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1 Abstrakt

Cilem této bakalaiské prace je popsat zakladni imunohistochemické metody a
moZnosti jejich vyuZiti v detekci antigend, které maji néjakou souvislost s ¢asnymi stadii
aterogeneze.

Podstatou imunohistochemickych metod jsou vysokoafinitni reakce mezi
biologickymi makromolekulami, konkrétné mezi rozliénymi imunogennimi strukturami
(antigeny) a proti nim tvofenymi protilatkami. Imunohistochemické metody lze rozdélit
podle metodiky na pfimé, nepfimé a nepiimé trojstupiiové (napf. sendvitova metoda).

Proces aterogeneze je doprovazen zménami vlastnosti bunék cévni stény a endotelu.
M4 vliv na expresi fady tkafiovych faktori a adhezivnich molekul, jakymi jsou napf.
VCAM-1, nebo endoglin. Sledovanim zmén exprese téchto markerti je moZné studovat
vliv jednotlivych rizikovych faktord na rozvoj aterosklerdzy.

Ve svételné mikroskopii byla exprese VCAM-1 pozorovana v tunica media cév pod
aterosklerotickymi platy a v aterosklerotickych platech. Silnd exprese byla pozorovana
také na cévnim endotelu. Exprese endoglinu byla pozorovana hlavné v cévnim endotelu, a
to jak v oblasti aorty, tak men3ich cév a kapilar v okolnim myokardu. U velkych
aterosklerotickych plati byla exprese endoglinu na nékolika mistech pozorovana i v
aterosklerotickych platech. Fluorescenéni barveni VCAM-1 a endoglinu potvrdilo expresi
obou markerd popsanou ve svételné mikroskopii. Byla nalezena pouze velmi slaba
kolokalizace obou antigeni, a to v oblasti n&kolika bun&k endotelu, ktery pokryva
ateroskleroticky plat. Z toho lze usuzovat, Z¢ VCAM-1 a endoglin nejsou exprimovany
stejnymi burikami.

Tato bakalafskd prace prokézala vyznam imunohistochemickych barveni pro
zjidtovani lokalizace antigenu v aterosklerotickych platech. Byla také zavedena metoda
fluorescenéni detekce kolokalizace dvou markerli na jednom tkafovém fezu, kterd bude
slouZit ke zjisfovani spektra markerti, které jsou exprimovany riznymi busikami v

aterosklerotickych platech.



Abstract

The aim of this thesis is to describe basic immunohistochemical methods and their
application for the detection of antigens which are related to early phase of atherogenesis.

Principle of immunohistochemical methods consists of highmolecular affinity
reactions among different immunogenic structures (called antigens) and their antibodies.
According to their principles, immunohistochemical methods could be divided into direct,
indirect and triple grade indirect methods (for example the sandwich method).

The changes in the function of endothelium and the structure of the vesseal wall are
critical for the atherogenesis. These changes are accompanied by the expression of tissue
markers and cell adhesion molecules, for example endoglin or VCAM-1. Due to
monitoring of these pathological markers and changes in their expression it is possible to
study the influence of several factors on atherogenesis.

In the light microscopy we detected the expression of VCAM-1 in tunica media
below the atherosclerotic plaque as well as in atherosclerotic plaque. Strong expression
was detected also in endothelium. Expression of endoglin was observed mostly on
endothelium, not only in aorta, but also in small vessels and capillaries in surrounding
myocardium. It is also possible to see the expression of endoglin inside the large plagues.
The expression of VCAM-1 and endoglin described by the light microscopy was
confirmed also by fluorescent staining. We found very weak colocalization of both
markers only, namely in some few endothelial cells covering the atherosclerotic plaque.
Thus, we proposed that VCAM-1 and endoglin are not produced by the same cells.

This thesis demonstrated the significance of immunohistochemical staining for the
detection and localization of antigens in atherosclerotic plaques. We set up fluorescent
detection of colocalization of two different markers in one histological slide. This method
will be in used for the detection of wide spectrum of markers which are produced in

atherosclerotic plaques by different cells.
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3 Uvod, historie

Vyznam imunohistochemickych metod spoéiva v detekei specifickych antigennich
determinant v buiikidch a tkénich. Spektrum uplatnéni téchto metod je velmi Siroké.
Z medicinského hlediska ma imunohistochemicka charakteristika tkani rozhodujici
vyznam v bioptické diagnostice pii detekci patologickych markerd. SlouZi nejen
k diagnostice onemocnéni, ale také ke kontrole nasledné 1é&by, sledovani progrese
onemocnéni, popiipadé ke stanoveni prognézy.

Za zaklad dneSnich modernich imunohistochemickych metod lze povaZovat
histochemii, metodu zavedenou piiblizné€ ve tficitych letech dvacatého stoleti, ktera vy3la
zprincipli histologie, analytické chemie a biochemie. Chemické reakce provadéne
na butikach a tkanich dovolily identifikovat chemické latky i mista enzymové aktivity a
lokalizovat je nejen na urovni histologické, ale také na drovni cytologické.

Postupné objevovani zakonitosti specifické imunologické reakce vedlo k efektivnimu
propojovani histochemickych a imunologickych metod. Ve ¢&tyficatych letech dvacateho
stoleti tak doslo k prvnimu vspé$nému prikazu antigenu ve tkani pomoci fluoresceinem
znadené protilatky, tedy metodou zvanou dnes ,pfimad imunofluorescenéni metoda®.
Od padesatych let dvacatého stoleti byly imunohistochemické metody zavadény
do patologické diagnostiky. V sedmdesatych letech dvacétého stoleti byly piipraveny tzv.
monoklonalni protilatky, tedy protilatky namifené proti jedinému epitopu, jejichz vyuziti
vedlo k daldimu zvySeni specifity. Ve stejné dobé se ke znaceni protilatek zaCaly vyuZivat
enzymy, coZz umoznilo zavedeni imunohistochemie do $ir§i laboratorni praxe. Zaroven tak
vznikla moZnost vySetfovat retrospektivné 1 diive odebrané vzorky.

S rozvojem molekularniho, proteinového a genového inZenyrstvi dochazelo a neustale
dochdzi ke zvySovani specifity a senzitivity imunologickych reakei i k roz8itovani spektra
jednotlivych imunohistochemickych metod, protoze jejich role v diagnostické praxi je
v dnesni dobé takika nenahraditeln4 [1].



4 Teoretické zaklady imunohistochemie

Podstatou imunohistochemickych metod jsou vysokoafinitni reakce mezi
biologickymi makromolekulami, konkrétn€ mezi rozliénymi imunogennimi strukturami
(antigeny) a proti nim tvofenymi protilatkami.

Zakladnimi ptedpoklady pro vyuZiti metod imunohistochemie k detekei antigeni a
dosazeni vérohodnych vysledkid jsou vhodné vlastnosti vySetfované tkané (antigeny nesmi
difundovat z mista, kde se nachdzeji) i patfi¢nd specifita metody pro dany prokazovany
antigen. Vyznamnou roli hraje také samotny proces detekce antigenu a vybér pouZitych
reagencii. Je tfeba zajistit, Ze fixace preparatu nepovede k blokovani nebo denaturaci
reaktivnich skupin, a Ze vznikly reakéni produkt bude nerozpustny a detekovatelny - at’ uz

ve svételné nebo fluorescendni mikroskopii [2].

4.1 Zikladni typy imunohistochemickych metod

Jako imunohistochemickou metodu muZeme oznaéit takovou metodu, kterd
k identifikaci, lokalizaci a vizualizaci antigenu ve tkani vyuZivda monoklonaini nebo

polyklonalni protilatky znadené chemickou slouceninou umozZiujici jejich prikaz.

4.1.1 Prima metoda

Je nejstar$i a nejjednodusdi imunchistochemickou metodou. K lokalizaci antigent
ve tkanich vyuZivad enzymem nebo fluoroforem znacenou protilatku. Pokud je antigen ve
tkani pfitomen v dostate¢né koncentraci, dochazi k imunologické vazbé& antigen-protilatka.

