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Souhrn

Pritomnost specifickych molekul v buiice umoziiuje urcit jeji vlastnosti jako
napt. funkci, pivod, stupenn diferenciace. Pii prikazu téchto molekul jsou casto
vyuzivany jejich antigenni vlastnosti, zejména v biomedicinském vyzkumu a
v diagnostice. Specifickd vazba antigenu a protilatky mize byt prokazdna pomoci
imunologickych metod jako je napt. ELISA ¢i western blot. Vazbu protilatky a antigenu
v buikkdch nebo tkdni je nutné testovat piimo pomoci imunocytochemie a
imunohistochemie.

Kazdy antigen vyZaduje specifické zplsoby fixace, zpracovani, piipadné jeho
zptistupnéni. Pro jeho detekci pomoci protilatky jsou tyto kroky klicové. DalSimi
dilezitymi kroky pro dosazeni Gspé$ného vysledku reakce je vhodné fedéni protilatky,
zejména polyklonalni a pfiméfena doba a teplota inkubace.

Cilem prace bylo zjistit pouZzitelnost nové vyvinuté anti-c-Myb protilatky,
ziskané imunizaci kura domdaciho fragmentem mysiho proteinu c-Myb. Zaroven bylo
pouzivano sérum ziskané pfed imunizaci kura (preimunni sérum), které slouzilo jako
negativni kontrola ke specifické reakci s protilatkou.

Prvnim z cili bylo zjistit specifitu vazby antigen-protilatka pomoci metody
western blot. Ve druhém kroku byla protilatka imunocytochemicky ovétena v buiikach
mySich embryonalnich fibroblasti transfekovanych c-Mybem. Pouzitim in situ
hybridizace (ISH) mRNA pro c-Myb v celych embryich myS$i ED 13,5 a 14,5 a jejim
srovnanim s publikovanymi idaji byly vytipovany tkané s pfitomnosti proteinu c-Myb.
Poslednim krokem této prace bylo vyzkouSet a optimalizovat imunohistochemickou
reakci v fezech embryem mysi.

Specifita protilatky anti-c-Myb byla potvrzena pomoci metody western blot.
Byla ovéfena dobra pouzitelnost protilatky pro imunocytochemii.

Pomoci ISH mRNA c-myb v mySich embryich byla detekovana exprese genu
v nervovych bunkach sitnice oka, vomeronasalnim organu a v subperitonealni ¢asti jater
a nove také v distalnich ¢lancich prsti obou koncetin a ve folikulu hmatového chlupu.
Nékteré tkane, u kterych byla dle dostupnych literarnich tidaji ziskanych na zakladé
radioaktivni ISH mRNA v fezech také ocekdvana pozitivita, byly negativni (klky a



krypty stfeva, proximalni bronchy a trachea a subkapsuldrni cast ledviny). Lze se
domnivat, ze sonda pro ISH mRNA c-myb v celém embryu nedostate¢né penetrovala do
hloubé&ji ulozenych organti a jeho hlubsich ¢asti.

Pro pouziti protilatky pro imunohistochemii byly porovnany rizné metody a
délky fixace, rizné metody zpfistupnéni antigenu a efekt zesileni pomoci avidin-biotin
komplexu. Optimalizaci téchto krokt bylo mozné detekovat pozitivity c-Myb v fezech
celym embryem v ¢ichové oblasti nosni sliznice, ve vomeronasalnim organu, nervovych
buiikach retiny, hematopoetickych bunkéch jaterni tkané, coz odpovida casti tkani,
v kterych byla prokdzana ptitomnost mRNA pro c-Myb. Nové byl protein c-Myb
prokéazan také v neurdlni trubici a také mezi paprsky prsti. V ¢asti tkani, exprimujicich
c-myb mRNA, nebyla pfitomnost proteinu pomoci této protilatky detekovana (klky a
krypty stfeva, proximalni bronchy a trachea). Jednim z moznych vysvétleni je, Ze
pritomnost mRNA nemusi nutné¢ znamenat, ze je nebo byl protein syntetizovan.

Relativné nejlepsi pomér signalu a pozadi byl ziskan pomoci fixace dle Serry
bez ohledu na jeji délku. Pouzitelna byla také fixace methacarnem po dobu 24 hod nebo
kratkd (2 hod) fixace tkané pomoci 4% PFA, po fixaci PFA bylo nutné antigen
zptistupnit.

Optimalni fedéni protilatky anti-c-Myb bylo stanoveno na 1:5 000-1:10 000 a
doba inkubace na 60 min pfi laboratorni teploté a zaroven jesté alespoii 15 hod pii 4 °C.
Nasledna detekce navazané protilatky byla provedena pomoci protilatky sekundarni
s navazanou peroxidasou.

Pro amplifikaci signalu je fedéni protilatky vys$s$i a to vrozmezi 1:10 000-
1:15 000, tento zptsob vSak pomér signalu a Sumu nezlepsil.

Zavérem lze konstatovat, Ze tato protilatka anti-c-Myb je velmi dobfe pouzitelna
pro metodu western blot a pro imunocytochemii. Jeji pouziti pro imunohistochemii vSak

muze byt problematické v zavislosti na pouZzité metodé fixace.



Summary

Specific molecules present in cell enables to determine its properties such as
function, origin, stage of differentiation. Antigenic features of these molecules are used
for their detection, especially in biomedical research and diagnostics. Specific bond
between antigen and antibody can be proved by imunological methods e.g. ELISA or
Western Blot. Applicability of the antibody for cell and tissue antigens needs to be
tested directly by immunocytochemistry and immunohistochemistry.

Each antigen requires specific ways of fixation, processing or retrieval. These
are the crucial steps for successful antigen detection. Other important steps are
appropriate antibody dilution and duration and temperature of incubation.

The aim of this work was to determine the applicability of newly developed anti-
c-Myb antibody, obtained by immunization of chick with a fragment of murine c-Myb
protein. Blood serum obtained from the same animal before immunization was used as a
negative control.

Western Blot was applied to verify the specificity of our antibody. Its application
for immunocytochemistry was succesfully proved on c-Myb transfected murine
embryonic fibroblasts. Results of in sifu hybridization (ISH) of c-myb mRNA in whole
mount murine embryos compared to published data were used to define prospective c-
Myb protein positive tissues. The final step was to optimize the immunohistochemical
reaction in embryonic sections.

Our ISH of c-myb mRNA results confirmed the expression of this gene in
neuroretina, vomeronasal organ and in subperitoneal part of liver, newly also in distal
phalanx of both limbs and whisker follicle.

Some of the tissues, which were published as being c-myb mRNA positive
(according to radioactive ISH), we found to be negative (villi and crypts of intestine,
proximal bronchi and trachea and subcapsular part of kidney). This can be due to the
insufficient penetration of the probe to deeper situated organs of whole mount embryo.

Different methods and times of fixation, different methods of antigen retrieval
and the effect of avidin-biotin amplification were compared for immunohistochemistry.

Optimization of these steps enabled the detection of c-Myb protein in transverse



sections. Olfactory epithelium, vomeronasal organ, neuroretina and hematopoietic cells
of the liver proved to be c-Myb protein positive in accordance with the expression of c-
myb mRNA. Newly, c-Myb protein was revealed in the neural tube and in between
digits. Some of tissues expressing c-myb mRNA were c-Myb protein negative when
using our antibody (villi and crypts of the intestine, proximal bronchi and trachea). One
of possible explanations is that the mRNA presence not necesserily means the synthesis
of the protein.

The best results were obtained using fixation method according to Serra
regardless the duration. 24 hour fixation with methacarn and short fixation (2 hours)
with 4% paraformaldehyde followed by antigen retrival yielded reasonable results.

Antibody dilution 1:5 000—1:10 000 and duration of incubation 60 minutes in
laboratory temperature followed by 15 hours in 4 °C were set as optimal. Secondary
antibody conjugated with horse-radish peroxidase was used.

Signal amplification required higher antibody dilution (1:10 000-1:15 000).
However amplification did not improve the results.

We can conclude that c-Myb antibody is well applicable for Western Blot and
immunocytochemistry. Its applicability for imunohistochemistry could be more

problematic depending on used method of the fixation.
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1 UVOD

Ve vSech buitkach mnohobunééného organismu probihd soucasné fada procest,
znichz nékteré jsou spole¢né vSem, jiné charakterizuji urcitou bunéfnou skupinu.
Kazdého z téchto procesti se Ucastni specifické molekuly bilkovinné i nebilkovinné
povahy. Prikaz téchto molekul pak umoznuje urcit vlastnosti dané bunky, napf. jeji
funkei, piivod, stupen diferenciace, apod.

Molekuly antigenni povahy miZeme prokazat pomoci imunologickych metod.
Ty jsou pomérné snadné a diky vysoké afinité protilatky a antigenu specifické. Mezi
imunologické metody v biomedicinském vyzkumu nejpouzivanéjsi patii western blot,
imunocytochemie a imunohistochemie. Nékteré protilatky reaguji velmi robustné a
funguji za riznych podminek, nékteré jsou naopak na podminky reakce velmi citlivé a
ur¢itd modifikace v nékterém z krok laboratorniho postupu muize rozhodovat o
uspéchu ¢i netspechu.

Kazdy antigen vyZaduje specificky zplsob fixace, zpracovani a eventudlné
nasledného zpftistupnéni. Pro zadny z téchto krokli neexistuje universalné platny postup,
je tieba se snazit nalézt tu variantu, kterd povede k tspésné detekci antigenu specifickou
protilatkou kterou mame k dispozici. To bylo i cilem této prace.

Ukolem bylo testovat pouZitelnost polyklonalni anti-c-Myb protilatky piipravené
na pracovisti Ustavu molekularni genetiky AV CR v Kol¢i imunizaci kura domaciho.
Testovani bylo provadéno v laboratofi molekularni embryologie na Anatomickém
ustavu 1. Iékatské fakulty UK v Praze, kde autorka diplomové prace pracovala béhem

studia n¢kolik let jako technicky laborant a pozdéji jako odborny pracovnik.
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2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Imunohistochemie a imunocytochemie

Imunohistochemie je aplikaci imunologickych principii pifi studiu tkéni,
imunocytochemie je aplikaci imunologickych principli pfi studiu jednotlivych bunék.
Obé metody vyuzivaji k detekci afinitu a vzdjemnou vazbu antigenu a specifické
protilatky.

Histochemie vznikla ve 30. letech 20. stoleti jako spojeni histologie, analytické
chemie a biochemie. Cilem histochemie je identifikovat a lokalizovat chemické latky
v mist¢ jejich vyskytu ve tkénich.

Imunohistochemie se jako metoda zacala vyvijet na zdkladech histochemie,
zavadénim postupné objevovanych zakonitosti specifické imunologické reakce.

Historie imunocytochemie se pocita od roku 1941, kdy se podatilo Coonsovi a
jeho spolupracovnikim prokazat prvni antigen, kterym byla prokazana bakterie
Streptococcus pneumonaie [Coons, et al., 1941]. V roce 1950 lokalizovali Coonns a
Kaplan antigen v tkdniovém fezu [Coons, Kaplan, 1950]. Timto zpisobem identifikovali
napf. Rickettsie a virus piiusnic a imunohistochemie se tak zacala vyuzivat v patologii
[Coons, Snyder, 1950]. Postupné se diky molekularnimu, proteinovému a genovému
inzenyrstvi zlepSovala specifita, sensitivita a dostupnost téchto metod. Sir§imu vyuziti a
zavedeni do praxe pomohlo zejména spojeni protilatky a enzymu, ktery lze nasledné
detekovat [Nakane, Pierce, 1966, Avrameas, Uriel, 1966, Masson, Sammons, 1978,
Suffin, et al, 1979, Bondi, et al., 1982].

2.1.1 Antigeny

Kazda latka, kterd ma schopnost vyvolat imunitni odpovéd’ se oznacuje jako

antigen (antibody generator).
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Za antigenni specifitu neni zodpovédna celd molekula, ale jeji ¢ast, oznacovana
jako determinantni skupina. Na povrchu molekuly mtze byt n€kolik determinantnich
skupin, zvanych také epitopy.

Nizkomolekularni latky nejsou samy o sobé antigeny. Mohou mit vSak tlohu
nekompletnich antigenti neboli haptenti. Pti piiprave protilatky se antigenem stanou po
vazbé na bilkovinu (nosi€), hapten je pak jeji antigenni determinantou (determinantni
skupinou). Jako téchto nosi¢l se pouziva hovézi sérovy albumin (BSA), thyroglobulin
nebo KHL (keyhole limpet haemocyanine) - haemocyanin z dérnatky obrovské
(Fissurella crenulata) [Polak, Van Noorden, 2003].

Vétsinou jsou Ag proteiny, jejichz molekulovd hmotnost je vétsi nez 10 kDa.
Podstatnym faktorem pro uspéSnou vazbu protilatky s Ag je rozloZeni epitopii na
povrchu antigenu a jejich fyzikalng-chemicka stabilita. Caste¢na denaturace Ag miize
jeho antigenni schopnosti i zvysit, pokud zpfistupni (demaskuje) nové determinantni

skupiny.

2.1.2 Imunoglobuliny

Protilatky nebo-li imunoglobuliny (Ig) jsou vyznamnou soucasti imunitniho
systému obratlovcll. Jsou produkovany B-lymfocyty, které dozravaji v kostni dieni. Ig
jsou glykoproteiny, jejichz celkové koncentrace v séru u ¢lovéka se pohybuje v rozmezi
15-20 g/l a tvoti tak ptiblizné 20 % vSech proteind krevniho séra.

Zakladni studii Ig provedl Portman a Edelman, za coZ jim byla vroce 1972
udélena Nobelova cena ve fyziologii a medicing.

Molekulova hmotnost Ig se pohybuje v rozmezi 150-190 kDa [Racek, et al.,
2006].

Vsechny Ig maji obdobnou stavbu molekuly. Ta je tvofena dvéma pary tézkych
(H, heavy) fetézcti o molekulové hmotnosti 50-75 kDa a dvéma pary lehkych (L, light)
fetézci, ty maji molekulovou hmotnost pfiblizn€ 25 kDa [Goding, 1993]. Tézké tetézce
lze rozdélit do péti typu (v, a, 1, d a €), podle nichZ se rozliSuje 5 tiid imunoglobulint
IgG, A, M, D a E. Lehké fetézce jsou dvou typu, kappa (k) a lambda (A). Molekula Ig

ma oba t€zké i lehké fetézce vzdy identického typu. Dva H fetézce jsou kovalentné
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spojeny disulfidovymi (cystinovymi) mustky. Ke kazdému H fetézci je cystinovym
mustkem pfipojen jeden L fetézec (obr. 1) [Hotej$i, Barttnkova, 2002].

Strukturdlni zaklad pro vznik protilatek sriznou specifitou je variabilita
aminokyselinové (AK) sekvence N-konct lehkych i tézkych fetézcti. Tato cast je dlouha
pfiblizné 110 AK, nazyvad se variabilni oblasti. Variabilni domény H a L fetézct
vytvareji spolecné vazebné misto pro antigen (Ag).

Variabilni oblast se oznacuje Vi (variabilni oblast lehkych fetézcli) a Vg
(variabilni oblast tézkych fetézcl). Zbytek molekuly mé ptiblizné stejnou strukturu
vramci jedné tfidy (nebo podtfidy), proto je nazyvana oblasti konstantni (C).
Konstantni domény lehkych fetézcl se oznacuji Cy, konstantni domény tézkych fetézct

Cul, Cy2, Cy3 (obr. 1) a ptipadné Cp4 (u IgM, IgA).

N-konec

lehky retézec

papain (Fab)
pepsin (F(ab)z)

pantova oblast
Cu2

Cn3

Obr. 1. Strukturni prvky molekuly IgG [Hofejsi, Bartinkova, 2002]

Proteolytické enzymy papain [Porter, 1959] a pepsin $tépi molekulu Ig na
charakteristické fragmenty. Papain pfi neutralnim pH $tépi Ig na dva mensi fragmenty
Fab (fragment antigen binding) a jeden vétSi Fe (nazyvan podle toho, Ze v nékterych
ptipadech snadno krystalizuje, crystallizes). Dal§im kontrolovanym dé€lenim lze né¢kdy
ziskat z Fab fragmenti men$i fragment Fv, ktery se sklada jen z nekovalentné

asociovanych variabilnich (N-koncovych) domén obou fetézci [Hotejsi, Bartuiikova,
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2002]. Pepsin pii pH kolem 4 $té€pi Ig na jeden F(ab’), fragment, ktery je na rozdil od
Fab fragmentu bivalentni. Zbytek molekuly je pepsinem rozstépen na malé kousky.
Molekuly Ig jsou v tzv. pantové (hinge) oblasti flexibilni, takze vzdalenost mezi

vazebnymi misty se miize ménit v zavislosti na dostupnosti antigenu.

2.1.2.1 Typy a charakteristika tiid Ig

Nejvice jsou v séru u ¢lovéka zastoupeny protilatky tiidy IgG (75 %). Protilatky
IgG maji tvar pismene Y se dvéma stejnymi vazebnymi misty pro antigen na konci
kazdého ramene. U fetézch y existuji 4 vyznamné odlisné subtypy y1-y4, které definuji
jednotlivé podtiidy IgG (1-4). Nejvetsi podil IgG tvori podtiida IgG1.

