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1 Uvod

1.1 Cil prace

Cilem tohoto projektu je umoznit strucné seznameni se zakladnimi imunohistochemickymi
metodikami, jejich principy, zakladnimi kroky jejich provedeni a jejich moznym pouzitim
v mediciné. Ustav histologie a embryologie LF UK v Plzni zajistuje pro studujici I. a
IT. ro¢niku vSeobecného lékatstvi i stomatologie vyuku teoretického predmétu ,,Histologie
a embryologie“, v jehoz ramci se studenti na praktickych cvi¢enich mohli zatim pfimo
seznamovat jen s technikami prehlednych a specidlnich histologickych barvicich metod.
V soucasnosti jsme vSak svédky prudkého rozvoje molekularné-biologického poznani bio-
medicinskych jevi. Vyzkum se dnes témér vyluéné odehrava na molekularni trovni, ¢im
dal vice a ¢im dal rychleji se jeho vysledky promitaji do prace klinické.

Imunohistochemické a imunocytologické metody maji Siroké spektrum pouziti, a to
zejména v bioptické diagnostice. Zvlasté v pripadé nadorovych 1ézi je ¢asto imunohisto-
chemické ¢i imunocytologickd charakteristika tkané za pomoci jednoho ¢i vice markert
rozhodujici, a to jak pro bioptickou diagnostiku jako takovou, tak ¢asto téz pro nasledny
postup klinicky. Vybér konkrétnich imunohistochemickych metod, jez jsou zde obsazeny,
byl konzultovan s prof. MUDr. Michalem Michalem z Ustavu patologické anatomie LF UK
v Plzni, nebot inovace vyuky histologie by méla mimo jiné slouZit pro lepsi pfipravenost
studentti pro navazujici predméty ,,Patologie“ a ,,Patologicka fyziologie®, ev. pro pozdéjsi
spolupraci budoucich klinikt s patology. Studenti by méli porozumét nejcastéji uzivanym
metodikam vcetné jejich omezeni a tskali.

Ustav histologie a embryologie se i nadale hodla vénovat prohlubovani molekularné-
biologického chapani biomedicinskych jevi studenty LF UK — jiz v minulosti byla na
nagem pracovisti Gispé&né zavedena in situ hybridizace (ve spolupraci s Ustavem biologie
LF UK v Plzni, stanoveni mRNA PAI-1). V soucasnosti provadime jiz i nékteré z DNA
diagnostickych metod (ve spolupraci s Siklovym tstavem patologické anatomie LF UK
v Plzni napf. metodu TGGE (temperature gradient gel electrophoresis).

1.2 Historie

Imunohistochemie (IHC) se rozvijela jako jedna z modernéjsich metod, které pivodné
vychazely z tzv. ,histochemie”, a to zavadénim postupné objevovanych zakonitosti spe-
cifické imunologické reakce a s rozvojem jeji dostupnosti pro bézné laboratore. Ptivodni
histochemie vznikala priblizné od 30. let XX. stoleti na hranici histologie a analytické che-
mie a biochemie. Jejim cilem je identifikovat a lokalizovat chemické latky v misté jejich
vyskytu v tkénich na tirovni histologické ¢i cytologické.

Zékladem pro IHC byla moznost kovalentni vazby molekul imunoglobulind s jinymi
molekulami, coz se stalo pfedmétem vyzkumu jiz ve 30. letech XX. stoleti. Ve 40. letech se
zdafil prvni pritkaz antigenti v tkdni pomoci fluoresceinem znacené protilatky (tzv. pfimou
imunofluorescencni metodou). Do patologické diagnostiky se tyto techniky dostavaly od
50. let a postupné byla zlepsovana specifita, senzitivita a dostupnost stale Sirsitho spektra
metod, k ¢emuz napomohl i rozvoj molekuldrniho, proteinového a genového inzenyrstvi
nezbytny pro produkci reagencii potiebné kvality a kvantity. V 70. letech XX. stoleti byly



pfipraveny protilatky proti jednomu epitopu (antigenni determinanté), tzv. monoklonalni
protilatky.

Rovnéz spojeni enzymu s protilatkou, kterého se zacalo vyuzivat ve stejné dobé, vyts-
tilo v 8irsi zavedeni IHC do praxe, a to zejména u tkanovych fezt fixovanych ve formolu
a zalitych v parafinu. Tim vznikla moznost unifikovat odbér tkané a retrospektivné vy-
Setfovat vozrky jiz diive odebrané.

Do imunohistochemie spadaji vSechny techniky vyuzivajici mono- ¢i polyklonalni
znacené protilatky, kterymi lokalizujeme a vizualizujeme prislusné tkanoveé
antigeny. IHC je vyuzivana ke specifictéjsimu prikazu latek v preparatech, objasnéni
distribuce prokazovanych latek (schopnych zucastnit se reakce jako antigeny), a to extra-
i intracelularnich strukturnich a informac¢nich molekul, enzymii nebo sekre¢nich produktii.
V soucasnosti je role IHC v diagnostické praxi u fady chorob prakticky nezastupitelna.

1.3 Literatura dostupna ke studiu

Predkladany dokument neni védeckou praci, v niz by kazda zasadni informace byla do-
kladovatelné citaci z priméarnich prament, nebot jde o informace dlouho zndmé a v praxi
pouzivané. Presto zde uvadime nékteré z publikaci, kterymi jsme byli inspirovani. V mno-
hych z nich je mozno nalézt podrobné zpracovani dil¢ich témat souvisejicich s imunohis-
tochemii. Zakladni pfedstavu o metodice zpracovani histologickych preparatt je mozné
Cerpat jak z klasickych ucebnic histologické techniky, napt. [15] nebo [14], tak z modernich
kompendii[3].

Klasickou praci jednoho ze zakladatelt histochemie je [7]. Pfehled o zpracovani histolo-
gického materialu a o zédkladnich metodach v histologii 1ze ziskat u [12] nebo [4]. Teoreticky
prehled o THC je dikladné a promyslené zpracovan v [2]|. Principy IHC, cenné podklady
k laboratornim postuptim a jejich vyuziti v bioptické diagnostice piehledné podava [6] a
[11]. Detailnéjsi prehled o histochemii a THC u jednotlivych orgdnovych systémi v patolo-
gii a jeji roli v diagnostickém procesu viz [5]. Moznosti IHC v soudnélékaiské diagnostice
zpracovava [13].

K pochopeni zakonitosti vyuzivanych v metodice imunohistochemie je zapotiebi ovla-
dat zdkladni terminy z imunologie, s nimiz se lze sezndmit v uéebnicich, napt. [8]. Pro
pokrocilejsi ¢tenare a zajemce o hlubsi studium imunologickych jevi uvadime [1] a [9)].
agnostickych postupi popisuje [10]. Jedna se zejména o popis izolace nukleovych kyselin,
Southerntiv pfenos a analyzu restrikénich fragmenti, polymerazovou fetézovou reakci a
jeji modifikace, ligazovou fetézovou reakci a in situ hybridizaci.

1.4 Priklady vyuziti imunohistochemie

vvvvvv

Intermediarni filamenta — cytokeratiny (typické pro rtizné typy epitelovych bunék),
vimentin (v burikdch mezenchymového ptuvodu), desmin (ve svalové tkéni), neuro-
filamenta, gliovy fibrilarni acidicky protein (neuroglie a myoepitelové buiky)

Mikrofilamenta — aktin a myosin



CD antigeny — zejména v diagnostice neoplazii lymfatického systému (lymfoprolifera-
tivni choroby)

estrogenové a progesteronové receptory —znadise jadra v hormon-senzitivnich buri-
kach, v nichz hormony piisobi jako regulacni faktory genové exprese a diferenciace
bunék, metody se uziva v diferencialni diagnostice nadori prsu a délohy.

