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Porkesuu T., Illapex [O. — I'meroxmmnueckue ncciie-
MOBAHMUS IMTOBUAHBIX 3KeJje3 pPa3JIUYHLIX IOpPOa CBH-
Hei.

Muxgpockonyuyeckue MCCACNOBAHUA KaCaJUCh IUTO-
BUIHBIX 3KeJe3 CBUHEN IIOPOJ: NhepTeH, KPyNuom be-
JIOVI TIOJIBLCKOM, INOJLCKOM Oesioil ANMHHOYXOM M 3J0T-
HUIIKOM IIeCTPOI, BecoM 115 KT, KOPMJEHHBIX OAMHAKU-
BbIMM BUIaMM KOpPMa M IIPeObIBAlOIMX B TeX CaMblY
YCIOBUAX COJEPIKAHUSI.

ObHapy=uiay, 4TO LUTOBUAHbIE ZKeJje3bl CBUHEN IIG-
pox mbeTpeH, KPYNUHOM OeJloil II0JLCKOI OTAMYaroTes
HaJUM4YMeM Ny3bIPbKOB MaJjoro o6mweMa M €O CPegHe Bbi-
COKMM SNUTEeJMeM, a TaKzKe HaJuuyueM KoJjjouna, 66-
LaToOro MOJIOM, IIMTOBUAHBIE XKe JKeJe3bl CBUHEH Iopol

MONBCKON CeJIoN AJMHHOYXOM U 3JIOTHULKONM IIeCTPON
cbJIajal0T MHOIOYUCNEHHBLIMY Iy3bIPbKAMM KPYIIHOTO
o6 beMa U C KOJJIOUAOM, DEZHBIM MOLOM.

Knerku C y cBMHEN IOPoIbl IbeTPeH M KPYIIHOH Oe-
JICH TIONIBCKOM, ODHapyzKMBaeMble MeTOAOM cepebpenns
no I'pumennycy, o6aa7ar0T MHOIMMK aprupodUILHBIMMI
IrpaHy IALUMAMU.

Rotkiewicz T., Szarek J. — Histochemical examinations
of the thyroidea of pigs of different breeds.

Microscopic examinations concerned the thyreoids
derived from pigs of Pietrain, Large-White Polish, Po-
lish-White and Zlotnicka Spotted breeds, 115 kg of
body weight, fed the same kinds of fodder and main-
tained under similar condition. It was found that the
thyreoids of Pietrain and Large-White Polish breeds
passessed the vesicles of small volume, an average
height of the epithelium and the colloid with a lot of
iodine. Instead the thyreoids of Polish-White breed and
Zlotnicka Spotted breed had many large vesicles with
the colloid of poor concentration of iodine. C cells
of Pietrain and Polish-Large-White breed had many
argyrophilic granules revealed by means of Grimelius’
staining lechnique.

PRAKTYKA LABORATORYJNA

MAREK NIEMIALTOWSKI

Zastosowanie techniki przechowywania hodowli

komérkowych i tkankowych w stanie zamrozenia

7 Zakladu Wirusologii Instytutu Chorob Zakaznych i linwazyjnych Wydzialu Welerynaryjnego SGGW-AR w Warszawic

W wielu dyscyplinach biologicznych i me-
dycznych istotne znaczenie odgrywajg techniki,
polegajace na zastosowaniu bardzo niskich tem-
peratur oraz przechowywaniu materiatu biolo-
gicznego w stanie zamrozenia.

Zagadnieniami naukowego zastosowania ni-
skich temperatur zajmujg sie:

1) kriogenika, tj. technika wytwarzania i
utrzymywania bardzo niskich temperatur,

2) kriobiologia, tj. nauka zajmujaca sie prze-
chowywaniem zywego materialu komoérkowego
w niskich teemperaturach, co powstrzymuje
jego starzenie sig i hamuje procesy zyciowe ko-
morek, z mozliwoscia przywrécenia im pelnej
zywotnosci w stosunkowo krotkim czasie.

Stosowanie technik mrozeniowych posiada
szcezegblne znaczenie w laboratoriach wirusolo-
gicznych, w ktérych podstawowa praca opar-
ta jest na namnazaniu wirusé6w w hodo-
wlach komorkowych i tkankowych. Mozliwosé
przypadkowych zakazen laboratoryjnych oraz
wystepowanie mutacji genetycznych zwigza-
nych ze stalym pasazowaniem komorek in vitro,
stwarza konieczno$é¢ posiadania w laboratorium
wlasnego banku tkanek, ktéry umozliwia w
dowolnym czasie odtworzenie utraconej ho-
dowli.
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W niniejszej pracy szczegdlny nacisk polo-
zono na przedstawienie techniki zamrazania
hodowli komorkowych i tkankowych. Opano-
wanie wymienionej techniki, jak réwniez po-
siadanie odpowiedniej jako$cl pojemnikow do
transportu i przechowywania cieklych gazéw
oraz zamrazania w nich hodowli, stanowi pod-
stawe do zalozenia wlasnego banku tkanek.

