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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a Iékarskych véd

Nazev diplomové prace: Vliv délky fixace a typu fixacniho roztoku na
imunohistochemickou analyzu pri detekci kmenovych bunék ve tkani
endometria

Autor: Bc. Dominika Machacova

Vedouci diplomové prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Cile: Cilem této prace je zjistit, jak typ fixacniho roztoku a délka fixace ovliviuje

imunohistochemii.

Materialy a metody: Do této studie bylo zahrnuto celkem pét prasecich a pét kravskych

endometrii pochazejich z resekatl hysterektomie. Zjistovana byla imunohistochemicka
exprese progesteronovych receptort a SOX2 ve tkdnich endometria fixovanych v péti
fixacnich roztocich (Formol, Antigenfix, Greenfix, Bouin, Methacarn) po 1,5; 8,5; 15,5;
29,5; 64,5 a 189,5 dnech fixace. Imunohistochemické barveni bylo provedeno na

barvicim automatu Ventana Benchmark ULTRA.

Vysledky: Imunohistochemicka exprese progesteronovych receptort byla po 1,5 — 64,5
dnech fixace formolem prokazana u 92-87 % zlazovych bunék a u 59 % bunék po 189,5
dnech fixace. Intenzita reakce byla hodnocena jako silna, po 189,5 dnech klesla na
slabou. U tkani fixovanych Antigenfixem byla pozorovana silnd exprese
progesteronovych receptor( u 96,4 % Zlazovych bunék po 1,5 dni fixace, u 77 % bunék
po 29,5 dnech fixace a u 72,6 % bunék byla po 64,5 dnech fixace exprese stfedné silna.
Po 189,5 dnech byla zaznamenana negativita obou sledovanych parametru. V pripadé
Bouinova fixacniho roztoku byla po 1,5 dni fixace zaznamenana slaba exprese
progesteronovych receptorli u 7,2 % zlazovych bunék. V dalSich ¢asovych obdobich
exprese zcela vymizela. Ve tkanich fixovanych Greenfixem byla slabd exprese

progesteronovych receptorl zaznamenana u 39 % bunék pouze po 1,5 dni fixace.



U tkani fixovanych methacarnem nebyla zaznamendna exprese progesteronovych

receptorll v Zddném ze sledovanych obdobi.

Intenzita imunohistochemické exprese SOX2 po fixaci tkdné formolem byla hodnocena
po 1,5 dni jako extra silnd, v obdobi 8,5; 15,5; 29,5 a 64,5 silna a po 189,5 dnech jako
slaba. Ve sledovaném obdobi 1,5-189,5 dnech bylo nabarveno priimérné 98,4-94,8 %
zladzovych bunék. Exprese SOX2 ve tkanich fixovanych Antigenfixem byla v celém
obdobi podobna (pozitivita u vice nez 94 % zlazovych bunék). Intenzita reakce byla
v obdobi 1,5 a 8,5 extra silna, po 15,5; 29,5; 64,5 a 189,5 dnech silna. Po fixaci Bouinem
byla zaznamendna exprese SOX2 u 96 % Zlazovych bunék, intenzita reakce byla stfedné
silnd. U tkdni fixovanych Greenfixem a methacarnem nebyla zaznamenana

imunohistochemicka exprese SOX2 v Zadném ze sledovanych obdobi.

Zavér: Bylo zjisténo, Ze nejlepSim fixacnim roztokem pro imunohistochemické barveni
je formol, a to jak pro kratkodobou, tak dlouhodobou fixaci. Dalsim velmi vhodnym
fixatnim roztokem je Antigenfix, u kterého bylo dosazeno srovnatelnych vysledka.
Pro kratkodobou fixaci Ize doporucit také Bouinuv fixacni roztok, pro ucely dlouhodobé
fixace je vSak nevhodny. Greenfix nelze pfilis doporucit ani pro kratkodobou fixaci, pro
dlouhodobou fixaci je nevhodny. Zcela nevhodny je pro ucely imunohistochemie
methacarn, u kterého byla prokdzana negativita obou parametr( ve vSech ¢asovych

obdobi.

Klicova slova: Imunohistochemie, endometrium, fixacni roztok, progesteronové

receptory, SOX2



3. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Influence of fixation time and type of fixative
solution on immunohistochemical analysis in the detection of stem cells in
endometrial tissue

Author: Bc. Dominika Machacova

Supervisor of Diploma Thesis: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Backgroud: The aim of this diploma thesis was to investigate the effect of the type of

fixative solution and the length of fixation on immunohistochemistry.

Materials and methods: A total of five porcine and five bovine endometria obtained

from hysterectomy specimens were included in this study. Immunohistochemical
staining with progesterone receptors and SOX2 in endometrium fixed in five fixative
solutions (Formol, Antigenfix, Greenfix, Bouin, Methacarn) were performed after 1,5;
8,5; 15,5; 29,5; 64,5 and 189,5 days of fixation. An automated immunostainer Ventana

Benchmark Ultra was used for all immunohistochemical analysis.

Results: Expression of progesterone receptors was demonstrated in 92-87 % of
glandular cells after 1,5-64,5 days and in 59 % of cells after 189,5 days of formalin
fixation. The intensity of staining was strong, but after 189,5 days it was evaluated as
being weak. In Antigenfix-fixed tissues, strong progesterone receptors expression was
observed in 96,4 % of glandular cells after 1,5 days, in 77 % of cells after 29,5 days and
in 72,6 % of cells with only moderate staining after 64,5 days of fixation. After 189,5
days, the immunoreaction was completely negative. In Bouin-fixed tissues, weak
progesterone receptors expression was observed in 7,2 % of glandular cells after 1,5

days of fixation. Other time periods were negative. After only 1,5 days of fixation with
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Greenfix, 39 % of glandular cells showed weak progesterone receptors expression.
Immunohistochemical staining with progesterone receptors in methacarn-fixed tissues
was completely negative over all time periods.

The intensity of staining for SOX2 after formalin fixation was determinated to be extra-
strong after 1,5 days, strong after 8,5; 15,5; 29,5 and 64,5 days and weak after 189,5
days of fixation. In the period of 1,5 to 189,5 days, an average of 98,4-94,8 % of
glandular cells showed positivity with SOX2. The expression of SOX2 in Antigenfix-fixed
tissues was the same over almost all time periods (positivity in more than 94 % of
glandular cells). The intensity of staining was extra-strong after 1,5 and 8,5 days and
strong after 15,5; 29,5; 64,5 and 189,5 days of fixation. After Bouin’s fixation,
moderate expression of SOX2 was detected in 96 % of glandular cells.
Immunohistochemical staining was completely negative in tissues fixed with Greenfix

and methacarn over any of the periods evaluated.

Conclusion: In our study, formol was the best fixative solution for
immunohistochemistry. It proved to be the most suitable fixative for long-term and
short-term fixation. Another very suitable fixative solution is Antigenfix, for which
comparable results have been obtained with formol. Bouin’s fixative solution can also
be recommended for short-term fixation, but it is unsuitable for long-term fixation.
Greenfix cannot be recommended for short-term fixation, it is completely unsuitable
for long-term fixation. By far the worst fixative in our study was methacarn, which is

completely unsuitable for immunohistochemistry (regardless of the time of fixation).

Key words: Immunohistochemistry, endometrium, fixative solution, progesterone
receptors, SOX2



4. UVOD

Imunohistochemie je metoda zaloZena na interakci antigenu s protilatkou. Tato
reakce je nasledné vizualizovana barvenim (Brandtzaeg, 1998; Haines et al., 2005).
Imunohistochemie se uplatiiuje zejména v histopatologickych laboratofich, kde tvofri
nedilnou soucast diferencidlni diagnostiky a stanoveni prognosticko — prediktivnich
markerd (Kim et al., 2016). PfestoZe se jednd o pomérné jednoduchou techniku, jeji
vysledek je znaéné zavisly na nékolika faktorech. PFi zpracovani prochazi tkan procesy,
které ovliviiuji strukturu antigen(i. Nejvyznamnéjsi z téchto procest je fixace tkané.
Fixacni prostfedky by mély zabranovat poskozeni tkané béhem jejiho nasledného
zpracovani a z hlediska imunohistochemie pfedevsim zachovavat vazebna mista pro
protilatky a jejich dostupnost (Battifora, Kopinski, 1986). Nékteré fixacni roztoky
mohou maskovat epitopy a tim zapficinit ztratu antigenicity. Z tohoto dlivodu ma volba
fixacniho roztoku zasadni vliv na vysledek imunohistochemického barveni. Vyznamna
je nejen volba konkrétniho fixac¢niho roztoku, ale také délka trvani fixace. Pokud je tkan
fixovana pfrilis kratkou dobu, dochazi k nedostatecné penetraci fixacniho roztoku
do tkdané a tim k neuplnému zesiténi polypeptidovych retézcl ¢i koagulaci proteind,
v zavislosti na typu pouzivaného fixaéniho roztoku. Naopak nadmérné prodlouzeni
doby fixace muze vést k signifikantnimu poskozeni antigennich mist tkdané (Doyle,

Oleary, 1992).

Endometrium je vsoucasnosti povazovano za atraktivni zdroj kmenovych
bunék, které lze z této tkané snadno ziskat biopsii, coZz je méné bolestivy a invazivni
zakrok ve srovnani s aspiraci kostni diené ¢i liposukci. Pro ucely regenerativni mediciny
tak mohou byt tyto bunky vyuzity klé¢bé nékterych onemocnéni, jako napftiklad
diabetes mellitus 1. typu, ¢i srde€nich a neurodegenerativnich chorob a svalové

degenerace (Verdi et al., 2014).
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5. ZADANI - CiL PRACE

Prvnim z cild této prace bylo nastudovat feSenou problematiku a vytvofrit
literarni resersi. DalSim cilem bylo prokdazat, jak délka fixace a typ fixaniho roztoku

ovliviiuje imunohistochemickou analyzu.
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6. FIXACE

Fixace je klicovym krokem ve zpracovani bioptického materidlu, jelikoz
umoZfuje jeho daldi zpracovéni a archivaci (Fox et al., 1985). U&elem fixace
je zabranéni autolyze a hnilobé tkani, ddle zachovani bunécné architektury a slozeni
bunék ve tkani, ¢imz je zajisténa jeji odolnost pfi dalSim zpracovani. Fixace tkané muze
byt dosazeno fyzikdlnimi ¢i chemickymi metodami, pfipadné jejich kombinaci (Bancroft
and Gamble, 2002; Freida, Carson, 2009). Fyzikdlni metody zahrnujici tepelnou,
mikrovinou fixaci ¢i fixaci mrazem nejsou v rutinni praxi pfiliS vyuzivdny. Mnohem
rozsifenéjsi je chemickd fixace. Chemické fixace je nejcastéji dosaieno procesem
zvanym imerze, pfi které je vzorek tkané ponoren do fixacniho roztoku o pfiblizné 20x
vétsim objemu, neZ je fixovand tkan. Aby doslo k fixaci, musi fixacni roztok zcela
proniknout skrz tkan. Tento proces je silné ovlivnén velikosti vzorku a typem fixacniho
roztoku (Helwitt et al., 2008). Existuje mnoho postup fixace liSicich se jak ve slozkach
¢i podilu jednotlivych slozek, tak zplsobem, jakym jsou pouzity v zavislosti na vzorku
a ucelu poutiti. Spolu s fixatnimi slouc¢eninami obsahuji fixac¢ni roztoky i dalsi slozky
upravujici nékteré vlastnosti jako je osmolarita nebo pH. Vétsina fixacnich roztoku
je rozpusSténa v pufrovanych roztocich s neutrdlnim pH, které zamezuje ovlivnéni

tkanovych struktur (Eltoum et al., 2001).

Neexistuje idealni fixacni roztok, ktery by dokonale zachovaval bunécnou
morfologii a zdroven neovliviioval antigenicitu tkané. Z tohoto dlivodu je dUsledny
vybér konkrétniho fixa¢niho roztoku velmi zasadni (Fox et al.,, 1985; Helwitt et al.,

2008).

6.1 Fixacni roztoky

S ohledem na dllezitost fixace v analytickém procesu jsou na jednotlivé fixacni
roztoky kladeny nemalé naroky. Nejdllezitéjsi funkci fixacnich roztokl je zabranéni
autolyze a hnilobé tkani. Fixacni roztoky stabilizuji bunééné slozky tak, Ze je cini
nerozpustnymi, ¢imz dochdzi k redukci zmén vzniklych dalSim zpracovanim tkané
a zabranéni osmotickému poskozeni tkané, které muze zpUsobit jeji smrstovani ¢i otok.

Dale fixacni roztoky usnadniuji propustnost tkané pro nasledné pouzitad cinidla a hraji
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roli pfi zdlrazfiovani odliSnosti indexu lomu, a tim zvySeni viditelnosti jednotlivych

struktur tkané.

Na zakladé mechanismu fixace lze fixacni prostfedky rozdélit do nékolika
skupin. Fixacni roztoky na bdzi alkoholu fixuji tkan prostfednictvim denaturace
proteind, k ¢emuz dochazi odstranénim vody z volnych karboxylovych, hydroxylovych,
amino, amido a imino skupin proteind. To vede k destabilizaci hydrofobnich
a hydrofilnich vazeb v proteinech a nasledné ke zméndm jejich sekundarni a terciarni
struktury. (Baker et al., 1958). Alkoholy denaturuji proteiny rozdilné na zadkladé typu
a koncentraci alkoholu, pfitomnosti organickych a anorganickych skupin, pH a teploté
fixace. Aldehydy zpUsobuji zesiténi proteind, fixacni roztoky s kovovou skupinou vytvari
nerozpustné kovové srazeniny (Bancroft, Stevens, 1996). Vybér fixacniho roztoku zavisi

na typu vySetfované tkané a ddle pouzivanych testech (Grizzle et al.,2008).

