Streszczenie poszerzone

Kriokonserwacja jest to proces, ktory polega na spowolnieniu aktywnosci materiatu
biologicznego poprzez obnizenie temperatury ponizej temperatury fizjologicznej (na przyktad
do okoto =80 °C lub —196 °C), a nast¢pnie na przywroceniu funkcji kriokonserwowanych
tkanek lub komorek, zachowujac rownocze$nie ich podstawowe czynnosci zyciowe.
Kriokonserwacja jest wazna i stale rozwijajacg si¢ dziedzing kriobiologii. Wykorzystywana jest
do zamrazania komorek i tkanek zardbwno zwierzecych, jak i ludzkich. Kriokonserwacja jest
przeprowadzana na nastepujacych komorkach i tkankach: oocytach, zarodkach, plemnikach,
nasieniu, tkankach jader, hepatocytach i innych. Badania w tej dziedzinie obejmujg dodatkowo
konserwacj¢ narzadow do przeszczepow. Niskotemperaturowe przechowywanie komorek
macierzystych to krok w rozwoju inzynierii tkankowej, ktory daje szans¢ na regeneracje tkanek
migkkich i leczenie wielu chordb. Kriokonserwacja umozliwia rdwniez bankowanie komorek
lub réznych patogendw w celu zachowania ich do dalszych badan.

Jedng z przyczyn uszkodzenia probki biologicznej, ktéore moze wystapi¢ podczas
kriokonserwacji, jest krystalizacja wody zawartej w komorkach w 16d. W rezultacie mechanizm
komorkowy dazy do wyrdwnania ciSnienia osmotycznego. Dlatego substancje rozpuszczone
w cytozolu staja si¢ coraz bardziej skoncentrowane, co prowadzi do odwodnienia organelli.
Zmienia si¢ rowniez przepuszczalnos¢ btony lipidowej, co ma kluczowe znaczenie dla
integralnosci komorki. Uszkodzenia spowodowane stresem osmotycznym, przepuszczalnoscia
btony 1 znieksztatlceniem cytoszkieletu destabilizujg komorke. Ponadto obrazenia fizyczne
wywotane tworzeniem si¢ krysztatkow lodu w S$rodku ostatecznie prowadza do
$mierci komorki.

W celu uniknigcia negatywnych skutkéw procesu stosuje si¢ zwigzki chemiczne zwane
krioprotektantami (CPA). Pod wptywem CPA zmieniane sg Whasnosci ptynu komorkowego,
np. jego temperatura krzepniecia. Oczekuje sie, ze te dodane substancje chemiczne bgdg miaty
niska toksyczno$¢ 1 biokompatybilno$é, a takze beda miaty zdolnos¢ penetracji komorek. CPA
mozna podzieli¢ na przenikajace przez blony komorkowe i pozostajagce poza komorka
(nieprzenikajace). Do najczgsciej stosowanych CPA nalezg glicerol, glikol etylenowy
i dimetylosulfotlenek.

Innym sposobem zapobiegania uszkodzeniu materialu biologicznego jest regulowanie
predkosci chiodzenia. W zaleznos$ci od szybkos$ci chtodzenia i stgzenia CPA, wyrdznia si¢
rozne rodzaje kriokonserwacji. Do najbardziej popularnych technik nalezy wolne zamrazanie

1 witrifikacja, Powolne zamrazanie charakteryzuje si¢ gldwnie niskga szybkoscig chlodzenia
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1 niskim stezeniem CPA w poroéwnaniu do witryfikacji. Natomiast witryfikacja, w ktorej stan
szklisty przechodzi ze stanu cieklego, charakteryzuje si¢ duza szybkos$cia chtodzenia i wysokim
stezeniem CPA. Znane sg rowniez inne techniki kriokonserwacji, takie jak metoda ,,liquidus
tracking” (LT). Gtowng ideg podejscia LT jest zanurzenie probki biologicznej w roztworze
CPA przy jednoczesnym kontrolowaniu jego temperatury i stezenia. Nastepuje wowczas
zmiana temperatury zamarzania (topnienia), a warunki termodynamiczne roztworu ,,$ledzg”
lini¢ likwidusu dla uktadu.

