STRESZCZENIE

rioprezerwacja to metoda zabezpieczania i przechowywania materialu biologicznego

(komoérek, tkanek czy fragmentéw organéw) w niskich temperaturach, najczesciej w
temperaturze par cieklego azotu lub cieklego azotu (LN) (ok. -195,8°C). Gwarantuje ona dlu-
goterminowe przechowywanie materialu biologicznego z zachowaniem jego zywotnosci i
stabilnosci genetycznej. Podwalinami technik krioprezerwacji staly sie badania naukowe
z kofica XIX wieku prowadzone na materiale roslinnym, natomiast rozw6j badan nad krio-
prezerwacja przypadl na polowe XX wieku, gdy z powodzeniem zastosowano krioprotek-
tanty. W ponizszym artykule oméwiono: tlo historyczne odkryé zwiazanych z krioprezer-
wacja komorek, podstawy naukowe towarzyszacych jej proceséw, rodzaje krioprotektantow
oraz praktyczne aspekty krioprezerwacji przydatne w rutynowej praktyce laboratoryjnej, na
przykladzie krioprezerwacji komorek ssaczych. Omowiono takze pokrotce zalety wykorzy-
stania technik krioprezerwacji materialu biologicznego w badaniach naukowych, hodowli
zwierzat i roslin oraz medycynie i praktyce klinicznej.

WPROWADZENIE

Przystosowanie sie¢ do niekorzystnych warunkéw srodowiska, w tym ujem-
nych temperatur, jest zjawiskiem towarzyszacym organizmom zywym od wie-
kow. By uchroni¢ sie przed niekorzystnymi warunkami srodowiska zwierzeta,
dzieki zdolnosci przemieszczania si¢, moga sie ukryé, zapascé w sen zimowy lub
spowolni¢ swéj metabolizm. Roéliny natomiast nie posiadaja takiej mozliwosci.
Jednak to wilasnie obserwacja swiata roslin i ich wieloletnie badania pozwolity
odpowiedzie¢ na pytanie w jaki spos6b organizmy zywe radza sobie z niskimi
temperaturami. Kriokonserwacja i marzenia o nieSmiertelnosci od lat intrygo-
waly ludzkoé¢. Pierwsze doniesienia dotyczace obserwacji skutkéw przechowy-
wania plemnikéw w éniegu pochodza z 1776 roku (L. Spallanzani). W 1866 roku
J. Mantegazza jako pierwszy zasugerowal niewyobrazalng dotad wizje, iz , czfo-
wiek umierajgcy na polu bitwy moze splodzic nastepce prawnego z zamrozonego i prze-
chowywanego w domu nasienia”. Podwalinami technik krioprezerwacji staly sie
jednak badania na materiale roslinnym. W roku 1897 Hans Molisch stwierdzit w
roélinach istnienie endogennych substancji aktywowanych niskimi temperatu-
rami. W 1907 roku B. Lidforss wykazal, ze tymi zwigzkami sa cukry, natomiast
B.J. LuyetiP. M. Gehenio w 1938 roku skutecznie zamrozili tkanki mchoéw [1,2].
W tym samym roku B. J. Luyet i E. L. Hodapp przeprowadzili udana krioprezer-
wacje plemnikéw zaby. Pierwsze, wéwczas jeszcze nieskuteczne, doniesienia o
laboratoryjnym zamrazaniu ludzkiej spermy pochodza z lat 30-tych ubieglego
stulecia [3].

W 1949 roku w czasopiémie Nature ukazal sie drukiem artykut ,Odrodze-
nie plemnikéw po zeszkleniu i odwodnieniu w niskich temperaturach” (oryg.
Revival of spermatozoa after vitrification and dehydration at low temperatures), pod-
sumowujacy pionierskie badania naukowcéw z Narodowego Instytutu Badarn
Medycznych w Mill Hill w Londynie, ktéry zrewolucjonizowat badania nad
krioprezerwacja [4]. W artykule przedstawiono wyniki badaii nad mrozeniem
nasienia ptactwa domowego w obecnosci glicerolu, glikolu etylenowego i pro-
pylenowego tak, aby po rozmrozeniu byto ono zdolne do efektywnego zaplod-
nienia jaj. P6Zniejsze uzycie dimetylosulfotlenku (DMSO) zrewolucjonizowato
wspolczesna kriobiologie [5-7]. Tak rozpoczela sie era kriokonserwacji, bez kto-
rej dzisiaj trudno sobie wyobrazi¢ prace laboratoriéw biologii komérki, wspot-
czesng hodowle zwierzat, czy tez rozw6j wspélczesnej medycyny.

ODKRYCIA NAUKOWE RODZA SIE Z UWAZNE] OBSERWAC]JI PRZYRODY
Wiele odkry¢ naukowych bywa dzielem przypadku. Penicylina, viagra, dy-

namit, teflon, stal nierdzewna, promienie Roentgena, a nawet szampan czy Co-
ca-Cola to tylko niektére z powszechnie znanych przypadkowych odkryé. Jed-
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nak nic nie dzieje si¢ bez przyczyny. Uwazna obserwacja
przyrody przez naukowcéw oraz rzetelnie zaplanowane i
przeprowadzone badania pozwalaja na wiele odkry¢ na-
ukowych, ktére nastepnie powszechnie stuza cztowiekowi.
Byl rok 1948, kiedy 22-letni Chris Polge podjat prace w la-
boratorium profesora Sir Alana Sterlinga Parkesa na Wy-
dziale Biologii Eksperymentalnej w Narodowym Instytucie
Badant Medycznych (NIMR) w Mill Hill w Londynie pod
bezposrednig opieka dr Audrey Smith. Prof. A. S. Parkes
potrzebowal osoby zainteresowanej opracowaniem metod
sztucznej inseminacji drobiu, a takze do pracy nad meto-
dami przechowywania pozyskanego nasienia. C. Polge za-
poznat sie z technikami, ktére mogly mie¢ zastosowanie w
chiodzeniu i ogrzewaniu zawiesin nasienia tak, aby plemni-
ki zachowywaly zywotnos¢. Po licznych prébach C. Polge i
dr A. Smith zdecydowali sie na wykorzystanie roztworéw
cukru - lewulozy. Zauwazono, Ze ma ona dziatanie ochron-
ne na plemniki podczas zamrazania. Gléwny problem sta-
nowilo jednak rozmrazanie nasienia, ktére prowadzito do
uszkodzenia komérek, bedacego zrédlem dalszych niepo-
wodzen. Ruchliwo$¢ plemnikéw byla co prawda zachowa-
na, ale w wyniku sztucznego zaptodnienia nie uzyskiwano
ptodnych jaj. Sposob w jaki glicerol okazat sie odpowiednim
krioprotektantem stat sie Zrédlem wielu barwnych anegdot,
jednak C. Polge pozostawit pisemny zapis doktadnych oko-
licznosci, ktére sa dos¢ proste. Po wielokrotnych, nieuda-
nych prébach wykorzystania lewulozy prace zawieszono
na kilka miesiecy, a pozostaly roztwoér cukru pozostawio-
no w lodéwce w laboratoriach NIMR w Hampstead. Po
wznowieniu badai w laboratorium rolniczym instytutu w
Mill Hill, przywieziono z Hampstead butelke starego roz-
tworu, a gdy uzyto go ze $wiezo pobranymi plemnikami
drobiu, zaobserwowano znaczng poprawe przezywalnosci
plemnikéw. Poza zaskakujaco wysoka zywotnoscia plem-
nikéw po inseminacji drobiu udato si¢ uzyska¢ nawet kilka
pisklat. Poczatkowo zakladano, ze odmienny wynik ekspe-
rymentéw mozna wyttumaczy¢ innymi metodami przecho-
wywania plemnikéw po ich pobraniu, jednak kolejne eks-
perymenty z uzyciem $wiezo przygotowanych roztworéw
lewulozy i Swiezo pobranego nasienia zawsze korczyty
si¢ niepowodzeniem. Dlatego prof. A. S. Parkes nalegal na
przeprowadzenie analizy chemicznej oryginalnego roztwo-
ru wykorzystanego do krioprezerwacji nasienia (pozostato
go juz tylko 10 ml), w ktérym wykryto znaczne stezenie gli-
cerolu. Jak sie pozniej okazalo, etykiety na butelkach z od-
czynnikami w lodéwce zostaly przypadkowo zamienione.
Uzyty roztwoér okazat si¢ mieszaning glicerolu i biatka jaja
kurzego, powszechnie stosowana do naklejania skrawkéw
histologicznych na szkietka mikroskopowe. C. Polge i dr
A. Smith testowali nastepnie wplyw réznych stezeni glicero-
lu w pozywce. Gdy plemniki drobiu zawieszono w 15% roz-
tworze glicerolu okazato sie, ze prawie wszystkie komoérki
przezywaly zamrazanie i rozmrazanie [8]. Warto wspo-
mnieé, ze prof. A. S. Parkes wyznaczyt dr. J. E. Lovelocka
(ktory przezyl 103 lata i zmarl niedawno 26.07.2022), do pra-
cy nad biofizycznymi skutkami zamrazania i rozmrazania,
ktéry w szczegétowych badaniach prowadzonych wspdlnie
z C. Polge miat wyjasni¢, na czym polegato ochronne dzia-
tanie glicerolu [9]. Nad ochronng rola glicerolu w niskich
temperaturach pracowat wczesniej, w 1946 roku, takze Jean
Rostand, ktéry odkry! ochronng role glicerolu przed uszko-
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Rycina 1. Pierwsze artykuly naukowe traktujace o technikach skutecznej kriopre-
zerwacji komorek.

