UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACHO

ANJA KUSAR

MAGISTRSKA NALOGA

ENOVITNI MAGISTRSKI STUDIJ FARMACIJA

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

ANJA KUSAR

RAZVOJ IMUNOHISTOKEMICNE METODE ZA CELICNI
OZNACEVALEC CD204 NA CELICAH Z VISOKIM
[ZRAZANJEM LIPOPROTEINSKE LIPAZE V
NEDROBNOCELICNEM PLJUCNEM RAKAVEM TKIVU

DEVELOPMENT OF THE IMMUNOHISTOCHEMICAL

METHOD FOR THE CELLULAR MARKER CD204 ON

CELLS WITH HIGH EXPRESSION OF LIPOPROTEIN
LIPASE IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER TISSUE

ENOVITNI MAGISTRSKI STUDIJ FARMACIJA

Ljubljana, 2016



Magistrsko nalogo sem opravila na Fakulteti za farmacijo pod mentorstvom izr. prof. dr.
Helene Podgornik, spec. med. biokem., in somentorstvom asist. dr. Jasne Omersel, mag.
farm. Mikroskopske preglede tkivnih rezin smo opravili v Specializiranem hematoloskem

laboratoriju Klini¢nega oddelka za hematologijo UKC Ljubljana.

Zahvale

Iskreno se zahvaljujem mentorici izr. prof. dr. Heleni Podgornik za vso strokovno pomoc¢
pri mikroskopski analizi tkivnih rezin in interpretaciji rezultatov. Zahvaljujem se tudi
somentorici asist. dr. Jasni Omersel za izdatno pomo¢ pri naértovanju poskusov in nasvete
pri prakti¢ni izvedbi poskusov. Najlepsa hvala izr. prof. dr. Darku Cernetu, ki je moje delo
ves Cas spremljal in mi s svojimi strokovnimi nasveti izredno veliko pomagal. Za pomo¢
pri izvedbi poskusov se zahvaljujem Majdi Sirnik, dipl. inZ. lab. biomed., in Manji
Cedilnik, dipl. inZ. lab. biomed.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom izr. prof. dr.
Helene Podgornik, spec. med. biokem., in somentorstvom asist. dr. Jasne Omersel, mag.

farm.

Ljubljana, 2016



VSEBINA

KAZALO PREGLEDNIC ... ..ottt v
KAZALQO SLIK ..ottt e e s e e s b e e e nnb e e e nsaeeenns v
POV ZETEK ...ttt bbbt s et et b et e ene e Vi
ABSTRACT oottt r bbbttt e bt n e be et et ne et nenre s vii
SEZNAM OKRAJISAV ...ttt viii
LU A @ 5 LSRR 1
1.1 POLARIZACIJA MAKROFAGOV ...ttt 2
1.1.1 Znacilnosti fenotipa ML iN M2 .......ocveiiieiiie e 3
1.1.2 Pomembni dejavniki POlarizaCij..........ccooviriieieiieiiee e 4
1.1.3 Vloga metabolizma v polarizaciji makrofagov ...........ccccceveiniiinnniiienee 7
1.1.4 M1 in M2 makrofagi ter njihova vloga v KanCerogenezi...........ccocceevevvscvesenennnn. 8
1.2 ANTIGEN CD204 ..ottt sttt s ene st ene s 8
1.2.1 CD204 v razvoju in Napredovanju raka ...........ccocevereeninnenie e 11
1.2.2 CD204 kot terapevtska tarca ...........cccoviiiiiiiiniiiicise e 13
2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA ..ottt 14
3MATERIALI IN METODE ...ttt 15
3.1 PRIPRAVA HISTOLOSKIH REZIN TKIV NEDROBNOCELICNEGA
PLIUCNEGA RAKA ...ttt 16
3.2 IMUNOHISTOKEMICNA ANALIZA RECEPTORJA CD204 .......ccovovveevrerinenns 17
3.2.1 UPOrabljeNi FEAGENTE.....cuveveeeeceeie ettt 17
3.2.2 Uporabljeni pripomocCKi in aparatire ............ccoecvereeriieenneiesneseesesee s 18
3.2.3 Postopek indirektne Metode ..........cccoiieiiiiiieiee e 19
3.2.4 Postopek direktne imunohistokemicne metode..........cccvvvviviiiinniieniiiie e, 20

3.2.5 Postopek direktne imunohistokemi¢ne metode z utiSanjem avtofluorescence

11201 VZ: USSP 20

3.3 FLUORESCENCNA IN SITU HIBRIDIZACIJA (FISH) covvviiiiie e 21
3.3.1 Cis¢enje PCR-PIOUUKLA............cvevevreerieeeeiiseeteseees st esestss s ses s seneeses s 21
3.3.1.1 Uporabljeni reageNTI ........cccveiveieeieieeie et 21
3.3.1.2 Uporabljeni pripomocKi in aparature..............cevverviieeiieniiniennieenesneseennens 22
3.3.1.3 Postopek ¢is€enja PCR-Produkta ...........cccooeriiiiiiiiiiiiceccc e 22
3.3.2 Pripenjanje DIG-dUTP repov na 3' koncu oligonukleotidov.............cccccevvenene. 23



3.3.2.2 Uporabljeni reagENTH .....cc.coveeiieiiiie e 23

3.3.2.2 Uporabljeni pripomocKi in aparature.............covverviieeiienineeneenesneseennens 24
3.3.2.3 Postopek pripenjanja repov na 3' koncu oligonukleotidov............c.ccccvenene 24
3.3.3 Analiza FISH na histoloSkih rezinah...........ccocoviiiiiiiie e 24
3.3.3.2 Uporabljeni reageNti ........ccveiieiiiii i 25
3.3.3.2 Uporabljeni pripomocKi in aparature............c.cevverviieenienininnneeneseeseennens 26
3.3.3.3 POStOPEK FISH-NAIIZE ........ccveeecieieee s 27
4 REZULTATI IN RAZPRAVA ...ttt 28
4.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA IMUNOHISTOKEMICNE ANALIZE NA
TKIVNIH REZINAH. ... 29
4.1.1 Priprava tKIVNIN FEZIN .......ccviieiicic e 30
4.1.2 Izbira protiteles za imunohistokemi¢no analizo............cccoveveiiieniiienniie s 30
4.1.3 Optimizacija indirektne imunohistokemicne metode............ccccovvvevriieiiiiiiiincnnnns 31
4.1.3.1 Redcenje protiteles za indirektno imunohistokemi¢no analizo.................... 32
4.1.3.2 SPIranje ProtitelesS ......ccveviiiiieeece e e 35
4.1.3.3 Zamenjava sekundarnega protitelesa............cceevrverireriviiesineie e 36
4.1.3.4 Temperatura INKUDACIE ........coviiiiiiie s 36
4.1.3.5 PrepreCevanje izsuSitve tkivinih 1€Zin .......cccoceviiiiiiiiiiiic e 37
4.1.3.6 Negativne kontrole pri indirektni imnohistokemi¢ni metodi ..................... 38
4.1.4 Optimizacija direktne imunohistokemicne metode............cccevvvvieiiieniiienninennn, 40
4.1.4.1 Redcenje protiteles pri direktni imunohistokemic¢ni metodi .........cccccueeeeee 40
4.1.4.2 ZmanjSevanje avtofluorescence tKiva...........ccoeieiieiiiin i 42
4.2 OPTIMIZACIIA POSTOPKA FISH.....ccooiiiiiiieseeese et 45
B SIKLEP .ttt bbbt n et n e re s 47
LITERATURA IN VIR ..ottt 48



KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I: Sestava reakcijskih zmesi za izvedbo postopka pripajanja repov na 3’
koncu oligonuKIEOtIAOV. .........ccveuiiiiiiic s 24
Preglednica Il: Poskusi optimizacije red¢itve primarnih in sekundarnih protiteles za
indirektno imunohistokemijo ter rezultati po mikroskopiranju................. 34
Preglednica III: Nacini spiranja tkivnih rezin pri imunohistokemic¢ni metodi CD204, ki
SMO JIN PreIZKUSTI .ovveeieiei e 36
Preglednica IV: Optimizacija red¢enja protiteles za direktno imunohistokemijo in

rezultati MIKroSKOPIraNja.........cceveiieieeiecie e 40

KAZALO SLIK

Slika 1: Primerjava makrofagnih fenotipov M1 in M2 - fizioloSke vloge, faktorji
polarizacije, znacilni celi¢ni produkti in prevladujo¢e metabolne poti. .................. 3
Slika 2: Shematski prikaz indirektne imunohistokemicne metode s protitelesi, ki smo
JIhuporabili pri delu. ... 17
Slika 3: Shematski prikaz principa oznacevanja oligonukleotidov in vizualizacije po
0] T o] 0 4= Tox | | SRS 23
Slika 4: Spremenljivke v protokolu indirektne imunohistokemi¢ne metode, ki smo jih
spreminjali pri optimizaciji POStOPKA. ........ovveiiiiiiiieice e 29
Slika 5: Spremenljivke v protokolu direktne imunohistokemi¢ne metode, ki smo jih
spreminjali pri optimizaciji POStOPKA. ......c.coveveiieiieieee e 30
Slika 6: Tkivo (T5b), na katerem so vidne CD204 pozitivne celice (A) in negativna
(0] 11 £0] E- T (=) TSRS URTRRTRRTN 33
Slika 7: Tkivo (T7b) z izrazitim rdeim ozadjem — nespecificni signali ..........cccocvevvvrnenne. 34
Slika 8: Kontrola sekundarnega protitelesa tumorskega tkiva T7b z mo¢no pozitivhim
ozadjem (A) in kontrola sekundarnega protitelesa tkiva T7b s pri¢akovano
Negativnim 0Zadjem (B).......ocuiiiiiiee et e 39
Slika 9: Tkivo T4a, na katerem je bila izvedena direktna IHC-metoda — podrocje z
MaN] AVIOTIUOIESCENCE .......veveeiecece et 41
Slika 10: Tkivo T4a, na katerem je bila izvedena direktna IHC-analiza — podrocje z

VEC AVEOTTUOTESCEIICE ... eeieeeeeeee e ettt e e et e e ettt e e e e e e e eeeesta e e e eeeaeeeessnnaeeeeees 41



Slika 11: Tkive rezine T4a nedrobnoceli¢nega pljucnega raka pred (levo z oznako 1)
in po barvanju z reagentom CBS (desno z oznako 2)
Slika 12: Tkivo T5a, na katerem je bila izvedena FISH-analiza

Slika 13: Negativna kontrola analize FISH na tkivu T5a — sonda brez repa



POVZETEK

Lipoproteinska lipaza je encim, ki celicam v tkivu zagotavlja energijske vire in celicne
gradnike. Aktivnost lipoproteinske lipaze v tumorju sovpada s slabSim potekom rakavih
bolezni. V predhodnih raziskavah so pokazali, da lipoproteinsko lipazo prekomerno izraza
subpopulacija makrofagov. Makrofagi lahko delujejo kot pozitivni ali negativni mediatorji
imunskega sistema. V tkivu pridobijo pod vplivom okoljskih dejavnikov znacilnosti
razli¢nih funkcionalnih fenotipov. Fenotip M2 izloca Stevilne mediatorje metastaziranja in
je vpleten v remodelacijo tkiva in angiogenezo. Povecan delez makrofagov M2 je povezan
s slabSim prezZivetjem rakavih bolnikov. CD204 je eden izmed znanih celi¢nih
oznacevalcev, znacilnih za fenotip M2, in sovpada z malignostnim potencialom tumorskih
celic.

V magistrski nalogi smo na tkivnih rezinah nedrobnoceli¢nega pljucnega raka hoteli
preveriti, ali CD204 pozitivne celice izraZzajo gen za lipoproteinsko lipazo. V delovnem
nacrtu smo si zastavili zaporedno izvesti imunohistokemi¢no analizo za celi¢ni
oznacevalec CD204 in fluorescen¢no in situ hibridizacijo z oligonukleotidi,
komplementarnimi mRNA lipoproteinske lipaze. Za antigen CD204 smo razvijali direktno
in indirektno imunohistokemi¢no analizo. Poglavitna teZava, s katero smo se srecevali pri
indirektni metodi, je bila mocna obarvanost ozadja. Kot mozne vzroke za nastanek
fluorescence ozadja smo izkljucili neprimerno koncentracijo protiteles, nezadostno spiranje
in nespecificno vezavo protiteles. MoteCe ozadje je bilo najverjetneje posledica
neustreznosti parametrov v protokolu imunohistokemi¢ne analize, kot sta ¢as in
temperatura inkubacije. Tezave z moteCim ozadjem nismo uspeli razreSiti kljub
spremembam v protokolu in pripravi reagentov. Klju¢na tezava pri direktni metodi je bila
avtofluorescenca tkiva. Avtofluorescenca ima Sirok emisijski spekter in sveti v podrocju
zelenega filtra, Kjer so bili tudi signali naSega protitelesa. Avtofluorescenco smo uspesno
utiSali z reagentom Chicago Sky Blue, vendar ta ni bil kompatibilen z raztopino za
barvanje jeder in oligonukleotidi, ozna¢enimi z rodaminom. S fluorescen¢no in Situ
hibridizacijo smo lokacijo mRNA lipoproteinske lipaze uspesno oznacili in ugotovili, da se
celice, ki visoko izraZzajo lipoproteinsko lipazo, nahajajo v blizini zil. Zaradi tezav pri
optimizaciji analitske metode za CD204 kolokalizacije mRNA lipoproteinske lipaze in

CD204 nismo uspeli preveriti.

Kljuéne besede: CD204, imunohistokemija, lipoproteinska lipaza, FISH.
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ABSTRACT

Lipoprotein lipase is an enzyme, which provides cells in tissues with energy sources and
cellular building blocks. The activity of lipoprotein lipase in a tumour coincides with worse
prognosis. Previous studies have shown that lipoprotein lipase is overexpressed by a
subpopulation of macrophages. Macrophages can act as positive or negative mediators of
the immune system. In the tissue, under the influence of environmental factors, they obtain
characteristics of different functional phenotypes. The M2 phenotype excretes numerous
mediators of metastasis and is involved in tissue remodelation and angiogenesis. The
increased proportion of M2 macrophages is connected with lower survival rates of cancer
patients. CD204 is one of the cell markers, typical for the phenotype M2, and coincides
with the malignancy potential of tumour cells.

In the master’s thesis we wanted to check, whether CD204 positive cells express the gene
for lipoprotein lipase in non-small lung cancer tissue. In this manner we intended to
sequentially conduct the immunohistochemical analysis for the cell marker CD204 and
fluorescent in situ hybridization with oligonucleotides, complementary to mRNA
lipoprotein lipase. The main problem we faced with the indirect immunohistochemical
method for CD204 was strong colouring of the background. As possible causes for the
fluorescence of the backgrounds we excluded improper concentration of antibodies,
insufficient rinsing and non-specific binding of antibodies. The background is probably the
result of inadequate parameters in the protocol of the immunohistochemical analysis, like
time and incubation temperature. We were not able to resolve the problem with the
nonspecifi background despite changes in the protocol and the preparation of reagents. The
main problem in the direct method was the autofluorescence of the tissue.
Autofluorescence has a broad emission spectrum and shines in the area of the green filter,
where were also signals of our antibody. Autofluorescence was successfully silenced with
the reagent Chicago Sky Blue, which was however not compatible with a solution for
colouring of nuclei and oligonucleotides, marked with rhodamine. With fluorescent in situ
hybridisation we successfully marked the location of mMRNA lipoprotein lipase and found
that cells, which highly express lipoprotein lipase, are close to vessels. Due to problems
with the optimization of the analytic method we were not able to check the CD204

colocalisation of mMRNA lipoprotein lipase and CD204.