Provedeni metody je pomérné rychlé a vzhledem k pouZiti pouze jedné protilatky se
daii do zna¢né miry omezit rizné nespecifické reakce. Ziskany signél je ale slaby a pfima
metoda imunohistochemické detekce antigenu je v dnesni dobé pro svou nizkou senzitivitu

vyuZivana minimalné, pfipadné pouze ve fluorescenéni mikroskopii [3].
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Obr.1 Pfima metoda. Znacena protilatka se vaze pifimo na antigen.

4.1.2 Nepfima metoda

Vy38i citlivosti, ve srovnani s pfimou metodou, se vyznaluje metoda nepiima. Na
antigen se vaZe neznadena specificka primarni protilatka. Po jejim navézani na antigen je
tieba aplikovat znadenou sekundarni protilatku schopnou detekovat protilatku primarni.
Aby mohlo dojit k vazbé sekundérni protilatky na primarni, musi kazda pochazet z jiného
Zivo€isného druhu.

Nepfima metoda je sice ponékud komplikovanéjsi, ale vyhodou oproti metodé
piimé je fakt, Ze stejnd znalend protilatka miZe byt vyuZita k detekci mnoha odliSnych
antigentl. Vzhledem ke schopnosti sekundami protilatky vazat se na rizné epitopy primarni
protilatky dochazi také k amplifikaci signélu a tedy ke zvySeni senzitivity.

Nepifimé metody byly plivodné vyuZivany k detekei autoprotilatek [4].
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Obr.2 Nepiiméa mefoda. Znacena protilatka vazana na razné epitopy specifické protilatky

vyvola zesileni signalu.

4.1.3 NepFimé trojstupiiové metody
Jedna se o amplifikaéni metody vyuZivané predeviim k detekei antigend, které se

ve tkani nachazeji jen ve velmi nizkych koncentracich.



4.1.3.1 Sendvicovd metoda

Nepiima dvoustupiiova metoda je zde rozifena o tfeti fazi, ve které se na znaCenou
sekundarni protilatku specificky vaZe jesté protilatka terciarni, také znadend. Prvni a druha
faze metody, tedy vazba primami specifické protilatky na tkarfovy antigen a nasledné
vazba sekundarni znadené protilatky, se svym pribéhem neli§i od neptimé metody. Po
aplikaci terciarni protilatky se sekundarni protildtka dostava do role antigenu, terciarni
protilatce poskytuje k navazani dostatek antigennich determinant. Obé& protilatky,
sekundarni i terciami, jsou znadeny stejnym enzymem, resp. fluoroforem. Pfidanim tfeti

vrstvy protilatek dochazi tedy k dal3imu zesileni signélu [5] .
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Obr.3 SendviGova metoda. Vazba terciarni protildtky vede k amplifikaci signalu.

4.1.3.2 Metoda solubilnich enzymovych imunokomplexii

V prvni fazi reaguje specifickd primami protilatka s prokazovanym antigenem.
Druha fize zahrnuje aplikaci neznaCené specifické protilatky. Tato sekundarni protilatka
byva nékdy oznatovana jako protilatka spojovaci, protoZe jeji molekula tvofi jakysi
mustek mezi primarni protilatkou a findlnim znadenym komplexem aplikovanym ve tieti,
posledni fazi detekce. Mistek je nutné aplikovat v nadbytku, aby se jeden z jeho dvou Fab
fragmenti navazal na primérni protilitku a druhy zistal volny pro vazbu s protilatkou
imunokomplexu. Timto opatfenim lze pfedejit fale$né negativnimu vysledku. Obé vazby

sekundami protilatky jsou symetrické a tedy stejné pevné. Komplex nanaseny ve tieti fazi



detekce je tvofeny enzymem a protilatkou proti tomuto enzymu. Primami protilatka a
protilatka enzymového imunokomplexu musi pochézet ze stejného Zivo¢idného druhu,
zatimco protilatka sekundarni je namifena pravé proti témto imunoglobulinim [6].
Jednotlivé techniky jsou oznafovany podle konkrétnich pouZitych enzymovych
komplexd — naptiklad PAP technika vyuzZivad kienovou peroxiddzu (peroxidase-anti-
peroxidase). V preparatech s vysokou aktivitou endogenni peroxidazy (erytrocyty, svalova
vldkna, jatra, ledviny) je vhodn&si technika APAAP, kterd misto peroxidazy vyuZiva
alkalickou fosfatdzu (alkaline-phosphatase-anti-alkaline-phosphatase). PAP komplex
sestava ze dvou protilatek a tii molekul peroxidazy, APAAP komplex tvoii pouze jedna
protilatka konjugovana se dvéma molekulami alkalické fosfatazy. VyuZiti afinity protilatky
k antigenu (enzymu) je zpusob mnohem Setrn&$i neZ piipadna chemicka konjugace a
vznikly imunokomplex je navic i velmi stabilni. Velikou vyhodou ve srovnani s vyse
uvedenymi metodami je také vétsi poet enzymovych molekul vazanych na jediny antigen

a s tim spojena vy33i senzitivita [7].

N» F(ab"), fragment

e @ PAP komplex

F{ab’), fragment
sekundarni protilatky

-
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JK specificka protilatka
_A— antigen

Obr.4 Metoda PAP. Signél je zesilen F(ab’), fragmenty znadenymi peroxidazou.

4.1.3.3 ABC metoda

V dnes$ni dobé asi nejvyuZivané&jsi nepiimou trojstupilovou metodou je technika
avidin-biotin komplexu (ABC). Je zaloZena na vysoké afinit€¢ avidinu k biotinu a tedy na

velmi pevné, neimunologické a druhové nespecifické vazbé. Avidin je glykoprotein



vajeéného bilku schopny véazat celkem &tyfi molekuly biotinu, vitaminu skupiny B. V praxi
je v3ak Cast&ji vyuZivan streptavidin (avidin produkovany bakterii Streptomyces avidinii),
protoZe komplex streptavidin-biotin (SABC) poskytuje lepsi reakci.

V prvni fazi této metody dochdzi k imunologické reakci mezi antigenem a primarni
specifickou protilatkou, na kterou se v dalsi fizi vaZe s biotinem konjugovana sekundarni
protildtka. Pro vazbu na sekundarni biotinylovanou protilatku jsou pfipravena pouze
néktera vazebna mista streptavidinu, protoZe ostatni mista jsou jiZ obsazena komplexem
biotin-enzym (peroxidaza, resp. alkalicka fosfatdza). Pevné vazany SABC je potom

schopen vyrazné zesilit signal celé této sestavy [8].

ABC

sekundarni
biotinylovana protilatka

specificka protilétka

antigen

. peroxidaza
biotin

X avidin

Obr.5 Metoda ABC. Amplifikace signalu je déna vicenasobnou vazbou komplexu avidin-
biotin-peroxidaza.

4.1.4 Metodika EnVision

Zakladem struktury, ktera se v tomto pf¥ipadé vaZe na primarmi specifickou protilatku,
je polymerni fetézec konjugovany se sekundarni protilatkou a s enzymem. Na jeden
takovyto fetézec je vazano asi sedmdesat molekul enzymu (peroxidaza nebo alkalicka
fosfatdza) a pfibliZzné deset molekul sekundarni protilatky (anti-rabbit nebo anti-mouse).

Tim je dana vyraznd schopnost tohoto systému amplifikovat plivodni signal [9].
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Obr.6 Metodika EnVision. Na primarni specifickou protilatku je navazan polymerni fetézec
konjugovany s enzymem a sekundarni protilatkou.

Metodika EnVision je vhodna pro soudasnou detekci dvou nebo vice riznych
tkatiovych antigenil v jednom histologickém fezu. Detekce jednotlivych antigent probihaji
postupné, vZdy podle stejného schematu: histologicky fez je inkubovan s prvni primarni
protilatkou, na ni se posléze vaZe prvni znadeny polymer a nasleduje inkubace s prvnim
chromogenem. Mezi jednotlivymi fizemi je nutné aplikovat blokujici sérum, aby se
zabranilo zkfiZené reaktivité a vzniku nespecifickych vazeb. Toto sérum pochazi
ze stejného Zivociiného druhu jako tkariové antigeny [10].