Je mozné prokazovat i fadu jinych antigenti typickych ¢i specifickych pro urcité tkane,
resp. bunky urc¢itého ptivodu nebo diferenciac¢niho stadia.

2 Teoretické zaklady imunohistochemie

Zékladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je detekce specific-
kych antigennich determinant (molekul ¢ jejich ¢asti) s vyuzitim imunologické vazby,
t.j. na principu vazby antigenu a protilatky. Tuto vazbu si mizeme obrazné predstavit
jako vztah specifického kli¢e (protilatky, ktera je zpravidla volnd) k zamku (tkanovému
antigenu, jenz je zpravidla pevné fixovdn na uréitou strukturu, napt. na povrch bunky.!)

2.1 Zakladni typy imunohistochemickych metod

. Neprima metoda
Prfima metoda = dvojstupriova metoda, zaloZzena na

= primarni protilatka znacena pfimo imunologické vazbé sekundamni znacené

protilatky na protilatku primarni
Sekundarni protilatka,
znaéené fluorochromem ¢&i

P¥mé znadeni primarn{ enzymem

protilatky, napf. kovem &i 4

fluoresceinem

Primarni protilatka
Primarni protilatka

Rez Rez

Nepfima trojstupfiova metoda Trojstupnova metoda vyuzivajici

(strept)avidin biotin komplex (SABC)
- e i
o € Komplex peroxidasa-anti-peroxidasa i

W

Specifické neznadené sérum proti Biotinylovana protilatka = “mistek”

primarni protilatce = “mUstek”

Primarni protilatka Primarni protilatka

ﬁez 'REZ

Obrazek 1-4: Schéma IHC metod

I Existuji ovSem i obracené modifikace, kdy naopak protilatky nachézejici se v tkdni méizeme detekovat
tak, Ze k nim pridame v roztoku pfislusné antigeny.




Rozdéleni typt imunohistochemickych metod:

e piiméa metoda
e nepiima metoda dvojstuprova

e nepiimé trojstupnové metody

— metoda peroxiddza-anti-peroxidazového komplexu (PAP)
— metoda avidin-biotin komplexu (ABC)

Schéma téchto metod ukazuji obrazky 1-4.

2.1.1 PFfima metoda

Jde o nejjednodussi zptsob lokalizace antigenu ve tkani. Primérni protilatka je pfimo
oznacena fluoresceinem, enzymem nebo kovem, jehoz rozmisténi v tkani pak hodnotime.
Ptimé metody lze uzit, je-li antigen ve studované tkani pfitomen v dostatecné vysoké
koncentraci. Konjugované protilatky jsou dostupné pro Siroké spektrum antigenti a maji
vyuziti zejména v nativnich fezech. P¥i pouziti na parafinovych fezech je tato metoda
malo citliva.

2.1.2 Neprima dvojstupniova metoda

Neprimé IHC metody jsou ve srovnani s pifimymi sice komplikovanéjsi, ale vyhodou je, Ze
mohou byt mnohem citlivéjsi. Na tkanové fezy se nejprve aplikuje neoznacena protilatka
(imunoglobulin) nebo sérum, které jsou specifické proti prokazovanému antigenu a nazy-
vame je primarni protilatkou. Ve druhé vrstvé nanasime protilatku proti Fe-fragmentu
imunoglobulinti zvifete, které bylo darcem primérni protilatky. Druhd (sekundarni) pro-
tilatka je znacCena fluorochromem nebo enzymem a imunologickou vazbou se vaze na

protilatku primarni.

2.1.3 Neprimé trojstupnové metody

Jedna se o amplifika¢ni metody slouzici k zesileni signalu v pripadé, ze mnozstvi molekul
antigenu v tkani je nizké. V prvni fazi reaguje primérni specifické antisérum s antigenem
prokazovanym v tkani. Ve druhé fazi je aplikovana neznacend specificka protilatka proti
imunoglobulintim zvifete, jehoz protilatky se pouzivaji v prvni a tfeti fazi. Tato sekun-
darni protilatka je nazyvana také protilatka spojovaci a tvori , mustek”. Mistek je nutno
pfidavat v nadbytku, aby nebyla vazebné vysycena ob& ramena (Fab-fragmenty?) jeho
IgG molekuly, coz by poskytlo falesné negativni vysledek. Ve tfeti fazi nanasime zna-
¢eny komplex, napfiklad PAP, tj. peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex. Metodika

vvvvvvv

Pfinahrazeni peroxidazy v komplexu alkalickou fosfatazou dostaneme metodu APAAP,
tj. alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza. Tento postup je vhodny pro vySetio-
vani takovych preparatii, kde je velmi vysoka aktivita endogenni peroxidazy a nelze tak
spolehlivé zarucit jeji iplnou inaktivaci.

20bsahuji variabilni oblast, ktera je antigenné specificka.



Dalsi nepfimou trojstuptiovou metodou je technika avidin-biotin komplexu (ABC
metoda). Vyuziva schopnost velice pevné (prakticky ireverzibilni) neimunologické a dru-
hové nespecifické vazby vajecného glykoproteinu bilku avidinu s vitaminem biotinem.
Avidin méa schopnost vazat ¢tyfi molekuly biotinu. Néktera vazebna mista avidinu jsou
volna a néktera jsou obsazena komplexem biotin-peroxidéza, resp. biotin-alkalicka fos-
fataza. Volna mista jsou pfipravena pro navazani biotinylované protilatkové molekuly
(mistku). Pti pouziti avidinu ziskaného z bakterie Streptomyces avidini, ktery dava lepsi
reakci, nazyvame tento komplex SABC, tj. streptavidin-biotin-komplex. K dispozici
jsou velmi citlivé detekcéni soupravy poskytujici uspokojivé vysledky i pfi minimalnim
mnozstvi komplexu antigen-protilatka. ABC, resp. SABC metoda patii pfi spravné meto-
dice v soucasnosti k nejcitlivéjsim a je velmi rozsitena. Princip spociva v oznaceni sekun-
déarni protilatky biotinem a jeho nasledné vazbé se (strept)avidin-biotinovym komplexem
oznacenym kienovou peroxidazou. Enzymatickd aktivitu této peroxidazy nam pak indi-
kuje ta mista v preparatu, na nichz doslo k primarni specifické reakci.

2.2 Ziskavani protilatek pro THC
2.2.1 Polyklonalni protilatky

Jsou produktem mnoha aktivovanych klonti B lymfocyti a proto jsou namireny proti vice
epitoptim urcitého antigenu nebo smési antigenti. Ziskavaji se imunizaci laboratornich zvi-
fat antigenem (nebo jejich smési). Pfi imunizaci organizmu dochézi ke stimulaci riznych
B lymfocyt a k jejich proliferaci a diferenciaci na plazmatické bunky. Je produkovano
spektrum protilatek proti riznym epitopiim prislusné bilkoviny s riiznou schopnosti se na
ni vazat. Po Uspésné imunizaci se zvifeti odebere sérum ¢i ascites obsahujici protilatky
proti pivodnimu imunogenu. Specifita polyklonalnich protilatek velice zavisi na imuni-
zacnim protokolu, resp. na tom, v jaké fazi imunitni odpovédi zvirete jsou z néj protilatky
ziskavany.