Keywords: CD204, immunohistochemistry, lipoprotein lipase, FISH.
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SEZNAM OKRAJSAV

AP — protein aktivator

Arg — arginin

ATLL - levkemija/limfom celic T pri odraslih
bFGF — osnovni fibroblastni rastni dejavnik
Cc — kemokin

cDNA — komplementarna deoksiribonukleinska kislina
CSB - Chicago Sky Blue

DNA - deoksiribonukleinska kislina

dNTP — deoksinukleotidi

EL4 — celi¢na linija miSjega limfoma

FISH — fluorescenéna in situ hibridizacija
GM-CSF - granulocitni makrofagni kolonijo stimulirajo¢i dejavnik
HDL - lipoprotein visoke gostote

HIF — s hipoksijo inducirani transkripcijski faktorji
HPS — protein temperaturnega Soka

IFN — interferon

IHC — imunohistokemija

IL — interlevkin

INOS - dusikov oksid sintetaza

JAK - janus kinaza

LDL — lipoprotein nizke gostote

LPL - lipoproteinska lipaza

LPS - lipopolisaharid

MMP — matriksne metaloproteaze

miRNA — mikroribonukleinska kislina
MRNA — informacijska ribonukleinska kislina
NF — faktor nekroze

NK celice — celice ubijalke

NADPH - nikotinamid dinukleotid fosfat
PCR - verizna reakcija s polimerazo

PFK - fosfofruktokinaza
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PGC - aktivator peroksisomskega proliferatorja

PIGF — placentni rastni dejavnik

gPCR - verizna reakcija s polimerazo v realnem casu

RNA - ribonukleinska kislina

STAT —angl. signal transducer and activator of transcription
TGF — transformacijski rastni dejavnik

TLR —angl. toll-like receptor

TNF — dejavnik tumorske nekroze

VCL - vaskularni levkociti

VEGF - vaskularni endotelijski rastni dejavnik



1 UVOD

Makrofagi so med bolj razSirjenimi celicami imunskega sistema, ki imajo vlogo v
primarnem odgovoru na patogene, vzdrzevanju tkivne homeostaze, vnetju in imunosti. So
dinamicne celice, sposobne prilagoditi funkcionalne profile zunanjim drazljajem in se
polarizirati v razli¢ne fenotipe (1). Delujejo lahko kot pozitivni ali negativni mediatorji
imunskega sistema. Neravnovesje v regulatornih mehanizmih lahko privede do vpletenosti
makrofagov v patogenezo nekaterih bolezni. Tumorskega tkiva ne sestavljajo samo
tumorske celice, ampak tudi Stevilni drugi celi¢ni tipi in migratorne hematopoetske celice.
Med slednjimi prevladujejo makrofagi, ki oblikujejo specificno okolje, v katerem se lazje
izrazijo lastnosti neoplasti¢nih tumorskih celic (2). Tumorsko okolje, bogato z makrofagi,
napoveduje slabsi potek malignih bolezni (1). Mehanizmi, prek katerih makrofagi
olajSujejo napredovanja tumorjev, so:

a) Spodbuda angiogeneze

Makrofagi se kopicijo v hipoksi¢nih predelih tkiva (npr. tumorji) in izlo¢ajo transkripcijske
dejavnike, ki spodbujajo razvoj novih zil. lzlo¢ajo veliko razli¢nih rastnih dejavnikov,
proteoliticnih encimov, citokinov in vnetnih mediatorjev, ki so klju¢ni dejavniki v
angiogenezi (2). Eden najpomembnejsih dejavnikov razrasta novih zil, ki ga izlocajo
makrofagi, je vaskularni endotelijski rastni dejavnik A (VEGF-A). lzguba sposobnosti
makrofagov za izlo¢anje VEGF-A zmanjSa nastanek novih zil (3). Makrofagi izlo¢ajo tudi
placentni rastni dejavnik (PIGF), interlevkin 8 (IL-8) in osnovni fibroblastni rastni
dejavnik (bFGF), ki prav tako spodbujajo angiogenezo (2).

b) Spodbujanje napredovanja in metastaziranja

Opazili so povezavo med Stevilom makrofagov v tumorju in njihovim metastaznim
potencialom. Migracijo tumorskih celic olajsajo makrofagi z izlo¢anjem matriksnih
metaloproteaz (MMP). Te presnavljajo proteine v zunajcelicnem matriksu in povecajo
izlo¢anje limfaticnega VEGF-C, kar pripomore k metastaziranju (1).

C) Imunska supresija

Pomembna patoloska vloga makrofagov je zmanjSevanje ucinkovitosti imunskega
odgovora na tumorsko tkivo. Imunosupresivni produkti makrofagov so: transformacijski
rastni dejavnik (TGF-B), interlevkin 10 (IL-10) in arginaza 1 (Arg-1). TGF inhibira
citotoksi¢no aktivnost celic NK, vodi diferenciacijo CD4+ celic T v fenotip Th2, zavira
antitumorsko aktivnost CD8+ celic in ohranja diferenciacijo celic Treg. IL-10 ovira

izlo¢anje IL-12, citokina, ki spodbuja razrast in citotoksi¢nost celic NK in T. Dodatno



zavira tudi IFN-y. PovecCano izrazanje Arg-1 spodbuja tumorsko rast po razlicnih
mehanizmih, npr. prek zmanjSane tvorbe dusikovega oksida in s tem citotoksi¢nosti.
Kemokini Ccl13,Ccl18, Ccl22 in Ccll7, ki jih izlo¢ajo makrofagi, SO pomembni za
kemotakso imunosupresornih celic (1).

d) Vnetje in remodelacija matriksa

Makrofagi ob kroni¢nem vnetju s produkcijo reaktivnih duSikovih in kisikovih zvrsti
povecujejo moznost mutacij. S kopicenjem rastnih dejavnikov in citokinov pa omogocajo
prezivetje in proliferacijo mutiranih celic. S tem mehanizmom lahko pojasnimo tudi
povecano tveganje za nastanek raka zaradi kroni¢nih infekcij ali iritacij (2).

e) Omogocanje rasti tumorjev

Studije na modelih z zmanjSanim Stevilom makrofagov so pokazale, da je prisotnost
makrofagov klju¢na za rast tumorskega tkiva (2). Pospesena rast celic, ki je znacilna za
tumorske celice, je energetsko zelo zahteven proces. Lipoproteinska lipaza (LPL) je encim,
ki katalizira hidrolizo trigliceridov na hilomikronih in VLDL v cirkulaciji. Encim je
udelezen tudi pri prevzemu prostih mascobnih kislin v tkiva in s tem pri zagotavljanju
energetskih virov in celi¢nih gradnikov celicam v tkivu. Kenshi Sakayama je s sodelavci
pokazal, da imajo humani sarkomi in karcinomi povecano aktivnost LPL (4). Aktivnost
LPL je po tumorju razporejena neenakomerno; najvisja je na podrocjih aktivno delecih se
celic. V splosnem aktivnost LPL korelira s tumorsko rastjo in slabsim potekom bolezni (5).
Na modelu nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka so pokazali, da so celice, ki prekomerno

izrazajo LPL, subpopulacija makrofagov (6).

1.1 POLARIZACIJA MAKROFAGOV

Za celice v monocitni-makrofagni liniji sta znaéilni raznolikost in plasti¢nost. V tkivu
pridobijo pod vplivom mikrobnih produktov, poSkodovanih celic ali aktiviranih limfocitov
znacdilnosti razli¢nih funkcionalnih fenotipov (7). Makrofagi v telesu opravljajo Stevilne in
raznolike funkcije, zato ne preseneca, da lahko razvijejo raznovrstne fenotipe (8). Kot
odgovor na okoljske signale se lahko makrofagi aktivirajo po klasi¢ni ali alternativni poti.
Fenotip, ki nastane po klasi¢ni poti aktivacije, imenujemo M1, po alternativni poti pa
nastane fenotip M2. V regulacijo polarizacije makrofagov je vkljucenih veliko signalnih

poti, transkripcijskih dejavnikov in epigenetskih regulacijskih sistemov (7).



1.1.1 Znacilnosti fenotipa M1 in M2

Za fenotip M1 je znacilno visoko izrazanje vnetnih citokinov, reaktivnih dusikovih in
kisikovih intermediatov ter vzpodbujanje odgovora Thl. Rezultat naStetega sta
protimikrobno in protitumorno delovanje celic M1. Makrofagi M1 in M2 se razlikujejo v
profilu izrazanja citokinov.

Celice M2 so udeleZene v odgovoru imunskega sistema na okuzbe s paraziti, vzpodbujajo
remodelacijo tkiva in imajo imunoregulatorno funkcijo (7). Vlogo imajo tudi v
napredovanju tumorjev, pri njihovi invaziji in metastaziranju, saj izlo¢ajo Stevilne
mediatorje teh procesov (9). Doloceni signali, kot so IL-10, glukokortikoidni hormoni,
molekule, ki jih izrazajo apoptoti¢ne celice in imunski kompleksi, mo¢no vplivajo na
funkcijo makrofagov in inducirajo fenotip, ki je delno podoben celicam M2. Tak3ne celice
imenujemo celice podobne M2 in se od fenotipa M2 razlikujejo po vrsti kemokinov, ki jih

izlo¢ajo (7).

M1: KLASICNA AKTIVACIJA M2: ALTERNATIVNA AKTIVACIJA
protibakterijsko, protivirusno, imunosupresivno, tumorpromotorsko,
protitumorno delovanje protipatazitozno delovanje

IFN-y, LPS, GM-CSF IL-4, glukokortikoidi, IL-10,

M-CSF

Anaerobna glikoliza
~ iNOS -> NO

Oksidativen
metabolizem

Arg-1 -> poliamini

/) /

VEGF-A, MMP
Vnetni Reaktivne kisikove in (proangiogeni
citokini dusikove zvrsti IL-10 faktorji)

Legenda; Arg- arginin, GM-CSF = granulocitni makrofagni kolonije stumulirajo¢i dejavnik, IFN-y =
interferon gama, IL — interlevkin, iNOS = dusikov oksid sintetaza, LPS = lipopolisaharid, MMP = matriksne
metaloproteaze, M-SCF= makrofagni kolonije stumulirajo¢i dejavnik, VEGF-A = vaskularni endotelijski

dejavnik A.

Slika 1: Primerjava makrofagnih fenotipov M1 in M2 — fizioloSke vloge, faktorji

polarizacije, znacilni celicni produkti in prevladujoce metabolne poti



V procesu aktivacije makrofagov ti podlezejo Stevilnim metabolnim spremembam. Obstaja
tesna povezava med metabolnim stanjem makrofagov in njihovim fenotipom. Makrofagi,
aktivirani po klasi¢ni poti, pridobivajo energijo v procesu anaerobne glikolize, alternativno
aktivirani pa uporabljajo oksidativen metabolizem mas¢obnih kislin. M1 imajo povefan
privzem glukoze in pretvorbo piruvata v laktat, dihalna veriga pa je oslabljena, kar
omogoca nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti. Tudi pentoza-fosfatna pot je inducirana v
klasi¢ni aktivaciji, saj je klju¢na za nastanek kisikovih reaktivnih zvrsti in duSikovega
oksida prek produkcije NADPH z NADPH oksidazo. M2 makrofagi pridobijo vecino
energije z oksidacijo maScobnih kislin in aerobno glikolizo, ki zagotavlja dolgotrajnejso
oskrbo z energijo, kar je ustreznejSe za delovanje celic M2 (10).

Glavna metabolna razlika med M1 in M2 se kaze v metabolizmu arginina. Glede na tip
aktivacije se arginin v makrofagih presnavlja z razlicnimi encimi. V M1 je poviSano
izrazanje INOS (duSikov oksid sintetaza), zato katabolizem arginina potece do dusikovega
oksida in citrulina. Nastali duSikov oksid ima pomembno vlogo v ubijanju patogenov. V
M2 pri metabolizmu arginina nastanejo sec¢nina, poliamini in ornitin, ki sodelujejo pri
celjenju ran. Metabolizem arginina je eden izmed najbolj zanesljivih razlikovalnih
faktorjev med M1 in M2 makrofagi (10).

Do dolocene mere je mogoce fenotip polariziranih makrofagov M1 ali M2 v in vitro
pogojih obrniti. Tudi in vivo lahko pride do dinamiénih sprememb v aktivaciji makrofagov.
Patologija nekaterih bolezni je povezana z dinami¢nimi spremembami fenotipov

makrofagov (7).

1.1.2 Pomembni dejavniki polarizacije

Drazljaji M1 so tisti, ki izzovejo vnetni odgovor in vnetne markerje. Njihov izvor, vloga,
receptorji in signalne poti se med seboj bistveno razlikujejo. Glavni drazljaji M1 so IFN- v,
LPS in GM-CSF. Ostali dejavniki, ki polarizacijo makrofagov usmerijo v klasi¢no
aktivacijo, so celice T, bakterijski produkti in nekateri citokini.

IFN-y je glavni citokin, povezan s polarizacijo makrofagov v fenotip M1. Je eden glavnih
produktov celic Thl, izdelujejo pa ga lahko tudi celice ubijalke in makrofagi sami. Po
aktivaciji receptorja IFN-y se prek JAK1 in JAK2 aktivirajo STAT1 in faktorji za
regulacijo interferonov (npr. IFR-1 in IFR-8). IFN-y nadzoruje programe genske
ekspresije, ki vkljucujejo citokinske receptorje, oznacevalce celi¢ne aktivacije in Stevilne

adhezijske molekule. Misi s pomanjkanjem IFN-y ali njegovega receptorja so normalno



aktivne in njihovo Stevilo makrofagov se ne razlikuje od normalnega. Te zivali so bolj
dovzetne za okuzbe, saj njihovi makrofagi izkazujejo zmanjSano tvorbo antimikrobnih
produktov. Tudi pri ljudeh mutacije, odgovorne za pomanjkljivo izrazanje IFN-y
receptorja, privedejo do resne imunske pomanjkljivosti (11).

Aktivacija, ki jo sprozijo bakterije, usmerja makrofage v fenotip M1 in je del prirojenega
imunskega odgovora. Bakterije sprozijo genski program, podoben tistemu, ki ga izzove
TLR (angl. toll-like receptor). LPS je najbolje proucen signal M1, ki ga prepozna TLRA4.
Aktivacija TLR4 vodi do moc¢nega vnetnega citokinskega profila (IFN-, 1L-12, TNF, IL-
6, IL-1pB), izloCanja kemokinov in antigena predstavitvenih molekul (MHC). Genski profil
kontrolirajo NF-xB, AP-1, IRF, STATL1 in EGR. Mnogi od nastetih faktorjev sodelujejo
tudi v interferonskem odgovoru. Zivali z izbitim genom za TLR so normalne, vendar
zaradi prizadete aktivnosti makrofagov bolj obcutljive na okuzbe. Genske mutacije v
druzini TLR povzrocijo pri ljudeh vecjo dovzetnost za okuzbe z mikobakterijami,
pnevmokoki in malarijo (11).

Granulocitni makrofagni kolonijo-stimulajo¢i dejavnik (GM-CSF) izdelujejo Stevilne
celice, tudi makrofagi in parenhimske celice. Glavne funkcije GM-CSF so regulacija
proliferacije in diferenciacije hematopoetskih celic in modulacija funkcije zrelih
hematopoetskih celic. Receptor GM-CSF prek JAK2 aktivira STAT5, ERK in Akt. GM-
CSF izboljSa zmoznost fagocitoze, mikrobicidno sposobnost, levkocitno kemotakso in
adhezijo. Pod vplivom GM-CSF makrofagi in monociti povecajo izlo¢anje 1L-6, IL-8, G-
CSF, M-CSF, TNF in IL-1p. Zivali z izbitim genom za GM-CSF imajo obi¢ajno §tevilo
makrofagov, vendar ti v alveolih ne zorijo normalno. Tudi pri ljudeh mutacije receptorja za
GM-CSF povzrocajo napake v delovanju makrofagov v alveolih, povezujejo pa jih tudi z
malignimi novotvorbami (11).