Systém EnVision umozZiiuje pouZiti riznych chromogeni, napf. DAB, Enhanced
DAB, Fast red, nebo Fuchsin.

Obr.7 Metodika EnVision. Pomoci jedné metody Ize detekovat postupné dva, pfipadné i
vice riznych antigen( na stejném tkanovém fezu.
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4.2  Ziskdvani protilatek pro imunohistochemii

Protilatka je kli¢ovou strukturou vSech imunohistochemickych metod. Dostupnost
antisér, imunoglobulinovych frakci a monoklondlnich protildtek proti neustile
nartstajicimu poé&tu klinicky vyuZitelnych tkafiovych antigeni umoZiluje vyznamné

kvalitativni i kvantitativni rozgifeni imunohistochemie jako metody studia tkani a bunék.

4.2.1 Polyklonalni protilatky

Po opakované imunizaci antigenem dochazi v organismu k aktivaci mnoha klonti B
lymfocytd a néasledné k tvorbé velmi heterogenni smési protilatek. Protilatky produkované
riznymi klony reaguji sriznymi epitopy antigenu. Specifita téchto polyklonalnich
protilatek je ddna pfedevdim prostorovou komplementaritou vazebného mista protilatky
s epitopem. DileZitou roli hraje také komplementarita elektricky nabitych skupin a
hydrofobni vazby. Vétsina antigeni m4 rizné antigenni determinanty, z nichZ né€které jsou
antigenné&j$i a imunitni odpovéd na né& miiZe ostatni odpovédi pfevazit. V disledku toho je
riznd i schopnost vytvoienych protilatek vazat se na dany antigen. Polyklonélni sérum
obsahuje protilatky riznych tiid a podtfid, riznych fyzikalné-chemickych a biologickych
vlastnosti.

Nejvice vyuZivanym Zivo&ichem pro produkei polyklonalnich protilatek je kralik,
pfedeviim pro relativné nizké naroky na odchov. Vyuzit 1ze také kozly, prasata, ovce, koné
nebo moréata. SloZeni smési protilatek vytvofenych po imunizaci stejnym antigenem se li8i
u riiznych Zivoéisnych druhi, ale také u stejného zvifete mezi jednotlivymi odbéry. Davka
potfebna k vyvolani imunitni odpovédi u zvifete zavisi na sile daného antigenu. Imunizace
probiha opakované, aby byla zajifténa dostatenad hladina protilatek v séru. Kvalitu
polyklonalniho séra Ize zvysit afinitni purifikaci - protilatka je vyvazana na antigen,

izolovana od ostatnich sérovych proteinli a nasledné z vazby uvolnéna [11].

4.2.2 Monoklonaini protilatky

Monoklonalni protilatky byly poprvé pfipraveny v sedmdesatych letech dvacateho
stoleti. Reprezentuji jednu sloZku polyklondlni odpovédi. Jako produkt jediného klonu
plazmatickych bun&k jsou imunochemicky identické - stejné tiidy imunoglobuling,
stejnych fyzikdlné-chemickych vlastnosti. Jsou namifené pouze proti jednomu

specifickému epitopu, na ktery se vaZi se stejnou afinitou.



Postup pH vyrob& monoklondlnich a polyklonalnich protilatek je zpodatku
identicky, zvife je imunizovano danym antigenem. K ziskani monoklondinich protilatek je
tfeba po vyvolani imunitni odpovédi plazmatické buiky izolovat ze sleziny nebo
lymfatickych uzlin imunizovaného zvifete a bunéénou suspenzi flzovat s nesmrtelnymi
myelomovymi bufikami. Tyto buiiky jsou odvozeny od mutantni bunécné linie nadorovych
B lymfocyt, které ztratily svou schopnost syntetizovat imunoglobuliny. Fuze obou typ
bunék probiha za specielnich podminek a jejim vysledkem jsou hybridomy, relativné
nesmrtelné buiiky schopné produkovat protilatky Zadané€ specifity. Tyto hybridni buiky
potom jako jediné pfeZivaji v selekénim médiu, nebot Zivotnost slezinnych bunék je
omezena a mutované myelomové buiiky postradaji enzymatickou vybavu potiebnou
k syntéze nukleotidi. Jednotlivé bun&né linie jsou testovany na produkci protilatek
poZadované specifity a vybrané klony déle mnoZeny [12].

Ptiprava monoklonalnich protilatek je ¢asové i technicky velice naro¢nd, ale pokud se
podafi vypéstovat hybridom produkujici imunoglobuliny Zidané kvality a specifity,
ziskdme protilatky prakticky v neomezeném mnoZstvi. Pro piipravu vétdiho mnoZstvi
protilatek neni nutna opakovana piiprava antigenu zahrnujici opakovanou imunizaci zvifat
a testovani ziskanych sér. Hybridomy lze dlouhodob& uchovavat zmrazené v tekutém
dusiku. Ve vyrobé monoklonélnich protilatek je z ekonomickych diivodl nejpouzivangjsim
zvifetem mys.

Pouzivani monoklonalnich protildtek ma ale i sva tskali. Nevyhodou milZe byt pravé
jejich az piili¥ uzk4 specifi¢nost. V pfipad€, Ze antigen je b&hem pfipravy preparatu
vyrazné pozménén, neni monoklonalni protilatka schopna jej rozeznat a navazat se na néj.
Dal3im jevem vyluéujicim pouZiti monoklonalnich protilatek je zkiiZena reakce. Je-li dany
epitop soucasti dvou nebo vice riiznych antigent, nelze tyto antigeny rozlidit pomoci

monoklondlnich protilatek [13].
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5 Imunohistochemicky protokol

Pro zajisténi spravného prubéhu imunohistochemickych metod je tfeba drZet se
zékladniho pracovniho postupu. Ten nezahmuje pouze fazi analytickou. Vénuje se také
fazi preanalytické a postanalytické. Pokud chceme dosédhnout spravného a presného

vysledku, je nutné vénovat viem t€mto fizim stejnou pozornost [13].

5.1 Obecné schéma imunohistochemického protokolu

odbér a fixace tkané

krajeni a napinani histologickych rezu
optimalizace prezentace antigend
blok aktivity endogennich enzymn
blok nespecifického pozadi

vazba primarni protilatky

vazba sekundarni protilatky

detekéni systém

ol A T R o o o

demaskovani systému antigen-protilatka

—
<

. dobarvovani bunéénych jader

—
—_

. odvodnéni a montovani preparatu

5.2 Odbér a fixace tkdné

Spravny odbér a fixace zkoumané tkén&€ je velice dileZitou soudasti
imunohistochemickych metod. Pro dobrou reprodukovatelnost vysledki je nutné ochranit
zkoumané tkané a buiky pfed nejruzn&j$imi degradaénimi vlivy tak, aby jejich struktura
ziistala zachovana ve stavu ¢o nejpodobné&jsim Zivé tkani. Spravna identifikace bunéénych
proteind je zavisla na jejich zachovani v tkafiovych fezech.

V imunohistochemii se &asto pouZivaji tzv. kryostatové fezy, zejména z toho
divodu, Ze nékteré antigenni struktury nemohou podstoupit proceduru, ktera je nutna pro
zpracovani fezli do parafinu.. Nevyhodou pouZiti zmrazenych fezh je v3ak horsi
morfologicka struktura neZ je tomu u fezd parafinovych [14].