2.2.2 Monoklonalni protilatky

Jelikoz jsou produktem jednoho klonu B lymfocytti, jsou specifické proti jediné antigenni
determinanté. Fazi normalnich B lymfocyt pochézejicich z imunizovaného zivocicha a
neoplastickych myelomovych bunék lze pripravit tzv. hybridomy, coz jsou klony bunék
schopné produkce monoklonalnich protilatek. Zatimco matefsky normélni B lymfocyt (od
imunizovaného darce) je nositelem specifity produkované protilatky, myelomova buiika je
nositelem vysokého az neomezeného prolifera¢niho potencialu, ,nesmrtelnosti“. Hybridom
tedy zdédi po myelomové buiice moznost nepretrzitého ristu a po aktivovaném B lym-
focytu schopnost syntetizovat monoklonalni protilatku namifenou proti jedné antigenni
determinanté.
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barveni pozadi (zejména bunéénych jader)
11. dehydratace a montaz preparatu

Konkrétni nami pouzity postup je dokumentovan v ¢asti vénované popisu vyroby IHC
preparati (strana 17).

3.2 OOdbér a fixace tkané

Cilem fixace je zachovani struktury bunék a tkani ve stavu, ktery je co nejpodobnéjsi tomu,
v némz se vyskytuji zaziva. Dokonalost fixace odebrané tkané ma zasadni vyznam pro
spravnost imunohistochemické detekce, nebot schopnost spravné identifikace bunéénych
proteinil zavisi na jejich zachovani v tkanovych fezech.

Fixace zastavi metabolické déje jejich zpomalenim (v pfipadé zmrazeni) ¢ stabilizaci
enzymu a dalSich proteint. Toho lze dosdhnout:

e fixa¢nimi roztoky (pufrovany vodny roztok formaldehydu event. s kyselinou pikrovou
a kyselinou octovou jako Bouinova tekutina, roztok glutaraldehydu, ethanolu) nebo
parami

e zmrazenim tkané

e eventualné i teplem (pfi fixaci tkdné pomoci mikrovln nedochézi ke ztraté proteint
ve srovnani s chemickou fixaci)

P1i vybéru fixace tkané pro IHC je zapotiebi skloubit do jisté miry protichiidné ten-
dence:

e zachovat morfologii tkanovych struktur

e zachovat antigenicitu a minimalizovat vznik artefaktii



Prikaz latky, ktera je predmétem naseho zajmu, je tieba provést in situ, tj. pfimo
v misté jejiho normalniho vyskytu v tkani. Chemické latky, jez chceme identifikovat, je
zapotifebi imobilizovat, fixovat, popfipadé jejich solubilitu vhodnym zpiisobem zménit
nebo ji prizptisobit vybér latek, s nimiz pfijde béhem zpracovani do styku. Nebyva to
problém u vétsich a maéalo difuzibilnich makromolekul, jakymi jsou proteiny a nékteré
polysacharidy — ty jsou zpravidla fixativem precipitovany ¢i pevné zesifovany s ostatnimi
precipitovanymi molekulami v tkani.

Béhem fixace se prakticky nelze vyhnout vzniku artefakta. Kdyz chemické fixativum
pronikéd do hloubky tkané (zejména to plati pro dehydratujici fixativa, jakymi jsou alko-
hol, aceton aj.), pfedstavuje jeho ¢elni hranice vyrazny fyzikalné-chemicky gradient, ktery
miize zménit distribuci nékterych typt molekul v tkani a kuptikladu je ,natlacit na bio-
membrany (o néz se tyto latky zastavi). V piipadé vysoce difuzibilnich rozpustnych latek
s malymi molekulami (ionty, nizkomolekularni jednoduché sacharidy, nékteré organické
kyseliny, urea) nedochazi béhem klasického zpisobu chemické fixace k jejich imobilizaci
a béhem interakce s roztokem fixativa je ptivodni distribuce téchto latek v tkani zcela
setTena.

Nékterym témto zménam u uvedeného typu latek je mozné predejit vaskularni perfuzi
tkané fixativem, ale ani tehdy se nezabrani zménam v jejich distribuci na intracelularni
darovni.

Posledné uvedenému zkresleni v rozmisténi vysoce rozpustnych latek 1ze predejit rych-
lym zmrazenim tkané (pro zhotoveni kryostatovych fezi), event. naslednym mrazovym
vysouSenim ve vakuu (mrazova sublimace, freeze-drying, zvané téz lyofilizace). Nékteré
termosenzitivni enzymy nelze totiz prokazovat v parafinovych fezech, protoze by byly
inaktivovany?® teplotou tekutého parafinu pfi zalévani blocku (cca 56 °C). Tyto metody
navic umoznuji provést nasledné priukaz aktivity vétsiny endogennich (tj. v tkani se vy-
skytujicich) enzymii. Rovnéz deformace tkané (,scvrknuti“ typické pro fadu zpusobi che-
mické fixace) je zde méné vyrazna. V roviné praktické realizace ma ovSem i tato metoda
néktera tskali. Neprijemné jsou napf. disledky fragility zmrazeného blocku projevujici se
ve snadném poruseni souvislosti tkané.

Béhem zpracovavani tkané je vybér chemikalii samoziejmé omezen na takové, které
v jinych ohledech strukturu tkané ¢i prokazovanou latku vyznamné neposkodi. Zpravidla
je nasim cilem ziskat téz takovy preparat, jehoz mikroskopicky obraz a zejména priikaz
cilové latky v ném je v Case stabilni (to vSak v nékterych piipadech nebyva vzdy mozné,
preparat postupné ,bledne“ a musi byt vyhodnocovan kratce po svém zhotoveni). Fixace
¢asto zvySuje propustnost bunééné membrany a umoziiuje prunik latek (barviv aj.) ptes
plazmalemu.

7 vyse uvedeného plyne, ze vybér spravného fixativa je vazan na konkrétni reakci,
kterou se chystame nasledné provadét, a na typ prokazované latky. Proto byva soucasti
vSech reakénich souprav pro imunohistochemii téz informace o pozadovaném typu fixace.
V soucasné dobé je dostupné siroké spektrum reagencii umoznujicich provadét velkou cast
imunohistochemickych reakci na béznych fezech, tj. fixovanych pufrovanym neutralnim
roztokem formaldehydu a zalitych do parafinu (resp. paraplastu). Zmény antigent, ke
kterym béhem fixace dochézi, mohou i nemusi ovlivnit jejich reaktivitu v IHC reakci podle

30dolnost riiznych enzymi vii¢i fixaénim postuptim a jiné fyzikalné-chemické manipulaci se véak velmi
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vztahu mista zmén k reakénimu mistu antigenu. Proto je vhodné zvolit jako soucast dané
IHC metodiky konkrétni vyzkouseny ¢i vyrobcem doporuceny zpisob fixace.