Za drazljaje M2 je znacilna sposobnost antagonizma vnetnemu odgovoru. Podobno kot pri
drazljajih M1 so njihov izvor, vloga, receptorji in signalne poti heterogeni. IL-4 izzove
fuzijo makrofagov in upocasni fagocitozo. Izdelujejo ga celice Th2, eozinofilci, bazofilci
in makrofagi. Po vezavi IL-4 na receptor se aktivirata JAK1 in JAKS3, kar vodi do
translokacije in aktivacije STAT6. Dodatna transkripcijska faktorja, ki sodelujeta v tem
procesu, sta c-Myc in IRF4. Transkriptom IL-4 zajema transglutaminazo 2 (TGM2),
manozni receptor (MRCL1), holesterol hidroksilazo CH25H, prostaglandin-endoperoksid
sintetazo PTGS1, transkripcijski faktor IRF4, Krippel-like faktor in signalne modulatorje
CISH in SOCS1. U¢inki IL-13 so podobni IL-4, vendar se ne prekrivajo popolnoma. Zivali



z izbitim genom IL-4 imajo normalno Stevilo makrofagov in njihovo zorenje ni prizadeto.
Nepravilnosti v imunskem odgovoru se pojavijo pri nekaterih virusnih okuzbah in
parazitozah. Polimorfizmi IL-4 pri ljudeh so povezani z razvojem astme in atopij. Dodatni
faktorji, povezani z alternativno aktivacijo makrofagov, so imunoglobulinski kompleksi.
IgG-je prepozna druzina receptorjev Fc v.

Glukokortikoidi  vplivajo na adherenco monocitov, fagocitozo in apoptozo.
Glukokortikoidne hormone izloc¢ata nadledvi¢ni Zlezi, metabolizirajo pa makrofagi s
svojimi encimi. Zaradi lipofilne narave lahko glukokortikoidi prehajajo skozi membrano v
celicno notranjost, kjer se vezejo na glukokortikoidne receptorje in tvorijo
glukokortikoidni kompleks. V jedru se ta kompleks lahko veze na DNA in neposredno
vpliva na izrazanje genov ali pa na izraZzanje vpliva posredno prek interakcij s
transkripcijskimi faktorji (npr. NF-xB, AP-1). Z glikokortikoidi stimulirani monociti
izrazajo komponento komplementa 1 (C1QA), TSC22, DSIPI, MRC1, trombospodin 1, IL-
10, IL1IR2 in CD163. Dolgotrajna izpostavljenost glukokortikoidom privede do
drugacnega izrazenja genov, saj pride do interakcij s signalnimi potmi prek LPS in IFN-y.
Polimorfizmi glukokortikoidnih receptorjev so pleiotropni in udeleZzeni v nekaterih
vnetnih, malignih in avtoimunskih boleznih.

IL-10 je produkt celic Th2. Vezava na receptor aktivira STAT3 in inhibira izrazanje
vnetnih citokinov. Transkriptom makrofagov, stimuliran z IL-10, zajema nekatere Fc
receptorje, kemoatraktanta CXCL13 in CXCL14, TLR1, TLR8 in MARCO (receptor
makrofagov s kolagensko domeno). Defekti citokinskih receptorjev povzrocajo kolitis in
poslabsajo vnetja. Misi s pomanjkanjem IL-10 se prekomerno odzovejo na parazite.
Transkripcijski odgovor na M-CSF zajema poveéano izrazanje genov celi¢nega cikla (npr.
ciklin A2, B1, D1 in E1) in zmanjSano ekspresijo skupine humanih levkocitnih antigenov
(HLA), TLR7 in podenot komplementa C1QA/B/C. Misi z mutacijo na M-CSF imajo
zmanjSano Stevilo monocitov in dolo¢enih makrofagov in razvijejo osteopetrozo. Mutacija
receptorja M-CSF pri ljudeh vodi do mileodisplasti¢énega sindroma ali akutne mieloi¢ne
levkemije (11).

Epigenetske spremembe in nekodirajoa RNA so prev tako udeleZzene v usmerjanju
polarizacije makrofagov. Na misjem modelu je pokazano, da IL-4 inducira povecano
izrazanje histonske demetilaze JMJD3, kar povzroci remodelacijo kromatina in posledi¢no
promovira gene, povezane s fenotipom M2. miRNA posttranslacijsko regulirajo izraZzanje

genov. miRNA-155 se vezZe na podenoto IL-13Ral, zato zmanjSuje profil genov M2 (7).



1.1.3 Vioga metabolizma v polarizacijyi makrofagov

Znano je, da se fenotipa izredno razlikujeta v metabolnih poteh in da je metabolizem
kljucen dejavnik polarizacije makrofagov. Blokiranje oksidativnega metabolizma poZene
polarizacijo makrofagov v fenotip M1. Podobno indukcija oksidativnega metabolizma
favorizira alternativno aktivacijo in s tem nastanek celic M2. Drazljaji, ki so odgovorni za
razlike v metabolizmu, Se niso povsem pojasnjeni na molekularni ravni. Prav tako Se ni
poznan mehanizem, kako celi¢ni metabolni status usmerja polarizacijo makrofagov.

Pri klasi¢ni aktivaciji pride do prehoda fosfofruktokinaze 2 (PFK2) iz ledvi¢ne oblike v
aktivnejSo obliko uPFK2 in akumulacije fruktoza-2,6-bisfosfata. ZmanjSa se izrazanje
intermediata carbohydrate kinase-like protein (CARKL) v pentoza fosfatni poti. PoviSana
ekspresija CARKL zavre klasi¢no aktivacijo makrofagov in zmanjSa produkcijo vnetnih
citokinov, kar sovpada z obliko M2. Aktivacija makrofagov z LPS je povezana z visjo
koncentracijo intermediatov Krebsovega cikla, kot so citrat, malat in sukcinat. Sukcinat je
odgovoren za proizvodnjo IL-1f. Ta primer je dokaz, da metabolizem makrofagov ni samo
nabor reakcij za pridobivanje energije, temveC je tudi direktno vpleten v transkripcijsko
regulacijo imunskega odgovora.

Alternativna pot aktivacije povzroCi veje izrazanje gena PFKBI1, vecji delez jetrne
izoforme PFK2 in niZjo raven fruktoze-2,6-disfosfata. PovecCana sta oksidativna
fosforilacija in mitohondrijsko dihanje. IL-4 povzro¢i aktivacijo STAT6, ki inducira
kljuéni dejavnik pri usmerjanju metabolizma, znacilnega za makrofage M2 — PGC-1p.
Zaviranje PGC-1p ne spremeni samo metabolnega stanja makrofagov, pa¢ pa tudi zavre
funkcijo M2 (10).

Makrofagi se tako kot druge celice imunskega sistema nahajajo v bliZini vnetih mest z
nizko koncentracijo kisika. S hipoksijo inducirani transkripcijski faktor (HIF) je eden
glavnih mediatorjev prilagoditve makrofagov na hipoksi¢ne razmere. HIF je sestavljen iz
dveh podenot: a in B. Izoforma podenote alfa HIFla je povezana s klasi¢no aktivacijo,
izoforma HIF2a pa z alternativno aktivacijo makrofagov. Ekspresijo HIF1a vzpodbujajo
razli¢ni aktivatorji klasi¢ne poti polarizacije prek NF-xB in produkcije vnetnih citokinov
ter drugih mediatorjev fenotipa M1. Glavni oznacevalec M1, ki ga regulira HIFla, je
INOS. Kljub temu pa ni vsa aktivacija M1 pod vplivom HIF1a, kar nakazuje na obstoj
drugega, Se neindetificiranega markerja, ki metabolizem usmerja v fenotip M1. Potencialna

vloga HIF2a v alternativni aktivaciji makrofagov ostaja nejasna. Za HIF2a so dokazali, da



regulira transkripcijo markerja M2 — Agrl. Obstajajo pa tudi dokazi, da HIF2a spodbuja
nastanek IL1B, znacilnega za fenotip M1 (10).

1.1.4 M1 in M2 makrofagi ter njthova vioga v kancerogenezi

M1 makrofagi imajo antitumorno aktivnost in lahko izzovejo motnje v tumorskem tkivu.
Na nekaterih misjih modelih karcinomov so raziskovalci pokazali, da je napredovanje
tumorjev povezano s spremembo fenotipa makrofagov iz M1 v M2. V kasnejSih fazah
napredovanja raka imajo makrofagi ve¢inoma celicam M2 podoben fenotip z nizkim
izrazanjem IL-12 in visokim izrazanjem IL-10. Sposobnost antitumorskega delovanja teh
makrofagov je nizka, pospesujejo pa remodelacijo zunajceli¢nega matriksa in angiogenezo.
Povezani so s slabsim potekom rakavih bolezni. Stevilne signalne poti vplivajo na
protumorsko funkcijo makrofagov. Te lahko izvirajo tako iz okoljskega tkiva kot tumorjev
samih in se razlikujejo glede na to, kateri organ je prizadet. Limfociti so glavni akterji pri
usmerjanju polarizacije makrofagov. Produkti tumorskih celic, kot so komponente
zunajceliénega matriksa, IL-10, CFS-1 in kemokini (CCL2, CCL18, CCL17, CXCLA4),
usmerijo polarizacijo v fenotip M2, povezan z napredovanjem raka. Makrofagi lahko
interagirajo S tumorskimi mati¢nimi celicami prek izrazanja MFG-E8, kar pripomore k
tumorogenezi. Pri ishemi¢ni bolezni srca pride podobno do povecanega deleza celic M2.
To lahko nakazuje na funkcionalno povezavo med pomanjkanjem Kisika, kar je znacilno
tudi za tumorsko okolje, in porastom fenotipa M2. In vivo se v tumorskem tkivu pojavljajo
Stevilni funkcionalno razli¢ni fenotipi, med katerimi obstajajo dinami¢ne spremembe pod

vplivom Stevilnih molekul (7).

1.2 ANTIGEN CD204

V Stevilnih raziskavah so potrdili, da so makrofagi M2 tisti, ki pripomorejo k napredovanju
tumorjev in slabSemu poteku malignih obolenj (12), zato je treba poiskati zanesljiv
oznacevalec alternativno aktiviranih makrofagov. Kot potencialni marker je bil proucen
CD68, vendar ni bil dovolj specificen za fenotip M2 (13). Znani antigeni, tipi¢ni za fenotip
M2, so CD163, CD204 in CD206. Subpopulacije makrofagov M2 se v izraZzanju antigenov
razlikujejo (14). Ena izmed znalilnosti agresivnih tumorogenih makrofagov M2 je
povecana ekspresija CD204. Invazija CD204 pozitivnih makrofagov je povezana s
tumorskim napredovanjem in slabSim potekom bolezni pri pacientin z glikomom,

ovarijskimi epitelijskimi tumorji in rakom trebusne slinavke (13).



CD204 oz. receptor Cistilec Al (angl. scavenger receptor A) je vec¢funkcijski membranski
receptor, ki prepoznava veliko tipov negativno nabitih makromolekul (13). lzrazajo ga
celice, udelezene v prirojenem imunskem odgovoru — makrofagi in dendriti¢ne celice (15).
Je ve¢domenska molekula, sestavljena iz treh enakih proteinskih verig. Za vezavo ligandov
je bistven klaster stirih lizinov na C-terminalnem delu receptorskega vezavnega mesta, Ki
tvorijo pozitivno nabit Zep. Receptor prepozna veliko $tevilo ligandov, vklju¢no s kemijsko
spremenjenimi molekulami, Se posebej lipoproteini. Nekatere izmed teh lipoproteinov so
povezani z nastankom bolezni vaskularnega sistema. Med pomembnejSe ligande CD204
spadajo oksidiran LDL, acetiliran LDL, oksidiran HDL, metiliran goveji serumski
albumin, dekstran sulfat, lipopolisaharid, fukoidan, sestavine Gram pozitivnih in
negativnih bakterij ter apoptoznih celic. Vsi znani ligandi CD204 so polianioni, vendar vse
negativno nabite makromolekule niso primerne za vezavo (16).

Nabor ligandov, ki vkljucujejo bakterijske komponente (npr. LPS), in dejstvo, da ga
izraZzajo makrofagi, nakazujejo na fiziolosko vlogo CD204 v prirojenem imunskem
odgovoru. Misi s pomanjkanjem CD204 imajo slab$o zas¢ito proti okuzbam z Listerio
monocytogenes, virusom Herpes simplex, Staphilococcusom aureusom in Neisserio
meningitidis. Zasc¢itni mehanizem CD204 pred patogeni Se ni pojasnjen (16).
Nekontrolirana celicna aktivacija je nevaren ucinek razsirjene okuzbe. Hkrati so za razvoj
sepse in toksi¢nega Soka nevarne bakterijske komponente in toksini. CD204 ima vlogo v
detoksifikaciji plazme, zato misi s pomanjkanjem CD204 hitreje podlezejo smrti zaradi
prekomerne ekspresije TNF-a in IL-6 (16). CD204 lovi ligande receptorja TLR 4 in s tem
zavre produkcijo vnetnih citokinov (14). Privzem LPS s strani CD204 zavre citokinski
odziv na bakterijske komponente (16).

Proucevali so tudi vlogo CD204 v pridobljenem imunskem odgovoru. Regulatorna vloga
CD204 v imunskem odgovoru T-celic in tumorski imunosti se je nakazala z odkritjem
receptorjev za proteine toplotnega Soka (HPS, angl. heat shock proteins) na antigen
predstavljajocih celic, kot so dendriticne celice (17). Xiang-Yang Wang je s sodelavci
pokazal, da CD204 ni nujen za antitumorno delovanje cepiva, ki temelji na HPS. V
nasprotju s pricakovanji so dokazali, da je pri miSih z izbitim genom za CD204 izboljSan
protitumorni u¢inek cepiva (15). Pomanjkanje CD204 je sovpadalo s pove¢anim antigen-
specificnim odzivom CD8+ T-celic in fagocitov. Razlike v odgovoru citotoksicnih T

limfocitov so lahko delno pripisali s CD204 spremenjeni imunostimulatorni aktivnosti



dendriti¢nih celic ob aktivaciji TLR4 (17). Dendriticne celice z zmanj$anim izrazanjem
CD204 so bile bolj odzivne na vnetne dejavnike in so imele ucinkovitejSo antigen-
predstavitveno sposobnost (15). Odsotnost CD204 je povrnila imunsko prepoznavnost
mnogim slabo imunogenim tumorjem miSi in izboljSala ucinkovitost cepiv. Povecana
imunogenost tumorjev zaradi pomanjkanja CD204 se je pokazala tudi pri cepivu, ki je
vpleteno v signalno pot TLR4 z uporabo monofosforil lipida A (agonista TLR4) (17).
CD204 je torej imunosupresorski receptor, ki sodeluje v vzdrZzevanju homeostaze
imunskega sistema (15). ZmoZen je zaviranja aktivnosti adjuvansov v cepivih. Mehanizem,
prek katerega deluje CD204 supresorno na vnetni odziv dendriti¢nih celic, je ligacija na
TLRA4. Vpleta se v nabiranje TRAF6 in njegovo trimerizacijo ter ubikvitinacijo, ki ju
sprozi LPS. To sproZi slabljenje TLR4-MyD88-TRAF6-NF«B signalne kaskade. Pot
TLR4-NF«B je nujna za normalno delovanje dendriti¢nih celic in igra osrednjo vlogo v
navzkrizni prezentaciji antigenov tumorskih celic v terapiji raka. Inhibicija ali blokada
CD204 povzroci aktivacijo dendriti¢nih celic in njihov odgovor na molekule, kot so LPS,
HPS in celi¢ni lizati. To pripomore k burnejSemu odzivu citotoksi¢nih T-limfocitov in
protitumornemu delovanju cepiva. CD204 zavira zmogljivost CD4+ T-celic tudi v
odsotnosti vnetnih drazljajev, kar nakazuje na vlogo CD204 kot intrinzi¢nega regulatorja
omejevanja aktivnosti dendriti¢nih celic (17).

CD204 sodeluje v adheziji makrofagov, ki je pomembna za zadrZevanje makrofagov na
mestu infekcije in vnetja. Adhezija, ki jo posreduje CD204, bi lahko imela vlogo v
nekaterih patoloskih stanjih. Nepravilno modificirane molekule, ki postanejo ligandi za
receptor CD204, lahko vodijo do nezelenega zadrzevanja celic (16).