Fixace tkani deaktivuje lysozomalni enzymy a zabraiiuje tak nasledné autolyze
bunék, zaroveri funguje jako inhibitor ristu hnilobnych bakterii. Pisobi jako prevence

osmotickych zmén, svraiténi a tedy i morfologickych zmeén, zajistuje retenci viech
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tkafiovych a buné&nych komponent a uchovani pivodnich vazeb a reaktivity proteini,
lipidd a dalsich bun&énych slozek. Zplisob fixace a dalsich tprav vy3etfovanych tkani uzce
souvisi se zplisobem jejich ziskani a zpracovani (chromozomové, krevni a cytologické
natéry, kryostatové nebo parafinové fezy). Stabilizace tkani a bunék spoéiva ve zpomaleni
nebo zastaveni metabolickych pochod, ve stabilizaci enzymu a dal3ich proteini. K tomuto
ucelu jsou pouzivany specialni fixaéni roztoky, nejéasté)i roztoky aldehydu (formaldehydu
pro svételnou nebo glutaraldehydu pro elektronovou mikroskopii) nebo alkoholy (ethanol,
methanol), dale organické kyseliny (octovd, trichloroctovd, pikrovd), pfipadné dalsi
chemické slouCeniny (soli téZkych kovi). Jmenované chemikalie maji vliv na stabilitu
proteini. S novymi poZadavky na zachovani mikrostruktury tkané se zacala pouZivat také
¢inidla ovliviiyjici stabilitu lipida a sacharidii. Vedle fixace chemické existuji jesté dalsi

formy — zmrazeni tkani nebo fixace teplem (mikrovlnami) [15].

5.2.1 Formaldehyd

K fixaci histologickych preparati se pouZivd jeho vodny roztok, ktery reaguje
s nenabitymi NH; skupinami proteind, tim dochazi k tvorb& metylenovych mistkd mezi
jednotlivymi polypeptidovymi fetézci. Zvy3uje se tak negativni naboj, tkart se okyseluje a
zvysuje se jeji bazofilie. Pivodné byl formaldehyd povaZovan za mimy fixacni prostiedek,
ktery je moZno po fixaci odstranit b&hem odvodnéni alkoholem. Dnes je zndm vliv
aldehydovych fixativ na konformaéni zmény. Tento fakt muiZe vyvolat obavu o zachovani
imunoreaktivity zkoumanych tkdni a schopnost tkafiovych antigent reagovat zejména
s monoklondlnimi protildtkami. Ale pifi vybéru vhodnych protilaitek a patfiném
postfixaénim oSetfeni preparatu jsou aldehydova fixativa vhodna a pouZitelna i pro metody

vyuZivajici monoklonalni protilatky [16].

5.2.2 Ethanol

Nizk4 schopnost penetrace do tkani je pti¢inou nepfili§ Castého vyuZiti ethanolu jako
fixativa. Nicméné, pro malé Casti tkéni lze ethanol s vyhodou vyuZit, fixace takovych
preparata probihd pomémé rychle a mikrostruktura tkani zlstidva velmi dobfe zachovana.
Bilkoviny, polypeptidy a glycidy obsaZené v alkoholem fixované tkanmi podléhaji
pravdépodobné precipitaci nebo se staéi do klubka a dochézi u nich ke sterickym zménam

reaktivnich skupin, které ale nevedou k blokaci kli¢ovych antigennich determinant. Tyto
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zmény navic usnadiiuji prinik protilatek do tkéni, fixace ethanolem je proto vhodna take
pro imunohistochemické metody (napfiklad pro detekci povrchovych membranovych
antigend, jejichZ epitopy obsahuji sacharidové slozky). Nejéastéji jsou alkoholova fixativa
vyuZivdna u zmrazenych fezl. Preparaty fixované v ethanolu (narozdil od preparatu
fixovanych v &inidlech odli¥ného charakteru) neni vhodné vystavovat pisobeni protedz ani
jinym procesiim, které ovliviiuji antigenni struktury. Tyto postfixaéni Gpravy preparatu by
mohly vést k nevratné destrukci vySetfované tkané [17].

5.2.3 Aceton

Aceton ma vybornou schopnost zachovani imunoreaktivity bun&k a tkani. Jeho
vyuziti ale neni tak $iroké, jak by se dalo pfedpokladat. Divodem je opét jeho nizké
schopnost penetrace do tkani. Acetonova fixace neni uplna, navic prodlouZena doba
(obvykle ve smé&si s methanolem) vyuZivan pouze u kryostatovych fezl, pfipadné u

krevnich natéri. I na né se ale vy$e uvedena rizika vztahuji [17].

5.3 Optimalizace prezentace antigeni

Za antigen lze obecné povaZovat kaZdou strukturu, kterd je schopna vyvolat tvorbu
protilatek. Obvykle je takova struktura sloZena z epitopi neboli antigennich determinant
(konkrétni  funkéni  skupiny schopné vyvolat protilitkovou odpovéd) a
z makromolekularniho nosice.

V pribéhu fixace i daldiho zpracovavani tkariovych fezi dochazi ke zménim
antigennich determinant, k jejich maskovani a n&dy i zablokovani. Aby nedochézelo ke
zkreslovani vysledki imunohistochemickych vySetfeni, je tfeba tyto nepfiznivé vlivy
fixace zmirnit. K demaskovani zablokovanych epitopl lze pouzit proteolytické enzymy

nebo mikrovlnné zéfeni [18].

5.3.1 PouZiti proteaz

Antigenni vlastnosti biologického materialu mize do uréité miry ovlivnit ¢asteéna
digesce molekul tkané proteolytickymi enzymy. Pisobenim protedz se €ast nezidoucich

vazeb uvolni a antigeny se odblokuji. Mezi nejcastéji pouZivané enzymy se fadi trypsin,
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pepsin, prondza nebo ficin. Je tfeba si uvédomit, Ze enzymatickd digesce mize uvolnit
tkatiové fezy od podloZniho sklicka. Pfed pouZitim protedz je proto nutné zajistit pevnou
adhezi tkdni na skla, napfiklad potahovénim skli€ek specidlnimi médii (poly-L-lysin,

Elmerova Zelatina, chromZelatina, apod.) [18].

5.3.2 Mikrovlnné zafeni

Nov&jsi metodou revitalizace antigenu je mikrovinnd stimulace. Inkubace fezi
v mikrovinné troub& pisobi na antigenni struktury tepelnym efektem, ktery jednak
urychluje difuzi pfi zpracovéni, jednak podporuje vznik chemické reakce pfi barveni.
Mikrovlny jsou neionizujici elektromagnetické zafeni o vinové délce od 1 mm do 1 m.
Povatenim tkarfiovych fezil v roztocich organickych sloucenin (citratovy pufr, moovina,
glycin) nebo vroztocich soli obsahujicich AP*" nebo Zn®" dochazi v antigennich
strukturach ke konforma¢nim zmé&nam. V praxi bylo ovéfeno, Ze mikrovinné ozéfeni a
snim spojené vysoké teploty nepusobi na peptidické vazby destruktivné. Proteiny
nepodléhaji denaturaci, ale jsou naopak mikrovinami stabilizovany. Mechanismus tohoto
pdsobeni neni pfesné znamy, pravdépodobné se na ném podili pravé zvySend teplota spolu
s i¢inkem mikrovin na sekunddrni nekovalentni vazby (vodikové mustky, hydrofobni
vazby) [15].

5.4  Blok endogenni aktivity enzymii

Nutnost blokace aktivity endogennich enzymi vyplyva ze skute¢nosti, Ze enzymy
pouZivané pro prikaz vazby protilitky na antigen se mohou pfirozené vyskytovat ve
zkoumané tkéani. Pokud bychom aktivitu téchto endogennich tkafiovych enzymi dostatetné
neblokovali vysycenim jejich substritem, byl by koneény vysledek vySetfeni znehodnocen
fale$né pozitivni reakci. Jedna se zejména o peroxidazu a alkalickou fosfatdzu, ale i dal3i

molekuly neenzymatického charakteru [15].

5.4.1 Peroxidazova aktivita

Endogenni peroxiddzovou a pseudoperoxiddzovou aktivitu miZeme pozorovat
napiiklad u hemoglobinu v erytrocytech, myoglobinu ve svalovych vlaknech, cytochromi
(granulocyty, monocyty) a také u katalaz (jatra, ledviny). Vechny tyto molekuly zplisobuji

rozklad peroxidu a uvoln&ni kysliku. Peroxiddzovou aktivitu lze blokovat zhruba 20
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minutovou inkubaci v 3% vodném roztoku H,O,. Pseudoperoxidazova aktivita se objevuje
jako disledek pouziti hemolytického séra, kdy vySetfovanou tkan kontaminuji pfitomne
produkty rozpadu erytrocytll. PouZitim Cerstvého neimunniho séra bez znamek hemolyzy

tuto kontaminaci eliminujeme [19].