Procesowi kriokonserwacji towarzysza rowniez zjawiska transportowe. Podczas tego
procesu zachodza przede wszystkim przemiany zwigzane z wymiang ciepta. Mechanizm
przenoszenia biociepta jest rozpatrywany jako potaczenie konwekcji 1 przewodnictwa
cieplnego. Rozktad cieplny jest najczgs$ciej opisywany rownaniem Fouriera, rOwnaniem
Pennesa, rownaniem Cattaneo-Vernotte'a oraz rdéwnaniem opdznienia dwufazowego.
Przygotowujac model transportu ciepta dla procesu kriokonserwacji wazne jest rOwniez
uwzglednienie zjawisk przemian fazowych, ktore sg zwigzane z krystalizacja lodu.

Oprocz wymiany ciepta podczas kriokonserwacji zachodzi rowniez transport masy.
Modelowanie dostarczania krioprotektanta do komory probki, zwlaszcza w uktadach
mikroprzeplywowych, jest rozpatrywane jako problem przeptywu ptynu za pomoca np. réwnan
Naviera-Stokesa. Transport masy jest rowniez zwigzany z ruchem czgsteczek, gdy stezony
roztwor krioprotektanta dyfunduje do macierzy zewnatrzkomorkowej. W zwigzku z tym do
wyrazenia tego zjawiska stosuje si¢ rownanie konwekcji-dyfuzji. W przypadku pominigcia
adwekcji, dyfuzje czastek charakteryzujg prawa Ficka.

Podczas modelowania kriokonserwacji nalezy rowniez przeanalizowaé transport
osmotyczny. Opisuje on zmiany objetosci komoérek spowodowane zmianami liczby molowe;j
krioprotektanta i obj¢tosci wody w roztworze wewnatrzkomorkowym. Do wyznaczenia tych

warto$ci mozna zastosowa¢ model dwuparametryczny lub rownania Kedem-Katchalsky'ego.

Kriokonserwacja jest niezwykle ztozonym procesem, a jej modelowanie wymaga potaczenia
wiedzy z zakresu mechaniki, biologii i chemii. Niniejsza rozprawa poswigcona jest
wieloskalowemu modelowaniu wymiany ciepta i masy podczas kriokonserwacji. Nalezy
podkresli¢, ze efektywne rozwigzania bardziej skomplikowanych probleméw brzegowo-
poczatkowych dotyczacych wymiany ciepta i masy na poziomie tkanek i1 komorek mozna
uzyska¢ jedynie za pomoca metod numerycznych, na przyklad stosujac metode rdznic
skonczonych (MRS).
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Ponadto niektore wielkosci fizyczne wykorzystywane do obliczen numerycznych sa
wyznaczane do$wiadczalnie. W rezultacie czesto spotyka si¢ parametry o przyblizonych
wartosciach, ktore sg obarczone pewng niedoktadnoscig. Aby poprawnie zinterpretowac takie
niedoktadne wartosci i zastosowac je do analizy probleméw technicznych, do symulacji
numerycznych mozna wykorzysta¢ arytmetyke przedzialowa lub rozmytg. Wowczas
niedoktadnie zdefiniowane wielko$ci sg reprezentowane jako liczby przedziatowe lub liczby
rozmyte nieposiadajgce ostrych granic. Liczby przedziatlowe sa uwazane za ,,prekursorow”
liczb rozmytych. Parametry, dla ktorych nie podano doktadnej wartosci, ale znane sg doktadne
warto$ci dolnej i gornej granicy przedziatu, do ktorego zawsze nalezy dana wartos¢ liczbowa,
mogg by¢ interpretowane jako liczby przedzialowe. Zastosowanie zaréwno teorii zbiorow
rozmytych, jak i liczb przedziatlowych, pozwala na lepsze przedstawienie wielu zjawisk

fizycznych podczas modelowania matematycznego.

