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ZYCIODAJNA WODA - NAJWIEKSZY PROBLEM PODCZAS ZAMRAZANIA
PREPARATOW BIOLOGICZNYCH

Materiat biologiczny podlega
zmianom i degradacji zgodnie
Z prawami obowigzujgcymi

w przyrodzie. Aby zachowac
go do pdzniejszych badan

w odpowiednim stadium, mu-
simy zatrzymac zachodzace

W nim procesy bez wywierania
wptywu na jego charakter.
Zatrzymanie zegara biologicz-
nego nastepuje, kiedy miedzy
wnetrzem komorki, a jej oto-
czeniem nie zachodzi dyfuzja.
Najbardziej efektywng metodga
utrzymania takiego stanu jest
zamrozenie i przechowywanie
materiatu biologicznego

w niskich temperaturach.

Woda stanowi 60-95% catkowitej masy ak-
tywnie zyjacych komorek. Przemiana wody
w 16d prowadzi do zahamowania dyfuzji,
zatrzymania procesow metabolicznych

i tym samym zegara biologicznego.

Tworzenie krysztatéw lodu moze jednak
prowadzi¢ do nieodwracalnego uszko-
dzenia materiatu biologicznego podczas
procesu zamrazania lub rozmrazania:

- wewnatrzkomérkowe krysztaty lodu po-
wodujg niszczenie bton komaérkowych,

pozakomérkowe krysztaty lodu wpty-
wajg na uszkodzenia mechaniczne oraz
chemiczne,

- zachwianie réwnowagi osmotycznej
wewnatrz komorek prowadzi do dena-
turacji biatek.
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WPLYW SZYBKOSCI ZAMRAZANIA NA
USZKODZENIA MATERIALU BIOLOGICZNEGO

Tempo procesu mrozenia ma ogromny
wptyw na zmiany zachodzace w komér-
kach. Tworzenie krysztatéw lodu oraz zaburze-
nia rbwnowagi osmotycznej stanowia w tym
przypadku najwieksze niebezpieczenstwo [1].

Powolne zamrazanie prowadzi poczatkowo
do tworzenia krysztatéw lodu na zewnatrz

komorek, przez co zostaje zachwiana
rébwnowaga osmotyczna i nastepuje

ich odwodnienie. Szybkie zamrazanie
minimalizuje efekt zachwiania rownowagi
osmotycznej, ale prowadzi do tworzenia
wiekszej ilosci lodu wewnatrz komérek, co
wptywa na ich uszkodzenie.
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SZYBKIE TEMPO MROZENIA WOLNE TEMPO MROZENI TEM Po ZAM RAZAN IA pREpA RATéW
BIOLOGICZNYCH

Wybor tempa zamrazania zalezy od typu komérek i od przeznaczenia zamrozonego
materiatu [1]. JeZeli istotne jest zachowanie przezywalnosci zamrazanego materiatu
biologicznego, to dla wiekszosci komorek optymalnym rozwigzaniem bedzie zamrazanie
z szybkoscig -1°C na minute. Dodatkowo uzycie krioprotektantéw zmniejszy niebezpie-
czenstwo uszkodzen spowodowanych zachwianiem réwnowagi osmotycznej i formowa-
niem krysztatéw lodu.
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Mr. Frosty gwarantuje powtarzalne zamrazanie preparatéw w tempie -1°C/minute. Jest to
przezroczysty pojemnik, w ktérym umieszczamy probéwki z materiatem biologicznym,
nalewamy do niego alkoholu izopropylowego i nastepnie umieszczamy go w zamrazarce
niskotemperaturowej. Preparaty ulegaja zamrozeniu w tempie bliskim -1°C/minute, co

wieksza rownowaga
osmotyczna i mniej-
sze odwodnienie
komorek

Warto za pami Qtac I umozliwia pozniejsze odzyskanie komarek z wysokim stopniem przezywalnosci.
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. . . - Zamrazania [min
Sa to substancje o niskim ciezarze i strategie przetrwania [3]: 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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I .
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JAKI RODZA) MATERIAtU
BIOLOGICZNEGO ZAMIERZAMY
ZAMROZIC | PRZECHOWAC?

