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Abstrakt

Piijmeni a jméno: Mickeova Klara

Katedra: Katedra zachranafistvi, diagnostickych oboru a vefejného zdravotnictvi
Nézev prace: Ovérovani protilatek pro imunohistochemické stanoveni

Vedouci prace: Ing. Tomas Vlas

Pocet stran — ¢islované: 44
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Pocet titult pouzité literatury: 24

Klicova slova: nepiima imunofluorescence, protilatka, imunohistochemie, prutokova cyto-

metrie, imunofluorescence, PCNA

Souhrn:

Tato prace se zabyva detekci vazby nékolika druhi monoklonélnich protilatek, s hlavnim
zaméfenim na anti-PCNA protilatku. Ovéfovani funk¢nosti protilatek bylo provedeno néko-
lika metodami, které jsou schopné zobrazit ¢i kvantifikovat vazbu dané protilatky. Schopnost
vazby anti-PCNA protilatky se li§ila mezi jednotlivymi metodami. Skupina protilatek proti
cytokeratinim vykazovala vzdy pozitivitu, naopak u protilatek anti-alfa/beta tubulin dimert

byl vzdy negativni vysledek (protilatky se nebyly schopny navazat na hledany antigen).



Abstract
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Summary:

This bachelor thesis is focused on detecting and validating bonds of different types of mo-
noclonal antibodies, mainly on the anti-PCNA antibody. The validation process of these an-
tibodies has been done using several methods, wich can show or quantify the bond of the
antibody-antigen complex.

The bonding ability of the anti-PCNA antibody differed between methods used. The anti-
body group against cytokaretins always showed positive results. Antibodies against

alpha/beta tubulin dimers showed no signs of bonding with the antigen (negative results).



Predmluva

Utelem mé prace bylo ovéfovani vazby protilatek pro jejich nasledujici vyuziti
V provozu laboratofe. Dané monoklonalni protilatky 1ze aplikovat pro rizné laboratorni me-
tody, ja jsem se ve své praktické ¢asti nejvice zamétovala na imunofluorescenci. Ovéfeni

vazby protilatek se provadi k nalezeni optimalniho postupu pro jejich pouzivani v praxi.
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UvVoD

Monoklonalni protilatky predstavuji nedilnou soucast nespoctu imunohistochemic-
kych laboratornich metod. Daly rozvoj rychlé a citlivé detekci pozadovanych struktur v tka-
nich ¢i jinych analytech, coZ je nepostradatelny prvek mnoha diagnostickych a screeningo-

vych metod, nejen ve zdravotnictvi.

V imunologické a alergologické laboratofi maji své uplatnéni pii diagnostice auto-
imunitnich onemocnéni ¢i jinych defektd imunitniho systému, a to pfevazné metodou ne-
piimé imunofluorescence. Ke stanoveni poctu a spravné funkce jednotlivych slozek imunit-
niho systému se pouziva zejména pritokova cytometrie, se svoji pestrou Skalou diagnostic-

kych sett protilatek.
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TEORETICKA CAST

1 SLOZKY IMUNITNIHO SYSTEMU

Imunitni systém mizeme rozdélit na dvé velké skupiny: nespecifickou a specifickou
(adaptivni) ¢ast. Obé¢ Casti imunity vzajemné spolupracuji a jsou duilezité pro spusténi a pru-

beh efektivni imunitni odpovédi.
Nespecificka i specifickd imunita mé svoji bunécnou a humoralni slozku.

Do humoralni sloZky nespecifické imunity fadime komplementovy systém, interfe-
rony a dal§i sérové proteiny. Bunétna soucast nespecifické imunity je tvofena bunkami

schopnymi fagocytovat a tzv. pfirozenymi zabijeci (NK buiiky).

Humoralni komponentu specifické imunity piedstavuji protilatky produkované

plazmatickymi bunikami. T lymfocyty fadime do bunéénych mechanismi adaptivnich. (1)

1.1 Protilatky

Imunoglobuliny (lg) jsou proteiny syntetizovany plazmatickymi bunkami (kone¢né
vyvojové stadium B lymfocytl). Nalezi do humoralni slozky specifické imunity. Imunoglo-
buliny maji charakteristickou strukturu: dva tézké (H) a dva lehké (L) fetézce. Tézké fetézce
jsou kovalentné pospojovany disulfidickymi mustky, stejny typ vazby je imezi H a L fetézci.
Kazdy fetézec imunoglobulinu se skldda z variabilni (V) a konstantni (C) domény. Kon-
stantni domény na tézkém fetézci rozdéluji imunoglobuliny na tiidy: IgM, IgD, 1gG (pod-
tiidy IgG1 — I1gG4), IgA (podtiidy IgA1 — IgA2) a IgE. Variabilni domény se u jednotlivych
imunoglobulinti svoji strukturou odliSuji. Variabilni domény na té¢zkém a lehkém fetézci jsou

vazebna mista pro antigeny. (1)

Dalsi podstatnou oblasti na protilatkach je Fc fragment, kterym se protilatky vazi
na bunéény povrch ¢i na komplementovy protein C1. Pti proteolytickém rozsté€peni enzy-
mem papianem in vitro ziskdme dva identické fragmenty imunoglobulinu zvané Fab, kazdy

obsahujici jedno misto pro vazbu antigenu. (1)
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1.1.1 Monoklonalni protilatky
Od klasickych (polyklonalnich) protilatek sekretovanych fyziologicky se odlisuji

specifitou vazebného mista. Variabilni ¢ast u monoklonélnich protilatek je namitfena pouze

na jeden urcity epitop antigenu. (1)
Priprava in vitro:

Imunizaci zvitete (nejcasteji mysi) pozadovanym antigenem se ziska specificky klon
plazmatickych bunék. Déle se provede fize odebranych bun€k s buiikami myelomu. Takto
vytvofené bunécné kultury se rychle déli a produkuji stejny izotyp protilatek jako piivodni
B lymfocyt. Imunoglobuliny jsou jedné tiidy a utvafi vazby pouze s jednim specifickym
epitopem na antigenu. (1)

In vivo:

V organismu dochazi k tvorbé monoklondlnich protildtek za patologickych okol-
nosti, a to v pfitomnosti tzv. plazmocytomu (myelom). Jedna se o nador z plazmatickych
bunék, takto chorobné pozménéné buiiky se nekontrolovatelné mnozi a produkuji specifické

protilatky jednoho izotypu. (1)

1.2 Antigen

Jako antigen se oznacuje latka rozpozndna imunitnim systém jako cizi, spousti me-
chanismy imunitni odpovédi. Mald C¢ast antigenu nazyvand epitop je mistem vazby
pro protilatky. Antigen mulize mit na svém povrchu mnoho riznych epitopt. Komplexy an-
tigenu a protilatky se nazyvaji imunokomplexy. Nejcastéji jsou antigeny z vnéj$iho pros-
tiedi — cizorodé. Antigeny vyskytujici se v organismu nejsou cizorodé¢, oznacuji se jako auto-

antigeny. (1)

Obrdazek 1. Polyklondlni protilatky Obrazek 2. Monoklonalni protilatka

17



2 IMUNOHISTOCHEMIE

2.1 Zakladni definice a princip

Imunocytochemie, ICH:

Imunohistochemie je souhrn metod vyuzivajicich imunologické principy ke studiu a
zobrazeni bun¢k ¢i tkani. Prvotnim krokem pro zvyraznéni urcitych struktur v tkanich je vyt-
voreni komplexd antigen-protilatka. DalSimi postupy se pak tyto komplexy daji zviditelnit.

K pozorovani danych struktur se vyuziva svételny ¢i fluorescencni mikroskop.

Ve vzorku tkdn€ miizeme hledat urcité antigeny a pouzivat specifické protilatky proti
nim namifené, nebo je Zadouci najit protilatky v séru namifené proti ur€itym antigeniim vys-

kytujicich se v (na) bunkach.

Priikkaz protilatek v séru se provadi za pomoci tkanovych tezl (typ tkané zavisi
na druhu stanoveni). Na buriky se nanese sérum, a jsou-li v ném piitomné hledané protilatky,
navazi se na antigeny, proti kterym jsou namiieny. Pfitomnost vzniklych vazeb se vizuali-

zuje, nejcastéji fluorochromy.