Celem niniejszej rozprawy jest przedstawienie roznych modeli matematycznych wymiany
ciepla 1 masy w tkance biologicznej podczas procesu kriokonserwacji z nieprecyzyjnie
zdefiniowanymi parametrami w opisie matematycznym poprzez wprowadzenie liczb
przedzialowych i rozmytych. Do rozwigzania tak sformutowanego problemu zastosowano
przedzialowa 1 rozmyta metod¢ rdéznic skonczonych. W niektorych przykladach
przedstawionych w rozprawie wyniki symulacji numerycznych poréwnano z danymi
eksperymentalnymi wystepujacymi w literaturze. Integralng czg$cig pracy sa autorskie
programy komputerowe wykorzystujace skierowana arytmetyke przedzialowg oraz

arytmetyke rozmyta.

Sformutowano nastepujaca teze pracy:
Uwzglednienie nieprecyzyjnych parametrow wystepujgcych w opisie matematycznym
pozwala na efektywne wieloskalowe modelowanie procesu wymiany ciepta i masy podczas

kriokonserwacji tkanek i komorek.

Praca sktada si¢ z szeSciu rozdziatéw, bibliografii oraz streszczenia w jezyku polskim
I streszczenia w jezyku angielskim.

Rozdziat 2. zawiera przeglad literatury dotyczacej metod kriokonserwacji. Przedstawiono
W nim rozne Sposoby przeprowadzania tego procesu. Omowiono réwniez procedury etapu
chlodzenia i dostarczania roztworu CPA do prébki. W rozdziale opisano réwniez najczesciej

stosowane CPA.
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Rozdziat 3. poswigcony jest mechanizmom transportu zachodzacym podczas
kriokonserwacji. Zawiera on przeglad mechanizméw wymiany ciepta oraz przedstawia
niektore z powszechnie stosowanych modeli do definiowania procesOw termicznych i zjawiska
krystalizacji w probkach biologicznych. W rozdziale tym opisano rowniez model transferu
masy zwigzany po pierwsze z przeplywem kapieli zawierajacej krioprotektant do probki
(przeptyw ptynu), a po drugie z dyfuzja czasteczek do roztworu zewnatrzkomorkowego tkanki
biologicznej (dyfuzja molekularna). W rozdziale przedstawiono takze model przenoszenia
czasteczek wody 1 CPA przez btony komorkowe (transport osmotyczny).

W rozdziale 4. wprowadzono teori¢ zbiorow przedzialowych i zbioré6w rozmytych.
Sformutowano w nim podstawowe dzialania matematyczne wykonywane w zbiorze liczb
rozmytych oraz w zbiorze liczb przedziatowych.

W rozdziale 5. rozpatrzono problem wymiany ciepta opisany w trzech przyktadach.
W Przyktadzie 1 zdefiniowano model okre$lony rownaniem Fouriera. Natomiast w Przyktadzie
2 model termiczny uzupetniono o przemiany fazowe wprowadzone do réwnania Pennesa
zapomocg metody jednego obszaru. W Przyktadzie 3 zbadano zjawisko krystalizacji za
pomoca modelu strefowego 1 rownania nieizotermicznego zaproponowanego przez Boutrona
I Mehla.

Rozdziat 6. przedstawia trzy przyklady zwigzane z problemem przenoszenia masy.
W Przyktadzie 1 analizowano przenoszenie masy opisane drugim prawem Ficka, w ktorym
pominigto zjawisko adwekcji. W Przyktadzie 2 zaprezentowano model transportu
osmotycznego zdefiniowany za pomoca metody dwuparametrycznej. W Przyktadzie 3
przedstawiono model uktadu mikroprzeptywowego, w ktorym rozwazano zjawisko adwekcji,
dlatego w tym przypadku model przenoszenia masy zostat uwzgledniony za pomocg réwnania
konwekcji-dyfuzji.

W Rozdziale 7. podsumowano rozprawe i zaproponowano kierunki dalszych badan.