Preparaty biologiczne, takie jak tkanki, komorki roslinne, zwierze-
ce, ludzkie, bakterie, grzyby, czy wirusy zamrazamy i przechowuje-
my w niskich temperaturach przede wszystkim w celu:

- zachowania materiatu genetycznego
do badan podstawowych i taksonomicznych,

- zachowania bioréznorodnosci,
- dla potrzeb medycznych,

- dla potrzeb przemystu mikrobiologicznego, biotechnolo-
gicznego i farmaceutycznego.

Rodzaj materiatu Liczebnos¢ . Zamrazarki
. . p Krioprotektant
biologicznego komoérek
Bakterie 107/ml Glicerol (10%) +
Bakteriofagi 108 pfu/ml Glicerol (10%) +
Grzyby 10%/ml @ Glicerol (10%) +
Drozdze 107/ml Glicerol (10%) +
DMSO (5-10%) lub
5 7 -
Protozoa 10%-107/ml glicerol (10-20%)
. Metanol (5-10%) lub
S_ 7
Algi 10°-107/ml DMSO (5-10%) +
L DMSO (5-10%)
e
Komoérki roslinne + glicerol (5-10%) +
e DMSO (5-10%) lub
6_ 7
Komérki zwierzece  10°%-107/ml glicerol (5-10%) +
Tkanki - OCT +
Krew - Glicerol +@
Surowica - - +
Embriony 20 1,.2-propand|ol,gllcerol lub )
glikol etylenowy
Wirusy roslinne -@ - +
. . DMSO (7%) + wotowa surowica
6/m|®
Wirusy zwierzece 10%/ml plodowa (FBS) (10%) +
Plazmidy 10%/ml Glicerol (10%) +
Biblioteki fagowe -© Glicerol (10%) +
DNA /RNA - - +
Biatka - - +

niskotemperaturowe -80°C

Zbiorniki

z cieklym azotem -150°C

+

+

+

Zrédto: zmodyfikowana wersja tabeli przygotowanej przez
F.P. Simione (ATCC) we wspotpracy z Nalge Nunc™
International Corp.

(1) grzybnie sa przygotowywane do mrozenia bez (4) krew i wigkszos¢ jej sktadnikéw moze by¢ przecho-

odnoszenia sie do liczebnosci komorek.
ne do dalszego rozwoju linii komérkowych musza
by¢ przechowywane w -150°C.

(2) komorki roslinne sg suszone do 3-20% objetosci
komoérkowej przed zamrozeniem.

(3) liczebnos¢ czastek infekcyjnych ma niewielki
wplyw na odzyskanie aktywnych wiruséw i bakte-
riofagdéw po rozmrozeniu.
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wywana w -80°C, jednakze limfocyty przechowywa-

str. 8

Przechowywanie materiatu
biologicznego w odpowied-
niej temperaturze oraz

w odpowiednim srodowi-
sku gwarantuje jego poz-
niejsze odzyskanie

w niezmienionym stanie.

Metoda przechowywania zamrozonego
materiatu biologicznego

Zamrazarka niskotemperaturowa
Faza gazowa nad ciektym azotem

Ciekty azot

Im dtuzej zamierzamy
przechowywac zamrozo-

ny materiat | jednoczesnie
zachowac jego przezywal-
NosC po rozmrozeniu, tym
nizszg temperature powin-
niSmy stosowac. Zamra-
zarki niskotemperaturowe
pozwalajg na przechowanie
materiatu biologicznego w
temperaturze ponizej -80°C
przez okres kilku lat. W przy-
padku zbiornikow z ciektym
azotem okres przechowy-
wania wydtuza sie powyzej
kilkunastu lat.
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Temperatura

-80°C
0d-140 do-156°C
-196°C

Okres przechowywania

1-10 lat
Powyzej kilkunastu lat

Powyzej kilkunastu lat
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NAJBARDZIE) ZNANE
KOLEKCJE MATERIALU
BIOLOGICZNEGO

Kriobanki obejmujace kolekcje
mikroorganizmow, kultur
komorkowych i bioproduktow:

- CBS - Centraalbureau voor Schimmel-
cultures - najstarsza kolekcja w Europie
zatozona w 1904 roku w Holandii.
Obejmuje grzyby, drozdze, bakterie, fagi
i plazmidy.