Druhou nejvice zastoupenou tiidou Ig vséru jsou IgM (10 %). IgM jsou
fylogeneticky nejstarsi Ig [Goding, 1993] a objevuji se v krvi v ¢asném stadiu (2-3 dny)
odpovédi na antigen, zejména na bakterie a viry [Voet, Voetova, 1990]. Jejich syntéza
je v pozdéjsich fazich infekce vysttidana syntézou IgG [Racek, ef al., 2006]. IgM se
vyskytuje se ve form¢e pentameru nebo pravdépodobné i hexameru.

Imunoglobuliny ttidy IgA se vyskytuji ve formé& sliznicni a sérové. IgA
neaktivuje komplement, funguje jako opsonin [Hofejsi, Bartinkova, 2002]. Bréani
povrch sliznic gastrointestindlniho traktu (GIT), spojivek, dychacich cest pted
bakterialni infekci.

IgD se vyskytuji v krvi ve velice nizké koncentraci, jejich vyznam je neznamy.
Zvyseni koncentrace bylo popsano u n€kterych chronickych infekci [Musil, 1994].

IgE se vyskytuji v séru zdravych lidi v nepatrnych koncentracich. Vyssi hladiny
jsou ptitomny u alergikl. Jejich komplex s alergenem vyvold uvolnéni histaminu a
dalsich mediatora alergické reakce z mastocytl [Racek, et al., 2006].

U ptdktt (konkrétné¢ u kura) byly identifikovany celkem tfi isotypy
imunoglobulin IgM, IgY (také oznacovan jako IgG) a IgA [Jaurissen, et al., 1998].
Ptaci IgM jsou podobné savéim IgM, se kterymi jsou asi ze 30 % homologické. IgY
svou funkci odpovida sav€imu IgG, avSak na zaklad€ srovnani homolognich useki je
stejné blizky savéimu IgG jako IgE. Pravdépodobné je IgY evolu¢nim predkem IgG i
IgE savcl [Demaries, Ratcliffe, 1998]. IgY ma 1 variabilni doménu a 4 domény

konstantni [Renshaw, 2007].
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2.1.2.2 Polyklonalni protilatky

Imunizace zvitete, nejcastéji kralika, ale pouzivaji se také napt. osel, koza,
v posledni dobé téz slepice, se provadi primarni injekci, vétSinou subkutdnné a po
ptislusném intervalu podplrnou injekci. Z krve se pak centrifugaci odstrani erytrocyty.
Ackoli ziskand tekutina obsahujici protilatky je plasma a ne sérum, protoze nebyl
odstranén fibrin, je pracovni roztok nékdy nelogicky nazyvan jako antisérum [Polak,
Van Noorden, 2003].

Kazdy klon B lymfocyti produkuje protilatku s jednou specifitou, protilatku
rozpoznavajici jednu antigenni determinantu, kterd vyvolala jeho mnoZeni. Jeden Ag
muze aktivovat mnoho kloni B lymfocytd. Jednd se tedy o polyklonalni odpovéd
[Lukas, et al., 1997].

Polyklonélni protilatky, ziskané odbéry krve po opakované imunizaci se lisi
nejen u riznych zvifat stejného druhu, ale i u téhoz zvitete mezi jednotlivymi odbéry.

Kvalitu polyklondlni protilatky je mozné se pokusit zlepsit purifikaci.

Vzhledem k heterogennimu slozeni polyklondlni protildtky mize byt v
nekterych piipadech jeji uziti zna¢né komplikované. Proto bylo cilem imunologického
vyzkumu pfipravit homogenni protilatky s jedinou specifitou. Toho bylo docileno
uzitim hybridomové technologie, diky které je mozno ziskat protilatky produkované

jednim bunéénym klonem tzv. protilatky monoklonalni [Lukas, et al., 1997].

2.1.2.3 Monoklonalni protilatky

V roce 1975 César Milstein a Geoges Kohler [Milstein, Koéhler, 1975] vyvinuli
techniku, kterd umoziuje in vitro kultivaci bunééné populace jednoho klonu B
lymfocytl produkujici protilatku Zadané specifity. V roce 1984 jim a Nielsovi Jernemu
byla udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu.

Prvni faze piipravy monoklondlnich protilaitek je podobna jako pfiprava
polyklondlniho séra. Zvite, nej¢astéji mys, je imunizovano vybranym antigenem. Ze
sleziny imunizovaného zvifete, obsahujici aktivované B lymfocyty je pfipravena

bunécna suspenze, kterd je flizovana s myelomovymi buiikami. Myeolomové bunky
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jsou odvozené od bunécné linie nddorovych B lymfocytd, kterd ztratila schopnost
syntetizovat molekuly Ig, ziskala vSak schopnost relativné neomezeného déleni
(nesmrtelnosti) [Goding, 1993]. Klon vzniklé hybridomové (hybrid-myelom) bunky
syntetizuje imunoglobulin B lymfocytu, ale ma zaroven schopnost opakovaného dé€leni
a muze byt dlouhodobé¢ kultivovan.

Jednotlivé hybridomové bunky se pak klonuji a sleduje se jejich produkce
protilatek. Dobry klon muze byt péstovan, aby produkoval neomezené mnozstvi
protilatek, bud’ v kultufe nebo jako mysi nador. Monoklonalni protilatky produkované
jednou hybridomovou linii jsou identické, tzn. ze jsou jedné tiidy resp. podttidy,
vykazuji vazbu na stejnou antigenni determinantu, vazi se na ni stejnou afinitou a maji
stejné fyzikalné-chemické vlastnosti [Voet, Voetova, 1990, Lukas, et al., 1997].

Ptiprava monoklonalnich protilatek je technicky i ¢asové narocna, ale podafii-li
se ziskat hybridom produkujici protilatku zadané kvality, ziskdme tak standardni
reagencii v prakticky neomezeném mnozstvi. Hybridomy lze zamrazit a dlouhodobé

skladovat.

2.1.2.4 Srovnani vlastnosti polyklonalnich a monoklonalnich protilatek

Zakladni rozdil je, Ze monoklonalni protilatka reprezentuje pouze jednu slozku
polyklonalni odpovédi, rozpozna pouze jeden epitop, zatimco polyklondlni protilatka
rozpoznd vice epitopl téhoz antigenu. Monoklonélni protilatky se tak daji pouzit pro
identifikaci jednotlivych isoforem proteinli, mapovani funkénich mist proteinti ¢i pro
sledovanti jejich posttranslaénich modifikaci.

Negativni disledek monospecifity se miize projevit v piipadé, Ze epitop
rozpoznavany monoklonalni protilaitkou je b&hem piipravy preparati (fixace,
denaturace apod.) zménény natolik, Ze ho protilatka nerozpoznd. U polyklonalnich
protilatek je toto nebezpefi mensi, protoze je mensi pravdépodobnost zniceni vSech
epitopti. Resenim miize byt ziskani vice hybridomii proti riiznym epitoptim a nasledné
vybér takové monoklonalni protilatky, kterd v daném systému/laboratornim protokolu

funguje.
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2.1.2.5 Afinita a avidita protilatky

Specifitou reakce antigen-protilditka se rozumi mira afinity vazebného mista
protilatky vic¢i urcitému epitopu na molekule antigenu. Afinita je vysledkem vSech
odpudivych a pfitazlivych sil (van der Waalsovy sily, vodikové mustky, hydrofobni
interakce) mezi témito dvéma komplementarnimi strukturami a vyjadiuje energii vazby
mezi jednim vazebnym mistem na protilatce a pfisluSnym epitopem na antigenu.
Miuzeme ji kvantifikovat jako asocia¢ni konstantu (Ka) reakce

Ag+ Ab « AgAb
dle vzorce:

Ka = (AgAb) / (Ag) x (AD),
kde Ab a Ag pfedstavuje nenavazanou protilatku, resp. antigen a AgAb jejich komplex,
(AgAb), (Ag) a (Ab) jsou jejich molarni koncentrace.

V piipadé monoklondlnich protilatek vyjadifuje afinita celkovou vazebnou
energie komplexu protilatka-antigen. U polyklondlnich protilatek, které jsou
heterogenni, je celkova vazebna energie ddna souCtem afinit jednotlivych vazebnych
mist na protilditce se vSemi epitopy antigenu a oznaCuje se terminem avidita.
[Bartiinkova, et al., 2005].

V idedlnim piipadé maji ostatni protilatky v ziskaném séru mensi aviditu nez
specificka protilatka k pfislusnému antigenu.

Imunocytochemie a imunohistochemie vyzaduje protilatky, které se pevné vazi
s pfisluSnym antigenem, tak aby béhem procesu reakce nebyly odstranény napf.

vymytim [Polak, Van Noorden, 2003].

2.1.2.6 Zk¥izena reaktivita protilatky

Existuji ptipady kdy mulze dojit k tzv. zkiizené reaktivité. Vedle vazby na
protein naSeho zajmu dojde i k vazb€ na jiny protein. Tento protein vytvari podobny
epitop jako je epitop na specifickém antigenu. Odstranit tyto nezadouci vazby je u
polyklondlnich protilatek obtizné (napf. vysyceni protilatky zkiiZzené reagujicim
proteinem) a u monoklondlni protilatky nemozné a je nutné vybrat takovou, kterd

zktizenou reaktivitu nevykazuje [Lukas, ef al., 1997].
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2.1.3 Metody pro testovani vazby antigenu s protilatkou

Existuje fada metod, kterymi se daji testovat komplexy antigen-protilatka. Vazba
protilatky na antigen muiZe byt testovana pomoci metod jako je enzymova analyza na
imunosorbentech (ELISA), radioimunologickda analyza (RIA), déale se pouZzivaji
techniky jako je western blot a dot blot.

Nejlepsi cestou testovani protilatky je metoda western blot (imunoblot) a
praktické ovéteni imunocytochemickou nebo imunohistochemickou reakei na materialu,
kde je zndma pozitivita [Polak, Van Noorden, 2003].

Protilatka vykazujici dobrou vazbu na antigen pfi pouZiti téchto metod testovani
vSak nemusi byt pouzitelnd pro imunohistochemii a naopak [Polak, Van Noorden,

2003].

2.1.3.1 ELISA

v

Enzymova analyza na imunosorbentech (ELISA) je nejuzivanéj$i imunologicka
metoda k detekci a kvantifikaci protilatek nebo antigenu. Metoda ELISA je blizsi
imunohistochemii vice nez RIA [Polak, Van Noorden, 2003]. ELISA se pouziva
k testovani zejména monoklonalnich protilatek.

Zndmé mnozstvi pfislusného antigenu, které je imobilizovano v jamce
mikrotitracni desticky je inkubovadno s pfislusnou testovanou protilaitkou v riznych
koncentracich. V dal$im kroku je detekovana ptipadnd navézana protilatka na antigen
pomoci sekundarni protilatky proti zvifeti, které bylo imunizovdno pro tvorbu
specifické protilatky. Sekundarni protilatka je oznaena enzymem. Po provedeni
kolorimetrické reakce lze aktivitu navazaného enzymu odecist pohledem nebo

fotometricky.
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2.1.3.2 Western blot

N 24

(imunoblot).

Nézev metody vznikl jako slovni hiicka dle metody Southern blot (technika
otisku DNA) zavedené Edwardem Southernem, analogicky byl vytvofen také nazev
metody detekce RNA northern blot.

Metoda western blot je zaloZzend na elektroforetickém rozdéleni proteint
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecyl sulfatu sodného (SDS-PAGE). V SDS
maji vSechny proteiny zdporny naboj a v elektrickém poli migruji k anodé. Velké
proteiny migruji v situ gelu pomaleji nez malé. Vysledkem elektroforesy je rozdéleni
proteinli podle jejich molekulové hmotnosti. Proteiny se pak otisknou pomoci
stejnosmérného proudu, difuse, kapilarniho tlaku nebo vakua na pevny nosi¢ (napf.
filtracni papir, nitrocelulosovd, nylonovéa nebo polyvinyliden fluridovd membrana).

Detekce probiha pomoci specifické protilatky s navazanym enzymem, ptipadné
radioisotopem, ktery je pak exponovan na citlivy film. Zesileni reakce v ptipadé
navazanych enzymu je mozné pomoci chemiluminiscen¢nich substratd (ECL), které

jsou také exponovany na citlivy film.

2.1.3.3 Dot blot

Jedné se o nejjednodussi metodu, kdy je antigen nanesen na pevny nosi¢ a je
fixovan. Antigen je pak detekovan pomoci specifickych protilatek stejnym zpiisobem

jako u detekce western blot [Larsson, 1981].

2.1.4 Fixace a dalSi zpracovani tkané

K uchovéani morfologie, tkanovych a bunécnych struktur musi byt biologicky

materidl fixovan. Principem fixace je zabranéni autolyzy buiky inaktivaci
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lyzosomalnich enzymi a zabranéni riistu bakterii a plisni. Fixace by méla byt Setrna,
aby byla tkan co nejméné pozménéna. Fixace mize byt fyzikalni nebo chemicka.

Kazdy zpusob fixace mize zplsobit urcité zmény antigenu. K nékterym zméndm
dochazi dosud nezndmymi mechanismy. Fixace musi byt tedy optimalizovana pro

konkrétni ucel.

2.1.4.1 Fyzikalni metody fixace

Fyzikalni fixace tkan¢ muize byt provedena bud’ vysokymi teplotami (varem
nebo suchym teplem) nebo zmraZzenim. Vysoka teplota vétSinou znacné poskozuje
strukturu tkan€ a pro imunohistochemii se pfili§ nehodi. Vhodnéjsi je zmrazeni, ale i to
poskozuje morfologii tkané, coz je zvlasté patrné pokud ma fez vétsi plochu obsahuje
vice typt tkani (napf. fez celym embryem). Pro zmraZeni tkdné se pouzivaji tekuté
plyny, nejcastéji tekuty dusik. Dal§i metodou fyzikalni fixace je vysuSeni za nizké

teploty (freezing-drying).

2.1.4.2 Chemické metody fixace

Nejcastéji pouzivany zplsob fixace pro imunohistochemii je fixace chemicka
pomoci formaldehydu. Formaldehyd a také pouzivany glutaraldehyd patii mezi
aldehydova fixativa, ktera pticné svazuji polypeptidové fetézce (cross linking). Pouziva
se 4-8% paraformaldehyd (polymer formaldehydu) rozpustény ve vhodném roztoku
nebo pufru. Formaldehyd jako latka vhodnd k fixaci tkdni byla objevena v roce 1893
Ferdinandem Blumem a je pouZivana do dnes$ni doby. Tento zpusob fixace je rychly a
snadny a dobie uchovava morfologii tkani [Vacek, 1988].

Dalsi typy fixacnich ¢inidel mohou obsahovat v riizné koncentraci kyselinu
pikrovou (2,4,6-trinitrofenol), octovou a dalsi kyseliny ¢i sublimét (chlorid rtutnaty).
Kyselina pikrova a octova rychle pronikaji do tkané, fixacni tekutiny se sublimatem
maji silné denaturacni Gi€inky na proteiny.

Dal$i moZnosti je fixace ethanolem, methanolem, acetonem a jejich riznymi

poméry (protein precipitujici fixativa). Tyto zplsoby fixace jsou vhodné pokud je
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antigen vétsi protein (nad 100 kDa), u menSich proteinti se doporucuje nejprve pouzit
fixaci aldehydovou [Polak, Van Noorden, 2003].

Kombinaci aldehydové a alkoholové fixace je napf. fixativum dle Serry [Serra,
1946] (formaldehyd, ethanol, kyselina octova).

Jinym doporu¢ovanym fixativem je methacarn (methanol Carnoy) [Putchler, et
al., 1970] a jeho modifikace [Mitchell, et al., 1985]. Methacarn obsahuje methanol,
chloroform a kyselinu octovou.

Proces fixace probihé po urc¢itou dobu podle velikosti a druhu tkdné a také podle
zpusobu dalsiho zpracovani. Tkan fixovana chemickou cestou musi byt zbavena fixativa
a nasledné zpracovana podle druhu média do kterého se zaléva.

Tkan pro zaliti do parafinu se odvodiiuje vzestupnou alkoholovou fadou, prosyti
se intermédiem, kterym je organické rozpoustédlo napt. benzen, xylen, toulen nebo
estery (methylbenzoat, methylsalicylat). Poté se tkan prosycuje parafinem v termostatu
pii teploté 5658 °C [Vacek, 1988] a zaléva se do parafinu do ptipravenych forem.

Pied zalitim do kryoprotektivniho média se tkan po fixaci vypere a prosyti
pomoci vhodného prosttedku jako je napiiklad sacharosa, ktery by mél zabranit

poskozeni morfologie tkané pfi zmrazovani.

2.1.4.3 Krajeni a dalsi zpracovani tkané

Zpracovana tkan se kraji na podlozni skla pomoci mikrotomu (v ptipad¢ pouziti
pro elektronovou mikroskopii pomoci ultramikrotomu). Mikrotomy jsou konstrukéné
dvou zakladnich typi: sailkovy a rotacni. Na principu rotacniho mikrotomu pracuje i
mikrotom zmrazovaci (kryomikrotom, kryocut).

Nakrajené tezy se tradicné lepi na skla pomoci smési bilku a glycerinu. LepSim
médiem je dnes Zelatina, poly-L-lysin [Husain, et al., 1980] nebo silan, kterym jsou skla
pfedem potazend. ProtoZe ma poly-L-lysin vysokou molekulovou hmotnost (150-300
kDa), je podle n€kterych autort nejlepSim médiem [Huang, et al., 1983].