Pro prukaz antigenti pomoci protilatky i prukazu protilatek v séru je potieba pouzit
latku schopnou zachytit pfitomnost vytvofenych imunokomplexti. V pfipadé¢ imunoflu-
orescence se vyuzivaji k detekci fluorochromy. V bézné ICH jsou to enzymy (nejcastéji pe-

roxidaza ¢i alkalicka fosfataza).
Imunohistochemické metody mtizeme rozdélit na pfimé a neptimé. (2)

2.1.1 Prfima metoda

Protilatka znacena fluorochromem ¢i enzymem se pifimo vaze na hledany antigen.

©)

2.1.2 Neprima (dvoustupiiova) metoda
Na hledany antigen se navaze specificka primarni protilatka bez znacky. Ve druhém

kroku se prida sekundarni protilatka se znackou, ktera se navaze na primarni protilatku. (3)
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2.2 Historie imunohistochemie

Prvni cestou ke zviditelnéni tkanovych struktur byla v 40. letech minulého stoleti
protilatka znacena fluorochromem s vyuzitim fluorescenéni mikroskopie. O dvacet let poz-
déji se vyvinula metoda s protilatkami vazanych na enzymy, kde se pouziva opticky mikro-

skop.

V roce 1975 vyvinuli Kohler a Milstein postup k ziskani monoklonalnich protilatek
Z hybridnich bunék. Tento objev byl velkym prialomem v metodach ICH. Zacaly se hojné
vyuzivat, dochdzelo k rychlému pokroku a objevovani novych postupt. Monoklonélni pro-

tilatky hraji klicovou roli v rozvoji ICH a jeji tlohu v diagnostice nddorovych onemocnéni.

(4)
2.3 Imunofluorescence (IF)

2.3.1. Fluorescence
Fluorescence je zaloZena na absorpci zafeni o urcité vinové délce, kdy elektrony pie-

jdou do vysSich energetickych vrstev, a emisi monochromatického zafeni S niz$i energii
(delsi vinové délce nez ptivodni zéteni), po prechodu elektronti do zakladniho energetického
stavu, tzv. Stokestiv posun. Emise pfetrvava pouze po dobu, kdy je latka vystavena danému
zateni (10® az 10 s). V imunofluorescenci se pouzivé fluorescenéni mikroskop, jehoz zdroj

svétla je halogenova zarovka (napf. rtutova vybojka) nebo LED dioda. (5)

Systém excitacnich filtrti a zrcadel vycleni pouze pozadovanou ¢ast svétla (Cast spek-
Obrazek 3. Schéma fluorescencniho mikroskopu tra nezbytnou k excitaci), v tomto piipadé
detektor modré zatfeni (495 nm). Vzorek modré

zateni absorbuje, fluorescenéni latka pre-

emisni filtr jde do stavu s vyssi energii a poté ji uvolni

pii nasledném piechodu na zakladni ener-
— —

getickou hladinu. Timto dojde k emisi ur-

dichroickeé zreadlo ..l o L ,
— = ¢itého spektra zareni (okem viditelné ze-

2dro] svétla lené zafeni, 520 nm), které ma niz$i ener-

excitaéni filtr .. . , ., .,
gii neZ modré zafeni. Emisni filtr pro-

objektiv

pousti pouze emisni ¢ast spektra, ostatnim

vlnovym délkam zabraiiuje v prachodu.

()

vzorek
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2.3.1 Imunofluorescence
IF je jednou z imunohistochemickych technik, ktera vyuziva k zobrazeni danych

struktur monoklonalni protilatky znac¢ené fluorescenénim barvivem (tzv. fluorochrom, nej-
Castéji FITC — fluoresceinizothiokyanat). Zviditelnit 1ze rozlicné mnozstvi struktur a jednot-

livych antigenti na celych tkanovych fezech ¢i jednotlivych bunkach. (6)

Imunofluorescence nasla uplatnéni v mnoha védnich oborech. Slouzi k diagnostice

Siroké skaly onemocnéni, 1ze ji vyuzit i na poli vyzkumu, a to nejen v mediciné.

2.4 IF prima
Tato metoda se pouzivéd k detekci antigend v butikdch (rizné proteiny, stavebni
prvky bunék, organely, patogenni proteiny...). Protilatka konjugovana s fluorochromem se

pfimo vaze na hledany antigen. (7)

2.4.1 Uplatnéni primé IF
Ptim4 IF je podobné jako nepiima IF vyuzivana k diagnostice autoimunitnich one-

mocnéni kiize, onemocnéni pojivové tkané€ nebo ledvin. Provadi se diagnostika napft. auto-
imunitniho puchyfnatého onemocnéni skupiny pemphigus, ¢i zanétlivych onemocnéni krev-
nich cév nebo diagnostika SLE. Nejcastéji se prokazuji patologicka loziska imunoglobulinii

¢i slozek komplementu (C3) nahromadéné ve tkéanich. (7)

2.4.2 Zpracovani vzorku pro pfimou IF
Vzorek tkané pacienta ziskany pii biopsii se transportuje zmrazeny v tekutém dusiku

do laboratofe, kde se na mikrotomu zhotovi histologické fezy, které se poté zpracuji dle
spravného operacniho postupu pro ptimou IF. Dilezité je inkubace ve tmé po ptfidani proti-

latky s fluorochromem. (7)

2.5 [IF neprima

Neptima IF je vyuZivana k detekci specifickych protilatek v séru pacienta, zejména
autoprotilatek. Vyuzivaji se dvé sady protilatek — primarni a sekundarni. Primarni protilatka
se vaze na hledany imunoglobulin a sekundéarni protilatka (zna¢ena fluorochromem) se poté

navaze na primarni protilatku, proti které je namitena. (5)
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2.5.1 Uplatnéni neprimé IF
Metoda se pouziva v imunologii a vénuje se predevSim diagnostice autoimunitnich

onemocnéni (vyskytu autoprotilatek v séru pacienta), urceni jeji zdvaznosti a sledovani pru-
béhu 1écby pacientl. NejCastéji se diagnostikuji autoimunitni onemocnéni klize ¢i pojivove

tkané (SLE, pemphigus, polymyozitida, ...). (8)

2.5.2 Postup pro neprimou IF
Sérum pacienta se ziedi a nanese na specialni mikroskopické sklicko obsahujici

jamky potazené HEp-2 bunikami. V tomto kroku se na dané antigeny navazi autoprotilatky,
vyskytuji-li se v séru. V druhém kroku se prida konjugat (sekundarni protilatka) s fluorescen-

¢ni latkou (FITC) pro zviditelnéni vzniklych imunokomplex. (8)

HEp-2 je bunééna linie ziskand z karcinomu hrtanu. Mohou se pouzit 1 sklicka pota-
zené jinymi bunikami. Dalsi antigenni substrat miize byt prvok Crithidia luciliae (detekce
dsDNA), neutrofilni granulocyty (ANCA — detekce antigent cytoplazmy neutrofilit), ¢i zvi-
feci buniky (potkani ledviny, opici jicen, krysi jatra). Pro experimentalni ¢i vyzkumné ucely

1ze vytvorit sklicka potazené jakymikoliv buitkami. (8)

V pozitivnim ptipadé sledujeme pod fluorescenénim mikroskopem charakteristické
zelené svétlo o rizné intenzité. Pro spravné porovnani se do jedné jamky nanese pozitivni
kontrola a do dal$i negativni kontrola. Dle pouzitého typu protilatky je zobrazena dana struk-
tura. Existuje mnoho typa fluorescence (zrnitad, homogenni, nuklearni, centromerova ...),
rozlicné mnozstvi protilatek (antinuklearni, proti cytoplazmé neutrofilti, antimitochondri-
alni, proti cytoskeletu, ...). Urcity typ fluorescence je charakteristicky pro dany typ auto-
imunitni choroby a intenzita zafeni poukazuje na zavaznost choroby. IIF je metodou velmi
subjektivni, pro hodnoceni vysledki je tfeba zkuseného laboratorniho pracovnika, odecitani

vysledki je v§ak mozno i automatizovat. (5, 8)

Ve své praci jsem se vénovala prikazu PCNA, detekci cytokeratind, cytoketarinu 18

a alfa/beta dimerum mikrotubula.