dzeniami spowodowanymi zamarzaniem w eksperymen-
tach na plemnikach zab. Poniewaz jego prace publikowane
byty w jezyku francuskim, pozostaly niezauwazone [10].
Dopiero artykul naukowy autorstwa C. Polge’a, A. Smith
oraz A. S. Parkes’a w czasopiémie Nature (Ryc. 1) [4] za-
poczatkowal badania nad krioprezerwacjy, a sami autorzy
zostali uznani za pionieréw krioprezerwacji. Ich fotografie
przedstawia Ryc. 2. P6Zniejsze odkrycia J. E. Lovelocka i
wsp. w aspekcie ochronnych wlasciwosci dimetylosulfo-
tlenku podczas mrozenia komorek [7], zapoczatkowaly ere
kriobiologii, ktéra nieustannie rozwija sie az do dnia dzi-
siejszego.

PO CO ZAMRAZAC KOMORKI?

Jedna z rutynowych metod laboratoryjnych stosowanych
we wspolczesnej biologii jest dlugotrwate przechowywanie
zywych komorek w obniZonej temperaturze. Metoda ta jest
szczegblnie przydatna dla zabezpieczenia wyselekcjono-
wanych linii komérkowych, o czesto unikalnych wilasciwo-
Sciach, przed wypadkami losowymi (zakazenia w hodowli,
awarie sprzetu). Linie komérkowe w hodowlach in vitro sa
podatne na zmiennos¢ genetyczng i fenotypowa, wynika-
jaca z: presji selekcyjnej w hodowli, starzenia si¢ komorek
nieunie$miertelnionych linii komérkowych oraz niestabil-
nosci genetycznej i fenotypowej. Metody krioprezerwacji

Ermest John Christopher Polge
.08.1926

Audrey Ursula Smith Sir Alan Sterling Parkes James Ephraim Lovelock
ur. 21.05.1915 ur. 10.09.1900 ur. 26.07.1919

zm.17.08.2006 zm. 3.06.1981 zm. 17.07.1990 zm. 26.07.2022

Rycina 2. Pionierzy technik krioprezerwacji komoérek.
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zabezpieczajg komorki przed utrata ich unikanych wtasci-
wosci (np. specyficznych markeréw powierzchniowych i
unikalnych zdolnoéci komérek do réznicowania itp.). Prze-
chowywanie komérek w biobankach pozwala réwniez na
przerwanie pracy z danym rodzajem komorek na dowolny
czas, co znaczaco redukuje koszty prowadzenia hodowli
komoérkowych, zaréwno materialne, czasowe jak i osobowe.

Krioprezerwacje komoérek powszechnie wykorzystuje sie
nie tylko w badaniach in vitro do zabezpieczenia hodowli
komoérek do dalszych badan. Technika ta znalazta swoje
nieocenione zastosowanie w praktyce hodowli zwierzat
[11,12]. Zachowanie unikalnych cech genetycznych bydia,
koni, owiec w praktyce hodowlanej stalo sie rzeczywisto-
Scia juz nie tylko poprzez wykorzystanie metod doboru na-
turalnego i odpowiedniego krzyzowania ze soba najlepiej
dostosowanych osobnikéw. Mozliwoé¢ krioprezerwacji na-
sienia jest obecnie powszechnie wykorzystywana w prak-
tyce weterynaryjnej. Szacuje sie, ze wigkszo$¢ hodowanych
przemystowo zwierzat jest rozmnazana poprzez insemina-
¢je nasieniem, zabezpieczanym i przechowywanym w krio-
bankach [12]. Pozwala to na ochrone nie tylko zagrozonych
gatunkoéw, ale takze na zachowanie nasienia cennych osob-
nikéw na wypadek epidemii i ich §mierci. W Polsce, w roku
2014 w Instytucie Zootechniki Paristwowego Instytutu Ba-
dawczego w podkrakowskich Balicach utworzono Krajowy
Bank Materialéw Biologicznych (KBMB), ktéry przechowu-
je w ciektym azocie (LN) materiat biologiczny (zarodki, na-
sienie, oocyty) od ras bydla objetych Programem Ochrony
Zasoboéw Genetycznych oraz zwierzat o wybitnych cechach
produkcyjnych i hodowlanych. Przechowuje on obecnie
42500 porgji kriokonserwowanego nasienia bydta, 67 krio-
konserwowanych zarodkéw bydlecych oraz 387 kriokon-
serwowanych zarodkéw s$wirt (dane pochodza ze strony
internetowej Krajowego Banku Materialéw Biologicznych:
https:/ /kbmb.izoo.krakow.pl/).

O wielu zaletach stosowania krioprezerwacji wyko-
rzystywanej w technikach rozrodu zwierzat pisala juz w
1961 roku jedna z pionierek i odkrywczyn tej technologii
dr A. Smith: ,Rolnicy mogli (teraz) wybierac¢ nasienie buha-
jow, ktore wezesniej mogty nie by¢ dostepne, gdy byly potrzeb-
ne. Cenne nasienie nie bylo juz marnowane, a nasienie buhajow
o niepewnej wartosci mogto byc¢ przechowywane przez kilka lat,
dopdki ich potomstwo nie dojrzato i nie zostato przebadane pod
katem wydajnosci mlecznej i innych cech. Inng potencjalng zaletq
tej metody bylo to, Ze w czasie epidemii takich infekcji jak prysz-
czyca, istniata rezerwa wezesniej pobranego nasienia, ktore mozna
byto wykorzystac do czasu, az minie niebezpieczeristwo zarazenia.
Przechowywanie nasienia w niskich temperaturach pozwolitoby
na ograniczenie liczby buhajéw wykorzystywanych do rozrodu w
obrebie jednego kraju. Ponadto pojawita sie mozliwosé ozywionego
miedzynarodowego handlu zamroZonym nasieniem w celu popra-
wy stanu pogtowia na catym swiecie” [13].

Kriokonserwacja stuzy takze zabezpieczaniu komorek i
tkanek roélinnych. Mimo, iz badania nad krioprezerwacja
rozpoczeto od tkanek roélinnych, naukowcy nie potrafi-
li wprowadzaé¢ tkanek roélinnych do LN. Powodem jest
specyficzna budowa komoérek roslinnych, ktére sg nie tyl-
ko réznej wielkosci, ale posiadaja duze i liczne wakuole.
Co wiecej, komorki rodlinne otoczone sa sztywna Sciana
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komoérkowa, ktéra stanowi powazng bariere dla kriopro-
tektantéw, ograniczajac tempo ich penetracji do wnetrza
komérek. Sukces w zakresie krioprezerwacji roslin w LN
odniesiono dla embriogenicznej zawiesiny marchwi w roku
1971 [1]. Dopiero lata 90. XX wieku, wraz z opisaniem ,,no-
wych technik krioprezerwacji” przyniosty sukces w mro-
Zeniu tkanek roélinnych. Bazujac na procesie witryfikacji,
techniki: 1/ witryfikacji, 2/ kapsutkowania - dehydratacij,
3/ kapsutkowania - witryfikacji, 4/ kropli, otworzyly dro-
ge do masowego opracowywania protokoléw gromadzenia
tkanek roélinnych w LN [1,2]. Badania nad krioprezerwacja
organizmoéw roélinnych rozpoczeto, rzecz jasna, od kultur
komérkowych, jednak wspoélczesne zaawansowane tech-
niki pozwalaja na ochrone wielu zagrozonych i cennych
gatunkéw, stanowigc poniekad zabezpieczenie przed po-
stepujaca, globalna utrata bioréznorodnosci. Zaintereso-
wanych krioprezerwacjg komorek i tkanek roslinnych od-
sylam do znakomitego opracowania: Plant Cryopreservation:
A Practical Guide pod redakcja naukowa Barbary M. Reed
[14] oraz polskojezycznych opracowan prof. Anny Mikuly i
wspotpracownikow [1,2].