K napnuti parafinového fezu dochéazi uc¢inkem povrchového napéti vody na
ohtaty parafin, po odstranéni vody se fezy nechavaji schnout pii teploté 37 °C nejméné

ptes noc nebo 60 min pfi teploté 60 °C [Polak, Van Noorden, 2003].
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Pro odstranéni parafinu z fezii pfed samotnou reakci se pouzivaji organicka

rozpoustédla a tkan se rehydratuje.

2.1.5 Nespecifické a neimunni vazby protilatky

Pfed samotnym nanesenim protilatky na tkan je nutné blokovat nespecifické a

neimunni vazby a event. zpiistupnit (odmaskovat) ptislusné epitopy.

2.1.5.1 Hydrofobni a elektrostatické interakce

Zdrojem nezadouci nespecifické vazby jsou hydrofobni interakce proteinti
zejména po aldehydové fixaci. Hydrofobni jsou vSak také imunoglobuliny. Nezadouci
slabsi je hydrofobni afinita [Lukas, et al., 1997].

Dulezitym krokem je odstranéni lipidovych komponent, které by branily ve
vazbé protilatky na antigen, ze tkan€ pomoci detergentl (Triton X-100, Tween 20) nebo
saponinil [Polak, Van Noorden, 2003]. Detergenty také zabranuji vzniku nespecifickych
vazeb proteinu [Larsson, 1988].

Elektrostatické interakce mohou vzniknout mezi Ig a casticemi ve tkani
s opacnym nabojem.

Aplikace neimunniho (normdlniho) séra mtze eliminovat jak hydrofobni tak
elektrostatické interakce. Jako neimunni sérum se pouzivad sérum ze zviteciho druhu,
jaky byl pouzit pro pfipravu sekundarni protilatky v koncentraci 5-20 % (pro eliminaci
vys$si nespecifické vazby az nefedéné sérum ptidané do predinkubacni smési) [Polak,
Van Noorden, 2003], pfipadné se jesté pfidava 2—-5% hovézi nebo fetdlni sérum [Lukas,
et al., 1997] nebo albumin [Polak, Van Noorden, 2003].

Vazba Ig k Fc receptoru v tkani nebyva vétSinou problémem zejména pokud je
tkan fixovana, tato vazba ale mize vzniknout ve tkani nefixované. NejlepSim feSenim je

pouziti F(ab) fragmentl misto celé molekuly Ig [Polak, Van Noorden, 2003].
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2.1.6 Testovani protilatky: specifita a zakladni kontroly

2.1.6.1 Purifikace protilatek

U mnoha polyklonalnich protilatek se ¢asto vyskytuje nezddouci reaktivita, ktera
je vétsinou zplisobena pfitomnosti protilatek proti jinym antigentim, nez kterymi bylo
imunizovdno. Tyto nezadouci reaktivity je mozné se pokusit odstranit purifikaci.
Purifikace protilatek se provadi bud’ pouze sraZenim siranem amonnym nebo Iépe
metodami ionexové a afinitni chromatografie. Jestlize, ale vykazuje protilatka pfilis
vysoké pozadi, vétSinou ani purifikace nepomuze a protilatku nelze pouzit [Polak, Van
Noorden, 2003]. Nevyhodou purifikace pomoci afinitni chromatografie mize byt ztrata

frakce protilatky s nejvyssi afinitou k antigenu.

2.1.6.2 Redéni a testovani nové primarni protilatky

Nejsou-li doporucend koncentrace ¢i tedéni pro protilatku jiz znamy, u
polyklondlnich protilatek se obecné doporucuje vyzkouset nekolik fedéni, v rozmezi
1:50 az 1:10 000, pro monoklonélni a purifikované polyklonélni protilatky se zndmou
koncentraci se doporucuje pouzit koncentraci v rozmezi 0,5-40 pg/ml [Polak, Van
Noorden, 2003]. Jako negativni kontrola je misto protilatky pouZzito normalni
(neimunizované) sérum zvirete. Jest¢ vyhodné&jsi je pouziti séra ziskaného jesté predtim,
nez je imunizovano (tzv. preimunni sérum). Negativni kontrolou se detekuji ptipadné
nespecifické vazby.

Spravné zvoleni koncentrace protilatky je nejdulezitéjSim faktorem a musi byt
optimalizovano. Vyssi fedéni protilatky se zkousi az do stavu, kdy specifickd vazba je
jesté dostatecné silna pro zfetelnou vizualizaci a nespecifické vazby jsou co nejslabsi.
Bohuzel faktory vedouci ke vztahu mezi koncentraci a aviditou protilatky jsou nezndmé
[Polak, Van Noorden, 2003].

Délka inkubace s protilatkou miize byt velmi rozdilnd (10 min az 24 hod)
[Polak, Van Noorden, 2003]. Inkubace probihd pfi teploté¢ 4 °C, 37 °C nebo pfii
laboratorni teploté (LT). Pouziti teploty 37 °C snizuje dobu nutnou pro inkubaci s
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protilatkou, roste ale riziko nespecifickych a nezaddoucich vazeb a to zejména u
nepurifikovanych polyklonélnich protilatek [Polak, Van Noorden, 2003]. Inkubace pti
teploté¢ 37 °C je tak vhodna pro monoklonélni nebo ptecisténé protilatky. Udava se, Ze
inkubace pfi LT po dobu 2 hod je ekvivalentni s inkubaci protilatky pfi teploté 4 °C ptes
noc (15 hod) [Polak, Van Noorden, 2003].

2.1.7 Zpristupnéni antigenu

V pribéhu fixace a dalSiho zpracovani tkdné muze dochazet ke zméndm
vedoucim k znepfistupnéni a nékdy i k zablokovani antigennich determinant. Antigeny
lze ur¢itymi postupy zpfistupnit [Larsson, 1988]. Antigenni determinanty se doporucuje
zptistupnit zejména po fixaci formaldehydem [Cattoretti, ef al., 1993]. K zptistupnéni
antigennich determinant se pouzivaji proteolytické enzymy pepsin, trypsin, ficin,
pronasa pii teploté 37 °C [Huang, 1975]. Pouzivany jsou také nékteré chemikalie jako
napf. mocovina [Hausen, Dreyer, 1982] nebo kyselina mravenc¢i [Kitamono, et al.,
1987], NaOH/methanol nebo sacharosa [Ellias, 1990].

Lepsi zptsob zpfistupnéni antigent je pomoci vysoké teploty [Shi, ef al., 1991].
Diilezitou tlohu hraje také pH a molarni koncentrace roztoku, ve kterém se fezy vafi.
Doporucovano je pouziti vyssiho pH nez je pH 6 [Shi, ez al., 1997]. Cim vyssi teplota,
tim vysSi efekt a staci pak kratS$i doba plsobeni [Kawai, et al., 1994b]. Metodami
zptistupnéni antigenu vysokymi teplotami je autoklavovani [Shi, ef al., 1991, Pons, et
al., 1995], vodni lazen [Kawai, et al, 1994a], ohfev parou [Pasha, ef al., 1995, Taylor et
al., 1995] a pouziti mikrovinné trouby [Taylor, ef al., 1995, Pertschuk, et al., 1994].

Prokazané efektivni technikou je pouziti mikrovinné (MV) trouby [Kahveci, et
al., 2003]. Pivodné bylo mikrovinné zafeni aplikovano jako alternativni fixace [Mayers,
1970], nedochazi pii ném ke ztraté proteind jako u fixace chemické. Mikrovilny jsou
elektromagnetické viny o frekvenci 300 MHz—300 GHz [Pozar, 1993], to odpovida
vlnové délce 1 m az 1 mm. V laboratofi lze pouzit mikrovinné trouby urcené pro
domacnost, které pracuji pfi frekvenci 2,45 GHz nebo profesionalni, které jsou k tomuto
ucelu zkonstruované. Mechanismus stabilizace proteinil/zpfistupnéni antigenu neni

detailn€ znamy, ale vyznamnou roli hraje kazdopadné zvysSena teplota a pfimy Uc¢inek
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viln na nekovalentni vazby. U priikazu nékterych antigenl je pouziti MV nezbytné, u
n¢kterych zvySuje pomér signalu a Sumu. Na nékteré antigeny nema pouziti MV zadny
vliv, nékterym antigentim dokonce tento proces Skodi [Lukas, et al., 1997, Polak, Van
Noorden, 2003].

Riznymi detekénimi systémy lze zesilit vysledny signal reakce, toto je vSak

limitovano prav€ moznostmi zptistupnénim antigenu [Leong, et al., 1988].

2.1.8 Detekéni systém vizualizace prikazu antigenu

2.1.8.1 Piimy detekéni systém

Detekéni systém imunologickych metod Ize rozdélit na pfimy a neptimy.

Piimy zplsob je nejjednodussim zpisob lokalizace antigenu ve tkdni. Primérni
protilatka proti pfislusSnému antigenu je pfimo oznacena a umoziuje vizualizaci ihned
po jeji aplikaci (obr. 2).

Pro kone¢né znaceni piimé i1 nepiimé metody se pouzivaji fluorochromy,
enzymy, které lze detekovat kolorimetrickou katalytickou reakci, kovy, radioisotopové

prvky a dal$i molekuly umozilujici vizualizaci

protilatka proti
antigenu
54 g

vizualizaéni molekula

Q A antigen

Obr. 2. Pfimy zpusob znaceni antigenu specifickou protilatkou proti antigenu. Na

protilatku je navazana vizualizaéni molekula [Polak, Van Noorden, 2003].

Piimou metodu lze pouzit tehdy, pokud je antigen ve tkdni pfitomen

v dostatecné vysoké koncentraci. Pro pouziti na parafinovych fezech je tato metoda
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malo citlivd. V téchto pfipadech se signal zesiluje nepiimym systémem detekce

antigenu.

2.1.8.2 Neprimy detekéni systém

Postupnym upravovanim pifimé metody vyvinuli Coons a jeho spolupracovnici
vroce 1955 dodnes velmi rozsifenou metodu neptimého znaceni protilatky [Coons, et
al., 1955].

Zesileni signdlu pomoci nepfimého detekéniho systému ma vice neZ jeden
stupenn detekce. Primarni protilatka proti antigenu neni oznacena vizualizacni
molekulou, ale nejprve se na ni navaze protilatka sekundarni. Sekundérni protilatka je
vytvofena proti Ig zvifeciho druhu, ktery byl pouzit pro ziskani primarni protilatky. Na

sekundarni protilatku je navazana vizualiza¢ni molekula (obr. 3).

vizualizaéni molekula

sekundarni protilatka

primarni protilatka proti
antigenu

”
antigen \‘Q 3

Obr. 3. Nepfimy (dvojstupriovy) detekéni systém znacni antigenu pfislusnou protilatkou,
ktera je dale detekovana pomoci specifické protilatky sekundarni. Sekundarni protilatka je

oznacena vizualizaéni molekulou [Polak, Van Noorden, 2003].

Existuji 1 dal$i systémy vice nez dvojstupnové. Nejpouzivangjsi tiistupfiovou
metodou je vyuziti komplexu avidin-biotin, kdy je na sekundarni protilatku navézan

biotin, na ktery se ve tfetim stupni navdZe avidin s vizualizatni molekulou. Tento
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systém zavedli v roce 1979 Guesdon, Ternynck a Avrameas [Guesdon et al., 1979, Hsu,
etal., 1981].

Biotin (vitamin H) je mozné detekovat pomoci avidinu (obr. 4). Avidin je
glykoprotein vajecného bilku, ktery ma silnou afinitu k biotinu. Biotin mlze navazat az
¢tyfi molekuly avidinu.

Jako alternativu k avidinu lze pouZzit streptavidin ziskany z bakterie
Streptococcus avidinii.

Jesté vétsi amplifikace signalu je mozné dosahnout pomoci tyraminu (TSA)

[Bobrow, et al., 1989, Kohler, et al., 2000].

vizualizaéni molekuly
avidin

vazebné
misto biotinu

t/

sekundarni protilatka

antigen primarni protilatka proti

SR Q Q antigenu

Obr. 4. Antigen je detekovan specifickou nekonjugovanou primarni protilatkou. Ta je
dale detekovana pfislusnou protilatkou sekundarni konjugovanou biotinem. V dalSim kroku je

biotin detekovan avidinem s navazanou vizualiza¢ni molekulou [Polak, Van Noorden, 2003].

Sensitivnéj$i neZ trojstupniovy systém avidin-biotin je dvojstupniovy systém, kde
jsou na sekundarni protildtku navazany polymerni fetézce nesouci velké mnozstvi
vizualiza¢nich molekul (EnVisionTM, od firmy Dako; ImmPRESS™ kit, Vector nebo
vice stabilni PowerVision™™, Immunovision Technologies) [Vyberg, Nielsen, 1998, Shi,

etal., 1999].
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Signal lze také amplifikovat pomoci tercidlni protilatky, proti Ig zvifete, které
bylo pouzito pro ziskani protilatky sekundarni ¢i pomoci protilatky proti vizualiza¢ni

molekule.

2.1.9 Vizualiza¢ni molekuly

Pro kone¢né znaceni piimé i nepifimé metody se pouzivaji vizualiza¢ni molekuly
nejcastéji fluorochromy nebo enzymy.

Fluorochromy jsou molekuly schopné absorbovat svétlo ptislusné vinové délky,
excitovat elektron a pfi jeho navratu do zékladniho stavu emitovat zafeni o vétsi vinové
délce.

Znaceni fluorochromy zavedl Coons vroce 1941, kdyz pouzil molekulu
fluoresceinu isocyanatu [Coons, ef al., 1941]. Tento zpisob vizualizace je pouzivan do
dne$ni doby, fluorescein isocyanat ale byl nahrazen molekulou fluoresceinu
isothiocyanatu (FITC), ktery se dobie spojuje s protilatkou a je stabilng;si [Riggs, et al.,
1958]. Dalsi casto pouzivané fluorochromy jsou tetrarhodamin isothiocyanat (TRITC),
texaskd cCerven (Texas red), 7-amino-4-methylkumarin-3-kyselina octovda (AMCA),
cyaniny, napt. Cy3 (indokarbocyanin), Cy5 (indodikarbocyanin) a dalsi. Fluorescen¢ni
vizualizace je vyhodnd v tom, Ze je moZno pfi uziti dvou ¢i vice protilatek na jednom
preparatu sledovat kazdou z protildtek samostatné (s pouzitim piislusené¢ho filtru),
obrazy pak jednotlivé skladat, coz umoznuje napf. moznost piesného uréeni vzajemné
lokalizace sledovanych epitopti (event. jejich kolokalizaci).

Informaci o vnitinim uspofadani bunky lze ziskat pomoci specifické vazby
ne¢kterych  fluorochromi na jednotlivé c¢asti bunky. DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindol) a ethidium bromid se vaze na DNA a RNA, Hoechst (bisbenzimidin) a
propidium jodid se vaze na DNA.

Dal$im ve vyzkumu pouzivanym fluorochromem je zeleny fluorescenéni protein
(GFP), ziskany z meduzy Aequorea victoria.

Enzymové kone¢né znaceni bylo piivodné vyvinuto na zékladé detekce vyskytu
pfirozenych enzymii ve tkani pomoci histochemickych metod. Prvnim enzymem

navazanym na protilatku, ktery byl pouzit, byla kienova peroxidasa (HRP). Tento
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zpusob znaceni vyvinuli v roce 1966 Nakane a Pierce [Nakane, Pierce, 1966], a zaroveil
ve Francii Avrameas a Uriel [Avrameas, Uriel, 1966]. Dalsi enzymy, které jsou
pouzivany: alkalicka fosfatasa (AP) [Masson, Sammons, 1978], glukosooxidasa [Suffin,
1979], a B-galaktosidasa [Bondi, ef al., 1982].

Nékteré tyto enzymy se prirozené vyskytuji v urcitych tkdnich, kde je nutna
jejich inaktivace jesté pfed navazdnim znacené protilatky.

Peroxidasovou endogenni aktivitu lze blokovat peroxidem vodiku ve vhodné
koncentraci. Pro blokaci endogenni peroxidasy v erytrocytech, neutrofilech a
makrofazich je mozné pouzit jodistan a borohydrat [Heyderman, 1979], methanol a
ferrikyanid sodny [Straus, 1971] nebo fenylhydrazin [Straus, 1972].

Pii pouziti AP se endogenni aktivita blokuje lewamisolem [Ponder, Wilkinson,
1981].

Peroxidasa muize oxidovat rizné substraty, které slouzi jako donory elektrond.
Substrat se zméni v disledku oxidace na barevny produkt. NejpouzivanéjSimi substraty
jsou 3,3-diaminobenzidin tetrachlorid (DAB) [Graham, Karnovsky, 1966] a
3-amino-9-etylkarbazol (AEC) [Graham, ef al., 1965].

Substraitem pro AP miize byt napf. smés chromogennich substrati BCIP
(5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat) a NBT (nitrotetrazoliova modr).

Glukosooxidasa (GOD) je bézné dostupna z plisni Aspergillus niger nebo
Penicillinum notatum, ve tkani savcl se nevyskytuje, neni nutné tedy pocitat
s endogenni aktivitou. Nevyhodou je vSak o fad niZsi citlivost ve srovnani s HRP.

B-galaktosidasa z E. coli pti pH 7-7,5 neinterferuje s p-galaktosidasou savcd,

kterd ma optimalni pH 5,5-6.