2.6 Pritokova cytometrie

Tato metoda umoznuje sledovani exprese pozadovanych bunéénych znakt. Prito-
kovy cytometr je ptistroj, ktery kombinuje metodu pfimé imunofluorescence s analyzatorem
krevnich ¢astic. (2) Bunky v suspenzi ozna¢ime monoklonalni protilatkou s navazanym flu-
orochromem. Lze stanovit nékolik bunéénych znakti béhem jednoho méteni. Tyto protilatky
se poté navazi na hledané antigeny na ¢i vn€ bun¢k, jsou-li pfitomny. (9)
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2.6.1 Princip metody
V analyzatoru se bunky fadi jedna za druhou a prochazi méfici jednotkou. Na bunécny po-

vrch zde dopada laserovy paprsek. Mira rozptylu a odrazu paprsku informuje o granularité
a velikosti bun¢k a pocita¢ je dokdze zatadit do jednotlivych populaci. Laserovy paprsek

zéaroven excituje fluorochrom navazany na antigenech, ktery emituje zafeni o urcité vinové

délce. (9)

2.6.2 Odecitani vysledki, grafické znazornéni populaci
Software uklada informace o struktuie a vyzarovaném signalu kazdé buiky, vysled-

kem cytometrického méteni je nékolik grafi.
e Side sccater (SSc) — parametr odrazeného svétla
e Forward sccater (FSc) — vyjadiuje tihel rozptylu paprsku
o Udaje o emisi fluorescenéni znacky

V ptipad€ analyzy leukocytl Ize vytvofit tzv. gate, ktery vybere pouze nami pozado-
vanou populaci (nejcastéji lymfocyty), se kterou dale pracujeme. Existuje né€kolik zplisobii
grafického znazornéni vysledkti méteni, kazdy zatazuje buiiky v suspenzi do riiznych popu-

laci, v zavislosti na intenzité exprese znaku.
e Histogram

e Dot plot — kazda burika je na grafu zobrazena jako teCka. Nachazi se v rizném
kvadrantu, v zavislosti na mife exprese znaku. Na osy x a y se muze libovolné

zvolit, jaky parametr chceme na graf vynést.

V pocitaCovém softwaru Ize spocitat 1 piesny pocet buné€k, ktery na sobé nesou po-
zadovany antigen, vysledek méteni tedy mize byt vydan jako procentudlni zastoupeni bunck

I jejich presny pocet v suspenzi. (9)

2.6.3 Vyuziti pritokové cytometrie
Pritokova cytometrie ma mnoho vyuziti, v imunologické laboratofi se nejcastéji po-

uziva ke stanoveni jednotlivych subpopulaci T-lymfocytii a k ur¢eni HLA haplotypu u paci-
entll s riznymi poruchami imunity. Pritokova cytometrie nasla své uplatnéni i v onkologii,
kde se stanovuji maligni buniky s atypickymi CD znaky a tim umoziuji ur¢it zdvaZnost ne-

moci a u¢innost 1€cby. (9)
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3 PCNA (PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN,
PROLIFERACNI BUNECNY JADERNY ANTIGEN)

3.1 Funkce PCNA

PCNA, téz oznaCovany jako sviraci protein (anglicky ,sliding clamp*) se vyskytuje
Vv jadrech délicich se Zivoc¢isnych bungk. Prvné byl objeven v bakterii E. coli. V lidskych
bunkach byl sviraci protein nalezen nezavisle dvéma skupinami védci. Miyachi a kolektiv
jej objevil v séru nékterych pacientl se systémovym lupusem erythematosus, a jelikoz zjis-
tili, Ze se tento protein vyskytuje nejvice V proliferujicich buiikach, pojmenovali ho PCNA.
Bravo a Celis identifikovali novy protein syntetizovany v S-fazi bunééného cyklu a pojme-

novali ho cyklin. Dal$i vyzkum zjistili, Ze ob¢ skupiny popisovaly stejny antigen. (10)

PCNA hraje zasadni roli v metabolismu a tvorbé nukleovych kyselin (RNA i DNA).
Protein se dokaze seviit okolo DNA molekuly a navazat na sebe enzymy a jiné molekuly
nutné pro zahajeni replikace. Podporuje funkci DNA-polymeraz — je to tzv. asistencni pro-
tein DNA-polymerasy 6 a €, ¢imz urychluje a zvySuje produktivitu replikace. PCNA je nez-
bytny pro DNA rekombinace, opravné procesy a nasledné tvorbé chromatinu. PCNA také
interaguje s dalsimi proteiny zodpovédnymi za regulaci a kontrolu bunééného cyklu (sku-

pina proteint vyskytujicich se v bunééném cyklu se oznacuje jako cykliny). (11)

3.2 Struktura PCNA

Bilkovina PCNA je kruhové uspofadany trimer. Primér otvoru proteinu ma rozmér
piiblizng 35 A. Mezi Zivo¢isnymi druhy je struktura a funkce PCNA velmi podobna. Kaz-
dy ze tfi dimert se sklada ze dvou globulinovych domén obsahujici a helixy a f podjednotky.
Alfa helixy se nachazi ve stfedu proteinu, vng&jsi obal tvofi Sest  podjednotek. Aminokyse-
liny v a helixech jsou pievazné pozitivniho naboje, ktery umoznuje snadny pohyb po mole-
kule DNA. Vn¢jsi ¢ast PCNA je bohatad na negativné na-
bité aminokyseliny (10)

Obrdzek 4. Lidsky PCNA
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3.21 Prikaz PCNA antigenu
Jelikoz se jedna o protein nejvice exprimovany v S-fazi, hrajici ulohu v replikaci

DNA a regulaci bunécného cyklu, pouziva se, spolu s dalsimi proteiny (napt. Ki67) jako
marker proliferace pii diagnéze nadorovych onemocnéni. Prolifera¢ni aktivita nddorovych
bun¢k se pouziva jako ukazatel zavaznosti nddoru. Zpravidla se uvadi, Ze ¢im vyssi exprese
proliferacnich proteint, tim horsi je prognoza pacienta. Zvysena proliferacni aktivita zna-

mena rychlé déleni nadorovych bunék a pravdépodobné agresivni formu onemocnéni. (12)

Imunocytochemické barveni na ptitomnost PCNA se vyuziva pfi diagnoze a stano-
veni prolifera¢ni aktivity bun€k karcinomti, naptiklad karcinomu prsu (12), bazocelularniho

karcinomu, (13) nebo karcinomu pfechodného epitelu moc¢ového méchyte (14).

Stanoveni miry proliferace pomoci PCNA imunohistochemického barveni neni limi-
tovano jen na rakovinné bunky, vyuziva se i pro jiné patologické stavy, kde mize dojit k ne-
efektivnimu ¢i nadmérnému bunéénému de€leni. Pii stavech, kdy dochazi k ischemii a na-
slednému obnoveni krevniho ob&hu a okyslieni tkani (tzv. reperfuze) je v dané tkani zvy-
Send exprese PCNA. Po provedeni resekce jaterni tkané se k monitoraci miry proliferace

hepatocytil (tzn. obnova jaternich bunék) vyuziva stanoveni PCNA. (15)

PCNA ma tedy pestrou skalu vyuziti, jakozto podstatny ukazatel proliferace a nena-

hraditelny asistent syntézy a metabolismu nukleovych kyselin.

3.2.2 Priikaz anti-PCNA protilatky nepiimou IF
Tento druh protilatky spada do skupiny ANA (autoprotilatky proti jadernym antige-

num). Byla prvné popséna pted vice nez 40 lety. Jejich pfitomnost l1ze prokéazat u pacienti
se systétmovym revmatickym onemocnénim, jako je napf. systémovy lupusem erythema-
todes (SLE), polymyozitida ¢i Sjogrentiv syndrom. Detekce anti-PCNA protilatek vSak neni
rutinni zalezitosti, ani pozitivnich vysledkl neni pfiliS. Pro diagnostiku SLE se prosadilo

stanoveni jinych jadernych autoprotilatek. (16)

Anti-PCNA protilatky nejsou specifické, jelikoz se nevyskytuji jen u autoimunitnich
systémovych revmatickych onemocnéni, byly pfitomny téz v sérech pacienti s malignitami

a dalSimi patologickymi stavy (napf. hepatitida B a jiné virové infekce). (17)
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3.2.2.1 SLE (systémovy lupus erythematodes) - zavazné imunopatologické one-
mocnéni
Toto autoimunitni onemocnéni se fadi mezi systémové zanétlivé choroby pojivoveé
tkan€. Dochazi ke vzniku zanétu, ktery se postupné rozsifuje po celém téle. Zasazen je po-
hybovy aparat (§lachy, klouby, svaly) a zivotné dulezité organy (plice, ledviny, srdce, GIT).
(18)

