
Nr, 9 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXIV

7l. Kaszubkieuicz cż.| Medycyna Wet. 21, 668, 1965.
1,2. Kaszubkielbicz cz.| Medycyna Wet, 20, 16, 1964.
73. Mach z,i Rocz, nauk Zoot. 7, 25, 1974.
14, Michalska z,, Michalski z.: Biunletyn v Zjażdu PTNW

olsztyn 1974,346,
l5. std,chura J.: Pat. Pol, 2, 277, 797r.
16. Stdchura J., Pedrse A. G. E,: vircho\ł,S Arch. 5, 1?3, 19?0.
77, szuperski T,: Medycyna wet. 32, 364, 19?6.

Adres autora: d| TadeLrSZ Rotkiewicz. ul. M. Gotowca 41/4.
10-00], olsztyn.

PoTxesr,rq T., ltlapex 16. -- lucroxrtMI|9ecxue IdccJIe-
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MrxpocxonlrqecKI4e lccJIeAoBaHI{fl Kaca.ltrlcb ll]r{To-
B]łAHLIX >KeJIe3 cBlłHeż nopoA: nbepTeH, xpynrł,oż 6e-
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Hrqrolł necrpolż, eecoNł 115 Kr, KopMJIeHHbIx onrHaKo-
R6IMI{ BlAaMrI KopMa r npe6rrnaroil]fix B Tex caMblż
),CJloBt4fl x coAep)KaHfi fi ,

O6Hapy><rrnrł, qTo lqrIToBlAHbIe x<eJle3bt cslHeż no-
poA nBeTpeH, xpynnoń 6enoń nonscxoż ornz.łarotcg
HaJII4q/eM ny3LIpbKoB MaJIoro o6lelła J4 co cpeAHe Bbi-
col{rtM 3II1,I,eJIueNI, a TaKrł(e HaJI]4I{ŁeM xonnouna. 6o-
laTolo ]4oAoM, lI{ilToBr{AHBIe >xe )KeJIe3lr csuHeŻ nopo.4

no;rscxoż 6enoż gnuurłoyxoń w slotrrrłqroż flecTpoii
c6na4aror MHofoqŁcJIeHHsIM14 IIy3r'lpbKaMla KpynHoru
o6,1elła u c KoJIJIotĄAou, 6egurru ,{oAoM.

Knetxrł C y celłaeń no,po,qL,I nbeTpeH r rpynrłoż 6e-
J]cŻ noflbcKoŻ, o6napy><lrBaeMble MeToAoM cepe6perrNa
no lpzue nlrycy, o6n a,qaror MHoIIzMJł aprrłpoQuasrłsIlłN
IpaHy.TIflIl'{flMI{.

Rotkiewicz T., Szarek J. - Histochemical examinations
of the thyroidea of pigs of different lrreeds.

Microscopic examinations concerned the thyreoids
delived flom pigs of Pietrain, Large-White Polish, Po-
lish-White and Złotnicka Spotted breeds, 115 kg of
body weight, fed the same kinds o,f fodder and mailn-
tained under similar condition. It was f,ound that the
thyreoids of Pietrain and Large-White Polish breeds
passessed the vesicles of small volume, an average
lreight of the epithelium and the colloid with a lot of
iodine, Instead the thyreorids of Polish-Whitebreeda,nd
Złotnicka Spotted breed had many large vesicles with
the co]loid of poor concentration of iodine. C ce]ls
of Pietrain and Polish-Large-White breed had many
argyrophilic granules revealed by means of Grimelius'
staining technique.

MAREK NIEMIAŁTO\MSKI

W wielu dyscyplinach biologicznych i me-
dycznych istotne zr\aczeTILe odgrywają techniki,
polegające na zastosowaniu bardzo niskich tem-
peratur oraz przechowywaniu mateliału bio]o-
gicznego w stanie zarnrożenia.

