v intracelularnim prostoru. Krystaly ledu v roztoku DMSO
byly 2x mensi, nez ve zmrazeném roztoku 10 w/w% trehal6zy. Méteni AFP, které obsahuje
stul, komplikuje eutekticka krystalizace, jez je dobfe patrnd z DSC a Ramanovy

spektroskopie. Eutekticka faze hraje negativni roli pii pfezivani bun¢k béhem mrazeni [30].

Stav bunéénych jader po aplikaci kryoprotektantt pied mraZzenim i po mrazicim cyklu byl
monitorovan fluorescenéni konfokalni mikroskopii. Zivotaschopnost mrazenych bunék
korelovala se stupném kondenzace chromatinu, ktera byla doprovazena deformaci jaderné
membrany. Nejvétsi kondenzace chromatinu (i Zivotascopnost) byla zjisténa i po kratké

aplikaci (2 min.) DMSO.
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Obr. 36 Uhlové zavislosti difraktované intenzity. Porovnani viech zmrazenych vzorki (a) DI voda, (b)
10w/w% DMSO, (c) 10w/w% trehaldza, (d) 1w/w% Trx-ApAFP752, (e) 1w/w% PAGY. Horizontélni osa je
uhel o, vertikalni osa je thel . Intenzita v Sedivé Skale je logaritmicka a je stejna pro vSechny materialy
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Z.avér

V souladu s cilem této prace se podatilo popsat fazové piechody (kapalina/pevna faze) latek

uzivanych pro kryoprezervaci bunck.

Kryoprotektivni materialy (DMSO, trehal6za, AFP, PAGY) vybrané na zaklad¢ ditkladné
reserse piedstavuji konvencni kryoprotektanty (DMSO, trehal6za) a kryoprotektanty ve fazi

vyzkumu/testovani (AFP, PAGY). Tyto materialy byly popsany a porovnany.

DMSO je nejlepsi kryoprotektant ze vSech studovanych materialt. V 10 % w/w roztoku
DMSO prezilo 89 % bunék po cyklu mrznuti/tani. Velikost krystald vody je velmi
mala/zhruba polovi¢ni, nez u 10w/w% roztoku trehal6ézy. 10% w/w DMSO roztok m¢l
vyznamn¢ posunuty bod tuhnuti a tdni k niz§im teplotdm. V roztoku trehaldzy vytvareji
krystaly vody souhlasné orientované klastry, které mohou byt pii¢inou kryoprotektivnich

vlastnosti.

AFP vykazuje nejvétsi termalni hysterezi (18 °C) a se signifikantni viabilitou bun¢k a je do

budoucna potencidlné velmi zajimavy kryoprotektant s extracelularnim efektem.

Tetrapeptid PAGY byl nejméné zndmy a prostudovany kryoprotektant. Ve zmrazeném
roztoku nedochazi k vyznamné zméné velikosti krystali ledu ve srovnani s deionizovanou
vodou. PAGY posouvad teplotu mrazeni roztoku, bod tani je prakticky totozny se

standardnim ledem.

Stav bunéénych jader po aplikaci kryoprotektanti pfed mrazenim i po mrazicim cyklu byl
monitorovan fluorescencni konfokalni mikroskopii. Bylo zjiSt€no, Zze nejvetsi
pravdépodobnost preziti cyklus mrazeni/rozmrazovani mély buiky, jejichZ jadra méla silné
kondenzovany chromatin a to 1 v nezmrazeném stavu po aplikaci kryoprotektanu. Nejvétsi
kondenzace chromatinu byla zji§téna i po kratké aplikaci (2 min.) DMSO. Zivotaschopnost
mrazenych bunck korelovala se stupném kondenzace chromatinu, jez doprovazela

deformace jaderné membrany (viz obr. 33).
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P¥ilohy

Priloha 1

The recombinant plasmid pET32b-Apafp752® was transformed into Escherichia coli
Rosetta-gami (DE3) competent cells (Novagen). A single transformed colony was used to
inoculate 25 mL of Luria-Bertani (LB) medium containing 0.3 mM ampicillin and cultured
overnight at 37 °C and shaken at 225 rpm. 4 mL of the overnight culture was transferred
into 1 L of fresh LB medium with 0.3 mM ampicillin and grown at 37 °C and 225 rpm until
the optical density at 600 nm (ODeoo) reached 0.6-0.7. The culture was induced with 1 mL
of 400 mM isopropanol-1-thio-B-D-galactopyranoside (IPTG), to cause over-expression of
TrxA-ApAFP752, for 8 hours at 25 °C. The cells were harvested by centrifugation (20
minutes, 8700 g, 4 °C) and stored at -80 °C until purification.

The cell pellet was resuspended with ice-cold binding buffer (EDTA-free protease inhibitor,
50 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, 20 mM imidazole and Benzonase nuclease at pH
8.0) and lysed using a French press (1300 psi). The lysate was collected and centrifuged (20
minutes, 27200 g, 4 °C) to remove the cell debris. The supernatant was filtered through a
0.22 pum syringe-driven filter (Millipore) and concentrated to 5 mL before being purified by
a Fast Protein Liquid Chromatographer (FPLC; GE Healthcare AKTA purifier 900)
equipped with a Ni-NTA column (GE Healthcare). The sample was loaded into the Ni-NTA
column, washed with washing buffer (50 mM sodium phosphate, 150 mM NaCl, 20 mM
imidazole at pH 8.0), and eluted with the same buffer containing 500 mM imidazole through
a gradient elution. The fractions were pooled and dialysed in sodium phosphate buffer (50
mM sodium phosphate, 150 mM NaCl at pH 8.0) for 2 hours, then switched to fresh buffer
and left overnight. The purity of the sample was analysed by 12.5% SDS-PAGE and stained
with Coomassie blue; TrxA-ApAFP752 has a molecular weight of 27 kDa and was compared
to a stained protein ladder (BioRad). Additional purification steps were taken to obtain a
pure sample and SDS-PAGE was used after each step to analyse the purity. The sample was
divided into three fractions that were each concentrated to 1 mL and run through a Superdex
75 10/300 GL size exclusion column (GE Healthcare) equilibrated with sodium phosphate
buffer. Fractions that were still not pure were run through a Ni-NTA column and dialysed
for a second time.

Once the desired purity was obtained, the sample was buffer exchanged into a KyHyPO4
buffer (50 mM potassium phosphate, 20 mM NaCl, and 1 mM NaN3z at pH 8.0). The
concentration was estimated using UV-Visible spectrophotometry at 280 nm with the
calculated extinction coefficient of 19,575 cm™. The sample was concentrated to 1 mL and
lyophilized overnight. For further experiments, the protein was rehydrated as needed and
buffer exchanged.
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