2.2 In situ hybridizace (ISH) mRNA

Metodu ISH vyvinuli v roce 1969 Pardue a Gall [Gall, Pardue, 1969, Pardue,
Gall, 1969] a nezavisle na nich John [John, et al., 1969]. Tato metoda umoziuje obecné
detekovat nukleovou kyselinu urc¢ité sekvence v tkdni, bunikdch a dokonce i na

subcelularni trovni v chromosomech.
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Toho se vyuzivda zejména pii tvorbé chromosomalnich map, analyze
chromosomalni struktury a aberaci, studiu struktury, funkce a vyvoje chromosomil a
genomd, urcovani pohlavi, detekci a analyze vird a bakterii a detekci mRNA,

Metodou in situ hybridizace mRNA lze detekovat mRNA, kterd slouzi jako
podklad k syntéze ptisluSného proteinu. Timto zplisobem je mozné ovéftit expresi
daného genu.

Princip metody spociva ve specifické vazbé basi pripravené DNA nebo RNA
sondy s komplementarnimi basemi detekované nukleové kyseliny (vzniku hybridu)
v mist¢ jejiho pfirozeného vyskytu.

Nevyhodou metody ISH mRNA je pomérné dlouhy pracovni postup, ktery
vyzaduje pfisné pracovni podminky zabranujici degradaci RNA. Dalsi vyznamnou
nevyhodou miize byt rizny polocas rozpadu mRNA a proteinu, takze prestoze je
v burice aktivni protein, mRNA jiz nemusi byt detekovatelnd. Nebo naopak, vzhledem
k moznym posttranskripénim, translaénim a posttranslaénim regulacim, nemusi

pfitomnost mRNA nutné znamenat, Ze je protein syntetizovan.

2.3 Transkrip¢ni faktor c-Myb

c-Myb je transkripcni faktor patfici do rodiny Myb proteinii. Myb je akronym
odvozeny ze slova myeloblastosis, star§iho vyrazu pro leukémii. U obratlovct patii do
této rodiny jesté A-Myb a B-Myb.

Rodina proteintt Myb je definovana pfitomnosti Myb DNA vazebné domény
s motivem Sroubovice-otacka-Sroubovice (helix-turn-helix). Tato doména se sklada ze
tiech usekti o délce 51-53 AK (aminokyselin), které jsou zodpovédné za rozpoznavani
specifické sekvence DNA [Ibanez, Lipsick, 1988]. Protein c-Myb mé molekulovou
hmotnost 75 kDa, u kufete, mysi i ¢lovéka je popsdna v nékterych tkanich i jeho
isoforma o molekulové hmotnosti 89 kDa, vznikla alternativnim sestiihem mRNA.

Jako transkripéni faktor s DNA vazebnou doménou je c-Myb typicky jaderny
protein, u né¢kterych bunécnych typt je ale popisovan i v cytoplasmé [Kopecki, ef al,

2007].
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c-myb byl poprvé identifikovan ve zkracené formé onkogenu v-myb (viral) viru
ptaci myeloblastosy (avian myeloblastosis virus — AMV). AMV zplisobuje rychlou
smrtelnou monoblastickou myeloblastosu (leukémii) u kutat [Hall et al., 1941, Roussel
etal., 1979].

Pozdéji byl objeven c-myb jako celularni (bunécny) protoonkogen v-mybu.
DalSim poznanym genlim z této rodiny bylo pfifazeno oznaceni A a B.

c-myb patii mezi protoonkogeny. Protoonkogen je strukturni gen buiiky, jehoz
produkt se obvykle podili na regulaci zakladnich bunéénych dé&ja, jako je déleni a rust
bunék a jejich diferenciace (jsou to Casto rastové faktory ¢i receptory riistovych faktord,
transkripcni faktory a regulatory programované bunééné smrti). Z nich jsou odvozeny
onkogeny, které prostiednictvim svych proteinovych produktli (onkoproteinil)
transformuji bunky. U virovych onkogenii je protoonkogen zaclenén do genomu
retrovird a je pak také schopen transformovat buiiky.

Exprese c-myb je vysoka vnezralych buikach hematopoetického systému a
v priabéhu jejich diferenciace postupné klesd. V souvislosti stim c-myb muzeme
detekovat také u organli, ucastnicich se hematopoesy, tzn. v jatrech, ve sleziné a
v buiikach kostni dfen€. Vyznam genu c-myb pro krvetvorbu potvrzuje fenotyp mysi, u
které byly oba geny vyfazeny z funkce (knock out). Mysi, kterym chybi gen pro c-myb
umiraji kolem 14—15 embryonélniho dne (ED), pfi¢inou je tézka anémie. Obdobi 12—13
ED odpovida u mysi pfesunu krvetvorby z krevnich ostrivkl do jater, zda se tedy, ze c-
myb neni nutny pro krvetvorbu v krevnich ostriiveich (ta zacina daleko Casnégji), je ale
klicovy pro krvetvorbu v jatrech [Mucenski, et al., 1991].

Exprese c-myb mimo krvetvornou tkan byla zatim zkoumana jen omezen¢. Bylo
publikovano n¢kolika praci na mySich embryich, které byly ziskdny pomoci in situ
hybridizace v fezech s pouzitim radioaktivné znac¢ené sondy [Ess, ef al., 1999, Sitzman,
et al., 1995]. Takto ziskané cernobilé obrazky prokazuji expresi genu v nckolika
organovych systémech, jeji presnéjsi lokalizace do konkrétnich bunéénych typt v§ak na
zakladé této metody neni mozna.

Exprese genu c-myb u mysi jak je popsana ve vySe zminéné literatufe, je
uvedena v tabulce (tab. 1). Také zde plati, Ze gen je exprimovéan v nediferencovanych
bunécnych populacich a s jejich diferenciaci (ristem embrya) jeho exprese klesa a

pravdépodobné jen v mensing piipadii je zachovana i po narozeni.
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Tab. 1. Exprese genu c-myb u mysi.

stari

exprese genu c-myb u mysi [Ess, et al., 1999, Sitzman, et al.,

1995]

ED 10,5 —a dale az

jatra — krvetvorba — v prekurzorech myeloidni a erytroidni fady, ne

postnatalné v extraembryondlni krvetvorb¢é, v kostni dfeni méné, snad
pfetrvava i postnatalné v kmenovych bunkach

ED 12,5-14,5 vyvijejici se oko — nervové burky sitnice oka

ED 12-15 vyvijejici se §titna zlaza, v této dobé zacina sestup od base jazyka,

ale ne jiz u ED 16, kdy je ukoncen sestup

ED 12-18 a asi
déle

vyvijejici se thymus, exprese pretrvava v kiife zatimco ve dreni

klesa (ED 18)

ED 14 vyvijejici se zubni papila (ektomesenchymova ¢ast zubu)

ED 14,5-16 oblast ¢ichového epitelu nosni sliznice, vomeronasalni organ,
subkapsularni  ¢ast ledviny; epitel vnitintho ucha; epitel
oropharyngu; slezina

ED 14 az vyvijejici se trachea a epitel proximalnich broncht (zatimco u

postnatalné distalnich je negativni), pfetrvava kratce i postnatilné, pozdéji
mizi

ED 14-16 az GIT — krypty 1 vyvijejici se klky stfeva, klky do ED 16, krypty

postnatalné exprimuji i postnatalné

postnatalné vlasovy folikul, folikul hmatového chlupu (whisker)
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3 CILPRACE

Tato prace vychazi zkonkrétni situace vyzkumu v laboratofi molekularni
embryologie Anatomického ustavu. Diivod, pro¢ byla pfipravena vlastni anti-c-Myb
protilatka i pfesto, Ze na trhu je nckolik dostupnych komercnich protilatek napft.
polyklonalni protilatka anti-c-Myb (Santa Cruz Biotechnology), monoklonalni
protilatka anti-c-Myb (Uppstate) a anti-c-Myb/v-Myb (Abcam) byl ten, Ze Zadna z nich
na tkanovych fezech pomoci riiznych zplsobii imunohistochemického prikazu
antigenu, nepodavala ocekavany signal. Se vSemi bylo zachazeno podobnym zpiisobem
jak bude uvedeno v této praci.

K ovéfeni pouzitelnosti nové vyvinuté protilatky jsou nutné nasledujici kroky,
které zaroven predstavuji dil¢i cile této prace:

1. V prvnim kroku je tfeba ovétit vazbu protilatky s proteinem naSeho zdjmu pomoci
metody western blot (u komercnich protilatek provadi vétSinou vyrobce).

2. Druhym krokem je imunocytochemicky priikaz proteinu v bunikéach, do kterych byl
zaveden plasmidovy vektor nesouci gen pro protein c-Myb (a builky jej tedy
v nadbytku produkuji). Z nasich zkuSenosti i z literatury vyplyva, Ze priikkaz proteinu
v jednotlivych buiikach je jednodussi a spolehlivéjsi, nez jeho prikaz na
histologickém fezu tkani. Zaroven se jiz jednd o slozit€j$i systém, situaci ve tkani
mnohem bliZsi.

3. DalSim zukoll je prokézat expresi genu c-myb pomoci metody mRNA in situ
hybridizace v celych embryich a porovnat ji s jiz publikovanymi udaji. To poslouzi
k vytipovani tkani, ve kterych lze predpokladat ptitomnost proteinu c-Myb, na ktery
by se specifické protildtka méla vazat.

4. Poslednim krokem je vlastni imuhistochemické reakce na fezech celym embryem a

jeji srovnani s expresi ptislusného genu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy a pristroje

4.1.1 Chemikalie

Viz ptiloha 1.

4.1.2 Protilatky a séra

anti digoxigenin -AP Roche Diagnostics,
Svycarsko
anti-c-Myb UMG AV CR Kole¢, CR

anti-chicken-biotin (Biotin SP conjugated affini pure goat Jackson Immunoresearch,
anti-chicken IgY (IgG) H+L) USA

anti-chicken-Cy3 (Cy3 conjugated affini pure F(ab")2 Jackson Immunoresearch,
fragment donkey anti chicken IgY (IgG) H+L) USA

anti-chicken-peroxidasa (Peroxidase-conjugated afinity pure Jackson Immuno

F(ab), fragment donkey anti chicken IgY (IgG) H+L) Reasearch Lab.

BSA (hovézi sérovy albumin) Fluka, Svycarsko,

BSA (hovézi sérovy albumin) Sigma, USA

NDS (normélni osli sérum) Jackson Immunoresearch,
USA

NGS (normalni kozi sérum) Jackson Immunoresearch,
USA

NSS (normalni osli sérum) Jackson Immunoresearch,
USA

35



preimunni kufeci sérum UMG AV CR, Koleg, CR

Polyklonalni protilitka anti-c-Myb byla pfipravena pracovniky Ustavu
molekularni genetiky Akademie véd CR, pracovi§té farmy v Kol¢i imunizaci kura
domaciho (Gallus gallus) fragmentem proteinu c-Myb my$i (Mus musculus) bez DNA

vazebné domény. Z odebrané krve byla ziskdna plasma, obsahujici protilatku anti-c-

Myb.

4.1.3 Komer¢ni kity

Avidin/Biotin blocking kit
Streptavidin/Biotin blocking kit

4.1.4 Zalévaci a montovaci média

DePeX

Kaiserova glycerinova zelatina pro mikroskopii

Paraplast plus

Tissue Tek® O. C. T. Compound

Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI

4.1.5 Ostatni

Blocking reagent
extravidin-peroxidasa (Extravidin peroxidase conjugated)

GeneJammer® Transfection Reagent

Immobilon"™ PVDF Transfer Membrane, Immobilon-P
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Vector, USA
Vector, USA

Serva, Némecko
Merck, Némecko
Tyco healthcare group,
UK

Sakura Finetechnical,
Japonsko

Vector, USA

Roche Diagnostics,
Svycarsko

Sigma, USA
Stratagene, USA
Millipore, USA



membrana Millipack 0,22 um

odtu¢néné susené mléko

PageRuler™ prestained protein ladder

Prestained protein molekular weight marker

streptavidin-TRITC (Streptavidin Rhodamine (TRITC)
conjugated)

Yeast RNA

4.1.6 Roztoky a pufry

Viz ptiloha 2.

4.1.7 Biologicky material

Millipore, USA

Nestlé, Svycarsko
Fermentas, Kanada
Fermentas, Kanada
Jackson Immunoresearch,
USA

Roche Diagnostics,

Svycarsko

Metodou in situ hybridizace a imunohistochemie byla studovdna embrya

laboratorni my$i (Mus musculus) kmene C57/BL6 embryonalniho stafi (ED) 13,5-14,5.

Pro transfekci bylo pouzito populace 3T3 embryonalnich mysich fibroblastu.

V metod¢ western blot byly pouzity bakterie Escherichia coli kmen XL1-Blue a
E. coli kmen BL21 exprimujici c-Myb z vneseného plasmidu pET15B-c-mybADNA bd

nesouciho zkracenou formu genu pro c-myb (bez DNA vazebné domény).

4.1.8 Pristroje

Viz ptiloha 3.

4.1.9 Softwarové vybaveni

Windows 2000 Professional (Microsoft, USA)
Adobe Photoshop 7.0 CE (Adobe, USA)
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Cell’P 1.20 (Olympus, Soft Imaging System, Némecko)
Microsoft Office 2000 (Microsoft, USA)
Quick PHOTO CAMERA 2.0 (Olympus, Japonsko)

4.2 Uzité metody

4.2.1 Western blot

4.2.1.1 SDS elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

Bakterie E. coli kmene BL21 exprimujici zkraceny protein c-Myb a kontrolni
E. coli kmene XL1-Blue se vlozi do mikrozkumavky do vzorkového redukujiciho pufru
(2x PLB) a po dobu 5 min se denaturuji. Vzorky se skladuji pti —80 az —20 °C. Vzorky
véetnd referenénich proteinti (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) se nanesou do
jamek vytvorenych hifebenem v 5% zaostfovacim polyakrylamidovém gelu.

Elektroforesa v polyakrylamidovém gelu ve vertikdlnim uspotfaddani v Tris-
glycinovém SDS pufru se provadi za konstantniho napéti 130-150 V po dobu 90 min.
Koncentrace polyakrylamidového déliciho gelu je 10 %.

4.2.1.2 Blot a imunoreakce

Elektroblot proteini z gelu na membranu z polyvinyliden fluoridu (PVDF)
(Immobilon™ Transfer Membrane, Immobilon P) probiha v blotovacim pufru pomoci
stejnosmérného napéti o velikosti 15V po dobu 90 min v elektroforetické vané
v blotovacim modulu.

Po pfenosu se proteiny fixuji v methanolu (15 s) a nasledné¢ se nanese
pfedinkubacni smés, obsahujici 5% suSené odtu¢néné mléko a 10% normalni osli sérum

NDS) v 0,05% Tween 20 v PBS. Po pfedinkubaci, které trva 60 min se pfida protilatka
p
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anti-c-Myb v poméru 1:30 000. Inkubace s protilatkou trva 60 min. Vzorky se vyperou
3x10 min v 0,05% Tween 20 v PBS a aplikuje se sekundarni protilatka anti-chicken
konjugovana s peroxidasou (Peroxidase-conjugated AffiniPure F(ab), Fragment Donkey
Anti Chicken IgY(IgG) H+L) fedénd 1:20 000 v 5% suseném odtu¢néném mléku a 10%
NDS v 0,05% v PBS po dobu 60 min. Vzorky se vyperou 3x10 min v 0,05% Tween 20
v PBS. Peroxidasa se detekuje reakci, aplikaci roztoku s 3,3-diaminobenzidinu
tetrachloridu (DAB) po dobu 10-20 min. Po vyprani v destilované vodé se membrana

vlozi na 5 min do methanolu a necha se uschnout.

4.2.2 Imunocytologicka reakce v bunkach tkanové kultury

transfekovanych genem c-myb

Pro transfekci bylo pouzito populace 3T3 embryondlnich mysSich fibroblasti.
Transfekéni ¢inidlo (GeneJammer® Transfection Reagent) se aplikuje dle navodu. Pro
transfekci byla pouzita smés plasmidii pro expresi c-Myb a GFP zhruba v poméru 2:1.

Bunka, kterd byla UspéSné ovlivnéna transfekénim cinidlem, inkorporuje
pravdépodobné oba plasmidy a nasledné spusti produkci obou proteini (GFP a c-
Mybu). Protein GFP (zeleny fluorescencni protein) po ozéfeni svétlem ptislusné vinové
délky (395 nm) excituje zéafeni o vinové délce 508 nm (zelené¢). GFP aktivita je tak
snadno ovéftitelnym méfitkem uspéSnosti transfekce. VéEtsina bunek, které po transfekei
zacaly produkovat GFP, budou pravdépodobné produkovat i protein c-Myb.

Po odstranéni kultiva¢niho média se bunky fixuji 30 min ve 4% PFA v PBS. Po
fixaci se bunky nckolikrdt vyperou v PBS a pfiblizné 5 min permeabilizuji v PBS
s 0,05% Tritonem X-100. Nasleduje blokace ptipadnych nespecifickych vazeb v 1:10
NDS v 2% BSA pfiblizné¢ 60 min. Po té se nanese protilatka anti-c-Myb v fedéni
1:5000. Inkubace s protilatkou probihd minimalné 15 hod pfi teploté kolem 4 °C. Po
nékolika vypranich v PBS se nanese na buiiky protilatka sekundarni, kterd je oznaCena
fluorescencni znackou Cy3 (Cy3 conjugated Affini Pure F(ab"), fragment donkey anti
chicken IgY (IgG) H+L). Bunky se po skonceni reakce a po vyprani v PBS zamontuji
do média pro fluorescenci, které obsahuje jaderné barvivo DAPI, vazici se na DNA a

RNA (Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI).
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Fluorescen¢ni znaceni bun¢k je detekovano pomoci inversniho mikroskopu se

sestavou vhodnych filtrt (tab. 2).