Dodatna fizioloSka vloga CD204, izrazenih na makrofagih, je zagotavljanje primerne
fagocitoze apoptoznih celic (16). Makrofagi v prizeljcu misi s pomanjkanjem CD204 so
izkazovali 50% zmanjSanje fagocitoze apoptoznih celic in vitro. V podobnem poskusu in
vivo ni bilo vidnih razlik (18).

Povezavo CD204 z razvojem ateroskleroze so raziskovalci proucevali na miSih s
pomanjkanjem receptorja CD204. lzolirani makrofagi teh Zivali so izkazovali zmanjSanje
celicne razgradnje acetiliranega in oksidiranega LDL. To je bilo v skladu s prejSnjimi
ugotovitvami in vitro, da CD204 na makrofagih posreduje privzem modificiranih
lipoproteinov, kar vodi do tvorbe lipidnih penastih celic. Kljub tem raziskavam ostaja

vpletenost CD204 v razvoj ateroskleroze vpraSljiva. V nekaterih Studijah so prisli do
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nasprotnih rezultatov, kar nakazuje na bolj zapleten odnos med boleznijo in receptorjem
(16).

1.2.1 CD204 v razvoju in napredovanju raka

CD204 je udelezen v interakcijah med makrofagi in rakavimi celicami. Imunohistoloske
Studije na glikomih, raku trebusne slinavke, raku ledvic in plju¢nem raku so pokazale, da je
izraZzanje CD204 v tumorju v tesni povezavi z makrofagi, udelezenimi v tumorogenezi, in
da visoko izrazanje CD204 sovpada z malignostnim potencialom tumorskih celic (14).
Korelacijo med Stevilom CD204 pozitivnih makrofagov in agresivnostjo tumorjev so
proucili tudi na primeru plju¢nega adenokarcinoma. Ugotovili so, da izrazanje CD204
mocno sovpada S slabSim prezivetjem. Pri pacientih z ve¢jim Stevilom CD204 pozitivnih
makrofagov je bilo povecano tudi izrazanje IL-10 in MCP-1, ki sta vpletena v polarizacijo
makrofagov v fenotip M2. Ti rezultati kazejo, da so CD204 pozitivni makrofagi tumor
spodbujajo¢i makrofagi (fenotip M2) in so vpleteni v napredovanje pljucnega
adenokarcinoma. IL-10 in MCP-1 lahko izvirata iz makrofagov ali tumorskih celic.
MCP-1, ki izvira iz makrofagov, je znan kot dejavnik, ki pripomore k nabiranju
makrofagov pri raku dojk. Predpostavljen je mehanizem spodbujanja kopicenja
makrofagov prek interakcij med tumorskimi celicami in makrofagi. Poveéano izrazanje IL-
10 kaZze na napredovanje bolezni in napoveduje slabsi potek in izid zdravljenja. IL-10 in
MCP-1, ki izvirata iz tumorskega tkiva, sprozita diferenciacijo, kopifenje in migracijo
makrofagov M2, ki pripomorejo k akumulaciji novih CD204 pozitivnih makrofagov v
rakavem tkivu. lzkazalo se je tudi, da CD204 predstavlja boljSi prognosti¢ni marker kot
CD68. S CD204 so lahko bolje opisali agresivno subpopulacijo makrofagov M2, ki sluZi
kot pokazatelj slabSega izida bolezni. Ker infiltracija CD204 pozitivnin makrofagov
sovpada s Stevilnimi faktorji lokalne invazije (limfati¢na permeabilnost, invaziranje kapilar
in plevre), je verjetno, da CD204 pozitivni makrofagi sodelujejo v lokalni invaziji rakavih
celic. Makrofagi lahko pripomorejo k napredovanju bolezni prek izlo¢anja rastnih
dejavnikov, kot sta fibroblastni rastni faktor in epidermalni rastni faktor. Ti faktorji
stimulirajo rast in mobilnost tumorskih celic. Tumorske celice se na EGF odzovejo s
kemotakso in invaziranjem. CD204 pozitivni makrofagi priskrbijo kemotakti¢no signalno
pot, ki zgosti tumorske celice v krvnih Zilah in pospesi njihov vstop v vaskulaturo (13).

Visoko Stevilo CD204 pozitivnih celic je neodvisen napovedni dejavnik metastaziranja

plju¢nega adenokarcinoma v bezgavke. Ker CD204 lahko izrazajo tako makrofagi kot
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dendriti¢ne celice, so testirali CD204 pozitivne celice tudi za antigen CD163, ki je znacilen
za makrofage. Visoko ujemanje med CD204 in CD163 pozitivnimi celicami kaze, da so
celice, ki sodelujejo pri metastaziranju, makrofagi. CD204 pozitivni makrofagi imajo
tumorpromotorsko funkcijo zaradi izlo¢anja matriksnih metaloproteaz, vaskularnega
rastnega dejavnika in transformatorskega rastnega dejavnika (TGF) B. V zacetek procesa
metastaziranja so makrofagi vpleteni zaradi spodbujanja remodelacije zunajceli¢nega
matriksa in angiogeneze (19).

Pri proucevanju oznaéevalcev pripadnosti malignih celic bolnikov z levkemijo in limfom
celic T pri odraslin (ATLL) so prisli do naslednjih zakljuc¢kov. CD204 je bila moc¢no
izrazena na makrofagih, vpletenih v tumorogenezo. Stevilo CD204 pozitivnih makrofagov
in razmerje CD204+/CD68+ sta bila povisana v vzorcih z ve¢jim izrazanjem Ki-67LlI, ki je
pokazatelj proliferacije celic limfoma, kar nakazuje na vpletenost CD204 pozitivnih celic v
napredovanju raka. Kljub temu pa v raziskavi niso potrdili povezave med povecanim
izrazanjem CD204 in slabsim klini¢nim izidom (14).

Dodaten dokaz za pomembno vlogo v alternativni aktivaciji makrofagov in razrastu
tumorskega tkiva je ugotovitev, da je pri pomanjkanju CD204 inhibiran razvoj tumorjev na
modelu raka trebusne slinavke (16). Da bi raziskali funkcijo CD204 na makrofagih, so
obi¢ajnim MiSim in miSim z izbitim genom za CD204 subkutano vsadili celice limfoma
EL4 in spremljali tumorsko rast. Ceprav se skupini misi nista razlikovali v $tevilu
infiltriranih makrofagov in limfocitov ter vaskularizaciji tumorja, je bila rast tumorja pri
migih z izbitim CD204 upodasnjena. Stevilo celic v mitozi je bilo pri misih s
pomanjkanjem CD204 manjSe, povecana pa je bila sinteza dusSikovega oksida in IFN-y.
Prav sinteza teh dveh faktorjev je predpostavljen mehanizem inhibicije proliferacije. Ob
prisotnosti CD204, ki zavira vnetne odgovore, so miSi manj zas¢itene proti invaziji rakavih
celic. CD204 negativni makrofagi spodbujajo izrazanje IFN-B in IFN-y, kar je znaéilno za
fenotip M1, zato je verjetno, da je CD204 sam dejavnik, ki pripomore k vzdrzevanju
fenotipa M2. Tudi v in vitro poskusu je bila proliferacija rakavih celic upocasnjena ob
kultivaciji s CD204 negativnimi makrofagi. Rezultati te raziskave kazejo, da je
antitumorna aktivnost makrofagov v misih s pomanjkanjem CD204 poviSana zaradi
ve¢jega izlocanja NO in IFN-y. CD204 ima vlogo v regulaciji funkcije makrofagov z
inhibicijo signalne poti receptorja TLR (18).
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1.2.2 CD204 kot terapevtska tarca

Poleg prognosticne vrednosti predstavljajo CD204 pozitivni makrofagi potencialno
terapevtsko tarco. Ciljanje celotne populacije makrofagov ne bi bil optimalen pristop, ker
bi z njim prizadeli populacijo obeh fenotipov makrofagov, tudi protitumorne makrofage
M1. Obstaja vec strategij ciljanja makrofagov M2, npr. inhibicija kopi¢enja makrogafov
M2 v tumorskem tkivu, zmanjSevanje Stevila M2 makrofagov in blokiranje tumorogene
aktivnosti makrofagov M2. Perspektiven pristop je tudi repolarizacija makrofagov M2 v
fenotip M1, kar bi spremenilo razmerje med tumorogenimi in protitumornimi makrofagi v
prid slednih. Ena izmed moznosti za dosego repolarizacije bi lahko bila infuzija protiteles
proti CD204, ki bi stimulirala migracijo makrofagov iz sekundarnih bezgavk v tumorsko
tkivo z IFN-y aktivnostjo in inducirala reprogramiranje makrofagov M2 v IL-12
producirajoce celice M1. Podobno bi lahko dosegli tudi s ciljanjem NF-«xB signalne poti
(glavne signalne poti M2 aktivacije) ali s kombinacijo liganda receptorja TLR 9 CpG-
oligonukleotid (ODN) in protiteles proti IL-10 (12).

Pri razvoju terapije raka, ki deluje na ravni levkocitov, je treba razviti kliniéno uporabno
metodo, ki je dovolj specificna in u¢inkovita. Nekatere levkocitne populacije povezujejo s
spodbujanjem tumorske rasti. MiSi s pomanjkanjem posameznih zvrsti levkocitov imajo
omejeno rast tumorjev in metastaziranje. Pri humanem in miSjem ovarijskem raku so
dominantna vrsta levkocitov vaskularni levkociti (VLC), ki predstavljajo ve¢ kot 30% celic
v peritonealnem ascitesu. Izrazajo povrsinske markerje endotelijskih in dendriti¢nih celic,
med drugimi tudi CD204. Spodbujajo nastanek neovaskularizacije in vzdrzujejo
imunosupresivno okolje. S. Peter Bak je s sodelavci preizkusil ué¢inkovitost imunotoksina
proti CD204 pri zaviranju napredovanja ovarijskega raka. Na modelu mi$jega ovarijskega
raka 1D8 so kot potencialno terapijo preizkuSali odstranitev VCL. Tedenska aplikacija
imunotoksina proti CD204 miSim s peritonealnim ID8 tumorjem je odstranila VLC in
opazno zmanjSala breme tumorja ter akumulacijo ascitesa. Ker tumorske celice 1D8 ne
izraZzajo CD204, je izboljSanje, povzrofeno z imunotoksinom, izklju¢no posledica
zaviranja CD204 pozitivnih levkocitov. Imunotoksin proti CD204 se je tako izkazal za
ucinkovitega pri selektivnem zaviranju peritonealnih levkocitov. Na ucinkovitost
zdravljenja vplivajo tip tumorja, njegova lokacija in pot terapije. Interperitonealna injekcija
toksina je pri peritonealnem ovarijskem raku bolj u¢inkovita kot intravaskularna aplikacija.
Prednosti tega pristopa pred trenutnimi imunoterapijami, usmerjenimi v T-celice, je v tem,

da ni potrebe po pacientu specificnih komponentah. Eliminacija levkocitov pa je lahko tudi
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dopolnilo terapevtskim pristopom, ki so usmerjeni neposredno proti tumorskim celicam
(20).

CD204 je obetavna tarCa za imunoterapijo raka tudi zaradi supresornega delovanja na
dendriticne celice. Genetsko modificirane dendriticne celice z utiSanim CD204 imajo
boljSo sposobnost imobiliziranja citotoksi¢nih T-celic, ki prepoznajo antigene tumorskih
celic, kar pripomore k ucinkovitejsi terapiji melanoma. Hkrati se ob zaviranju CD204
izboljSa infiltracija tumorja s CD8+ T-celicami in celicami ubijalkami (17). Negativno
reguliranje antigen specifi¢ne antitumorne imunosti CD204 je pomembno upoStevati pri
razvoju cepiv proti raku. S selektivno odstranitvijo ali z blokado CD204 bi povecali
ucinkovitost imunoterapije raka (18).

2 NAMEN DELA IN HIPOTEZA

Predhodne raziskave so pokazale, da je napredovanje tumorjev povezano s spremembo
fenotipa makrofagov iz M1 v M2. Subpopulacije makrofagov se razlikujejo v izrazanju
antigenov. Invazija makrofagov, ki izrazajo CD204, pri nekaterih oblikah raka korelira s
tumorskim napredovanjem in s krajSim prezivetjem. Preliminarne raziskave so dokazale,
da povecana aktivnost LPL sovpada s slabSim potekom bolezni pri pacientih z
nedrobnoceli¢nim plju¢nim rakom.

V magistrski nalogi bomo razvili postopek dokazovanja antigena CD204 na celicah z
visokim izrazanjem LPL na histoloskih rezinah nedrobnoceli¢nega plju¢nega rakavega
tkiva. Z razvitim postopkom bomo preverili naslednjo hipotezo: celice, ki visoko izrazajo
LPL v tkivu nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka, imajo povrsinski antigen CD204.

Razvili bomo zaporedni postopek imunohistokemije in fluorescencne in situ hibridizacije
(FISH). Na histoloske rezine nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka bomo vezali protitelesa
proti CD204 in omogocili vizualizacijo lokacije tega antigena. Nato bomo z
oligonukleotidi komplementarnimi mMRNA LPL, oznafenimi s fluorescen¢nim barvilom,
dolocili lokacije v tkivu, kjer se izraza gen za LPL. Z opazovanjem pod fluorescenénim
mikroskopom bomo primerjali kolokalizacijo celic, ki izrazajo LPL, in celic, ki imajo
povrsinski antigen CD204.

Potrditev hipoteze, bi omogoc¢ila uporabo zgolj imunohistokemi¢nega postopka za
dolo¢anje prisotnosti agresivnega fenotipa makrofagov, s ¢imer bi se skrajsal cas
preiskave. Ce bi lahko celice, ki visoko izraZajo gen za LPL, opisali z njihovimi znagilnimi

povrsinskimi antigeni (CD204), bi zmanjSali tudi zahtevnost postopka. To bi olajSalo
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raziskovalno delo in omogocilo, da bi pristopili k obseznej$i imunohistoloski Studiji,

povezani s sintezo LPL in pomenom LPL za krajSe prezivetje bolnikov.

3 MATERIALI IN METODE

Za primerjavo lokacije izrazanja LPL in prisotnosti antigena CD204 je treba na histoloskih
rezinah tkiva nedrobnoceli¢nega plju¢nega raka zaporedno izvesti imunohistokemic¢no
analizo s protitelesi proti CD204 in analizo FISH, s katero zaznamo mRNA LPL. Delo smo
zaceli s pripravo histoloSkih rezin. Z imunohistokemi¢no metodo smo zeleli prikazali
lokalizacijo povrSinskega proteina CD204 v tkivu. Na nukleotidna zaporedja za LPL v
vzorcu smo vezali s fluorescen¢nim barvilom oznacene komplementarne oligonukleotide
in omogocili vizualizacijo celic, ki visoko izrazajo LPL. HistoloSke rezine smo po izvedbi
analiz opazovali pod fluorescen¢nim mikroskopom in dolocali lokacijo izrazanja gena za
LPL in antigena CD204.