Nejcastéji pouzivanymi ¢inidly jsou aldehydy, zejména pufrovany vodny roztok formal-
dehydu o koncentraci napi. 4 %, ktery ma tu vyhodu, ze mé (diky pufru NaH,PO, +
NayHPO,) schopnost udrzet si svou hodnotu pH i po pfidani mensiho mnozstvi kyselého
¢ zéasaditého roztoku. Byl pouzit i v ndmi provadéném protokolu. Aldehydy pii fixaci
rychle reaguji s aminoskupinami aminokyselin (vy¢nivajicich mimo peptidicky skelet) a
dalsich sloucenin a za urcitych podminek ponechaji zachovanou alespon ¢ast enzymatické
a imunoglobulinové aktivity, coz umoznuje pouzit IHC metody na lokalizaci prislusnych
aktivit ve tkanich. Méni se struktura cytosolu a vznika z ného gel, napt. tvorbou pri¢nych
methylenovych mustki, které mohou vazat rozpustné proteiny k nerozpustnym proteintim
cytoskleletu. K dal$im ¢inidliim chemické fixace patii vedle aldehydi i alkoholy (ethanol
¢i methanol, jez odnimaji z tkané vodu), kyseliny (octova, trichloroctova, pikrova), event.
soli tézkych kovi. Nepfiznivé vlivy fixace na tkan lze ¢astecné ovlivnit dalsimi postupy.

3.3 Krajeni a napinani histologickych rezi

Kazdou tkan lze mikrotomem krajet na jinou minimélni tloustku fezi, za tGspéch lze
povazovat hodnoty kolem 5 um (pii této tloustce je u vétsiny tkani zachycena ptiblizné
jedna vrstva bunék).

Nakrajené tezy je tfeba napnout na kapce vody na podlozni sklicka predem potazena
vhodnou lepivou substanci, kterou mutze byt napf. smés bilek-glycerin, Zelatina, poly-
L-lysin, APES (3-amino-propyl-triethoxysilan). Pro IHC je nutno volit vhodnd media
pro lepeni tak, aby byla dostatecné u¢inné a trvanliva (vydrzela napf. var v mikrovinné
troubé) a nevedla k nespecifické reakci. V nasem pfipadé jsme pouzili sklicka potazena
APES. Jejich pfipravu popisujeme na strané 17.

3.4 Optimalizace prezentace antigenii

Cim je struktura tkané diky fixaénim postuptim lépe zachovand, tim byvaji ptivodni
tkanové antigeny obtiznéji prokazatelné. Nepriznivé vlivy fixace na tkanové antigenni
struktury lze vsak do jisté miry zmirnit. Tkanové tezy je proto vhodné ptred dalsimi
kroky zpracovani oSetfit, a to tak, aby jejich povrchy lépe ,nabizely“ antigeny primérni
protilatce, tzn. aby antigeny nebyly ,prekryty“ jinymi molekulami branicimi specifické
reakci. Tento krok lze provést na deparafinovanych a rehydratovanych fezech.

3.4.1 Pouziti proteaz

Céstecna digesce molekul tkané proteolytickymi enzymy miize do jisté miry obnovit anti-
genni vlastnosti biologického materialu v parafinovém blocku. Nejcastéji pouzivané pro-
tedzy v IHC jsou trypsin, pepsin, pronaza a ficin. Protedzy maji na parafinovych fezech
limitovany dosah tc¢innosti a pravdépodobné narusuji jen povrchové ¢asti proteint.

Pti aplikaci proteolytickych enzymi se stava, ze tkanové rezy ztraceji prilnavost ke
sklicku. Tomu lze zabranit potahovanim skli¢ek specidlnimi médii (APES, poly-L-lysin,
Elmerova Zelatina, chromzelatina).
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3.4.2 Pouziti mikrovlnného zafeni

Mikrovlny 1ze v IHC pouzit:

e k urychleni difuze pti zpracovani,
e k podpore priubéhu chemickym reakci pfi barveni,
e ke stabilizaci proteinu (fixaci teplem),

e pro revitalizaci tkanovych antigent, tj. priznivému ovlivnéni jejich reaktivity a pri-
kaznosti pro dalsi faze IHC reakci (v tom ptipadé se lze nékdy obejit bez digesce
feztl).

Pti pouziti mikrovin vstupuje do procesu revitalizace antigennich struktur tepelny
efekt, ktery urychluje difuzi, podporuje vznik chemické reakce a stabilizuje bilkoviny. Zde
je praxi ovéfena urcitd vyjimka z jinak obecného pravidla, Ze nadmérné vysoka teplota
by mohla nepiiznivé ovlivnit tkan z diivodu denaturace bilkovin. U¢innost fady komeréné
dostupnych protilatek je zavisla na pouziti mikrovin — je tieba se ridit instrukcemi vy-
robce protilatky. Vyuziti mikrovin vsak pfinasi urcity efekt i v pfipadech, kdy vyrobce
podminuje ucinek preparatu pouzitim specialniho detekéniho systému, fixa¢niho média
¢i zménou postupu zpracovani. Néktera pracovisté provadéji vlastni testovani konkrétni
protilatky na sérii pozitivnich a negativnich kontrolnich vzorki tkané, kde porovnavaji
na stejnych tkanovych fezech tcinek digesce a mikrovin.

Metoda regenerace antigenu (antigen retriever), spoc¢ivajici v povateni fezu v citréato-
vém pufru v mikrovlnné troubé, se pouziva napi. pro progesteronovy a estrogenni receptor,
které jsou ulozeny v jadie. Metodu lze interpretovat tak, ze konformac¢nimi zménami pti
absorpci mikrovin muze dojit k ustaleni takového usporadani antigenu, které je pro danou
IHC reakci vhodnéjsi.

3.5 Blok endogenni aktivity enzymu

Pro priikaz vazby antigenu a protilatky se bézné pouzivaji protilatky znacené enzymem,
napf. peroxidazou ¢i alkalickou fosfatazou. Protoze se tyto enzymy vyskytuji také pri-
rozené ve zpracovavané tkani, mohou do zna¢né miry znehodnotit vysledek vysSetfeni
ve smyslu falesné pozitivni reakce. Z toho vyplyva potfeba blokovat endogenni aktivity
enzymu. V piipadé pouziti peroxidézy pouzijeme jako substrat 1-3% roztok H,Oy v me-
thanolu nebo destilované vodé po dobu 20-30 minut. Pti pouziti alkalické fosfatazy pou-
Zijeme v zavéretném médiu lavamizol. Pro blokovani endogenniho avidinu a biotinu (fada
tkani obsahuje endogenni biotin, napf. ledviny a jatra) lze pouzit blok s 0,1-0,01% avidi-
nem v PBS (phosphate-buffered saline) 20 minut a nésledné blok s 0,01-0,001% biotinem
v PBS 20 minut.

3.6 Blok pozadi

I nespecifickd (a tudiz v THC nezadouci) reakce pozadi miize zptisobit pozitivitu. Mezi
priciny falesné pozitivni nespecifické reakce patii:

e aktivita endogennich tkarovych enzymit (odstrafiuje se vysycenim téchto enzymi
jejich substratem),

11



e endogenni avidin-biotinova aktivita (potlacitelnd inkubaci s 0,1-0,01% avidinem a
0,001% biotinem); endogenni biotin je pfitomen v jatrech, tukové tkani a mlééné
zlaze,

e kontaminace fezil nebo reagencii cizorodymi latkami,

e kiizové reakce (zkiiZena reaktivita) protilatky s podobnymi epitopy na rtznych an-
tigenech,

e nespecifickd vazba primarni protilatky na kolagen, laminin, elastin, proteoglykany,
keratin, tukovou tkan a jiné pojivové struktury v disledku nekovalentnich hydrofob-
nich interakei (tkamové proteiny jsou hydrofobnéjsi po ptsobeni fixativ obsahujicich
aldehyd),

e nespecifické vazby v disledku elektrostatickych interakei (jejich vliv lze ¢astecné
eliminovat uzitim pufri s vyssi iontovou silou),

e poskozeni Fezu (napi. vyschnutim) vedouci k neadekvatni reaktivité pozadi (fez
nesmi béhem zpracovani vyschnout),

e difuze tkanovych antigennich struktur do okolni tkané,

e nespecificka reakce sekundarnich, resp. terciarnich protilatek s Fc receptory imuno-
globulinti pfitomnych ve tkdni (v cytoplazmatickych membranéch, ¢asto na makro-
fazich a granulocytech),

e pohlceni antigenu fagocyty,

e nekroza tkané spojena s vylitim cytoplazmatického obsahu. do intercelularnich pro-
stor

Nespecifickému vychytavani specifické protilatky (zejména primarni, ale i sekundarni
nebo terciarni) lze ¢asteéné predejit vysycenim tkané bilkovinami (nespecifickym sérem
nebo napf. mlékem). Tkarn se tak saturuje ,neskodnymi“ proteiny a nespecifické ptibar-
vovani pozadi je potom mensi.