Niskie temperatury sbosowane do przechowywania
hodowli komdrkowych i tkankowych otrzymuje sie
przez uzycie cieklego azotu (punkt wrzenia =
—195,8°C; punkt topnienia = —210°C). Ciekly azot
jest plynem bezbarwnym, bezwonnym, nietoksycznym
i niepalnym. Nalezy do najczesciej stosowanych krio-
genow 1 stuzy nie tylko do zamrazania hodowli, ale
i innych materialéw biologicznych (1, 6, 7, 11, 12, 16).

Zamrazanie i odmrazanie hodowli komoérkowych
i tkankowych moze doprowadzi¢ do uszkodzen komo-
rek zamrazanych hodowli. Niepozadanym efektom za-
mrazania i odmrazania hodowli mozna zapobiec lub
znacznie je zmniejszy¢, dzieki zastosowaniu dobranych
droga doswiadczalng, najlepszych dla danej hodowli
czynnikow ochraniajacych komoérki przed skutkami
zamrozenia (10). Obnizenie temperatury powoduje pod-
wyzszenie stezenia wewngtrz — kKomérkowych elektro-
litéw, co wplywa niszczaco na RNA, DNA oraz dena-
turuje biatka i polipeptydy.

Czynniki ochraniajgce obnizaja stezenie elektroli-
tow, zmniejszaja odwodnienie komoérek, zapobiegajgc
tworzeniu sie krysztaléw lodu, jak réwniez stabilizujg
makroczasteczki, przede wszystkim w blonie komor-
kowej. Dzielg sie one na wnikajgce i nie wnikajgce
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do komorek. Do wnikajacych nalezy: glicerol i dwu-
metylosulfotlenek (DMSO). Mniejsze zastosowanie maja
czynniki nie wnikajgce, np. poliwinylopyrolidon (PVP),
poliglikol, dextran, sorbitol, mannitol, laktoza, glukoza
i sacharoza.
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Ryc. 1. Przezywalnos¢ komoérek chomika chinskiego

jako tunkcja typu czynniké6w ochraniajgcych oraz
szybkosci zamrazania i odmrazania, wg Mazura (10)

Tab. 1. Przezywalnos¢ komoérek chomika chinskiego
zamrazanych powoli w buforowanym roztworze soli
Hanksa, zawierajacym rozne czymniki ochraniajace,
wg Mazura (10)
. Procent przezycia
Czynniki po zamrozeniu *
ochraniajgce -
| 1,6°C/min. 8°C/min

0,5 M glicerol 2 5
1,25 M glicerol 10 20
0,35 M sacharoza 18 25
0,5 M DMSO 30 18
0,004 M PVP 32 45

Objasnienie: * — Procentowa zaleznos¢ pomigdzy liczbg 2y-
wych komorek w zamrozonej zawiesinie a liczbg zywych
komorek w niezamrozonej kontroli.

Na ryc. 1 i w tab. 1 przedstawiono przykladowo
przezywalno$é komorek chomika chifiskiego po zamro-
zeniu w obecnosai roéoznych czynnikéw ochraniajacych.

Dokladny schemat zamrazania i odmrazania hodowli
komorkowych 1 tkankowych opisano ponizej.

Zamrazanie hodowli komoérkowych i tkankowych:

1) hodowle komorek linii ciggltych trypsynowacé¢ w
stacjonarnej fazie wzrostu,

2) 'wirowaé przez 10 min. przy 1000 obr./min,,

3) przysgotowaé zawiesine komérek w pltynie namna-
zajgcym tak, aby ich liczba wynosita od 2X108 do
53X 108 komérek w 1 ml plynu.