Zagadnieniami naukowego zastosowania ni-
skich tempera|ur zajmują się:

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

2) kriobiologia, tj. nauka zajmująca się pTze-
chowywaniem żywego materiału komórkowego
w niskich teemperaturach, co powstrzymuje
jego starzenie się i hamuje procesy życiowe ko-
mórek, z możIlwością przywrócenia im pełnej
zywotności w stosunkowo krótkim czasie,

Stosowanie technik mrożeniowych posiada
szczegÓIne z\aczenle \,v laboratoriach wirusolo-
gicznych, w których podstawowa praca opar-
ta jest na namnażaniu wirusów w hodo-
wlach komórkowych i tkankowych. Możliwość
przypadkowych zakażeń laboratoryjnych oraz
występowanie mutacji genetycznych związa-
nych ze stałym pasażowaniem komórek i,n użtro,
stwarza konieczność posiadania w laboratorium
własnego banku tkanek, który umożliwia w
dowoInym czasie odtworzenie utraconej ho-
dowli.
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W niniejszej pracy szczegóIny nacisk poło-
żonc: na przedstawienie techniki zamrażania
hodow]i komórkowych i tkankowych. Opano-
wanie wymienionej techniki, jak równiez po-
siadanie odpowiedniej jakości pojemników do
transportu i przechowywania ciekłych gazów
otaz zamrazania w nich hodowli, stanowi pod-
stawę do założenia własnego banku tkanek.

Nisł<ie te,rrlperatury sLtosowane do przeohowywajnia
hodorł,li komóilkowych i tkalnkowych otrzymuje się
p|zez użycie ciekłego azotu (punkt wrzenia

-195,8oC; 
pu,nkt torpnienia : 

-210oC). 
Ciekły azot

jesit płyn,em beżb,arwnym, bezwonny,rn, niertoksycznym
i niepalnym. Należy do najlczęściej stosowanyoh krio-
genów i służy nie ,tylko d,o zamrażania hodowli, ale
i inn/ch materiałów biologicznycłt (1, 6, 7, 11, 12, 1t6).

Zarrnrażan|te i o,dmrażanie hodowli ikomórkowych
i tkankowych może doprowadzić do usżkodzeń kornó-
rek za,mrażanych ho,dowli. Niepożądanvm efektom za-
mrażania i odmrażania hodowli ,można ,zapobiec lub
znacznle je zmniejszyć, dziEki zas,tosowaniu dob,nanych
drogą ,doświad,cza,I,ną, najlepszyoh dla datnej hodowli
czynników och,raniających komórki przed skutkami
zamrożenia (10). Obniżenie temperatury powoduje ,pod-
wyższenie ,stężenia wewnątrz - komórkowych elektro-
litów, ,ctl wpływa niszcząco na RNA, DNA oraz dena-
turuje białka i polipeptydy.

Czynni,ki ochraniające oibniżają stężenie elektroli-
tólv, zmniejszają odwodni,elnie ko,mórek, zapobiegając
tr,łro|zelnju się klysz,tałów ]odu, jdk ,również staib'illizują
makrocząsteczk[, przede wszystkim w błonie kornór-
ko,wej. Dzielą się one na vrniłlaljące i nie wnikające
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do komórek. Do wnikającycb ,należą: glicer.,oi i drvu-
metylosulfortlenek (DMSO). Mni arnie ,rnają
czynniki nie lvnikające, ąp. pol on (PVP),
poliglikol, dextran, sorbito,I, mannirtol, llaktoza, glukoza
i sacharoza.