Pri delu smo izhajali iz ze prepisane cDNA, ki smo jo ocistili in komplementarne
oligonukleotide fluorescencno oznacili. Postopki izolacije mRNA iz rakavega pljucnega
tkiva, prepisa v cDNA in verizna reakcija s polimerazo v realnem c¢asu (QPCR), ki so bili
izvedeni pred nasim delom, so opisani v predhodni diplomski nalogi (21). Ce na kratko
povzamemo, za izolacijo RNA iz plju¢nega tkiva so uporabili RNesay Mini Kit (QIAGEN,
Hiden, Nemcija). Tkivo so predhodno lizirali in homogenizirali v prisotnosti gvanin
izotiocianata. Gvanin izotiocianat je imel vlogo inaktivatorja RNAz. RNA se je selektivno
vezal na silikagelno membrano. Za optimalno vezavo RNA na membrano je bilo treba
dodati etanol, primesi pa so odstranili s spiralnimi pufri. Za prepis RNA v cDNA so
uporabili SuperScript VILO™ cDNA Syntesis Kit (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
Kalifornija, ZDA). Prepis iz RNA v cDNA je katalizirala reverzna transkriptaza. Pri sintezi
oligonukleotidov, komplementarnih mRNA LPL, so uporabili oligonukleotidne zacetnike
(Applied Biosystems, Life Technologies Corporation, Carlsbad, Kalifornija, ZDA).
Sintetizirali so tri razliéne segmente mRNA LPL, in sicer enega na 3' koncu, enega na 5'
koncu in enega v sredini mRNA. Zmes treh oligonukleotidov so uporabili zaradi vecje
obcutljivosti, saj se mRNA razgrajuje predvsem na 3' UTR regiji. Vse tri oligonukleotide
so nato pomnozili s gPCR, pri ¢emer so uporabili FastStart Universal Probe Master (ROX,
Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, ZDA). Reakcijska meSanica je morala za
uspesno izvedbo PCR vsebovati: ANTP, oligonukleotidne zacetnike, Taq DNA polimerazo,

Mg®" ione (MgCl.), pufer in cDNA, ki je sluZila kot matrica. Uspesnost pomnoZevanja so
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spremljali z merjenjem porasta fluorescence v gPCR. Kakovost sintetiziranih
komplementarnih oligonukleotidov so preverili z agarozno gelsko elektroforezo. S tem so
potrdili, da so dobili oligonukleotide pricakovane dolzine in da ni priSlo do
fragmentiranosti oligonukleotidov. Iz razmerja absorbanc Azsonm/Az2sonm SO ugotovili, da so

poleg oligonukleotidov prisotne tudi druge snovi in je zato potrebno cis¢enje PCR
produkta (21).

3.1 PRIPRAVA HISTOLOSKIH REZIN TKIV NEDROBNOCELICNEGA PLJUCNEGA
RAKA

Prvi korak pri naSem delu je bila priprava histoloskih rezin, na katerih smo v nadaljevanju
izvajali imunohistokemi¢no metodo. Podoben postopek priprave rezin je uporabila tudi
Tina Malavasi¢ in ga opisala v diplomskem delu (21). Glavna sprememba glede na
postopek priprave histoloskih rezin, opisan v omenjenem diplomskem delu, je opustitev
fiksacije v paraformaldehidu. Namesto fiksacije z uporabo paraformaldehida so rezine
pritrdili na posebna objektna stekelca Superfrost R (Gerhard Menzel GMBH,
Braunschweig, Nemcija). Na stekelca Superfrost R se tkivo pritrdi zaradi pozitivnega
naboja, zato dodatna fiksacija ni potrebna. Fiksacija s paraformaldehidom je v predhodnih
eksperimentih povzro¢ala mocno avtofluorescenco tkiva, ki je motila analizo s
fluorescen¢nim mikroskopom.

Tumorska tkiva so bila pacientom z nedrobnoceli¢nim pljuénim rakom odvzeta med
operativnim posegom v UKC Ljubljana. 15 minut po odvzemu so jih zmrznili v teko¢em
dusiku, kjer so ostala do nadaljnje priprave. Sledilo je rezanje histoloskih rezin na Institutu
za anatomijo. Tkiva so odstranili iz teko¢ega dusika in jih s pomocjo lepila Jung Tissue
Freezing medium pritrdili na kovinsko drzalo. Kovinsko drzalo so vpeli v kriostat in zaceli
z rezanjem 10 um debelih rezin (21). Pri tem so pazili, da se niso odtajala. Rezine tkiva so
poloZili na Superfrost R objektna stekelca, kamor so se pritrdila zaradi elektrostatskega
naboja. Sledila je dehidracija rezin tkiv v etanolnih raztopinah razli¢nih koncentracij.
Stekelca s histoloSkimi rezinami so za 2 minuti potopili v etanolne raztopine naras¢ajoce
koncentracije. Vrstni red etanolnih raztopin je bil: 30%, 50%, 70%, 85%, 95% , 100%
(21). Tako pripravljene rezine smo hranili v zamrzovalniku na -75 °C na Fakulteti za

farmacijo do nadaljnje analize.
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3.2 IMUNOHISTOKEMICNA ANALIZA RECEPTORJA CD204

Imunohistokemija (IHC) je tehnika, s katero lahko prikazemo porazdelitev in lokacijo
proteinov v intaktnem tkivu. Za prikaz specifi¢nih proteinov v celici ali na njeni povrsini
lahko uporabimo fluorescenc¢no oznacena protitelesa. Pri nasem delu smo uporabili kozje
protitelo proti humanemu CD204 in sekundarno fluorescen¢no oznaceno oslovsko protitelo
proti kozjemu IgG ter zaj¢je poliklonsko protitelo proti humanemu CD204 za direktno

imunohistokemi¢éno tehniko.

Sekundarno
‘\;(A){_ .}é‘ﬁ. fluoressenéno
VAR i\ NV oznaceno
7?&' oslovsko

protitelo proti

. kozjemu IgG
’ -~ Kozje protitelo
b A wyy—> proti

‘ humanemu
Celica CD204

‘ Antigen
CD204

Slika 2: Shematski prikaz indirektne imunohistokemicne metode s protitelesi, ki smo jih

uporabili pri delu

3.2. 1 Uporabljeni reagenti
o DEPC voda (Sigma Aldrich, Nemcija) — voda brez RNAz;

0 koncentriran etanol (Sigma Aldrich, Nemc¢ija);

o etanolne raztopine za rehidracijo tkivnih rezin: pred uporabo smo jih pripravljali
sveze. Naredili smo jih z meSanjem koncentriranega etanola in DEPC vode v
ustreznem razmerju. Pri delu smo uporabljali naslednje koncentracije etanolnih
raztopin: 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30%;

o0 HCI - 37% klorovodikova kislina za analizo (Merck, Darmstadt, Nemcija);

0 1 M HCI; 8,32 g HCI razred¢imo z DEPC vodo do 100 ml. Uporabimo za pripravo
0,2 M HCI;

o NaCl (Gram-Mol, Zagreb, Hrvaska);

o KCI (Merck, Darmstadt, Nemcija);

o KH,PO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska);
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NaHPQO,.2H,0 (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

10x PBS; natehtamo 80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,PO, in 14,41 g NaHPO,4.2H20 in
kemikalije raztopimo v DEPC vodi do skupnega volumna 1 L. pH uravhamo na
vrednost 7,4 in raztopino prefiltriramo skozi 0,45 um filter. Raztopina je obstojna 6
mesecev;

1x PBS; 10 x red¢ena raztopina 10x PBS: 100 mL 10x PBS zlijemo v 1000 mL
bucko. Do oznake dolijemo DEPC vodo in pH uravnamo na 7,4;

0,2 M HCI ; raztopina za zmanjSevanje avtofluorescence. Pripravili smo jo tako, da
smo v 120 mL 1x PBS dolili 30 mL 1M HCI,

protitelo proti CD204; Anti-macrophage scavenger receptor | antibody, kataloska
St. ab6417 (Abcam, Cambridge, Velika Britanija);

detekcijsko protitelo za CD204; Donkey anti-goat 1IgG H&L (Alexa Fluor 594),
kataloSka St. ab150132 (Abcam, Cambridge, Velika Britanija);

alternativno detekcijsko protitelo za CD204; Alexa Fluor 555 donkey anti-goat 19G
H+L (Life Technologies, Carlsbad, ZDA);

protitelo za direktno imunohistokemiéno metodo; 1% Pt Bioss Alexa F. 488: Rabbit
anti-MSR1 polyclonal antibody conjugated Alexa Fluor 488;

DAPI (Life Technologies, Carlsbad, ZDA);

reagent za barvanje jedra; priprava: 1,25 uL DAPI damo v 500 puL 1x PBS;
Chichago Sky Blue 6B (Sigma Aldrich, Nemcija);

raztopina za zmanjSevanje avtofluorescence tkiva: natehtamo 0,5 g reagenta
Chichago Sky Blue in ga raztopimo v 100 mL PBS. Raztopino prefiltriramo skozi

Whatmannov filter papir.

3.2.2 Uporabljeni pripomocki in aparature

O O O O O O o o

ploséa za rezine s pokrovom (Thermoproc, Crnuée, Slovenija);
sterilne steklene kivete s pokrovom;

diamantno rezilo (Kraus Winter, Hamburg, Nemcija);

pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);

inkubator Enviro- Genie (Scientific Industries, New York, ZDA);
pH meter pH 700 (Eutech Industries, Landsmeer, Nizozemska );
mini centrifuga Mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);
magnetno meSalo Rotamix 604MM (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija);
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filtrirni sistem Filter max TPP 99500 500 ml in 1000 ml (Sigma Aldrich, Nemc¢ija);
Whatmannov filter papir (Assistent, Sondheim, Nemcija);

sterilna steklovina: ¢aSe, bucke, merilni valji;

krovna stekelca;

tesnilo FixoGum (Marabo, Bietigheim- Bissingen, Nemcija);

fluorescenéni mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Pensylvania, ZDA).

3.2.3 Postopek indirektne metode

1.

10.

11.
12.

Rezine, ki smo jih hranili v zamrzovalniku na —75 °C, ogrejemo na sobno
temperaturo. ObriSemo stekelca in z diamantnim rezilom ozna¢imo lokacijo tkiva
na njem.

Rehidriramo tkiva v padajoCih koncentracijah etanolnih raztopin za rehidracijo
tkiva: 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30%. V vsaki raztopini pustimo stekelca 2
minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca prenesemo v kiveto z 0,2 M HCI in jih namakamo 20 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v DEPC vodi pri sobni temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Na stekelce nanesemo 10 pL raztopine protiteles proti CD204 in pokrijemo s
parafilmom. 70 minut inkubiramo v vlazni komori pri 37 °C.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Nanesemo 10 uL raztopine detekcijskih protiteles in pokrijemo s parafilmom.
Prenesemo v vlazno komoro in zas$¢itimo pred svetlobo. Inkubiramo 60 minut pri
37 °C.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Nanesemo 10 pL reagenta za barvanje jeder in inkubiramo 10 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Dodamo 10 pL glicerola, pokrijemo s krovnim stekelcem. Robove zatesnimo S

FixoGumom in zamrznemo na —75 °C.
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3.2.4 Postopek direktne imunohistokemicne metode

1.

Rezine, ki smo jih hranili v zamrzovalniku na —75 °C, ogrejemo na sobno
temperaturo. ObriSemo stekelca in z diamantnim rezilom ozna¢imo lokacijo tkiva
na njem.

Rehidriramo tkiva v padajo¢ih koncentracijah etanolnih raztopin za rehidracijo
tkiva: 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30%. V vsaki raztopini pustimo stekelca 2
minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca prenesemo v kiveto z 0,2 M HCI in jih namakamo 20 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v DEPC vodi pri sobni temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Na stekelce nanesemo 10 pL raztopine protiteles za direktno imunohistokemi¢no
metodo in pokrijemo s parafilmom. 70 minut inkubiramo v vlazni komori pri
37 °C.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Nanesemo 10 pL reagenta za barvanje jeder in inkubiramo 10 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

10. Dodamo 10 pL glicerola, pokrijemo s krovnim stekelcem. Robove zatesnimo S

FixoGumom in zamrznemo na —75 °C.

3.2.5 Postopek direktne imunohistokemicne metode z utisanjem

avtofluorescence tkiva

Rezine ogrejemo na sobno temperaturo. ObriSemo stekelca in z diamantnim
rezilom ozna¢imo lokacijo tkiva na njem.

Rehidriramo tkiva v padajofih koncentracijah etanolnih raztopin za rehidracijo
tkiva: 100%, 95%, 85%, 70%, 50%, 30%. V vsaki raztopini pustimo stekelca 2
minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca prenesemo v kiveto z 0,2M HCI in jih namakamo 20 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v DEPC vodi pri sobni temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.
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10.

11.
12.

Na stekelce nanesemo 10 pL raztopine protiteles za direktno imunohistokemi¢no
metodo in pokrijemo s parafilmom. 70 minut inkubiramo v vlazni komori pri
37 °C.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Nanesemo 10 pL reagenta za barvanje jeder in inkubiramo 10 minut pri sobni
temperaturi.

3 minute spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

TKkivno rezino potopimo v raztopino za zmanj$anje avtofluorescence tkiva za 10
minut.

5 minut spiramo v 1x PBS.

Dodamo 10 pL glicerola, pokrijemo s krovnim stekelcem. Robove zatesnimo S

FixoGumom in zamrznemo na —75 °C.

3.3 FLUORESCENCNA N SITUHIBRIDIZACIJA (FISH)

FISH je citogenetska tehnika, s katero lahko dolo¢amo lokacijo specifi¢nih nukleotidnih

zaporedij v vzorcu. S fluorescenénim barvilom oznacene oligonukleotide, komplementarne

iskanemu zaporedju, inkubiramo s tkivnimi/celi¢nimi preparati in s fluorescen¢nim

mikroskopom detektiramo signal na preparatu, ki potrdi vezavo oligonukleotidnega

zaporedja. Na ta nacin lahko vizualiziramo specificne odseke DNA ali RNA. Pri naSem
delu smo dolocali lokacijo mRNA LPL.

3.3.1 Ciscenje PCR—-produkta

V naSem diplomskem delu smo iz predhodno pripravljenega PCR-produkta ocistili

nepotrebne necistote in oligonukleotidom pripeli oligonukleotidni rep, ki nam je kasneje

omogocil vizualizacijo sond po hibrizaciji z mRNA za LPL v tkivu.

3.53.1.1 Uporabljeni reagenti

o

o

Membrane Binding Solution (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, ZDA);

Membrane Wash Solution (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, ZDA) in

0 voda brez nukleaz (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, ZDA).
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3.53.1.2 Uporabljeni pripomocki in aparature
0 pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);
o0 kolona (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, USA);
o0 zbiralna epruveta (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, USA) in

o centrifuga 5430 R (Eppendorf, Hamburg, Nemcija).

3.3.1.3 Postopek c¢iscenja PCR-produkta

Iz PCR-produkta najprej odstranimo neporabljene nukleotide in oligonukleotidne zacetnike
z uporabo sistema Wizard SV Gel and PSC Clean-Up System (Promega, Corporation,
Madison, Wisconsin, ZDA). Ta sistem lahko uporabljamo za ekstrakcijo in ¢is¢enje DNA
iz agaroznega gela ali za cis¢enje PCR-produkta. Na membrano kolone se lahko veze do
40 ng DNA. DNA lahko ocistimo s centrifugiranjem ali z uporabo vakuuma. Pri naSem
delu smo uporabili centrifugiranje. Vezavo oligonukleotidov na silikagelno membrano
omogocajo kaotropi¢ne soli. Ostale primesi v vzorcu s centrifugiranjem odstranimo, nato
pa dodamo vodo brez nukleaz. Oc¢isceni oligonukleotidi se z vodo eluirajo iz kolone.

1. 120 pL PCR produkta nanesemo na membrano kolone. Dodamo 120 pL reagenta
za vezavo na membrano (Membrane Binding Solution).

2. Kolono vstavimo v zbiralno epruveto in inkubiramo 1 minuto pri sobni temperaturi.

3. Kolono z zbiralno epruveto centrifugiramo pri 16.000x g 1 minuto. Tekocino, ki se
nabere v zbiralni epruveti, zavrzemo.

4. Na kolono dodamo 700 pL reagenta za spiranje membrane, ki vsebuje etanol
(Membrane Wash Solution). Centrifugiramo pri 16.000x g 1 minuto. Material iz
zbiralne tubice zavrzemo.

5. Dodamo 500 pL reagenta za spiranje membrane (Membrane Wash Solution).
Centrifugiramo pri 16.000x g 5 minut.

6. Spraznimo zbiralno epruveto in ponovno centrifugiramo 1 minuto, da odstranimo
ves preostali etanol.

7. Kolono prenesemo v ¢isto 1,5 mL epruveto. Dodamo 50 pL vode brez nukleaz in
inkubiramo pri sobni temperaturi 1 minuto.