Réwniez medycyna wykorzystuje powszechnie krio-
prezerwacje do przechowywania nie tylko gamet (ludzkiej
spermy oraz komorek jajowych) [2,15-17], ale réwniez krwi
pepowinowej, krwinek czerwonych [18,19], komoérek ma-
cierzystych [19-21], a nawet tkanek, organéw [22,23] i ludz-
kiego ciata. Wedlug danych europejskiego programu moni-
torowania in vitro (ang. European In vitro fertilization Monito-
ring; EIM) w samej tylko Polsce w latach: 2013-2016 prze-
prowadzono facznie 106 718 cykli leczenia z zastosowaniem
technik wspomaganego rozrodu (ang. assisted reproductive
technology; ART) oraz zarejestrowano 51 405 zabiegéw in-
seminacji domacicznej (ang. intrauterine insemination; 1UI),
podczas ktérych powszechnie wykorzystuje sie nasienie
przechowywane za pomocg technik krioprezerwacji [24].

Metody krioprezerwacji z powodzeniem sprawdzaja sie
zaréwno w badaniach naukowych (do zabezpieczenia cen-
nego materialu badawczego), jak i w praktyce klinicznej
(bankowanie krwi pepowinowej, komoérek macierzystych,
komorek wykorzystywanych w terapiach opartych o hodo-
wane in vitro komorki itp. [21,25,26]). Marzenia czlowieka
o niesmiertelnoéci i wiara w konserwacje ciala po $mierci
w taki sposob, aby gdy nauka sie rozwinie, mozna byto
sprobowaé wskrzeszaé ludzi, staly sie celem wspodlczesnej
kriobiologii.

KRIOPREZERWACJA W PRAKTYCE LABORATORYJNE]
HODOWLI KOMOREK IN VITRO

PODSTAWOWE PROCESY FIZYKOCHEMICZNE
TOWARZYSZACE KRIOPREZERWACJI KOMOREK

Woda jest podstawowym skladnikiem wszystkich zy-
wych komoérek. To dzieki niej w komoérkach zachodzi wiele
ztozonych proceséw biochemicznych, bez ktérych nie byto-
by zycia. Woda podczas schtadzania do temperatury 0°C nie
przechodzi w catosci do stanu stalego, a frakcja wody nieza-
marznietej ponizej 0°C wystepuje powszechnie, co zwiaza-
ne jest z pojeciami heterogennej nukleacji i przechtodzenia,
ktore zostaly starannie oméwione w artykule Huberta Ha-
raficzyka: Rozwazania o dwdi z fizyki, czyli jak zamarza woda
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[27]. Wbrew powszechnemu przekonaniu, wyzwaniem dla
komoérek podczas krioprezerwacji nie jest wcale ich zdol-
no$¢ do przetrwania podczas przechowywania w niskiej
temperaturze (ponizej -180°C), lecz do pokonania trudne-
go etapu osiggania niskiej temperatury, a potem do tajania.
Komoérki sa wystawione na wysoka $miertelnosé pokonu-
jac dwukrotnie (podczas chlodzenia i ocieplania posrednia
strefe temperatur od -15°C do -60°C) [13,28]. Gdy komoérki
sg schtadzane do temperatury okoto -5°C, zaréwno one, jak
i otaczajaca je pozywka hodowlana pozostaja niezamrozo-
ne i przechtodzone. W przedziale temperatur miedzy -5°C
a okoto -15°C dochodzi do tworzenia lodu (spontanicznie
lub w wyniku sztucznego wprowadzenia krysztatéw lodu
do roztworu) w srodowisku pozakomérkowym. Zawartosé
komoérek pozostaje jednak niezamrozona i przechtodzona.
Przechtodzona woda w komérkach ma, z definicji, wiekszy
potencjal chemiczny niz woda w czesciowo zamrozonym
roztworze zewnatrzkomérkowym. Woda wyplywa wiec
osmotycznie z komorek i zamarza na zewnatrz komoérek
(Ryc. 3). W zaleznosci od zastosowanego tempa mrozenia
dochodzi do powstawania krysztaléw lodu na zewnatrz lub
wewnatrz komoérek, co prowadzi do szybkiej albo wolnej
dehydratacji. Procesy te sa kluczowe z punktu widzenia
przezywalnosci komoérek i zostana oméwione w dalszej
czesci artykutu.

Przez wiele lat naukowcy zastanawiali sie w jaki spo-
sob dochodzi do uszkodzen komoérek podczas mrozenia.
Reakcje komoérek na zamrazanie po raz pierwszy zostaty
wyrazone iloéciowo przez Petera Mazura [29]. W 1969 roku
Peter Mazur przewodniczyl sympozjum , The Frozen Cell”
w Londynie. Wzielo w nim udzial imponujace miedzyna-
rodowe grono naukowcéw. Nawigzujac do prac A. Smith i
J. E. Lovelocka - pionieréw krioprezerwacji z Narodowego
Instytutu Badan Medycznych w Wielkiej Brytanii, P. Mazur
powiedziat na wstepie: ,, Odkrycia Smith, Lovelocka i ich kole-
0w byty tak przekonujgce, Ze inni badacze sktonni byli przyjac,
zZe procedury zamrazania opracowane dla spermy sq réwniez opty-
malne dla wszystkich komérek i sktonni byli zaktadaé, ze wyja-
$nienie Lovelocka dotyczqce uszkodzen i ochrony podczas zamra-
Zania ma zastosowanie dla wszystkich komorek. Gtowne pytanie,
ktore cheiatbym postawic do rozwazenia, brzmi: do jakiego stopnia
te zatozenia sq stuszne?” [30].

Podstawowym zalozeniem, o ktérym byla mowa, bylo
to, ze zamrazanie uszkadza komoérki poniewaz naraza je na
stezenie elektrolitéw powyzej krytycznej frakcji molowej
(nadmierna dehydratacja), a rozmrazanie zawiesiny komo-
rek powoduje rozciericzenie elektrolitéw w taki sposéb, ze
komorka pecznieje z uwagi na nadmierny naptyw wody i
ostatecznie peka. P. Mazur podkreélil, ze analiza J. E. Love-
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Rycina 3. Procesy towarzyszace technice krioprezerwacji komorek podczas szybkiego i wolnego zamarzania mieszaniny mrozeniowej z komoérkami, bez lub w obecnosci
krioprotektantow. Wytacznie w przypadku powolnego mrozenia w obecnosci krioprotektantéw, ktére stanowiag wymiennik wody w komérce i zamarzajg bez tworzenia
struktury krystalicznej, zachowuje sie¢ wysoka zywotnoé¢ komorek po rozmrozeniu. W przypadku powolnego mrozenia bez krioprotektantéw nastepuje nadmierna de-
hydratacja i $mier¢ komérek. W przypadku szybkiego mrozenia w komorkach nie dochodzi do odpowiedniego stopnia dehydratacji i w ich wnetrzu powstaje zbyt duza
ilos¢ krysztatow lodu, ktére uszkadzajg struktury subkomérkowe powodujac $mieré komoérek. Przygotowano za pomocg: BioRender.com.
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locka przypisuje wiekszos¢ uszkodzen spowodowanych za-
marzaniem jednej przyczynie, a nie jest to wynik tworzenia
sie lodu jako takiego. Kontynuowat: , Niektorzy z nas uwaza-
ja, Ze istniejq co najmniej dwa czynniki odpowiedzialne za uszko-
dzenia i ze jednym z nich jest w rzeczywistosci tworzenie sig lodu
wewngtrz komorki” [30].

Komorki sg zatem narazone zaréwno na uszkodzenia
mechaniczne (poprzez tworzenie krysztaléow lodu) oraz
chemiczne (poprzez wzrastajace stezenie soli w wyniku
odwodnienia - tzw. dehydratacji). P. Mazur sformutowat
dwuczynnikowa hipoteze, ktéra zaklada, ze: 1/ przy wol-
nym tempie chlodzenia, uszkodzenie komérek zachodzi z
powodu efektéw roztworu, tj.: stezenia solutu/elektrolitu,
silnego odwodnienia komoérek i zmniejszenia niezamrozo-
nej frakcji w przestrzeni zewnatrzkomorkowej; natomiast
2/ przy szybkim tempie chlodzenia, uszkodzenie komoérek
zachodzi z powodu $miertelnego dla nich wewnatrzkomor-
kowego formowania krysztatéw lodu, model IIF (ang. intra-
cellular ice formation) [28].

Nie spos6b oméwié¢ w szczegotach proceséw fizykoche-
micznych towarzyszacych zamrazaniu komorek, a takze
réznych teorii towarzyszacych zamrazaniu komérek (m.
in. modelu IIF i réwnan opisujacych prawdopodobieristwo
IIF jako funkcji szybkosci chtodzenia, temperatury i cha-
rakterystyki kriobiologicznej danego typu komoérek), ktore
uzupelniajg powyzsze rozwazania. Szczegdly wraz z opi-
sem matematycznym i rysem historycznym oméwiono w
artykutach: Stopping biological time. The freezing of living cells
autorstwa P. Mazura [31] oraz Mechanisms of Cryoinjury in
Living Cells autorstwa D. Gao oraz J. K. Critser [28], do kto-
rych odsylam wszystkich zainteresowanych.

