27.

TECHNIKA PERFUZJI I JEJ ZASTOSOWANIA

Pracownia Chronobiologii UJ

Wstep

Perfuzja to przepuszczanie przez naczynia krwionoséne okreslonych narzadoéw lub czesci cia-
ta, ptynow perfuzyjnych w celu : 1) wyptukania z nich krwi, 2) utrwalenia, 3) wykonania
krioprotekcji. Postgpowanie to w dalszej kolejnosci umozliwia przygotowanie tkanki do bar-
wien histo- oraz immunohistochemicznych.

Cel pierwszy osiaga sie, stosujac zimny (4°C) zbuforowany roztwor soli fizjologicznej
(PBS) lub sdl fizjologiczna (0.85-0.90% NaCl) w ilosci 100 ml/100 g masy ciala.

Postgpowanie to ma na celu usuniecie krwi, bedacej zrodtem substancji biologicznie czyn-
nych, mogacych dawa¢ w barwieniach histo- i immunohistochemicznych reakcje falszywie
pozytywne oraz duze tto (np. acetylocholinesteraza, oznaczana w tkance nerwowej, wystqpuje
rowniez w erytrocytach 1 trombocytach).

Cel drugi osiaga sie, stosujac klasyczne w histologii utrwalacze, takie jak 4% roztwor
paraformaldechydu zbuforowany 0.1 M buforem fosforanowym o pH 7.4 (do mikroskopii
swietlnej) lub 1.0% roztwoér paraformaldehydu z 1.5% roztworem glutaraldehydu, zbuforo-
wany 0.1 M buforem fosforanowym o pH 7.4 (do mikroskopii elektronowej). W kazdym
przypadku uzywa sie zimnych (4°C) utrwalaczy w iloéci 100 ml/100 g masy ciata.

Ten sposob utrwalania wykorzystujacy gesta sie¢ naczyn krwionosnych sprawia, ze utrwa-
lacz w bardzo krétkim czasie osiaga kazdy narzad i tkanke, zapewniajac ich rOwnomierne
oraz blyskawiczne utrwalenie. Metoda ta, skracajac wybitnie czas samego utrwalania (10-15
min), zapewnia najlepsze zachowanie struktury komoérek, tkanek 1 narzadow.

Cel trzeci osiaga sig, stosujac 20% roztwor sacharozy zbuforowany 0.1 M buforem fosfo-
ranowym o pH 7.4, o temperaturze pokojowej, w ilosci 100 ml/100 g masy ciata.

Postgpowanie to, okreslane mianem krioprotekcji, ma za zadanie wyeliminowanie nie-
korzystnego zjawiska uszkadzania struktury komorek przez krysztatki lodu (przemiana wody
w 10d zachodzi na drodze jej krystalizacji). Osiaga si¢ to perfuzyjnym przepajaniem tkanek
1narzadow substancja, ktorej wodny roztwor w temperaturze krzepnigcia nie tworzy krysztat-
kow, lecz ulega zelifikacji. Takie wlasciwosci posiada wlasnie powyzszy roztwor sacharozy.
Postgpowanie to jest nieodzowne podczas wykonywania skrawkow mrozeniowych.
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Materiaty

A. Odczynniki: vetbutal, PBS lub s6l fizjologiczna, 4% zbuforowany roztwor paraformalde-
hydu lub 1% zbuforowany roztwor paraformaldehydu z 1.5% zbuforowanym roztworem
glutaraldehydu, 0.1 M bufor fosforanowy o pH 7.4 oraz 20% zbuforowanay roztwor sa-
charozy.

B. Sprzet do perfuzji: pompa perfuzyjna lub zestaw perfuzyjny do perfuzji wykonywane;
metoda kroplowkowa, sktadajacy sig z naczyn na ptyny perfuzyjne, potaczonych z drena-
mi w ksztalcie litery Y, statywu o wysokosci okoto 1 m, zaciskow, kaniuli, oraz zestaw
preparacyjny, lignina i strzykawka o objgtoSci 1 ml.

27.1. Wykonanie ¢wiczenia

Perfuzje wykonujemy na zwierzgciu w gigbokim znieczuleniu ogdlnym, podajac dootrzewno-
wo 100 ml vetbutalu/100 g masy ciala.

W dalszej kolejnos$ci zwierzg mocujemy na deseczce preparacyjnej, odstaniamy serce
i nacinamy lewa komore, przez ktora do aorty wstgpujacej wprowadzamy kaniulg, mocujac ja
w tym potozeniu za pomoca zacisku. Kolejny krok — to nacigcie prawego przedsionka w celu
umozliwienia wyptywu krwi i podawanych ptyndéw perfuzyjnych, a nastgpnie wiaczenie pom-
py perfuzyjnej (rys. 1).