I l0 l00 1000 / l0 l00 lN1
,zybłość funĘźdrią ( oc/min)

Ry,c. 1. Przeżywal,no,ść kolmórek chomika chińskiego
jako funkcja tyrpu czynn,ików ochraniających oraz
szyb'kości zamrażani,a i odmrażania, wg Mazura (10)

Ta;b, 1. Pr.zeżywalność ]romórek chomilka chińskiego
zamrażanych powoli w buforowanym roztworze soli
Hanl<s,a, zawierającym różne ozynni|ki oohrania jące,

lvg Mazura (1,0)

5) zarviesinę komórek z czynnlktem ochraniającym
l,ozlać po 2 mLI pipetą lulb strzykawką do 5 mI ampu-
]ek, które zarni<nąć przez :zabqp,ienie w płomien,iu pa,l-
nilra _ górnej części ampułki,

6) arnpułki z hodowlą przeohowywać w alkoholu
przez I2-IB godzin w temperaturze lAaC,

7) ,następnie hodowle w ampułkach zamrozić w
laźni lodowej w miiesza:ni,nie aceto,nu ,i suchego lodu,
o,bniżając ternperaltu,rę w łaźnli o loCfmin.,

B) po osiągnięciu ternperartury -'25oC ampułki szń-
ko przenieść do ,metalowego pojerrlnika u,mieszczonego
w kontenerze z ciekłym azotem; co kilka dn,i spraw-
dzać ubytek ,cieikłego .ażot;u z konte,nera,

9) do każdej arnpułki z hodowlą dołączyć nu,mei,
identyfi'}cacyjny,,pozwalający odszuil<ać w dzienniku
darne Chara|]<teryzujące zam,rożoiną ho,dowIę, tj. dlatę
zarnrożenia, skład podłoża lnamnażająoego i ,technikę
zamrażania, j,ak również liqzbę ampułek z zamrożoną
hodo,wlą.

Olmrażanie lhorC,o,tvli i]co,mórko,wlłch i tkanko,wych:
1) po ostrożnym wyjęciu ampułki z zamro,żoną ho-

dow,Ią z pojemnika (wyjmować w okulara,ch i ręka-
wicach oohlronnych!) komóiki szyb[<o odmrozić, prze-
no3ząc ampułki na okr,es około 3 minut do łaźni wod-
nej zawierającej wodę o tornlperaturze +40oC,

2) po odmrożeniu hodowlę wyciąg,nąć strzykawką
z tępą igłą do butelhi Legroux i ,bar.dzo powoli, kro-
plami, wp,uścić ,do niej płyn namnażający,

3) butelkę Legroux z hodowlą ws,tawić ,do termo-
statu o tem]pera,iurz€ 37oC i po 24 eadzinacrtr zmie,nić
płvn namnażający w celu usurnięcia rn,arrtwych kolmó-
rek i czynnilka oeh,r"ani,ającego,

4) po 2-3-krof,nym pasaźowaniu odmrożonej ho-
do,"v),i odzyskuje ona w ,pełni swoją wirtalność.

Techniki przechowywalnia hodowli komórkowych i
tkankowydh w stanie zamrożenia, jak również zwią-
z.aTle z t].,rn problemy, zostały opi,sane p,rzez liczny,ch
autorów (Z, 4, S, 13, 15). 'W swojch pracań poruszają
oni tak istotne zagad,nieniia, jak przeżywalność, ży-
r.ł.otność i stabilność genetyezną różnych hodowli ko-
mórko,wvch pierwotnvoh i ciągłyń o,r.az wraż]iwość
uprzednio zamrożonych hodowli n,a różne wirusy.

stulierdzono, że Lprzechowywanie kornórek llirnii ciąg-
łych w stanie za,mrożenia nie \^.płrwa na zmianę ich
tvrażIiwości na wirus. na k|tóry były rvrażJiwe przed

Ryc. 2. Pojemnil< do tlanspoltu i plzechowyrvania
ciekłe,go azotu, typ LD-zl5-rN o p,ojemności 25 1

Czynniki
ochrani,ające

Procent przeżycta
po zamrożeniu *

1,60Cirnin, BoC/min

0,5 M glicerol
1,2,5 M gJ.ice,rol
0,35 M sacharoza
0,5 M DMSO
0,0,0,4 M P\IP

objaśnienie: * 
- Procentowa Zależność poniędzy liczbą ży-

wych komórek w Zamrożonej Zalviesinie a 1iczbą żywych
komórek w niezamrożonej ko,ntroLi.