TEMPERATURA I TEMPO MROZENIA

Bazujac na teorii P. Mazura oraz na faktach przytoczo-
nych powyzej, mozna doj$¢ do wniosku, ze aby uzyskaé
maksymalny stopienn przezywalnosci komorek, nalezy za-
mraza¢ komoérki stosunkowo wolno (w celu odpowiedniej
dehydratacji i penetracji ich wnetrza przez krioprotektanty)
i szybko je odmrazaé¢ (aby zapobiec ponownemu, szkodli-
wemu szybkiemu zamrazaniuy).

Zamrazanie nie moze jednak by¢ zbyt wolne, gdyz sytu-
acja taka sprzyja powaznym zmianom objetosci komérek w
wyniku przedtuzajacej sie dehydratacji i diugotrwalej eks-
pozycji na wysokie stezenia soli (sktadajacych sie gléwnie z
elektrolitow), ktére moga powodowac uszkodzenie komo-
rek. P. Mazur i wspélpracownicy zauwazyli, ze stres hipe-
rosmotyczny moze powodowac wyciek/przeptyw elektro-
litbw, a powrét komoérki do warunkéw izoosmotycznych
(w procesie rozmrazania) powoduje pecznienie komorek
ponad ich normalng objetoé¢ izotoniczng i w konsekwen-
¢ji prowadzi do przerwania ciaglosci blon plazmatycznych
[29,32]. ]. E. Lovelock zaproponowat w 1957 roku, ze zwiek-
szone stezenie plynu wewnatrzkomérkowego i nadmier-
ne odwodnienie komoérki wywieraja szkodliwy wptyw na
kompleksy lipidowo-biatkowe blon komérkowych, ostabia-
jac je i zwiekszajac straty lipidow i fosfolipidéw. Komoérka,
podobnie jak w teorii P. Mazura, staje sie¢ wiec przepusz-
czalna dla elektrolitow i podczas odmrazania pecznieje, az
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w konicu peka. J. Levitt (1962) zaproponowal, ze dehydra-
tacja powoduje zmiany w strukturze i potaczeniach pomie-
dzy biatkami w komorkach, a proces rozmrazania dziala
destrukcyjnie na nowe polaczenia, poprzez ich rozlozenie i
denaturacje. A. M. Karow Jr. i W. R. Webb (1965) wyjasnili
uszkodzenia spowodowane powolnym zamrazaniem jako
konsekwencje przejscia wody zwiazanej (usieciowanej) ze
struktur subkomoérkowych do krysztatéw lodu, co pozba-
wia biatka wody usieciowanej (niezbednej do zachowania
integralnosci komorki np. gdy znajduje si¢ ona w biatkach
blonowych) w ich strukturze i w konsekwencji moze pro-
wadzié¢ do permeabilizacji blon w komérkach [28].

Podczas schtadzania mieszaniny komorek z pozywka i
krioprotektantem, ktérej temperatura krzepniecia jest duzo
nizsza niz 0°C, w zalecanym tempie (1-2°C/min) dochodzi
w pewnym momencie do powstania krysztatéw (krystaliza-
¢ji) w tzw. punkcie eutektycznym (temperatura przy ktorej
wszystkie sktadniki roztworu ulegaja zestaleniu). Granica
przechlodzenia wystepuje w zakresie temperatur pomiedzy
-20°C do -30°C, kiedy to obserwuje sie krystalizacje sktad-
nikéw roztworéw: wewnatrz i zewnatrzkomérkowego.
Proces krystalizacji jest zawsze egzotermiczny (z wydzie-
leniem energii) stad temperatura probki nieco sie podnosi,
co jest dodatkowo szkodliwe dla komoérek. Jednak przepro-
wadzajac mrozenie komérek w zamrazarce programowanej
mozna sterowa¢ dynamika mrozenia indywidualnie dla
zabezpieczanej linii komoérkowej wykorzystujac zoptyma-
lizowane protokoty. Dodatkowo mozna zniwelowa¢ skoki
temperatury spowodowane krystalizacja poprzez zwiek-
szenie tempa schladzania w momencie osiggniecia punktu
eutektycznego. Temperatura przy zamrazaniu powinna by¢
kontrolowana do osiggniecia ok. -40°C, przed przeniesie-
niem komoérek do nizszych temperatur w celu ich dlugo-
trwalego przechowywania, aby zapewni¢ maksymalny od-
zysk komérek po rozmrozeniu. Przy spadku do temperatu-
ry ok. -40°C dehydratacja komorki jest wystarczajaca, aby
podczas dalszego zamarzania nie dochodzilo juz do we-
wnatrzkomérkowego powstawania krysztatéw lodu. Wy-
niki pozyskane z badani metodami réznicowej kalorymetrii
skaningowej wskazuja, ze w obecnosci DMSO w zakresie
temperatur pomiedzy -49°C a -59°C we wnetrzu komoérek
dochodzi do proceséw zeszklenia (witryfikacji), ktére chro-
niag komorke przed dalsza dehydratacja oraz wewnatrz-
komorkowa krystalizacja. We wnetrzu komoérek powstaje
wowczas amorficzna substancja, ktérej czasteczki ulozone
sa w sposob chaotyczny, podobny do tego, spotykanego w
cieczach. Zapobiega to formowaniu destrukcyjnych krysz-
tatéw lodu i komorki przezywaja [33].

W przypadku szybkiego mrozenia zawiesiny komorek
(powyzej 25°C/min) dehydratacja jest znacznie utrudniona,
gdyz woda zamarza wewnatrzkomoérkowo i zewnatrzko-
morkowo uniemozliwiajagc wymiane roztwordw, jednocze-
$nie tworza sie duze krysztaty lodu, ktére moga uszkadzac
organelle komérkowe, m.in. mitochondria i retikulum en-
doplazmatyczne [34] oraz lizosomy [35].

W praktyce do wlasciwego zamrozenia zawiesiny komo-
rek w odpowiednim tempie stosuje sie poczatkowe mro-
Zenie programowane w zamrazarkach niskotemperaturo-
wych. Zamrazarki te posiadajg mozliwos¢ sterowania elek-
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Rycina 4. Zamrazanie komoérek za pomoca automatycznego systemu programo-
wanego mrozenia. Wykresy przedstawiaja poréwnanie typowego profilu tempe-
ratury w prébce podczas konwencjonalnego (wykres niebieski), wolnego zamra-
Zania probek w zaleznosci od zastosowanego tempa chlodzenia (wykres zielony
- odczyt temperatury z czujnika umieszczonego w komorze zamrazarki), ktore
zostalo odpowiednio (A) i nieodpowiednio dobrane (B). Bialg strzalkg oznaczono
nagly wzrost temperatury prébki w punkcie eutektycznym, w momencie two-
rzenia krysztaléw lodu. Na Ryc. 4A przedstawiono odpowiednio dostosowane
tempo schladzania tak, by temperatura w punkcie eutektycznym nie podnosita
sie, gdyz jest to proces egzotermiczny. O$ X przedstawia czas schladzania [min],
08 Y - temperature [°C].

tronicznego z poziomu programu komputerowego (Ryc. 4).
W laboratoriach, ktére nie dysponuja sprzetem do progra-
mowanego mrozenia stosuje sie zamrazanie niekontrolo-
wane elektronicznie w zapewniajacych odpowiedni spadek
temperatury pudetkach mrozeniowych o odpowiedniej
grubosci Scianek, ktére umieszcza sie w standardowych
zamrazarkach niskotemperaturowych (-80°C). Probki po
zamrozeniu przenosi sie do kriobankéw, gdzie w tempera-

turze par LN lub w LN (ponizej temperatury -130°C, w kto-
rej czas biologiczny ustaje) moga by¢ przechowywane du-
goterminowo. W ukladach wodnych w temperaturze LN
(-196°C) nie zachodza zadne reakcje termiczne, gdyz woda
w stanie cieklym nie istnieje ponizej -130°C. Jedyne stany
fizyczne, ktore istnieja, to stany krystaliczne lub szkliste, w
ktorych lepkos¢ roztworéw jest tak wysoka, ze dyfuzja czg-
stek jest nieznaczna w czasie krétszym niz geologiczny. Po-
nadto, w temperaturze -196°C energia cieplna ukltadu jest
niewystarczajaca do zachodzenia reakcji chemicznych [30].
Schematyczny przebieg procesu zabezpieczania komorek z
wykorzystaniem technik krioprezerwacji przedstawiono na
Ryc. 7.