W Przykladzie 1. Rozdzialu 5. przedstawiono model matematyczny opisujagcy zmiany
rozktadu termicznego w cylindrycznej probee chrzastki stawowej (Rysunek 1). Chrzastka
stawowa znajduje si¢ na koncu kosci wewnatrz stawu. Tkanka ta jest elastyczna i przenosi
obcigzenia dzialajagce w stawie podczas ruchu. Sktada sie glownie z wody (65%-80%).
Pozostate elementy chrzgstki stawowej to kolagen (10%-20%) i macierz proteoglikanowa
(5%-10%). Macierz zewnatrzkomorkowa (proteoglikan) zawiera komoérki zwane
chondrocytami. Chrzastka stawowa nie posiada unerwienia, nerwoéw, naczyn krwiono$nych

i limfatycznych. Dlatego nie jest konieczne uwzglednianie perfuzji tkanki, w wyniku czego
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nasz proponowany model wymiany ciepta jest oparty na roéwnaniu Fouriera.
Model matematyczny uzupetlniono o warunki brzegowe 2. 1 3. rodzaju oraz o warunek
poczatkowy. Warto wspomnie¢, ze w modelu numerycznym rozktad temperatury w
kriokonserwowanej probce chrzastki stawowej wyznaczono za pomocg metody LT, ktéra
gwarantuje odpowiednig regulacj¢ temperatury i st¢zenia roztworu kapieli. W trakcie
analizowanego procesu nastepuje modyfikacja wlasciwosci probki, na przyktad jej temperatury
krzepnigcia, zapobiegajac jednocze$nie procesowi Krystalizacji lodu. Dlatego w tym
przyktadzie pomini¢to przemiany fazowe oraz zjawisko krystalizacji. Dodatkowo parametry
termofizyczne wyznaczane eksperymentalnie zostaty uwzglgdnione w modelu matematycznym

jako liczby interwatowe i rozmyte.

Rysunek 1. Model geometryczny probki w Przyktadzie 1 (Rozdziat 5)

W Przykladzie 2. Rozdzialu 5. przedstawiono model przeptywu ciepta z uwzglgdnieniem
zjawiska przemian fazowych. W tym przypadku zmiany termiczne modelowano
w nieokreslonej tkance migkkiej. Zalozono, Ze material biologiczny zawiera naczynia
krwionosne, ktore sg zrodtami ciepta zwigzanymi z perfuzja i metabolizmem. Rysunek 2.
ilustruje dwuwymiarowy model probki biologicznej zanurzonej w roztworze kapieli. Model
matematyczny tego przyktadu jest oparty na rownaniu Pennesa z uwzglednieniem przemian
fazowych za pomocg metody jednego obszaru. W zadaniu zadano warunki brzegowe 2. 1 3.
rodzaju oraz warunek poczatkowy. Przeprowadzono symulacje numeryczne dla
kriokonserwacji poprzez wolne zamrazanie i witryfikacje, a nast¢gpnie poréwnano ze sobg te
dwie metody, aby uwzgledni¢ réznice w rozktadzie temperatur. Parametry termofizyczne

wystepujace w modelu zostaty wprowadzone jako liczby interwatowe.
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Rysunek 2. Model geometryczny probki w Przyktadzie 2 (Rozdziat 5)

W Przykladzie 3. Rozdzialu 5. opisano procesy termiczne, w tym zjawisko krystalizacji lodu
w ujeciu mikroskopowym dla rozpatrywanej probki biologicznej. Z uwagi na fakt, ze komorki
i tkanki biologiczne sktadajg si¢ glownie z wody, rozpatrywang probke zamodelowano jako
roztwor wodny CPA. W przykladzie tym badano stopien krystalizacji krysztatéw lodu podczas
procesu witrifikacji. Zaprezentowany model (Rysunek 3) opiera si¢ na koncepcji uktadu