3.7 Vazba protilatek a detekéniho systému

Néasleduje vlastni reakce tkanového antigenu s primarni protilatkou. Podle konkrétni po-
uzité metodiky je néasledovana i specifickou reakci sekundarni a tercidrni protilatky. Vy-
sledkem je pritomnost chromogenu v misté, kde doslo ke specifické vazbé.

Reakce mezi antigenem a protilatkou probiha nejlépe pri neutralnim pH. Na pribalo-
vém letaku protilatky je uvedeno, zda ji lze pouzit na fixovanou ¢i jen na zmrazenou tkan,
jaké je doporucené redéni, popt. dalsi dulezité informace. Pfi inkubaci protilatky s tkani
v chladu a pfes noc lze uzit vétsi nafedéni (tj. nizs$i koncentraci) ve srovnani s inkubaci
v termostatu pii 37 °C. Probiha-li reakce antigenu s primarni protilatkou blize chemické
rovnovaze, tj. bez nadmérného nadbytku reagencii a pri nizsich teplotach, lze v pripadé
pouziti polyklonalnich protilatek doufat, Ze se uplatni pfedevsim nejspecifi¢téjsi klony
zastoupené ve smési protilatek.

3.8 Chromogeny

Samotna vazba antigenu s protilatkou ve tkanich probihé bez viditelné reakce. Abychom
mohli preparat pozorovat béznymi metodami svételné mikroskopie, je nutno k vizualizaci
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lokalizace antigenu a na néj navazanych molekul v preparatu pouzit dalSich latek, tzv.
chromogeni.

Podle zptisobu vizualizace, tj. podle typu pouzitého chromogenu, rozlisujeme v optické
mikroskopii tyto nejpouzivanéjsi metody:

imunofluorescen¢ni — jsou primé i neptimé; z fluorochromi se nejcastéji uzivaji FITC
(fluorescein-isothiokyanat), TRITC (tetramethyl-rhodamin-isothiokyanét), DANSYL
(1-dimethyl-aminonaftalen-5-sulfonylchlorid), derivaty rhodaminu B, texaska cer-
ven,

imunoenzymové — protilatky jsou znaceny konjugaci s enzymy; nejuzivanéjSimi enzy-
movymi markery jsou kienova peroxidaza, alkalicka fosfataza, acetylcholinesteraza;
¢asto uzivany je PAP komplex sestavajici z neznacené primarni protilatky a kom-
plexu peroxidaza-antiperoxidaza.

3.8.1 Prukaz u znaceni pomoci enzymu

Jako markerti se casto pouziva velmi stabilnich enzymi s relativné nenaro¢nymi pod-
minkami pro tspésny pritkaz. Vizualizace je provadéna metodou katalytické histochemie.
Casto vyuzivanou metodou znaceni jsou imunoperoxiddzové techniky. JejichZ principem
je oznaceni mista, kde doslo ke specifické reakci s prokazovanym tkanovym antigenem,
peroxidazou, jejiz pritomnost se v dalsi fazi zviditelni vhodnou reakci, kdy produktem c¢in-
nosti peroxidazy je néjaky nerozpustny pigment. Pouziva se zejména kienové peroxidazy
(horseradish peroxidase). Je-li soucasti histochemického procesu enzymaticka reakce, je
samoziejmé nutné zachovat pro ni vhodné podminky, jako jsou optimalni pH, teplota,
iontova sila roztoku, pomér mezi enzymem a substratem a nepiitomnost inhibitorii.

Je-li detekéni komplex znaceny peroxidézou (napi. u metody SABC, ABC, PAP), po-
uzivame jako chromogen 3,3 -diaminobenzidin (DAB). Kfenova peroxidaza (HRP, horse-
radish peroxidase) reaguje se svym substratem, kterym je peroxid vodiku. Oxidaci pu-
vodné rozpustného DAB, ktery se této reakce ti¢astni jako donor elektront, vznika stabilni
hnédy produkt, ktery je nerozpustny v alkoholu a proto se béhem dehydratace pred mon-
tovanim Fezll nevyplavi. Je tfeba vyvarovat se pouziti roztoku s azidem sodnym (NaN3),
ktery je konzerva¢nim c¢inidlem v nékterych protilatkédch a pufrech, nebot je soucasné
inhibitorem peroxidéazy.

Vedle DAB lze pouzit i jiné chromogeny, napf. 3-amino-9-ethylkarbazol (AEC) karmi-
nové ¢ervené barvy. V pripadé systému znaceného alkalickou fosfatazou pouzivame jako
substrat naftol-AS-MX fosfat nebo Fast Blue BB ¢i Fast red. Vysledkem pak je ¢ervené,
resp. modré zbarveni reakce. Nevyhodou AEC je vSak rozpustnost reak¢éniho produktu
v alkoholu, diky ¢emuz je nutné montovat fezy do hydrofilniho média.

Pozn.: Obsahuge-li studovand tkan v pripadé aplikace itmunoperozidazovych technik vy-
znamnéjsi mnozstvi vlastni (tzv. endogenni) peroxidazy, je treba tuto nejprve inaktivovat,
nnak by jeji pripadnd reaktivita s chromogenem znehodnotila znaceni mist ve tkani, na
nichZ doslo ke specifické priukazni reakci.

13



3.8.2 Prikaz u znaceni pomoci fluorochromu

Fluorochromy jsou barviva vykazujici fluorescenci. Pfi pouziti této metody musime mit
k dispozici fluorescenéni mikroskop. Pfi fluorescenci je svétlo kratsi vinové délky (modré,
fialové ¢i UV) absorbovano a emitovano jako svétlo o delsi vinové délce. V excitovaném
stavu molekula fluorochromu podléha nevratnym konformac¢nim zménam, kvili nimz se
tento dé¢j nemtize u stejné molekuly opakovat. Proto béhem excitace fluorochromu UV
svétlem intenzita emitovaného svétla postupné sldbne (tzv. vysviceni). Fluorescenéni mi-
kroskop ma jako svételny zdroj nejcastéji rtutovou ¢ xenonovou vybojku (u konfokalnich
mikroskopt jim byva i zdroj laserového paprsku), mezi zdroj a vzorek a pred okular jsou
viazeny filtry k selekci vhodné budici vlnové délky, resp. k odliSeni excitovaného svétla
od budictho zafeni (aby skodlivé UV nesméfovalo do okuléru).
Castymi chromogeny pouzivanymi pfi imunofluorescené¢nich technikéch jsou:

e fluoresceinisothiokyanat (FITC, zelena barva),
e tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat (TRITC, ¢ervena barva),

o texaskd Cerven (Cervena barva).