- ATCC - American Type Culture Collec-
tion - linie komérkowe, hybrydomy,
bakterie, fagi, drozdze, grzyby, nasiona
roslin, algi, wirusy, DNA, RNA, wektory,
biblioteki, kity, komorki macierzyste,
kolekcje specjalne (np. bank komérek
chtoniakéw nieziarniczych).

- ECACC - European Collection of Cell
Cultures - linie komorkowe, hybrydomy,
DNA, RNA, kity, komérki macierzyste.

- ARS - Agricultural Research Service
Culture Collection (NRRL) - bakterie,
promieniowce, grzyby, drozdze.

- DSMZ - Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen -
bakterie, fagi, drozdze, grzyby, plazmidy,
wirusy roslinne, ludzkie, zwierzece i
rodlinne kultury komoérkowe.

Czy wiesz ze....?

Zamrazarki niskotemperaturowe / Zbiorniki z cieklym azotem

W bankach szczepéw wykorzystywanych
do proceséw biotechnologicznych wazna
jest nie tylko przezywalnos¢, ale réwnie
istotne jest zachowanie wyjsciowych cech
fizjologicznych szczepu produkcyjnego,
wynikajacych z niezmiennosci genetycznej
podczas przechowywania zamrozonego
materiatu.

Pierwszym opaten-
towanym szczepem
przemystowym, ktory
zostat zdeponowany
przez American
Cyanamid Company

w kolekcji NRRL,

byt Streptomyces
aureofaciens NRRL
2209 produkujacy
aureomycyne (chlo-
rotetracyklina z grupy
tetracyklin) [4].
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Kriobanki obejmujace
kolekcje komorek roslinnych
(banki nasion):

Millennium Seed Bank Project
- najwiekszy bank nasion na swiecie,
w poblizu Londynu,

Svalbard Global Seed Vault

- 1300 km od Bieguna Pétnocnego

w archipelagu Svalbard (Norwegia)

w postaci tunelu wydragzonego w wiecz-
nej zmarzlinie,

Vavilov Institute of Plant Industry
- jeden z pierwszych bankéw nasion na
Swiecie (Sankt Petersburg).

W lutym 2012 roku
w Rosyjskiej Aka-
demii Nauk odtwo-
rzono rosline Silene
stenophylla z nasion
z epoki plejstoce-

nu datowanych na
20.000-40.000 lat.
Tym samym odkryto
na Syberii w wiecznej

zmarzlinie najstarszy

znany naturalny
kriobank) [5].
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Kriobanki obejmujace kolekcje
komorek zwierzecych:

- Frozen Zoo w San Diego - kolekcja na-
sienia, komorek jajowych i embrionow
gatunkdéw zagrozonych,

- Projekt Frozen Ark - zamrozony mate-
riat biologiczny (DNA, komorki, tkanki)
gatunkow zwierzat zagrozonych i nieza-
grozonych.

Kriobanki medyczne:

przechowywanie komérek jajowych

i nasienia (zaptodnienie in vitro) oraz
embrionéw w przypadku ludzi, a takze
w hodowli gtéwnie bydta, koni i $win,

- kolekcje patogendw i przeciwciat do
badan nad chorobami, ich profilaktyka i
zwalczaniem (GHRC - Global HIV Vacci-
ne Research Cryobank),

- kolekcje prébek krwi (transfuzje), hemo-
cytoblastow (komdrki macierzyste dla
wszystkich typéw krwinek), tkanek do
transplantacji, zastawek serca, prepara-
tow z biopsji nowotworowych.

Lzy wiesz ze....

>
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