3.2.2.2 Pric¢ina vzniku SLE

Pfi¢ina vzniku téchto onemocnéni neni zcela zndma. Roli ve vzniku ziejmé& hraji
genetické a vlivy vnéjsiho prostiedi (UV zafeni, chemické latky, nekteré 1éky). U vnimavého
jedince mize dojit ke vzniku autoimunitniho onemocnéni naptiklad pfi virové ¢i bakterialni

infekci. (18)

Dochazi ke zménach exprese genit v HLA systému a k poruSeni mechanismu
apoptozy. Apopticka téliska nejsou spravnymi mechanismy odstraniovana, z pozlstatkl se
uvolnuji rizné druhy antigend, které daji K rozvoji autoimunitniho onemocnéni s naslednym

poskozeni organti. (18)

Typickym nalezem u SLE jsou autoprotilatky proti histontim, nukleové kyselin¢ a
jadernym enzymim. Autoprotilatky vytvaii s antigeny imunokomplexy, které se mohou
ukladat v riznych tkanich. Ukladani imunokomplexti spousti imunitni odpovéd’ a zesiluje

zanétlivou reakci. (18)

4 PROTEINY CYTOSKELETU

4.1 Cytokeratiny

Intermedidlni filamenta (IF) epitelovych bun€k jsou tvofeny pestrou skalou proteint,
které se nazyvaji cytokeratiny. IF vytvati spolu s mikrofilamenty a mikrotubuly cytoskelet
— sit’ proteinti uvniti bunky. Cytoskelet hraje roli v bunééném déleni, pohybu organel a pro-
teint v bunice, umoziuje mezibunéény transport. Cytoskelet také pomahd udrzovat tvar
bunky a ukotvuje ji k bazalni membrané a k sousednim bunikdm. Proteiny cytoskeletu jsou

schopny samosestaveni — polymerace, a nasledného rozlozeni — depolymerace. (19)
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Obrazek 5. Pritkaz cytokeratinu, IF

4.1.1 Cytokeratin 18
Spolu s cytokeratinem 8 jsou hlavni slozkou intermedialnich filament v butikach jed-

novrstevnatého epitelu. Vyskytuje se napf. v jatrech, prostate, ledvinach a dalSich organech.
Vysoka exprese tohoto proteinu je v karcinomech z téchto epitelti, coz 1ze prokazat pomoci
imunohistochemickych metod (napt. karcinom prsu, délozniho ¢ipku, mocového Ustroji).
(20)

4.2 Mikrotubuly

4.2.1 SloZeni mikrotubulu
Mikrotubuly jsou sloZzeny z a a B globulinovych podjednotek, které se seskupuji

do dutych tubull o priméru 25 nm. o a f globuliny dohromady polymeruji v tzv. tubulinové

dimery — hlavni stavebni prvky mikrotubulu. (19)

4.2.2 Funkce mikrotubulu
Uplatiiuji se pii transportu organel, jako mechanickéd opora a pfi bunécném déleni

zprostiedkovavaji transport chromozomil (tvofi mitotické vieténko). Rozeznavame (-) a (+)
konec mikrotubulu. Svym (-) koncem je mikrotubul ukotven k centrosomu a (+) konce, které

jsou schopny rychlého ristu a rozpadu, zasahuji do cytosolu. (19)

4.2.3 Inhibitory mikrotubuli
Diilezita role mikrotubulil pii bunééném dé€leni nasla své uplatnéni v 1é¢b¢ nadoro-

vych onemocnéni (riizné typy leukémii, karcinomy 1 ostatni nadory vSech tkani). Byly obje-
veny latky, které po navazani na mikrotubuly inhibuji jejich funkci. Na mikrotubuly piisobi
n¢kolika mechanismy. Muze dojit k depolymeraci mikrotubulu po navézani latky na tubuli-
nové dimery, nebo zastavé jeho ristu a pisobenim inhibi¢nich mechanismu ztrati svoji

funkci. Spousta téchto tzv. mitotickych jedi je pfirodniho piivodu (rostliny i1 Zivocichové),

26



v

nyni uz jsou vsak synteticky vyrabény. Mezi nejzndmé;jsi inhibitory mikrotubuld rostlinného

puvodu patii tzv. vinca alkaloidy a alkaloid kolchicin z octinu podzimniho. (21)

5 OVEROVANI PROTILATEK

Aby se monoklonalni protilatky daly v praxi pouzit, musi byt specifické a reprodu-
kovatelné pro dalsi pouziti. Protilatky maji Siroké spektrum vyuziti, jak ve vyzkumné i dia-
gnostické oblasti. Nejcastéji se protilatky vyuZivaji pro Western blot, imunoprecipitaci,
ELISA metody, nepiimou a pfimou imunofluorescenci a ostatni ICH metody (napft. prito-

kovéa cytometrie). (22)

5.1 Uskali ovéFovani protilatek pro ICH
U imunohistochemickych metod je ovéfovani protilatek narocné, jelikoz jejich efek-
tivita je ovlivnéna n¢kolika faktory. Jako kazdé laboratorni stanoveni, lze je rozd¢lit do tii

velkych skupin (preanalytické, analytické a postanalytické). (4)

5.1.1 Preanalytické faktory
Piedchazi samotné analyze, fadime sem odebrani, transport a ptipravu vzorku. (4)

5.1.1.1 Typ prepardtu
Lze zhotovit tkanové fezy, bunéénou kulturu nebo jen suspenzi bunék. VSechny pre-

paraty musi byt fixovany a spravné zpracovany. (6)

5.1.1.2 Zpracovdni tkané

Fixace je naprosto nepostradatelny krok pfi ptipravé preparati. Zabraiuje autolyze
bunék, zachovava strukturu tkani a ponechava ve vzorku vSechny pozadované antigeny. Fi-
xace musi byt provedena vcas a tkan je nutno fixacnim roztokem dokonale prosytit. Nejcas-
t&ji pouzivany fixacni roztok je 4% formaldehyd, dle typu tkané€ a stanoveni poZadovanych
struktur 1ze pouzit i jiné chemikalie (napt. methanol). V ptipadé tkanovych fezl nasleduje
po fixaci proces odvodnéni a prosyceni parafinem, dokon¢ené samotnym zalitim do parafinu

a vytvoreni tkanovych blokt, které se poté kraji na mikrotomech a natahuji na sklic¢ka. (6)

Stejné jako zachovani antigenii poZadovanych pro stanoventi, je podstatné ostatni an-
tigenni epitopy zakryt, aby nedochazelo k nespecifickym vazbam protilatek. Blokovani

ostatnich antigeni mize byt provedeno aplikaci napi. 10 % FBS v PBS na preparaty. (6)
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5.1.2 Analytické faktory
Vysledek ICH miiZe byt ovlivnén i typem pouZité protilatky a pfistrojovym vybave-

nim slouzici k zhotoveni vysledkl analyzy.

5.1.2.1 Poutzité protilatky

Nejhojnéji vyuzivané protilatky v ICH jsou monoklonalni protilatky ziskané hybri-
domovou metodou. Takto pfipravené monoklonalni protilatky se pysni vysokou specifitou
(vazba jen na jeden pozadovany epitop), mohou byt ovsem mén¢ senzitivni. Lze pouzit i po-
lyklonélni protilatky ziskané imunizaci kralika, zde ale hrozi riziko vazeb na vice epitopti.

