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TECHNIKI MROZENIOWE

Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek

Wstep

_ Utwardzenie materiatu biologicznego poprzez zamrozenie jest bardzo wygodna metoda przy-
gotowania tkanek i komorek do dalszych badan. Technika mrozeniowa ma bardzo wiele zalet,
amianowicie nie wymaga wczesniejszego przygotowania (odwadniania, itp.) i zatapiania
w substancjach utwardzajacych.

Techniki mrozeniowe maja coraz czestsze zastosowanie, poniewaz:

a) Mozna otrzymac gotowy, zamrozony material w bardzo krotkim czasie od momentu
pobrania go. Wykonanie gotowego preparatu z zamrozonej tkanki w ciagu kilkunastu minut
jest szezegdlnie istotne przy wykonywaniu badan histopatologicznych w trakcie operacji.

b) Podczas zamrazania wszystkie sktadniki chemiczne pozostaja w komorce. Nie ulegaja
wyplukaniu lipidy, co towarzyszy zwykle zatapianiu tkanki w parafinie.

c) Niska temperatura, w ktorej przebiega, zamrazanie, zapobiega denaturacji biatek, a row-
noczesnie zostaje zachowana aktywnos¢ enzyméw wewnatrzkomoéilzowych.

Zawartosé wody w tkankach waha sie w granicach 10 (kosci) do 85% (substancja szara
mézgu). Istotg procesu zamrazania jest przemiana wody zawartej w komorce w 16d, czyli
krystalizacja. Podczas obnizania temperatury w koméree wytwarzaja sie oérodki krystalizacji,
wokdt ktérych gromadza sie powstajace krysztatki lodu. Powigkszajace sig skupiska krysztat-
kéw lodu uszkadzaja komorke, powodujac jej rozerwanie. W zwiazku z tym nalezy dazy¢ do
zredukowania rozmiaroéw tworzacych sig kompleksow, a w krancowym przypadku do wyeli-
minowania proceséw krystalizacji. Wiadomo jest, 7e im wigcej powstaje centrow krystaliza-
cji, to tym mniejsze rozmiary osiagaja tworzace sig krysztaly i mniejsze jest prawdopodobien-
stwo rozerwania komorki. Gwaltowne zamrozenie materiatu do jak najnizszej temperatury
daje najwieksza szanse na utworzenie licznych centrow krystalizacji. Przy odpowiedniej szyb-
kos$ci zamrazania moze doj$é do tzw. witryfikacji wody, czyli przej$cia w stan staly bez proce-
su krystalizacji. Powstaty 16d ma postaé amorficzna, a nie krystaliczna. Prawdziwa witryfika-
cje mozna osiagna¢ tylko przy tempie schladzania wigkszym niz 2x10°°C/sek w krytycznym
zakresie temperatur od 20 do —100 °C. Takie tempo zamrazania mozna osiagnac jedynie przy
bardzo cienkiej warstwie (3 um) zamrazanej substancji, np. wirusy zawieszone w warstwie
cieczy o podanej grubosei.

Techniki stosowane do szybkiego mrozenia mozna podzielié na trzy grupy:

—konwencjonalne gwattowne zamrazanie z tempem ochladzania pomigdzy —10° a—10° °C/sek,
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— ultraszybkie zamrazanie ponizej —10* °C/sek,
—hyperbaryczne zamrazanie, w ktorym tempo zamrazania jest stosunkowo wolne, ale two-
rzenie centréw krystalizacji i ich wzrost odbywaja sie pod zwigkszonym ci$nieniem.

Konwencjonalne gwaltowne zamrazanie

Zniszczenia powodowanego przez wzrost krysztatkow lodu mozna uniknaé przez stosowanie
wolnego schiadzania tkanek, ktore uprzednio zostaly przepojone tzw. krioprotektantem. Sa to
substancje, ktorych wodny roztwor w temperaturze krzepnigeia nie tworzy krysztatow, lecz
ulega zelifikacji. Najezesciej stosowane sg: 20-30% roztwor glicerolu, 15-30% roztwor sa-
charozy lub 10% roztwér dwumetylosulfotlenku (DMSO). Ten ostatni stosowany jest zawsze
w roztworach stuzacych do zamrazania linii komérkowych.

