KROJENIE NA MIKROTOMIE | SPORZADZANIE PREPARATOW

W trakcie ¢wiczen z krojenia i sporzadzania preparatéw mikroskopowych z mozgéw
szczurzych nalezy wykona¢ szereg czynnosci, na ktore sktadajg sie:

Dalsze utrwalanie tkanki,

Odwadnianie tkanki (dehydratacja),
Przeswietlanie (przepojenie ksylenem),
Przepojenie tkanki paraplastem,
Krojenie mdzgu na mikrotomie,
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Sporzadzanie preparatow.

1. DALSZE UTRWALANIE TKANKI UZYSKANEJ PO PERFUZII

Pozyskang w wyniku przeprowadzonej perfuzji tkanke (w tym przypadku mdzg szczura),
nalezy podda¢ dalszej obrébce (postfixacji). Preparat umieszcza sie na 24 godziny
w roztworze 4% paraformaldehydu w temp. 4°C. Poprzez zabieg ten dokonujemy
doktadnego utrwalenia catosci tkanki dzieki stabilizacji struktury biatek. Jednakze tkanka nie
moze przebywa¢ w roztworze utrwalacza zbyt dtugo, gdyz moze on doprowadzi¢ do
nieprawidtowych zmian jej struktury i zbytniej kruchosci tkanki. Dziatanie utrwalacza
przerywa sie wiec poprzez przeniesienie tkanki do substancji bedacej rozpuszczalnikiem
utrwalacza. Takimi substancjami mogg by¢: woda, alkohol czy bufor.

2. ODWADNIANIE TKANKI (DEHYDRATACIA)

W celu skrojenia na cienkie skrawki pozyskanych i utrwalonych moézgéw szczura, nalezy
je najpierw zatopi¢ w medium, ktore nada im odpowiednig twardos¢ i wytrzymatosé. Jednym
z najbardziej popularnych jest parafina, czy tez uzywany coraz czesciej paraplast. Parapalast
jest substancjg o konsystencji przypominajgcej parafine. Przechodzi w stan ciekty
w temperaturze ok. 57°C i jest substancjg o charakterze silnie hydrofobowym. Zatem aby
mozliwe byto przepojenie tkanki paraplastem, nalezy wczesniej usuna¢ z niej wode. Nie
mozna jednak zrobié tego jednoetapowo, poniewaz nagty wyptyw wody z tkanki powoduje
obkurczenie sie komorek i organelli komoérkowych, a w rezultacie zniszczenie struktury tkanki
(zjawisko plazmolizy). Dlatego tkanke przeprowadza sie przez roztwory alkoholu etylowego o
rosngcych stezeniach, kolejno: 70%, 95% i dwukrotnie 100%. W kazdym z tych roztwordow
mozg powinien przebywac 24 godziny. Odwadnianie ma na celu usuniecie z preparatu
utrwalacza, wody oraz utwardzenie tkanki. Tak przygotowany preparat moze zosta¢ poddany
kolejnemu etapowi obrébki — przeswietlaniu.



3. PRZESWIETLANIE

Przeswietlanie to zastgpienie substancji odwadniajgcej substancjg przeswietlajgcg, w tym
przypadku 100% alkoholu etylowego ksylenem. Substancja przeswietlajgca to taka, ktéra jest
rozpuszczalnikiem zaréwno dla substancji odwadniajgcej jak i medium, ktérym przepojony
zostanie preparat. Dla alkoholu etylowego i paraplastu takg substancjg jest ksylen, ktéry
cechuje sie szybkim tempem przenikania przez tkanke. Zabieg ten pozwala na przepojenie
badanej tkanki paraplastem i umozliwia krojenie jej na skrawki. W celu przeswietlenia
preparatéw przenosi sie mozgi ze 100% roztworu alkoholu etylowego do ksylenu
i pozostawia na wytrzgsarce przez okres 2 godzin.

4. PRZEPAJANIE TKANKI PARAPLASTEM

Aby przepoié¢ tkanke paraplastem, nalezy podgrza¢ paraplast do temperatury 57 — 58°C tak,
aby zmienit stan skupienia na ciekty. W tym celu nalezy umiesci¢ ptatki paraplastu w komorze
cieplarki nastawionej na odpowiednig temperature. Nastepnie roztopiony paraplast
umieszcza sie w kartonowych pudeteczkach, ktére stuzg za forme i pozostawia w cieplarce.
Z powierzchni preparatéw, ktére poddano wczesniej przeswietlaniu nalezy usungc
za pomocg papierowego recznika nadmiar
ksylenu i umiesci¢ je na 2 godziny w pudeteczku
z paraplastem w cieplarce. Jest to czas, w
ktdrym paraplast swobodnie przepoi catg tkanke
(mdzg). Po tym czasie przenosi sie pudetka z
cieplarki do temperatury pokojowej, ustawia
preparat w odpowiedniej orientacji
przestrzennej i pozostawia do zastygniecia. Taki
bloczek paraplastu zawierajgcy tkanke jest

niemalze gotowy do skrojenia na mikrotomie.