mikroprzeplywowego, w ktorym ciecz robocza przeptywa przez mikrokanaty.
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Rysunek 3. Model uktadu mikroprzeptywowego w Przyktadzie 3 (Rozdzial 5)
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W mikrokanalach w centralnej czesci ukladu znajduje si¢ cienka warstwa probki,
Co zapewnia rownomierny rozklad temperatury wewnatrz probki. Poprzez mikrokanaty
dostarczany jest ptyn roboczy, ktéry reguluje szybkos$¢ chtodzenia. Caty uktad zamkniety jest
w obudowie zapewniajacej izolacje termiczng. Pomini¢to w tym przypadku wymiane ciepta
migdzy ukladem a otoczeniem. Analize¢ numeryczng przeprowadzono dla uktadu
mikroprzeplywowego, w ktorym model przeplywu ciepla opisany zostat za pomoca rownania
Fouriera sprz¢zonego ze stopniem krystalizacji wyznaczanym z zalezno$ci Boutrona-Mehla.
Ponadto zatozono, ze parametry termofizyczne zalezg od temperatury, wprowadzajgc tym
samym staba nieliniowo$¢ do rownania wymiany ciepta. Obliczenia wykonano z

wykorzystaniem arytmetyki interwatowej i rozmyte;j.

W Przykladzie 1. Rozdzialu 6. kontynuowano rozwazania Przyktadu 1. z Rozdziatu 5.
Przedstawiono w tym przyktadzie model przeptywu masy w probce chrzastki stawowe;.
Ponownie zamodelowano proces kriokonserwacji za pomoca protokotu LT. Na Rysunku 4.
przedstawiono schemat aparatury zastosowanej do przeprowadzenia tego procesu. W uktadzie
tym probka umieszczona jest w probowce wypelnionej roztworem, ktory jest regularnie

wymieniany w zalezno$ci od pozadanego stezenia CPA.
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Rysunek 4. Uktad do przeprowadzania kriokonserwacji metodg LT (Przyklad 1, Rozdziat 6)
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Catos$¢ znajduje si¢ w komorze, w ktorej kontrolowana jest temperatura. Probka jest
zanurzona w roztworze kapieli, dlatego pomini¢to zjawisko konwekcji, a przeplyw masy
zdefiniowano za pomocg drugiego prawa Ficka. Z uwagi na to, ze model przeptywu masy
sprz¢zony jest z modelem przeptywu ciepta, obliczenia wykonano wykorzystujac arytmetyke

interwalowg oraz rozmyta.

W Przykladzie 2. Rozdzialu 6. analizowano wymiang¢ czasteczek wody 1 CPA przez btone
komoérkowa oraz zmiang objgtosci komoérek. Warto doda¢ kilka informacji na temat sktadu
roztworu kapieli. Podstawg roztworu kapieli jest roztwor CPTes2, ktory zawiera DMSO jako
CPA, wode i KCI, co powoduje, ze zastosowany roztwor kapieli jest mieszaning bogata w potas.
Transport osmotyczny jest spowodowany rdznicg potencjaldow chemicznych miedzy macierza
zewnatrzkomérkowa a roztworem wewnatrzkomorkowym. Obecno$¢ CPA w roztworze
pozakomorkowym powoduje transport wody z roztworu wewnatrzkomérkowego
(odwodnienie). Nastepnie ponownie przenoszona jest do roztworu wewngtrzkomorkowego
woda wzbogacona czasteczkami CPA. W rozpatrywanym przypadku zmiany objgtosci
komorek oszacowano na podstawie zmiany objetosci wody 1 liczby moli CPA w komorce.
Do okre$lenia tych parametrow zastosowano formalizm dwuparametryczny. Uwzgledniajac,
ze model transportu osmotycznego sprz¢zony jest z modelem przeptywu ciepla 1 masy,

obliczenia przeprowadzono z wykorzystaniem arytmetyki interwatowe;.

W Przykladzie 3. Rozdzialu 6. przedstawiono model przeptywu ciepta i masy oraz transportu
osmotycznego z uwzglednieniem sposobu dostarczania CPA do probki. Niewlasciwe
fadowanie i roztadowywanie CPA moze powodowac uszkodzenia osmotyczne komorek. Z tego
powodu czesto jest to proces czasochtonny. Odpowiednie dostarczanie CPA mozna osiggnac,
stosujac na przyktad system mikroprzeplywowy. W rozpatrywanym przyktadzie stworzono
uproszczong geometrie uktadu mikroprzeptywowego (Rysunek 5). Gléwnym elementem
uktadu mikroprzeptywowego jest tu cylindryczny mikrokanat zamkniety w szklanym szkietku.
Otwory wejsciowe i wyjsciowe sa wydrazone w obudowie, a kapiel z roztworem jest
wtryskiwana i usuwana w sposob ciagly. Dlatego model wymiany masy uwzglednia nie tylko
zjawisko dyfuzji, ale takze konwekcje spowodowang ruchem roztworu kapieli. Rownanie
przeptywu oparte jest na rownaniu konwekcji-dyfuzji. Obliczenia wykonano z wykorzystaniem