Krioprezerwacja jest éciSle zwigzana z przechowywa-
niem materiatu biologicznego w LN. Stato sie to mozliwe
dzieki odkryciom polskich naukowcéw Zygmunta Wro-
blewskiego oraz Karola Olszewskiego, ktérzy niespeina
140 lat temu w laboratoriach Uniwersytetu Jagielloriskiego,
13 kwietnia 1883 roku, po raz pierwszy skroplili ten gaz. Ist-
nieja takze inne pierwiastki, ktére skraplaja sie w réwnie ni-
skich temperaturach, np. tlen (-183°C), skroplony réwniez
przez w/w naukowcéw 8 dni wezeéniej. Nie jest on jednak
stosowany w krioprezerwacji, gdyz wykazuje wysoka re-
aktywnos¢ z substancjami organicznymi. Stosowanie tlenu
przynositoby wiec wiecej szkody niz korzysci. Innym przy-
kladem jest hel, ktéry jest jednak pierwiastkiem rzadkim i
wystepujacym na Ziemi nie tak powszechnie jak azot czy
tlen. Ponadto utrzymanie fazy cieklej helu (-268,9°C) i za-
bezpieczenie go przed wyparowaniem jest bardzo kosztow-
ne. Ze wzgledu na to, ze ciekly azot zapewnia wystarczajaco
dobre warunki do dltugoterminowego przechowywania w
niskiej temperaturze, jest powszechny i stosunkowo tatwy
W magazynowaniu, naukowcy zaprzestali poszukiwania
innych ,mediéw” stuzacych krioprezerwacji materiatu bio-
logicznego.

Rézne parametry i wlasciwosci kriobiologiczne komoé-
rek sa potrzebne do przewidzenia optymalnych warunkéw
chtodzenia, aby zapobiec wewnatrzkomérkowemu formo-
waniu krysztaléow lodu. Ciggle opracowywane sa nowe
modele fizyczne, ktére pozwalaja przewidzie¢ prawdopo-
dobienstwo wystapienia tego zjawiska: np. model M. Tone-

Rycina 5. Automatyczny system do przechowywania prébek z odpowiednio zamrozonymi komérkami (bankéw komérkowych) w LN (1) oraz w parach LN (faza gazo-
wa LN: 3-5). Aby zapewni¢ bezpieczenstwo pracy nalezy stosowac odpowiedni stréj (fartuch, rekawice, okulary/maski ochronne) oraz monitorowa¢ zawartos¢ tlenu w
powietrzu, gdyz parujacy LN moze wypierac tlen z powietrza. System przeznaczony do monitoringu stezenia tlenu przedstawia fotografia 2.
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r'a iwsp. (1990, 1993) oraz K. Muldrew’a i L. E. McGann'a
(1994). Opracowuje sie takze bardziej zaawansowane mode-
le matematyczno-fizyczne w jednowymiarowych ukladach
pseudotkankowych (D. Irimia & J. O. M. Karlsson, 2005)
[36] oraz modele mogace zosta¢ wykorzystane do prob mro-
zenia catych tkanek i organéw (A. Arav, 2020) [22].

ZANIM ZACZNIESZ KRIOPREZERWACJE KOMOREK...

Zabezpieczaniu technikami krioprezerwacji nalezy pod-
dawac¢ komorki z hodowli in vitro bedace w dobrej kondycji
(pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu - konfluencja
ok. 85-90%; bez zakazeri - najlepiej hodowla bez antybio-
tykow), gdyz pomimo najwyzszej ostroznosci i stosowania
odpowiednich krioprotektantéw, proces ten nie jest dla
komoérek obojetny i moze mu towarzyszy¢ ich wzmozona
$miertelnos¢. Warto takze przeprowadzi¢ dodatkowe ba-
dania majace na celu ocenge hodowanej linii komoérkowej
ze wzgledu na parametry wazne w prowadzonych bada-
niach (dodatkowe testy aktywnosci proliferacyjnej, analiza
izoenzymow, analiza potencjatu do réznicowania, analiza
charakterystycznych markeréw itp.). W celu oceny kondycji
komoérek, zaréwno przed krioprezerwacja, jak i po rozmro-
zeniu komoérek, wskazana jest ocena ich zywotnosci przy
uzyciu wybranych testéw. Zamrozone komoérki najczesciej
przechowuje sie w LN lub parach LN. Sposéb przechowy-
wania zalezy od konstrukgcji pojemnikéw na LN. System
do przechowywania bankéw komoérkowych w parach LN
(faza gazowa) zaprojektowany w oparciu o pojemniki izo-
termiczne skonstruowane pierwotnie przez J. Dewara (po-
pularnie zwane dewarami) przedstawia Ryc. 5.

Zamrazaniu komorek czesto towarzyszy nieodwracalne
uszkodzenie bedace wynikiem powstawania duzych krysz-
tatkow lodu. Wiele gatunkéw owadoéw, ptazéw, ryb, a na-
wet gadow, stosuje naturalne metody krioprezerwacji (np.
produkujac naturalne krioprotektanty jak glicerol, sorbitol,
glikol etylenowy, czy bialka posiadajace wilasciwosci krio-
protekcyjne) [27,41,42] do przetrwania trudnych warunkéw
zimy lub do Zycia w ekstremalnie niskich temperaturach.
Rosliny, zwlaszcza wieloletnie, ktére w swoim zyciu nara-
Zone s3 na ujemne temperatury (np. roéliny klimatu umiar-
kowanego) produkuja substancje ochronne takie jak: wie-
loalkohole (np. rybitol, mannitol, arabitol), cukry, proline,
kwas abscysynowy (ABA) [1,2].

KRIOPROTEKTANTY REDUKUJA USZKODZENIA
KOMOREK POWSTALE W WYNIKU ZAMRAZANIA

Zjawisku powstawania krysztalow lodu w komérkach w
duzym stopniu zapobiega zamrazanie w obecnosci kriopro-
tektantéw, najczesciej glicerolu lub DMSO. Pierwsze uzy-
cie DMSO w krioprotekcji komorek zostalo opisane przez
J. E. Lovelocka i M. W. H. Bishopa w roku 1954 z wyko-
rzystaniem ludzkich i bydlecych krwinek czerwonych oraz
nasienia bykow [7].

Powszechnie uzywanymi krioprotektantami sa miedzy
innymi: glikol etylenowy (EG), glikol propylenowy (PG;
1,2-propanodiol), DMSO, glicerol (GLY), formamid (FMD),
metanol (METH) i butanodiol (BD; 2,3-butanodiol), mocz-
nik, acetamid, N-metyloformamid, N,N-dimetyloforma-
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mid, glikol dietylenowy, glikol trietylenowy, n-propanol,
izopropanol, 1,3-propanediol, 2-metoksyetanol, 3-metok-
sy-1,2-propanodiol, 2-metylo-2, 4-pentanodiol (MPD) [37-
39].

Krioprotektanty mozna podzieli¢ na dwie grupy w zalez-
nosci od mozliwosci ich przenikania przez nieuszkodzong
blone komoérkowa, na: 1/ penetrujace - wymienione powy-
zej i 2/ niepenetrujace, np. alkohol poliwinylowy, poliglice-
rol, poliwinylopirolidon (PVP), glikol polietylenowy (PEG),
sacharoza, trehaloza, ficoll. Krioprotektanty penetrujace sg
zdolne do przenikania przez nieuszkodzong btone komor-
kowa do wnetrza komoérek, gdzie stanowia swoisty ,wy-
miennik wody” w komérce, a same zamarzajac przechodza
w posta¢ szklista (amorficzng) bez tworzenia krysztalow
lodu mogacego uszkadza¢ komoérki. Poniewaz 16d fatwiej
tworzy sie zewnatrzkomérkowo niz wewnatrzkomérkowo,
uzycie niepenetrujacych krioprotektantow zapobiega do-
datkowo tworzeniu si¢ zewnatrzkomoérkowego lodu oraz
ulatwia dehydratacje komorki [40]. Wzory strukturalne
kilku krioprotektantéw penetrujacych i niepenetrujacych
przedstawiono na Ryc. 6.

Wiele réznic w wynikach badar nad toksycznoscia krio-
protektantéw wynika z réznych warunkéw eksperymen-
talnych, takich jak: temperatura, stezenie krioprotektanta,
czas ekspozycji na krioprotektant, roztwér nosnikowy krio-
protektanta. Krioprotektanty moga uszkadza¢ lub naruszac
blony komoérkowe, zaburza¢ funkcje enzymoéw, powodo-
wacé zaburzenia w funkcjach mitochondriéw i powodowaé
uszkodzenia niektérych makroczasteczek (bialka, kwasy
nukleinowe itp.). Nalezy jednak bra¢ pod uwage fakt, iz
niektére efekty uznawane za spowodowane toksycznoscia
krioprotektantéw moga w rzeczywistosci wynikaé z szoku
osmotycznego, czy tez stresu oksydacyjnego oraz szoku
cieplnego wywolanych samym procesem mrozenia [37].
Wiadomo, ze niektére mieszaniny krioprotektantéw moga
by¢ mniej toksyczne niz pojedynczo uzywane krioprotek-
tanty. Dla przykladu uzycie DMSO redukuje toksycznosc¢
FMD, a potaczenie DMSO z glikolem propylenowym zwiek-
sza przezywalnos¢ niektérych typéw komorek. Dodatek
trehalozy, sacharozy, sorbitolu lub mannitolu do standar-
dowych krioprotektantéw moze zmniejsza¢ hemolize (roz-
pad krwinek czerwonych i przechodzenie hemoglobiny do
osocza). Czestym sposobem ograniczajacym cytotoksycz-
nos¢ krioprotektantow jest uzywanie mieszaniny kriopro-
tektantow penetrujacych wraz z niepenetrujacymi, przez
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Rycina 6. Struktury chemiczne wybranych krioprotektantéw penetrujacych (1 -

glikol etylenowy; 2 - glicerol; 3 - DMSO) oraz niepenetrujacych (4 - PVP; 5 - PEG;
6 - trehaloza).
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co mozliwe jest zastosowanie nizszych stezen krioprotek-
tantow penetrujacych. Wiele szczegétowych informacji na
temat toksycznodci krioprotektantéw, teorii toksycznosci
krioprotektantéw i strategii jej zmniejszania mozna znaleZ¢
w pracy przegladowej B. P. Besta [37].