W szczegblnych przypadkach, kiedy materiat biologiczny zawiera bardzo niewielkie ilo-
sci wody (drozdze, bakterie, skoncentrowane preparaty bion), probki moga by¢ zmrozone
konwencjonalnymi metodami bez krioprotekeji.

Zamrazanie materiatu biologicznego odbywa sig przez zanurzenie go w ciektych gazach.
Najczesciej do tego celu uzywa sie cieklego azotu (temperatura wrzenia —196°C), ktory jest
tatwo dostepny i stosunkowo tani. Niestety zanurzenie tkanki bezposrednio w ciektym azocie
nie jest korzystne dla zachowania ultrastruktury komorki, poniewaz w ten sposob mozna osia-
gnaé tylko wolne tempo zamrazania (—10*°C/sek). W rezultacie nastgpuje istotne zniszczenie
struktury przez tworzgce sie bardzo duze krysztaty. Dzieje sie tak dlatego, Ze cieplo wydziela-
ne przez zanurzang ciepla tkanke wytwarza izolujaca warstwe parujacego azotu na jej po-
wierzchni i w ten sposdb zwalnia tempo obnizania temperatury warstw tkanki potozonej gle-
biej. Lepsze rezultaty mozna otrzymad, stosujac mieszaning statego i ciektego azotu (-208°C).
Klopotliwe jest jednak to, ze nie ma fatwo dostepnego ciektego gazu, ktory méghby stuzy¢ do
ochladzania opisanej mieszaniny.

Dlatego standardowa metoda zamraZania jest zanurzanie probek w cieczy do zamrazania,
chiodzonej do temperatury w poblizu krzepnigcia przez ciekly azot. Takie wtbrne ciecze do
zamrazania tacza w sobie idealnie wysokie przewodnictwo cieplne, wysoka pojemnos¢ ciepl-
na, punkt zamarzania bliski punktowi wrzenia cieklego azotu i duzg réznicg temperatur po-
miedzy punktami zamarzania i wrzenia. Freon 22 (chlorodifluorometan CHCIF,, punkt top-
nienia —155°C, punkt wrzenia -40°C) jest najczesciej uzywanym wtornym cieklym gazem do
zamrazania materiatu biologicznego. Jest on idealnym, poniewaz jest czysty, niepalny i nie-
toksyczny. Freon 12 (CCLF,, punkt topnienia —155°C, punkt wrzenia —30°C) jest rowniez
czesto uzywany. Inne ciekle gazy uzywane do zamrazania to izopropan (—189°C, —42°C) 1 hel
—269°C, —89°C). Zastosowanie ciektego helu umozliwia najdoskonalsze zachowanie struktu-
ry komoérki, ale zastosowanie jest ograniczone ze wzgledu na wysoka cene i trudnosci w otrzy-
maniu, Mrozenie w ciektym helu stosuje sie do mikroskopii elektronowej.

Ultraszybkie zamrazanie

Ultraszybkie zamrazanie pozwala na badanie tkanek, ktére zostaly zamrozone bezposrednio
po pobraniu bez wezesniejszego traktowania chemicznego. Istnieja cztery gléwne metody
umozliwiajace zachowanie ultrastruktury komorki poprzez niezwykle gwattowne zamrazanie
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bez zastosowania krioprotekcji. We wszystkich tych wypadkach dobrze zachowana ultrastruk-
tura ogranicza si¢ od 10 do 20 pm na powierzchni tkanki. W glebszych warstwach obserwo-
wane sa zmiany 1 zniszczenia struktury, podobne do tych, jakie wystepuja w tkankach zamra-
zanych przez zanurzenie w ciektych gazach, bez stosowania krioprotekcji.

a) Zamrazanie przez zatapianie (Plunge freezing)