Imunofluorescen¢ni metodiky se uzivaji zejména na kryostatovych preparatech, jako
uzaviraciho média se pouziva filtrovany glycerin v PBS. Média pro montovani nesmi vy-
kazovat vlastni fluorescenci. Na jednom histologickém fezu lze prokazovat i vice antigenti
soucasné za pouziti riznych chromogeni.

3.9 Barveni pozadi

Ani pfi pouzivani imunohistochemickych technik se kviili pfedbézné orientaci v preparatu
casto nevyhneme potfebé paralelniho vyuziti pfehlednych typt histologickych barveni,
resp. alesponn dobarveni jader v IHC preparatu, a to zejména pro lokalizaci pozitivni
reakce viici okolnim znamym strukturam preparatu.

3.10 Dalsi metodické poznamky
3.10.1 Artefakty

Pti mikroskopovani je nutné védét o mozné pritomnosti artefakti, abychom je mylné ne-
zahrnuli do hodnoceni preparatu. Kromé problematiky nespecifickych reakci, probiranych
v dalsim bodé, jde nejcastéji o:

e srazeniny fixa¢niho ¢inidla,

e zuby po mikrotomovém nozi,

e ziaseni a sklady (nedostateéné natazeni tkané),

e lomy v tkani,

e bild mista a §térbiny z nerovnomérné kontrakce (smrsténi) tkané vlivem riznych
roztoku (zejména fixacnich) a teplotnich zmén,

e bubliny vzduchu,
e Spina, prach,

e srazeniny barviva.
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3.10.2 Zasady prace a jeji kontrola

Konecny vysledek THC vysetieni je ovlivnén mnoha faktory, které mohou vést az k falesné
pozitivité ¢i negativité vysetfeni. Jako u kazdé vyzkumné metody se i u imunohistochemie
snazime o co nejvyssi:

e reprodukovatelnost nasi prace,

e senzitivitu,

e specificitu.

Tyto zasady jsou nezbytné pro validitu metody. Pro ovéteni validity IHC prikazi, tj.
»,zda nase metody skutecné davaji takové vysledky, jaké ocekdavame a jejich vysledek
odpovida cili, ktery jsme si naplanovali®, je nutno zarazovat do zpracovani paralelné se
zkoumanymi vzorky i tzv. pozitivni a negativni kontroly.

Spravnou negativni kontrolou u IHC reakce mize byt preparat, ktery:

e vitbec neobsahuje prokazovanou latku (antigen) a THC reakce je proto u néj negativni

e obsahuje sice prokazovany antigen, ale béhem IHC procedury jsme u néj vynechali
reakci s primarni protilatkou (v piipadé, Ze by preparat byl presto pozitivni, odhalili
jsme tak nespecifickou reakci detekéniho systému.

Pokud bychom byli zcela diisledni, méli bychom mimo uvedené kontroly testovat i
ucinnost blokovani endogenni peroxidazy (u DAB) a nespecifickou zkfizenou reaktivitu
detekéniho systému (tj. bez primarni a sekundérni protilatky).

Jako pozitivni kontrolu zpravidla pouzivame preparat, o némz s jistotou a priori
vime, 7Ze prokazovany antigen musi obsahovat, a proto je v jeho pripadé THC reakce
pozitivni. Pro posouzeni validity IHC reakce je nezbytné zejména studium vlivu fixace a
dalsich procedur na tkan.

3.10.3 Kvantifikace nalezu

Imunohistochemické reakce nam do urcité miry umoznuje provést i kvantitativni odecet
vysledku, tj. posoudit miru pfitomnosti prokazovaného antigenu v tkani. Tato kvantifikace
by vsSak méla byt nejen presna, coz s vyuzitim digitalniho zpracovani obrazu a softwaru
pro obrazovou analyzu nebyva jiz dnes vétsi problém, ale také spravna, tj. metodicky
validni, bez systematickych chyb, srovnatelna se standardy a vhodné interpretovana, coz
byva nejobtiznéjsi cast takovéhoto vyhodnoceni. Pti zachovani zminénych zasad je nutné
v fadé ptipadi (s vyjimkou téch nejpropracovanéjsich) slevit z pozadavkt kvantitativniho
hodnoceni na semikvantitativni.

4 Pribuzné metody

Na tomto misté pripomindme existenci nékterych metod, s nimiz se lze v oboru spe-
cifickych prikazi tkanovych a bunécénych struktur také setkat. VétSina z nich souvisi
s imunohistochemii historicky, vyuzitim stejnych ¢i obdobnych principt, laboratornim
zpracovanim, nebo jde o metody pouzivané k obdobnym ucelim jako IHC a patii do
rodiny metod tzv. afinitni histochemie.
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4.1 Enzymova histochemie

Usuzuje na pfitomnost a lokalizaci enzymu z vysledku jeho ¢innosti (jedna se tedy o
nepiimy prukaz), kterd mize byt zviditelnéna riznymi srazecimi reakcemi (precipitace
s kationty kovi, azokopulac¢ni reakce za vzniku azobarviv, indigogenni reakce, tvorba
formazant), syntetickymi reakcemi (produktem je méalo rozpustny produkt o vyssi mole-
kulové hmotnosti) ¢ metodou substratovych filmu.

4.2 Lektinova histochemie

Lektiny (fytohemaglutininy) jsou proteiny a glykoproteiny neimunni povahy?* ziskédvané
z rostlin, zivocichll ¢i mikroorganismi. Lektiny jsou schopny selektivné rozpoznavat a
obsazovat terminalni mono- a oligosacharidové fetézce glykoproteinti, glykopeptidi a gly-
kolipidii, a to s vysokou vazebnou specifitou obdobnou reakci antigen-protilatka, ¢ehoz
se vyuziva k vizualizaci pFitomnosti téchto latek (lektin je oznacen fluorochromem, en-
zymaticky €i jinym markerem), resp. k aglutinaci bunék premosténim oligosacharidi in-
tegralnich glykoproteinti jejich bunééné membrany. Vyuziti lektinové histochemie je tak
obdobné imunohistochemii. Priikaz nékterych konkrétnich oligosacharidovych sekvenci na
bunééném povrchu mize mit znacny diagnosticky vyznam (napf. pro posouzeni faze vy-
voje a diferenciace buiiky, pfitomnost aglutinogenti atd).

4.3 In situ hybridizace (ISH)

Jednd se o detekci specifické sekvence nukleotidi DNA ¢ mRNA pomoci komplemen-
tarni oligonukleotidové ¢i polynukleotidové oznacené sondy (tzv. préby). Lze ji uzit na
parafinovych fezech, fezech z kryostatu nebo bunécnych natérech.

4.4 FISH

Fluorescen¢ni ISH — je to hybridizace fluorochromem znac¢ené DNA sondy s jadernymi
chromozomy ¢i s jadry obarvenymi jinym fluorochromem viditelnym v jiné ¢asti spektra.
rem. Aby byla sonda fluorescencné detekovatelna, muize byt sama znacena primo, nebo je
znacena neprimo pres sekundarni protilatku.