Jednym z najpowszechniej uzywanych krioprotektan-
tow w biologii komérki jest DMSO (uzywany najczesciej
w stezeniu 10-15%). To przejrzysta, bezbarwna ciecz, ktéra
krystalizuje w +18,5°C. DMSO jest higroskopijny oraz eg-
zotermiczny po zmieszaniu z roztworami wodnymi. Dzie-
ki swoim dobrym wiasciwosciom solwatacyjnym znalazt
zastosowanie jako rozpuszczalnik wielu substancji nie-
rozpuszczalnych w wodzie. Z uwagi na latwa penetracje
przez blony biologiczne stosowany jest czesto jako nosnik
do podawania lekéw. Swoje wtasciwosci krioprotekcyjne
zawdziecza dobremu wigzaniu si¢ z woda i obnizaniu jej
temperatury zamarzania ograniczajac tworzenie kryszta-
téw lodu [5]. Jak wezes$niej wspomniano DMSO, jak i pozo-
stale krioprotektanty wykazuja pewna toksycznosé wobec
komorek, w zaleznosci od uzytego stezenia.

Zmniejszenie cytotoksycznosci DMSO mozna uzyskaé
poprzez:

1. zmniejszenie stezenia DMSO w mieszaninie kriopro-
tekcyjnej

Aby jednoczesénie zachowac wlasciwosci krioprotekcyjne
mieszaniny mrozeniowej czesto dodaje sie do niej zwiaz-
kow wysokoczasteczkowych np. surowicy bydlecej (FBS),
roztworéw albuminy, hydroksyetylowanej skrobi (HES);
cukréw: glukozy, dekstrozy, trehalozy, sacharozy; polime-
réw: PEG, PVP, PLL; biatek powstrzymujacych zamarzanie,
a takze proline lub ektoine. W celu maksymalnej ochrony
komorek mozna stosowacé takze dodatki przeciwutleniaczy
i srodkoéw przeciwapoptotycznych. Wykorzystujac powyz-
sze zwigzki mozna zredukowaé stezenie DMSO nawet do
2% bez utraty wptywu krioprotekcyjnego mieszaniny mro-
zeniowej [5].

2. szybkie usunigcie DMSO ze érodowiska (po rozmroze-
niu komorek)

Stosuje sie¢ wiele metod usuwania DMSO np. wirowanie
czy filtracje. Prostym sposobem jest réwniez jego duze roz-
cieficzenie np. za pomoca pozywki z surowicg (ktéra z uwa-
gi na wysoka zawartos¢ biatek posiada dodatkowe dziata-
nie ochronne).

3. zastgpienie DMSO innymi krioprotektantami

Doniesienia literaturowe wskazuja takze na liczne za-
stosowania bialek posiadajacych wtasciwosci krioprotek-
cyjne, tzw. ,antifreeze proteins” (biatek powstrzymujacych
zamarzanie). Naleza do nich miedzy innymi: AFGPs (ang.
antifreeze glycoproteins) wystepujace miedzy innymi u ryb
antarktycznych z rodziny nototeniowatych: trematomy lo-
dowej (Pseudotrematomus bernacchii), antara polarnego (Dis-
sostichus mawsoni), dorsza grenlandzkiego (Gadus ogac), a
takze AFPI-III wystepujace zaréwno u zwierzat (ryb: fladry
zimowej - Pleuronectes americanus; wegorzycy amerykan-
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skiej - Zoarces americanus; owadoéw: wylogowki - Choristo-
neura fumiferana), jak i u rodlin (np. zyta zwyczajnego - Seca-
le cereale; marchwi zwyczajnej - Daucus carota; psianki stod-
kogoérz - Solanum dulcamara; zycicy trwalej - Lolium perenne)
zabezpieczajac je przed zamarzaniem. Wszelkie szczeg6ly,
historie, strukture, opis ewolugcji tych biatek mozna przesle-
dzi¢ w rozdziale 3. w ksiazce: Modern biopolimer science
[41]. Wiele ciekawych informacji na temat zastosowania bia-
tek powstrzymujacych zamarzanie znajduje si¢ réwniez w
artykule autorstwa A. Eskandari i wsp. [42].

4. obnizenie temperatury stosowania DMSO.

Stosowanie roztworu DMSO, lub roztworu witryfikacyj-
nego w skiad ktérego wchodzi DMSO, w temperaturze ok.
0°C (zwykle na lodzie) pozwala w przypadku tkanek roslin-
nych na znaczace zredukowanie jego cytotoksycznosci.

ZYOTY STANDARD KRIOPREZERWAC]I
KOMOREK Z HODOWLI IN VITRO

Nie sposéb przedstawi¢ doskonalego protokotu kriopre-
zerwacji odpowiedniego w zastosowaniu do wszystkich
typéw komorek i tkanek. Przez lata naukowcy trudza sie
ustaleniem zoptymalizowanych i zwalidowanych proto-
kotéw dostosowanych miedzy innymi do typu komoérek,
ich wielkosci, pochodzenia, podatnosci na uszkodzenia w
procesie mrozenia i rozmrazania, tolerancji na obecnos¢
krioprotektantéw itp. Doskonalym opracowaniem zawie-
rajacym kilkanascie szczegélowych protokotéw kriopre-
zerwacji wielu rodzajow komoérek: od komoérek ukladu
rozrodczego przez komoérki macierzyste po komorki krwi,
jest opracowanie W. F. Wolkers’a oraz H. Oldenhof wydane
przez Humana Press (serii: Springer Protocols): Cryoprese-
rvation and Freeze-Drying Protocols [40]. Protokoty krio-
prezerwacji komorek ukladu rozrodczego znajdziemy takze
w opracowaniu: Cryopreservation of Mammalian Gametes
and Embryos wydawnictwa Humana Press (serii: Springer
Protocols) pod redakcja: P. Z. Nagy’ego, A. C. Varghese’a
oraz A. Agarwala [43].

W przypadku materialu roslinnego, zaawansowane
techniki krioprezerwacji oparte na procesie witryfikacji po-
zwolily na wprowadzanie do LN komorek, tkanek, a nawet
fragmentéw organdéw roélinnych. Techniki te umozliwiaja
krioprezerwacje bez wzgledu na klimatyczne pochodzenie
roslin, a takze ich tolerancje na niskie temperatury, czy de-
hydratacje. Jednakze, podobnie jak w przypadku komoérek
zwierzecych, nie powstala do tej pory jedna uniwersalna
procedura krioprezerwacji tej grupy organizméw. War-
to zwréci¢ uwage, ze powstale na Swiecie banki tkanek i
komorek roslinnych specjalizuja sie bardzo czesto w krio-
zabezpieczaniu wylacznie okreélonej grupy roslin, np. w
Katolickim Uniwersytecie Leuven w Belgii gromadzone sa
odmiany bananowcéw: Musa balbisiana i M. acuminata oraz
Ensete spp. utrzymywane od polowy lat osiemdziesigtych
w kolekcjach polowych w Hondurasie, Nigerii, Burundi,
Guadeloupe i Costa Rica. W Limie w Peru utworzono bank
ziemniaka, a w Miedzynarodowym Kriobanku Genéw w
Skierniewicach gromadzi sie r6zne odmiany czosnkéw. Na-
ukowcom fatwiej bowiem dopracowaé procedure kriopre-
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zerwagcji dla nowej odmiany, niz opracowywac ja dla calej

nowej grupy roslin [1,2].

Aby opracowaé samodzielnie odpowiedni protokoét krio-
prezerwacji nalezy zwrdéci¢ uwage na szereg parametrow,

warunkow, cech i zaleznosci. Kilka z najwazniejszych zasad
dotyczacych krioprezerwacji komoérek ssakéw o ktérych
warto pami(—;tac’, opatrzonych komentarzem, zamieszczono
w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry kluczowe podczas krioprezerwacji komoérek zwierzecych (ssakow).

Warunki aseptyczne

Kondycja komérek w
kulturach in vitro

Zywotnoé¢ komoérek przed
krioprezerwacja

Kontaminacja mikroorganizmami

Kontaminacja krzyzowa

Krioprotektant

Mieszanina mrozeniowa —
zwiazki protekcyjne

Liczba zabezpieczanych komoérek

Zastosowanie odpowiednich
probéwek mrozeniowych

Tempo mrozenia

Tempo rozmrazania

Warunki po rozmrozeniu
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Procedury przygotowania komorek ssakéw z hodowli in vitro do zamrozenia w
LN nalezy prowadzi¢ zgodnie z zasadami pracy aseptycznej pod odpowiednimi
komorami z uzyciem sterylnego sprzetu, najlepiej jednorazowego uzytku.