6.1.1 Formaldehyd

Formaldehyd je nejpouzivanéjsim  fixacnim roztokem jak  pro
histomorfologickou analyzu tkani, tak pro imunohistochemii (Eltoum et al.,2001).
Jednd se o malou plynnou molekulu, kterd se obvykle vyskytuje ve formé 37% roztoku
formaldehydu vytvoreného probubldavanim plynu formaldehydu pfes vodu do bodu
saturace. V histologickych laboratotich se nejc¢astéji pouziva jako 10% roztok, tedy 4%
formaldehyd zfedény ve vodé zvany formol (Fox et al.,1985). Aktivni slozkou v roztoku
formaldehydu je methylenglykol, hydratovand forma formaldehydu (Kiernan, 2000).
Zakladni mechanismus fixace formaldehydem je tvorba adicnich produktli mezi
formalinem a nenabitymi reaktivnimi aminoskupinami (-NH, -NH2) vytvarejici zesiténi.
Po zformovani adi¢niho produktu dochazi v pfitomnosti druhého reaktivniho vodiku
k vytvoreni methylenového mistku. Vysledkem formaldehydové fixace je zména
konformace makromolekul, ktera znesnadnuje ¢i dokonce znemoznuje rozpoznani
antigent protilatkou (Montero, 2003). Prostfednictvim téchto zmén dochazi
k modifikaci terciarni a kvartérni struktury protein(. Primarni a sekundarni struktura

zUstava témér nezménéna (Mason, O’Leary, 1991; Hayat, 2002).
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6.1.2 Glutaraldehyd

Glutaraldehyd je dalSim zastupcem ze skupiny zesitujicich fixanich roztoka.
Jeho vodny roztok je smési skladajici se z 4% volného aldehydu, 16% monohydratu, 9%
dihydratu a 70% hemiacetalu. Glutaraldehyd prostfednictvim svych aldehydovych
funkénich skupin reaguje zejména s e-aminoskupinami aminokyselin a nukleovych
kyselin (Sabatini et al., 1963; Hopwood, 1967; Eltoum et al., 2001). Sir§imu vyuZiti
glutaraldehydu v praxi brani zejména jeho pomald penetrace do tkané a nutnost
pravidelného cisténi pro udrZeni funkéni hladiny aldehydu. Uplatiuje se predevsim

jako fixacni roztok pro elektronovou mikroskopii (Freida, Carson, 2009).

6.1.3 Methanol a ethanol

Ethanol a methanol fixuji tkan prostfednictvim dehydratace a koagulace
proteinll, pfedevsim cytosolickych (Eltoum et al.,2001). Obecné je pro fixaci tkané
upfednostiiovan methanol pred ethanolem, jelikoz Iépe konzervuje tkan
a nezpusobuje jeji ztvrdnuti. Oba tyto alkoholy jsou vhodné predevsim pro fixaci
vzorkd malé velikosti a pro uchovavani proteinli jako jsou enzymy, glykogen a nékteré
pigmenty. VyuZivany jsou zejména pro fixaci krevnich natért a kryorezl z nefixovanych

vzorkU (Leong, 1994; Lillie, Fullmer, 1976).

6.1.4 Carnoyuv fixacni roztok a Methacarn

Carnoyuv fixacni roztok se sklada z ethanolu, chloroformu a kyseliny octové. Je
vhodny pro fixaci fibréznich proteint a glykogenu. Velmi dobfre fixuje také nukleové
kyseliny, prestoze mirné modifikuje jadernou morfologii (Baker, 1958). Fixace timto
fixaénim roztokem probihda velmi rychle, ¢imZ dochazi k nadmérnému ztvrdnuti
a retrakci tkané. Nahrazenim ethanolu methanolem vznika methacarn, jehoZz hlavni
vyhodou v porovnani s Carnoyovym fixacnim roztokem je mensi retrakce fixované

tkané, a predevsim schopnost chranit antigenni mista tkané (Puchtler et al., 1968).

6.1.5 Greenfix

Greenfix je fixaCni roztok na bazi glyoxalu. Glyoxal je dialdehyd, ktery ma diky

pfitomnosti dvou aldehydickych funkénich skupin podobné fixacni vlastnosti jako
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formaldehyd. Pfitomnost ethyl alkoholu zajistuje lepsi penetraci glyoxalu do tkané
a zvysuje jeho fixa€ni kapacitu. Greenfix mlZe byt pouZit pro rizné zpUlsoby zpracovani
tkané a barvici techniky. Je vhodnym fixaénim roztokem pro imunohistochemické
a molekularné biologické metody. Lze jej pouZit jako primarni ¢i sekundarni fixacni

roztok i v kombinaci s ostatnimi fixacnimi roztoky (Gatta et al., 2012).

6.1.6 Antigenfix

Antigenfix je fixaCni roztok na bazi paraformaldehydu. Kromé
paraformaldehydu se ve sloZeni tohoto fixacniho roztoku nachdzi také
dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat a dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat.
Paraformaldehyd je polymerni formaldehyd, ktery po zahtati depolymerizuje zpét
na formaldehyd. Tento fixacni roztok je vhodny pro zachovani antigend a je

doporucovan jako nejlepsi fixacni roztok pro imunohistochemii (Khazipov et al., 2015).

6.1.7 Kyselina pikrova

Kyselina pikrova fixuje tkdn prostfednictvim koagulace proteinl tvorbou malo
rozpustnych soli, tzv. pikrat(i. BéZné se pouziva 2-15% nasyceny roztok kyseliny pikrové
v kombinaci s jinymi fixacnimi roztoky. Pfi spravné zvolené dobé fixace je kyselina
pikrovd vhodnym fixaénim roztokem pro zachovani bunécné struktury, glykogenu
a lipidl (Carleton et al, 1980; Freida, Carson, 2009). Pfed vloZenim vzorku do parafinu
je treba kyselinu pikrovou odstranit dikladnym promytim, jelikoZ kyselina pikrova
znesnadnuje prosyceni tkané parafinem. NejrozsifenéjSim fixatnim roztokem

obsahujicim kyselinu pikrovou je Bouin(v fixa¢ni roztok (Luna 1992).

6.1.8 Bouinuv fixaéni roztok

BouinlQv fixacni roztok se sklada zkyseliny pikrové, kyseliny octové
a formaldehydu. Tento fixacni roztok ma tedy jak koagulacni, tak zesitujici Gcinek na
proteiny. Ke koagulaci proteinli dochazi prostfednictvim pomalé penetrace kyseliny
pikrové do tkané, zatimco kyselina octova pronikd pomérné rychle a zabranuje

smrstovani tkané vyvolané kyselinou pikrovou. V pfitomnosti formaldehydu
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v koncentraci pfiblizné 10 % zpUsobuje v pribéhu ¢asu vznik zesitujicich vazeb ve tkani,

coz muze byt potla¢eno nizkym pH v rozmezi 1,3-1,6 (Baker, 1958).

6.1.9 Chlorid zine¢naty a siran zineCnaty

Zine¢naté soli jsou jiz dlouhou dobu pouzivany jako fixacni prostfedky a jsou
soucasti nékolika fixanich roztokld. V soucasnosti se nejcastéji kombinuji
s paraformaldehydem, kde slouZi k usnadnéni fixace a zachovani tkanovych antigent
pro imunohistochemické techniky, jelikoZz minimalizuji maskovani antigent zplsobené
paraformaldehydem. Zinek musi byt po ukonleni fixace ze vzorku odstranén

dikladnym promytim destilovanou vodou (Hopwood 1973; Eltoum et al, 2001).

6.2 Faktory ovlivihujici fixaci

6.2.1 Teplota

Zvysenim teploty dochazi ke zrychleni difuze fixacniho roztoku do tkané a je
urychlena chemickd reakce mezi fixacnim roztokem a tkanovymi komponenty. Pfi vyssi
teploté se vsak urychluje také degradace tkdné v nefixovanych oblastech vzorku

(Hornickel et al., 2011).

6.2.2 Délka Fixace

Optimalni délka fixace je pro jednotlivé fixacni roztoky rozdilna. Obecné je pro
dostateCnou fixaci nezbytné, aby fixacni roztok difuzné pronikl do stfedu vzorku
a nasledné byl ponechan dostatek casu pro probéhnuti reakce. Délka fixace ma zasadni
vliv na kvalitu vysledného preparatu, nebot nedostatecné ¢i naopak nadmérné

fixovana tkan se hlre zpracovava (Freuda, Carson, 2009).

6.2.3 Rychlost penetrace

Rychlost penetrace fixaniho roztoku zavisejici na jeho difuznich vlastnostech
muzZe byt vyjadiena vztahem dle Medawara jako d= KVt kde d, je hloubka penetrace

aKje difuzni koeficient. T je ¢&as. Difuzni koeficient tedy predstavuje vzddlenost
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v milimetrech, kterou fixacni roztok pronikl do tkané za jednu hodinu (Medawar,

1941).

6.2.4 Rozmeéry vzorku

Velikost vzorku je dilezitym faktorem ovliviiujici kvalitu fixace, nebot pfilis
velky vzorek neumoziuje uplnou penetraci fixacniho roztoku do hlubsi ¢asti tkané, coz
vede kjeji autolyze. Pro uUplnou penetraci je nejvhodnéjsi tloustka vzorku 4-6 mm

(Freuda, Carson, 2009).

6.2.5 Pomér objemu

Pro spravnou fixaci je dlleZité zachovat nadbytecny objem fixacniho roztoku
k celkovému objemu tkané, pricemz doporuceny pomeér fixacniho roztoku ku fixované
tkani je 20:1. Objem fixacniho roztoku ovliviiuje kvalitu fixace zejména v pfipadé
pouziti adi¢nich fixacnich roztokdl, jelikoz béhem procesu fixace dochazi k vycerpani

ucinné koncentrace roztoku (Fox et al., 1985).

6.2.6 pH a pufry

Kvalita fixace neni vlivem pH fixa¢niho roztoku na Urovni svételné mikroskopie
prilis zménéna, jelikoz fada fixacnich roztokh ma nizké pH, jako napfiklad fixacni
roztoky obsahujici kyselinu octovou ¢i pikrovou. PFi fixaci formaldehydem ma vsak pH
zasadni vyznam, jelikozZ pfi rozkladu formaldehydu na kyselinu mravenci vznika kysely
roztok, ktery reaguje s hemoglobinem za vzniku artefaktového pigmentu. Z tohoto

dlivodu je formaldehyd pufrovan na pH 6.8-7.2 (Carson, 1997).

6.2.7 Koncentrace fixacniho roztoku

Snizena koncentrace fixacniho roztoku prodluZuje dobu fixace. Naopak pokud je
koncentrace fixa¢niho roztoku pfilis vysoka, muze dojit k poSkozeni bunécnych struktur
a enzymatické aktivity. IdedIni koncentrace pro jednotlivé fixacni roztoky je stanovena

experimentalné (Thornthwaite et al., 1978).
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6.2.8 Osmolalita

Osmotické ucinky fixacniho roztoku ovliviuji ultrastrukturu tkané, zejména pak
fosfolipidové membrany, které mohou byt snadno poskozeny kontaktem s pfilis
hypotonickym ¢i naopak hypertonickym roztokem. Nejvyznamnéjsi je osmolalita pufru,
ktera obvykle byva upravena tak, aby pfipominala tkarnovou tekutinu (Freuda, Carson,

2009).
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7. HISTOLOGIE DELOHY

Déloha (uterus) je duty tlustosténny organ, ktery je u zvifat tvofen dvéma
déloznimi rohy (cornua uteri), télem déloznim (corpus uteri) a déloznim krékem (cervix
uteri) (Eurell, Frappier, 2006).

Sténa délohy je tvorena nasledujicimi vrstvami: délozni sliznici (endometrium),
svalovou vrstvou (myometrium) a povrchovou vrstvou (perimetrium) (Obr.1).

Perimetrium je serdza, kterd pokryva celou délohu. Myometrium je
nejmohutnéjsi vrstvou déloZni stény. Sestava se ze snopcli bunék hladké svaloviny
s velmi komplikovanym usporadanim (Eurell, Frappier, 2006). Endometrium bude

v ndsledujici kapitole blize popsano.

Obrazek 1. Schématické zndzornéni stény déloZni

Stroma

ENDOMETRIUM

MYOMETRIUM
PERIMETRIUM

Délozni sténa tvorend serdzou (perimetrium), svalovou vrstvou (myometrium)
a délozni sliznici (endometrium). Endometrium je tvoreno vrstvou vaziva (stroma)
s déloznimi Zlazkami (gland) a epitelem (epithelium). Funkéni rozdéleni endometria na
zona basalis a functionalis je pouzivano pouze u vyssich homoidnich primat( a u lidi.

Zdroj: Campo et al., 2017 (prevzato).
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7.1 Endometrium

Endometrium se sklada z epitelu a z vrstvy slizni¢niho vaziva. Sliznice prochazi
béhem pohlavniho cyklu zménami, které jsou velmi rozsahlé zejména u Selem
a nékterych hlodavcui. K méné vyraznym zménam dochazi u ostatnich domdcich savcu.

U samic primat0 a Zen probihaji v délozni sliznici specifické cyklické zmény.

Epitel délozni sliznice u Clovéka je jednovrstevny cylindricky, u prezvykavcu
a prasnic vicerady s fasinkovymi a sekre¢nimi burikami, které jsou zde dominantné
zastoupeny. Mikroskopicky vzhled epitelu prochazi zménami béhem jednotlivych
obdobi pohlavniho cyklu. U prezvykavci v obdobi proestru dochdazi k hromadéni
glykogenu v apikalni i perinukledrni cytoplazmé bunék. Bunécné hranice jsou zastfené
a bazdlni membrana méné zretelna. Na konci proestru se apikalni ¢asti epitelovych
bunék rozpadaji. Pfed ovulaci dochazi k intenzivni ¢innosti sekre¢nich bunék epitelu,
pretrvavajici celé obdobi estru s presahem do obdobi menestru. Sekret je tvoren
velkym mnozstvim glykogenu a hlenem. V obdobi fije epitelem prostupuji erytrocyty
a dochazi k miseni krve se sekretem Zlaz a ndslednému vytékani ze zevnich rodidel.
V menestru je epitel vysoky a bazdlni membranou zietelné ohrani¢eny od lamina
propria mucosae (slizni¢ni vazivo). V bazdlni tretiné bunék jsou uloZena jadra ovalného
tvaru, v apikalnich ¢astech dochazi ke shromaZdovani glykogenu. Na povrchu
epitelovych bunék se nachazi fasinky, které kmitaji smérem k pochvé. Povrch epitelu
je kryty tenkou vrstvou sekretu. V obdobi diestru se zaokrouhluji jadra epitelovych
bunék a epitel se stava viceradym. Slizni¢ni vazivo je tvofeno hojnym obsahem bunék.
Pocetné jsou zde zastoupeny polyedrické ¢ihvézdicové fibroblasty a bloudivé
elementy, jako jsou lymfocyty ¢i makrofdgy. Vldknitou slozku tvori fidkd sit
retikularnich vldken s jemnymi kolagennimi fibrily. Amorfni substance je zde
zastoupena minoritné a elastickd vlakna zcela chybi. Ve vrstvé slizni¢niho vaziva jsou
ulozeny tubuldzni délozni Zldzy vystlané jednovrstevnym cylindrickym epitelem,
u prezvykavcl a prasnic epitelem viceradym. Epitel je identicky s epitelem na povrchu
délozni sliznice a prochazi béhem pohlavniho cyklu podobnymi zménami. Sekreéni ¢asti
déloznich 713z jsou u prezvykavcl a prasnic uzsi, spiralovité stocené. Smérem k povrchu
sliznice se spojuji v rozsiteny kréek Zlazy. Tubuly déloznich Zlaz u vétSiny druhi

domdcich zvirat zasahuji az ke svalové vrstvé (Eurell, Frappier, 2006).
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7.2 Ovulace

Ovulace zacind vyklenutim povrchu ovaria Graafovym folikulem. V misté
nejvétsiho vyklenuti se sténa ovaria ztencuje a bélavé prosvitd jako tzv. stigma. Zde
dochazi k prasknuti stény vajecniku i folikulu a proud folikuldrni tekutiny strhdva
sekunddarni oocyt, ktery se spolu se svymi obaly dostdvd na povrch ovaria. Vtomto
misté jej zachycuji fimbrie vejcovodu a ndsledné vstupuje do ampuldrniho Useku
vejcovodu, kde v ptipadé oplozeni dokoncuje druhé zraci déleni. Pokud k oplozeni
nedojde, oocyt se béhem kratké doby stdva neZivotaschopnym a za 24 hodin nastava
jeho regrese (Eurell, Frappier, 2006). U zvifat probihd ovulace v obdobi zvaném fije,
ktera se cyklicky opakuje a je doprovdzena zménami na pohlavnich organech. Dle
frekvence ovulace se zvifata rozliSuji na monoestrickd, diestrickd a polyestricka.
Hospodarska zvirata jsou polyestricka, fije se u nich opakuje v pravidelnych intervalech
vicekrat za rok. U krav, ovci, koz a prasnic dochazi k fiji po 3 tydnech (Eurell, Frappier,

2006).