4.2.3 Imunohistochemie v tkafiovych Fezech

4.2.3.1 Fixace a dalSi zpracovani tkané

4.2.3.1.1 Fixace paraformaldehydem a zaliti do kryoprotektivniho média

Embrya se odebiraji do zkumavek a fixuji se 4% parafomaldehydem v 0,1 M
K-fosfatovém pufru (KFP) 2 hodiny nebo 15 hod pii teploté 4 °C. Pti teploté 4 °C se
provadi také dalsi zpracovani tkané. Tkan se pere v 0,1 M KFP po dobu minimalné
3x10 min. Nasleduje prosyceni 7,5% sacharosou v 0,1 M KFP po dobu n¢kolika hodin
nebo pfes noc, prosyceni 15% sacharosou pies noc a 30% sacharosou nejlépe pies noc
nebo do doby nez embrya klesnou na dno zkumavky. Tkan se zalije do
kryoprotektivniho média (Tissue Tek O. C. T. Compound) a rychle se nechd zmrazit za
pomoci tekutého dusiku. Vzorky se uchovavaji v -20 °C. Blocek s tkdni se nakraji
pomoci kryocutu pii -20 °C na podlozni skla pfedem potazend 0,01% poly-L-lysinem.
Rezy se kraji silné 5 um. Na skla nakrajend tkan se nechd uschnout pfi laboratorni
teploté¢ (LT) pfiblizn€ 2 hodiny nebo pfi teploté 4 °C, pii které se da i1 kratkodobé
(tydny) skladovat. Pro delsi skladovani se pouziva teplota -20 °C.

4.2.3.1.2 Fixace paraformaldehydem a zaliti do parafinu

Odbér se provadi do zkumavek a embrya se fixuji 4% parafomaldehydem v PBS
po dobu 2 hod nebo 15 hod, fixace probiha pfi 4 °C. Po té se tkan vypere v PBS a
odvodni se vzestupnou ethanolovou fadou (30, 50, 60, 70, 80, 90, 96, 100% ethanol).
Doba odvodilovani zéavisi na velikosti embrya. Pro my$i embryo staii ED 13,5 se

aplikuje kazdy stupeii ethanolu po dobu 50 min, pro ED 14,5 po dobu 70 min.
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Tkan se odvodnuje nejlépe pii teploté 4 °C. Po odvodnéni nasleduje prosyceni
benzenem pii LT po dobu 3x10min. Pak nasleduje prosyceni parafinem (Paraplast plus)
v termostatu pii teplot€ 5658 °C po 30 min se parafin vyméni a dale se prosycuje
2x60 min. Tkan se pak zaléva do parafinu (Paraplast plus) do ptipravenych forem,
necha se vychladnout a ulozi se do 4 °C.

Tkéan se kraji pomoci mikrotomu na 6 pm fezy. Rezy se natahuji na podlozni
skla predem potazend 0,01% poly-L-lysinem, pomoci destilované vody nanesené na
skla pfi teploté kolem 42 °C. Kdyz jsou fezy narovnané, voda se necha vychladnout a
odstrani se pomoci papirovych ubrouskii. Rezy se vysusi pii 37 °C na ploténce a dale se
susi pti 42 °C n&kolik hodin nebo pies noc. Rezy se miizou dlouhodobé skladovat pi

laboratorni teplote

4.2.3.1.3 Fixace dle Serry a zaliti do parafinu

Odbér se provadi do zkumavek a embrya se fixuji po dobu 2 hod nebo 15 hod,
fixace probiha pfi teploté 4 °C.

Vzhledem k tomu, Ze fixativum dle Serry obsahuje 60% ethanol, odvodiuje se
tkan od 70% ethanolu. DalSi postup odvodnéni a nasledné zaliti do parafinu je stejny

jako u fixace paraformaldehydem.

4.2.3.1.4 Fixace methacarnem a zaliti do parafinu

Methacarnem se tkan fixuje 24 hod [Lukas, et al., 1997]. Tkan se vypere ve
100% ethanolu a prosyti se benzenem 3x10 min. Dalsi postup zaliti do parafinu je stejny
jako u fixace paraformaldehydem.

4.2.3.2 Odparafinovani a rehydratace tkané

Parafinové fezy se zbavuji parafinu v organickém rozpoustédle (Bio-clear) po

dobu 5x5 min. Potom se fezy rehydratuji pomoci sestupné ethanolové tady (100, 96, 80,

41



70% ethanol) a destilované vody po 3—5 min. Nasleduje prani v PBS 10 min a prani v
detergentu 0,05% Tween 20 v PBS 5 min a kone¢né prani v PBS.
Tkan, kterd byla zalita do kryoprotektivniho média se pouze vypere 3x10 min

v PBS.

4.2.3.3 Zpristupnéni antigenu

4.2.3.3.1 Zpristupnéni antigenu pomoci mikrovinné trouby

Podlozni skla s fezy se vlozi do plastikové kyvety s citratovym pufrem, pH 6
nebo 0,05 M Tris-HCL, pH 8 a pti vykonu 750 W (teplota pufru je pak 100 °C) se
pusobi mikrovinnym zétfenim po dobu 5x5 min v mikrovinné troubé pro domaci pouziti
(frekvence 2,45 GHz, tedy vinova délka mikrovin je 12,24 cm). Potom se roztok necha
vychladnout asi 20 min a fezy se vypiraji v PBS a v 0,05% Tween 20 nebo 0,1% Triton
X-100 v PBS 10 min.

42.3.3.2 Zpristupnéni antigenu pomoci zvySené teploty ve vodni lazni

Do vodni 1azné pii teploté 100 °C se vlozi podlozni skla s fezy v plastikové
kyveté s pufrem 0,05 M Tris-HCI, pH 8. Teplota pufru ve vodni 1azni je tedy ptiblizné
70 °C. Proces probihd 30 min. Po vychlazeni pufru se fezy vypiraji 10 min v PBS s
0,1% Tritonem X100 a v PBS.

4.2.3.3.3 Zpristupnéni antigenu pomoci tlakové nadoby

Tkanové fezy se vlozi do kyvety s destilovanou vodou a 30 min se vaii v tlakové

nadobé.

4.2.3.4 Blokace endogenni peroxidasy
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Blokace endogenni peroxidasy se provadi v 0,6% H,O, v PBS. Tkai se blokuje
25-30 min. Po té se tkan vypere 2x5 min v PBS a permeabilizuje v 0,05 % Tween 20
v PBS.

4.2.3.5 Blokace nespecifickych vazeb

Pro blokaci nespecifickych vazeb se pouziva 2,5% BSA v PBS a 15-50% sérum
z druhu zvifete, ktery byl imunizovan pro tvorbu sekundarni protilatky (tzv.
pfedinkubacni smés).

Tkan se blokuje minimaln¢ 90 min.

4.2.3.6 Blokace endogenniho avidinu/streptavidinu a biotinu

V ptipadé zesilovani signdlu pomoci avidin (streptavidin)/ biotinového systému
se tkan blokuje avidinem nebo streptavidinem (Avidin/biotin blocking Kkit,
Streptavidin/biotin blocking kit). Redi se 4 kapky na 1 ml pfedinkubaéni smési po dobu
minimalné 15 min. Po vyprani 3—-5x5-10 min se blokuje roztokem biotinu ve stejném

fedéni a po stejnou dobu.

4.2.3.7 Inkubace s primarni protilatkou

Polyklonélni kufeci nepfeciSténd protilatka anti-c-Myb, kterd byla ziskdna po
imunizaci kura domaciho) antigenem c-Myb, se fedi 1:50-1:20 000 v ptedinkubacni
smési (15% NS v 2,5% BSA v PBS). Inkubace s protilatkou trvd 60 min pii 27 °C a
dale jesté ptes noc (15 hodin) pii 4°C. Kontrolou ptipadné nespecifické vazby primarni
protilatky bylo pouZiti preimunniho séra ve stejném fedéni jako protilatka anti-c-Myb.
Pro ovéteni piipadné nespecifické vazby sekundarni protilatky, ptipadné nespecifické
vazby avidinu ¢i biotinu, se aplikuje misto specifické protilatky anti-c-Myb pouze
samotna predinkubacni smés. Po inkubaci se tkan dostatecné vypere (3-5x10 min) a

aplikuje se sekundarni protilatka.
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Pro ovéfeni dostatecné blokace endogenni peroxidasy se aplikuje roztok se

substratem.

4.2.3.8 Inkubace se sekundarni protilatkou

Protilatka anti-chicken konjugovand s peroxidasou (Peroxidase-conjugated
AffiniPure F(ab), Fragment Donkey Anti Chicken IgY (IgG) H+L) se fedi 1:600.

Protilatka anti-chicken konjugovana s Cy3 (Cy3-conjugated AffiniPure F(ab’),
Fragment Donkey Anti Chicken IgY (IgG) H+L) se fedi v poméru 1:500.

Protilatka anti-chicken konjugovana s biotinem (Biotin SP conjugated Affini
Pure Goat anti-Chicken IgY) 1:600.

Protilatky se fedi v pfislusné predinkubaéni smési a inkubuji se po dobu 75—

90 min a to pii LT.

4.2.3.9 Zesileni pomoci avidin-biotin systému

Po inkubaci protilatkou anti-chicken konjugovanou s biotinem (Biotin SP
conjugated Affini Pure Goat anti-Chicken IgY) se tkdn nckolikrat vypere v PBS (3—
5x5-10 min) a nasleduje inkubace s avidinem (streptavidinem), ktery se na biotin pevné
vaze. Pro fluorescencni detekci se pouZzije streptavidin konjugovany s TRITC v fedéni
1:300. Pro detekci ve viditelném spektru extravidin konjugovany s peroxidasou v fedéni

1:100 v ptedinkubacni smési. Inkubace za laboratorni teploty trva 25-30 min.

4.2.3.10 Fluorescencni znaceni, jaderné znaceni, montaz a detekce

Pokud je koncovou znackou fluorochrom, tkan se vypere v PBS a zamontuje se
do média pro fluorescenci, které obsahuje jaderné barvivo DAPI, vazici se na DNA a
RNA (Vectashield mounting medium for fluorescence with DAPI).

Fluorescen¢ni znaceni je detekovano pomoci mikroskopu se sestavou vhodnych

filtrd: (tab. 2).
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Tab. 2. Charakteristiky pouzitych fluorochromu

absorbcni maximum emisni maximum
fluorochrom barva
(nm) (nm)
DAPI modra 359 460
GFP zelena 395 508
Cy3 Cervenda 552 565
TRITC éervena 555 580

4.2.3.11 Detekce navazané peroxidasy

Kone¢né znafeni reakce pomoci sekundarni protilatky nebo extravidinu
konjugovanymi s peroxidasou se dale detekuje histochemickou reakei s roztokem 3,3-
diaminobenzidin tetrachloridu (DAB), ktera trva 10 min. Rezy se po reakci vyperou v

destilované vodé.

4.2.3.12 Dobarveni jader pro optickou mikroskopii, montaz

Tkan se dobarvi hematoxylinem (hematoxylin Mayertv) 10-20 s, piipadné se
diferencuje kyselym ethanolem nékolik sekund a vypere se v tekouci vodé 5-10 min. Po
té se tkanové tfezy odvodni vzestupnou fadou ethanolli a po dobu 5 min se projasni

v karbolxylenu. Nakonec se jeSté projasni 2x3 min v xylenu a fezy se zamontuji krycimi

skly pomoci média DePeX.

4.2.4 In situ hybridizace mRNA

4.2.4.1 Sterilizace a minimalizace mozZnosti degradace RNA
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Prace s RNA je velmi naro¢na vzhledem k nestabilit¢ RNA a vSudypfitomnym
RNasam, které ji degraduji. RNasy si zachovavaji svou aktivitu i po dlouhém vateni a
autoklavovani.

Pro praci s RNA se stale pouZzivaji sterilni rukavice nebo rukavice oSetfené
ptipravky s denaturacnimi schopnostmi naptf. 0,1% SDS (dodecyl siran sodny).
0,1% SDS se v prab&hu prace oSetiuji také pracovni plochy.

K praci se pouzivaji komer¢ni sterilni pomicky na jedno pouZiti (plastikoveé
zkumavky, mikrozkumavky, pipety apod.). Nadobi a pouzivané ndastroje se myji
v laboratorni myc¢ce a oplachuji se v destilované vode¢, ususi se pii 120 °C 2 hod, zabali
se do vhodnych obalovych materidlli jako je alobal a sterilizuji se v termostatu pii 180—
200 °C 2—4 hod. Nastroje se jesté bali do materidlli propoustéjicich paru a autoklavuji
se. Autoklavovani probihd pii teploté¢ 121 °C min po dobu 20 min a pfi tlaku 200 kPa
(2 atm) nebo pii odpovidajici teploté, tlaku a expozici sterilizace. Autoklavuje se i
nadobi, které nelze sterilizovat horkym vzduchem v termostatu.

Roztoky se pripravuji zcCistych chemikalii a zvody oSettené DEPC
(diethylpyrokarbonat) a pak jsou autoklavovany. Urcité roztoky se neautoklavuji (napf.
roztoky obsahujici SDS). VSechny operace stkani a s pouzivanymi reagenciemi se

provadeéji v chladu.

4.2.4.2 In situ hybridizace mRNA c-myb v celych embryich

Pro praci se pouzivaji sterilni pipety, nastroje a nddobi a dodrzuji pfisné
podminky, zabraiiujici kontaminaci RNasami, a to az do prani po hybridizaci.

Embrya se odebiraji do sterilnich plastikovych mikrozkumavek. Odebrana tkan
se fixuje 4% PFA v PBT pies noc pii 4 °C.

Tkan se pere v PBT 2x10 min pfi 4 °C, pfi houpéani. Déle se tkan dehydratuje s
50% methanolem v PBT 10 min a 100% methanolem 2x10 min, endogenni fosfatasa se
blokuje v 6% peroxidu vodiku fedéném v methanolu po dobu 30 min, po té se znovu
vypere ve 100% methanolu 10 min. V této fazi po nebo uz pied blokaci peroxidem
vodiku je mozné tkan nckolik tydnli uchovavat pfi —20 °C (v methanolu, piipadné
ethanolu) [Rosen, Beddington, 1993]. Nasledné se tkan rehydratuje s 50% methanolem
v PBT 10 min a PBT 10 min.
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Embrya se natravuji proteinasou K v koncentraci 20 pg/ml [Panoskaltsis-
Mortari, Bucy, 1995] pfi laboratorni teploté (LT) a 37 °C [Correia, Conlon, 2001] aby
se usnadnila penetrace sondy do tkanég dle stari (velikosti) embrya. Pro mysi embryo ED
13,5 po dobu 36 min pti LT, pro ED 14,5 po dobu 36 min pii LT a zaroven jest¢ 10 min
pfti teploté 37 °C.

Tkan se vypere vPBT Smin a refixuje se 4% PFA VPBT s
0,25% glutaraldehydem, n€kolikrat se vypere v PBT a aplikuje se hybridiza¢ni smé&s pti
70 °C a pti houpani. Po 1-2 hodinach se hybridiza¢ni smés vymeéni a druhy den se ptida
protismyslna (antisense) sonda proti genu c-myb o délce 1100 basi a koncentraci
60 ng/ml. Pro negativni kontrolu se ve stejné koncentraci pfidd smyslné (sense) sonda.
Hybridizace se provadi pfi 65 °C po dobu 60 hod. Hybridiza¢ni smés se sondou se
odsaje a uchovéa se pro piipadné dalsi pouziti pti -20°C. Tkan se po hybridizaci vypira
v 2x SSC pii 70 °C 20 min, 2x SSC s 0,2% CHAPS pfi 70 °C 3x20 min a 0,2x SSC s
0,2% CHAPS 3x 20 min. Nésledujici histochemicka reakce by méla probihat ve
sklenénych nddobkéch, protoze v plastikovém nadobi mlze dojit ke vzniku srazenin
[Wilkinson, Nieto, 1993]. Nasleduje prani v KTBT 2x10 min a 2—4 hod blokace
ptipadnych nespecifickych vazeb 15% normalnim oslim sérem (NSS) v KTBT. NSS
bylo tepeln¢ inaktivovdno 5 min pii 65 °C. Po blokaci se aplikuje protilatka proti
digoxigeninu konjugovana s alkalickou fosfatasou (anti-digoxigenin-AP) (koncentrace
750 U/ml) v fedéni 1:2 500 v 15% NSS v KTBT, inkubuje se pfes noc na rotatoru pfi
4 °C, po té se tkan pere pfiblizné 5x v intervalu 1-2 hodin a déle pfes noc. Dalsi den se
vypere v alkalickém pufru NTMT 2x15 min pfi laboratorni teploté, barvi se ve tmé
pfidanim substrati BCIP a NBT do NTMT za kontroly pod prepara¢nim mikroskopem
po dobu né€kolik hodin. Po vybarveni se barvici reakce zastavi v PBS a fixuje se v

4% PFA v 1x PBS. Vzorky lIze ve fixativu dlouhodobé skladovat pti 4 °C.

42.4.2.1 Nakrajeni tkané a dobarveni jader po ISH mRNA

Vzorky se vyperou v PBS nebo 0,1 M K-fosfatovém pufru (KFP). Nasledn¢ se
nékolik hodin nebo ptes noc prosycuji postupné 7,5, 15 a 30% sacharosou v 0,1 M KFP.
Po prosyceni se zalije tkan do kryoprotektivniho média (Tissue Tek O. C. T.