4nejde tedy o protilatky
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5 Postup pri vyrobé imunohistochemickych prepa-
rati

Uvedeny postup zhotovovani imunohistochemickych preparattt popisuje pouze konkrétni
nami pouzitou metodiku pri pouziti téchto reagencii:

e primarni protilatka: Monoclonal mouse Anti-human T cell, CD45R0, clone UCHL1
(vyrobce DAKO Corporation, USA),

o detekéni systém: Novostain Super ABC Kit (universal) (vyrobce Novocastra Labo-
ratories Ltd., Velkd Britanie).

vvvvvv

dentiim. Zaklada se sice na realné laboratorni praxi, avsak nemize byt univerzalni a pri
pouziti odlisnych chemikalii nebo pii rozdilnych laboratornich zvyklostech jiného praco-
visté je zapotiebi jej odpovidajicim zptisobem prizptisobit.

5.1 Zaliti tkané

Nejprve je nutno tkan prosytit zalévacim médiem, poté se necha ztuhnout ve formé vhodné
pro upnuti do mikrotomu. Vétsina zalévacich médii vSak neni misitelna s vodou, proto je
tfeba tkan odvodnit stoupajici fadou alkohold, prosytit rozpoustédlem zalévaciho média,
které tkan projasni (methylsalicylt, methylbenzoat), a prosytit parafinem®. Pak nasleduje
vlastni zaliti tkdné do rozehiatého parafinu (cca 56 °C) v zalévaci komirce, jehoz smyslem
je zpevnéni tkané, aby ji bylo mozno krajet na tenké fezy. Rychlé ochlazeni na chlazené
plotné zabrani velké objemové retrakci parafinu. Pokud jsou v chladnoucim paraplastu
bubliny, je nutno je jehlou odstranit. Pro histochemii volime co nejkratsi dobu zalévani a
co nejnizsi teploty.

SV praxi se pouziva vétsinou smés parafinu a plastickych polymert, znAmé pod jménem paraplast.
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5.2 Krajeni rezi

Blocek je upnut do rota¢niho mikrotomu a krajen na histologické fezy o sile 5-10 pm,
které se pii vhodné teploté parafinu a pracovni mistnosti slepuji do pasky.

5.3 Napinani rFezt

Rezy jsou pieneseny ($téteckem, jehlou) na teplou vodni hladinu, kde se rozepnou. Pak
se pienesou na podlozni sklicko pfedem potazené APES 6 a nechaji se dale rozpinat na
temperované podlozce. Poté sklicka s napnutymi fezy zasychaji v termostatu (nejlépe ptes
noc).

Priprava skel potazenych APES (3-aminopropylethoxysilan): Piipravime 2% roztok
APES v acetonu (napt. 1 ml APES + 49 ml acetonu) a ponofime sklicka do tohoto roztoku na
20 s, pak je rychle oplachneme v koncentrovaném acetonu (max. 10 s) a v destilované vodé (max.
10 s). Pak znovu zopakujeme oplachnuti v acetonu i ve vodé a nechdme oschnout pfi pokojové
teploté. Nakrajené fezy natdhneme na APES sklicka a pfed zahajenim vlastniho barveni je
nechdme schnout budto pfes noc v termostatu (37 °C) nebo pfi pokojové teploté 48 hodin.

6 Alternativou k APES je v imunohistochemii potahovani skel poly-L-lysinem. Pro bé&zné histologické
fezy postaci potazeni skel smési glycerinu s bilkem, resp. kamencovou zelatinou.
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5.4 Rozpusténi paraplastu

4. Hotové fezy se srovnaji do kosicku. Nejprve je teba fezy ,odparafinovat”, tj. odstranit
zalévaci médium (parafin) jeho rozpus$ténim v xylolu (smés izomeri xylenu).

5.5 Zavodnéni tkané a obnoveni pristupnosti antigenu ¢aste¢nou
proteolyzou

Protazenim preparatt sestupnou alkoholovou fadou, tj. roztoky ethanolu o postupné kle-
sajici koncentraci (96 %, 80 % a 70 %) zajistime plynulou hydrataci tkané a pfevedeni
z hydrofobni faze do hydrofilni. Toho je zapotiebi, jelikoz dalsi manipulace s preparaty
se bude provadét pravé ve fazi hydrofilni (vodné roztoky). Dalsim krokem je enzymatické
traveni tkané po dobu 30 min (resp. podle instrukei vyrobce primarni protilatky) pre-
dehfatym 2% roztokem pepsinu pi¥i 37 °C, jehoz smyslem je zajisténi lepsi pristupnosti
tkanovych antigennich determinant pro nasledujici reakce.
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5.6 Blokada endogenni peroxidazy a nespecifické vysyceni tkané
bilkovinami

Po oplachu preparati v destilované vodé (3krat po 5 minutach) nasleduje blokada endo-
genni peroxidazy ponofenim na 20 minut do kyvety s roztokem 1,8 ml peroxidu vodiku
ve 100 ml methanolu (roztok je pfipraven tésné pfed pouzitim). Po opétovném oplachu
v destilované vodé (3krat po 5 minutéch) inkubujeme preparaty s neimunnim sérem 30 mi-
nut pii pokojové teploté (nebo ptes vikend do lednice). Misto neimunniho séra lze pouzit
5% roztok odtu¢néného suseného mléka v PBS po dobu 30 minut. Vysycenim tkané bil-
kovinami 1ze predejit nespecifickému vychytavani specifické protilatky (zejména primarni,
ale i v dalsich krocich). Nespecifické ptibarvovani pozadi je potom mensi.

5.7 Reakce s primarni a sekundarni protilatkou

Po kratkém oplachu destilovanou vodou nasleduje inkubace preparatu s primarni proti-
latkou. Priméarni protildtku nejprve naredime na odpovidajici koncentraci doporucenou
vyrobcem; pro fedéni primarni protilatky pouzijeme PBS konzervovany azidem sodnym
(NaN3). Napipetujeme na preparat 100-150 ul nafedéné primarni protilatky a nechame
probihat reakci pfes noc v lednici (miize stacit i nékolik desitek minut pti 37 °C - postupu-
jeme individualné dle instrukei vyrobce). Po oplachu PBS pufrem (3krat po 5 minutach)
prichézi reakce se spojovaci (sekundarni) biotinylovanou protilatkou (4 ml PBS smichané
s 1 kapkou séra z detekéni soupravy a s 5 pl biotinylované protilatky). Oplachujeme
PBS pufrem 3krat po 5 minutich a nechdme inkubovat tkan se spojovaci (sekundéarni)
biotinylovanou protildtkou po 45 min pti 37 °C.
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5.8 Reakce s ABC komplexem a vizualizace chromogenu

Po dalsim oplachu v PBS (3krat po 5 minutéch) aplikujeme na tkan ABC komplex z de-
tek¢ni soupravy a nechame probihat reakci opét po 45 minut pii 37 °C. ABC komplex
jsme predem ptipravili ze 4 ml PBS, 10 ul roztoku A a 10 pl roztoku B z detekéni soupravy
a smés jsme nechali 30 minut pfed pouzitim stat.

Nésleduje dalsi oplach v PBS. Rozpustime 10 mg 3,3 "-diaminobenzidinu v nékolika
kapkach N,N-dimethylformamidu a 30 ml PBS, tésné pied pouzitim pfiddme 15 pul pero-
xidu vodiku a zfiltrujeme. Filtrat pak nakapeme na tkanové rezy a ponechame jej ptisobit
10 minut. Vysledkem je hnédy stabilni produkt vizualizujici mista, v nichz probéhla spe-
cifickd THC reakce.
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5.9 Nespecifické dobarveni tkanového pozadi

Premistime sklicka do kyvet a dvakrat v nich vyménime cistou destilovanou vodu. Prove-
deme kontrastovani v 5% roztoku CuSO4 po dobu 10 minut. Poté opét naplnime kyvety
¢istou destilovanou vodou. Dobarvujeme bunééna jadra Gillovym hematoxylinem po dobu

30 sekund.