Na zdkladé morfologickych zmén na pohlavnich orgdnech mizZeme pohlavni

cyklus rozdélit na nasledujici obdobi (Tab.1)

Tabulka 1. Faze cyklu a jeho charakteristiky
Nazev obdobi Den cyklu Charakteristika obdobi

Obdobi tésné po fiji, dozravani ovarialnich folikul(,

Proestrus 17.-21.

pocatek zvysené sekrece délozni sliznice

Vlastni obdobi fije, prekrveni a zvySena sekrece délozni
Estrus 1.-2. sliznice, u jalovice se mulZe objevit krvavy vytok ze

zevnich rodidel

Obdobi tésné po Fiji, tvorba Zlutého téliska na vajecniku,
Metestrus 3.-8.

délozni sliznice je pfipravena pfijmou oplozené vajicko

Nastava, pokud nedojde k oplozeni. Zmensovani Zlutého
Diestrus 9.-17.

téliska a regrese délozni sliznice

Eurell, Frappier, 2006 (piepracovano z textu do tabulky).
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8. KMENOVE BUNKY VE TKANI ENDOMETRIA

Kmenové bunky jsou nediferencové bunky se schopnosti sebeobnovy
a produkce diferencovanéjsich dcefinych bunék (Gargett, 2007). RozliSujeme dva typy
kmenovych bunék, embryondini a adultni. Pro oba typy téchto bunék
je charakteristicka schopnost diferencovat se na burky rGznych bunécnych linii
(Shostak, 2006). Embryonalni kmenové burnky se nachazi ve vnitfni bunécné hmoté
blastocysty (Bach et al., 2000). Adultni kmenové buriky odvozené z postembryonalnich
bunécénych linii osidluji rGzné organové systémy. Predstavuji vzacnou populaci bunék
bez vyraznych morfologickych charakteristik. Z tohoto dlvodu je jejich identifikace
zaloZena predevsim na studiu funkcnich vlastnosti (Eckfeldt et al.,2005). Adultni
kmenové bunky se nachazi v mikroprostfedi okolnich podpirnych bunék zvané niche.
Niche napomdha udrzet kmenové bunky v nediferencovaném stavu a poskytuje jim
ochranu pred diferenciaci, proliferaci, ale i apoptézou. Déle jsou tyto podplrné buriky
schopny rozpoznat potifebu ndhrady tkané a dat podnét k proliferaci a diferenciaci
rezidentnim kmenovym burikdm (Li, Xie, 2005; Moore, Lemischka, 2006). Kmenové
buriky ve tkdni endometria (eSC, endometrial stem cells) patfi mezi adultni kmenové
buniky. ESC ziskané z endometridlni biopsie jsou klonogenni, schopny dlouhodobé
kultivace a maji schopnost se diferencovat do mezodermalnich a ektodermalnich linii
jako jsou hepatocyty, nervové burky, osteoblasty, hladkd svalovina, adipocyty,
megakaryocyty a dalSi. Jejich schopnost Ucéastnit se regenerace a reparace tkani je
podstatou obrovské regeneracni kapacity endometria, které v pribéhu Zivota
podstoupi vice nez 400 cykll (Gargett et al.,, 2007). Zdrojem ESc mohou byt fetalni
kmenové buriky ¢i kmenové buriky pochazejici z kostni dfené (bmSC, bone marrow
stem cells) (Kobayashi, Behringer, 2003; Korbling, Estrov, 2003). Embryonalni
reprodukéni systém Zeny se vyviji z mezodermu. Béhem proliferace této embryonadlni
tkané se nékteré z mezenchymalnich bunék pfeméni na epitelidlni, ¢imz dochazi ke
vzniku cylindrického epitelu. Ten pozdéji vytvari paramesonefrické nebo miilleridnské
kanalky. Tyto kanalky jsou tvoreny povrchovym epitelem a podkladovym urogenitalnim
mezenchymem. Béhem fetalniho vyvoje dochazi kinvaginaci nediferencovaného
povrchového epitelu délohy do prilehlého mezenchymu. Tento proces dava vznik

myometriu. Nékolik téchto epitelidlnich a mezenchymalnich bunék nejspis zlstava
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v adultnim endometriu, kde osidluji predevSim bazdlni stroma a maji schopnost
nahradit vSechny endometridlni a myometrialni buriky (Jacob et al., 1999; Kobayashi,
Behringer, 2003). ESC pochdzejici z kostni diené cirkuluji v malém mnozstvi v téle
a osidluji rizné organy (Gargett et al., 2007). PfestozZe kostni diefi mlze byt zdrojem
kmenovych bunék ve tkani endometria, neni jisté, Ze se tyto bunky podili na regeneraci

endometria v pribéhu menstrua¢niho cyklu (Gargett et al., 2016).

8.1 Epitelové progenitorové bunky

Existence epitelovych progenitorovych bunék ve tkani endometria byla poprvé
prokdzana jejich identifikaci v premenopauzdlnim a v atrofickém neaktivnim
postmenopauzalnim endometriu Zen (Chan et al., 2004, Schwab et al., 2005, Gargett
etal., 2009). Sohledem na periodickou tkanovou remodelaci zona functionalis
se predpoklada, ze tyto bunky sidli v zona basalis, proto se vyzkum hysterektomické
tkdné zaméruje predevsim na tuto oblast (Padykula 1991; Gargett, 2007). Od objevu
téchto bunék byl vyzkum orientovan zejména na identifikaci specifickych markerd,
pficemz jako prvni specificky marker endometridlniho bazéalniho epitelu byl objeven
stadiové specificky embryonalni antigen 1 (SSEA-1, Stage specific embryonal antigen-
1), znamy téz jako CD15 (Valentijn et al., 2013). SSEA-1 je exprimovan na povrchu
diferencovanych lidskych embryonalnich kmenovych bunék, lidskych neutrofil( a radé
mysSich bunék. V lidském endometriu je exprese SSEA -1 omezena na epitel a nékteré
leukocyty (Knowles et al., 1978; Fox et al., 1983). Nejsilnéjsi exprese tohoto markeru
byla zaznamenana v zona basalis endometria. Pri kultivaci byla u SSEA-1 pozitivnich
bunék zaznamenana vyssi aktivita telomerdzy, nizsi mira proliferace a delsi telomery
nez u SSEA-1 negativnich epitelidlnich bunék. Tyto vlastnosti jsou typické pro
progenitorové bunky (Taylor, 2004, Garry et al., 2009, Huang et al., 2012). U SSEA-1
pozitivnich bunék byla ve srovnani s SSEA-1 negativnimi burikami zaznamenana nizsi
exprese progesterovych receptor (PR) a estrogenovych receptord a (ESR1), coZ je
znamkou méné diferencovaného bunécného fenotypu. Naopak exprese ESR1 byla
zaznamendna ve Zlazovém epitelu zona basalis, a to v pribéhu celého menstruacniho
cyklu, zatimco exprese vzona functionalis byla zjiSténa pouze v proliferacni fazi

(Tempest et al., 2018). Lidské endometridlni epitelové progenitorové bunky budou
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tedy pravdépodobné subpopulaci SSEA-1 pozitivnich bunék, které se nachazeji ve
spodni ¢asti zona functionalis sousedici se zona basalis (Capela, Temple, 2002). Pfesna
funkce SSEA-1 v endometriu zatim neni znama, predpoklada se vsak, Ze je spjata

s bunécnou diferenciaci, adhezi a migraci (Valentijn et al., 2013).

Dalsim nedavno objevenym markerem epitelovych progenitorovych bunék je N-
cadherin, oznacovany také jako CD235. N-cadherin je transmembrdnovy protein, jehoz
funkci je zprostfedkovani bunééné adheze. Pomoci in vitro test(i bylo prokdzano, Ze N-
cadherin pozitivni buniky maji pfi sériovém klonovani vyrazné vétsi schopnost
sebeobnovy neZ epitelie, které tento marker neexprimuji. V organoidnich kulturach
se N-cadherin pozitivni bunky diferencovaly na velké struktury podobné
endometridlnim Zldzdm slumen lemovanym cytokeratin pozitivnimi epitelidlnimi
burikami. Na bunécéné urovni byla exprese N-cadherinu lokalizovdna na lateralnim
mezibunééném spoji a apikalnim povrchu epitelovych bunék Zlaz nachazejicich se
v zona basalis endometria. Byla zaznamenana koexprese cytokeratinu a E-cadherinu
a ESR1 u N-cadherin pozitivnich bunék, pouze mala ¢ast z nich exprimovala také

proliferacni marker Ki-67 (Nguyen et al., 2017).

Zkoumadna byla také spojitost mezi expresi SSEA-1 a N-cadherinu. Bylo zjisténo,
Ze SSEA-1 pozitivni bunky byly umistény vice distalné od myometria, tedy blize k zona
functionalis nez N-cadherin pozitivni  buniky. Tento vztah naznaduje,
Ze v pseudostratifikovaném kolumndarnim epitelu endometridlnich Zlaz existuje
hierarchie, pficemzZz burniky exprimujici N-cadherin se jevi jako nejprimitivnéjsi,
nasledované SSEA-1 pozitivnimi burfikami a zralymi burikami, které neexprimuji ani

jeden z téchto markerd (Nguyen et al., 2017).

8.2 Mezenchymadini buriky ve tkdni endometria

Mezenchymalni kmenové bunky (MSC, mesenchymal stem cells) byly
identifikovdny v mnoha rlznych tkdnich obsahujicich stroma vietné endometria
(Minguell et al., 2001). Pdvodné byly nalezeny v kostni dreni jako podplrné
hematopoetické bunky, v sou€asnosti jsou vSak povazovany za samostatnou populaci
kmenovych bunék (Bianco et al., 2001; La Russa et al., 2002). Mezenchymalni kmenové

buriky jsou definovany vlastnostmi jako je schopnost adherence k plastickému povrchu

24



a vytvareni kolonii za standardnich kultivacnich podminek, dale schopnosti
diferenciace na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty in vitro. Poslednim
charakteristickym znakem je exprese CD105, CD73 a CD90 a zaroven chybéjici exprese
povrchovych molekul CD45, CD34, CD14 nebo CD11b, CD79a nebo CD19 a HLA-DR
(Dominici et al.,2006).

Bylo prokdzano, Ze lidské a praseci klonogenni endometridlni buriky spolu
s lidskymi CD146/ receptor B ristového faktoru odvozeny z krevnich desticek (PDGFRB,
platelet-derived growth factor receptor R) pozitivnimi burikami, SUSD2 pozitivnimi
burtkami a stromadlnimi burikami ve tkani endometria disponuji in vitro vlastnostmi
charakteristickymi pro bmMSC (Gargett et al., 2009; Cervellé et al.,2010; Miernik,
Karasinski, 2012). Tyto vlastnosti maji kultivované endometridlni fibroblasty, burky
kostni dfené a mnoha dalSich organ(. Bylo zjisténo, Ze klonalni purifikované SUSD2
pozitivni bunky jsou schopny produkovat endometriadlni stroma a po transplantaci pod
vazivové pouzdro parenchymu ledviny imunodeficientnich mysi se inkorporovaly
do rendlnich cév (Masuda et al, 2012). Endometridlni stromalni bunky ze skupiny
bunék vedlejsi populace (SP, side populations) také vykazuji in vitro nékteré vlastnosti
typické pro bmMSC a jsou rovnéz schopny (za podminek zminénych vyse) produkovat
endometridlni stroma (Masuda et al., 2010; Cervell6 et al.,2011). Naproti tomu
kultivované lidské endometridlni stromalni bunky se in vitro vyznacuji omezenéjsi
diferenciacni kapacitou a maji schopnost diferencovat se do bunék kostni tkané, kostni
diené a bunék ektodermalni ¢i entodermalni linie (Wolff et al., 2007; Dimitrov et al.,
2008).

Pro endometridlni MSC (eMSC) byly identifikovany specifické markery, které
umoznuji tfidéni téchto bunék pritokovou cytometrii za Ucelem jejich charakterizace.
Jednd se o markery CD146, PDGFRR, SUSD2 a MSCA-1 (Gargett, Masuda, 2010). Jako
prvni byly pro populaci eMSC objeveny markery CD146 a PDGFRR, jejichz koexprese
byla zaznamenana u bunék s vyssi klonogenni kapacitou in vitro (Asmani et al., 2013).
Pfitomnost téchto bunék byla zaznamenana v perivaskularni oblasti zona basalis i zona
functionalis. U CD146 a PDGFRR pozitivnich bunék byla zjiSténa exprese marker(
typickych pro mezenchymalni kmenové burky, jako jsou CD29, CD44, CD73, CD90

a CD105. Pri kultivaci ve vhodném indukénim médiu prosly tyto bunky multilinearni
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mezenchymalni diferenciaci v adipogenni, myogenni, chondrogenni a osteoblastické
linie (Schwab, Gargett, 2007). Predpokldada se, Ze tato subpopulace se svym
diferenciacnim  potencidlem podoba mezenchymalnim kmenovym  bunkam

pochazejicich z kostni dfené a tukové tkané (Crisan et al., 2008).