(4)

Vysledek ICH barveni ovliviiuje i nafedéni (diluce), tzv. titr protilatky. Natedéni pro-
tilatky je optimalni, jsou-li zobrazeny jen pozadované struktury (antigeny) v dostate¢né in-
tenzité, a nedochazi k nespecifickému barveni pozadi a okolni tkané. (4) Optimalni titr pro-
tilatky se ziskd po zpracovani a analyze preparati s pouzitim nékolika riznych natedéni
(napt 1:50, 1:100, 1:200, 1:400). Inkubace protilatky s preparatem je také dilezity faktor,

ktery by potencionalné mohl ovlivnit intenzitu barveni. (4)
Kvalitni protilatka bude vykazovat tyto charakteristiky:
e Vaze se a je prokazatelna pouze na pozadovanou buné¢nou strukturu.
e S vzristajici diluci protilatky kleséa stupeni obarveni tkané.
e Danou protilatku je mozné pouZit pro rizné metody. (22)

5.1.2.2 Detekcni systém

V ICH je k detekci vysledkt pouzivan opticky ¢i fluorescenéni mikroskop (v ptipadé
pratokové cytometrie to je detekéni systém v priitokovém cytometru). Odecitani vysledki je
tedy ovlivnéno subjektivitou. Ke kazdému preparatu musi byt vzdy zhotovena pozitivni a
negativni kontrola slouzici k porovnavani s preparatem. Existuji i pocitacové programy
schopné odecitat a hodnotit barveni, mozné je i1 pofizovani snimkii daného preparatu, napf.

pro vyzkumné a vzdélavaci ucely. (4)

Nevyhodou pocitacového programu na odecitani vysledkt je jeho cena, povinnost
zauceni personalu pro jeho obsluhu a omezend schopnost odecitani a hodnoceni preparata.

(23)
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5.1.3 Postanalyticka faze
Po samotné analyze nasleduje interpretace a vydavani vysledki. Hodnoceni prepa-

ratu jako pozitivni/negativni jiz neni dostacujici, dileziti je okomentovat 1 intenzitu (l1ze hod-
notit na kiizky, nebo pouzivat néktery ze imunohistochemickych skorovacich systémi). Dle

typu preparatu lze zhodnotit i mnoZstvi obarvenych struktur a zhodnotit morfologii bunék.
(23)

Neexistuje zadny univerzalni zptisob ovétovani protilatek, postupy se mohou v raz-

nych laboratofich lisit. (22)
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PRAKTICKA CAST

6 CIL A UKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil
Hlavnim cilem mé prace bylo ovéfit funkénost komeréné dodanych settt monoklo-

nalnich protilatek a jejich senzitivitu pti riznych natedéni dané protilatky.

6.2 DIldi cile
1. Ové¢feni vazby anti-PCNA protilatky metodou imunofluorescence na né€kolika typech
bunéénych kultur:
1) HEp-2 (s riznym zpisobem prvotni inkubace, viz metodika prace)
i) ASMA (hepatocyty, bunky ledvin, zalude¢ni bunky — krysi)
iii) Lidské lymfocyty stimulované PHA
2. Oveéfeni vazby anti-PCNA protilatky metodou pritokové cytometrie
3. Ovéfeni vazby cytoskeletarnich protilatek metodou imunofluorescence na:
i) HEp-2 bunkach
ii) Jaternich bunkach

4. Ov¢éfeni vazby anti-PCNA protilatky metodou imunoblotu
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7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

= Jaké jsou optimalni podminky fixace a inkubace substratu pro ovéfeni vazby anti-

PCNA protilatky?
= Jaky je optimalni titr protilatek pro vyuziti v praxi?

= Lisi se schopnost vazby anti-PCNA protilatky mezi jednotlivymi metodami?
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8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

8.1 Vyuzité substraty pro detekci vazby protilatek
Pro ovéfeni vazby protilatek bylo vyuzito n€¢kolik substratii, nej¢astéji pouzivané

byly mikroskopicka sklicka potazena HEp-2 buikami.
Dalsimi substraty byly:
a) ASMA sklicka — zvifeci hepatocyty a buiky zaludku

b) Lymfocyty stimulované PHA — suspenze fixovana na sklicku, i suspenze lymfo-

cyta v roztoku stimula¢niho roztoku

Sklicka potazena bunikami se uplatiiuji v metodach imunofluorescenénich, suspenzi

lymfocytl v roztoku jsem vyuzila k méteni na pratokovém cytometru.

8.2 Charakteristika vyuzitych protilatek

Vsechny protilatky vyuzité v mé praci byly dodany firmou EXBIO Praha a.s. Jedna
se 0 monoklonalni protilatky, které jsou schopny vazby na specifické epitopy na antigeny,
proti kterym jsou namifeny. V praktické ¢asti se zamétuji na sledovani schopnosti vazby

zvolené protilatky na dané epitopy a optimalizaci postupu pro ziskani pozitivnich vysledkd.
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9 METODIKA PRACE

9.1 Ovérovani vazby protilatek metodou imunofluorescence

Protilatky pro IF:

Primarni:

Anti-PCNA (Purified, Clone PC10, EXBIO Praha a.s.)

Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11, EXBIO Praha a.s.)
Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10, EXBIO Praha a.s.)
Anti-alpha/beta-Tubulin dimer (Purified, Clone TU-10, EXBIO Praha a.s.)
Anti-alpha/beta-Tubulin dimer (Purified, Clone TU-8, EXBIO Praha a.s.)

Sekundarni:
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjuga-
ted AffiniPure Goat)

Potfebné roztoky:

Druhy sklicek:

9.1.1
1)
2)
3)
4)
5)

PBS — Pfipraveno z 10x DPBS (Dulbecco's Phosphate Bufferered Saline),
(25 ml DPBS do 250 ml destilované vody)

3% FBS v PBS (1,5 ml FBS do 50 ml PBS)

10 % FBS v PBS = neutralizujici pufr (5 ml FBS do 50 ml PBS)

FBS (Fetal Bovine Serum)

PBS pH 7,2 (promyvaci roztok)

4,2 % formaldehyd

0,1 % triton (ptipraveno z 1% Triton X-100, 20 pl Tritonu + 200 pl PBS)
Jadrové barvivo (propidium jodid s 3 % FBS v PBS — v poméru 1:1)

HEp-2 bunky 1 x 5, 1 x 10 (potazenych 5 ¢i 10 pozic na sklicku)
ASMA — zviteci hepatocyty a bunky zaludku 1 X 5

Postupy pro ovéieni vazby anti-PCNA protilatky:

HEp-2 s inhibici 10 % FBS v PBS

HEp-2 bez inhibice

ASMA bez inhibice

HEp-2 s inkubaci v 4,2 % formaldehydu a nasledna inhibice 10 % FBS v PBS
HEp-2 s inkubaci v 0,1 % tritonu a nasledna inhibice 10 % FBS v PBS
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Pracovni postup pro 1):

1. Na kazdou jamku jsem napipetovala 26 ul 10 % FBS v PBS
2. Inkubace 15 minut pfi laboratorni teploté
3. Naredila jsem primarni protilatku v 3 % FBS v PBS
Redéni:
1:50 (4 pl protilatky + 200 ul 3 % FBS v PBS)
1:100 (100 pl z prvniho fedéni + 100 ul 3 % FBS v PBS)
1:200 (100 pl z ptedchoziho fedéni + 100 pl 3 % FBS v PBS)
1:400 (100 pl z predchoziho fedéni + 100 ul 3 % FBS v PBS)

YV VY

4. Takto nafedéné protilatky jsem napipetovala na sklicka (26 ul na jamku):

1. jamka: negativni kontrola — bez primarni protilatky
2. jamka: titr protilatky 1:50

3. jamka: titr protilatky 1:100

4. jamka: titr protilatky 1:200

5. jamka: titr protilatky 1:400

Inkubace 60 minut pii 4 °C

Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

Ptipravila jsem sekundarni protilatku (dle vyrobee, tj. 1:200 v dH20).
Sekundarni protilatku jsem dale natedila 1:200 v 3 % FBS v PBS (5 pl protilatky +
1 ml 3% FBS v PBS)

9. Protilatku jsem napipetovala na kazdou jamku (26 ul)

10. Inkubace 60 minut pii 4 °C v temnu.

11. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

12. Roztok PI (propidium jodid) jsem natedila s 3 % FBS v PBS

13. Jadra jsem dobarvila pomoci PI

14. Inkubace 2 minuty

15. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

16. Sklicka jsem montovala do glycerinu

©~No O

Pfidani 10 % FBS v PBS slouzilo k maskovani ostatnich antigenti, zabrafiuje tvorbé nespe-

cifickych vazeb.