Na ryc. 1 i w tab. 1 przedstawiono pfzykłado\^/o
plzeżywaln,o,ść komórek chomika chińLskie,go lpo zam]]o-
żeniu w obeonośoi różnych czynnilków ochraniających.

Dokładny schemat zamrażania i odmrażania hodowli
komórl<owych i,t]<an]ncwyckr o,pisalno,poniżej.

Zarrvażanie hodowli komórkowych i tkankowych:
1) hodowle komórek }inii ciągłych trypsynować w

sLacjonarnej flazi,e wzrorstu,
2) ,wirować przez l0 mtn. ,prrzy 1000 obr./min.,
3) pr,zygotować zawiesi,nę komórek w płynie namna-

żającym tak, aby ich ]iczba wynosiła od 2X106 do
5X 1,00 komórek .\M 1 ml płynu
Liczbę komórek określić wg wzoru:

aX10000
9

gdzie: a : )Jczba komórek oznaczona w komorze
BLirkera. Procent żywyoh komórek obhczyć barw,iącje przyży,ciowo 0,50/o rolztworem ,wodnyrn błękitu try-
panu,

4) ,prz5rgotowaną zawiesi,nę komórek d,okład,nie wy-
mieszać, dodać 10 do 75010 jałowego glicerolu lub
DMSO i ponowni,e dobrze wymies,zać, po czym pozo-
stawić aawiesinę przfz 3,0 minut w temperatu,rze po-
kojowej,

2
10
1,8

30

5
20
25
1B
45
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zam,rożeniem, co potwie,rdzają doświadczenia rvłasne,
.jak i innych autorów (3, 14).

Wyka,zano rów;nież, że piet-,lvotne hodorł,ie posia-
clają wysoką wrażliwość na zarntażanie i przeżywają
odmrażanie lv niewie,lkim tylko siopniu lub calko-
rvicie obumierają.

Zalważono, że komórki uprzednio zamrożo,ne, de-
generują szybciej pod wpływem wirusa niż komórki
nie zarnnożone, co może być związ,ane z większą po-

Ryc. 3. Pojomnik do zamr,ażania w ciekłym azocie,
typ LR-19 o pojemności 1,8,,45 1. 1 - 

rnetallowe naczy-
nie do przechorvywania ampułek z zarnrożonym ma-

ter.iałem biologicznJrm

HOLM J.: Badania zawartości ołowiu i kadmu w prób-
kach mięsa i narząd,ów drobiu. (Untersuchungen auf
den Gehalt an Blei untl Cadmium in Fleisch- un Or-
ganproben von Gefliigel einschliesslich Wassergefliigel).
Fleischwirtschaft 58. 299. 197B.

Przeprowadzono badania zar,łrar1.ości ołowiu i kad-
mu w tkance mięśniolvej, nerkach i wąŁrobach 51 in-
dyków, 102 kaczek, 103 gesi i porównano z zawattoś-
cią wym. metali oznaczoną w okresie wcześniejszym
u kurcząt. Kurczeta pochodziły z RFN, Holandii, Fran-
cji, Belgii i Danii a indykj, kaczki i gesl z Polski i Wę-
gier W tkance mięśniowej indyków, kaczek i gęsi wy-
kazano nieco wyższą zawartość olowiu i kadmu niż
u kurcząt. W narządach wszystkich gatunków drobiu
zawartość obu pierwiastków, a szczególnie kadmu w
nerkach była wyższa niż w tkance mieśniowej. zawar-
tość ołowiu w nerkach kurcząt przekroczyła dopusz-
czalną wartość graniczną 0,5 ppm o 3,50/o, kaczek o 4,9|'ll
i gęsi o l0lo. Zawartość ołowiu w wą|robach kurcząt
była o 50ń a gęsi o 1,70k wyższa od dopuszczalnej. Po-
ziom kadmu w nerkach drobiu był dużo wyższy od
zarvartości ołowiu. Ilość kadmu w nerkach kur.cząt
przekroczyła dopuszczalny limit 0,5 ppm o ok. 390/o, in-
dyków o 690/t, kaczek o 720lo, gesi o 130/o. W wątrobach
kulcząt wykazano poziom kadmu o 2096 a u gęsi o 177o
wyższy od waltości gr.aniczne,j.