Dalsim markerem umoziujicim detekci eMSC byl SUSD2, zndmy téz jako W5C5.
Pfitomnost SUSD2 pozitivnich bunék byla zjisténa vzona basalis i functionalis
endometria. U SUSD2 pozitivnich bunék byla prokazdna schopnost diferenciace
v adipocyty, osteocyty, chondrocyty, myocyty, endotelidlni bunky a produkce
endometridlni stromdlni tkdané invivo (Masuda et al., 2012). Za pomoci prutokové
cytometrie byla zkoumana koexprese SUSD2, CD146 a PDGFRR. Bylo zjisténo,
Ze vétSina SUSD2 pozitivnich bunék a vSechny SUSD2/CD146 pozitivni bunky
exprimovaly PDGFRR (Gargett et al.,2016). Déle bylo prokazano, ze SUSD2/CD146
pozitivni buriky produkovaly vice jednotek tvoficich kolonie (CFU, colony forming unit)
ve srovnani s CD146/PDGFRR pozitivnimi burikami. Vy3si mnozstvi SUSD2/CD146
pozitivnich bunék bylo zaznamendano v prolifera¢nim endometriu, coZz poukazuje
na jejich roli v ristu endometridlniho stromatu zona functionalis (Schwab et al., 2008;
Ulrich et al., 2014). Dalsim zkoumanim bylo zjiSténo, Zze markery CD146 a PDGFRR jsou
exprimovany spiSe na pericytech, zatimco SUSD2 je exprimovan stromalnimi bunkami

v perivaskularni oblasti (Gargett et al., 2016).

Dalsim markerem lidskych eMSC je antigen mezenchymadlnich kmenovych
bunék 1 (MSCA-1, mesenchymal Stem Cell Antigen 1). Bylo zjisténo, Ze tento marker
je zcela identicky stkanové nespecifickou alkalickou fosfatdzou (TNAP, Tissue
nonspecific alkaline phosphatase) (Bitensky, Cohen, 1965; Hoshi et al., 1997; Sobiesiak
et al, 2010). Tento marker je exprimovan lidskymi embryondlnimi kmenovymi
burikami a endometridlnimi CD146 pozitivnimi burikami (Tempest et al., 2018). Déle je
exprimovan také na apikalnim povrchu endometridlnich Zlazovych epitelii, coz snizuje

jeho vyuzitelnost pro ucely izolace eMSC (Shoae-Hassani, 2013).
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8.3 Bunky vedlejsi populace

Buriky vedlejsi populace (SP) jsou charakterizovdny schopnosti effluxu
(odstranovani) fluorescen¢niho barviva Hoechst 33342 prostiednictvim ABC (ATP
vazajici kazety, ATP Binding Cassette) transportéri ABCG2 a ABCC1. Pfitomnost téchto
transportérl je univerzalnim markerem adultnich kmenovych bunék (Tsuji et al., 2008;
Cervelld, Simon, 2009; Masuda et al., 2010). V lidském endometriu se nachazi az 5 %
téchto bunék, pficemz vyssi mnozstvi bylo zaznamendno v proliferaéni a menstruacni
fazi cyklu. Pomoci pritokové cytometrie bylo zjisténo, Ze SP predstavuji smiSenou
populaci zahrnujici 51 % CD31 pozitivnich endometrialnich bunék, 27 % CD326/EpCAM
pozitivnich epitelidlnich bunék a pfiblizné 10-14 % CD10 ¢i PDGFRB pozitivnich
stromalnich  bunék (Kato et al., 2007; Masuda et al, 2010).
Buriky, které postradaji schopnost odstrafiovat barvivo Hoechst 33342 byvaji
v cizojazyCné literatufe oznacovany jako tzv. bunky hlavni populace (MP, main
population). MP se oproti SP vyznacuje signifikantné nizSim poctem CD31 pozitivnich
endotelidlnich bunék, zatimco mnoZstvi stromalnich a epitelidlnich bunék je
srovnatelné. Dale jsou MP navic obohaceny o CD146/ PDGFRp pozitivni perivaskularni
mezenchymalni stromalni buriky. SUSD2 pozitivni bunky jsou rovhomérné rozdéleny
mezi MP (14 %) a SP (11 %) (Miyazaki et al.,, 2012).
Epitelidlni i stromalni SP se in vitro vyznacuji vlastnostmi typickymi pro MSC. Dale tyto
buriky neexprimuji ESR1 nebo PR, podobné jako je tomu u SUSD2 pozitivnich eMSC.
V souladu s jejich endotelidlnim fenotypem u nich byla prokdzdna exprese CD31
a estrogenovych receptord B (ESR2). VétSina Ccerstvé izolovanych lidskych
endometridlnich SP se nachazela v GO fazi bunéfného cyklu avykazovala nizky
klonogenni rlst v bunécnych kulturach. Naproti tomu kultivované SP byly v G1,
M a S fazich a mély vyssi klonogenni kapacitu (Masuda et al., 2010). Vinvivo
experimentdlnich podminkach byla prokazdna schopnost SP vytvaret endometridlni
tkan. Tyto vysledky byly ziskany u imunodeficientnich mysi, kterym byly SP
transplantovany pod vazivové pouzdro do parenchymu ledviny (Cervello, Simon, 2009;

Masuda et al., 2010).
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9. IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie (IHC) je metoda pouzivana pro identifikaci bunéénych nebo
tkanovych sloZzek prostfednictvim reakce antigenu s protilatkou, kterou Ize vizualizovat
barvenim (Brandtzaeg, 1998; Haines et al., 2005). Tato metoda je nedilnou soucasti
rutinni diagnostiky v histopatologickych laboratofi a uplatnéni nasla také ve védeckém
vyzkumu (Kim et al., 2016). V histopatologickych laboratofich je IHC vyuZivdna zejména
pro stanoveni presné diagnézy a také progndézy u pacientd s nadorovym
onemocnénim. Mezi dllezité mezniky, které napomohly zacdlenéni této metody
do rutinni praxe, patfi pouZziti enzym( jako znacek, coZ umoZfiuje pozorovat tyto
reakce pod svételnym mikroskopem. DalSim vyznamnym milnikem bylo objeveni
techniky demaskovani antigen( a systémi jejich sekundarni detekce (Avrameas, Uriel,
1966; Nakane, 1968; Huang et al.,1976). Prestoze se jednda o pomérné jednoduchou
metodu, existuje fada faktor(i, které zasadné ovliviuji jeji vysledek (Bodey, 2002).
Faktory ovliviiujici vysledek IHC mUzZeme rozdélit do dvou kategorii. Do prvni kategorie
fadime faktory uplatiiujici se béhem analytického procesu (fixace vzorku, zpracovani
tkdné, demaskovani antigenl). Do druhé kategorie spadaji faktory ovliviujici
interpretaci, jako je nevhodny vybér panelu protilatek ¢i jejiho typu a klonu (Yaziji
et al., 2006). Existuje celd fada protokold pro standardizaci této techniky, jejichz

ucelem je minimalizovani téchto odchylek (Matos et al., 2010).

9.1 Monoklondlni a polyklondlni protilatky

Protilatky neboli imunoglobuliny maji tvar pismene Y a skladaji se ze 2
identickych téZzkych a 2 lehkych retézch. Tézké retézce urcuji tfidu protilatky. Lehké
fetézce maji dvé rlizné formy, kappa a lambda, a skladaji se ze dvou odlisnych oblasti.
C-koncova polovina fretézce je konstantni, zatimco N-koncova polovina fetézce
je variabilni. Koncovd ¢ast imunoglobulinu se nazyvd Fc. Fab oblast vaze antigen
a skldda se z variabilnich a konstantnich ¢asti lehkych a tézkych tetézcli. Fc ¢ast je
zodpovédna za barveni pozadi, které je zplsobeno neimunni adhezi protilatek
ke tkdnovym fezim. Tomuto jevu lze predchdzet pouzitim pouze Fab ¢asti molekuly

imunoglobulinu. (Ramos-Vara, 2005).
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Monoklonalni protilatky jsou homogenni populaci protilatek produkovanych
individudlnim klonem plazmatickych bunék, které jsou namireny proti jednomu
epitopu. Polyklondlni protilatky predstavuji smés rtznych molekul s odliSnou afinitou
a specifitou vrozsahu antigenll. Jsou produkovany rlznymi bunkami a jsou
imunochemicky odlisné. Protilatky reaguji se specifickymi oblastmi (epitopy) cilové
molekuly. Kazda molekula ma rdzny pocet epitopl. Polyklonalni protilatky jsou
schopny reagovat s rlznymi typy epitopl, zatimco protilatky monoklonalni reaguji
pouze s jednim typem epitopu. Monoklonalni protilatky se vyznacuji vyssi specifitou,

a proto jsou v praxi vice vyuzivany (Key, 2009).

Mimo vySe uvedeného rozdéleni protilatek na monoklonalni a polyklonalni, Ize

pro ucely IHC protilatky také délit na primarni a sekundarni.

9.2 Primarni a sekundarni protilatky

Jako primdrni oznacujeme tu protilatku, kterd se pfimo navazuje na
vySettovany antigen. Sekundarni protilatka je pak takova, kterd se vaze na Fc fragment
primarni protildtky. Sekundarni protildtka byva znacena, nejcastéji enzymaticky
(Dvorak et al., 2008). V nasledujici podkapitole blize popiSeme primarni protilatky

pouzité v této praci.

9.2.1 Protilatka proti progesteronovym receptoriim

Progesteronovy receptor (PR) zprostfedkovava ucinky progesteronu v cilovych
tkanich. Progesteron je klicovym reguldtorem funkce reprodukéniho systému Zeny,
nezanedbatelné ucinky ma vsak také na kardiovaskularni a nervovy systém. Kromé
téchto fyziologickych funkci navic progesteron stimuluje rdst nadorovych bunék. PR
je exprimovan v jadire bunék ve dvou izoformach, PRa a PRPB. Stanoveni exprese PR
se v praxi vyuZzivd zejména ke stanoveni progndzy a predikci odpovédi na hormonalni

[é€bu u karcinomU prsu (Scarpin et al., 2009).

9.2.2 Protilatka proti SOX2

SOX2 je ¢lenem rodiny transkripénich faktord HMG box( souvisejicich se SRY,

které se podileji na regulaci embryonalniho vyvoje a na urcovani bunécného osudu.
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Protein mUze pUsobit jako transkripéni aktivator po vytvoreni proteinového komplexu
s jinymi proteiny. Mutace v tomto genu jsou asociovany s bilaterdlni anoftalmii. Tento
bezintronovy gen kdéduje cleny rodiny transkripénich faktorli SOX zapojenych do
regulace embryondlniho vyvoje a do urovani bunééného osudu. Produkt tohoto genu
je nezbytny pro udrzeni kmenovych bunék v centralnim nervovém systému a také
reguluje genovou expresi v Zaludku. Exprese SOX2 je obvykle lokalizovana v bunééném

jadre. (Schaefer, Lengerke, 2020).

9.3 Struktura antigent

Antigeny jsou latky rozlicné chemické struktury, nejcastéji se jedna o proteiny,
polysacharidy ¢i lipidy (Horejsi, Bartrikova, 2009). Antigeny mohou mit rlizné izoformy
(Ramos-Vara, 2005). Jeden gen muUZe generovat nékolik rlznych izoforem
prostrednictvim alternativniho sesttrihu transkriptu primarniho genu, ktery mize
produkovat nékolik rlznych zralych transkriptd, z nichZz kazdy kéduje odlisny protein
(Sharp, 1994). Mnoho proteind podstupuje posttranslacni modifikace jako
je glykosilace ¢i forforylace, které zvysuji sloZitost odvozenych proteini (Ramos-Vara,

2005).

9.4 Detekcni systémy

Jelikoz reakce antigenu a protilatky nejsou pozorovatelné pod svételnym
mikroskopem, pouzivame k jejich zviditelnéni detekéni systémy, jejichz podstatou je
znaceni primarni ¢i sekundarni protilatky. Jako znacky se nejéastéji vyuzivaji enzymy
nebo fluorescencni slouceniny (Lucocq, Roth, 1985; Taylor et al.,2002). Z enzymovych
znacek se v praxi nejcastéji pouzivaji peroxidaza, alkalickd fosfataza nebo glukooxidaza
(Dabbs, 2010). Pro kazdy enzym existuje specificky substrat a chromogen poskytujici
barevnou reakci. Vétsina dostupnych chromogent poskytuje hnédou, ¢ervenou nebo
modrou barevnou reakci. Nejpouzivanéjsim chromogenem pro kienovou peroxiddzu
je 3,3 diaminobezidin tetrachlorid (DAB). Na zakladé toho, zda je znacena primarni

¢i sekundarni protilatka délime tyto metody na primé a nepiimé (Van Hecke,2002).
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9.4.1 Pfima metoda

Pfima metoda je nejjednodussi z imonohistochemickych metod. Je zaloZzena na
jednostupriovém procesu s primarni protildtkou konjugovanou s enzymovou znackou
(Obr.2) (Coons et al., 1955). Jednda se o rychlou, velmi jednoduchou techniku.
Pro detekci vétsiny antigen( ve tkanich je ale nedostatecné citliva, proto se v rutinni

praxi pfili§ nevyuziva. (Polak, Van Noorden, 2003).

Obrdzek 2. Schéma primé metody

Ag-antigen, P — peroxidaza

Zdroj: Dvorak et al., 2008 (prevzato).

9.4.2 Nepfimé metody

Rostouci ndroky na citlivost systém( detekujicich antigeny vedly k vyvoji
nepfimych vicestupriovych metod (Coons et al.,, 1955). Citlivost reakce se zvysuje
s po¢tem znacek na molekulu primarni protilatky. Diky tomu Ize detekovat i malé
mnoiZstvi antigenu nebo pouzit zfedénéjsi primarni protilatky, protoZe se nejméné
2 znacené imunoglobuliny vazi ke kazdé molekule primarni protilatky (Polak, Van

Noorden, 2003).

9.4.2.1 Neprima dvojstupriova metoda

Neprima dvojstupniovd metoda je modifikaci pfimé metody. U této techniky
je znacena sekunddrni protilatka, kterd se nasledné vaze na protilatku primarni (Obr.3).

Ke zvySeni citlivosti metody dochazi prostrednictvim vazby vice molekul znacené
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sekundarni protilatky na primarni protilatku, coZ vede k zintenzivnéni reakce (Dabbs,
2010). U této metody lze pouzit stejnou sekundarni protilatku k detekci rlznych
primarnich protilatek, ale pouze za predpokladu, Ze pochazeji ze stejného druhu

(Polak, Van Noorden, 2003).

Obrdzek 3. Schéma neprimé dvojstupriové metody

Na antigen (Ag) se vaze primarni protilatka (na obr. modfe), na kterou je nasledné

navazana sekundarni protilatka (zelené) znacena peroxidazou (P).