Liczbe komorek okreéli¢c wg wzoru:

2 10 000
9

gdzie: a = liczba komérek oznaczona w komorze
Birkera. Procent zywych komérek obliczyé barwiac
je przyzyciowo 0,5% roztworem wodnym blekitu try-
panu,

4) przygotowang zawiesine komoérek dokladnie wy-
miesza¢, dodaé¢ 10 do 15% jatowego glicerolu lub
DMSO i ponownie dobrze wymieszaé, po czym pozo-
stawié¢ zawiesine przez 30 minut w temperaturze po-
kojowej,

5) zawiesine komoérek z czynnikiem ochraniajgcym
rozla¢ po 2 ml pipetg lub strzykawksg do 5 ml ampu-
lek, ktore zamkngé przez zatopienie w plomieniu pal-
nika _gérnej cze$ci ampulki,

6) amputki z hodowlg przechowywaé w alkoholu
przez 12—18 godzin w temperaturze —+4°C,

7) nastepnie hodowle w ampulkach zamrozié¢ w
lazni lodowej w mieszaninie acetonu i suchego lodu,
obnizajgc temperature w lazni o 1°C/min.,

8) po osiggnieciu temperatury —25°C ampulki szyb-
ko przenie$é do metalowego pojemnika umieszczonego
w kontenerze z cieklym azotem; co kilka dni spraw-
dzaé ubytek cieklego azotu z kontenera,

9) do kazdej amputki z hodowlg dolgczyé numer
identyfikacyjny, pozwalajgcy odszukaé¢ w dzienniku
dane charakteryzujace wamrozong hodowile, tj. date
zamrozenia, sklad podloza mamnazajgcego i technike
zamrazania, jak réwniez liczbe ampulek z zamrozong
hodowlg.

Odmrazanie hodowli komorkowych i tkankiowych:

1) po ostroznym wyjeciu ampulki z zamrozong ho-
dowla z pojemnika (wyjmowaé w okularach i reka-
wicach ochronnych!) komoérki szybko odmrozié, prze-
noszac ampulki na okres okolo 3 minut do tazni wod-
nej zawierajagcej wode o temperaturze -+40°C,

2) po odmrozeniu hodowle wyeciagnaé strzykawks
z tepa igla do butelki Legroux i bardzo powoli, kro-
plami, wpusci¢ do niej plyn namnazajacy,

3) butelke Legroux z hodowlag wstawié¢ do termo-
statu o temperaturze 37°C i po 24 godzinach zmienié
plyn nammnazajgcy w celu usuniecia martwych komo-
rek i ezymnika ochraniajacego,

4) po 2—3-krotnym pasazowaniu odmrozone]j
dowli odzyskuje ona w pelni swoja witalnosé.

Techniki przechowywania hodowli komdrkowych i
tkankowych w stanie zamrozenia, jak rowniez zwig-
zane z tym problemy, zostaly opisane przez licznych
autorow (2, 4, 9, 13, 15). W swoich pracach poruszajg
oni tak istotne zagadnienia, jak przezywalno$é, zy-
wotno$é i stabilno§é genetyezng réznych hodowli ko-
moérkowych pierwotnych i cigglych oraz wrazliwoéé
uprzednio zamrozonych hodowli na rézne wirusy.

Stwierdzono, ze przechowywanie komérek limii cigg-
tych w stanie zamrozenia nie wplywa na zmiane ich
wrazliwosci na wirus, na ktéry byly wrazliwe przed

ho-

Ryc. 2. Pojemnik

do transportu i
ciektego azotu, typ LD-25-N o pojemnosci 25 1

przechowywania
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zamrozeniem, co potwierdzajg do$wiadczenia wlasne,
jak i innych autorow (3, 14).

Wykazano réwniez, ze pierwotne hodowle posia-
daja wysokg wrazliwo§¢ na zamrazanie i przezywaja
odmrazanie w niewielkim tylko stopniu lub calko-
wicie obumierajg.

Zauwazono, ze komorki uprzednio zamrozone, de-
generujg szybcie] pod wplywem wirusa niz komorki
nie zamrozone, co moze byé zwigzane z wiekszg po-

Ryc. 3. Pojemnik do zamrazania w cieklym azocie,

typ LR-19 o pojemnosci 18,45 1. 1 — metalowe naczy-

nie do przechowywania ampulek z zamrozonym ma-
terialem biologicznym

datnoscig blony komérek na przenikanie wirusa do
wnetrza komérki i zwigzang z tym weczedniejszg repli-
kacjg wirusa (3).

Zaobserwowano lepsze dzialanie ochronne wobec
hodowli HeLa i L (fibroblasty myszy) 10% roztworu
DMSO niz glicerolu, co zapewnialo przezywalno$é od
84—38% zamrozonych komorek (3).

Przeprowadzenie opisanego w tekscie =zamrazania
materialu biologicznego i zwigzane z tym utworzenie
banku tkanek mozliwe jest tylko w przypadku posia-
dania dobrej jakoSci naczyn Dewara, stuzgcych do
{ransportu i przechowywania skroplonych gazdw.