S e

5.10 Odvodnéni a montovani preparatu

Po vyprani nadbytec¢ného barviva v destilované vodé odvodnime fezy vzestupnou alko-
holovou fadou (70 — 80 — 96 %) a pfes aceton, roztok xylenu v acetonu a nasledny roz-
tok acetonu v xylenu pfevedeme preparaty do xylolu. Montujeme (uzavirdme) fezy do
solakrylu, syntetickych pryskytic ¢i kanadského balzamu a pokryjeme krycim sklickem.
Preparat se neché zaschnout v termostatu.
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6 Mikrofotografie preparatt

6.1 Podékovani:

e panu doc. RNDr. Josefu Reischigovi, CSc., vedoucimu Ustavu biologie LF UK
v Plzni, za moznost pristupu k mikroskopu Olympus AX70 Provis s vybavenim
pro mikrofotografii,

e pani Jaroslavé Berankové, laborantce Ustavu histologie a embryologie LF UK v Plzni,
za zvladnuti pripravy imunohistochemickych preparati,

e sle¢né Jané Sazimové, laborantce Ustavu histologie a embryologie LF UK v Plzni,
za spolupraci pfi vyrobé preparati.

6.2 Pouzité primarni protilatky
6.2.1 Anti-CD45R0

e Celym nazvem: Monoclonal Mouse Anti-Human T Cell, CD45R0, Clone UCHL1
(vyrobce DAKO Corporation, USA).

e Imunogen: IL-2 dependentni linie B lymfocyt, CA1l.

e Popis reaktivity: CD45 je oznaceni pro rodinu povrchovych glykoproteint, které
hraji vyznamnou roli v aktivaci T lymfocyti. U ¢lovéka zahrnuje tato rodina mini-
malné 5 izoforem o velikosti 180-220 kDa, které vznikaji alternativnim splicingem t¥i
exontl. Zde pouzité protilatky anti-CD45R0 rozpoznavaji nizkomolekularni isoformu
CD45R0, ktera je exprimovana na vétsiné thymocyti a aktivovanych T lymfocyti,
avsak pouze na c¢asti subpopulace klidovych T lymfocyti. Rovnéz ¢ast bunék myelo-
monocytarni fady (granulocyty a monocyty) déava pozitivni reakei, zatimco vétsina
normélnich B lymfocytt a NK bunék jsou negativni. Anti-CD45R0 UCHL1 se vaze
na cca 50 % huménnich CD4+ a 35 % CD8+ T lymfocyti v periferni krvi.

e Pouzita tkan:

— tonsilla palatina ¢lovéka
— epiglottis cloveka
— thymus cloveéka

— sténa ezofagu clovéka

6.2.2 Anti-Alpha-Smooth Muscle Actin

e Celym nazvem: Monoclonal Mouse Anti-Alpha-Smooth muscle Actin, 1A4 (vyrobce
DAKO Corporation, USA).

e Imunogen: NHy-termindlni synteticky dekapeptid alfa-aktinu hladkého svalu.

e Popis reaktivity: Aktin o relativni molekulové hmotnost 42 kDa patfi k dominant-
nim kontraktilnim proteiniim fady bunécénych typt a je popsano alespon Sest jeho
odlisnych izotypt. Tvoii difuzné usporadana cytoplazmaticka mikrofilamenta o sile
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6 nm. Tato protilatka reaguje s a-aktinem hladkého svalu, ktery se nachazi v cévni
sténé, visceralni svaloviné véetné traviciho a urogenitalniho traktu, myometria, v pe-
ricytech a myoepitelidlnich burikéach slinnych zlaz a mlécné zlazy. V diagnostice neo-
plazii tedy napoméaha pozitivita tkané v pripadé karcinomu pochézejiciho ze slinnych
zlaz, z prsni zlazy, v pripadé leiomyomu a leiomyosarkomu. Protilatka nereaguje
s aktinem pfitomnym ve fibroblastech (8- a 7-cytoplazmaticky aktin), v kosterni
svaloviné (a-sarkomericky aktin) a v kardiomyocytech (a-myokardidlni aktin).
e Pouzita tkan:
— aterosklerotické aneurysma aortae abdominalis ¢lovéka
— pars membranacea urethrae prasete domaciho

6.2.3 Anti-Insulin

e Celym nazvem: Polyclonal Guinea Pig Anti-Insulin (vyrobce DAKO Corporation,
USA).

e Imunogen: Praseci pankreaticky inzulin.

e Popis reaktivity: Inzulin je jednim z t¢. sedmi znamych polypeptidid produkovanych
pankreatem. Je secernovan B-buiikami Langerhansovych ostrivki a reguluje utili-
zaci glukdzy, proteintii a tvorbu a depozici neutralnich lipidi. Tato protilatka ma
zktizenou reaktivitu pro nékolik typt savéich inzulind a znaci cytoplazmu inzulin-
produkujicich B-bunék, které u cloveka a fady laboratornich savci tvori prevaznou
vétsinu populace pankreatickych ostrivki.

e Pouzita tkan: pankreas mysi a morcete

6.3 Pouzity detekcni systém

Novostain Super ABC Kit (universal) (vyrobce Novocastra Laboratories Ltd., Velkd Bri-
tanie). Souprava zahrnuje:

e normalni sérum
e biotinylovany anti-imunoglobulin
e roztok A (avidin)

e roztok B (biotinylovany enzym).

6.4 Popisky mikrofotografii

Udévané zvétSeni znac¢i pfesny pomér, kolikrat je zobrazeni v tiskové velikosti (snimky
7,5 cm x 11,25 cm) vétsi nezli redlné struktury tkani. Mezi snimky pankreatu jsou pro
srovnani vedle vlastnich preparatti imunohistochemickych zarazeny i negativni kontroly a
preparaty obarvené béznymi prehlednymi metodami.
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Obr. 5: lymfoidni infiltrace v mukdze epi- Obr. 6: epiglottis, ¢lovék, negativni kont-
glottis, ¢lovek, Anti-CD45R0, 83x rola, Gill, 83x

Obr. 7: lymfatické folikuly v adventicii u Obr. 8: AAA, detail zanétlivé infiltrace

aneuryzmatické abdominalni aorty (AAA), tunica media AAA, ¢lovék, Anti-CD45R0,
¢lovék, Anti-CD45R0, Gill, 35x Gill, 73x
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Obr. 14: negativita kosterniho svalu (po-
prufez) a pozitivita hladké svaloviny cév, délny prifez), prase, Anti-a-SM-Actin,
prase, Anti-a-SM-Actin, Gill, 146 x Gill, 268x

>

Obr. 15: pankreas, morce, Anti-Insulin, Obr. 16: pankreas, morce, negativni kont-
Gill, 146 rola, Gill, 204 x
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Obr. 19: pankreas, my$, Anti-Insulin, Gill, Obr. 20: pankreas, my$, negativni kontrola,
214x Gill, 216x
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Zkratka: | Vysvétleni:

Gill Gillav hematoxylin uzivany k dobarveni imunohistochemickych fezii

HE hematoxylin-eosin

Mallory Malloryho modry trichrom

Tabulka 1: Zkratky v popiskach mikrofotografii
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