UTRWALANIE PERFUZYJNE

Wstep

Utrwalanie to proces polegajgcy na traktowaniu komodrek, fragmentéw tkanek lub
catych narzaddéw czynnikami chemicznymi badz fizycznymi, posiadajgcymi  witasciwosci
utrwalajgce. Celem dziatania dobrego utrwalacza jest usztywnienie struktury preparatu tak, by
nadawat sie do dalszej obrdbki (np. krojenia na skrawki). Roéwnie istotne jest, aby utrwalacz w
miare szybko blokowat wszelkie procesy biochemiczne, jakie zachodzg w tkance, ktérg sie
pozyskuje. Zbyt dtugie dziatanie enzymoéw wewnatrzkomdrkowych prowadzi¢ moze do zmian w
strukturze tkanki, przez co mozemy otrzymac zafatszowany obraz pewnych struktur. Do
najbardziej znanych utrwalaczy chemicznych nalezg aldehydy (formaldehyd, aldehyd glutarowy,
paraformaldehyd), alkohole (etanol i metanol), zwigzki metali ciezkich (czterotlenek osmu,
dwuchromian potasu) oraz przedstawiciel ketondw — aceton. Dziatanie aldehyddéw opiera sie w
giéwnej mierze na wytwarzaniu wigzan krzyzowych pomiedzy réznymi grupami chemicznymi
(korncowe grupy chemiczne biatek) oraz tworzeniu tzw. mostkéw metylenowych. W rezultacie
struktura preparatu jest bardziej usieciowana i zwigzana, a centra aktywne enzyméw
zablokowane. Natomiast mechanizm dziatania alkoholi polega na denaturacji biatek.

Pewnym problemem w utrwalaniu tkanek lub ich fragmentéw moze by¢ rozmiar
utrwalanego preparatu. Jeéli jest on niewielki (kilkka mm?®), mozna go umieséci¢ w roztworze
utrwalacza, ktéry przeniknie do jego wnetrza szybko i réwnomiernie. Jesli natomiast jest to
duzy fragment tkanki badZz nawet caty narzad (np. mdzg szczura), utrwalacz bedzie przenikat
zbyt wolno i w rezultacie wytworza sie 3 strefy o réznym stopniu utrwalenia. Najbardziej
wewnetrzna czes¢ bedzie utrwalona zbyt stabo, utrwalacz zbyt pézno zablokuje centra aktywne
enzymow w tym rejonie, przez co nastgpi zmiana naturalnej struktury tego obszaru. Jedynym
rozwigzaniem pozostaje wéwczas przedtuzenie czasu dziatania utrwalacza na skrawek, co z kolei
moze by¢ bardziej niekorzystne dla jego strefy zewnetrznej. Dzieje sie tak, poniewaz zbyt dtugie
dziatanie utrwalacza prowadzi do zbytniej kruchosci tej strefy. Rdwniez w strefie posredniej
widoczna bedzie zbyt pdzna dyfuzja utrwalacza i w rezultacie skutki naturalnych procesow
autolizy.

Strefa zewnetrzna — dyfuzja prawidtowa

/ lub zbyt intensywna (preparat kruchy),

Strefa srodkowa — dyfuzja nieco stabsza,
widoczne symptomy autolizy,

Strefa wewnetrzna — dyfuzja zbyt staba,
tkanka nie utrwalona, znieksztatcona
struktura tkanki.

Rysunek 1. Stopien dyfuzji utrwalacza do wnetrza tkanki.



Rozwigzaniem opisywanych powyzej problemdéw jest tzw. utrwalanie perfuzyjne. Termin
perfuzja oznacza przeptyw ptynu ustrojowego przez tkanke lub narzad (np. krwi przez naczynia
krwionosne jakiego$s narzadu). W utrwalaniu perfuzyjnym zastepuje sie krew roztworem
utrwalacza, ktdry za posrednictwem systemu naczyn krwionosnych dociera do kazdego rejonu
ciata. Dzieki temu utrwalony jest kazdy fragment ciata zwierzecia, nawet najwieksze narzgdy
takie jak ptuca, serce, mdzg czy watroba. Oczywiscie utrwalanie perfuzyjne ma jeden bardzo
powazny mankament — organizm, ktéry poddany zostaje utrwalaniu perfuzyjnemu nie
przezywa.

Przygotowanie do utrwalania perfuzyjnego.