Zdroj: Dvorak et al., 2008 (prevzato).

9.4.2.2 Neprimé trojstupnové metody

9.4.2.2.1 Peroxiddza-antiperoxiddzovy komplex

Metoda peroxiddza-antiperoxidazovy komplex (PAP) vyuzivd PAP <¢inidlo
skladajici se z protilatky proti kfenové peroxidaze a antigenu krfenové peroxidazy
ve formé stabilniho imunokomplexu. Ten je tvofen dvéma molekulami protilatky
a tfemi molekulami kifenové peroxidazy (Obr.4). Cinidlo PAP musi pochazet ze stejného
druhu jako primarni protilatka, naopak spojovaci protilatka (tzv. mustek) musi
pochdzet z odlisného druhu se specifitou proti protilatce primarni, kterd byva obvykle
krali¢i. Sekundarni protilatka je poté praseci, zamérend proti krdli¢i. Pro vysokou
specifitu byl tento systém znacné rozsifeny v praxi, pozdéji byl vSak nahrazen avidin-

biotinovymi metodami (Dabbs, 2010).
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Obrazek 4. Schéma nepfimé trojstupriové metody peroxidaza-antiperoxiddza

Ag — antigen, P — peroxidaza.

Zdroj: Dvorak et al., 2008 (prevzato).

9.4.2.2.2 Avidin-biotinové metody

Avidin je glykoprotein ziskany z vaje€ného bilku, ktery ma Ctyfi vazebna mista
na molekulu a vysokou afinitu k biotinu. Biotin ma jedno vazebné misto pro avidin
a muZe byt prostfednictvim jinych vazeb pfipojen k protilatce (biotinylovana protilatka)
nebo k jakékoliv makromolekule jako je fluorochrom ¢i enzym (Polak, Van Noorden,
2003). Vysoka citlivost této metody je zajisténa vysSim poctem biotinylovanych

molekul, které lze pfipojit k primdrni protilatce (Guesdon et al., 1979, Hsu et al., 1981).

Nejpouzivanéjsi z avidin-biotinovych metod je avidin — biotin komplex.
Sekundarni protilatka je biotinylovana a treti reagencii je komplex avidinu a biotinu
s pfipojenou znackou (Obr.5). Avidin se znacenym biotinem se spolu nechaji reagovat
po dobu cca 30 minut za vzniku rozsdhlého komplexu s mnoha molekulami znacek.
Pomér mezi avidinem a znaéenym biotinem musi byt takovy, aby nékteré vazby avidinu
zGstaly volné a mohly se navazat na sekundarni biotinylovanou protilatku. Nevyhodou

téchto metod je tvorba pozadi. Avidin zplsobuje zabarveni pozadi vazbou lektinG
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ve tkanich pres sacharidové skupiny. Tomuto jevu lze zamezit vyménou avidinu

za streptavidin (Polak, Van Noorden, 2003).

Obrdzek 5. Schéma neprFimé trojstupriové metody avidin-biotin komplex
P

P

A — avidin, Ag — antigen, B — biotin, P — peroxidaza, PP — primarni protilatka, SP —

sekundarni protilatka

Zdroj: Dvorak et al., 2008 (prevzato).

9.5 Postup provadéni IHC

S pfichodem automatizace doslo ke zlepSeni reprodukovatelnosti a spolehlivosti
IHC, coz je nespornou vyhodou zejména pro klinické pouziti této techniky (Gustavson
et al.,2009). Naopak manualni provedeni IHC diky své flexibilité davd prostor pro
optimalizaci reakce konkrétniho antigenu a protilatky, ¢ehoz je vyuzivano zejména
v oblasti vyzkumu. Ackoliv obé metody maji své prednosti i nedostatky, jejich princip
a zakladni postupy zUstavaji stejné (Kim, et al, 2016). Bézné uzivany IHC protokol je

popsan v tabulce (Tab. 2). StéZejni kroky protokolu budou popsany podrobnéji.
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Tabulka 2. Standardni IHC protokol

Fixace 10% formalin, 24 h pfi pokojové teploté

Zaliti a krajeni Zaliti do parafinu, rezy 4 um

Deparafinizace a hydratace Varnd deska 60 °C

Demaskovani antigen( Nejcastéji teplem indukované

Blokovani Sérum stejného druhu jako je sekundarni

protildtka, doba 30 minut — pres noc pfi 4 °C —

pokojové teploté

Pridani primarni protilatky Redéni protildtky roztokem  blokujicim
proteiny nebo diluentem, vhodny vybér

protilatky a jejiho titru
Inkubace 30-60 min, pokojova teplota
Promyti 3 x 5 minut

Pridani sekundarni protilatky -

Inkubace 30-60 min, pokojova teplota
Promyti 3x5 minut TBS-T
Pridani substratu 250 pl 1% DAB, 250 ul 0.3% H,0; k 5 ml PBS,

1-3 min, pokojova teplota

Promyti 3x5 minut, DW

Kontrastni barveni Hematoxylin, 1 min

Zdroj: Kim et al., 2016 (prevzato).
TBS-T — Tris pufr a Tween 20, DAB- 3,3’diaminobenzidin, PBS — fosfatovy pufr, DW- 5%

dextrdza v destilované vodé
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9.5.1 Demaskovani antigenti

Epitopy vazajici protilatky mohou byt v dlsledku fixace formaldehydem
maskovany. Z tohoto dlvodu je nutné provést demaskovani antigent (Fox et al., 1985).
V praxi je nejvice rozsifeno tepelné indukované demaskovani epitopl (HIER, heat
induced epitope retrieval), kterého muize byt dosazeno pouzitim mikrovinné trouby,
varné desky, vodni |azné ¢i autokldvu. Pfi pouZiti autokldvu a mikrovinné trouby je
teplota nastavena na 120 °C pfi plném tlaku a 800 W po dobu 10 minut. U tepelné
desticky inkubujeme sklicka 30 minut pfi 100°C. Optimalni podminky pro kazdy
komplex antigenu a protildtky je tfeba stanovit empiricky, srovnanim vysledkd barveni,
kterych bylo dosazeno rlznymi postupy demaskovani epitopl. Ve specifickych
pripadech, zejména pro imunoglobuliny a nékteré cytokeratiny, lze pro demaskovani
dosdhnout vyuZitim enzym(. Tkanové tezy se inkubuji strypsinem ¢&i protedzou
po dobu 10-20 minut pfi 37°C. Nasledné se reakce ukonci pridanim fosfatového pufru

(Kim et al., 2016).

9.5.2 Blokovani proteinli

Prostfednictvim blokovani protein( je zamezeno nezadoucimu barveni pozadi,
které je nejcastéji zplsobeno nespecifickou vazbou Fc casti protilatky. K blokovani
proteind se pouziva 5-10% sérum pochdzejici ze stejného druhu, jako sekundarni
protilatka. Vyuzivd se také 0,1-0,5% hovézi sérovy albumin, Zelatina ¢i komeréné
doddvané syntetické peptidy. Inkubacni doba mlze byt 30 minut az 24 h, také teplota

kolisa od 4 °C po pokojovou teplotu (Kim et al., 2016).

9.5.3 Blokovani endogennich enzymu

Pfi pouziti detekéniho systému peroxiddza-antiperoxidaza je nezbytnym krokem
blokovani peroxidazové aktivity. Ktomu se nejc¢astéji pouzivda 3% peroxid vodiku
(Radulescu, Boenisch, 2007). Dalsim blokovanym enzymem je biotin. | kdyz bylo
prokadzano, Ze hladiny endogenniho biotinu se po fixaci formolem snizuji, zbytkova
aktivita je stale detekovatelnd, zejména ve tkanich bohatych na biotin jako jsou jatra
¢i ledviny. Endogenni biotin je zablokovan inkubaci tkanovych rezl v roztoku avidinu

(Kim, et al, 2016).
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9.5.4 Redéni a inkubaéni €as primarni protilatky

K dosazeni optimalniho vysledku IHC barveni je nutny dasledny vybér protilatky
a empirické stanoveni jejiho titru. K fedéni protilatek se pouZivaji dostupné diluenty
jako jsou TrisHCL, hovézi sérovy albumin, fyziologicky roztok nebo Tween 20. Mezi
inkubacnim casem protilatky a jejim titrem existuje inverzni vztah. Plati, Ze ¢im vyssi je
titr protilatky, tim kratsi je inkubacni c€as. Protilatky se obvykle inkubuji ve vlhké
komore pfi pokojové teploté. Doba je u kazdé protilatky individudlni, inkubace muze

probihat od 30 minut aZ pres noc. (Kim et al., 2003).

9.6 Moznosti hodnoceni IHC

Pfi hodnoceni IHC je béiné uvadéno procento marker pozitivnich bunék
ve vztahu k celkovému poctu cilovych bunék. Jednotlivé hodnoty jsou obvykle
zaznamenany jako skére v kategoriich 1 (0-9 %), 2 (10-19 %), 3 (20-29 %), 4 (30-39 %),
5 (40-49 %), 6(50-59 %), 7 (60-69 %), 8 (70-79 %), 9 (90-100 %). Nevyhodou tohoto
systému hodnoceni je, Ze nezahrnuje hodnoceni intenzity reakce, coz vede
k nedostatku informaci o drobnych rozdilech v expresi proteini. Touto metodou
hodnoceni jsou naopak eliminovany chyby v interpretaci vzniklé na zakladé rozdilné
intenzity barveni, které jsou dlsledkem rozdilného stavu tkané a pouziti riznych Sarzi

reagencii, zejména pfi manudlnim barveni (Kim et al., 2003).

Kombinované semikvantitativni hodnoceni je nejbéinéjsi metoda pouZivana
ke stanoveni prognostickych marker(. Vysledné imunoskére zahrnuje kvalitativni
i kvantitativni hodnoceni. Kvantitativnim Udajem je procento marker pozitivnich bunék,
kvalitativnim intenzita barveni. Intenzita barveni je obvykle hodnocena v kategoriich
od 0 do 3+, kde jako O je hodnocena negativni reakce, 1+ reakce slaba, 2+ stfedné
intenzivni a 3+ intenzivni reakce. Konecné imunoskdre je vypocitano sectenim nebo
vyndasobenim kazidého jednotlivého skére. Pro dosaieni co moina nejlepsi
reprodukovatelnosti se doporucuje pro tento skérovaci systém pouzivat nejvyse 4-5
kategorii. Vytvareni rGznych variant kombinaci vede k dezinterpretaci mezi

jednotlivymi hodnotiteli (Shackelford et al., 2002).
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10. EXPERIMENTALNI CAST

10.1 Preanalyticka faze

Resekaty déloznich rohG od péti prasnic a péti krav pochazejici z jatecniho
provozu byly rozdéleny na pét stejnych dil(l. Ziskané tkanové vzorky byly vloZeny
do vhodnych nadob s jednotlivymi fixacnimi roztoky. PouZity byly formol, Bouinlv
fixacni roztok, Greenfix, Antigenfix a methacarn (Tab. 3). Vybér zvifat nepodléhal
zadnym specifickym kritériim.

Tabulka 3. Pouzité fixacni roztoky

Fixacni roztok Slozeni

Formaldehyd, methanol,
dihydrogenfosforec¢nan sodny monohydrat,
dihydrogenfosforecnan sodny dihydrat,
deionizovana voda

Formaldehyd, kyselina pikrovad, kyselina
octova

Formol

Bouinuv fixacni roztok

Greenfix Ethyl, Glyoxal, netoxické konzervacni latky

Paraformaldehyd, dihydrogenfosforecnan
Antigenfix sodny monohydrat, dihydrogenfosforecnan
sodny dihydrat
Methanol, chloroform, ledova kyselina

Methacarn i
octova

10.2 Analyticka faze

10.2.1 Zhotoveni parafinového bloku

Prvni faze zpracovani bioptického materidlu je jeho pfikrojeni, které probiha
ve specidlnich odvétravanych boxech, aby se zamezilo vdechovani toxickych par
z fixacnich roztok(l. V nasem pfipadé prikrajovani probihalo v péti ¢asovych intervalech
— po 1,5; 8,5; 15,5; 29,5; 64,5 a 189,5 dnech fixace. Po ptikrojeni je materidl vliozen
do pfedem oznadenych kazet a nasledné do tkanového odvodriovaciho automatu
(autotechnikonu). V autotechnikonu vzorky prochdazi procesem odvodnéni, kdy
se vzestupnou alkoholovou fadou ze vzorku odstraniuje voda. Vzorky se postupné vlozi

do 50%, 70%, 80% a 96% alkoholu. Nasleduje projasnéni tkané xylenem. Tim je
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nahrazen alkohol ve vzorku a umoznén prinik zalévaciho média, které je s alkoholem
nemisitelné. Po projasnéni tkané se vzorky prosyti parafinem o teploté 56 °C.
Po vyjmuti kazet se vzorky na zalévaci lince zaliji do parafinu o teploté 56-58 °C.
Odstrani se vi¢ko z kazet, vzorek odvodnéné tkané se vloZi do kovové formicky
s nalitym parafinem. PriloZi se oznacend kazeta, doplni parafin a vzorky se nechaji
ztuhnout na chladici desce. Poté se blocky umisti na led. Nasledné se parafinové blocky
kraji na sarikovém mikrotomu. Zhotoveny jsou fezy o tloustce 4 um. Déle je pfipravena
tepla vodni lazen a fezy jsou umistény na vodni hladinu, kde dochazi k jejich vypnuti.
V dalsim kroku se fezy uchyti na podloZni skla potfena glycerinbilkem a susi hodinu
v termostatu. Poté jsou preparaty pfipraveny k barveni hematoxylinem-eozinem (HE).

Pro IHC barveni se fezy uchycuji na specialni skla potazena silanem.

10.2.2 Barveni HE

Stojanky ztermostatu se umisti do barvictho automatu. Zde projdou
odparafinovanim prostfednictvim dvou lazni xylenu po 5 minutach a dvou lazni
alkoholu po 5 minutdch. Ndsledné se vzorky oplachuji ve vodé a barvi 7 minut
hematoxylinem. Nasleduje oplach a modrani ve vodé po dobu 10 minut. Po uplynulé
dobé se vzorky vloZzi na 5 minut do eozinu. Poté se obarveni preparaty odvodni
v alkoholu a projasni v xylenu. V xylenu jsou preparaty ponechdny az do zamontovani,
aby se predeslo jejich vyschnuti. Po vyjmuti z xylenu se preparaty na sklech osusi
pomoci filtra¢niho papiru, navrstvi se na né solakryl, ktery slouzi jako montovaci
médium a pfiloZzi se kryci sklo. Takto pfipravené preparaty slouzi pro

histomorfologickou analyzu tkani.