5.4.2 Aktivita alkalické fosfatazy

Endogenni aktivita ALP se miZe projevit v kostech, v jaterni a ledvinné tkani,
piipadné v nékterych burikach bilé krevni fady. Tuto aktivitu je moZné inhibovat pomoci
5mM roztoku levamizolu. Aktivitu alkalické fosfatazy pochazejici z gastrointestinalniho

traktu potlaéi proplach fezi ve slabé& kyselém roztoku.

5.4.3 Biotin

Biotin jako vitamin se v organismu vyskytuje vdzany na enzymy nebo dalsi proteiny
vriznych tkénich, zejména v jatrech, ledvinich, tukové tkani a mléiné Zlaze. Jeho
endogenni vazebna aktivita pro avidin byla zji§téna také v mastocytech a myelinu. ProtozZe
je pomé&mé vyrazn4, je nutné ji blokovat inkubaci v 0,1% roztoku avidinu a 0,01% roztoku

biotinu v PBS (fosfatovy pufr).

544 Avidin

Sacharidy obsaZené v molekule avidinu mohou svou vazbou na tkaiiové komponenty
také vyvolat fale¥n& pozitivni reakci. K jejimu potladeni 1ze vyuZit analoga avidinovych
sacharidi (napf. alfa-metyl-D-mannosid), ale ast&j§i a spolehlivéj$i metodou je nahrada

avidinu v reakénich smésich streptavidinem, jehoZ molekula sacharidy neobsahuje [19].

5.5 Blok nespecifického pozadi

Nespecifické  barveni pozadi je  patmé  nejéast&j§im  problémem
imunohistochemickych metod. Jeho pki¢inou muize byt celd fada faktord,
od nespecifickych vazeb mezi jednotlivymi slozkami inkubaénich médii a tkdnémi, pfes

piitomnost endogennich enzymi ve tkanich, az po diftzi podminéné lokalizatni artefakty.



5.5.1 Hydrofobni interakce

Molekuly vét§iny proteind, v prvni Fad& postranni fetdzce neutrdlnich aromatickych
aminokyselin (fenylalanin, tyroxin, tryptofan), maji hydrofobni charakter. Intramolekularni
hydrofobni vazby maji veliky vyznam pro udrZeni tercidmi struktury proteing,
intermolekuldrni hydrofobni interakce usnadiiuji vznik imunokomplexil a zajistuji jejich
stabilitn. Mezi tkan& a bufiky inklinujici k nespecifické reakci pozadi v dusledku
hydrofobnich interakci fadime zejména vazivo (kolagen, laminin, elastin, proteoglykany),
epitelie (keratin) a adipocyty. Hydrofobni interakce mezi imunoglobuliny a zesifovanymi
proteiny fixované tkan& lze ovlivnit optimalizaci fixace. Vliv na silu interakci ma
ptitomnost ijontd v pufrech. Jednd se zejména o fosfaty, sirany, chloridy, dusi¢nany,
kyanidy, amonné, sodné a vapenaté kationty. Cim niZ§i je jejich koncentrace, tim slabii
jsou hydrofobni vazby. Nejéast&j§i metodou inhibice nespecifickych hydrofobnich
interakei je aplikace blokujiciho roztoku proteind. Blokovaci proteiny by mély pochazet ze
séra stejného Zivod&isného druhu jako sekundami ¢i konjugovana protilatka, pouZit 1ze ale i
mléko. Fixace aldehydy (formalin, glutaraldehyd) hydrofobicitu tkatovych proteini
naopak zesiluje [2].

5.5.2 Elektrostatické interakce

Tontové vazby ptedstavuji jednu z hlavnich sil, které se podili na imunochemickych
reakcich mezi antigeny a jejich protilditkami. Zarovenl ale mohou byt pfiginou
nespecifického barveni pozadi. Pii fyziologickém pH (7,0 - 7,8) maji molekuly
imunoglobulint IgG vétSinou negativni néboj. Je to dano jejich izoelektrickym bodem,
ktery lezi v oblasti pH 5,8 — 7,3. Pokud se negativng nabitd molekula IgG setkd s pozitivné
nabitymi tkaflovymi proteiny, dochézi mezi nimi ke vzniku elektrostatickych vazeb.
Nespecifickou adsorpei primérnich protilatek potom nasleduje vazba sekundamich,
popiipadé konjugovanych protilatek. Takto vzniklé nespecifické zabarveni tkanovych fezl
1ze nejlépe eliminovat aplikaci roztoku neutralnich proteind. K tomu opét poslouZi sérum

Fivodisného druhu, z n&jz je vyrobena sekundarni &i konjugovana protilatka [20].

5.5.3 Pritomnost pFirozenych protilatek

Prirozené protilatky se mohou vséru vyskytnout vlivem pfedchozi antigenni

stimulace z vnéj$iho prostfedi. Pokusy o jejich izolaci nebo odstranéni ze séra zatim nebyly
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sp&$né. Vzhledem k nizkym koncentracim téchto protilatek miZeme nespecifické reakei

zabranit vy$§im zfed&nim inkubaéni smési.

5.54 Kontaminace fezii nebo reagencii cizorodymi litkami

Izolované antigeny pouZivané pro imunizaci byvaji malokdy zcela Cisté. Pokud
organismus imunizovaného zvifete zareaguje na né&jakou necistotu tvorbou protilatek,
mohou se tyto pozdé&ji stat zdrojem nespecifické reakce. Koncentrace kontaminujicich
protildtek byvaji obvykle nizké, a proto je také mozné predejit takové reakci vySSim
nafedénim séra. Pokud by titr t&chto protilatek byl pfili§ vysoky, je nutné provést afinitni
absorpci séra. Nespecifické reakce vyvolané pfitomnosti pfirozenych nebo kontaminujicich

protilatek vylougime také pouZivanim monoklondlnich antisér [13].

5.5.5 Zk¥iZena reaktivita

Tato nespecifickd reakce vznikd v disledku pfitomnosti shodnych nebo velmi
podobnych antigennich determinant na riiznych antigenech. Protilatka namifend proti
takové antigenni determinanté se potom muizZe vazat nespecificky. Jako piiklad lze uvést
onkofetdlni protein, jehoZ nékteré epitopy mlZeme najit i na bé&Znych tkafovych
proteinech. Nespecifickou reakci lze odstranit pouZitim antiséra z hyperimunizovaného

zvifete.

5.5.6 Difuze tkafnovych antigennich struktur do okolni tkiné

Tyka se zejména molekul, které jsou v plazmé hodné koncentrované a mohou pied
fixaci proniknout do tkéni. Pokud tkaii neni bezprostfedné po odebrani patfi¢né fixovina a

antisérum neni dostate¢né zfedéné, riziko difuze se zvy3uje.

5.5.7 Dalsi nespecifické reakce
Existuji v8ak i dalsi pfi¢iny fale$n& pozitivni reakce: nekréza tkan€ spojena s vylitim
bunééného obsahu do intraceluldrnich prostor, vyschnuti fezu béhem zpracovani nebo

pohlceni antigenu fagocyty [13].
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5.6 Chromogeny

Chromogeny jsou bezbarvé organické sludeniny obsahujici barvotvornou skupinu
atomil: chromofor nebo fluorofor. Plisobime-li vhodnym zplsobem na takovouto skupinu
atomil (enzymatickd reakce, absorpce svétla), dochazi kvyvinu barvy a tedy

ke zviditelnéni chromoforu.