W powszechnym uzyciu znajduja sie pojemniki pro-
dukowane przez firme Union Carbide.

1) do transportu i przechowywania cieklych gazéw,
np. LD-25-N o pojemnosci 25 1 (ryc. 2),

2) do zramrazania w cieklym azocie, np. LR-19 o po-
jemnosci 1843 1 (ryc. 3).

W Polsce technikami mrozeniowymi zajmuje sie Za-
Klad Niskich Temperatur Centralnego Osrodka Tech-
niki Medycznej w Warszawie, ktéry wytwarza m.in.
urzadzenia do kontrolowanego zamrazania w cieklym
azocie malerialu biologicznego, zestawy do Kkriochi-
rurgii, wyposazenia bhankdéw Kkrwi oraz mikrotomy
chlodzome cleklym azotem (8)
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HOLM J.: Badania zawartos$ci elowiu i kadmu w prob-
kach miesa i narzadow drobiu. (Untersuchungen auf
den Gehalt an Blei und Cadmium in Fleisch- und Or-
ganpreben von Gefliigel einschliesslich Wassergefliigel).
Fleischwirtschaft 58, 299, 1978.

Przeprowadzono badania zawarlo§ci olowiu i kad-
mu w tkance mie$niowej, nerkach i watrobach 51 in-
dykow, 102 kaczek, 103 gesi i poréwnano z zawartos-
cia wym. metali oznaczong w okresie wczesniejszym
u kurczat. Kurczeta pochodzily z RFN, Holandii, Fran-
cji, Belgii i Danii a indyki, kaczki i gesi z Polski i We-
gier. W tkance mie$niowej indykéw, kaczek i gesi wy-
kazano nieco wyzsza zawarto$é olowiu i kadmu niz
u kurczat. W narzadach wszystkich gatunkéw drobiu
zawartos¢ obu pierwiastkow, a szczegdlnie kadmu w
nerkach byla wyzZsza niz w tkance mie$niowej. Zawar-
tos$¢ olowiu w nerkach kurczat przekroczyla dopusz-
czalng wartosé graniczng 0,5 ppm o 3,5%, kaczek o 4,9%
i gesi o 1%. Zawarto$¢é olowiu w watrobach kurczat
byla o 5% a gesi o 1,7% wyzsza od dopuszczalnej. Po-
ziom kadmu w nerkach drobiu byl duzo wyzszy od
zawartosci olowiu. Ilo§¢ kadmu w nerkach kurezat
przekroczyla dopuszezalny limit 0,5 ppm o ok. 39%, in-
dykéw o 69%, kaczek o 72%, gesi o 13%. W watrobach
kurczat wykazano poziom kadmu o 20% a u gesi o 17%
wyzszy od wartodei granicznej.
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HECHT H.: Pierwiastki sladowe w przyprawach. 1.
Pierwiastki toksyczne — oléow, kadm i rteé. (Spurene-
lemente in Gewiirzen. 1. Die toxischen Elemente Blei,
Cadmium und Quecksilber). Fleischwirtschaft 58, 848,
1978.

Przeprowadzono badania zawarto$ci otowiu, kadmu
i rteci w 36 rodzajach ziél 1 przypraw stosowanych w
przetwdrstwie miesnym. Badania wykazaly duzo wyz-
szg zawartosé otowiu i kadmu w przyprawach niz w
miesie. Tylko niewielka ilo$é¢ przypraw i ziél moze byé
stosowana w przemy$le miesnym bez szkody dla zdro-
wia czlowieka. Majeranek, tymianek, anyzek i papryka
nalezg do przypraw o najwyzszej zawartosci pierwiast-
kow toksycznych. Luszczenie pieprzu nie powoduje
istotnego spadku zawartosci w nim olowiu i kadmu.

a.a.

OBERDIECK R.: Zwiazki zapachowe zidol i przypraw.
Cz. I i II. (Die Aromastoffe der Gewiirze und Wiirz-
krauter (I und II). Fleischwirtschatt 56, 949, 1976 (cz. I)
i Fleischwirtschaft 58, 801, 1978 (cz. II).

W przegladowym, bogato udokumentowanym arty-
kule omawia autor historyczny rozwdéj badan nad zwia-
zkami zapachowymi, fizjologie przypraw i biogeneze
aromatycznych zwigzkéw roslinnych ze szczegdlnym
uwzglednieniem skladnikow zapachowych owocdéw cy-
trusowych, zwigzkéw odpowiedzialnych za pikantny
smak i zapach imbiru i ziél rodzaju Capsicum.

a.a.