10.2.3 Imunohistochemické barveni

Pro imunohistochemické barveni byl vyuzit barvici automat Ventana
Benchmark ULTRA firmy Roche. Systém je zaloZzen na detekci specifickych primarnich
protilatek vazanych na antigen vtkanovych rezech zalitych v parafinu. Primarni
protilatka je lokalizovdna smési sekundarnich protilatek, které jsou znaéeny enzymem.
Cely komplex je nasledné vizualizovan pomoci substratu z peroxidu vodiku

a 3,3 diamidobenzidintetrahydrochlord (DAB) chromogenu. Dojde k vytvoreni hnédé
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srazeniny, kterou lze pozorovat pod svételnym mikroskopem. PouzZité protilatky jsou

uvedeny v tabulce (Tab.4).

Tabulka 4. Pouzité protilatky

. Celularni
Protilatka Klon Redéni Vyrobce
lokalizace
PR SP2 1:200 Jadro DCS
Antibodies-
SOX2 Polyklonalni 1:75 Cytoplazma? online
GmbH

lExprese SOX2 je obvykle jadernd, v ptipadé této konkrétni protilatky se jedna o expresi

cytoplazmatickou. (Perry et al., 2013).

Sklicka se opatfi Stitkem s carovym kddem, ktery odpovidd provadénému
protokolu. Do barviciho automatu zaloZime reagencie a potfebnd pridavna cinidla
prislusné detekéni soupravy. Zkontrolujeme nadoby na reagencie a odpad. Nasledné
vloZime sklicka do barviciho automatu a spustime barvici cyklus. Vzorky prochazi
procesem zahrati skel a jejich inkubaci, odparafinovani, blokovani endogenni
peroxidazy a demaskovani antigeni. Poté manualné pipetujeme 50 upl primarni
protilatky. Inkubace trva v pfipadé protilatky SOX2 16 minut, u protilatky PR 32 minut.
Po dokonceni barviciho cyklu vyjmeme sklicka z barviciho automatu a promyjeme
je vroztoku saponatu na nadobi. Tim odstranime kryci roztok. Nasleduje oplachnuti
sklicek v destilované vodé, ¢imz dojde k odstranéni detergentu. Poté sklicka vlozime
na 3 minuty do hematoxylinu a ndsledné na 3 minuty do vody. Ddle se preparaty
odvodni ve 2 laznich alkoholu po 3 minutdch a projasni ve 2 laznich xylenu po

3 minutach. Nakonec skli¢ka pokryjeme montovacim médiem a pfilozime kryci sklo.
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10.3 Postanalyticka faze

10.3.1 Hodnoceni vlivu fixace na IHC

Pro hodnoceni IHC bylo vyuZito kombinované semikvantitativni hodnoceni,
stanoveno tedy bylo procento marker pozitivnich bunék a intenzita imunoreakce.
Procento marker pozitivnich bunék bylo stanoveno pomoci svételného mikroskopu pfi
zvétSeni 200x. Analyzovano bylo alespon 5 loZisek eutopického endometria a procento
marker pozitivnich bunék bylo stanoveno ve sledované oblasti. Intenzita reakce byla
kategorizovana jako extra silnd (es), silnd (s), stfedné silnd (m), slaba (w) a Zadna

reakce (0). Preparaty byly pozorovany pod svételnym mikroskopem pfi zvétSeni 400x.

10.3.2 Hodnoceni vlivu fixace na histomorfologickou analyzu bunécnych
a tkanovych struktur
Hodnoceny byly Zldzové a povrchové epitelie ve tkdni endometria prasnic
po 1,5 dni fixace. VSechny fezy byly barveny stejnou Sarii HE, na stejném barvicim
automatu a ve stejny Cas. Preparaty byly pozorovany pod svételnym mikroskopem pfi

zvétSeni 400x a 600x.

10.3.3 Statisticka analyza

Porovnani bylo provedeno pomoci t-testu, jelikoz na zakladé Shapiro-Wilksova
testu nebylo mozné zamitnout normalitu dat. Pro porovnani mezi rdznymi ¢asovymi
intervaly byl vyuZzit parovy t-test, kdezto pro porovnani mezi jednotlivymi fixacnimi
roztoky bylo vyuZito dvouvybérového t-testu. Za statisticky signifikantni byly

povazovany hodnoty p <001.
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11. VYSLEDKY

11.1 Hodnoceni imunohistochemické exprese PR v prasecim
endometriu

Prostfednictvim dvou parametr(, intenzity imunohistochemického barveni
a procenta marker pozitivnich bunék, byl hodnocen vliv délky fixace a typu fixacniho
roztoku na imunohistochemickou expresi progesteronovych receptorl v prasecim
endometriu. V tabulce jsou uvedeny prlimérné hodnoty % marker pozitivnich bunék

vypoctené z péti vzorkl (Tab.5 a 6).

Po fixaci tkané formolem byla v ¢asovém obdobi 1,5 — 15,5 (Obr.6 A-C) dne
prokdzana silnd reakce bez patrnych rozdili obou parametrd. Postfehnutelny pokles
intenzity byl zaznamendan v obdobi 29,5 — 64,5 dne (Obr.6 D-E). Pokles intenzity IHC
reakce byl ale minimalni, tudiZ byla mira intenzity zarazena stdle do kategorie silna
aneméla na hodnoceni IHC zddny vliv. V obdobi 1,5-64,5 dne bylo nabarveno
pramérné 92—-87 % bunék. K signifikantnimu poklesu obou parametrt doslo po 189,5
dnech fixace (Obr.6 E), kdy intenzita IHC reakce byla vyhodnocena jako slaba
a procento pozitivnich bunék kleslo z plivodnich 92 % na 59 % (p <001). Ztéchto
vysledk( vyplyva, Zze formol je vhodny fixacni roztok pro IHC (z ndmi vySetfovanych

fixativ se pro ucely IHC jevi jako nejvhodnéjsi pro kratkodobou i dlouhodobou fixaci).

Dle ziskanych vysledkd je dalsim vhodnym fixacnim roztokem Antigenfix.
Z hlediska kratkodobé fixace je zcela srovnatelny s formolem (Obr.7 A). Po 8,5 dnech
(Obr.7 B). doslo k nepatrnému poklesu intenzity, ktera byla stdle hodnocena jako silna
a doslo k mirnému poklesu % pozitivnich bunék (z 96,4 na 82,4 %). V obdobi 15,5 -29,5
(Obr.7 C-D) dne fixace doslo k signifikantnimu poklesu % pozitivnich bunék
(z pavodnich 96,4 na 77 %) (p <001). Intenzita reakce byla stale hodnocena jako siln3,
nicméné po 64,5 dnech (Obr.7 E) doslo k dalSimu poklesu % pozitivhich bunék na
72,6 % a intenzita reakce byla stfedné silnd. Po 189,5 dnech (Obr.7 F) byla
zaznamenana Uplna negativita obou sledovanych parametrd. Po dlouhodobé fixaci byl
zaznamenan signifikantni rozdil mezi formolem a Antigenfixem (p <001). Antigenfix

se tudiz pro ucely dlouhodobé fixace nejevi jako vhodny.
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V pfipadé Bouinova fixacniho roztoku bylo nabarveno po 1,5 dni fixace
(Obr.8 A) 7,2 % bunék a intenzita reakce byla hodnocena jako slaba. V dalSich ¢asovych
obdobich byly oba sledované parametry negativni (Obr.8 B). Ve srovnani s formolem
a Antigenfixem byly po 1,5 dnech fixace zaznamenany signifikantni rozdily (p <001).

Tento fixacni roztok tedy nelze na zékladé ziskanych vysledkd doporudit.

Co se tyCe Greenfixu, tak po 1,5denni fixaci tkané bylo nabarveno 39 % bunék
(Obr.9 A), intenzita reakce byla stejné jako v ptipadé Bouinu slabd, v dalSich ¢asovych
obdobi reakce zcela vymizela (Obr.9 B). Greenfix je v porovnani s Bouinem
signifikantné lepsim fixatnim roztokem, ve srovnani s formolem naopak signifikantné

horsim (p <001).

Jako zcela nevhodny se pro ucely imunohistochemického barveni jevi
methacarn (Obr.10), u kterého byla prokazana negativita obou parametr(i ve vsech

¢asovych intervalech.

Tabulka 5. IHC exprese PR v prase¢im endometriu fixovaném ve formolu, Bouinu a

Antigenfixu
Formol Bouin Antigenfix
Casovy
interval 0 0 0
(dny) . A) . Intenzita , A) . Intenzita , A) . Intenzita
pozitivnich HC pozitivnich IHC pozitivnich IHC
bunék bunék bunék
s S2s 205, o, s
90, 100, 85) 10,7, 12) 100)
89,8 (82, 0 82,4 (75,
8,5 97,90 95, s 0 80, 85, 82, s
85) (0,0,0,0,0) 90)
90,6 (95,
0 77 (68, 77,
1
> %, zg') 8, ° (0,0,0,0,0) 0 75, 80, 85) °
89,4 (85, 0 75,4 (65,
29,5 85, 90, 92, s 0 75,75, 80, s
95) (0,0,0,0,0) 82)
72,6 (60,
87 (80, 85, 0
64,5 90, 88, 92) s (0,0,0,0,0) 0 70,75, 78, m
80)
59 (55, 57, 0 0
1
89,5 60, 60, 65) W (0,0,0,0,0) 0 (0,0,0,0,0) 0

extra silna (es), silna (s), stredné silnd (m) slaba (w) a Zadna reakce (0)
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Tabulka 6. IHC exprese PR v prasecim endometriu fixovaném v methacarnu a

Greenfixu
Methacarn Greenfix
Casovy
terval % Intenzita % Intenzita
(dny) pozitivnich IHC pozitivnich IHC
bunék bunék
39 (45, 35,
1,5 0(0,0,0,0,0) 0 40, 45, 30)
8,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
15,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
29,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
64,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
189,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0

extra silnd (es), silna (s), stfedné silnd (m) slaba (w) a Zadna reakce (0)
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Obrdzek 6. Imunohistochemickd exprese PR ve tkdni endometria prasnice fixované
formolem

R v

LR s

Silné barveni u 90 % bunék povrchového a Zlazového epitelu po 1,5d (A), 8,5d (B), 15,5d (C),

29,5d (D), 64,5d (E), a slabé barveni u 60 % bunék po 189,5d fixace (F). ( zvétSeno 400x)
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Obrdzek 7. Imunohistochemickd exprese PR ve tkdni endometria prasnice fixované
A

—

Silné barveni u 95 % povrchového a Zlazového epitelu po 1,5d (A), u 85 % bunék po 8,5d (B), u
75 % bunék po 15,5d (C) a 29,5d (D), stfedné silna reakce u 75 % bunék po 64,5d (E) a negativni
barveni po 189,5d fixace (F). (zvétSeno 400x)
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Obrdzek 8. Imunohistochemickd exprese PR ve tkdni endometria prasnice fixované
Bouinovym fixacnim
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Slaba reakce u 10 % bunék povrchového a Zldzového epitelu po 1,5d (A) a negativni reakce po
8,5d fixace (B). (zvétSeno 400x)

Obrdzek 9. Imunohistochemicka exprese PR ve tkdani endometria prasnice fixované
Greenfixem

g

Slaba reakce u
8,5d fixace (B). (zvétseno 400x)
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Obrdzek 10. Imunohistochemicka exprese PR ve tkdani endometria prasnice fixované
methacarnem

Negativni reakce u bunék zlazového epitelu po 1,5d fixace. (zvétseno 400x)
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11.2 Hodnoceni imunohistochemické exprese SOX2 v kravském
endometriu

U protilatky SOX2 byly hodnoceny stejné parametry jako u PR, v tabulce jsou

uvedeny pramérné hodnoty % pozitivnich bunék a intenzita reakce (tab. 7 a 8).

| zde se formol ukazal jako idedlni fixacni roztok, a to vcelém casovém
intervalu. V celém obdobi 1,5 — 189,5 dne nebyl zaznamendn signifikantni pokles
% pozitivnich bunék (98,4 — 94,8 %). Rozdily byly patrné pouze v intenzité reakce, ktera
byla po 1,5 dni fixace extra silnd (Obr.11 A), v obdobi 8,5-64,5 silna (Obr.11 B-E) a po
189,5 dnech klesla na stfedné silnou (Obr.11 F).

Jesté lepSich vysledkl v tomto pfipadé dosahl Antigenfix, kdy v celém obdobi
fixace taktéz nebyly zaznamenany signifikantni rozdily v % pozitivnich bunék (98 — 94,6
% bunék). Intenzita IHC reakce byla po 1,5-8,5 dnech velmi silnd (Obr.12 A-B). Po 15,5
dnech fixace mirné poklesla na silnou, stejnych vysledkd bylo dosazeno také po 29,5 -
189,5 dnech fixace (Obr.12 C-F). Vysledky Antigenfixu a formolu jsou tedy zcela
srovnatelné, a oba fixacni roztoky jsou vhodné. Drobny rozdil byl zaznamendn pouze
po 189,5 dnech fixace, kdy reakce u formolu byla stfedné silnd, kdezto u Antigenfixu

stale silna. Pro dlouhodobou fixaci se tedy Antigenfix jevi jako mirné vhodné;jsi.

Dalsim hodnocenym byl Bouinav fixac¢ni roztok, kdy po 1,5 dnech fixace bylo
nabarveno 96 % bunék a reakce dosahla stfedné silné intenzity (Obr.13 A). | Bouintv
fixaCni roztok tedy Ize pro kratkodobou fixaci doporucit. V dalSich ¢asovych obdobich
viak byla zaznamenana negativita obou parametrd (Obr.13 B). Pro delsi nez 1,5denni
fixaci je Bouin signifikantné horsi nez formol a Antigenfix (p <001) (Obr.14 A-C), Cili pro

dlouhodobou fixaci je Bouin(v fixa¢ni roztok nevhodny.

Jako zcela nevhodné se ukazaly fixacni roztoky methacarn a Greenfix
(Obr.15 A-B), kdy ve sledovaném obdobi 1,5-189,5 dne nebyla zaznamendna pozitivita

ani jednoho ze sledovanych parametra.