5.6.1 Prikaz znaeni pomoci enzymit

Detekce antigenu, respektive vizualizace enzymu navizaného na protildtku nebo
jinou molekulu (streptavidin, avidin, biotin) je provadéna metodami katalyticke
histochemie. Jako markery jsou b&Zné vyuZivany velmi stabilni enzymy s relativné
nenaroénymi podminkami pro uspésny prikaz, nejéast&ji se jedna o kienovou peroxidazu
(HRP, horseradish peroxidase).

Principem imunoperoxidazovych technik je zviditelnéni enzymu vhodnou reakci,
jejimZ produktem je nerozpustny pigment. V pfipadé HRP je substritem peroxid vodiku a
jako chromogen je vyuZivin nejdast&ji 3,3'-diaminobenzidin (DAB). Toto plvodné
rozpustné barvivo se b&hem reakce oxiduje a vznik4 stabilni hnéd€ zbarevny produkt
nerozpustny v alkcholu. PouZit Ize ale i dali chromogeny, napf. karminové ferveny AEC
(3-amino-9-ethylkarbazol). Nevyhodou AEC je rozpustnost vysledného produktu
v alkoholu, coz vyluduje dehydrataci pomoci alkoholové fady pfed montovanim. Proto je
pti pouziti AEC nutné montovat fezy do hydrofilniho media [21].

Vzhledem k tomu, Ze soucisti histochemické detekce je enzymatickd reakce, musi
byt pro ni zajitény vhodné podminky (optimalni pH, teplota, nepfitomnost inhibitoru,
pomér mezi enzymem a substritem, iontové sila roztoku). Komplikaci prukazu enzymu
imunoperoxidizovou technikou je ¢asto vysokd endogenni peroxidazova nebo
pseudoperoxiddzovéa aktivita studované tkané. Tato aktivita muZze byt zdrojem fale$né

pozitivniho vysledku a je nutné ji pfedem potlacit [22].

5.6.2 Priikaz znaceni pomoci fluoroforii

Fluorescenéni techniky vyuZivaji schopnosti molekul fluoroforti absorbovat svétlo
konkrétni vinové délky a emitovat zafeni vét&i vinové délky, neZ jakou samy absorbovaly.

Svétla riznych vinovych délek jsou od sebe oddélena pomoci filtri tak, aby
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ve fluorescenénim mikroskopu bylo moZné pozorovat pouze pozitivni emitovany signal
na ¢erném pozadi.

Fluorescentni mikroskop je vybaven velice silnym zdrojem svétla, nejCastéji
rtutovou nebo xenonovou vybojkou. Mezi svételnym zdrojem a prepardtem je umisténa
prvni sada filtri, jejimz tkolem je excitace jednotlivych fluorofori svétlem o vybranych
vinovych délkach. Druh4 sada filtrd umisténa pfed okularem slouZi k odstinéni Skodlivého
budiciho zdfeni a do objektivu vpoudti pouze svétlo emitované danym fluoroforem.
NejpouZivangjimi fluorofory v soudasné dob& jsou fluorescein-isothiokyanat (FITC)
emitujici zelenou barvu, tetrametyl-rhodamin-isothiokyanat (TRITC) emitujici Cervenou
barvu a texaska erveti, vzacné fluorofory emitujici modrou barvu (napf. kumarin).

Kombinaci protilatek s riiznou specifitou a znadenych riznymi fluorofory je mozné s
pomoci softwaru sledovat simultanng vice riznych antigend na jednom preparatu.
Nevyhodou fluorescenéni mikroskopie obecné je pusobeni silného zafeni na molekuly
fluoroforti. Fluorofory jsou intenzivnim svétlem postupné rozkladany, podléhaji nevratnym

konforma&nim zménam a nakonec ztraci schopnost absorpce a emise zafeni [23].

5.7  Barveni pozadi

PH vyskytu pozitivni reakce ve zkoumaném imunohistochemickém preparatu je
potfeba lokalizovat danou pozitivitu vzhledem k okolnim zndmym strukturdm. Pro
predb&Znou orientaci byvéa nejéastdji vyuzivano dobarvovani bunéénych jader K tomu se
vyuzivd pro svételnou mikroskopii nejéastéji hematoxylin a pro fluorescenéni napf.
Hoechst, & DAPI [24].
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Sledované markery aterogeneze

6.1.1 Bunéé¢né adhezivni molekuly

Bunééné adhezivni molekuly jsou latky proteinového charakteru, které jsou
exprimované na povrchu viech tkani organismu. U&astni se fizeni fady fyziologickych d&ji
jako jsou embryogeneze, bunéény rist a diferenciace, hojeni ran ¢i obnova tkani. Uplatnéni
nalézaji ale také pii patologickych procesech, podileji se napf. na interakcich mezi
sloZzkami imunitniho systému [25].

Podle strukturnich vlastnosti rozliSujeme 4 zékladni skupiny adhezivnich molekul.
Jsou to selektiny, integriny, imnoglobulinova skupina a kadheriny.

Imunoglobulinova skupina adhezivnich molekul pfedstavuje 50% v3ech
povrchovych molekul leukocyti. Jednd se o latky glykoproteinového charakteru tvofene
opakujicimi se imunoglobulinovymi doménami z beta fetézcu. Zprostfedkovavaji jak
homofilni (vazba adhezivni molekuly v jedné burtice na stejnou molekulu ve druhé buiice),
tak heterofilni interakce (vazba adhezivni molekuly v jedné buiice na neidentickou
molekulu ve druhé bufice). Patii sem celd fada adhezivnich molekul: antigenné specifické
receptory T lymfocytd a B lymfocytd (TCR, BCR), koreceptory T lymfocytt dileZité
pro spravnou funkei pii imunitnich reakcich (CD4 a CD8) a dal3i [26].

Z hlediska vztahu k ateroskleréze jsou nejvyznamnéj$imi zastupci vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) a intercellular cell adhesion molecule-1 (ICAM-1) [27].

6.1.1.1 Funkce ICAM-1, VCAM-1

Jak ICAM-1, tak VCAM-1 se vyznamné podili na diapedezi leukocyti.
Prostfednictvim vazby povrchovych struktur leukocyti (ou8; integrinu, né€kdy také oufB;
integrinu) stabilizuji jejich adhezi na endotel.

ICAM-1 je schopen interagovat s fadou dal$ich molekul, jako jsou C3b sloZka
komplementu, fibrinogen nebo bakterialni lipopolysacharid.

VCAM-1 zfejmé selektivné vychytava mononukledrni leukocyty, ktere, na rozdil od
neutrofil, exprimuji o4 integriny [28].
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6.1.1.2 Struktura ICAM-1, VCAM-1

Jedn4 se o transmembranové glykoproteiny. Molekula VCAM-1 ma celkem sedm
extracelularnich domén, pfiGemz domény 1 a 4 funguji jako specificka vazebnd mista
pro vazbu o) integrinu (VLA-4) a ou4B; integrinu. Molekula ICAM-1 ma pét
extracelularnich domén (viz obr. 8). Domény 1 a 3 jsou specifickymi vazebnymi misty
pro vazbu ¢4, integrinu (LFA-1), respektive pro vazbu amf: integrinu (j. komplement

receptor 3 nebo téZ Mac-1), které jsou exprimovany na leukocytech [29].

extracelularni
domény
extracelularni prostor
- i . lazmaticka
206 0o 00DECoRONRI0EE00E0D P ;
oaks ct-eddétﬁ&%.-oﬁggggdgéﬁ membrana

intracelularni prostor

Obr.8 Struktura molekuly ICAM-1. Extracelularni ¢ast je tvofena sérii domén. (pfevzato z
Price D.T. et. al., upraveno)

6.1.1.3 Exprese VCAM-1 a ICAM-1

VCAM-1 je exprimovan endotelidlnimi buitkami, makrofagy a hladkosvalovymi
burikami [30]. Studie na kralicich a my§ich prokazaly, Ze endotel exprimuje VCAM-1 jesté
pred akumulaci makrofégh a T lymfocytl v oblastech, které jsou predispozi¢ni ke vzniku
1ézi. Lokalizace t&chto mist je asto ovlivnéna hemodynamickymi vlastnostmi, pfedevsim
shear stresern.