Podstawa efektywnosci tego typu zamrazania jest zachowanie odpowiedniej proporcji za-
mrazanej powierzchni do objetoéci cieklego gazu, w ktérym zachodzi ten proces. Mieszany
kriogen znajduje sie w glebokim pojemniku i zamrazana tkanka umieszczona na delikatnym
i cienkim uchwycie jest catkowicie ochladzana. Do tej metody najczesciej stosuje sig ciekly
propan lub etan.
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b) Zamrazanie przez rozpylanie (Spray freezing)

Jest to wersja zamrazanie przez zanurzenie, ale aby cieplo bylo gwattownie utracone przez
material, zamrazane fragmenty tkanek sa zredukowane do mikroskopijnych rozmiaréw. Ta
metoda jest odpowiednia do zamrazania zawiesin komérkowych, organelli i membran. Probki
sa naniesione cienka warstwa na ciekly propan (-180°C), a nastgpnie ocieplone do —85°C.
Powstaly pyt zamrozonych kropel mieszany jest nastgpnie z benzenem butylu (-8 8°C)iprze-
niesiony na ozighiona uprzednio podstawke (zloto — mied?). Zanurzenie podstawki z probka
w ciektym azocie powoduje zestalenie benzenu i probka jest przymocowana do podstawki, co
umozliwia dalsze jej przechowywanie lub krojenie.
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¢) Zamrazanie w strumieniu gazu (Jet freezing)

W tym przypadku prébka pozostaje nieruchoma, a ciekly gaz (np. propan) jest wyrzucany
z dyszy na probke. Chtodzenie moze sig odbywaé z jednej strony probki umieszczonej (jak
kanapka) w holderze wykonanym z miedzi lub z obu stron.
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d) Zamrazanie przez uderzanie (Slam freezing)

Technika ta jest bardzo prosta; material biologiczny umieszczony w odpowiednim uchwycie
uderza w wypolerowana ptytke miedziana (lub srebrna), ochtodzong w ciektym helu (-269°C).
Takie postgpowanie nie niszczy tkanki i pozwala niekiedy na witryfikacje zawartej w niej
wody. Sukcesem koficzy sig zwykle zamrazanie w automatycznych urzadzeniach, natomiast
nieskomplikowane reczne zamrazanie pozwala przewaznie na doskonale zamrozenie zewnetrz-
nych warstw. Glebsze regiony tkanki sa natomiast powaznie uszkodzone.

Zamrazanie pod wysokim ciénieniem

Przy zamrazaniu pod wysokim ci$nieniem zostaje zmniejszone niezbgdne tempo ochiadzania
tkanki (aby nie tworzyly si¢ nadmierne ilosci centrow krystalizacji) z—10 000°C/sek do okoto
~100 do —500°C/sek. Ten efekt moze byé osiagniety, poniewaz wysokie cisnienie zmniejsza
temperaturg krzepniecia i redukuje liczbe centréw krystalizacji 1 ich wzrost do poziomu po-
rownywalnego z zastosowaniem 20% glicerolu jako krioprotektora. Gléwna zaleta tej metody
jest dobre zachowanie struktury tkanki do glebokosci okoto 1 mm w sferycznych probkach.

Krojenie skrawkow

Krojenie skrawkéw odbywa sie oczywiscie w obnizonej temperaturze. Do tego celu stuza
mikrotom mrozeniowy i kriostat.

Mikrotom mrozeniowy jest niezbyt doskonatym urzadzeniem i grubosé¢ skrawkéw uzy-
skanych na nim wynosi okoto 1015 um. Stolik mikrotomu jest chtodzony przez rozprezajace
sie gazy, doprowadzane systemem specjalnych kanalikéw. Podczas krojenia nastgpuje jednak
rozmrozenie skrawkow, ktore przenosi sic na szkielka podstawowe i uzywa do dalszych ozna-
czen.

Znacznie doskonalszym urzadzeniem jest kriostat, w ktérym mozna uzyskac skrawki gru-
bosci 4-10 pm. Kriostat skiada sie z komory chiodniczej ozigbianej za pomoca agregatu chtod-
niczego oraz umieszczonego w niej mikrotomu. Temperatura w komorze moze by¢ regulowa-
na w zakresie od 0 do —40°C. Koto napedowe mikrotomu jest wyprowadzone na zewnatrz.