Pracovni postup pro 2) a 3) se lisil pouze vynechdnim 1. kroku. Tzn. na tyto fezy

jsem aplikovala primarni protilatku bez ptedeslé inkubace v 10 % FBS v PBS.
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Pracovni postup pro 4):

1. Na vSechny pozice jsem napipetovala 26 ul 4,2 % formaldehydu (fixace bunék)
2. Inkubace 12 minut pfi laboratorni teploté
3. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut
4. Na vSechny jamky jsem napipetovala 26 ul 10 % FBS v PBS (maskovani ostatnich
antigentl)
Inkubace 30 minut
6. Primarni protilatku jsem nafedila v 3 % FBS v PBS (26 pl na jamku)
» 1. jamka: negativni kontrola — bez primarni protilatky

o

» 2. jamka: titr protilatky 1:6

» 3. jamka: titr protilatky 1:12
» 4. jamka: titr protilatky 1:24
» 5. jamka: titr protilatky 1:48

7. Inkubace sklicek 60 min pii 4 °C

Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

9. Pfedem pfipravenou sekundarni protilatku jsem nafedila 1:200 v 3 % FBS v PBS
(5 pl protilatky + 1 ml 3 % FBS v PBS)

10. Inkubace 60 min pti 4 °C v temnu

11. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

12. Poté jsem na kazdou jamku napipetovala 26 pl PI

13. Inkubace 1 minutu

14. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

15. Sklic¢ko jsem poté montovala do glycerinu

®©

Pracovni postup pro 5)

1. Na kazdou jamku jsem napipetovala 26 pl 0,1 % tritonu
2. Inkubace 12 minut
3. Déale se postup shoduje s ndvodem 4)

Triton se pouzil z divodu zlepseni fixace bunék a ulehceni vazby protilatky.
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9.1.2 Postup pro ovéreni ostatnich protilatek:

1.

o gk w

Naftedila jsem primarni protilatku v 3 % FBS v PBS
Redéni:
» 1:50 (4 ul protilatky + 200 ul 3 % FBS v PBS)
» 1:100 (100 pul z prvniho fedéni + 100 ul 3 % FBS v PBS)
» 1:200 (100 pl z ptedchoziho fedéni + 100 pl 3 % FBS v PBS)
» 1:400 (100 pl z ptedchoziho fedéni + 100 pul 3 % FBS v PBS)

Takto nafedéné protilatky jsem napipetovala na sklicka (26 pl na jamku):
1. jamka: negativni kontrola — bez primarni protilatky
2. jamka: titr protilatky 1:50
3. jamka: titr protilatky 1:100
4. jamka: titr protilatky 1:200
5. jamka: titr protilatky 1:400
Inkubace 60 minut pti 4 °C
Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut
Pripravila jsem sekundarni protilatku (dle vyrobce, tj. 1:200 v dH20).
Sekundérni protilatku jsem déle natedila 1:200 v 3 % FBS v PBS
(5 ul protilatky + 1 ml 3 % FBS v PBS)
Protilatku jsem napipetovala na kazdou jamku (26 pl)

Inkubace 60 minut pii 4 °C v temnu
Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

. Roztok PI (proprium jodid) jsem nafedila s 3 % FBS v PBS
. Jadra jsem dobarvila pomoci PI

. Inkubace 1 minutu

. Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

. Sklicka jsem montovala do glycerinu
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9.2 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatek priitokovou cytometrii

Protilatky pro pratokovu cytometrii:

= Anti-PCNA (Purified, Clone PC10)

= CD45KO
= CD3PB
= CD25

Roztoky:

= Roztok ¢. 1: fixaéni roztok (fixative reagent)
» Roztok ¢. 2: perforacni roztok (Permafix)
* Roztok ¢. 3: ukonCovaci roztok

Pracovni postup:
1. Cytometrické zkumavky s buné€nou suspenzi jsem dala centrifugovat 1800 ot/min
po dobu 3 minuty
Suspenzi jsem promichala a odebrala 50 ul do nové zkumavky
Ptidala jsem 5 pl fixacniho roztoku a promichala
Inkubace 15 minut ve tm¢, laboratorni teplota
Poté jsem piidala 300 pl perforacniho roztoku
Promichala jsem a ihned ptidala smés protilatek — 5 ul kazdé protilatky — dalezité
je ménit Spicky na pipeté
Inkubace 30 minut ve tm¢é
Ptipravila jsem ukoncovaci roztok (0,5 ml roztoku €. 3 a 4,5 ml destilované vody)
Ptidala jsem 1,8 ml ukonc¢ovaciho roztoku do kazdé¢ zkumavky
10 Centrifugace 3 min, 1800 ot/min
11. Po centrifugaci jsem slila obsah zkumavek a ptidala 500 pl ukon€ovaciho roztoku

ok wn

© o N

9.3 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatky ve stimulovanych lidskych

lymfocytech
Na skli¢ka byla nanesena suspenze stimulovanych (PHA) lidskych lymfocyta.

Sklicko 1: Negativni kontrola, bez primarni protilatky
Skli¢ko 2: S nanesenou primarni protilatkou

Pouzité protilatky:

Primarni:
" Anti-PCNA (Purified, Clone PC10)
Sekundarni:

. Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjuga-
ted AffiniPure Goat)
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Pracovni postup:

1)

2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)
9)

Bunky jsem fixovala 4% roztokem paraformaldehydu v PBS po dobu 15 minut pii
laboratorni teploté

Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

Preparat permeabilizuji 0,1 % tritonem v PBS po dobu 10 minut pii laboratorni tep-
loté

Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

Inkubace v 10 % FBS v PBS po dobu 30 minut

Primarni protilatku jsem natedila 1:100 v 3 % FBS v PBS

Na skli¢ko 2 jsem napipetovala primarni protilatku

Inkubace 60 min, pii 4 °C v temnu

Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

10) Nafedila jsem sekundarni protilatku 1:200 v 3 % FBS v PBS a aplikovala na obé

sklicka

11) Inkubace 60 min, pii 4 °C v temnu

12) Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

13) Jadra bun¢k jsem dobarvila roztokem Pl — inkubace 1 az 2 minuty
14) Preparat jsem omyla 2x v PBS pH 7,2 po dobu 5 minut

15) Montovani do glycerinu
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

Metoda imunofluorescence je zatizena subjektivitou hodnoceni vysledkd, proto je
podstatné zhotovit ke kazdému preparatu negativni kontrolu, na které neni primérni proti-
latka pfitomna, a proto nedojde k pozadované imunofluorescenci. Dal§im problémem muze
byt nedostatecna specifita vazby protilatky, kdy se mize navézat i na epitopy jinych anti-
gent, a tak zpUsobit faleSnou pozitivitu. Nutné je také dodrzovat spravné operacni postupy

pii ptiprave preparati (tj. dostatecné promyvat a dodrzovat podminky a ¢as inkubace).

10.1 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatky:
Obr. 6:

Anti-PCNA, HEp-2 Anti-PCNA (P1), HEp-2

Obr. 6: Redéni primarni protilatky 1:50, Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), sekundarni protilatka
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat),
fedéni 1:200

Negativni vysledek

Obr. 7:

Anti-PCNA, HEp-2 Anti-PCNA (PI), HEp-2
s inhibici v 10 % FBS v PBS s inhibici v 10 % FBS v PBS

Obr. 7: Rezy byly prvotné inkubovany v 10 % FBS v PBS po dobu 10 minut. Redéni primarni pro-
tilatky 1:100 Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG, Fc gama
Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek
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Obr. 8:

Anti-PCNA, hepatocyty Anti-PCNA (PI), hepatocyty

Obr. 8: Primarni protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:100, sekundarni protilatka
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat),
fedéni 1:200

Negativni vysledek
Obr. 9:
Anti-PCNA, bunky zaludku Anti-PCNA, buriky zZaludku (PI)

Obr. 9: Primarni protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:100, sekundarni protilatka
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat),
fedéni 1:200

Negativni vysledek
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Obr. 10:

Anti-PCNA, buriky ledvin Anti-PCNA, buiiky ledvin (PI)

Obr. 10: Priméarni protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:100, sekundarni protilatka
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat),
fedéni 1:200

Negativni vysledek

Obr. 11:
Anti-PCNA, HEp-2, inkubace s tritonem Anti-PCNA, HEp-2, inkubace s tritonem (PI)

Obr. 11: Rezy byly permeabilizovany 0,1 % tritonem. Primarni protilatka Anti-PCNA (Purified,
Clone PC10), fedéni 1:100. Sekundarni protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka
(Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek
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Obr. 12:

Anti-PCNA, HEp-2, fixace 4 % paraformalde- Anti-PCNA, HEp-2, fixace 4 % paraformalde-
hydem v PBS hydem v PBS (PI)