ICAM-1 je exprimovan ve stejnych oblastech jako VCAM-1, ale exprese ICAM-1 je

pozorovéana navic i v oblastech s nizkou pravdépodobnosti vyskytu aterosklerotickych lézi.
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U malych aterosklerotickych 1ézi jsou VCAM-1 i ICAM-1 exprimovany predeviim
endotelidlnimi buitkami, VCAM-1 je exprimovin i hladkosvalovymi bufikami, které
piiléhaji k aterosklerotické 1€zi. U pokrodilejsich aterosklerotickych lézi jsou VCAM-1
i ICAM-1 exprimovany vét$inou bunék, které se nachézeji v tunica intima [31].

Exprese téchto adhezivnich molekul je ovlivitovana fadou faktort, které se uplatfiuji
i v patogenezi aterosklerézy. Hypercholesterolémie, oxidované LDL, diabetes, koufeni a
hemodynamicky stres (nizky shear stress) zvySuji expresi jak ICAM-1, tak VCAM-1.
Exprese obou téchto molekul miZe byt indukovana také zanétlivymi cytokiny (napi. IL-1
nebo TNF-a) [32].

6.1.2 Endoglin

6.1.2.1 Struktura proteinu

Endoglin (CD 105) se nachdzi na bunéfném povrchu jako homodimericka
transmembranova bilkovina o hmotnosti 180 kDa. Jeji vné&j$i domény vazi s vysokou
afinitou izoformy TGF-81 a TGF-83 [33]. Transmembranové a intracelularni domény CD
105 maji podobnost s betaglykanem ze 71% [34].

6.1.2.2 Exprese endoglinu

Exprese endoglinu byla lokalizovéna pfevaZné na cévnim endotelu, a to jak v aorté,
tak 1 vmengich cévach a kapilarach okolniho myokardu. Dale byla exprese CD 105
detekovana u makrofagh, hladkych svalovych bunék a fibroblasti. Jeho tvorba se zvySuje
pii hypoxii.

V¥sledky imunchistochemické detekce ve svételné mikroskopii prokazaly expresi
v aterosklerotickych platech, zejména na cévnim endotelu. Vyrazna exprese byla pozorovana
také v tunica media pod vyvijejicim se aterosklerotickym platem.

Endoglin je povaZovdn za vyznamny marker angiogeneze. Jeho exprese je
vyznamna jak v embryondlnim vyvoji, tak pii procesu hojeni ran, pfi infarktech a béhem
kancerogeneze [35]. Zv¥sena exprese endoglinu je davana do souvislosti s hor8i prognézou
nadorového onemocnéni. Mutace genu pro endoglin navic vede krozvoji hereditarni

hemorrhagické telangiektazie [36].



6.2 Poufité materiily

6.2.1 Tkanové Fezy

Vesker4 imunohistochemicka barveni byla provedena na cévach ziskanych z geneticky
modifikovaného kmene mys$i. Jednalo se o samice kmene C57BL/6J s dvojitym deficitem
apolipoproteinu E a LDL-receptoru vazici 15-20 grami. Tyto mySi byly zakoupeny v Taconic
Europe (Ddnsko) a ustajeny ve zvéFinci Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Odebrané segmenty tkané tvofila aorta spolu s horni polovinou srdce. Tyto segmenty
byly ponofeny do zmrazovacitho média (tissue freezing medium, Leica, Praha, Ceskd
republika), nisledng zmraZeny v tekutém dusiku a uskladnény pfi minus 30°C.
Imunohistochemicka analyza byla provedena v 1 ¢m aortalniho sinu a ¢4sti aortalniho oblouku.
Pro hodnoceni byly nakrijeny série piiénych fezi otlou$tce 7 um na zmrazovacim
mikrotomu.

Pro detekci exprese VCAM-1 a endoglinu byla pouZita metodika avidin-biotin s detekci

pomoci DAB, ktery poskytuje v misté detekce antigenu ve tkani hn&dou barevnou reakei.

6.2.2 Protilatky

6.2.2.1 Primdrni protildtky

Pro detekci exprese endoglinu v cévni sténg jsme pouZili pro svételnou i fluorescencni
mikroskopii stejnou monoklonalni protilatku: Rat Anti-Mouse CD105 (endoglin) ve zfedéni
1/100 (Pharmingen, USA).

K detekci exprese markeru VCAM-1 vcévni sténé byla pouzZita pro svételnou
mikroskopii monokionalni protilatka Rat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) ve zfedéni 1/100
(Pharmingen, USA). Pro fluorescenéni mikroskopii jsme zduvodu snahy detekovat oba
antigeny (VCAM-1 i endoglin) na stejném fezu pouzili jinou protilatku: Goat Anti-Mouse
CD106 (VCAM-1) ve ziedéni 1/100 (R&D Systems, USA).

6.2.2.2 Sekundadrni protilitky

Jako sekundarni byla pro sv&telnou mikroskopii pouZita monokiondlni protilatka Goat
Anti-Rat IgG (Vector Laboratories).

Pro fluorescenéni mikroskopii jsme pouZili monoklonalni protilatky Chicken Anti-Goat
ALEXA 588 (ervena) a Goat Anti-Rat ALEXA 486 (zelend) (Molecular Probes).
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6.2.3 Detekéni systémy

K vizualizaci navazanych protilitek ve svételném mikroskopu jsme pouZili

diaminobenzidin (DAB substrit-chromogen roztok, DAKO, Carpinteria, USA).

Histologické fezy pozorované ve fluorescenénim mikrposkopu byly zamontovany do

specialniho fluorescenéniho média Vectashield (Vector Laboratories).

Fotodokumentace a digitalizace snimku z fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX

byla provedena digitdini kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana Corp., US4) za pomoci

softwaru LUCIA verze 5.0 (Laboratory Imaging Prague, Ceskd republika).

6.3  Pracovni postup

6.3.1 NepFima imunofluorescence na zmrazenych ¥ezech

1)
2)
3)
4
5)

6)

7

8)
9)

oschnuti fezli v termostatu (60 minut)

fixace tkafiovych fezd v acetonu (-20°C; 15 minut)

ususeni fezu (15 minut)

promyti fezl v PBS (2x5 minut)

aplikace smési priméarnich protilatek Rat Anti-Mouse CDI105 (endoglin)
(Pharmingen, US4) a Goat Anti-Mouse CD106 (VCAM-1) (R&D Systems, USA)
(inkubace 60 minut)

promyti fezti v PBS (2x5 min)

aplikace sekundarni protilatky Chicken Anti-Goat ALEXA 588 (Molecular Probes)
(inkubace 60 minut, ve tm€)

promyti fezi v PBS (4x5 minut, ve tmé)

aplikace sekundarni protilatky Goat Anti-Rat ALEXA 486 (Molecular Probes)
(inkubace 60 minut)

10) promyti fezli v PBS (5 minut)

11) dobarveni jader pomoci fluorescenéniho barviva Hoechst

12) montovani do fluorescenéniho média Vectashield (Vector Laboratories)

6.3.2 ABC systém

D
2)
3)

oschnuti fezli (30 minut)
fixace tkafiovych fezi v acetonu (-20°C; 15 minut)

ususeni fezl (30 minut)
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4) promyti fezii v PBS (2x5 minut)

5) aplikace 10% blokuyjiciho zvifeciho séra (30 minut)

6) inkubace s avidinem D (15 minut)

7) promyti fezli v PBS (5 minut)

8) inkubace s biotinem (15minut)

9) inkubace s primami protilatkou Rat Anti-Mouse (Pharmingen, USA) (60 minut)

10) promyti fezii v PBS (2 x 5 minut)

11) aplikace 10% blokujiciho zviteciho séra (15 minut)

12) aplikace biotinylované sekundérni protilitky Goat Anti-Rat IgG (Vector
Laboratories) (inkubace 30 minut)

13) promyti fezii v PBS (2x5 minut)

14) promyti fezll v 3% H>0» (15 minut)

15) promyti fezi v PBS (2x5 minut)

16) inkubace s komplexem avidin-biotin (ABC) (Vector Laboratories) (30minut)

17) promyti fezi v PBS (2x5 minut)

18) inkubace s roztokem chromogenu (DAB)

19) dobarveni buéénych jader v hematoxylinu (5 sekund)

20) oplach fezli v acetonu

21) proplach fezl v aceton—xylenu (10:1) (3 minuty)

22) proplach fezi v aceton—xylenu (1:10) (3 minuty)

23) proplach fezi v xylenu (3 x 2 minuty)

24y montovani do Eukittu
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7 Vysledky

7.1.1 Imunohistochemické barveni VCAM-1 v oblasti aortilniho sinu

Ve svételné mikroskopii byla exprese VCAM-1 pozorovana v tunica media cév
pod aterosklerotickymi platy a v aterosklerotickych platech. Silna exprese byla pozorovana

také na cévnim endotelu (v oblasti platu i mimo n&j). Viz obr. 9 a 10.