Ptyny podajemy z predkoscia okoto 30 ml/min.
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Rys. 1. Schemat ilustrujacy zestaw do wykonywania perfuzji
za pomocg pompy perfuzyjnej
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W przypadku perfuzji wykonywanej metoda kroploéwkowa na statywach, na wysokosci
olfoio 1 metra nad powierzchnig serca zwierzgcia umieszczamy naczynia zawierajace odpo-
wiednie ptyny perfuzyjne zgodnie z rysunkiem 2.
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Rys. 2. Schemat ilustrujacy zestaw do wykonywania perfuzji metoda kroplowkowa
(zmieniona: za J.A. Kiernan, Histological and histochemical methods: Theory and
practice, 2nd Edition, Pergamon Press, Oxford, New York, Seoul, Tokyo 1990)

Dalsze postgpowanie podobnie — jak wyze;j.

Wyplukiwanie krwi nalezy kontynuowaé do momentu, kiedy z prawego przedsionka wy-
ptywa juz tylko ptyn perfuzyjny, wolny od krwi. Cata procedura wyplukiwania i utrwalania
trwa okolo 20 do 30 minut, a krioprotekcja okoto 10 do 15 minut. Wstegpnej oceny przebiegu
samej perfuzji dokonujemy najpierw makroskopowo w trakcie samego zabiegu (brak krwi
w prawym przedsionku, sztywno$¢ ciala zwierzecia), a ostatecznej — mikroskopowo (brak
krwinek w naczyniach i zmian ksztattu komoérek w badanej tkance lub narzadzie).
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28.

HISTOCHEMICZNA METODA LOKALIZACJI
ACETYLOCHOLINESTERAZY (ACHE)

Pracownia Chronobiologii UJ

Wstep

-Acetylocholinesteraza (AChE, hydrolaza acetylocholiny, EC. 3.1.1.7) jest to enzym, ktory

hydrolizuje acetylocholing (ACh) do choliny i kwasu octowego, we wszystkich miejscach
przekaznictwa cholinergicznego, ograniczajac tym samym czas dzialania tego neuroprzekaz-
nika w szczelinie synaptycznej. Enzym ten charakteryzuje bardzo duza wydajnosé, gdyz 1 mol
ACHE hydrolizuje okoto 10 milionoéw czasteczek ACh w ciagu 1 minuty. Wystepuje on w blo-
nie komérkowej elementéw pre— i postsynaptycznych synapsy cholinergicznej (aksony, den-
dryty), w blonie jadrowej oraz w retikulum endoplazmatycznym elementow postsynaptycz-
nych lub cholinoceptywnych (migsien szkieletowy w plytce nerwowo—mig$niowej, komorki
chromochtonne rdzenia nadnerczy, itp.).

Acetylocholinesteraza obecna jest rowniez w neuronach serotoninergicznych jader szwu,
noradrenergicznych miejsca sinawego, dopaminergicznych istoty czarnej, jak rowniez we wiok-
nach peptydergicznych, w tym zawierajacych substancj¢ P. W tych ostatnich degraduje sub-
stancje P do dwupeptydow, czemu zapobiegaja odpowiednie inhibitory AChE. Z tych wzgle-
dow obecnoéé AChE w badanych neuronach upowaznia wytacznie do stwierdzenia, ze s3 one
AChE-zowo pozytywne i potencjalnie cholinergiczne. O cholinergicznym charakterze danego
neuronu jednoznacznie przesadza tylko obecno$¢ acetylotransferazy cholinowej (CAT, EC.
2.3.1.6) enzymu syntetyzujacego ACh z acetyloCoA i choliny.

Acetylocholinesteraza obecna jest ponadto w erytrocytach i trombocytach, co wymusza
dla celéw histochemicznych i biochemicznych wykonanie perfuzji naczyn badane; tkanki w
celu wyptukania z niej krwi. Pomimo pewnych ograniczen wynikajacych z obecnosci AChE
nie tylko w strukturach cholinergicznych, histochemiczna metoda jej lokalizacji w tkankach i
narzadach znalazla zastosowanie w diagnostyce chor6b miesni (myasthenia gravis), choroby
Alzheimera, choroby Hirschsprunga, jak rowniez w histologiczne;j weryfikacji skutecznosci 1
poprawnosci dokonywanych lezji w obrebie struktur cholinergicznych.