arytmetyki interwatowej i rozmyte;.
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Rysunek 5. Uproszczony uktad mikroprzeptywowy (Przyktad 3, Rozdzial 6)

Przedstawione w rozprawie rozwazania teoretyczne 1 wyniki obliczen prowadza

do nastepujacych wnioskow:

1.

Arytmetyka przedziatowa i rozmyta sg efektywnymi narzedziami do symulacji zjawisk
transportowych zachodzacych w procesie kriokonserwacji. Metody te umozliwiajg
wprowadzenie do modelu matematycznego zestawu niedoktadnie i1 niedoktadnie
zdefiniowanych parametrow, np. wyznaczonych eksperymentalnie wielkosci
opisujacych wilasciwosci termofizyczne danej tkanki biologicznej, ktore czesto zaleza
od wielu czynnikow, takich jak wiek, pte¢ itp.

W literaturze zjawiska zachodzace podczas kriokonserwacji opisywane sg gtownie
W oparciu o podejscie deterministyczne. Zachowanie si¢ struktur biologicznych jest
raczej losowe i stochastyczne, dlatego mozna stwierdzi¢, ze modele deterministyczne
sa uproszczeniem zjawisk naturalnych. Modele stochastyczne moga by¢ wdrazane w
celu zbadania tych probleméw, co jest niestety czasochtonne. W rozprawie
przedstawiono nowatorskie podejscie polegajace na wprowadzeniu do modelu liczb
przedziatowych lub rozmytych. W konsekwencji otrzymuje si¢ wyniki w postaci
pewnych zbioréw (przedzialow) zawierajacych poprawne wartosci obliczen.
Kriokonserwacja to ztozony proces obejmujacy wiele powigzanych ze sobg zjawisk
fizycznych. Kompletny model powinien przede wszystkim uwzglednia¢ przeptyw

ciepta i masy oraz transport osmotyczny.

Na podstawie wykonanych prac w prezentowanej rozprawie doktorskiej mozna

zaproponowac nastepujace dalsze kierunki badan:

Wprowadzenie parametrow termofizycznych zaleznych od temperatury w postaci
funkcji wielomianowych do przedstawionych modeli matematycznych.
Przygotowywanie analiz transportu masy i transportu osmotycznego do kriokonserwacji

metoda powolnego zamrazania i1 witryfikacji.
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Zastosowanie innych réwnan przeplywu ciepta i masy oraz transportu osmotycznego do
modelowania kriokonserwacji.

Analiza innych przyktadow kriokonserwowanych probek biologicznych.

Uzupehienie modelu procesu krystalizacji o badanie nukleacji oraz energii aktywaciji.
Wyznaczanie temperatury krzepnigcia probek zmieniajacej si¢ podczas kriokonserwacji
pod wplywem CPA.

Rozszerzenie modelu dwuwymiarowego do modelu trojwymiarowego.

Rozprawa byta realizowana w latach 2019-2023 we Wspolnej Szkole Doktorskiej

prowadzonej przez Politechnike Slaska. Badania sfinansowano w ramach projektu
InterPOWER (grant POWR.03.05.00-00-Z305, Unia Europejska w ramach Europejskiego

Funduszu Spotecznego) oraz ze s$rodkéw dotacji statutowej (w ramach projektow

10/040/BKM20/0099, 10/040 /BKM21/0115 i 10/040/BKM22/0125).

Praca zwigzana jest z Priorytetowym Obszarem Badawczym POBI1: Onkologia

obliczeniowa i spersonalizowana medycyna, rozwijanym na Politechnice Slaskiej.
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