Compound) za velmi nizké teploty pomoci tekutého dusiku. Tkéan se nakrdji na
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mikrotomu na fezy silné 1220 pum na podlozni skla. Rezy se nechaji pii laboratorni
teploté¢ 1-2 hod schnout.
Rezy se dobarvi jadrovou ¢erveni (20 s) a zamontuji se do média rozpustného ve

vodé (Kaiserova glycerinova Zelatina pro mikroskopii).

48



5 VYSLEDKY

5.1 Specifita protilatky anti-c-Myb testovana metodou
western blot

Otiskem proteinii po elektroforese pomoci metody western blot a néaslednou
aplikaci protilatky anti c-Myb byla ovétena specifita vazby s proteinem c-Myb (obr. 5).
Protein c-Myb, respektive jeho ¢ast bez DNA vazebné domény, byl syntetizovan
pomoci plasmidu pET15B-c-mybADNA bd genu pro c-Myb vneseného do bakterie E.
coli BL21.

anti-c-Myb preimunni sérum
kDa 1 2 3 1 2 3

170
130

100

72

60-62
55

40

Obr. 5. Vysledek metody western blot, vlevo s inkubaci protilatkou anti-c-Myb, vpravo
s preimunnim sérem. 1) Marker (PageRuIerTM Prestained Protein Ladder) o znamé molekulové
hmotnosti (kDa). 2) c-Myb produkovany bakterii E. coli BL21. 3) E. coli XL1-Blue bez produkce
c-Mybu (negativni kontrola). Inkubace s protilatkou anti-c-Myb (vlevo) pozitivni ve sloupci 2 tzn.
c-Myb produkovany bakterii E. coli BL21, ktery ma pfedpokladanou molekulovou hmotnost
pfiblizné 60 a 62 kDa.
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ProtoZe vneseny plasmid koéduje netiplnou sekvenci c-myb bez DNA vazebné
domény, méla byt molekulovd hmotnost takto syntetizovaného (neuplného) proteinu
c-Myb nizsi (priblizné 60 kDa) nez molekulovd hmotnost celého proteinu (75 kDa). Ve
vysledku imunoreakce s protilatkou anti c-Myb byly odecteny 2 pozitivni prouzky
pfiblizné o molekulové hmotnosti 60 a 62 kDa. Druhy prouzek o niz$i molekulové
hmotnosti je pravdépodobné degradacnim produktem fragmentu c-Myb. Reakce
s preimunnim sérem byla negativni. Negativni byla i inkubace protilatky i preimunniho

séra s lyzatem bakterii E. coli XL1-Blue bez vlozeného plasmidu.

5.2 Pouziti protilatky anti-c-Myb pro imunocytochemii

Pomoci transfekéniho ¢inidla (GeneJammer® Transfection Reagent), byla
provedena transfekce mysich embryondlnich fibroblasti smési plasmidi s geny pro GFP
a c-Myb v poméru 2:1. VétSina bunék, které po transfekci zacaly produkovat GFP by
zaroven méla produkovat i protein c-Myb.

Transfekované fibroblasty byly po 30 min fixaci 4% PFA v PBS inkubovany 15
hod pfi teploté 4 °C s protilatkou anti-c-Myb (obr. 6) a také s preimunnim sérem jako
negativni kontrolou (obr. 7). Pro negativni kontrolu ptipadné nespecifické vazby
sekundarni protilatky, byly buiiky inkubovdny pouze v pfedinkubacni smési (obr. 8).
Obé¢ negativni kontroly byly bez nezadouci nespecifické reakce. Protilatka anti-c-Myb
vykazovala jasnou silnou pozitivitu v reakci s transfekovanymi buiikami pfifedéni

1:5 000.
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Obr. 6. Anti-c-Myb (Cy3-Cervena). Jadra jsou oznacena DAPI (modra) Pfi slozeni obrazku

s lokalizaci GFP (zelena) (obrazek vpravo), je vysledna kolokalizace c-Myb a GFP (oranzova).

Obr. 7. Preimunni sérum (Cy3-Cervena) je negativni, pomoci DAPI (modfe) jsou znazornéna

jadra. Zelené (GFP) jsou oznaceny c-Myb transfekované bunky.

Obr. 8. Negativni kontrola pro detekci nespecifické vazby sekundarni protilatky oznacené Cy3
(Cervena) a pfipadnou autoflourescenci. Zelené (GFP) jsou oznaceny c-Myb transfekované

bunky.
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5.3 In situ hybridizace mRNA c-myb

Pomoci in situ hybridizace v celych embryich byla ovéfena lokalizace genu
c-myb vcelych mySich embryich staiti ED 13,5-14,5. S pouzitim protismyslné
(antisense) c-myb sondy byla detekovdna pozitivita v jatrech a distalni Casti prsth
koncetin u mys$i ED 13,5 (obr. 9) a 14,5 (obr. 10). Tyto tkané byly v reakci s negativni

kontrolou se smyslnou (sense) c-myb sondou negativni.

Obr. 9. ED 13,5 Obr. 10. ED 14,5

Obr. 9 a 10. Cela embrya po reakci ISH mRNA c-myb ED 13,5 (obr. 9) a ED 14,5 (obr. 10)
s pozitivitou v distalni ¢asti prstd koncetin a v jatrech (Sipky).

Embrya ED 13,5 byla po ukonc¢eni reakce ISH pievedena do kryoprotektivniho
média, nakrajena a dobarvena jadrovou cerveni (obr. 11-18). Cilem bylo 1épe srovnat
tyto vysledky s vysledky, které byly publikovany a které byly ziskany na fezech, nikoliv
v celych embryich. Pozitivita v fezech byla detekovdna v nervovych buiikéch sitnice
oka (obr. 11 a 12), v nasélni oblasti, ve vyvijejicim se vomeronasalnim organu (obr.13—
15), ve folikulu hmatového chlupu (obr. 16 a 17) a v subperitonedlni ¢asti jater (obr.

18). Hloubéji ulozené tkané u nichz byla také popsana exprese c-myb byly bez signalu.
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Obr. 11. Pozitivni vysledek ISH mRNA c-myb (modra) v nervovych burikach sitnice oka. embrya
mysi ED 13,5. Jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.

nervové buiiky sitnice

Obr.12. (detail obr. 11) Pozitivni vysledek ISH mRNA c-myb (modra) v nervovych burkach
sitnice oka (detail) u embrya mysSi ED 13,5. Jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.
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Obr. 13 Obr. 14

Obr. 15

Obr. 13-15. Pozitivni vysledek ISH mRNA c¢c-myb (modra) v Cichové oblasti nosni sliznice
(vomeronasalni organ) u embrya mysi ED 13,5 (Sipka). Jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.
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Obr. 17. detail obr. 16

Obr. 16 a 17. Pozitivni vysledek ISH mRNA c¢-myb (modra) ve folikulu hmatového
chlupu embrya mysi ED 13,5 (Sipky). Jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.
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Obr. 18. Pozitivni vysledek ISH mRNA c¢-myb (modrd) v subperitonealni Casti jater

embrya mysi ED 13,5 (Sipka). Jadra jsou dobarvena jadrovou Cerveni.

5.4 Reaktivita protilatky anti-c-Myb v tkanovych

rezech

Vysledky ziskané pomoci ISH mRNA c-myb spolu s literarnimi tdaji slouzily
jako podklad ke stanoveni nckolika typickych, referenc¢nich Grovni fezu embrya, ve
kterych se da ocekavat pfitomnost proteinu c-Myb a které byly tedy vhodné pro
testovani imunoreaktivity anti c-Myb protilatky. Byly to:

1. transversalni fez hlavou embrya vurovni oka s pfedpoklddanymi pozitivitami:
¢ichovy epitel nosni sliznice (literarni udaje), folikul hmatového chlupu (dle
ziskanych vysledkli v této préci), vomeronasalni orgdn a retina (dle ziskanych
vysledkll popsanych v této praci a zaroven literarnich udajit)

2. transversalni fez v horni ¢asti hrudniku s predpokladanou lokalizaci proteinu c-Myb:

trachea, epitel broncht (dle literarnich tdajt)
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3. transversalni fez embryem v oblasti bfiSni dutiny s ptfedpokladanymi pozitivitami:
jatra (dle ziskanych vysledkli popsanych v této praci i literarnich udaji), slezina,
ledviny, krypty a klky stfeva (literarni udaje)

Byly vyzkouSeny rtzné zpusoby fixace, byly vyzkouseny rizné metody
zptistupnéni antigenu. Testovano bylo také zesileni signdlu pomoci avidin-biotin

komplexu (viz tab. 3). Kazda reakce byla opakovana nejméné ttikrat.

5.4.1 Fixace tkané a odhaleni antigenu

Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pomoci fixace dle Serry po dobu 2 nebol5
hod bez potieby odhaleni antigenu (obr. 19-30).

Ne tak dobry vysledek reakce byl ziskdn s pouzitim fixace tkan¢ 4% PFA po
dobu 2 hod (obr. 31-33) ¢i pomoci fixace methacarn po dobu 24 hod (obr. 34-38). Tyto
zplisoby fixace vykazovaly urcité pozadi, pomér signalu a Sumu nebyl tedy optimalni.
V ptipadé pouzité fixace pomoci 4% PFA bylo nutné odmaskovat antigen varem ve
vodni lazni v pufru 0,05 M Tris, pH 8. Srovnatelného vysledku bylo dosazeno uzitim
parafinovych i zmrazenych fezl. Struktura zmraZenych fezl byla vzdy mnohem horsi.
Pro tcely lokalizace proteinu v fezech celym embryem jsou kli¢ové parafinové tezy.

Stejny vysledek vykazovala i fluorescencné oznacena sekundarni protilatka. Jeji
pouziti vSak vzhledem k autofluorescenci tkdné, zejména jater a krevnich elementti bylo
mén¢ vhodné.

Pozitivita byla nalezena v jatrech v bunikach hematopoetické fady (obr. 22),
v nervovych bunkach retiny (obr. 29, 31, 32), ¢ichovém epitelu nosni sliznice (obr. 25,
26, 33), vomeronasalnim organu (obr. 33, 36, 38) a v krevnich buiikédch a nové téz u
skupiny bun¢k v neurdlni trubici, odpovidajici pravdépodobné pregangliovym
neuronim autonomniho systému (obr. 19, 21, 34) a nov¢ také mezi paprsky prstii (obr.
27 a 28). V ostatnich c-myb exprimujicich tkanich (bronchy, klky a krypty stfeva) vSak
pozitivita prokdzana nebyla.

Pres urcité pretrvavajici pozadi, které se nepodatilo zcela vyblokovat, lze tento

signal povazovat za specificky.
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K blokaci nespecifickych vazeb bylo pouzito 2,5% BSA a 15% normalni sérum
ze stejn¢ho druhu zvitete, ktery byl imunizovén pro vyrobu sekundarni protilatky (NGS
nebo NDS). Predinkubace s touto smési trvala vZdy minimaln€ 90 min pii laboratorni
teplote, tato smés byla pouzita pro fedéni primarni i sekundarni protilatky. Presto se
nepodafilo zcela zamezit nespecifickym vazbam a urcity Sum (pozadi) je zietelny
zejména u fixace 4% PFA a methacarnu.

Porovnavany byly tfi riizné metody zpfistupnéni antigenu. Var tkané v tlakové
nadob¢ v destilované vodé pravdépodobné uplné denaturoval epitopy ve tkani, tkan
nevykazovala Zadnou pozitivitu. Naopak po pouziti mikrovinné trouby ¢i varem ve
vodni lazni v pufru 0,05 M Tris, pH 8 byly antigenni determinanty, coZ bylo z4sadni
zejména po fixaci PFA. Struktura tkané po odmaskovani pomoci mikrovin vykazovala
urc¢ité deformace, proto byl nejlepSim zpisobem odhaleni antigenu var ve vodni lazni
v 0,05 M Tris, pH 8.

Redéni protilatky bylo stanoveno na 1:5 000~1:10 000, kdy je pomér signalu a
Sumu (nespecifické vazby) relativné optimalni. Nejlépe se osveédCila inkubace
s protilatkou v trvani 60 min pfi laboratorni teploté s nasledujici prodlouzenou inkubaci
ptes noc (15 hod) pfi teploté 4 °C.

Pti delsi fixaci tkdn¢ pomoci PFA (15 hod) se nepodafilo antigen detekovat

vubec.

5.4.2 Amplifikace signalu

Metoda amplifikace signalu zaroven zvysila také nespecifické vazby. Redéni
protilatky anti-c-Myb pak bylo vhodné zvySit v rozmezi 1:15000-1:20 000.

Amplifikace signalu zadny novy vysledek ani zietelné zlepSeni signalu nepfinesla.
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Tab. 3. Vyvojovy diagram postupu optimalizace imunohistochemické reakce prikazu anti-c-Myb

protilatky.
zptistupnéni antigenu (var |
zpusob avidin-biotin
doba fixace | ve vodni lazni v pufru vysledek
fixace systém
0,05 M Tris, pH 8)
ano +
ano
ne +
2 hod
ano -
ne
ne -
4% PFA
ano -
ano
ne -
15 hod
ano -
ne
ne -
ano +
ano
ne +
2 hod
ano +
ne
ne +
dle Serry
ano +
ano
ne +
15 hod
ano +
ne
ne +
ano +
ano
ne +
methacarn| 24 hod
ano +
ne
ne +
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26. Detail obr. 25.

nosni sliznice.

3

Obr. 28. Detail obr. 27, pozitivita mezi

prstl (Sipka).

Obr. 29. Anti-c-Myb, sitnice oka (Sipka).

Obr. 20-30. Fixace dle Serry (2 a 15 hod). Pozitivity jsou oznaeny hnédé (DAB), jadra jsou
dobarvena hematoxylinem (modra). Embrya mysi ED 13,5 (obr. 21. ED 14,5).
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Obr. 32. anti-c-Myb, nerv. buriky sitnice (Sipka).
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Obr. 33. A gichova oblast, VO.

Obr. 31-33. Fixace 4% PFA (2 hod), po zpfistupnéni antigenu. Pozitivity jsou ozna¢eny hnédé
(DAB), jadra jsou dobarvena hematoxylinem (modra). Embrya mysi ED 13,5.
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Obr. 34. Anti-c-Myb, neuralni trubic
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Obr. 34-38. Fixace methacarn (24 hod). Pozitivity jsou oznaceny hnédé (DAB), jadra jsou
dobarvena hematoxylinem (modra). Embrya mysi ED 13,5.
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6 DISKUSE

Cilem této prace bylo otestovat pouzitelnost protilatky pro imunohistochemické
znazornéni. Pfed timto ukolem stoji pracovnici imunohistochemickych laboratoii
pomérné Casto. Maji k dispozici protilatku proti antigenu svého zajmu, at’ jiz nové
piipravenou ¢i komeréné dostupnou. Velmi Casto nejsou ale k dispozici dalsi tidaje, jako
pouzitelnost pro jiné metody nez je western blot (imunoprecipitace, imunocytochemie,
imunohistochemie), tim méné piimo doporucené konkrétni protokoly, jako tomu byvéa u
n¢kterych vyzkouSenych protilatek, kdy je doporucen a vyzkousen zpisob fixace,
metoda zaliti i koncentrace protilatky.

V prvnim kroku byla ovéfena metodou western blot specifita protilatky
anti-c-Myb.

Ve druhém kroku byla demonstrovana bezproblémovost pouzitelnosti protilatky
pro imunocytochemickou reakci. Kni bylo pouzity fragmentem genu c-myb
transfekované fibroblasty. V tomto experimentalnim uspotfadani fibroblasty produkuji
ptislusny protein v daleko vétSim mnozstvi, nez by odpovidalo fyziologickym situacim,
coz muze vyznamné zjednodus$it jeho dostupnost pro vazbu s protilatkou. Nebyla
testovana linie bunék, o které by bylo zndmo, Ze produkuje spontdnné c-Myb.

Vzhledem k tomu ale, Ze vétSina té€chto linii je odvozena z malignit krevnich fad,
produkuji také c-Myb deregulované a v nadbytku. Napiiklad bunécéné linie Jurkat,
doporucena nékterymi vyrobcei protilatek jako pozitivni kontrola pro western blot, je
odvozena z T bunécné akutni lymfoblastické leukémie. Svou nadprodukci c-Myb se tyto
linie podobaji spiSe v této praci uzitém modelu, neZ bunkam in vivo produkujicim
fyziologické hladiny proteinu c-Myb.

Provedend ISH mRNA c-myb na celych embryich méla slouzit k vytipovani
tkani s o¢ekavanou pfitomnosti proteinu znazornitelnou vazbou s protilatkou. Nasledné
nakrajeni preparatu umoznilo porovnani s publikovanymi vysledky ziskanymi mRNA
ISH na tkanovych fezech. Bohuzel nevyhodou ISH na celych embryich je, Ze penetrace
sondy do hloubky tkané nebyva moc dobra. To se potvrdilo i v tomto piipad¢ a tkan

ulozena hloubégji uvnitt téla byla zcela bez signalu. Tak byly jen dilé¢im zplsobem
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potvrzeny udaje z literatury. Vyhodou ISH v celych embryich vSak je, Ze davaji dobry
souhrnny ptehled exprese. Tak bylo mozné pozorovat expresi c-myb v konceting, coz
nebylo (alespon dle dostupnych literarnich prament) jesté nikde popséano.