datnością błony komór,ek na przenikanie wirusa do
wnętrza komórki i związaną z ty.m wcześniejszą repli-
kacją tłłirusa (3),

zao,bsel,wowano lepsze dzi,ałanie ochro,nne wobec
hodowli HeLa i L (fibroblasty myszy) 100/o roztworu
DMSO niż glicerolu, co zapewniało ptzeżywalność od
81-9go7o zamrożonych komorek (5).

Przeprowadzenie oplsanego w tekście zarlrażania
materiału biologicznego i związane z tym utworzenie
banku tkanek możiiwe jest tylko w przypadku posia-
dania dobr,,ej jakości naczyń De\ł,ara, służących do
tl,ansporrtu i przechowyr.vania skroplonych gazów.

W powszechnym użyciu znajdują się pojemniki plo-
dukorł,ane plzez firmę Union Carbide.

1) do ilansportu i plzechor,vy"rvania olekłych gazów,
n.:. LD-2J-N o pojemności 25 I (ry,c. ż),

2) do zamrażanta w ciekłym azo:ie, np. LR-19 o po-
jemności 18.13 1 (iyc. 3).

W Polsce technikami mr.ożeniow}"rni zajmuje sIę Za-
kład Niskich Te,mperatur Centrałnego Ośrod.ka Tech-
niki Medycznej w W,arszawie, który rł,ybwarza m.in.
ulządzenia do kontrolowanego zamrażania vl ciekłym
azocie maLel,iału biologi'cz^ego, zestawy do kriochi-
furgij, rvyposażenia banków krlł,r oL-az mikrotomy
cirłolz.lne oiekłym azotem (8)
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HECHT H.: Pierwiastki śladowe w przyprawach. 1.
Fierwiastki toksyczne - ołów, kadln i rtęć. (Spurene-
lernente in Gewiirzen. 1. Die toxischen Elemente Blei,
Cadmium und Quecksilber), Fleischwirtschaft 58, B4B,
197 8.

Przeprowadzono badania zawartości ołowiu, kadmu
i rtęci w 136 r,odzajach ziół i przypraw stosowanych w
przetwórstwie mięsnym. Badania 11lykazały dużo wyż-
szą zawartcść ołowiu i kadmu ,w przyprawach niż w
mięsie. Tylko niewielka ilość przypra\ł, i ziól, może być
stosowana w plzemyśle mięsnym bez szkody dla zdro-
wia człowieka, Majeranek, tymianek, anyżek i paprvka
należą do pfzypra!ff o najwyższej za,łlartości pierwiast-
ków toksycznych. Łuszczenie piepr'zu nie powoduje
istotnego spadku zawal,tości w n.im ołowiu i kadmu.

ą,a,

OBERDIECK R.: Związki zapachowe ziół i przypraw.
Cz, I i il. (Die Aromastoffe der Gewiirze und Wiirz-
krziuter (I untl II), Fleischwirtschatt 56, 949, 7976 (cz.I)
i Fleischwirtschaft 58, 801, 197B (cz. II).

W przeglądorvym, bogato udokumentowanym arty-
ku]e omawia autor historyczny rozwój badań nad zwią-
zkarni zapachowymi, fizjologię przypraw i biogenezę
aromatycznych związków roślinnych ze szczegó).nym
uwzględnieniem składnikółr, zapacho,"vych owoców cy-
trusowych, związków odpowiedzialnych za pilrantny
smak i zapach imbilu i zlół rodzaju Capsicum, 

a.a,.
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