8. Centrifugiramo pri 16.000x g 1 minuto. Eluat zamrznemo za nadaljnjo uporabo.
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3.53.2 Pripenjanje DIG-dUTP repov na 3' koncu oliconukleotidov

Pri delu smo uporabili DIG Oligonucleotide Tailing Kit, 2" Generation (Roche).
Vizualizacijo sond omogocimo s tvorbo DIG-dUTP repa na 3' koncu oligonukleotida (slika
3). V rep je vgrajen dUTP z digoksigeninom, ki ga lahko zaznamo s protitelesi anti-
digoksigenin-rodamin  (Anti-digoxigenin-rhodamine, Fab Fragments, kataloSka St.
11207750910 (Roche Mannhein, Nem¢ija)), uporabljenimi v postopku FISH. Pri sintezi
sond brez repa, ki nam sluZijo kot negativna kontrola, namesto encima terminalna

transferaza dodamo enak volumen vode brez nukleaz.

Oznacevanje oligonukleotidov na 3’ koncu:

o
5 3 5 Q * T3
. + dATP
Nt?oznacen ) +DIG-dUTP @ Oligonukleotid
oligonukleotid + terminalna transferaza z repom
Vizualizacija sond po hibridizaciji: Protitelo anti-
digoksigenin-
rodamin

f\é""J’lb
DNA v vzorcu | — . . .
—)/J\ Digoksigenin

Komplementarno mesto
oligonukleotidu

Slika 3: Shematski prikaz principa oznacevanja oligonukleotidov in vizualizacije po

hibridizaciji

3.3.2.1 Uporabljeni reagenti

DIG Oligonucleotide Tailing Kit, 2nd Generation (Roche, Mannhein, Nemcija);
voda brez nukleaz (Promega, Corporation, Madison, Wisconsin, USA);
reakcijski pufer — Reaction buffer (Roche, Mannhein, Nemdija);

raztopina CoCl, (Roche, Mannhein, Nemcija);

raztopina DIG-dUTP (Roche, Mannhein, Nemcija);

O O O O O o

terminalna transferaza — 400 U Terminal transferase (Roche, Mannhein, Nemcija)
in
0 EDTA (Roche, Mannhein, Nemcija).
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3.53.2.2 Uporabljeni pripomocki in aparature
0 pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);
o centrifuga 5430 R (Eppendorf, Hamburg, Nemc¢ija) in

o inkubator Enviro-Genie (Scientific Industries, New York, ZDA).

3.3.2.3 Postopek pripenjanja repov na 3' koncu oligonukleotidov

1. Na ledu pripravimo reakcijski zmesi, kot je prikazano v Preglednici I.

Preglednica I: Sestava reakcijskih zmesi za izvedbo postopka pripajanja repov na 3’

koncu oligonukleotidov

Reagent Sonda z repom Sonda brez repa (negativna
kontrola)

Reakcijski pufer (Reaction 4 uL 4 uL
buffer)
Raztopina CoClI2 4 ulL 4 uL
Raztopina DIG-dUTP 1 uL 1 uL
Raztopina dATP 1 uL 1 uL
Terminalna transferaza (400 1 uL 0 uL
U Terminal transferase)
Voda brez nukleaz OuL Ims

2. Centrifugiramo, da se vsi reagenti posedejo na dno epice.

3. Dodamo 9 pL precis¢enega PCR-produkta.

4. 15 minut inkubiramo pri 37 °C.

5. Prestavimo na led in dodamo 2 pL 0,2 M EDTA, da ustavimo reakcijo.

3.3.3 Analiza FISH na histoloSkih rezinah

Oligonukleotide, ki smo jih v prejSnjih korakih ocistili in jim pripeli rep, smo hibridizirali z
MRNA za LPL v tkivu. Na ta na¢in smo lokalizirali RNA za LPL na histoloskih rezinah in

omogocili njihovo vizualizacijo pod fluorescencnim mikroskopom.
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3.5.3.1 Uporabljeni reagenti

(@]

O O O O O

DEPC voda (Sigma Aldrich, Nem¢ija) — voda brez RNAZ,;

koncentriran etanol (Sigma Aldrich, Nemcija);

etanolne raztopine za rehidracijo tkivnih rezin; pripravljali smo jih sveze iz
koncentriranega etanola in DEPC vode v ustreznih volumskih razmerjih. Za
rehidracijo tkivnih rezin smo uporabili etanolne raztopine 100%, 95%, 85%,
50%, 30% etanola;

etanolne raztopine za dehidracijo tkivnih rezin; pripravljene na enak nacin kot
etanolne raztopine za rehidracijo tkivnih rezin. Uporabili smo 70%, 90% in 100%
etanolne raztopine;

HCI — 37% klorovodikova kislina, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemcija);

1 M HCI ; 8,32 g HCl razred¢imo z DEPC vodo do 100 ml. Uporabimo za izdelavo
0,2 M HCI;

NaCl (Gram-Mol, Zagreb, Hrvaska);

KCI (Merch, Darmstadt, Nemcija);

KH,PO, (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

NaHPO,-2H20 (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

10x PBS; natehtamo 80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,PO4 in 14,41 g NaHPO,4-2H20 in
kemikalije raztopimo v DEPC vodi do skupnega volumna 1 L. pH uravnamo na
vrednost 7,4 in raztopino prefiltriramo skozi 0,45 um filter. Raztopina je obstojna 6
mesecev.

1x PBS; 100 mL 10x PBS nalijemo v 1000 mL buc¢ko. Do oznake dolijemo DEPC
vodo in pH naravnamo na 7,4,

0,2 M HCI - raztopina za zmanjSevanje avtofluorescence; pripravimo tako, da
120 ml 1x PBS dodamo 30 mL 1 M HCI;

NazCeHs07-2H,0 (Sigma-Aldrich, Neméija);

20x SSC; natehtamo 175,3 g NaCl in 88,259 NasCgHs0; x 2H20. V 1000 mL
bucko dolijemo DEPC vodo do oznake in naravnamo pH na 6,3;

2% SSC; 100 mL 20 x SSC razred¢imo do skupnega volumna 1 L z DEPC vodo in
naravnamo pH na 7;

raztopina 20% pepsina (Sigma Life Science, Nemcija);

1 M MgCI; (Sigma Life Science, Nemcija);
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37% formaldehid (Sigma- Aldrich, Nemcija);

raztopina formaldehida za refiksacijo; raztopino pripravimo sveze na dan analize
FISH. 5 mL 1 M MgCl, dodamo 2 ml 37% formaldehida in dopolnimo do
skupnega volumna 100 mL z 2x SSC;

raztopina TAE (Merch, Darmstadt, Nemdija);

anhidrid ocetne kisline (Sigma Aldrich, Nem¢ija);

raztopina za acetiliranje; pripravljamo sveze na dan analize FISH. 2 mL raztopine
TAE dopolnimo do 150 mL z DEPC vodo. Tik pred uporabo dodamo 750 pL
anhidrida ocetne kisline (kratek razpolovni Cas);

NP-40 (Igepal CA-630, Sigma);

BSA (Sigma Aldrich, Nem¢ija); aloumin iz govejega seruma;

7% BSA; 0,7 g BSA zaztopimo v 10 mL PBS;

Tween 20 (Sigma, Aldrich, Nemcija);

1x PBT; v 100mL bucko pripravimo 4 mL 7% BSA in dodamo 1 mL Tween 20.
Dopolnimo do oznake z 1 x PBS. Raztopino pustimo ¢ez no¢, da se ves Tween 20
raztopi. Prefiltriramo skozi 2um filter in hranimo v hladilniku;

protitelo anti-digoksigenin-rodamin - Anti-digoxigenin-rhodamine, Fab Fragments,
11207750910 (Roche, Mannhein, Nemcija);

DAPI (Life Technologies, Carlsbad, USA) in

reagent za barvanje jeder; 1,25 uLL DAPI dodamo 500 uL 1x PBS.

3.53.3.2 Uporabljeni pripomocki in aparature

O O 0O 0O o 0o o o o o

vodna kopel: Water Bath-Termostat WB-4MS (Biosan, Riga, Latvija);
pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);

nastavki za pipete (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);

sterilne Kivete s pokrovom;

plos¢a za rezine s pokrovom (Thermoproc, Crnuée, Slovenija);
inkubator: Enviro- Genie (Scientific Industries, New York, ZDA);
magnetno mesalo: Rotamix 604MM (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija);
pH meter pH 700 (Eutech Industries, Landsmeer, Nizozemska);

mini centrifuga Mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Nemcija);

filtrirni sistem Filter max TPP 99500 500 mL in 1000 mL;
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krovna stekelca;
tesnilo FixoGum (Marabo, Bietigheim- Bissingen, Nem¢ija);
sterilna steklovina: ¢aSe, bucke, merilni valji in

fluorescenéni mikroskop Olympus BX41 (Olympus, Pensylvania, ZDA).

3.5.3.3 Postopek FISH-analize

1.

© N o g &~ W

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Tkivne rezine ogrejemo na sobno temperaturo. ObriSemo stekelca in z diamantnim
rezilom oznac¢imo lokacijo tkiva na njem.

Rehidriramo tkiva v padajoc¢ih koncentracijah etanolnih raztopin za rehidracijo
tkiva. V vsaki raztopini pustimo stekelca 2 minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca prenesemo v kiveto z 0,2 M HCI. Pustimo 20 minut pri sobni temperaturi.
Spiramo v DEPC vodi 3 minute pri sobni temperaturi.

Spiramo v 1x PBS, 3 minute pri sobni temperaturi.

Spiramo v 2x SSC, 2 minuti pri sobni temperaturi.

Ponovno spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Na vsa stekelca kanemo 10 pL raztopine 20% pepsina, damo v vlazno komoro in
vse skupaj v inkubator. Pustimo 20 minut pri temperaturi 37 °C.

2 minuti spiramo v 2x SSC pri sobni temperaturi.

Ponovno spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca potopimo v formaldehid za refiksacijo in pustimo 10 minut pri sobni
temperaturi.

Spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Ponovno spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Raztopino za acetiliranje pripravimo sveze v kiveti. Vanjo potopimo stekelca za 10
minut in raztopino ves ¢as meSamo z magnetnim mesalom.

Pripravimo sonde: zmeSamo 1 uL sond in 11 pL celi¢nega hibridizacijskega pufra
(CHP). Damo v plovcek in vse skupaj v vodno kopel s temperaturo 80 °C za 10
minut, da sonde denaturirajo.

Stekelca spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Ponovno spiramo v 2x SSC 2 minuti pri sobni temperaturi.

Dehidriramo tkivne rezine v 70%, 90% in 100% etanolnih raztopinah za
dehidracijo. Stekelca pustimo v vsaki raztopini 2 minuti pri sobni temperaturi.

Stekelca osuSimo na sobni temperaturi.
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20. Na stekelca kanemo 10 pL oznafene denaturirane vroce sonde in pokrijemo s

21.
22.
23.

24.
25.
26.

217.
28.
29.
30.

31.
32.
33.

krovnim stekelcem ter zatesnimo s FixoGumom.

Hibridiziramo 16-18 ur pri 37 °C.

NP-40 segrejemo na 73 °C.

Odstranimo krovno stekelce in stekelca s tkivi potopimo v segret NP-40 za 4
minute.

Spiramo v 1x PBT 4 minute pri sobni temperaturi.

Ponovno spiramo v 1x PBT 4 minute pri sobni temperaturi.

Nanesemo 10 uL red¢ene raztopine protiteles anti-digoksigenin-rodamin (konc. 20
pg /mL).

70 minut inkubiramo pri 37 °C v vlazni komori. Zas¢itimo pred svetlobo.

3 minute spiramo v 1x PBT pri sobni temperaturi.

Ponovno 3 minute spiramo v 1x PBT pri sobni temperaturi.

10 uL raztopine za barvanje jeder nanesemo na stekelce in inkubiramo 10 minut pri
sobni temperaturi.

2 minuti spiramo v 1x PBS pri sobni temperaturi.

Ponovimo spiranje v 1x PBS 2 minuti pri sobni temperaturi.

Dodamo 10 mikro L glicerola, pokrijemo s krovnim stekelcem in zatesnimo robove

s FixoGumom. Zmrznemo na — 75 °C.

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

Celi¢ni oznaCevalec CD204 je eden izmed antigenov, znaCilnih za makrofage M2. V

predhodnih raziskavah je bilo ugotovljeno, da Stevilénost CD204 pozitivnih makrofagov v

tumorskem tkivu sovpada z malignim potencialom tumorjev (14). Na modelu

nedrobnoceliénega pljuénega raka so dokazali, da so celice, ki prekomerno izrazajo LPL,

subpopulacija makrofagov (6). Prekomerno izrazanje gena za encim LPL je povezano s

slabSim potekom rakavih bolezni (5). V magistrski nalogi smo Zeleli preveriti, ali imajo

makrofagi z visokim izrazanjem LPL povrSinski antigen CD204. Da bi preverili hipotezo,

je bilo treba razviti postopek imunohistokemi¢ne analize CD204 in optimizirati postopek
FISH za mRNA LPL.
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4.1 OPTIMIZACIJA POSTOPKA IMUNOHISTOKEMICNE ANALIZE NA TKIVNIH
REZINAH

Imunohistokemija je uveljavljen postopek, ki se pogosto uporablja v raziskovalne in
diagnosti¢ne namene (21). Ceprav so temeljni koraki in njihovo zaporedje za uspe3no
izvedbo imunohistokemiéne analize v protokolu dolo¢eni, je v izvedbenem postopku
mnogo korakov, za katere je potrebna dodatna optimizacija, da zagotovimo najboljSo
mozno vezavo uporabljenih protiteles in ustrezno vizualizacijo proucevanega proteina (22).
Glavne spremenljivke v protokolu, s katerimi prilagajamo delo za detekcijo specifi¢nih
proteinov na povrsini celic, so izbor protiteles, koncentracija protiteles, ¢as in nacin
spiranja nevezanih protiteles, ¢as in temperatura inkubacije, dodajanje raztopin za
prepreCevanje nespecifi¢ne vezave ter nacin priprave tkivnih rezin. Standardizacija in
optimizacija naStetih spremenljivk nam omogocata konstantnost in ponovljivost rezultatov.
V protokolu direktne in indirektne imunohistokemicne analize s protitelesi proti CD204
smo v poskusih optimizacije postopka spreminjali ve¢ spremenljivk, kar je shematsko

prikazano na slikah 4 in 5.

ot Zamenjava
s, — sekundarnih
protiteles:

podaljdevanje spiranja za 3 min,
uveden nov korak spiranja,
stresanje pri spiranju

Indirektna
imunohistokemija

—

;. "|
' Temperatura inkubacije: 37°C
Redcenje primarnih in \ /,/ ' in 23°C

sekundarnih protiteles

Redcenje primarnih Pt Redcenje sekundarnih Pt

1:1000 1:500
1:500 1:500
1:500 1:1000

1:1000 1:1000
1:750 1:750
1:750 1:1000

Slika 4: Spremenljivke v protokolu indirektne imunohistokemicne metode, ki smo jih

spreminjali pri optimizaciji postopka
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Slika 5: Spremenljivke v protokolu direktne imunohistokemicne metode, ki smo jih

spreminjali pri optimizaciji postopka

4.1.1 Priprava tkivnih rezin

Imunohistokemi¢no analizo lahko izvedemo na zamrznjenih ali fiksiranih tkivnih rezinah.
Glavna prednost zamrznjenih tkivnih rezin je ta, da se ohrani konformacija tarénega
antigena. Rezine, fiksirane s formaldehidom, so obstojnejSe in v tkivu se ne tvorijo kristali
ledu, vendar lahko pride do denaturacije epitopa proucevanega proteina (22). Pri naSem
delu smo uporabili zmrznjene histoloSke rezine. Fiksacija tkiv s paraformaldehidom ali z
raztopino metanola in acetona v razmerju 50:50 lahko vpliva na vezavo protiteles na tkiva
(22). Proces fiksacije tkiva lahko vodi do kriznega vezanja proteinov, kar lahko zamaskira
epitope in zmanjSa vezavo antigena s protitelesom (23). Pri naSem delu smo se fiksaciji s
paraformaldehidom izognili z uporabo Superfrost R-stekelc, ki omogocijo vezavo tkiv na
stekelca zaradi elektrostatskega naboja. Na ta na¢in smo iz protokola odstranili dejavnik, ki
bi lahko pomembno vplival na vezavo protiteles in imel neposreden vpliv na dobljene

rezultate.