Obr. 12: Rezy Hep-2 bunék byly pied zpracovanim fixovany 4 % paraformaldehydem. Primarni
protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:6. Sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG,
Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek

Obr. 13:

Anti-PCNA, HEp-2, fixace 4 % paraformalde- Anti-PCNA, HEp-2, fixace 4 % paraformal-
hydem v PBS dehydem v PBS (PI)

Obr. 13: Rezy Hep-2 bun&k byly pred zpracovanim fixovany 4 % paraformaldehydem. Primarni
protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:12. Sekundarni protilatka Anti-Mouse 1gG,

Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek
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10.2 Ovérovani vazby anti-cytokeratins protilatky
Obr. 14:

nti-ckerains, HEp-2 Anti-cytokeratins, HEp-2 (PI)

Obr. 14: Primarni protilatka Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11), fedéni 1:50. Sekundarni pro-
tilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek

Obr. 15:

Anti-cytokeratins, HEp-2 Anti-cytokeratins, HEp-2 (PI)

Obr. 15: Primarni protilatka Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11), fedéni 1:100. Sekundarni pro-
tilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specifickd (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vysledek
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Obr. 16:

Anti-cytokeratins, HEp-2 Anti-cytokeratins, HEp-2 (PI)

Obr. 16: Primarni protilatka Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11), fedéni 1:200. Sekundarni pro-
tilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specifickd (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vysledek

Obr. 17:

Anti-cytokeratins, hepatocyty (PI)

Obr. 17: Primarni protilatka Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11), fedéni 1:50. Sekundarni pro-
tilatka Anti-Mouse 1gG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek
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10.3 Ovérovani vazby anti-cytokeratin 18 protilatky
Obr. 18:

Anti-cytokeratin 18, HEp-2 Anti-cytokeratin 18, HEp-2 (PI)

Obr. 18: Primarni protilatka Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10), fedéni 1:50. Sekundarni
protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek

Obr. 19

Anti-cytokeratin 18, HEp-2 Anti-cytokeratin 18, HEp-2 (PI)

Obr. 19: Primarni protilatka Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10), fedéni 1:100. Sekundarni
protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vysledek

45



Obr. 20:

Anti-cytokeratin 18, HEp-2 Anti-cytokeratin 18, HEp-2 (PI)

Obr 20: Primarni protilatka Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10), fedéni 1:200. Sekundarni
protilatka Anti-Mouse 1gG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vysledek

Obr. 21:

Anti-cytokeratin 18, HEp-2 Anti-cytokeratin 18, HEp-2 (P1)

Obr. 21: Primarni protilatka Anti-Cytokeratin 18 (Purified, Clone DC-10), fedéni 1:400. Sekundarni
protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjugated AffiniPure
Goat), fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek
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10.4 Ovérovani vazby anti-alfa/beta tubulin dimer protiliatky

Obr. 22:

Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty (PI)

Obr. 22: Primarni protilatka Anti-alpha/beta Tubulin dimer (Purified, Clone TU-10), fedéni 1:50.
Sekundarni protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjuga-
ted AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek

Obr. 23:
Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty (P1)

Obr. 23: Primarni protilatka Anti-alpha/beta Tubulin dimer (Purified, Clone TU-8), fedéni 1:100.
Sekundarni protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjuga-
ted AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek
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Obr. 24

Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty Anti-alfa/beta tubulin dimer, hepatocyty (PI)

Obr. 24: Primarni protilatka Anti-alpha/beta Tubulin dimer (Purified, Clone TU-8), fedéni 1:200.
Sekundarni protilatka Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 -conjuga-
ted AffiniPure Goat), fedéni 1:200

Negativni vysledek

10.5 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatek priitokovou cytometrii

Obr. 25:
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Nahote: Dot ploty, vpravo pozitivni pro PCNA

Dole: Histogramy, vlevo pro detekci Ki67 antigenu, vpravo detekce PCNA
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10.6 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatky na stimulovanych lidskych

lymfocytech
Obr. 26:

Stimulované lymfocyty, anti-PCNA

Obr 26: Primarni protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10), fedéni 1:100. Sekundarni protilatka
Anti-Mouse IgG, Fc gama Fragment specificka (Alexa Fluor® 488 - conjugated AffiniPure Goat),
fedéni 1:200

Pozitivni vvsledek

10.7 Ovérovani vazby anti-PCNA protilatek metodou imunoblotu
Obr. 27:

Detekce anti-PCNA protilatek

Obr. 27: Vysledek imunoblotu pro detekci anti-PCNA protilatky (pouzity material: Anti-PCNA, Pu-

rified, Clone PC10), vlevo je zfetelna pozitvni kontrola, uprostred pozitivni vysledek pro anti-PCNA

protilatku
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DISKUZE
Ze ziskanych dat vypliva, ze protilatka Anti-PCNA (Purified, Clone PC10) je

schopna vazby pouze v pfili§ nizkych titrech (1:6) a pfi fixaci substratu 4 % paraformalde-
hydem. Takto nizky titr protilatek je pro praxi v imunologické laboratofi nevyuzitelny, v ne-
piimé imunofluorescenci se protilatky pouZzivaji ve vysokych titrech natfedéni v pacientském

séru (napft. 1:200).

V imunologické laboratofi se 1ze setkat s diagnostikou anti-PCNA protilatek v séru
pacientll S autoimunitnim onemocnénim (napt. SLE), kdy télo syntetizuje protilatky proti
vlastnimu PCNA. (16) PCNA je protein nejvice exprimovany v S-fazi bunééného cyklu, pfi-
¢emz autoprotilatky (u SLE se jedna o imunoglobuliny typu 1gG) se musi pro prokazani
pozitivity navat pouze na volnou PCNA (nesmi byt navazan na zadné jiné proteiny Ci jiné
molekuly), jelikoz misto vazby autoprotilatek na PCNA je totozné s mistem, na které se vazi

ostatni funkéni molekuly potfebné pro replikaci DNA. (24)

Obr. 28:

Pritkaz anti-PCNA, neprima IF

Monoklonalni protilatky klonu PC 10, ziskané z mysi, izotypu 1gG2a kappa, nami-
fené proti PCNA jsou dle dodavatele vyuzitelné pro nasledujici metody: pritokova cytome-
trie, imunoblotting a imunohistochemické metody. Vyrobce udava reaktivitu se zvifeci

(krysy, primati) i lidskou PCNA.!

Na stimulovanych lidskych lymfocytech vykazovala anti-PCNA protilatka poziti-

vitu, a to i pfi titru 1:100. Efektivita vazby je tedy pravdépodobné zavisla na druhu substratu

! Anti-PCNA Purified [online]. [cit. 2022-03-30]. Dostupné z: https://www.exbio.cz/research-product/antibo-
dies/nucleus/anti-pcna-purified
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¢i typu fixace. Je také mozné, ze lidské lymfocyty stimulované PHA 1épe exprimovaly anti-

genni epitopy PCNA nezli HEp-2 buriky.

Pritokova cytometrie a imunoblotting jsou analytické metody schopné detekce urci-
tych antigennich znaki ve velmi heterogennich vzorcich, a to i pfi nizké koncentraci daného
antigenu. (9) Ob¢ tyto metody byly schopné prokazat schopnost vazby anti-PCNA proti-
latky. Pro tyto stanoveni se ovSem pouziva protilatka nenafedénd, a to by mohl byt dalsi

diivod pozitivity (vazby protilatky na dany antigen).

Vazba protilatek Anti-Cytokeratins (Purified, Clone C-11) a Anti-Cytokeratin 18
(Purified, Clone DC-10) byla prokazatelna ve vSech vyuzitych titrech a na rozdilnych sub-
stratech. Nebyla tfeba zadna tiprava v predchozi fixaci substratu ani zvoleni alternativniho

titru protilatek. Tyto protilatky jsou plné funkéni, vyuZitelné v laboratornim provozu.

Pti ovéfovani protilatek Anti-alpha/beta Tubulin dimer (Purified, Clone TU-10) jsem
nedocilila zddnych pozitivnich vysledkii. Nebyly provedeny zddné upravy fixace substratu

(HEp-2 bunky), ani zmény v stupni nafedéni protilatek.

K vyuziti v pfimé i nepifimé imunofluorescenci by mély byt zvolené protilatky
schopné vazby na hledané antigeny, a to v rozsahu nafedéni 1:50 az 1:400. Pro analytické a
diagnostické ucely je potieba funkénich seti protilatek, z tohoto diivodu se provadi jejich

oveétovani, za pouziti né¢kolika metod, v riiznych stupnich nafedéni.