W trakcie ¢wiczen utrwalaniu perfuzyjnemu zostaje poddany szczur szczepu Wistar.
Przeprowadzenie tego procesu poprzedza uzyskanie zgody miejscowej komisji bioetycznej.

Utrwalanie przeprowadza sie wytgcznie na zwierzetach poddanych anestezji (nie odbierajgcych

zadnych bodZcow zewnetrznych). W celu przeprowadzenia utrwalania (perfuzji) nalezy
przygotowacd nastepujgce roztwory:

1. Roztwodr 0,9% NaCl (sél fizjologiczna),
2. 4% roztwor paraformaldehydu (utrwalacz).

W celu sporzadzenia 1000 ml 4% roztworu paraformaldehydu nalezy:
- odmierzy¢ 750 ml H,0 destylowanej i ogrza¢ do temp. 80°C,

- odwazy¢ 40 g paraformaldehydu i doda¢ do podgrzanej wody destylowanej.
Paraformaldehyd (paraform) w warunkach normalnych jest ciatem statym, barwy biatej o
konsystencji pytu. Jest substancjg stabo rozpuszczalng w wodzie, dlatego rozpuszcza sie go ,na
gorgco”. Jest toksyczny, w znacznych dawkach moze by¢ rakotwdrczy. Przenika przez drogi
oddechowe, skére i oczy. Dlatego odwazanie wykonujemy pod dygestorium, uzywajac rekawic
ochronnych, okularéw i maseczki.
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Rysunek 2. Polimeryzacja formaldehydu w paraformaldehyd i jego wzor.

- po catkowitym rozpuszczeniu paraformu w wodzie roztwor oziebiamy do temperatury
pokojowej i dodajemy 250 ml buforu fosforanowego (wymieszane w odpowiedniej proporcji
NaH,P0O,4 i NaHPO4). Na koniec mierzymy pH utrwalacza i korygujemy je do wartosci 7,4
dodajac ostroznie nieco kwasu lub zasady.



Przeprowadzanie perfuzji

Przed przystgpieniem do perfuzji usypiamy zwierze i upewniamy sie, ze nie reaguje ono na
zadne bodice (np. préba reakcji powieki). Do
wttaczania soli fizjologicznej i utrwalacza do ukfadu
krgzenia zwierzecia wykorzystuje sie pompe
perystaltyczng, ktérej wydajnosc ttoczenia powinna
by¢ zblizona do wydajnosci z jakg serce ttoczy krew.
Gdy zwierze jest juz gteboko uspione (ale koniecznie
zywe!) rozcinajgc jego klatke piersiowg odstaniamy
serce i wbijamy igte perfuzyjng do lewej komory
serca. Jednoczesnie przerywamy ciggtos¢ naczyn

zylnych wpadajgcych do prawego przedsionka serca.

Rysunek 3. Pompa perystaltyczna

W pierwszej kolejnosci wttaczamy sdl fizjologiczng w
celu wyptukania krwi z uktadu krwionosnego.
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Rysunek 4. Schemat przeptywu utrwalacza podczas perfuzji.

Nastepnie rozpoczynamy podawanie utrwalacza, podczas ktérego miesnie zwierzecia reaguja
na jego obecnos¢ skurczem (dzieki temu obserwujemy, czy utrwalacz dostaje sie do uktadu
krwiono$nego zwierzecia). W pierwszej fazie wttaczamy utrwalacz szybciej, nastepnie
zmniejszamy o potowe przeptyw w pompie perystaltycznej. Jesli masa zwierzecia, ktdre
poddajemy perfuzji wynosi ok. 250 g przetaczamy przez jego krwiobieg ok 400 ml utrwalacza.
Po zakonczeniu perfuzji usuwamy z wezykdw pompy perystaltycznej utrwalacz, przeptukujac je
roztworem soli fizjologicznej.

Zwierze, ktore poddano utrwalaniu perfuzyjnemu powinno by¢ ,sztywne”. W celu pozyskania
szczurzego mozgu rozcina sie skdre na czaszce, usuwa kosci czaszki, opony mdzgowe, przecina
rdzen kregowy, nerwy czaszkowe i opuszke wechowa. Wyjety mdzg umieszcza sie w roztworze
utrwalacza w temp. 4°C na 24 h.



Rysunek 5. Wypreparowany maézg szczura po perfuzji.

Rysunek 6. Mézg szczura w utrwalaczu.

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