Ze ziskanych vysledk(l lze také vyvodit, Ze cytoplazmatickd exprese je
v porovnani s jadernou expresi méné citlivd ke studovanym faktoriim ovliviujicich

fixaci, kterymi byly typ fixa¢niho roztoku a doba fixace.
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Tabulka 7. IHC exprese SOX2 v kravském endometriu fixovaném ve formolu, Bouinu a

Antigenfixu
Formol Bouin Antigenfix
Casovy
interval o o o
(dny) o Intenzita o Intenzita U Intenzita
pozitivnich IHC pozitivnich IHC pozitivnich IHC
bunék bunék bunék
4
15 fgé i?)?)' os 96 (96,100, m 98 (98, 100, os
97, 100) 100, 94, 90) 98, 94, 100)
97,4 96,6
8,5 (97,100, s 0(0,0,0,0,0) 0 (95,100, 92, es
100, 95, 95) 100, 96)
95,6 (95, 95,8 (97,
15,5 100, 93, S 0(0,0,0,0,0) 0 100, 92, S
100, 90) 100, 90)
95 (90,100, 95 (95, 100,
29,5 100, 90, 95) > 0(0,0,0,0,0) 0 85, 100, 95) >
96 (96, 100, 95 (95, 100,
64,5 93, 100, 91) > 0(0,0,0,0,0) 0 87, 100, 93) >
94,8 (95, 94,6 (95,
189,5 100, 87, m 0(0,0,0,0,0) 0 100, 88, S
100, 92) 100, 90)

extra silna (es), silna (s), stredné silna (m) slaba (w) a Zzadna reakce (0)
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Tabulka 8. IHC exprese SOX2 v kravském endometriu fixovaném methacarnem a

Greenfixem
Methacarn Greenfix
Casovy
ntervol % Intenzita % Intenzita
(dny) pozitivnich IHC pozitivnich IHC
bunék bunék
1,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
8,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
15,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
29,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
64,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0
189,5 0(0,0,0,0,0) 0 0(0,0,0,0,0) 0

extra silna (es), silna (s), stredné silna (m) slaba (w) a Zadna reakce (0)
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Obrdzek 11. Imunohistochemicka exprese SOX2 v kravském endometriu fixovaném
formolem
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Extra silna reakce u 100

; RS a Y P
% Zlazovych bunék po 1,5d (A), silnd reakce u 100 % bunék po 8,5d (B),

15,5d (C), 29,5d (D), 64,5d (E) a stfedné silna reakce u 100 % bunék po 189,5d fixace (F).
(zvétseno 400x)
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Obrazek 12. Imunohistochemicka exprese SOX2 v kravském endometriu fixovaném
Antigenfixem

Extra silna reakce u100% zlazovych bunek pol, 5d (A)as, 5d (B), silna reakce u 100 % bunék
po 15,5d (C), 29,5d (D), 64,5d (E) a po 189,5d fixace (F). (zvétseno 400x).

Obrdzek 13. Imunohistochemickd exprese SOX2 v kravském endometriu fixovaném
Boumovym flxacnlm roztokem

Stredné silna reakce u 100 % zlazovych bunék po 1,5d (A) a negativni barveni po 8,5d fixace
(B). (zvétseno 400x)
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Obrdzek 14. Srovndni imunohistochemické exprese SOX2 v kravském endometriu
fixavaném formolem, Antigenfixem a Greenfixem
AERTLL ARCtEpRSRTRL - PSR VO  SETNE

Extra S|Ina reakce u 100 % zlazovych bunék ve tkanl f|xovane Antlgenflxem (A) po 1 5d fixace,
extra silnd reakce u 100 % bunék ve tkani fixované formolem (B) po 1,5d fixace a stfedné silna
reakce u 100 % bunék po fixaci tkdné Bouinem po 1,5d fixace (C). (zvétSeno 400x)

Obrazek 15. Srovndni imunohistochemické exprese SOX2 v kravském endometriu
fixovaném Greenflxem a methacarnem

Negativni IHC reakce Zlazovych bunék ve tkani fixované Greenfixem (A) a methacarnem (B) po
1,5d fixace. (zvétseno 400x)
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11.3 Vliv typu fixacniho roztoku na morfologickou analyzu
bunécnych a tkanovych struktur

Po fixaci tkané formolem lze hodnotit veskeré bunécné detaily. Jadra jsou
vzdjemné odlisitelna, jaderné membrany jsou okrouhlé a tenké, jaderny chromatin
je hrudkovity, loZiskové jsou pozorovatelna jadérka. Spolehlivé Ize identifikovat
mitotické figury (Obr.16 C a Obr.17 A). Cytoplazma je slabé eosinofilni, arteficialni
periglandularni retrakce neni patrnd (Obr.18 C a 19 A). V nasi studii se formol jevi jako

nejvhodnéjsi fixacni roztok pro histomorfologické hodnoceni bunék/tkani.

U tkani fixovanych Greenfixem lze také pozorovat veskeré bunécné detaily.
Jadra jsou vzdjemné rozliSitelna, lze urcit jejich tvar, velikost i charakter jaderné
membrany. Struktura jaderného chromatinu a jadérek je hare rozlisitelnd nez
v pfipadé formolu. Mitotické figury jsou obtiznéji rozpoznatelné (Obr.16 D).
Cytoplazma je stfedné bazofilni, a periglanduldrni retrakce je vyrazna (Obr.18 D).

| tento fixalni roztok je vSak pro ucely morfologické analyzy tkani vhodny.

Taky po fixaci tkdné Bouinovym fixacnim roztokem lze pozorovat veskeré
bunécné detaily, rozlisit jednotlivd jadra a urdit jejich tvar i velikost. Zfetelna je také
struktura jaderného chromatinu i charakter jaderné membrany. Mitotické figury jsou
stejné jako v pfipadé Greenfixu hare rozpoznatelné (Obr.16 B). Cytoplazma je slabé
eosinofilni, periglandularni retrakce neni patrna (Obr.18 B). Tento fixacni roztok

je srovnatelny s Greenfixem.

U tkdné fixované methacarnem lze taktéZ pozorovat veskeré bunécné detaily jako je
velikost a tvar jader, pozorovat Ize také strukturu jaderné membrany, i kdyZ obtiznéji
ve srovnani sformolem, Bouinem i Greenfixem. Mitotické figury jsou obtizné
rozpoznatelné (Obr.17 B). Cytoplazma je silné eosinofilni, periglandularni retrakce zde
neni pritomna (Obr.19 B). Methacarn je pro ucely histomorfologické analyzy tkané

pouzitelny, ale méné vhodny ve srovnani s formolem, Greenfixem a Bouinem.

Po fixaci tkané Antigenfixem jsou bunécné detaily podstatné hire
pozorovatelné, problematické je i vzdjemné odliSeni jednotlivych bunék. Jaderné
detaily nelze pozorovat, neni moiné s jistotou hodnotit tvar jader, jadernych

membran. Nehodnotitelné jsou mitotické figury i struktura jaderného chromatinu
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(Obr.16 A). Cytoplazma je bazofilni, periglanduldrni rektrakce je mirna (Obr.18 A).

Tento fixacni roztok je pro ucely histomorfologické analyzy tkdné nevhodny.

Obrazek 16. Hodnoceni bunécnych struktur tkané endometria prasnice barvené
hematoxylinem-eozinem po fixaci Antigenfixem, Bouinem, Formolem a
Greenfixem
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Problematické odliseni bunék, nehodnotitelné jaderné detaily a mitotické figury po 1,5d fixace
Antigenfixem (A). Pozorovatelé veskeré bunécné i jaderné detaily, patrné mitotické figury po
1,5d fixace Bouinem (B) a formolem (C). Pozorovatelné veskeré bunécné i jaderné detaily,

mitotické figury obtizné rozpoznatelné po 1,5d fixace Greenfixem (D). (zvétSeno 400x)
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Obrdzek 17. Hodnoceni bunécnych struktur tkdné endometria prasnice barvené
hematoxylinem-eozinem po fixaci formolem a methacarnem
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Jednoznacné patrné mitotické figury, slabé eosinofilni cytoplazma bunék po 1,5d fixace
formolem (A) a obtizné rozpoznatelné mitotické figury, silné eosinofilni cytoplazma bunék po

1,5d fixace tkané methacarnem (B). (zvétSeno 400x)

Obrazek 18. Histomorfologicky obraz tkdné endometria prasnice barvené
hematoxylinem-eozinem po fixaci Antigenfixem, Bouinem, Formolem a
Greenfixem

Mirnd periglandularni retrakce a celkové stfedné eozinofilni barveni po 1,5d fixace
Antigenfixem (A). Bez periglandularni retrakce a celkové slabé eozinofilni barveni po 1,5d
fixace Bouinovym fixa¢nim roztokem (B). Bez periglandularni retrakce, slabé eosinofilni barveni
po 1,5d fixace formolem (C). Vyrazna periglandularni retrakce a celkové slabé eozinofilni az

probledlé barveni po 1,5d fixace Greenfixem (D). (zvétSeno 600x)
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Obrazek 19. Histomorfologicky obraz tkdané endometria prasnice barvené

hematoxylinem-eozinem po fixaci formolem a methacarnem
™ : -
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Bez periglanduldrni retrakce s celkovym slabé eosinofilnim barvenim po 1,5d fixace formolem

(A). Bez periglandularni retrakce s celkovym silné eosinofilnim barvenim po 1,5d fixace

methacarnem (B). (zvétSeno 600x)
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12. DISKUSE

12.1 Vliv délky fixace a typu fixacniho roztoku na IHC

Cilem této prace bylo prokazat vliv typu fixatniho roztoku a délky fixace
na imunohistochemickou analyzu kmenovych bunék ve tkani endometria. Fixace
je stézejnim procesem preanalytické faze, ktery signifikantné ovliviuje hodnoceni
preparatu pti histopatologickém vysetreni. Z tohoto dlivodu se vyzkum zaméruje pravé
na tuto oblast. NejpouzivanéjsSim fixatnim roztokem v rutinni histopatologické
laboratofi je formol (Gatta, et al.,2012). Prace s formolem je z dlivodu jeho prokazané
kancerogenity spojena se znacnymi riziky pro pracovniky laboratofi (Costa, et al.,
2008). Pri fixaci formolem navic dochazi k maskovani antigennich mist tkané, coz ma
negativni vliv na IHC. Tyto vlivy se vSak podafilo minimalizovat technikou demaskovani
antigenUt. Navic je tkan fixovana ve formolu nepouzitelnd pro molekularni metody,
které jsou v soucasné dobé velmi na vzestupu. VSechny tyto dlvody vedly na poli

vyzkumu k intenzivnimu hledani alternativniho fixa¢niho roztoku (Buesa, 2008).

Do nasi studie bylo zafazeno celkem 5 fixa¢nich roztokd. Methacarn a Greenfix
jsou fixacni roztoky na bazi alkoholu, které zpUsobuji koagulaci proteini. Formol
a Antigenfix patfi mezi zesitujici fixacni roztoky, které prostfednictvim svych
aldehydovych skupin plsobi zesiténi proteinli. Bouin je smésny fixacni roztok na bazi
kyseliny pikrové, kterad tvofi nerozpustné srazeniny, a formolu. Dle naSich vysledku
se fixacni roztoky puUsobici zesiténi proteinl ve srovnani s fixacnimi roztoky na bazi

alkoholu jevi pro IHC jako vhodnéjsi.

Zkoumdnim téchto vlivl se kromé nds zabyvalo i nékolik jinych autort a tak Ize
nase vysledky komparovat s nékolika studiemi. Paavilainen se spolupracovniky zaradili
do své studie nékolik fixacnich roztokll na bazi aldehydu i alkoholu, dospéli
ke stejnému zavéru jako my, tedy Ze po fixaci tkané fixacnimi roztoky na bazi aldehydu
je intenzita IHC reakce vyssi ve srovnani s alkoholovymi fixacnimi roztoky (Paavilainen
et al.,, 2010). Tito autofi vSak do své studie zaradili pouze tkané fixované po dobu

24 hod.

Fixacni roztok methacarn je dle nasich zjisténi zcela nevhodny pro IHC, exprese nebyla

zaznamendna ani u jednoho z pouZitych markerl vzZadném case, prestoze je dle
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vyrobcl uvddéno, Ze methacarn je vhodny pro IHC barveni. Jednou z uvadénych
pfednosti je schopnost chranit antigenni mista tkané, coz dle doporuceni také
umoznuje vynechat demaskovani antigenll. To vsak rozporuje studie autor( pod
vedenim Milchevy, ktefi zminuji absenci barveni pfi vynechani techniky demaskovani
antigend. Absence IHC barveni pfi fixaci tkdné methacarnem muze byt disledkem
denaturace vazebného mista cilového antigenu. Proto naopak doporuduji provadét
demaskovani antigen(l vidy a uvadéji, ze pti poutziti této techniky doslo ke snizeni
nespecifického barveni pozadi, které je zplsobené sekundarni protilatkou, a také ze po
fixaci tkdné methacarnem bylo dosaZeno intenzivnéjsi IHC reakce neZ u vzorkd
fixovanych formolem. Pro tento experiment pouzili autofi mysi tkané, které fixovali
48 hodin (Milcheva et al., 2013). Delfour se spolupracovniky testovali vliv
na imunohistochemickou expresi ESR1, HER2 a PR v nadorové tkani prsu, ziskali po
24hodinové fixaci methacarnem vysledky srovnatelné sformolem (Delfour et al.,
2006). V dalsi studii Mitchell a kolektiv povazuji methacarn dokonce za nejlepsi fixacni
prostfedek pro zachovani antigenicity, pficemz ve své studii srovndvaji fixacni roztoky
formol, Bouin, Carnoy, B-5 a modifikovany methacarn. Modifikace methacarnu
spocivala v nahrazeni chloroformu inhibisolem. Tato zména vSak neméla dle autort vliv
na antigenicitu tkané, nebot hlavni slou¢eninou methacarnu podilejici se na fixaci
je methanol (Mitchell et al., 1985). Tyto vysledky jsou zcela v rozporu s nasimi. Nase
prace je tedy prvni studii, ve které byl prokazan negativni vliv methacarnu

na imunohistochemické barveni.