7.1.2 Imunohistochemické barveni endoglinu v oblasti aortiiniho sinu

Exprese endoglinu byla pozorovéna hlavng v cévnim endotelu, a to jak v oblasti
aorty, tak mensich cév a kapilar v okolnim myokardu. U velkych aterosklerotickych platd
byla exprese endoglinu na n&kolika mistech pozorovéana i v aterosklerotickych platech. Viz
obr. 11 a 12,

7.1.3 Kolokalizace endoglinu a VCAM-1

Fluorescenéni barveni demonstrujici barveni VCAM-1 a endoglinu potvrdilo expresi
obou markeri popsanou ve sv&telné mikroskopii. Byla nalezena pouze velmi slaba
kolokalizace obou antigend, a to v oblasti n&kolika bunék endotelu, ktery pokryva

ateroskleroticky plat. Ztoho Ilze wusuzovat, Ze endoglin a VCAM-1 jsou

v aterosklerotickych platech exprimovéany pfevdZné riznymi butikami. Viz obr. 13 a 14.
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Obr.9 Imunohistochemické barveni VCAM-1; zvétseno 40x. Silnd exprese je pozorovana na
cévnim endotelu, vtunica media cévy pod aterosklerotickym platem (oznafeno Sipkami) i
v aterosklerotickém platu (oznadeno hvézdickou). Bunééna jadra jsou dobarvena hematoxylinem.
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Obr.10 Imunohistochemické barveni VCAM-1; zvétSeno 100x. Na obrazku je patrna silna exprese
zejména v tunica media cévy pod aterosklerotickym platem. Sipky ukazuji také na expresi VCAM-1

na cévnim endotelu a v aterosklerotickém platu. Bunééna jadra jsou dobarvena hematoxylinem.
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Obr.11 Imunohistochemické barveni endoglinu; zvétseno 40x. Exprese endoglinu je detekovana na
endotelu aorty (oznadeno Sernymi Sipkami) a také v menSich cévach a kapilarach okolniho

myokardu {oznaéeno bilou hvézdigkou vlevé Easti obrazku). Bun&lna jadra jsou dobarvena

hematoxylinem.
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Obr.12 Imunohistochemické barveni endoglinu; zvétseno 100x. Na detailu cévni stény muZeme
pozorovat endotelidini expresi endoglinu lokalizovanou zejména na povrchu aterosklerotického

platu. Slabou expresi vidime také uvnitf platu a v okolnim myokardu. Buné&na jadra jsou

dobarvena hematoxylinem.
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Obr.13 Imunohistochemické barveni endoglinu a VCAM-1, kolokalizace obou anfigent pomoci
fluorescenéni mikroskopie; zvét§eno 400x. Zeleny barevny kanal pfedstavuje barveni endoglinu na
endotelu aterosklerotického platu (Sipka). Zelené rovnobé&Zné podélné struktury jsou elastické
blanky v tunica media, tato viakna zde vykazujl autofluorescenci (konec Sipky). Cerveny barevny
kanal ukazuje na barveni VCAM-1 v celé oblasti platu (Sipka). Modry kanal nezobrazuje Zadné
barveni, viditelna je pouze autoflucrescence elastickych vidken v tunica media aorty. V obrazku
spojujicim viechny barevné kanaly se ukazuje, Ze oba antigeny jsou viceméné exprimovany jinymi

burikami.
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Obr.14 Imunohistochemické barveni endoglinu a VCAM-1, kolokalizace obou antigenti pomoci
fluorescenéni mikroskopie; zvétseno 400x. Zeleny barevny kanal pfedstavuje barveni endoglinu na
endotelu aterosklerotického platu (Sipka). Cerveny barevny kanal ukazuje na barveni VCAM-1
v celé oblasti platu (3ipka). Modry kanal ukazuje na barveni bunéénych jader ve sténé cevy,
viditelna je také autofluorescence elastickych vlaken v tunica media aorty. V obrazku, kde jsou
vdechny barevné kanaly spojené, Ize kolokalizaci exprese VCAM-1 a endoglinu pozorovat pouze

na jednom misté (Sipky).
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8 Zavér

V této bakalafské praci jsme se zaméfili zejména na zékladni sezndmeni s metodami
imunohistochemie a na standardizaci imunohistochemnickych barveni ve svételneé a
fluorescenéni mikroskopii. S pouZitim v literatufe nejéastéji citovanych metodik (avidin-
biotin technika ve svételné mikroskopii a metoda nepiimé imunohistochemie
ve fluorescen¢ni mikroskopii) jsme sledovali lokalizaci vybranych markerti, které se podili
na aterogenezi v cévni sténé u apoE/LDLR deficientniho mysiho modelu aterosklerézy.

Vysledky studia exprese VCAM-1 v oblasti aortalniho sinu a oblouku ve svételné
mikroskopii prokazaly jeho expresi zejména na cévnim endotelu a v aterosklerotickych
platech. Vyraznéd exprese byla pozorovana také v tunica media pod vyvijejicim se
aterosklerotickym platem. Tyto vysledky jsou plné v souladu s literArnimi udaji a potvrzuji
roli VCAM-1 v experimentalni aterogenezi.

Dal$im sledovanym markerem byl endoglin, cilem bylo popsat jeho lokalizaci
v oblasti aortalniho oblouku u pouZitého experimentdlniho modelu. Tento potencidlné
novy faktor zasahuje do regulace funkci vyznamného antiaterogenniho faktoru TGF-8 a
zmény jeho exprese by tak mohly hrat roli v procesu aterogeneze. Exprese endoglinu byla
lokalizovana na cévnim endotelu, a to jak v aorté, tak i v mensich cévach a kapilarach
okolniho myokardu.

Poslednim tkolem byla kolokalizace VCAM-1 a endoglin exprimujicich bungk.
Ve fluorescenéni mikroskopii byla imunohistochemicky prokdzana rozdilnd lokalizace
jejich exprese v jednom histologickém fezu. Z toho lze usuzovat, 26 VCAM-1 a endoglin

nejsou exprimovany stejnymi butikami.



9 Seznam zkratek

ABC avidin-biotin komplex

AEC 3-amino-9-ethylkarbazol

ALP alkalicka fosfatdza

APAAP alkaline-phosphatase-anti-alkaline-phosphatase
apoE apolipoprotein E

CAM cell adhesive molecules; bun&né adhezivni molekuly
CD cluster of differentiation

DAB 3,3'- diaminobenzidin

Fab fragment antigen binding; antigen vazajici fragmenty
FITC fluorescein-isothiokyanat

HRP horseradish peroxidase; kienova peroxidaza
ICAM-1 intercellular cell adhesion molecule-1

IeG imunoglobulin G

IL interleukin

LDL low density lipoprotein

LDLR LDL receptor

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen

PAP peroxidase-anti peroxidase

PBS phosphate buffered saline; fosfatovy pufr
SABC streptavidin-biotin komplex

TGF-8 transforming growth factor 8

TNF-o tumor nekrotizujici faktor o

TRITC tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat

VCAM-1 vascular cell adhesive molecule-1

VLA very late antigen
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