Kriokonserwacje przeprowadza sie pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu komoérek
tj. w przypadku komérek adherentnych nienowotworowych przy ok. 70-90% konfluencji
tak, aby nie doszlo do kontaktowego zahamowania wzrostu komérek w hodowli.

Procedurom zamrazania w LN powinno poddawac sie komorki w dobrej kondycji, przy co najmniej
90% zywotnosci tak, aby zywotnosc¢ komorek po odmrozeniu byta mozliwie jak najwyzsza.

Procedurom zamrazania w LN powinno poddawac sie komorki bez zakazen bakteryjnych

(w tym sprawdzone na obecno$é mykoplazmy odpowiednimi testami), grzybowych,
wirusowych (szczegélnie wazne przy hodowlach komoérek pochodzenia pierwotnego, np.
przetestowanie komoérek na obecnosé wirusa HIV, HPV itp.). Komérki najlepiej zamrazac bez
obecnosci antybiotykéw - antybiotyki moga zmienia¢ wtasciwosci termodynamiczne medium
mrozeniowego [44] lub moga ulega¢ rozktadowi pod wplywem niskich temperatur.

Podczas procedury przygotowania komérek do zamrozenia w LN moze dojs¢ do
przypadkowego zanieczyszczenia krzyzowego réznych hodowli komérkowych. Szacuje
sig, ze problem moze dotyczy¢ nawet 50% powszechnie uzywanych linii komérkowych
(dane z badania przeprowadzonego w Chinach) [45]. Aby tego unikna¢ procedure
krioprezerwacji najlepiej prowadzi¢ dla kazdej linii komérkowej oddzielnie.

Uzycie odpowiedniego krioprotektanta w odpowiednim stezeniu zapewni wtasciwy przebieg
procedury mrozenia w LN i odpowiednia zywotnos¢ komoérek po rozmrozeniu. Najpowszechniej
uzywanym krioprotektantem jest DMSO w stezeniu 5-15% w zaleznosci od linii komérkowej.

Dodanie do mieszaniny mrozeniowej zwiazkéw wysokoczasteczkowych, np.
surowicy wolowej (FBS) moze uchronic¢ komérki przed toksycznym wpltywem
krioprotektantow, a takze wspomoc regeneracje komorek po ich rozmrozeniu.

Liczba zamrozonych komoérek powinna by¢ wystarczajaca, aby po rozmrozeniu umozliwic ich
rozcieniczenie w stosunku 1:10 lub 1:20 w celu rozcieniczenia krioprotektanta. Ponadto komérki po
rozmrozeniu powinny zosta¢ wysiane w gestosci przynajmniej 5x wiekszej niz do rutynowej hodowli.
Przyktad: dla komorek hodowanych w gestosci 100 tys. komdrek/ml, nalezy zamrozi¢ 10 min komorek w

1 ml medium mrozeniowego (o zawartoéci 10% DMSO), a po rozmrozeniu zawiesing komorek rozciericzyc

do 20 ml cieptq pozywkq hodowlang z suplementami, co daje 0,5 mln komorek/ml (piec¢ razy wiecej niz

normalne stezenie komorek/ml podczas pasazu). W ten sposob krioprotektant zostaje rozciericzony ze

stezenia 10% do 0,5%, dzigki czemu prawdopodobieristwo jego cytotoksycznoéci znacznie spada.

Probéwki mrozeniowe powinny byc¢ sterylne, odporne na dziatanie niskich temperatur, wolne od
zanieczyszczen oraz szczelnie zamykane (zwtaszcza jezeli przechowywane komoérki umieszcza sie w
LN - istnieje wowczas ryzyko kontaminacji) [46]. Najbezpieczniejszym systemem przechowywania
bankéw komorek jest faza gazowa LN, gdzie bezposredni kontakt probek z LN jest ograniczony.

Odpowiednim tempem mrozenia komérek jest obnizanie temperatury o 1-2°C/

min do minimum -40°C, aby zapewni¢ odpowiednig dehydratacje komoérek i zapobiec
powstawaniu krysztaléw lodu. Zapewniaja ja odpowiednie pojemniki mrozeniowe
(mrozenie niekontrolowane) lub zamrazarki programowane (mrozenie kontrolowane).

Aby zapobiec ponownemu, szybkiemu zamrazaniu mieszaniny mrozeniowej podczas rozmrazania, czemu
towarzyszy powstawanie krysztatéw lodu, komérki nalezy odmrazac stosunkowo szybko. Mieszanina
mrozeniowa jest silnie zmrozona, a rozmarzanie rozpoczyna sie od $cianek probéwki mrozeniowej.

Po rozmrozeniu mieszaniny mrozeniowej nalezy dodac cieptej pozywki hodowlanej z suplementami

w celu rozciericzenia krioprotektanta i zapewnienia komérkom odpowiednich warunkéw do wzrostu.
W przypadku komérek adherentnych, po przyczepieniu komoérek do podtoza nalezy niezwlocznie
wymieni¢ pozywke hodowlang na swiezg (w celu usuniecia krioprotektanta i pozostatosci martwych
komoérek mogacych stymulowac proces apoptozy). Dopuszcza sie odwirowanie zawiesiny z
komoérkami przy niskiej predkosci np. 150x g (wymagane w przypadku hodowli w zawiesinie).

W wielu przypadkach hodowli komérek prawidtowych, adherentnych, szczegélnie pochodzenia
pierwotnego nie zaleca si¢ wirowania komérek po rozmrozeniu; moze ono znacznie obnizy¢ zywotnosé
komoérek, gdyz struktura btony komérkowej moze by¢ naruszona przez proces mrozenia (niska
temperatura zmienia stan fizyczny lipidow, a tym samym zmienia organizacje i ptynnos¢ lipidéw).
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Rycina 7. Podstawowy schematyczny protokét mrozenia komérek: 1) Przygoto-
wac pozywke do mrozenia z odpowiednia zawartoscig krioprotektanta. 2) Wy-
konac pasaz komorek (w odpowiedniej kondycji) przeznaczonych do zamrozenia
i umiesci¢ je w odpowiedniej gestosci w medium mrozeniowym. 3) Rozdzieli¢
przygotowang zawiesing komoérek do probéwek mrozeniowych. 4) Przeprowa-
dzi¢ proces nieprogramowanego (A) lub programowanego (B) mrozenia zacho-
wujac tempo schladzania 1-2°C/min. 5) Komorki schtodzone do temperatury
min. -60°C umiesci¢ w fazie cieklej (A) lub gazowej (B) LN w odpowiednich
pojemnikach w celu diugotrwalego przechowywania. Przygotowano za pomoca:
BioRender.com.

Majac na uwadze przytoczone powyzej zasady mozna
schematycznie przedstawi¢ podstawowy protokét kriopre-
zerwagcji ssaczych komorek adherentnych (Ryc. 7), ktory po
przeprowadzeniu odpowiednich prac optymalizacyjnych i
walidacyjnych mozna by zaimplementowa¢ do standardo-
wych procedur operacyjnych i stosowaé rutynowo do krio-
protekcji wybranych hodowli komérkowych in vitro.