Zdjecie 1. M6zgi szczuréw zatopione w paraplascie

5. KROJENIE NA MIKROTOMIE

Mikrotom to urzadzenie stuzgce do krojenia
preparatéw biologicznych na skrawki o bardzo
matej grubosci, z ktérych mozna sporzadzac
odpowiednie preparaty do obserwacji
mikroskopowych. Sktada sie ze statywu oraz czesci
ruchomych, do ktérych nalezg: uchwyt holdera,

uchwyt noza oraz koto zamachowe

(opis mikrotomu na zdjeciu ponizej). Zakres Zdjecie 2. Bloczek paraplastu po wyjeciu z
pudeteczka. Widoczna czesc grzbietowa mozgu

grubosci skrawkéw wynosi od 0,5 do 60 um. szczura



Zazwyczaj sporzadza sie skrawki o grubosci od 5 do 10 um. Przed rozpoczeciem krojenia
nalezy wyjac bloczek z zatopiong tkanka z pudeteczka, odcig¢ nadmiar paraplastu wokot
preparatu i przyklei¢ przy pomocy roztopionego paraplasu przyciety bloczek do holdera.
Bardzo waine jest, aby po przyklejeniu bloczka mézg znajdowat sie czescig grzbietowg do
gory, a krojenie nastepowato od mdézdzku ku przodowi. Istotng kwestig pozostaje ustawienie

Zdjecie 3. Przyciety bloczek przyklejony do
holdera

odpowiedniej orientacji

przestrzennej preparatu

(mozgu), aby w trakcie krojenia zachowana zostata

symetria bilateralna
pomiedzy lewa i prawag
potkula modzgu. Wazne
jest takie, zeby ostrze
znajdowato sie pod katem
prostym do gornej
powierzchni bloczka.
Opisywane postepowanie
ma zastosowanie, jesli

kroimy mézg w przekroju poprzecznym. W wyniku krojenia
otrzymujemy kolejne skrawki, ktére sklejajg sie samoczynnie w
tasiemke. Taka tasiemke przenosimy na odpowiednie tacki i
kroimy na elementy zawierajgce po jednym lub dwa skrawki

mozgu.

Pokretto cofania uchwytu
holdera

Regulacja orientacji
przestrzennej bloczka

Dzwignia krojenia skrawkéw
o podwadjnej grubosci

Zdjecie 5. Budowa mikrotomu
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Zdjecie 4. Tasiemki powstate w
wyniku krojenia

chwyt kota zamachowego

Regulacja grubosci skrawkéw

Wskaznik grubosci skrawkdéw

Holder z przyklejonym
bloczkiem

Uchwyt noza

Ruchoma podstawa uchwytu
noza



6.SPORZADZANIE PREPARATOW

Szkietka na ktorych umieszcza sie preparaty do obserwacji mikroskopowych nalezy wczesniej
odpowiednio przygotowac, poprzez pokrycie ich powierzchni roztworem zelatyny. W celu
sporzadzenia takiego roztworu rozpuszcza sie 4 g zelatyny w 400ml wody destylowanej
poprzez podgrzanie roztworu do temperatury wrzenia. Wéwczas dodaje sie 0,2 g atunu
potasowego, catos¢ przesgcza przez bibute filtracyjng i pozostawia do ostygniecia. W takim
roztworze zanurza sie szkietka podstawowe i pozostawia do catkowitego wyschniecia.

Naktadanie preparatéw na szkietka podstawowe odbywa sie réwniez przy uzyciu roztworu
zelatyny, ktérego odpowiednia temperatura (ok. 57°C) utrzymywana jest przy uzyciu ptyty
grzewczej. Wczesdniej przygotowane skrawki, przenosi sie na powierzchnie roztworu
zelatyny, dzieki czemu pod wptywem wysokiej (ale nie za wysokiej!) temperatury
rozprostowujg sie one. Gfadkie skrawki umieszcza sie na szkietkach podstawowych i
pozostawia do wyschniecia. Na jednym szkietku znajduje sie zazwyczaj 2 lub 4 skrawki
mozgu. Tak przygotowane preparaty nadajg sie do dalszej obrébki (np. barwien
histologicznych).
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Zdjecie 6. Prawidtowe utozenie skrawkdéw na szkietku. Zdjecie 7. Suszace sie preparaty

Oprac. tukasz Uram. Pytania i uwagi prosze kierowac¢ na adres mailowy: lukasz.uram@gmail.com