Posuzovani pozitivnich vysledkli v IF je zatizenou subjektivitou, odecitajici osoba
musi mit znalosti o strukturach danych buné¢k a orientovat se v preparatu pii uréovani pozi-

tivity ¢i negativity. (9)

o1



ZAVER
Zavérem mé prace jsou nasledujici poznatky:

a) Prukaz vazby anti-PCNA protilatek (Purified, Clone PC10) metodou imonoflu-

orescence vysel pozitivni pouze pii titru 1:6, v praxi nepouZzitelné

b) Anti-PCNA (Purified, Clone PC10) protilatka je schopna vazby na PHA stimu-
lovanych lymfocytech pfi titru 1:100

c) Protilatky proti cytokeratinim (Purified, Clone C-11) a cytokeratinu 18 (Purified,

Clone DC-10) jsou funk¢ni, vyuzitelné v praxi

d) Protilatky anti-alfa/beta tubulin dimer (Purified, Clone TU-8) nevykazuji schop-

nost vazby, jsou nefunkéni

e) Anti-PCNA protilatky (Purified, Clone PC10) Ize aplikovat pro méteni na prito-
kovém cytometru a metodu imunoblotu pro detekci PCNA v bunéénych suspen-

zich

52



Souhrnné tabulky s hodnocenim vazby protilatek

Tabulka 1, anti-PCNA:
Protilatka | Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Hep-2 Negativni
Hep-2 s inhibici 10 % FBS Negativni
Anti-PCNA 1:50 ASMA Negativni
Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem Negativni
Hep-2, inkubace s 0,1 % tritonem Negativni

Tabulka 2, anti-PCNA:
Protilatka | Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Hep-2 Negativni
Hep-2 s inhibici 10 % FBS Negativni
Anti-PCNA 1:100 ASMA Negativni
Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem Negativni
Hep-2, inkubace s 0,1 % tritonem Negativni

Tabulka 3, anti-PCNA:
Protilatka | Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Hep-2 Negativni
Hep-2 s inhibici 10 % FBS Negativni
Anti-PCNA 1:200 ASMA Negativni
Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem Negativni
Hep-2, inkubace s 0,1 % tritonem Negativni

Tabulka 4, anti-PCNA:
Protilatka | Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Hep-2 Negativni
Hep-2 s inhibici 10 % FBS Negativni
Anti-PCNA 1:400 ASMA Negativni
Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem Negativni
Hep-2, inkubace s 0,1 % tritonem Negativni
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Tabulka 5, anti-PCNA:

o Titr proti- ,
Protilatka latky Typ tkané Vysledek
1:6 Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem + POZITIVNI
inhibice 10 % FBS
1:12 Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem + Negativni
Anti-PCNA inhibice 10 % FBS
1:24 Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem + Negativni
inhibice 10 % FBS
1:48 Hep-2, inkubace s 4,2 % paraformaldehydem + Negativni
inhibice 10 % FBS
Tabulka 6, anti-PCNA:
Protilatka | Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Anti-PCNA 1:100 Stimulované lidské lymfocyty (PHA) POZITIVNI
Tabulka 7, anti-cytokeratins:
Protilatka Titr protilatky Typ tkané Vysledek
Hep-2 )
1:50 POZITIVNI
Hepatocyty
Anti-cytokeratins 1:100 Hep-2 POZITIVNI
1:200 Hep-2 POZITIVNI
1:400 Hep-2 POZITIVN{
Tabulka 8, anti-cytokeratin 18:
Protilatka Titr protilatky Typ tkané Vysledek
1:50 Hep-2 POZITIVN
1:100 Hep-2 POZITIVNI
Anti-cytokeratin 18 _
1:200 Hep-2 POZITIVNI
1:400 Hep-2 POZITIVNI
Tabulka 9, anti-alfa/beta tubulin dimer:
Protilatka Titr protilatky Typ tkané Vysledek
1:50 Hepatocyty Negativni
1:100 Hepatocyty Negativni
Anti-a, B tubulin dimer
1:200 Hepatocyty Negativni
1:400 Hepatocyty Negativni
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SEZNAM PRILOH

e Piiloha A —imunoblotting pro anti-PCNA protilatky

Name Value
Kit ANA25Q-24 - EA211078 - strip 8
Operator uia
Scan date 1/14/22 11:26:08 AM
ID sample kontrola
Warnings First RC absent/not found.

Invalid substrate : bad slope 0.00.
Last RC absent/not found.

Modifications Dots interpolated by uia

"sp100" modified by uia
"gp210" modified by uia

"M2 recombinant" modified by uia
"M2 native" modified by uia
“"F-actin" modified by uia
"Nucleosome” modified by uia
"dsDNA" modified by uia
"Histones" modified by uia

"Sm" modified by uia

"RNP 68kD/A/C" modified by uia
"Sm/RNP" modified by uia
"SSA/Ro 60kD" modified by uia
"SSA/Ro 52kD" modified by uia
"SSB" modified by uia

"Scl-70" modified by uia

"Ku" modified by uia

"PM-Scl 100" modified by uia
"Mi-2" modified by uia

"Jo-1" modified by uia

"PL-7" modified by uia

"PL-12" modified by uia
“SRP-54" modified by uia
"Ribosomes P0" modified by uia
"CENP-A/B" modified by uia

RED : positive ; BLACK : Negative or Borderline

Image Nr Name A(U/mi) B(U/ml) C(U/ml) Mean Result CO value Std dev
s
og s
.Q’JQ ! First RC 6 AU S AU 5AU 5AU 0.29
B ‘®|1 [Nucleosome - 6.00
[ ] @|2 [osDNA - 6.00
B ‘@3 |Histones - 6.00
[] ‘@4 |Sm - 6.00
] ‘@|5 |RNP 68KD/A/C - 6.00
[] |6 |Sm/RNP - 6.00
B H|7 |SSARo60D : 5.00
B |6 |SSARo52kD B 6.00
[ ] B|o [ssB - 6.00
B &|10 [Sci-70 - 6.00
B #l1 |Ku - 6.00
[ ] 8|12 |PM-Sci 100 - 6.00
.’ . 13 | Mi-2 - 6.00
= g 14 Vo1 - 6.00
B B[15 [PL7 - 6.00
[ #|16 |PL-12 - 6.00
. ' 17 | SRP-54 - 6.00
B §#| 18 |Ribosomes PO - 6.00
3 |19 |CENP-AB - 6.00
BEOooo H|[20 [PCNA 100 100 100 100 + 6.00 0.00
B |21 |sp100 - 6.00
B 8|22 |gp210 - 6.00
B 823 | M2 recombinant - 6.00
2 8|24 | M2 native - 6.00
[ ] &(25 |F-actin - 6.00
B e | Cal. 0 U/ml 0AU 0AU 0AU 0 AU 0.00

DrDot4.1:1/2




e Priloha B — imunoblotting pro anti-PCNA protilatky

Image LNr Name A{U/ml) B(U/ml) C(U/ml) Mean Result CO value Std dev
[ EEER ] Cal. 8 U/ml 1AU 1AU 1AU 1AU 0.10
Cal. 12 U/ml 1AU 1AU 1AU 1AU 0.06
Cal. 25 U/ml 1AU 1AU 1AU 1AU 0.05
BCCO B Cal. 50 Uiml 1AU 1AU TAU TAU 0.25
Booo B Cal. 100 U/ml 3AU 2 AU 3AU 3AU 0.51
Weee B Conjugate 19G 69 AU 69 AU 69 AU 89 AU 017
Booo B Conjugate ight 0 AU 0AU 1AU 1AU 0.23
| slsfe) . Conjugate IgA 0AU 0 AU 0AU 0AU 0.05
BoO B Substrate Control 1 1AU 0AU 1AU 0AU 0.28
Substrate Control 2 0AU 0AU 0 AU 0AU 0.12
Substrate Control 3 1AU 0AU 0AU 0 AU 0.22
BEOOO .I LastRC 1AU 1AU 2AU 1AU 0.30
[ |
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Calibration curve Line % black
% 0 Uml 0.00
6 Uiml 0.69
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PRILOHY

Piiloha A a B — Vysledky imunoblotu (detekce anti-PCNA protilatek)

Zdroj vlastni.