W badaniach histochemicznych nad lokalizacja AChE, jak i biochemicznych, nalezy pa-
mietaé o stymulujacym wptywie narkozy eterowej na aktywnos$¢ uktadu wspolczulnego, zwlasz-
cza w obrebie rdzenia nadnerczy. Wplyw ten jest zwigzany ze zwigkszonym uwalnianiem
ACh i zwiekszong aktywnoscia AChE. Fakt ten nalezy zatem uwzgledni¢ przy wyborze nar-

kozy.
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W tkankach (osocze, neuroglej, niektore neurony, srodbtonek naczyn wltosowatych mo-
zgu) obok AChE wystgpuje butyrylocholinesteraza (BuChE, EC. 3.1.1.8), okre$lana mianem
pseudocholinesterazy. Enzym ten, hydrolizujac butyrylocholing (BuCh), prawdopodobnie za-
pobiega jej przenikaniu do mézgu i toksycznemu dziataniu. Obok butyrylocholiny, BuChE
hydrolizuje rowniez ACh, wykazujac pod tym wzgledem, odmiennie od AChE, zwiekszona
aktywnos$¢ w obecno$ci nadmiaru substratu. Z tego powodu, poszukujac miejsc AChE-zowo
pozytywnych, nalezy w badanej tkance zablokowac¢ BuChE za pomoca czteroizopropylopiro-
fosforamidu (ISO-OMPA) w stezeniu 10 “M. Zwiazkiem stosowanym w oznaczeniach histo-
chemicznych i biochemicznych do blokowania AChE jest dwubromek 1,5-dwu (4-allilo-
dwumetyloamoniofenylo) pentan—3—onu (BW284C51) w stezeniu 10° M. Stosuje si¢ row-
niez inhibitor obu cholinesteraz (AChE i BuChE) ezeryne (fizostygmine), w stezeniu 104 M.
Powyzsze inhibitory wykorzystuje si¢ w celu odréznienia w badanej tkance miejsc zwigza-
nych z obecnoscia AChE od miejsc zwiazanych z BuChE.

28.1. Metoda

Obecnie powszechnie stosowana metoda histochemicznej lokalizacji acetylocholinesterazy
jest metoda tiocholinowa i zelazicyjankowa wedtug Tago i wsp. (1986), stanowigca modyfi-
kacje¢ metody Karnovsky’ego i Rootsa z 1964 roku. Powstajacy bezposrednio w miejscu obec-
nosci AChE brazowy i drobnoziarnisty produkt cechuje sie bardzo mata dyfuzyjnoscia, co
sprawia, ze nawet przy dtugotrwatej inkubacji skrawkow nie tworzy sig tto (lub tworzy sig
w znikomym stopniu). Modyfikacja Tago i wsp. (1986) polega na wzmocnieniu pierwotnej
reakcji Karnovsky’ego i Rootsa (1964), przez wykorzystanie faktu, iz jej koncowy produkt,
zelazocyjanek miedziowy (Cu,Fe(CN),), tzw. braz Hatchetta, posiada wiaSciwosci peroksy-
dazowe i w obecnosci nadtlenku wodoru (H,0,) utlenia czterochlorowodorek dwuaminoben-
zydyny (DAB), chromogen powszechnie stosowany w histo- i immunohistochemii, do brunat-
nego zwiazku odkladajacego si¢ bezposrednio w miejscu reakcji pierwotnej. Ponadto w obec-
nosci siarczanu amonowoniklawego (Ni(NH,),(SO,),-6H,0), DAB utlenia sig na kolor czarny,
a w obecnosci chlorku kobaltawego (CoCl,) na kolor niebieski. Modyfikacje te umozliwiaja
zatem zmiang barwy 1 jej nasilenia w miejscu obecnosci AChE. Ma to ogromne znaczenie
przy badaniu tkanek o matej aktywnosci tego enzymu, a jednoczes$nie umozliwia wykonanie
na jednym skrawku dwoch réznych oznaczen. W przypadku tkanki o duzej aktywnosci AChE
(synapsa nerwowo-mies$niowa, neurony cholinergiczne) lokalizowanie AChE mozna zakon-
czy¢ na reakcji pierwotnej, tj. na powstaniu zelazocyjanku miedziowego, a powyzsze etapy
pominag.

Zarowno produkt reakcji pierwotnej, tj. Cu,Fe(CN),, jak i reakcji wtornej, tj. utleniony
DAB, sa zwiazkami nierozpuszczalnymi w alkoholu i ksylenie, co pozwala na dowolny spo-
s0b zamykania preparatow. Reakcje przeprowadzamy na skrawkach kriostatowych o grubosci
od 10 do 20 um, utrwalonych i perfundowanych;, lub na §wiezej tkance.