4.1.2 Izbira protiteles za imunohistokemicno analizo

Eden najpomembnejSih korakov pri naértovanju imunohistokemi¢ne metode je izbira
primernih protiteles. Glavni dejavniki, ki vplivajo na odlo¢itev 0 izbiri protiteles, so
ekspresijski nivo proucevanega proteina in socasno dolo¢anje drugih proteinov (22). V
nasem primeru smo dolocali le lokalizacijo CD204, zato slednje ni vplivalo na naSo
odlocitev. Na trzis¢u so na voljo monoklonska in poliklonska protitelesa. Z uporabo
poliklonskih protiteles lahko dobimo moc¢nejse signale, zato so primerna za vzorce tkiv, za

katere predvidevamo, da je v njih malo iskanega proteina. Monoklonska protitelesa nam
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dajejo bolj specificne signale kot poliklonska (22). Na odlocitev o izbiri protiteles vpliva
tudi kromofor, s katerim je protitelo oznaceno — izberemo ga glede na prisotnost ustreznih
filtrov na uporabljenem mikroskopu. Pri naSem delu smo uporabili poliklonska protitelesa,
oznacena s fluororori Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594 in Alexa Fluor 555.

Z izbiro protiteles dolo¢imo tudi nacin detekcije. Glede na nacin detekcije lo¢imo direktno
in indirektno tehniko. Direktna imunohistokemiéna tehnika je tista, pri kateri so protitelesa,
Ki se veZzejo na epitop v tkivu, sama po sebi oznacena (npr. s kromoforom). Ta nacin
detekcije je primeren za oznaCevanje visoko izrazenih antigenov. Prednosti takSnega
pristopa sta skrajSan Cas analize (namesto dveh inkubacijskih ¢asov imamo samo enega) in
ve¢ja fleksibilnost pri socasnem oznacevanju drugih antigenov. Pri indirektni tehniki
oznacevanja sta udelezena dva tipa protiteles: primarno in sekundarno. Primarno se veze
na epitop v tkivu, vendar ni ozna¢eno, zato moramo nanj vezati sekundarno protitelo, ki
nam omogoc¢i vizualizacijo. S tem postopkom lahko ojacimo signal, saj lahko eno primarno
protitelo nase veze ve¢ sekundarnih. Indirektna imunohistokemija je zato primerna tudi za
oznaCevanje manj izrazenih antigenov. Pomembno je, da je sekundarno protitelo
usmerjeno proti protitelesom Zivalske vrste, v kateri je bilo dobljeno primarno protitelo
(23). Pri razvoju imunohistokemi¢ne metode CD204 smo uporabili oba nacina detekcije.
Pri indirektni metodi smo uporabili primarna protitelesa proti CD204 — Anti-macrophage
scavenger receptor | antibody in dve vrsti detekcijskih protiteles — Donkey anti-goat 1gG
H&L oznaceno z Alexa Fluor 594 (emisija v rdeCem delu spektra) ter Donkey anti-goat
IgG H+L oznaceno z Alexa Fluor 555 (emisija v oranzno-rdecem delu spektra). Primarno
protitelo je bilo kozje protitelo proti humanemu CD204, sekundarni pa fluorescen¢no
oznaceni oslovski protitelesi proti kozjemu 1gG. Direktno imunohistokemi¢no analizo smo
izvedli z zaj¢jim protitelesom proti humanemu CD204: Rabbit anti-MSR1 polyclonal
antibody oznaceno z Alexa Fluor 488 (emisija v zelenem delu spektra). Pri obeh nacinih

detekcije smo morali postopek prilagoditi.

4.1.3 Optimizacija indirektne imunohistokemicne metode

V poskusih optimizacije indirektne analize povrSinskega oznaCevalca CD204 smo
spreminjali koncentracije primarnih in sekundarnih protiteles, rezime spiranja tkivnih rezin
po inkubaciji s protitelesi in temperaturo, pri kateri smo inkubacijo izvedli. Med poskusi
smo preizkusili dve razli¢ni sekundarni protitelesi. Pomemben vidik vseh poskusov so bili

slepi vzorci, s katerimi smo preverjali, ali prihaja do nespecificne vezave protiteles.
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Osnovna tezava, s katero smo se srecali pri optimizaciji indirektne imunohistokemicne
metode, je bila moc¢na obarvanost ozadja. Mocno ozadje je pri imunohistokemiji najveckrat
posledica:

o prevelike koncentracije primarnih protiteles,
prevelike koncentracije sekundarnih protiteles,
nespecifi¢nega vezanja sekundarnih protiteles,
nezadostnega spiranja tkivnih rezin,

inkubacije pri previsoki temperaturi,

O O O O O

predolg ¢as inkubacije ali

0 izsusitve tkivnih rezin (24).
S spremembami v protokolu in pripravi reagentov smo preverili vecino zgoraj nasStetih
moznih vzrokov. Kljub uvedenim spremembam nismo uspeli optimizirati metode, da bi
bila primerna za sklopitev z analizo FISH in nadaljevanje proucevanja kolokalizacije
celicnega oznacevalca CD204 in mRNA za LPL.

4.1.5.1 Redcenje protiteles za indirektno imunohistokemicno analizo

Primerna koncentracija protiteles je za izvedbo imunohistokemi¢ne analize klju¢nega
pomena. Pri prevelikem redCenju protiteles ne dobimo pozitivnih signalov, prevelika
koncentracija pa privede do pojava nespecifi¢nega obarvanja zaradi zastajanja protiteles v
vzorcu tkiv. Pri indirektni detekcijski metodi je treba prilagoditi red¢enje primarnih in
sekundarnih protiteles in ugotoviti optimalno kombinacijo za izvedbo analize.
Koncentracijo oz. stopnjo redéenja protitelesa navadno okvirno doloci proizvajalec. Kljub
temu je treba prilagoditi koncentracijo protiteles, da je primerna za tkivo, na katerem
izvajamo analizo, saj se vzorci razlikujejo glede na nacin priprave tkivnih rezin
(zmrznjena, fiksirana) in vsebnosti iskanega proteina v tkivu (22). Priporocilo proizvajalca
za redCenje sekundarnih protiteles, ki smo jih uporabili pri delu, je bilo od 1:200 do
1:1000. Za uporabo primarnih protiteles v indirektni imunohistokemi¢ni metodi
proizvajalec ni podal predloga o red¢enju. Primerno koncentracijo je treba eksperimentalno
dolociti in je odvisna od analitskega postopka. Za zacetno redCenje primarnih protiteles
smo izbrali 1:1000, sekundarna pa smo v skladu s priporocili proizvajalca redcili v
razmerju 1:500. Dobili smo nekaj pozitivnih celic, ki so bolj fluorescirale od ozadja ob

uporabi rdecega filtra (pojav avtofluorescence smo izkljucili), vendar so bila v preparatu
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tudi podro¢ja z zelo mocnim fluorescenénim ozadjem, kar je otezevalo doloCanje
pozitivnih celic.

Slika 6-A prikazuje mikroskopsko sliko histoloSke rezine, ki smo jo obdelali s protitelesi
proti CD204. Red¢itev primarnih protiteles je bila 1:1000, sekundarnih pa 1:500. Z modro
bravo so obarvana jedra. Vidi se, da se jedra med postopkom niso poSkodovala. Rdeci
signali predstavljajo lokacijo vezave sekundarnih oz. detekcijskih protiteles proti CD204.
Slika 6-B prikazuje negativno kontrolo tega poskusa, kjer smo namesto protiteles nanesli
samo pufer. Pricakovano na tej rezini nismo dobili rdecih signalov. Zeleni signali
predstavljajo avtofluorescenco tkiva. Avtofluorescenca je prisotna tudi na sliki 6-A, kjer se

zeleni signal avtofluorescence delno prekriva s pozitivnimi rdec¢imi signali na celicah in

oteZuje dolocanje CD204+ celic.

Slika 6: Tkivo (T5b), na katerem so vidne CD204 pozitivne celice (A) in negativna kontrola

(B)

Poskuse s kombinacijo red¢itev primarnih protiteles v razmerju 1:1000 in sekundarnih
protiteles 1:500 smo zaradi uspeSno oznacenih posameznih celic ponovili, vendar so se
tezave z izrazitim ozadjem ponavljale. Poleg podrocij z avtofluorescenco so bila prisotna
tudi obsezna podrocja, kjer je ozadje svetilo izrazito rdece, kot je prikazano na sliki 7.
Zaradi moc¢nega ozadja ni bilo mogoce oceniti, ali so na tkivni rezini prisotne pozitivne
celice. Eden izmed moznih razlogov za pojav nespecifiCnega ozadja je prevelika
koncentracija protiteles. Ozadje lahko povzrocijo premalo red¢ena sekundarna protitelesa,
ki ostanejo v tkivu, ali premalo red¢ena primarna protitelesa, ki ostanejo v tkivu in Se nato
vezejo z detekcijskimi sekundarnimi protitelesi. Ce je razlog nespecifi¢nega obarvanja

prevelika koncentracija protiteles, se je temu mozno izogniti z bolj razred¢enimi
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protitelesi. V nadaljevanju raziskovalnega dela smo preizkusili ve¢ moznih kombinacij
redCitev primarnih in sekundarnih protiteles, da bi videli, ali je razlog nespecifi¢ne
obarvanosti neprimerna koncentracija protiteles. Kombinacije red¢itev, ki smo jih

poskusili, in rezultati po mikroskopiranju so zbrani v preglednici II.

Slika 7: Tkivo (T7b) z izrazitim rdecim ozadjem — nespecificni signali

Preglednica Il: Poskusi optimizacije redcitev primarnih in sekundarnih protiteles za

indirektno imunohistokemijo ter rezultati po mikroskopiranju

Tkivo Primarno protitelo Sekundarno Rezultati
protitelo
T5b, T2a, 1:1000 1:500 Posamezne pozitivne celice, rdeca
T3a fluorescenca ozadja
T4a 1:500 1:500 Intenzivno rdece ozadje, pozitivnih celic

zaradi ozadja ni mogoce dolociti

T5b 1:500 1:1000 Intenzivno rdece ozadje, pozitivnih celic
zaradi ozadja ni mogoce dolociti

T5b 1:1000 1:1000 Pozitivnih celic ni, ozadje ni obarvano

T3a 1:750 1:750 Intenzivno rdece ozadje, pozitivnih celic

zaradi ozadja ni mogoce dolociti
T3a 1:750 1:1000 Manj izrazito rdeCe ozadje, vendar kljub
temu premocno, da bi lahko zanesljivo

dolocali pozitivne celice
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Redcitve primarnih protiteles, ki smo jih testirali, so bile 1:500, 1:750 in 1:1000. Najvec
ozadja je bilo pri tkivnih rezinah, kjer smo nanesli primarna protitelesa, red¢ena v razmerju
1:500. Pri vseh teh rezinah smo dobili mo¢no rdeCe obarvano ozadje ne glede na
koncentracijo sekundarnih protiteles, ki smo jih uporabili za detekcijo. Ozadje je bilo
intenzivno in je onemogocalo dolocevanje CD204 pozitivnih celic. Pri red¢enju primarnih
protiteles v razmerju 1:750 se je vpliv koncentracije sekundarnih protiteles bolj izrazil. V
kombinaciji s sekundarnimi protitelesi, red¢enimi v razmerju 1:1000, smo dobili manj
intenzivno ozadje kot v kombinaciji s sekundarnimi protitelesi, red¢enimi v razmerju
1:750. Kljub zmanjSani intenziteti ozadja je bilo tudi tu premoc¢no za zanesljivo analizo.
Popolno razbarvanje ozadja smo uspeli dose¢i le pri kombinaciji protiteles: primarna
1:1000 in sekundarna 1:1000, vendar na teh tkivnih rezinah nismo uspeli dobiti signalov
pozitivnih celic.

Rezultati poskusov, pri katerih smo spreminjali koncentracije protiteles, nakazujejo, da bi
bilo lahko zastajanje primarnih protiteles v tkivu razlog za obarvanost ozadja. Popolno
razbarvanje smo uspeli dosefi samo pri koncentraciji primarnih protiteles 1:1000.
Koncentracija sekundarnih protiteles ni obc¢utneje vplivala na obarvanost ozadja, saj smo
mocna ozadja dobili tudi pri ve¢jih red¢itvah (1:1000) sekundarnih protiteles. 1z tega smo
sklepali, da tezava ni v zastajanju detekcijskih protiteles. Samo s spremembami v red¢enju
primarnih in sekundarnih protiteles nismo uspeli razresiti problema nespecificnega ozadja

in hkrati ohraniti sposobnosti tehnike za ozna¢evanje pozitivnih celic.

4.1.5.2 Spiranje protiteles

V protokolu za imunohistokemi¢no analizo lahko prilagajamo cas in Stevilo spiranja
tkivnih rezin. Spiramo lahko tako, da stekelce s tkivno rezino za dolocen ¢as namoc¢imo Vv
raztopino za spiranje. VV nasem primeru je bil to pufer PBS, pH 7,4. Lahko pa kadi¢ko z
raztopino za spiranje v Casu spiranja rahlo stresamo, kar pospeSuje izpiranje nevezanih
protiteles iz tkiva. Glavni namen spiranja je prav zagotovitev odstranitve nevezanih
protiteles, obenem pa spiranje ne sme biti preve¢ agresivno, da iz vzorca ne odstranimo
specifi¢no vezanih protiteles. Optimalen nacin spiranja smo zato dolocili eksperimentalno.
Nacini spiranja, ki smo jih preskusili v indirektni imunohistokemi¢ni metodi CD204, so

zbrani v preglednici I11.
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Preglednica Ill: Nacini spiranja tkivnih rezin pri imunohistokemicni metodi CD204, ki smo

jih preizkusili
Spiranje po inkubaciji s primarnimi Pt Spiranje po inkubaciji s sekundarnimi Pt
3 minv PBS 3 minv PBS
3 minv PBS 2x 3 minv PBS
2x 3 minv PBS 2x 3 minv PBS
3 min v PBS s stresanjem kadicke 3 min v PBS s stresanjem kadicke

Dodatne korake spiranja smo uvajali zaradi rdecega obarvanja ozadja, ki bi lahko bilo
posledica zaostajanja protiteles v tkivni rezini. Po inkubaciji s sekundarnimi protitelesi smo
steklca s tkivi dvakrat potopili v svez PBS za 3 minute. Ker to ni zmanj$alo intenzivnosti
obarvanega ozadja, smo dodaten korak spiranja uvedli tudi po inkubaciji s primarnimi
protitelesi in se mo¢nemu ozadju poskusali izogniti s stresanjem kadicke tekom spiranja.
Navedene spremembe v nacinih spiranja na rezultate niso vplivale. Tezave z mo¢nim

ozadjem Kkljub agresivnejSemu spiranju nismo uspeli razresiti.