Dalsim pouzitym fixaénim roztokem byl v nasi studii BouinGv roztok. U tohoto
fixativa bylo dosazeno vysledkd pouze po 1,5 dni fixace. U protilatky SOX2 bylo
nabarveno 96 % bunék a reakce byla stfedné silna, u PR byla zaznamenana slaba
reakce s 7,2 % marker pozitivnich bunék. BouinGv fixacni roztok do své studie zaradili
i vySe zminény kolektiv autor( pod vedenim Mitchella. Ti uvadéji, Zze u nékterych
z pouzitych protilatek (Aktin, EMA, Faktor VIII, Kolagen IV) byl zaznamenan signifikantni
pokles imunoreaktivity. Napftiklad exprese EMA byla ve tkani fixované formolem
a Bouinovym fixacnim roztokem stejna, naopak u kolagenu IV doslo v pfipadé Bouinu
k signifikantnimu poklesu intenzity reakce ve srovnani s formolem (Mitchell et al.,

1985). Tyto vysledky jsou srovnatelné s naSimi. Gatta se spolupracovniky fixovali
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24 hodin r0zné tkané (napf. plice, stfeva, ledviny, ovaria) v 6 rlznych fixacnich
roztocich (formol, Bouin, Hollande, Greenfix, UPM, CyMol). IHC barveni bylo
provedeno za poufziti protilatek panycytokeratinu (PAN-CK), CD31, Ki-67, S100 a CD68.
Autofi uvadéji, Ze pro protilatky PAN-CK a Ki-67 byla intenzita reakce a % pozitivnich
bunék nizsi ve tkanich fixovanych Bouinovym fixacnim roztokem ve srovnani s fixaci
formolem. Stejny vysledek byl zaznamenan také u protilatky CD31, naopak u CD68 byla
intenzita reakce u tkdné fixované v Bouinu a vSech ostatnich fixaénich roztocich vyssi
ve srovndani s formolem (Gatta et al., 2012). V nasi studii byla po fixaci Bouinovym
ve srovnani s formolem. Nase vysledky jsou tedy po 24 hod. fixaci srovnatelné.
Zvysledk(l této studie a pfilozené obrazové dokumentace lze také vyvodit,
Ze cytoplazma odolava vlivim fixace |épe nez jadro, coz je v souladu s nasimi zjisténimi.
To vsak rozporuji napriklad Matsuda se spolupracovniky, ktefi ze svych vysledk(
vyvozuji, Zze rozdily vimunoreaktivité zdvisi pouze na fixaci, nikoliv na celularni

lokalizaci antigenu (Matsuda et al., 2011).

Kromé nas se vlivem Greenfixu na IHC zabyvali pouze Gatta se spolupracovniky,
jejichz vysledky jsou ve srovnani s nasimi odliSné. U tohoto fixacniho roztoku uvadéji
intenzitu reakce a % marker pozitivnich bunék po kratkodobé fixaci srovnatelné
s formolem (Gatta et al.,, 2012). Podle vysledkl nasi prace je vsak Greenfix
signifikantné horsim fixacnim roztokem ve srovnani s formolem. Navic jsme jako prvni

prokazali, Ze dlouhodoba fixace Greenfixem negativné ovliviiuje IHC.

Vilbec jako prvni jsme popsali vliv fixace tkdné Antigenfixem na IHC. Antigenfix
se dle nasich vysledkd jevi jako velmi vhodny jak pro ucely kratkodobé, tak i pro ucely
dlouhodobé fixace. Vysledky IHC barveni byly zcela srovnatelné s formolem.
Pro objektivni srovnani vsak neexistuji zddné dostupné studie, kde by byl tento fixacni
roztok pouzit. S ohledem na nase vysledky by mél byt zcela jisté predmétem dalsiho

vyzkumu.

Vlivem délky fixace na IHC se zabyval Chung s kolegy. Mysi tkané, konkrétné
jatra, slezinu a ledviny fixovali ve formolu, 70 % ethanolu a BE70 (pufrovany ethanol)
po dobu 4 hodin, 12 hodin, 1 dne, 1 tydne a 1,3 a 6 mésicl. Pro IHC barveni byly
pouzity protildtky Ki-67, H3 a AQP1. IHC reakce pfi pouziti protilatky AQP1 byla
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po 24hodinové fixaci intenzivnéjsi ve tkani fixované BE70 ve srovnani s formolem.
Exprese AQP1 po fixaci BE70 byla stald po dobu 4 hodin az 3 mésic(l, po 6 mésicich byl
zaznamendan jeji mirny pokles. Naopak ve tkani fixované formolem dochazelo
v prGbéhu ¢asu k vyraznému poklesu intenzity reakce i % marker pozitivnich bunék.
Po 6 mésicich reakce zcela vymizela. Intenzita reakce Histonu H3 byla po fixace BE70
stabilni v ¢asovém rozmezi 4hod- 6 mésicli, u tkani fixovanych ve formolu byla
intenzita reakce nejvyssi po 1 dni fixace, k signifikantnimu poklesu doslo po 1 mésici
a ddle také po 3 a 6 mésicich. K dplnému vymizeni reakce po 6 mésicich vtomto
pfipadé nedoslo. Autofi na zakladé svych vysledk( uvadéji, Zze pro ucely dlouhodobé
fixace jsou vhodnéjsi fixacni roztoky na bazi alkoholu nez fixacni roztoky zpusobuijici
zesiténi protein (Chung et al., 2018). Nase vysledky vSak poukazuji na presny opak.
Jako prvni prokazujeme, Ze z pohledu dlouhodobé fixace jsou alkoholové fixacni

roztoky pro IHC nevhodné.

12.2 Exprese SOX2 a PR v endometriu

Jak jiz bylo zminéno v Uvodu, SOX2 se podili na regulaci embryondlniho vyvoje
a bunécného osudu. (Schaefer, Lengerke, 2020). Expresi SOX2 v kravském endometriu
kromé nds popisuji také Cabezas se spolupracovniky, ktefi uvadéji, ze SOX2
je exprimovan v jadre Zlazovych a nékterych stromalnich bunék. (Cabezas et al., 2014).
V nasem pfipadé byl marker SOX2 exprimovan ve Zlazovych bunkach, nikoliv vsak
vjadfe, ale cytoplazmé. To ovSem souvisi s pouzitim konkrétni protilatky.
Cytoplazmatickou expresi SOX2 popisuji také Perry a kolektiv, ktefi pouzili stejnou

protilatku (Perry et al., 2013).

PR se nachazi v jadre epitelii a stromalnich bunék béhem proliferacni faze cyklu.
RozliSujeme dvé izoformy, PRa a PRP, které reguluji transkripci genl reagujicich
na progesteron (Grafam, Clarke, 1997). IHC analyzou bylo prokazano, ze béhem
sekre¢ni faze prevladd izoforma Pra, u PRB byl zaznamenan pokles exprese
ve stromalnich i Zlazovych burikach v druhé poloviné menstruacniho cyklu. Stromalni
buriky zona functionalis jsou béhem sekrecni faze citlivé k progesteronu, naproti tomu
zona basalis ma perzistentni expresi PR v pribéhu celého menstruacniho cyklu (Mote

et al., 2001).
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Skupina autorli pod vedenim Schiiringa prokazovala expresi PR a ESR1
v kulturach bunék, u kterych bylo zjiSténo, Ze vykazuji vlastnosti kmenovych bunék.
Biopsie byla u Zen provedena béhem lutealni faze cyklu. Autofi uvadéji, Zze po prvnim
klonovacim cyklu doslo k vyraznému poklesu exprese ESR1, zatimco exprese PR zUstala
témér nezménéna, u nékterych vzorkl dokonce doslo k mirnému vzristu exprese.
Jednd se o pomérné neocekavany ndlez, nebot dle dosud publikovanych vysledku
autofi ocekavali, Zze také u exprese PR dojde k poklesu. Recentné mame k dispozici
pouze omezené mnozstvi informaci o mozné funkci estrogenu a progesteronu
u endometridlnich kmenovych bunék. Z dosud dostupnych poznatk( se predpoklada,
Ze tyto burnky reagujici na hormony jsou soucasti niche kmenovych bunék, které
parakrinnimi cestami ovliviuji proliferaci epitelidlnich kmenovych bunék (Schiring et

al., 2011).

Ka se spolupracovniky stanovili expresi PR v prase¢im endometriu béhem
estralniho cyklu. Nejvyssi exprese PR byla zaznamendna do 5. dne cyklu, v 10. a 11. dni
klesla a zlstala nizka do dalsi faze proestru. PR je silné exprimovan mezi 0-5 dni cyklu
v bunikdch povrchového a 7Zlazového epitelu a ve stromdlnich burikach. Exprese od 7.
dne cyklu klesa, od 12. dne je jiz nedetekovatelnd a od 18. dne cyklu dochazi k jejimu

opétovnému narustu (Ka et al., 2018).

12.3 Vliv volby fixacniho roztoku na morfologickou analyzu
bunécnych a tkanovych struktur

Gatta se spolupracovniky hodnotili vliv fixace na morfologickou analyzu tkani
po 24 hod. fixace formolem, Bouinovym fixaénim roztokem, Greenfixem, UPM
a CyMol. Zjistili, ze vysledky morfologické analyzy tkani fixovanych Greenfixem byly
velmi podobné jako po fixaci formolem. NedosSlo k Zadnym zménam cytoplazmatické
ani jaderné morfologie. Podobnych vysledkt bylo dosazeno také s Bouinovym fixacnim
roztokem, u kterého autofi popisuji lepsi rozliSitelnost jaderného chromatinu nez po
fixaci Greenfixem (Gatta et al., 2012). V nasi studii hodnotime Bouin(v fixacni roztok
jako srovnatelny sformolem, po fixaci Greenfixem byla struktura jaderného

chromatinu a jadérek hodnotitelnd, ale hare v porovnani sformolem. Navic jsme
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u Greenfixu zaznamenali vyraznou periglandularni retrakci. Nicméné jsou nasSe

vysledky pfiblizné srovnatelné.

Moelans a kolektiv, ktefi porovndvali kvalitu morfologie tkdné po fixaci
formolem a fixacnimi roztoky F-Solv, FineFIX a RCL2 dosahli stejné jako my po fixaci
formolem nejlepsSich vysledkd. Tito autofi zminuji, Ze u fixacnich roztok(l na bazi
alkoholu dochazi k vyraznéjsi retrakci tkané ve srovnani s formolem (Moelans et al.,
2011). Naopak Haque se spolupracovniky povaZzuji fixacni roztoky na bazi alkoholu pro
zachovani morfologie dokonce za lepsi nez formol. Po zhodnoceni bunéénych detaill
jako je odliSitelnost jader, viditelnost jadernych struktur a bunéénych membran
povazuji methacarn za nejlepsi, nasledovany fixatnim roztokem na bazi ethanolu
EthMeth aformolem (Haque et al., 2020). Kolektiv autord pod vedenim Milchevy
povazuji methacarn za srovnatelny s formolem (Milcheva et al., 2013). Naopak dle
vysledk(l nasi studie je formol jednoznacné lepSim fixatnim roztokem ve srovnani
s methacarnem. Jako nejhorsi se v nasi studii pro zachovani bunééné morfologie ukazal
Antigenfix, u kterého nebylo moziné hodnotit bunécné detaily a vzajemné odliseni
jednotlivych bunék bylo obtizné. U antigenfixu je ndmi jasné demonstrovana dulezitost
volby fixa¢niho roztoku pro naslednou analyzu, jelikoZz Antigenfix se pro ucely IHC jevil
jako velmi vhodny, srovnatelny sformolem, kdeZto pro morfologickou analyzu

se z pouzitych fixativ jevi jako nejhorsi.
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13. ZAVER

Cilem této prace bylo nastudovani problematiky vlivu fixace tkané
na imunohistochemickou analyzu. Teoretickd ¢ast prace byla rozdélena na 3 hlavni
Casti. S pouZitim recentni literatury byla v prvni ¢asti popsdna fixace tkané, faktory
ovliviujici fixaci a typy fixacnich roztok(. Dalsi ¢ast byla vénovdna histologické
deskripci endometria, kmenovym burikdm v této tkani a jejich markerim. Posledni ¢ast
byla vénovdna imunohistochemii, pouzivanym detekénim systémuim, popsan byl také

standardni IHC protokol a moznosti hodnoceni této metody.

Dalsim ze stanovenych cili bylo prokazat, jak délka fixace a typ fixacniho
roztoku ovliviiuji imunohistochemickou analyzu tkani. Bylo prokdzano, Zze pro ucely
kratkodobé i dlouhodobé fixace je nejlepsSim fixacnim roztokem formol. DalSim
vhodnym fixa¢nim roztokem je Antigenfix. Vysledky fixace formolem a Antigenfixem
byly srovnatelné, tedy i Antigenfix se hodi jak pro kratkodobou, tak pro dlouhodobou
fixaci. DalSim v poradi je Bouindv fixacni roztok. Bouin(v fixacni roztok Ize doporudit
pouze pro kratkodobou fixaci, pro ucely dlouhodobé fixace je nevhodny. Fixa¢ni roztok
Greenfix je pro dlouhodobou fixaci nevhodny a ani pro kratkodobou fixaci jej nelze
doporudit. Fixacni roztok methacarn se jevi pro ucely imunohistochemického barveni
jako zcela nevhodny. Déle bylo prokdzano, Ze cytoplazma odolava vlivim fixace lépe
nez jadro.

Mezi jednotlivymi fixanimi roztoky a ve sledovanych obdobich byly prokazany

signifikantni rozdily a oba stanovené cile byly napinény.

Zavérem uvadime souhrn novych poznatkl vyplyvajicich z vysledk( nasi prace, které
nebyly doposud ve védecké literature publikovany. Jako prvni jsme prokazali negativni
vliv_ methacarnu na imunohistochemické barveni. Nase prace je prvni studii, kterd
ukazala, Ze dlouhodoba fixace Greenfixem je pro ucely IHC nevhodna. Vibec poprvé
jsme popsali vliv fixace Antigenfixem na IHC. Nové jsme taky zjistili, Ze pro

dlouhodobou fixaci jsou alkoholové fixaéni roztoky nevhodné.
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14. POUZITE ZKRATKY

ABC ATP binding cassette ATP vazajici kazety
bmMSC Bone-marrow mesenchymal stem Mezenchymalni kmenova bunka
cell pochazejici z kostni drené
bmSC Bone-marrow stem cell Kmenova bunka pochazejici z kostni
drené
CFU Colony forming unit Jednotka tvofici kolonie
DAB 3,3 diaminobenzidine tetrachlorid 3,3 diaminobenzidine tetrachlorid
eMSC Endometrial mesenchymal stem cell Endometrialni mezenchymalni
kmenova burika
eSC Endometrial stem cell Endometrialni kmenova burika
ESR Estrogene receptor Estrogenovy receptor
HE Hematoxylin-eosin Hematoxylin-eozin
HIER Heat induced epitope retrieval Teplem indukované demaskovani
epitopl
IHC Imunohistochemistry Imunohistochemie
MP Main population Hlavni populace
mSC Mesenchymal stem cell Mezenchymalni kmenova burika
MSCA-1 Mesenchymal stem cell antigen-1 Antigen mezenchymalnich
kmenovych bunék-1
PAP Peroxidase-antiperoxidase Peroxidaza-antiperoxidaza
PDGFRf} Platelet derivated growth factor Receptor [} riistového faktoru
receptor f3 dovozeny z krevnich desticek
PR Progesterone receptor Progesteronovy receptor
SP Side population Vedlejsi populace
SSEA-1 Stage specific embryonal antigen -1 Stadiové specificky embryonalni
antigen- 1
TNAP Tissue nonspecific alkaline Tkanoveé nespecificka alkalicka
phosphatase fosfataza
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