Dosazené vysledky pouziti protilatky na fezech nebyly zcela uspokojivé. Zadnou
z pouzitych variant fixace a zpfistupnéni antigenu a zesileni signdlu nebyly ziskany
pozitivity ve vSech tkanich, kde je popisovana exprese genu c-myb.

Pouze pfi uziti nékterych variant fixace a event. po odmaskovani antigenu byl
dosazen opakovan¢ signal, ktery lze povaZovat za specificky, prestoze byl zatizen
urCitym pozadim (nespecifickym signalem). Toto pozadi nebylo mozné Zzadnymi
zpiisoby eliminovat. O dalsi snizeni nespecifickych vazeb by bylo mozné se pokusit
purifikaci protilatky pomoci metody ionexové nebo afinitni chromatografie, pfipadné
ziskanim a pouzitim protilatky monoklonalni.

Pozitivity v nervovych buiikdch sitnici, v hematopoetickych bunikach jaterni
tkan¢, ve vomeronasalnim organu a v Cichovém epitelu nosni sliznice odpovidaji
mistiim exprese c-myb. Navic byly detekovany pozitivity v paprscich prsti a také ve
skupin€ bunck v laterdlni casti Sedé hmoty michy, odpovidajici pravdépodobné
lokalizaci pregangliovych neuronti autonomniho systému. Naopak nikdy nebyly
pozorovany pozitivity v epitelu trachey a bronchi, ve stfevé, v ledving, tedy v organech
v kterych je exprese genu také popisovana [Ess, ef al., 1999, Sitzman, et al., 1995].

Proc¢ se vysledky exprese genu c-myb a imuhistochemického znazornéni proteinu
c-Myb neshoduji ve vSech tkanich nelze zcela vysvétlit. Lze se domnivat, ze vzhledem
k mnoha moZznym urovnim posttranskripéni regulace pfitomnost mRNA v tkani nutné
neznamend, ze protein je v ni prepisovan, nebo jeho pfepis mize nastartovat az
s velkym odstupem i n€kolika dnti. Naopak populace bun¢k v nervové trubici, ktera je
znazornéna uzitim protilatky, je tvofena relativné malo pocetnou skupinou buné¢k a pti
radioaktivni mRNA ISH mohla uniknout pozornosti [Ess, ef al., 1999, Sitzman, et al.,
1995]

K dispozici neni Zzadnd piesvédCiva prace, kterd by demonstrovala
imunohistochemickou reakci s protilatkou anti-c-Myb na mysi tkéani, s kterou by bylo
mozné dosazené¢ vysledky porovnat. Existuje jen nckolik praci, vyuZzivajicich
imunohistochemii na lidském materialu, vétSinou v nadorové tkani. To muze

naznacovat nezdjem o tuto problematiku, avSak vzhledem k tomu, ze v medicinské
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databazi PubMed (Medline) je pod klicovym slovem c-Myb publikovano k dnesnimu
dni 1761 odbornych ¢lankt, zd4 se pravdépodobnéjsi, a to naznacuje i tato prace, ze je

imunohistochemicky pritkaz proteinu c-Myb velmi obtizny.

Tato prace ukazuje, ze protilatka velmi dobfe pouzitelnd pro metodu western
blot a pro imunocytochemii nemusi byt bezproblémové pouzitelna pro
imunohistochemii. Kazdé tato metoda je natolik odlisna, ze dle vysledkl jedné z nich

nelze usuzovat na obecnou pouzitelnost protilatky.
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7 ZAVER

J Metodou western blot byla ovéfena specifita protilatky anti-c-Myb.

o Protildtka je dobfe pouzitelnd pro imunocytochemii v jednotlivych
bunkach. Redéni protilatky je 1:5 000.

. Exprese genu byla ovéfena pomoci techniky in situ hybridizace (ISH)
mRNA c-myb v celych embryich. Pomoci techniky ISH mRNA byla identifikovana
jesté nepublikovanad exprese genu c-myb v distalni Casti prsti a exprese ve
folikulu hmatového chlupu jiz u embryonélniho stadia ED 13,5.

o Pomoci imunohistochemické techniky byl lokalizovan protein c-Myb
v jaternich hematopoetickych buiikdch, nervovych buinkach sitnice oka,
vomeronasalnim orgédnu, v ¢ichové oblasti nosni sliznice a také mezi paprsky prsti a

v neuralni trubici.

Pro imunohistochemicky prikaz proteinu c-Myb doporucuji na zaklad€ této
prace tento postup:

1. Fixace tkané 4% PFA v PBS musi byt kratka (2 hod), pro delsi fixace (15 az 24
hod) je vhodné fixace pomoci fixativa dle Serry a methacarnu a to pfi teploté
4 °C.

2. Nejlepsi zptsob fixace je dle Serry, kdy je pomér signalu a Sumu optimalni.

3. Protein c-Myb musi byt po fixaci 4% PFA zptistupnén nejlépe metodou varu ve
vodni 1azni v 0,05 M Tris, pH 8 po dobu 30 min.

4. Pro sniZeni nespecifickych vazeb (pozadi) se do ptedinkubacniho roztoku a
veskerych inkubaci s protilatkami pfidd 2,5% BSA a 15% normalnim sérum
druhu zvitete, ktery byl imunizovén pro tvorbu sekundarni protilatky.

5. Redéni této protilatky anti-c-Myb je 1:5000-1:10 000, v ptipadé nasledného
zesileni pomoci komplexu avidin-biotin je 1épe zvysit na 1:10 000-1:15 000.
Inkubace s protilatkou trva 60 min pfi laboratorni teploté a jeSt¢ minimalné 15
hod pfi teploté 4 °C.

Podrobny protokol viz ptiloha 4.
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Pro testovani imunohistochemické reakce s neznamou protilatkou doporucuji na
zéaklade¢ vysledki této prace tento obecny postup:

VyzkousSet rizné typy fixace (aldehydova, nealdehydova). Pouzit riznou dobu
fixace, kratsi (1-2 hod) i delsi (15-24 hod).

U protilatky o neznamé koncentraci pouzit fedéni v rozmezi 1:50 az 1:20 000.

Pfi netispéchu pouzit metodu odhaleni antigenu, ptipadné nékterou z neptimych

metod zesileni signalu reakce.

68



S LITERATURA

AVRAMEAS, S., URIEL, J. Méthode de marquage d’antigéne et d anticorps avec des
enzymes et son application en immunodiffusion. C R Acad Sci Paris Sér. 1966, no. 262,
s. 2543-2545.

BARTUNKOVA, ., et al. VysSetiovaci metody v imunologii. 1. vyd. Sv. 1. Praha :
Grada Publishing, 2005. ISBN 80-247-0691-1. Metody uzivané k vySetfovani slozek
humordalni imunity, s. 43—63.

BOBROW, M. N., et al. Catalyzed reporter deposition, a novel method of signal
amplification. Application to immunoassays. J Immmunol Methods. 1989, no. 125, s.
279-285.

BONDI, A., et al. The use of beta-galactosidase as a tracer in immunocytochemistry.
Histochemistry. 1982, vol. 76, no. 2, s. 153—158.

CATTORETTI, G., et al. Antigen unmasking on formalin-fixed, paraffin-embedded
tissue sections. J Pathol. 1993, 171, s. 83-98.

COONS, A. H, CREECH J. H, JONES, R. N. Imunological properties of an antibody
containing a fluorescent group. Proc Soc Exp Biol Med. 1941, 47, s. 200-202.

COONS, A. H., KAPLAN, M. H. Localization of antigen in tissue cells; improvements
in a method for the detection of antigen by means of fluorescent antibody. J Exp Med.
1950, vol. 91, no. 1, s. 1-13.

COONS, A. H., LEDUC, E. H., CONNOLLY, J. M. Studies on antibody production. I.
A method for the histochemical demonstration of specific antibody and its application to
a study of the hyperimmune rabbit. J Exp Med. 1955, vol. 102, no. 1, s. 49-60.

COONS, A. H., SNYDER, J. C. Localization of antigen in tissue cells; antigens of
rickettsiae and mumps virus. J Exp Med. 1950, vol. 91, no. 1, s. 31-38.

CORREIA, K. M., CONLON, R. A. Whole-mount in situ hybridization to mouse
embryos. Methods. 2001, vol. 23, no. 4, s. 335-8.

DEMARIES, S. L., RATCLIFFE, M. S. H. Cell surface and secreted immunoglobulins
in B cell development. In PASTORE, P. P., et al. Handbook of vertebrate immunology.
London : Academic press, 1998. s. 89-92.

69



ELLIAS, J. M. Immunohistopatology: A Practical Approach to Diagnosis. Chicago:
ASCP Press, 1990.

ESS, K. C, et al. Diverse developing mouse lineages exhibit high-level c-Myb expressin
in immature cells and loss of expression upon diferention. Oncogene. 1999, 18, no. 18,
s. 1108—-1111.

GALL, J. G., PARDUE, M. L. Formation and detection of RNA-DNA hybrid molecules
in cytological preparations. Proc Natl Acad Sci USA. 1969, vol. 63, no. 2, s. 378-83.
GODING, W. James. Monoclonal antibodies: Principles and practice. 3rd edition [s.L]:
Academic press, 1993. ISBN 978-0-12-2870231.

GRAHAM, R. C., LUNDHOLM, U., KARNOVSKY, M. J. Cytochemical
demonstration of peroxidase activity with 3-amino-9-ethylcarbazole. J Histochem
Cytochem. 1965, no. 13, s. 150-2.

GRAHAM, R. C., KARNOVSKY, M. J. The early stages of absorption of injected
horseradish peroxidase in the proximal tubules of mouse kidney: ultrastructural
cytochemistry by a new technique. J Histochem Cytochem. 1966, vol. 14, no. 4, s. 291—
302.

GUESDON, J. L., TERNYNCK, T, AVRAMEAS, S. The use of avidin-biotin
interaction in immunoenzymatic techniques. J Histochem Cytochem. 1979, vol. 27, no.
8,s.1131-9.

HAUSEN, P., DREYER, C. Urea reactivates antigens in paraffin sections for
immunofluorescent staining. Stain Technol. 1982, vol. 57, no. 5, s. 321-324.
HEYDERMAN, E. Immunoperoxidase technique in histopathology: applications,
methods, and controls. J Clin Pathol. 1979, vol. 32, no. 10, s. 971-8.

HOREJSI, V., BARTUNKOVA, J. Ziklady imunologie. 2. vyd. Praha : Triton, 2002.
260 s. ISBN 80-7254-215-X

HSU, S. M., RAINE, L., FANGER, H. Use of avidin-biotin-peroxidase complex (ABC)
in immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC and unlabeled antibody
(PAP) procedures. J Histochem Cytochem. 1981, vol. 29, no. 4, s. 577-80.

HUANG, S. N. Immunohistochemical demonstration of hepatitis B core and surface

antigens in paraffin sections. Lab Invest. 1975, vol. 33, no. 1, s. 88-95.

70



HUANG, W. M,, et al. Improved section adhesion for immunocytochemistry using high
molecular weight polymers of L-lysine as a slide coating. Histochemistry. 1983, vol. 77,
no. 2, s. 257-9.

HUSAIN, O. A. N, MILETT, J. A., GRAINGER, J. M. Use of polylysine-coated slides
in preparation of cell samples for diagnostic cytology with special reference to urine
sample. J Clin Pathol. 1980, vol. 33, no. 3, s. 309-11.

IBANEZ, C. E., LIPSICK, J. S. Structural and functional domains of the myb
oncogene: requirements for nuclear transport, myeloid transformation, and colony
formation. J Virol. 1988, vol. 62, no. 6, s. 1981-8.

RENSHAW, S. Immunohistochemistry: methods express series. lst edition. [s.L]:
Scion Publishing, 2007. 300 s. ISBN 1904842038.

JAURISSEN, S. H. M., VAINIO, O., RATCLIFFE, M. S. H. Avian immunology:
Leukocyte markers in the chicken. In PASTORE, P. P., et al. Handbook of vertebrate
immunology. London : Academic press, 1998. s. §1-86.

JOHN, H. A., BIRNSTIEL, M. L., JONES, K. W. RNA-DNA hybrids at the cytological
level. Nature. 1969, vol. 223, no. 5206, s. 582—7.

KAHVECI, Z., et al. A comparison of microwave heating and proteolytic pretreatment
antigen retrieval techniques in formalin fixed, paraffin embedded tissues. Biotech
Histochem. 2003, vol. 78, no. 2, s. 119-128.

KAWAL K., et al. Heat-induced antigen retrieval of proliferating cell nuclear antigen
and p53 protein in formalin-fixed, paraffin-embedded sections. Pathol Int. 1994a, vol.
39, no. 1011, s. 759-764.

KAWAL K., UMEMURA, S., TSUTSUMI, Y. Antigen retrieval by heating treatment.
Saibo (Cell). 1994b, 26, s. 152—157.

KITAMONQO, T., et al. Formic acid pretreatment enhances immunostaining of cerebral
and systemic amyloids. Lab Invest.1987, vol. 57, no. 2, s. 230-236.

KOPECKI, Z., et al. Collagen loss and impaired wound healing is associated with c-
Myb deficiency. J Pathol. 2007, no. 211, s. 351-361.

KOHLER, A., LAURITZEN, B., VAN NOORDEN, C. J. F. Signal amplification in
immunohistochemistry at the light microscopic level using biotinylated tyramide and

nanogold-silver staining. J Histochem Cytochem. 2000, no. 125, s. 279-285.

71



LARSSON, L. 1. Immunocytochemistry: Theory and practise. [s.l.] : Boca Raton FL,
CR, Press, 1988. Fixation and tissue preatreatment, s. 41-170.

LARSSON, L., I. A novel immunocytochemical model system for specificity and
sensitivity screening of antisera against multiple antigens. J Histochem Cytochem. 1981,
vol. 29, no. 3, s. 408-410.

LEONG, A. S. Y., MILIOS, J., DUNCIS, C. G. Antigen preservation in microwave-
irradiated tissues: a comparison with formaldehyde fixation. J Pathol. 1988, no. 156, s.
275-282.

LUKAS, Z., et al. Imunohistochemické metody v biologii a bioptické diagnostice. 1.
vyd. Brno : Masarykova Universita v Brné¢, 1997. s. 7-10. ISBN 80-210-0620-X.
MASSON, D. Y., SAMMONS, R. Alkaline phosphatase and peroxidase for double
immunoenzymatic labelling of cellular constituents. J Clin Pathol. 1978, vol. 31, no. 5,
s. 454-460.

MAYERS, C. P. Histological fixation by microwave heating. J Clin Pathol. 1970, vol.
23, no. 3, s. 273-5.

MILSTEIN, C., KOHLER, G. Continuos cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specifity. Nature. 1975, vol. 256, (5517), s. 495-597.

MITCHELL, D., IBRAHIM, S., GUSTERSON, B. A. Improved immunohistochemical
localization of tissue antigens using modified methacarn fixation. J Histochem
Cytochem. 1985, vol. 33, no. 5, s. 491-5.

MUCENSKI, M. L., et al. A functional c-myb gene is required for normal murine fetal
hepatic hematopoiesis. Cell. 1991, vol. 65, no. 4, s. 677-689.

MUSIL, J. Molekulové zdklady klinické biochemie. 1. vyd. Praha: Grada Avicenum,
1994. 384 s. ISBN 80-7169-056-2.

NAKANE, P. K., PIERCE, G. B. Enzyme-labeled antibodies: preparation and
application for the localization of antigens. J Histochem Cytochem. 1966, vol. 14, no.
12,5.929-31.

PANOSKALTSIS-MORTARI, A., BUCY, R. P. In situ hybridization with digoxigenin-
labeled RNA probes: facts and artifacts. Biotechniques. 1995, vol. 18, no. 2, s. 300-7.
PARDUE, M. L., GALL, J. G. Molecular hybridization of radioactive DNA to the DNA
of cytological preparations. Proc Natl Acad Sci USA. 1969, vol. 64, no. 2, s. 600—4.

72



PASHA, T., MONTONE, K. T., TOMASZEWSKI, J. E. Nuclear antigen utilizing
steam heat. Lab Invest. 1995, no. 72, s. 167A.

PERTSCHUK, L. P., et al. Estrogen receptor immunocytochemistry: the promise and
the perils. J Cell Biochem. 1994, no. 19, s. 134-137.

POLAK, J. M., VAN NOORDEN, S. Introduction to immunocytochemistry. 3rd enl.
edition. [s.L] : Bios Scientific Publisher, 2003. 176 s. ISBN 1859962084.

PONDER, B. A., WILKINSON, M. M. Inhibition of endogenous tissue alkaline
phosphatase with the use of alkaline phosphatase conjugates in immunohistochemistry.
J Histochem Cytochem. 1981, vol. 29, no. 8, s. 981-4.

PONS, C., et al. Antigen retrieval by wet autoclaving for p53 immunostaining. Appl
Immunohistochem. 1995, no. 3, s. 256-267.

PORTER, R. R. The hydrolisis of rabbit y-globulin and antibodies with crystalline
papain. Biochem J. 1959, no. 73, s. 119-26.

POZAR, D. M. Microwave engeneering. [s.l.] : Addisson-Wesley Publishing company,
1993. ISBN 0-201-50418-9.

PUCHTLER, H., et al. Methacarn (methanol-Carnoy) fixation. Practical and theoretical
considerations. Histochemie. 1970, vol. 21, no. 2, s. 97-116.

RACEK, J., et al. Klinicka biochemie. L. Houdek; J. Havlickova. 2006. pteprac. vyd.
Praha : Galén, 2006. 29 s. ISBN 80-7262-324-9.