28.2. Odczynniki

A. 1) Jodek acetylotiocholiny (JATCh-substrat AChE); 2) cytrynian sodowy dwuwodny
(CH,0,Na, x 2H,0); 3) siarczan miedziowy bezwodny (CuSO,); 4) zelazicyjanek potasu
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(K,Fe(CN),; 5) bufor octanowy 0.1 M o pH 5.0 dla tkanek o duzej aktywnosci lub 6.0 dla
tkanek o malej aktywnosci AChE, 6) ISO-OMPA (bloker BuChE); 7) BW284C51 (blo-
ker AChE); 8) ezeryna (fizostygmina) (bloker AChE i BuChE), a w przypadku wzmoc-
nienia reakcji: 9) perhydrol (30% H,O.); 10) DAB; 11) siarczan amonowoniklawy
(Ni(NH,),(S0,),-6H,0; 12) bufor TRIS 0.05 M o pH 7.6.

B. Plyn wyjSciowy: 65 ml buforu octanowego 0.1 M o pH 5.0 lub 6.0 + 147 mg cytrynianu
sodowego x 2H,0 + 48 mg siarczanu miedziowego bezw., + 17 mg zelazicyjanku potasu
+ 35 ml wody destylowanej. Roztwor ten jest bladozielony i trwaly przez tydzien w tem-
peraturze pokojowe;j.

C1. Ptyn inkubacyjny o pH 5.0 dla tkanek o duze;j aktywnosm AChE-zowej: 9 ml ptynu wyj-
sciowego + 10 mg JATCh + 1 ml 10*M ISO-OMPA. Plyn ten jest trwaty przez wiele
godzin.

C2. Ptyn inkubacyjny o pH 6.0 dla tkanek o matej aktywnosci AChE-zowej: 10 ml plynu
wyjSciowego B + 80 ml buforu octanowego + 10 ml 104 M ISO-OMPA + 5 mg JATCh.

W przypadku wzmocnienia reakcji przygotowaé:

D. 0.05 % roztw6r DAB: 10 mg DAB + 20 ml buforu TRIS 0.05M o pH 7.6 + 150 mg
siarczanu amonowoniklawego + 2 ml 0.03% H,0, przygotowanego z perhydrolu (30%

0,). Roztwor ten przygotowujemy na 15 minut przed uzyciem.

28.3. Wykonanie ¢wiczenia

1) 30-minutowa preinkubacja w temperaturze 37°C z 10“M ISO-OMPA Iub z 10° M
BW284C51 lub EZERYNA 10“M.

2) Przeniesienie skrawkow do odpowiedniego medium inkubacyjnego C1 lub C2 na 2 lub
3 godziny w temperaturze 37°C lub na 12 do 24 godzin w temperaturze 4°C. Sa to tylko
bardzo przyblizone czasy inkubacji, zalezne gléwnie od rodzaju tkanki, sposobu jej utrwala-
nia, czasu, jaki uplynal od momentu pobrania materiatu, i dlatego nie mozna ich ustalié¢ w
sposob arbitralny. Dla uzyskania optymalnych wynikéw poleca sie prowadzié co 30 minut
kontrolg przebiegu reakcji pod mikroskopem.

Czas inkubacji jest wystarczajacy, jesli w miejscach aktywnosci AChE powstang brazowe
ziarnisto$ci i nie tworzy sie tlo.

Na tym etapie mozna zakonczy¢ inkubacjg i zamkna¢ preparaty. Je$li natomiast chcemy
z r6znych wzgledéw wzmocni€ jg, to postgpujemy w nastepujacy sposob:

3) Ptukanie preparatéw 3 x po 3 minuty w buforze TRIS 0.05 M o pH 7.6 w temperaturze
pokojowe;.

4) Nakrapianie na skrawki, po wcze$niejszym obrysowaniu ich diamentem, 50-100 ul
roztworu D w temperaturze pokojowe;j.

5) Prowadzenie kontroli pod mikroskopem; brazowy produkt reakcji zmienia sie w czarny.

6) Ptukanie preparatéw 3 x po 3 minuty w buforze TRIS i wodzie kranowej.

7) W razie koniecznosci — podbarwi¢ skrawki hematoksyling i/lub eozyna.

8) Zamkna¢ preparaty w glicerozelu lub w balsamie kanadyjskim po wcze$niejszym od-
wodnieniu (alkohol) i przeswietleniu (ksylen).