BANKI KOMOREK I TKANEK W POLSCE I NA SWIECIE

Na calym S$wiecie powstaje coraz wiecej firm oferujg-
cych kultury komérek prokariotycznych i eukariotycz-
nych, a takze wiele bioproduktéw, zabezpieczonych w LN,
tatwych do odtworzenia wedlug wczesniej opracowanych
procedur. Najstarszg kolekcja-kriobankiem w Europie jest
holenderska CBS - Centraalbureau voor Schimmelcultu-
res, gdzie mozna zaopatrzy¢ swoje laboratorium w grzyby,
drozdze, bakterie, fagi i plazmidy. Linie komérkowe, hy-
brydomy, DNA, RNA, komérki macierzyste oferuje w Eu-
ropie The European Collection of Authenticated Cell Cul-
tures (ECACC), ktérej odpowiednikiem w Stanach Zjed-
noczonych jest American Type Culture Collection (ATCC),
ktéra dodatkowo w swojej ofercie posiada: fagi, drozdze,
grzyby, nasiona roslin, bakterie, algi, wirusy. Istnieje tak-
ze mnoéstwo kriobankéw, przechowujacych swoje zbiory
najczesciej w -20°C, obejmujacych kolekcje komorek ro-
slinnych (banki nasion): m.in. najwiekszy bank nasion na
$wiecie Millennium Seed Bank Project znajdujacy sie w hi-
storycznym hrabstwie Sussex, w poludniowo-wschodniej
Anglii nad kanatem La Manche w Wielkiej Brytanii. Warte
wspomnienia sa takze projekty typu zamrozone zoo (ang.
frozen zoo), w ktérych przechowuje sie zamrozone w LN
zwierzece i rodlinne materialy biologiczne (sperma, ko-
morki jajowe, nasiona). Jednym z nich jest frozen zoo w
San Diego w Stanach Zjednoczonych, gdzie przechowuje
sie od roku 1978 prébki pochodzace od 8400 egzemplarzy
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roslin i zwierzat, obejmujace ponad 800 gatunkéw i pod-
gatunkéw. Innym biobankiem gromadzacym zaréwno
zasoby genowe roélin uprawnych, jak i zwierzat hodowla-
nych jest NCGRP (ang. National Center for Genetic Resourc-
es Preservation) w Fort Collins, Colorado. Najstarszym,
dziatajacym od przeszto 30 lat, biobankiem w Polsce jest
Narodowy Bank Genéw zlokalizowany w Polskiej Akade-
mii Nauk Ogrodzie Botanicznym - Centrum Zachowania
Réznorodnosci Biologicznej w Powsinie pod Warszawa.
Zgromadzono tam zasoby roélin chronionych i zagrozo-
nych flory Polski, ziarniaki Zyta oraz paki zimowe roslin
sadowniczych. Obok tradycyjnego przechowywania mate-
rialu w -20°C, wykorzystuje sie tam réwniez LN. W LN
zgromadzono dotychczas nasiona prawie stu gatunkow
roslin chronionych i zagrozonych oraz paki spoczynkowe
starych odmian jabloni, gruszy i kilku odmian czeresni. In-
nym przyktadem biobanku dzialajgcego na terenie Polski
jest Lesny Bank Genéw (LBG) w Kostrzycy nieopodal Je-
leniej Gory w wojewoédztwie dolnoslaskim. W kriogenicz-
nych warunkach zdeponowano tam materiat biologiczny
pochodzacy od debu szypulkowego i bezszypulkowego,
buka zwyczajnego, czereéni ptasiej, lipy drobnolistnej i
kilku gatunkoéw roslin zielnych. Co interesujace, duplikaty
swoich zbioréw LBG gromadzi w wielu bankach na catym
$wiecie, m.in. na wyspie Svalbard (prowincja norweska na
Oceanie Arktycznym), w Fort Collins, USA, w Millennium
Seed Bank, a nawet w banku na hiszpanskiej Grand Cana-
rii [1,2].

Najbardziej popularne sa jednak kriobanki medycz-
ne i zootechniczne, gdzie przechowywane sa komorki
jajowe i nasienie oraz embriony ludzkie, a takze bydle-
ce, konskie i trzody chlewnej. Dla przykladu Cryos Inter-
national w Danii jest najwiekszym na S$wiecie bankiem
nasienia i ma najwiekszy wybér dawcéw oraz bezplatny
dostep do wyszukiwania dawcéw online, natomiast Cali-
fornia Cryobank jest najwiekszym kriobankiem tego typu
w USA. Biobank Graz w Austrii to jeden z najwiekszych
i najbardziej znanych biobankéw klinicznych na $wiecie.
Przechowuje sie tam okoto 20 milionéw pojedynczych pro-
bek plynéw ustrojowych i tkanek ludzkich. Innymi duzymi
biobankami na $wiecie s3: Shanghai Zhangjiang Biobank
(10 mIn prébek), Biobank Miedzynarodowej Agencji Badan
nad Rakiem (IARC) z prébkami od ponad 0,5 mIn osobni-
kow, UK Biobank w Anglii, FINNGEN Biobanks w Finlan-
dii oraz China Kadoorie Biobank (CKB), znany wczesdniej
jako Kadoorie Study of Chronic Disease in China (KSCDC),
ktéry ma na celu zbadanie gtéwnych genetycznych i srodo-
wiskowych przyczyn powszechnych choréb przewlektych
w populacji chiniskiej i przechowuje probki krwi od ponad
0,5 mln pacjentow.

W Polsce istnieje ponad 50 bankéw tkanek i komoérek
wykorzystywanych do zastosowan medycznych (gtéwnie
do przeszczepéw tkanek i komorek), ktére posiadaja po-
zwolenie Ministra Zdrowia na prowadzenie dziatalnosci
zgodnie z art. 26 Ustawy z dnia 1 lipca 2005 r. o pobiera-
niu, przechowywaniu i przeszczepianiu komoérek, tkanek i
narzadéw (Dz. U. Nr 169, poz. 1411, z pézn. zm.) (stan na
dzien 28.07.2022). Zajmuja sie one gléwnie: gromadzeniem,
przetwarzaniem, przechowywaniem, dystrybucja oraz do-
puszczeniem do obiegu:
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- krwi pelnej, komoérek krwiotwoérczych, limfocytéw
z krwi obwodowej i komoérek krwiotwoérczych ze szpiku,
szpiku kostnego, komérek krwi pepowinowej, komoérek
mezenchymalnych ze szpiku,

- wysp trzustkowych,

- tkanek ludzkiego poplodu i komoérek izolowanych
z tkanek ludzkiego poptodu (sznura pepowinowego, lozy-
ska i blon ptodowych, preparatéw z blony owodniowej i
kosmowki),

- tkanki lacznej: tluszczowej i komoérek izolowanych
z tkanki ttuszczowej (np. mezenchymalnych komérek ma-
cierzystych), tkanki tacznej chrzestnej i komoérek izolowa-
nych z tkanki chrzestnej (chondrocyty),

- tkanek i komorek skory (skory petnej z tkanka podskor-
na, naskoérka z czescig skoéry wtasciwej, tkanki tluszczowej
podskérnej, preparatéw tkanek powlok sterylizowanych
radiacyjnie od zmartych dawcéw),

- tkanek wykorzystywanych w stomatologii (zebow sta-
tych i mlecznych, tkanki dzigsta, miazgi zeba statego),

- tkanek sercowo-naczyniowych (zastawek serca, osier-
dzia, naczyn krwionosénych),

- tkanek mie$niowo-szkieletowych (kosci, wiezadel, Scie-
gien, Iakotek),

- tkanek oka (galek ocznych, ptatkéw rogéwkowo-twar-
déwkowych, twardowki),

- tkanki nerwowej i nerwow.

Piecze nad bankami tkanek i komoérek wykorzystywa-
nych w medycynie sprawuje Krajowe Centrum Bankowa-
nia Tkanek i Komoérek (KCBTiK), ktére pelni funkcje refe-
rencyjne i konsultacyjne oraz sprawuje nadzoér pod wzgle-
dem fachowo-medycznym nad wszystkimi bankami. Rzecz
jasna w wielu przypadkach do przechowywania tkanek i
komorek wykorzystuje sie techniki krioprezerwacji. Liste
wszystkich bankéw komérek i tkanek dziatajacych na tere-
nie RP mozna znalez¢ na stronie internetowej KCBTiK pod
adresem: https:/ /www .kebtik.pl/.

W roku 2017 zawigzano Konsorcjum BBMRLpl (ang.
Biobanking and BioMolecular Resources Research Infrastructure
Poland), ktére w pierwszej fazie utworzylo 7 jednostek z te-
renu calego kraju, celem realizacji projektu ,, Utworzenie sie-
ci biobankéw w Polsce w obrebie Infrastruktury Badawczej
Biobankéw i Zasobéw Biomolekularnych BBMRI-ERIC”.
Projekt jest finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego w ramach przystapienia Polski do Euro-
pejskiej Infrastruktury Badawczej BBMRI-ERIC. Gtéwnym
celem projektu badawczego jest utworzenie Polskiej Sieci
Biobankéw (PSB) w obrebie Infrastruktury Badawczej Bio-
bankéw i Zasobéw Biomolekularnych BBMRI-ERIC. Pod-
stawowym zalozeniem PSB jest zrzeszenie jak najwiekszej
liczby jednostek zajmujgcych sie gromadzeniem materialu
biologicznego i udzielenie im merytorycznego wsparcia w
rozwijaniu ich biobankéw i repozytoriow.
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The basis of cell cryopreservation
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ABSTRACT

Cryopreservation is a method of preserving and storing biological material (cells, tissues and organ fragments) at low temperatures, usually
at liquid nitrogen (LN) or liquid nitrogen vapor temperatures. It guarantees long-term storage of biological material with maintenance of its
viability and genetic stability. The foundations for cryopreservation techniques were laid by scientific research on plant material in the late
19th century, while the boost in research on cryopreservation techniques occurred in the mid-20th century, when cryoprotectants were suc-
cessfully applied. The following article discusses the historical background of discoveries related to cell cryopreservation, the advantages of
using cryopreservation techniques, the scientific basis of the processes accompanying it, the types of cryoprotectants and the practical aspects
of cryopreservation useful in routine laboratory practice, using mammalian cell cryopreservation as an example. The advantages of using
cryopreservation techniques for biological material in scientific research, animal and plant breeding, and medicine and clinical practice are
also briefly discussed.
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