RANDALL, T. D.,, BREWER, J. W., CORLEY, R. B. Direct evidence that J chain
regulates the polymeric structure of IgM in antibody-secreting B cells. J Biol Chem.
1992, vol. 267, no. 25, s. 18002—7.

RIGGS, J. L., et al. Isothiocyanate compounds as fluorescent labeling agents for
immune serum. Am J Pathol. 1958, vol. 34, no. 6, s. 1081-97.

ROSEN, B., BEDDINGTON, R. S. Whole-mount in situ hybridization in the mouse
embryo: gene expression in three dimensions. Trens Genet. 1993, vol. 9, no. 5, s. 162-7.
SERRA, J. A. Histochemicals tests for protein and amino acids : The characterizaiton of
basic protein. Stain Technol. 1946, no. 21, s. 5-18.

SHI, S-R., et al. Sensitivity and detection efficiency of a novel two-step detection
system (PowerVision) for immunohistochemistry. Appl Immunohistochem Mol

Morphol. 1999, vol. 7, s. 201-8.

73



SHI, S-R, COTE, R.J., TAYLOR, C. R. Antigen retrieval immunohistochemistry: past,
present and future. J Histochem Cytochem. 1997, vol. 45, no. 3, s. 327-343.

SHI, S-R., KEY, M. E., KALRA, K. L. Antigen retrieval in fomalin fixed, paraffin-
embeded tissues: an enhancemnt method for imunohistochemical staining based on
microwave oven heating of tissue section. J Histochem Cytochem. 1991, no. 39, s. 741—
748.

SITZMANN, J., NOBEN-TRAUTH, K., KLEMPNAUER, K. H. Expression of mouse
c-myb during embryonic development. Oncogene. 1995, vol. 11, no. 11, s. 2273-9.
STRAUS, W. Inhibition of peroxidase by methanol and by methanol-nitroferricyanide
for use in immunoperoxidase procedures. J Histochem Cytochem. 1971, vol. 19, no. 11,
s. 682-8.

STRAUS, W. Phenylhydrazine as inhibitor of horseradish peroxidase for use in
immunoperoxidase procedures. J Histochem Cytochem. 1972, vol. 20, no. 11, s. 941—
951.

SUFFIN, S. C., et al. Improvement of the glucose oxidase immunoenzyme technic. Use
of a tetrazolium whose formazan is stable without heavey metal chelation. Am J Clin
Pathol. 1979, vol. 71, no. 5, s. 492-496.

TAYLOR, C. R., et al. A comparative study of antigen retrieval heating methods. CAP
Today. 1995, n0. 9, s. 16-22.

VACEK, Z. Histologie a histologickd technika. 1. vyd. Praha: Avicenum, 1988. 496 s.
ISBN 08-091-88.

VOET, D., VOETOVA, J. G. Biochemie. Prof. RNDr. Arnost Kotyk. 1. vyd. Praha :
Victoria Publishing Praha, 1990. 1325 s. ISBN 80-85605-44-9.

VYBERG, M., NIELSEN S. Dextrane polymere conjugate two step visualization
system for immunohistochemistry: a comparasion of EnVision+ with two tree steps
avidin-biotin techniques. App! Immunohistochem. 1998, vol. 6, s. 3—-10.

WILKINSON, D. G., NIETO, M. A. Detection of messenger RNA by in situ
hybridization to tissue sections and whole mounts. Methods Enzymol. 1993, no. 223, s.

361-73.

74



Seznam pouzitych zkratek

Ab protilatka (antibody)

ABC avidin-biotin komplex

AEC 3-amino-9-etylkarbazol

Ag antigen

AK aminokyselina

AMCA 7-amino-4-methylkumarin-3-kyselina octova

AMV virus pta¢i myeloblastosy (avian myeloblastosis virus)
AP alkalicka fostatasa (alkaline phosphatase)

APS persiran amonny (amonium persulfate)

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

BSA hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

CCD nabojové vazany prvek (charge coupled device)

Cy3 indokarbocyanin

Cy5 indodikarbocyanin

DAB 3,3-diaminobenzidin tetrachlorid

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindol

DDT dithiothreitol

DEPC diethylpyrokarbonat

DIG digoxigenin

DMF dimethylformamid

DNA kyselina deoxyribonukleova (deoxyribonucleic acid)

ECL zesileni chemiliminiscenci (enhanced chemiluminiscence)
ED embryonalni den

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylendiamin tetraacetic acid)
ELISA enzymova analyza na  imunosorbentech  (emzyme-linked

immunosorbent assay)

FITC fluorescein isothiocyanat
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GFP
GIT
GOD
HRP
HS
Ig
ISH

KHL
LT
mRNA
MV
NA
NBT
NDS
NGS
NS
NSS
PAGE

PAP
PBS
PFA
PLB
PVDF
RIA

RNA
RNasa
SDS
TBE
TEMED

fluorescencni zeleny protein (green fluorescein protein)
gastrointestinalni trakt

glukosooxidasa

kfenova peroxidasa (horseradish peroxidase)
hybridiza¢ni smés

imunoglobulin

in situ hybridizace

K-fosfatovy pufr

dérnatka (keyhole limpet)

laboratorni teplota

mediatorova ribonukleova kyselina

mikrovinné elektomagnetické zateni o frekvenci 300 MHz-300 GHz

nukleova kyselina (nucleic acid)

nitrotetrazoliova modf (4-nitro blue tetrazolium chlorid)
normalni osli sérum (normal donkey serum)

normalni kozi sérum (normal goat serum)

normalni sérum

normalni ov¢i sérum (normal sheep serum)

elektroforesa v polyakrylamidovém gelu (polyacrylamide gel

electroforesis)

peroxidasa proti peroxidase

fosfatovy pufr (phosphate buffer saline)
paraformaldehyd

vzorkovy pufr (protein loading buffer)
polyvinyliden fluorid

imunoanalyza s pouzitim radioaktivnich
(radioimmunosorbent-assay)

kyselina ribonukleova (ribonucleic acid)
ribonukleasa

dodecyl siran sodny (sodium dodecyl suphate)
Tris-borat-EDTA

tetramethylenethylen diamin
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TRITC
tRNA
TSA

UK

UMG AV CR
VO

A%

“Iv

WM

tetrarhodamin isothiocyanat

transferova ribonukleova kyselina

amplifikace  signdlu  pomoci tyraminu (tyramine
amplification)

Univerzita Karlova

Ustav molekularni genetiky Akademie véd Ceské republiky
vomeronasalni organ

objem/objem (volume/volume)

hmotnost/objem (weight/volume)

cely preparat (whole mount)
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P¥ilohy

Priloha 1: chemikalie

agar
akrylamid
APS (persiran amonny)

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat)

benzen

Bio-clear
bromfenolova modf
CaCl,

citrat sodny

DAB (3,3-diaminobenzidin)

DDT (dithiothreitol)
DEPC (diethylopyrokarbonat)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)

ethanol

ether

ethidium bromid
fenol

formaldehyd (10%)
formamid
glutaraldehyd (25% vodny roztok)
glycerol

glycin

H,0,(30%)

H;BO;
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Roth, Némecko
Serva, Némecko
Sigma, USA
Roche Diagnostics,
Svycarsko
Lachema, CR
Bio-Optica, Italie
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Roche Diagnostics,
Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, Némecko
Lachema, CR
Lachema, CR
Serva, Némecko
Lachema, CR
CSC, CR

Fluka, Svycarsko
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma, USA



HCI (36%)

hematoxylin

heparin

CHAPS (3-((3-cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-

propansulfonat)

chloralhydrat

chloroform

imidazol (1,3-diaza-2,4-cyklopentadien)
jédrova Cerven

jodi¢nan sodny

K;HPO4

KCl

KH,PO4

kyselina citronova

kyselina octova (ledova)
methanol

MgCl.6 H,O
N,N’-methylen-bis(akrylamid)
Na,EDTA

Na,HPO,

NaCl

NBT (nitrotetrazoliova modr)

paraformaldehyd
Poly-L-lysin (0,1%)
proteinasa K

sacharosa

SDS (dodecyl siran sodny)
siran hlinity

siran hlititodraselny

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenethylen diamin)
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Lachema, CR
Loba Chemie

Fischameud, Rakousko

Sigma, USA

Sigma, USA

Litolab, CR

Sigma, USA
Sigma, USA
Edward Gurr

Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Lach-Ner
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA

Roche Diagnostics,

Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lach-Ner, CR
Sigma, USA
Lach-Ner, CR
Penta, CR

Serva, Némecko



Tris (2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol) Roche Diagnostics,

Svycarsko
Triton X-100 (t-octylfenoxypolyethoxyethanol) Sigma, USA
Tween 20 (polyoxyethylen-20-sorbitan monolaurat) Roth, Némecko
xylen Lachema, CR

Priloha 2: roztoky a pufry

Roztoky a pufry jsou pro ISH piipravené z vody oSefené DEPC a jsou zautoklavované

(20 minut, 121°C, 200 kPa).

DEPC voda

destilovana a deionizovana voda, filtrovana ptes sterilni membranu (Millipack) 0,22 pm
diethylpyrokarbonat 0,1 % ("/v)

protiepavat, druhy den protiepat, autoklavovat

PBS (20x) z4sobni roztok

NaCl 2,74 M
KCI 0,5 M
Na,HPO, 0,2M
KH,PO4 0,35M
PBT

PBS Ix

Triton X-100 0,1 "'/v) %

Fixac¢ni roztok 4% PFA v PBT

paraformaldehyd 4 ("Iv) %
PBS 1x
Triton X-100 0,1 % ("/v)

uchovavat 4 °C, pro delsi skladovani —20 °C
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Fixaéni roztok dle Serry [Serra, 1946]

ethanol (96%)
formaldehyd (10%)

kyselina octova (ledova)

Fixaéni roztok methacarn (methanol Carnoy)

methanol
chloroform

kyselina octova (ledova)

Hybridiza¢ni smés
formamid

SSC

CHAPS

Triton X-100

EDTA (pH 8)

heparin

tRNA (z vlastni Yest RNA)
Blocking reagent

skladovani pti —20°C

SSC (20x) zasobni roztok
NaCl

citrat sodny

upravit pomoci HCI na pH 7, autoklavovat

KTBT
NaCl

KCl

Tris, pH 7,5

upravit pH pomoci HCl na 7,3

60 % ('/v)
30 % ('/v)
10 % ('/v)

60 % (/v)
30 % (/v)
10 % (“/v)

50 % (*/v)
5x

0,1 % (*/v)
0,1 % (*/v)
0,005 M
50 pl/ml

1 mg/ml

2" %

3M
0,3M

0,15M
0,2M
0,25M



Tween 20 1% ("/v)

NTMT - alkalicky pufr

NaCl 0,1 M
MgCL.6 H,O 0,05 M
Tris, pH 9,5 0,1M
Triton X-100 1 V) %

ptipravuje se vzdy Cerstvy ze zasobnich roztokl

Barvici roztok s NBT/BCIP

DMF (dimethylformamid) v NTMT 10 "/v) %
NBT (100 mg/ml DMF) 450 pg/ml
BCIP (50 mg/ml DMF) 175 pg/ml
Barvici roztok s DAB

Tris, pH 7,6 0,05M
Imidazol 0,011 M
DAB 0,45 mg/ml

rozpustit, filtrovat

H,O, 0,007 (*/v) %

0,2 M K-fosfatovy pufr (zasobni roztok)

KH,PO4 0,2M

K;HPO, 0,2M

roztok 0,2 M KH,PO, se upravi roztokem 0,2 M K,HPO, tak, aby pH bylo 7,4-7.,8,

zasobni roztok lze uchovavat v -20°C

1x TBS
Tris 121,14 6g 0,05 M
NaCl 58,44 8,76g 0,12 M

upravit na pozadované pH pomoci HCI
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Citratovy pufr pH 6,0
kyselina citronova

citrat sodny

Jadrova Cerven
jédrova Cerven

siran hlinity

rozpusti se pti 60° C, po vychladnuti se zfiltruje

Hematoxylin Mayertv
hematoxylin

jodi¢nan sodny

siran hlinitodraselny
kyselina citronova

chloralhydrat

1,8 mM
8,2 mM

0,1 ("Iv) %
0,08 M

3,3mM
I mM
0,1 M
4,8 mM
0,3M

kyselina citronova a chloralhydrat se pfidaji az po rozpusténi predchozich latek

Kysely ethanol
HCI (36%)
ethanol (96%)

Karbolxylen
xylen

fenol

2x vzorkovy pufr (PLB)
Tris

DTT
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0,05-0,01 (/v) %

75 (V) %
25 ('Iv) %

0,05M
0,1M



SDS
bromfenolova modf

glycerol

upravit pomoci HCI na pH 6,8

2 (") %
0,1 ("Iv) %
10 ("Iv) %

10x Tris glycinovy pufr pro SDS elektroforesu (zasobni roztok)

Tris
glycin
SDS

Blotovaci pufr
glycin

Tris

SDS

methanol

Priloha 3: pristroje

autoklav

blotovaci modul

CCD kamera
digestot

elektroforesa vertikalni

kryocut

michacka

mikroskop
mikroskop inversni
mikroskop prepara¢ni

mikrotom

0,4M
1M
1 (") %

0,04 M
0,05 M

0,037 ("/v) %
20 (Iv) %

Tuttnauer 3150 EL, Némecko

Thermo Fisher Scientific ThermoEC EC140, mini
blot module, USA

Olympus DP50, Japonsko

Medite, Fume Abrober TA2 19, Némecko
Thermo Fisher Scientific, mini vertical gel system
EC 120, USA

Leica CM 1900, Némecko

IKA Labortechnik, Némecko

Olympus BX51, Japonsko

Olympus IX71, Japonsko

Olympus SZX12, SZH10, Japonsko

Leica RM2155, Némecko
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mikrovlnna trouba
odsttedivka
odsttedivka

pH metr

rotator

rotator, houpacka

termoblok

termocyklér
termoplotynka
termoplotynka
termostat

termostat pro parafin

termostat pro parafin

transluminator
tiepacka

tiepacka

vahy

vahy analytické

vodni lazen

vortex

vortex

vortex

zdroj pro elektroforesu
zdroj studeného svétla
zdroj svétla

zdroj svétla pro fluoresenci

Eta 7197, CR

Roth, Microcentifuge SD 220VAC, Némecko
Eppendorf, Centrifuge 5415R, Némecko
Jenway, pH Metr 3310, UK

Stuart rotator SB3, UK

Heidolph Instruments, Duomax 1030, Némecko
soukroma vyroba

Royal Veterinary College, London, UK
Quanta Biotech, QB-96, UK

Leica, Jung HI 1230, Histotemp, Némecko
Medite, CTS 40.3040, Némecko

Sanyo, Sanyo omt oven, Japonsko
Laboratorni piistroje Praha, THC 100, CR
Laboratorni pfistroje Praha, Biological termostat
BT 120, CR

Leica CLS 100X, Némecko
IKA-VIBRAX-VXR basic, Némecko

Janke & Kunkel, typ VX8, Némecko

Ohaus Scout, SC 6010, USA

A & D Instruments, HR-120, Italie
Memmert, WB7, Némecko

Velp scientifica, 2x°, Italie

IKA RCT basic, Némecko

Snijders 34524, Holandsko

Sigma, Consort, E844, USA

Olympus KL 1500 LSD, Japonsko

Olympus Highlight 2000, Japonsko

Olympus U-RFL-T, Japonsko
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Priloha 4: protokol imunohistochemické reakce s protilatkou

anti-c-Myb v parafinovych rezech

13.
14.

15.
16.
17.
18.

a) aldehydova fixace (4% PFA)

b) kombinovana fixace (fixace dle Serry)

¢) methacarn

zpracovani tkan€ do parafinu a nésledné nakrdjeni tkané
(5 pm)

odparafinovani, rehydratace, PBS, 0,05% Tween 20 v PBS
a) odhaleni antigenu pro aldehydovou kratkou fixaci
(4% PFA): var ve vodni 1azni v 0,05 M Tris, pH 8

a) chladnuti

a) 0,1 % Triton X100 v PBS

PBS

blokace endogenni peroxidasy v 0,6% H,O, v PBS

PBS

. 0,05% Tween 20 v PBS
. predinkubace 20% NDS v 2,5% BSA v PBS
. anti-c-Myb 1:5000-1:10 000 v 15% NDS 2,5% BSA v

PBS

PBS

anti-chicken-peroxidasa (Peroxidase-conjugated
AffiniPure F(ab), Fragment Donkey Anti Chicken
IgY(IgG) H+L) 1:600 v 15% NDS v 2,5% BSA
PBS

aplikace roztoku s DAB

destilovana voda

dobarveni jader hematoxylinem (hematoxylin Mayerav)
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doba
2 hod
15 hod
24 hod

30 min

20 min
10 min
4x 5 min
25 min

4x 5 min

90 min
60 min +
+ 15 hod
4x 5 min

75 min

4x 5 min

10 min

15s

teplota
4°C
4°C
4°C

LT
70-100 °C

LT
LT
LT
LT
LT
LT
LT
LT

27°C

LT
LT
LT
LT



19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

voda

ptipadna diferenciace kyselym ethanolem
destilovana voda

dehydratace pomoci vzestupné ethanolové fady
karbolxylen

xylen

montéaz preparatu (DePex)

87

5 min

1-3s

5 min

2x3 min

LT
LT
LT
LT
LT
LT
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