142 Gracjan Swigtkiewicz

28.4. Wyniki

W miejscach aktywno$ci AChE znaj duje\siq brazowy drobnoziarnisty produkt (ETAP 2), a czar-
ny na ETAPIE 4. '

Uwagi

1. Etap 4 mozna pomina¢, jesli badamy tkanke o duzej aktywno$ci AChE i stosujemy ptyn
inkubacyjny C1 o pH 5.0.

2. Etap 4 jest niezbedny, jesli badamy tkanke o matej aktywnosci AChE i stosujemy ptyn
inkubacyjny C2 o pH 6.0. W tym przypadku, w celu zablokowania endogenne;j peroksydazy
(erytrocyty, granulocyty, trombocyty, pozostate komérki organizmu zawierajace peroksydaze
NAD, NADP i glutationu), skrawki, przed przystapieniem do etapu 1, inkubujemy 3 x po 10 mi-
nut w 0.1-0.3% H,0.,.

3. W celu okreslenia specyficznosci miejsc reakcji AChE-zowe; konieczne jest wykonanie

kontroli polegajacych na inkubacji skrawkéw badanej tkanki w ptynach inkubacyjnych zawie-
rajacych obok substratu (JATCh) réwniez odpowiedni bloker (BW284C51, EZERYNA).
Wykonuje sie rowniez tzw. probe $lepa, inkubujac skrawki w plynie pozbawionym substratu
(JATCh).
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29.

BADANIA CYTOCHEMICZNE W DIAGNOSTYCE BIALACZEK
WYKRYWANIE AKTYWNOSCI MIELOPEROKSYDAZY
W KOMORKACH SZPIKU MYSZY

Pracownia Hematologii i Toksykologii Zwierzat Zaktadu Fizjologii Zwierzat UJ

Wstep

Biataczki (leukemie) stanowia bardzo zréznicowana grupg choréb rozrostowych dotyczacych
komoérek szpiku kostnego. Istota ich polega na niekontrolowanym namnazaniu si¢ komoérek
prekursorowych (blastycznych) wywodzacych sig z réznych linii krwinkowych. J ednoczesnie
w ich przebiegu dochodzi do sttumienia normalnej hematopoezy i niewydolnosci funkcjonal-
nej szpiku. W zwiazku z tym w przebiegu biataczek dochodzi do granulocytopenii, niedo-
krwistosci i matoptytkowosci. Chorzy najcze$ciej maja objawy podobne do grypy i skarza sig
na ogdlne ostabienie, goraczke i zaburzenia krzepnigcia krwi (siniaki, krwawienia z dziaset).
W przypadku biataczek ostrych czas przezycia bez podjecia leczenia jest zazwyczaj krotszy
niz 6 miesiecy. Komorki biataczkowe bardzo czegsto (cho¢ nie zawsze) pojawiaja sig w duzych
ilociach w krwi obwodowrej, zasiedlaja $ledzione, watrobg i wezly chtonne. Moga rowniez
tworzy¢ nacieki w innych narzadach. Zwiazane jest to z uposledzeniem funkcjonowania tzw.
bariery szpikowe;. :

Klasyfikacja bialaczek zalezy zaréwno od typu komorki, z ktérej wywodzi sig klon bia-
taczkowy, jak i stopnia jej dojrzatosci. W zwiazku z tym wyrézniamy biataczki szpikowe
pochodzace z mieloblastow i biataczki limfatyczne wywodzace sig z linii limfocytarnej. Bia-
taczki ostre wywodza si¢ z komoérek stabiej zroznicowanych, podczas gdy w biataczkach prze-
wlektych dominuja komérki o wiekszym stopniu dojrzatosci. Juz z tego pobieznego opisu
wynika, ze identyfikacja rodzaju komodrek blastycznych ma kluczowe znaczenie dla diagnozy,
a nastepnie rodzaju stosowane;j terapii. Niestety w wielu wypadkach morfologia komorek
wystepujacych w krwi czy szpiku pacjenta lub tez zwierzecia nie daje wyraznych podstaw do
postawienia diagnozy, poniewaz szczegoélnie niedojrzate blasty sa bardzo do siebie podobne.
W diagnostyce biataczek oprécz kryteriow morfologicznych stosuje sig zatem réznorodne
barwienia cytochemiczne, analiz¢ immunofenotypu (markerow powierzchniowych — CD)
z uzyciem przeciwcial monoklonalnych i badania cytogenetyczne. Opierajac sig na tych kryte-
riach, ustalono powszechnie akceptowana klasyfikacje ostrych biataczek okreslang mianem
FAB (French-American-British) classification (tabela 1).