W nowych typach kriostatéw néz i stolik s dodatkowo chtodzone, z mozliwoscia regula-
¢ji temperatury. Optymalna temperatura krojenia zalezy od rodzaju materiatu. Dla wigkszosci
tkanek wynosi od 15 do —25°C. Tkanki bardziej uwodnione kroimy w wyzsze] temperaturze,
a tkanki przepojone tluszczem — w nizszej.

Zamrozona tkanke przymocowuje sie na holderze (za pomoca Tissue Tek), umieszezonym
w glowicy mikrotomu. Krojone skrawki maja tendencj¢ do zwijania sig, zapobiega temu spe-
cjalna teflonowa phytka przylegajaca do noza. Skrawki zbiera si¢ z noza przez przyfozenie
szkietka podstawowego. Skrawek natychmiast przylega, ulega rozmrozeniu i bardzo szybko
wysycha w temperaturze pokojowej. Skrawki moga by¢ przechowywane szczelnie zamknigte
w lodéwee lub moga stuzy¢ do dalszej procedury (barwienie).
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23.1. Wykonanie ¢wiczenia

25.1.1. Zamrazanie tkanki

1. Plastikowa zlewke (100 ml) napelnié izopentanem i umiesci¢ w pojemniku styropiano-
wym wypeinionym ciektym azotem.

2. Odczekac, az izopentan osiagnie temperature okoto —130°C (gestnieje).

3. Na matym skrawku papieru umiesci¢ krople Tissue Tek, a na niej potozyé fragment
tkanki (np. watroba myszy) przeznaczonej do zamrazania.

4. Wrzuci¢ bloczek do izopentanu i pozostawié okoto 30 sekund.

5. Przenieéé zamrozone tkanki do plastikowych proboéwek ochtodzonych na suchym lo-
dzie. Po zamknieciu probowki mozna przechowywaé w temperaturze —70°C przez kilka lat.

25.1.2. Cigcie skrawkow na kriostacie

1. Umyc¢ szkietka podstawowe w acetonie, wysuszy¢ i przechowywac w temperaturze po-
kojowej. Przedmioty uzywane przy krojeniu nalezy wlozy¢ wczesniej do komory kriostatu.
Ochtodzi¢ komore i glowice.

2. Na ochtodzonym holderze umiescié krople Tissue Tek i umocowaé zmrozony wezeéniej
bloczek tkanki.

3. Optymalna temperatura krojenia wynosi od —15 do —25°C. Dla watroby: —10°C. Jezeli
skrawki sig rozmazuja na nozu, nalezy obnizy¢ temperature, jezeli pekaja, temperature pod-
wyzZszy¢.

4. Rozpoczynajac krojenie, scinamy kilkanascie grubych skrawkow, aby wyrownaé po-
wierzchnig, nastepnie ustalamy zadana grubo$é skrawkow (6 um) i ustawiamy teflonowa plyt-
ke rownolegle do powierzchni noza tak, aby skrawki sie nie zwijaty.
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5. Noz i ptytka muszg by¢ czyste, wiec co jaki$§ czas nalezy przetrzec je acetonem. Noz
nalezy zawsze czysci¢ w kierunku ostrza.

6. Ukrojony pojedynczy skrawek nalezy naklei¢ na szkietko podstawowe. Szkietko trzy-
mamy miedzy palcem wskazujacym a keiukiem i zblizamy je rownolegle do powierzehni noza.

7. Skrawki naklejone na szkietka suszymy na powietrzu przez 30 minut, a nastgpnie nie-
ktore podbarwiamy barwnikiem Paragon, aby oceni¢ jako§¢ wykonanych skrawkow.

8. Ofrzymane skrawki mozna przechowywac w temperaturze —70°C przez wiele miesigcy. Skraw-
ki kriostatowe mozna uzywac do barwienia histochemicznego lub immunohistochemicznego.