4.1.5.3 Zamenjava sekundarnega protitelesa

Da bi preverili, ali prihaja do mo¢nega 0zadja zaradi zastajanja primarnih ali nespecifi¢ne
vezave sekundarnih protiteles, smo izvedli poskus, pri katerem smo zamenjali sekundarno
protitelo, primarnega pa ohranili enakega. Primarno protitelo smo red¢ili s pufrom v
razmerju 1:1000. Testirali smo dve koncentraciji novega sekundarnega protitelesa: 5
pg/mL in 10 pg/mL. Koncentracija 10 pg/mL je bila previsoka, dobili smo nespecifi¢no
vezavo protiteles. Pri koncentraciji 5 pg/mL so bili rezultati primerljivi z rezultati, ki smo
jih dobili z za¢etnim detekcijskim protitelesom red¢enim v razmerju 1:500. Na dolo¢enih
podrocji tkiva smo dobili pozitivne celice, vendar je bilo tudi veliko ozadja, ki je
onemogocilo zanesljivo dolo¢anje pozitivnih signalov. Zaradi podobnosti rezultatov med
imunohistokemi¢nima metodama izvedenima z razlicnimi detekcijskimi protitelesi, smo

sklepali, da tezava ni na nivoju sekundarnih protiteles.

4.1.3.4 Temperatura inkubacije
Temperatura vpliva na hitrost poteka imunokemijskih reakcij. Reakcije sledijo Van't
Hoffovemu pravilu termodinamike. Pri visjih temperaturah pote¢e vezava protiteles na

epitop hitreje, zato je lahko Cas inkubacije s protitelesi krajSi. Pri tem temperature ne
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smemo povisati prevec, saj se pri visokih temperaturah porusi terciarna in kvartatna
struktura proteinov. Inkubacijo s protitelesi smo izvajali pri 37 °C, saj se je v predhodnih
raziskavah ta temperatura pokazala kot primerna. Predhodnje raziskave so bile izvedene s
protitelesi proti celicnemu oznacevalcu CD14 in so preizkuSale razliko med inkubacijo pri
sobni temperaturi in inkubacijo pri 37 °C. Pri obeh temperaturah inkubacije so dobili
pozitivno obarvanje, vendar so bili signali lepSi pri inkubaciji v vlazni komori pri 37 °C
(21). Hoteli smo preizkusiti ali lahko z zmanjSanjem temperature inkubacije na sobno
temperaturo zmanjSamo nespecificno ozadje, kar je predstavljalo najveéji problem
optimizacije naSe indirektne imunohistokemi¢ne metode za CD204. Vzporedno smo
izvedli poskusa, kjer smo inkubirali pri 37 °C in pri sobni temperaturi (23 °C) z red¢enjem
primarnih in sekundarnih protiteles 1:1000. Na obeh tkivnih rezinah smo dobili enake
rezultate. Pozitivnih celic nismo uspeli oznaciti, neobarvano je bilo tudi ozadje. S tem
poskusom smo uspeli pokazati, da pod naSimi pogoji izvedbe metode temperatura ni
vplivala na intenziteto obarvanosti ozadja. Za zanesljivejSo oceno vpliva temperature na
uspesnost specificne vezave protiteles, bi bili potrebni dodatni poskusi, na vecjem Stevilu
tkivnih rezin. V prihodnje bi lahko preizkusili tudi nizje temperature inkubacije. V
nekaterih literaturnih virih smo zasledili inkubacijo s protitelesi pri 4 °C ¢ez noc, kar naj bi
zmanj$alo nespecifi¢no vezanje sekundarnih protiteles (24). S spremembami temperature
inkubacije in inkubacijskega ¢asa, bi morda lahko zmanjSali pojavnost nespecificnega
ozadja. Za dolocitev optimalne kombinacije inkubacijske temperature in ¢asa je potrebno

nadaljnje raziskovalno delo.

4.1.53.5 Preprecevanje izsusitve tkivnih rezin

Ozadje se lahko v imunohistokemi¢nih analizah pojavi tudi kot posledica izsuSitve tkivnih
rezin. Po rehidraciji rezin je izrednega pomena, da ne pride do izsusitve tkivnih rezin na
stekelcu, saj to onemogoca uspesno detekcijo pozitivnih celic. Podro¢ja, ki se med analizo
izsusijo, mo¢no nespecifi¢no flourescirajo, kar moti dolocitev prisotnosti iskanega proteina
na tem podrocju. Najbolj tvegan korak v protokolu imunohistokemicne analize za izsuSitev
rezine je inkubacija tkiva s protitelesi, saj je tkivo takrat za dalj$i ¢as (70 minut)
izpostavljena povisani temperaturi 37 °C. lIzsusSitev tkivnih rezin smo poskusSali prepreciti
na ve¢ nacinov. V Casu inkubacije protiteles smo imeli stekelca s tkivnimi rezinami
polozena v vlazni komori, kar je preprecevalo hitro izhlapevanje kapljice reagenta s

protitelesi na tkivni rezini. Podro¢je tkivne rezine na stekelcu smo obcrtali z diamantnim
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pisalom. Nastala zareza je omejevala kapljice nanesenih reagentov na zeleni povrsini.
PrepreCevanje razlitja reagentov po vecji povrsini od zelene je preprecevala povrSinska
napetost teko¢in. Dodatno smo izsuSitev tkivnih rezin preprecevali s pokrivanjem rezin s
Parafilmom v Casu inkubacije. Pri dosedanjih poskusih s CD14 in CD163 so navedeni

ukrepi zadostovali pa preprecitev izsusitve (21, 25).

4.1.5.6 Negativne kontrole pri indirektni imnohistokemicni metodi
Za zanesljivost rezultatov pridobljenih z imunohistokemi¢no metodo je potrebno zagotoviti
negativne kontrolne vzorce, s katerimi dokazemo, da so signali specifi¢ni. Protitelesa se
lahko v kompleksnem okolju, kakrsno je tkivo, nespecifi¢no vezejo na tkivne komponente,
Ki niso predmet naSega preucevanja (26). Pri naSem delu smo izvedli tri tipe negativnih
kontrol:

0 negativna kontrola brez primarnih in sekundarnih protiteles

0 negativna kontrola brez sekundarnega protitelesa

0 negativna kontrola brez primarnega protitelesa o0z. kontrola sekundarnega

protitelesa

Z negativno kontrolo brez protiteles in negativno kontrolo brez sekundarnega protitelesa
smo preverjali, kaksno je tkivo po izvedbi imunohistokemiéne analize. Pri obeh kontrolah
so bili edini vidni signali z DAPI obarvana jedra in avtofluorescenca tkiva. Ti kontroli smo
izvedli samo na zacetku eksperimentalnega dela, saj ni bilo potrebe po vzporednem
izvajanju teh poskusov ob vsaki izvedbi analize.
S kontrolami sekundarnega protitelesa dokazemo, da so signali posledica vezanja
sekundarnih protiteles na primarno protitelo in ne na kaksno drugo komponento v tkivu.
Negativno kontrolo sekundarnega protitelesa smo izvedli tako, da na tkivno rezino nismo
nanesli primarnih protiteles. Ker se vzorci tkiv med seboj razlikujejo, smo morali
negativno kontrolo sekundarnih protiteles izvesti vzporedno ob vsaki analizi. TeZavi, Ki jih
lahko zaznamo s tovrstno negativno kontrolo sta nespecificna vezava sekundarnih
protiteles in vezanje sekundarnih protiteles na Fc receptorje (26). Rdece ozadje, kakrsno je
bilo prisotno na naSih vzorcih, se je pojavljalo tudi na vzorcih kontrol sekundarnega
protitelesa. S tem smo dokazali, da ozadje ne nastaja kot posledica zastajanja primarnih
protiteles v tkivu, kot bi bilo mogoce sklepati sSamo iz poskusov redéenja protiteles. Na
sliki 8-B je negativna kontrola, kjer rde¢ega ozadja ni, na sliki 8-A pa negativna kontrola,
kjer je ozadje prisotno.
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Slika 8: Kontrola sekundarnega protitelesa tumorskega tkiva T7b z mocno pozitivnim
ozadjem (A) in kontrola sekundarnega protitelesa tkiva T7b s pricakovano negativnim
ozadjem (B).

Do nespecificne vezave protiteles lahko pri fiksiranih tkivnih rezinah pride zaradi
pozitivnega naboja na celicah, ki veze negativno nabite proteine, kot so protitelesa.
Pozitiven naboj na celicah je najpogosteje posledica aldehidov, ki se uporabijo pri fiksaciji,
ali endogenih tkivnih komponent, kot so histoni (26). V literaturi v primeru problema
nespecificne vezave protiteles priporo¢ajo uporabo raztopin, ki delujejo tako, da se vezejo
na nespecificna vezalna mesta v tkivu in prepre€ijo vezavo primarnih ali sekundarnih
protiteles na nespecificne tkivne komponente. Najpogosteje se v te namene uporablja 3%
raztopina BSA, lahko pa bi se uporabil tudi serumski albumini drugih vrst (22). Fc
receptorje, ki lahko vezejo protitelesa, najdemo na celicah imunskega sistema, kot so
makrofagi in NK celice. To vezavo lahko preprec¢imo z dodajanjem seruma zivalske vrste,
iz katere izhaja sekundarno protitelo (26).

Rdece ozadje na negativnih kontrolah je bilo prisotno pri uporabi obeh detekcijskih
protiteles. Zaradi tega je manj verjetno, da je nespecifi¢na vezava sekundarnih protiteles
razlog za fluorescenco ozadja. Da nespecificna vezava sekundarnih protiteles najverjetneje
ni vzrok ozadja, smo zakljucili tudi iz poskusov red¢enja protiteles. V protokol metode
zato nismo uvajali tretiranja tkiv s serumskim albuminom. Z negativnimi kontrolami smo
kot mozen razlog za ozadje izkljuéili nespecifi¢éno vezavo primarnih protiteles. Ozadje je
tako najverjetneje nastalo zaradi neustreznosti parametrov v protokolu imunohistokemicne

analize. Da bi preverili, ali se lahko s spremembami inkubacijskega Casa, inkubacijske
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temperature ali dodatnih ukrepov za prepreCevanje izsusitve rezin, moteCemu 0zadju
izognemo ali zmanjSamo njegovo intenziteto, so potrebni dodatni poskusi.

Na podlagi vsega lahko =zaklju¢imo, da moteCe ozadje ni bilo posledica prevec
koncentriranih raztopin protiteles, nezadostnega spiranja tkivnih rezin ali nespecifi¢ne
vezave protiteles. Kljub uvedenim spremembam v protokolu, problema nespecifi¢ne
fluorescence ozadja nismo uspeli razresiti. Metode indirektne imunohistokemic¢ne analize

za antigen CD204 nam ni uspelo razviti za nadaljevanje njegove sklopitve z analizo FISH.

4.1.4 Optimizacija direktne imunohistokemicne metode

Pri protitelesih za direktno imunohistokemijo smo dolocali primerno koncentracijo
protiteles in preiskusili ve¢ moznih red¢itev. Eno izmed kljucnih tezav pri direktni metodi
nam je predstavljala avtofluorescenca tkiva, ki smo jo poskusali utiSati z reagentom
Chicago Sky Blue (CBS). Vzporedno z vsakim eksperimentom smo izvedli negativno
kontrolo. Na tkivno rezino za negativno kontrolo smo namesto protiteles nanesli pufer

PBS. Negativni vzorci so bili pri vseh poskusih negativni.

4.1.4.1 Redcenje protiteles pri direktni imunohistokemicni metodi

V preglednici 1V so zbrane redcitve protiteles za direktno imunohistokemi¢no analizo, ki
smo jih preiskusili in rezultati mikroskopiranja. Raztopine protiteles red¢itev 1:100, 1:200
in 1:500 so bile preve¢ koncentrirane, zato oznacevanje s temi raztopinami ni bilo uspesno.
Dobili smo nespecificne signale. NajprimernejSa je bila red¢itev 1:1000, pri kateri smo
dobili nekatere pozitivne celice, vendar je teZzavo predstavljala avtofluorescenca tkiva,
predvsem v blizini zil.

Preglednica IV: Optimizacija redcenja protiteles za direktno imunohistokemijo in rezultati

mikroskopiranja

Redcitev protitelesa s PBT Rezultat mikroskopiranja (tkivo T4a)

1:100 Nespecifi¢no intenzivno zeleno ozadje
1:200 Nespecificno intenzivno zeleno ozadje
1:500 Nespecificno intenzivno zeleno ozadje
1:1000 Posamezne  pozitivne  celice, zaradi

avtofluorescence zanesljivo doloCanje ni

mogoce
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Avtofluorescenca ima Sirok emisijski spekter in daje intenzivne signale na podrocju
zelenega filtra, kjer so signali naSega protitelesa. Na slikah 9 in 10 vidimo preparat, na
katerem smo izvedli direktno imunohistokemi¢no metodo z red¢itvijo protitelesa 1:1000.
Na sliki 9 je tkivo v podro¢ju, kjer je bila avtofluorescenca manj intenzivna in lahko
vidimo posamezne signale, ki bi lahko bili CD204 pozitivne celice. Na sliki 10 pa je

podrocje z veliko avtofluorescence, kjer je dolocanje pozitivnih celic onemogoceno.

Slika 9 : Tkivo T4a, na katerem je bila izvedena direktna IHC-metoda — podrocje z manj

avtofluorescence

Slika 10: Tkivo T4a, na katerem je bila izvedena direktna IHC-analiza — podrocje z ve¢

avtofluorescence
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Kot primerno redCitev protiteles za direktno metodo smo dolocili razmerje 1:1000, saj so
bila protitelesa dovolj razredCena, da nismo dobili nespecifi¢nih signalov, in dovolj
koncentrirana, da smo dobili pozitivne signale na celicah. Za uspeSnost direktne

imunohistokemi¢ne metode pa je bilo treba nasloviti problem avtofluorescence tkiva.

4.1.4.2 Zmanjsevanje avtofluorescence tkiva

Poglavitna tezava pri direktni imunohistokemiji je bila prisotnost mo¢ne avtofluorescence
tkiva, vidna pod zelenim filtrom mikroskopa, ki je onemogocala zanesljivo dolocanje
signalov. Avtofluorescenca je emisija svetlobe, ki se pojavlja zaradi struktur, naravno
prisotnih v tkivu, ali sprememb v tkivu, do katerih pride v procesu priprave tkivnih rezin
pred analizo, npr. pri fiksaciji v formalinu ali pri obdelavi s serumom (27). Preprecuje nam
jasno vizualizacijo specifi¢nih izbranih signalov, zato se ji skusamo, kjer se le da, izogniti.
Kjer to ni mogoce, jo skusamo utisati z uporabo filtrov na mikroskopu. Locevanje Zelene
fluorescence od avtofluorescence je lahko tezavno, saj je emisijski spekter
avtofluorescence veliko SirSi v primerjavi s spektrom kromoforov, s katerimi so ozna¢ena
protitelesa za imunohistokemi¢no analizo. Dodatna moznost za reSevanje tezav z
avtofluorescenco je kemijska modifikacija motecih struktur, vendar lahko reagenti za
utiSanje avtofluorescence utiSajo ali oSibijo tudi fluorescenco testnega signala (28).
Najpogosteje uporabljeni reagenti za zmanjSevanje avtofluorescence so eriokrom ¢rno T,
Sudan ¢rno B, natrijev borohidrid, tripansko modrilo, Chicago Sky Blue in amonijev klorid
(27).

Najpogostejsi vzroki avtofluorescence so endogeni elementi tkiva, kot so kolagen,
lipofuscin, elastin, flavinoidi, NADPH in porfirini (28, 27). Flavini in porfirini se navadno
ekstrahirajo s topili in ne predstavljajo ve¢jega problema v fiksiranih dehidriranih
preparatih. Lahko pa motijo vizualizacijo v zamrznjenih tkivnih rezinah, ki so med
protokolom izpostavljeni razlicnim vodnim raztopinam. Elastin in kolagen sta pogosti
komponenti zunajcelicnega matriksa, ki mocno fluorescirata. Oba imata Sirok spekter
ekscitacijskih valovnih dolzin. Elastin vsebuje Stevilne fluorofore, med katerimi se nekateri
krizno vezejo s trikarboksilno aminokislino s piridinskim obroc¢em. Podoben fluorofor
najdemo tudi v kolagenu. Prisotnost elastina in kolagena v tkivu je navadno posledica

prisotnosti Zilja. Arterije vsebujejo notranjo lamino iz elastina, ki se nahaja med

vt w
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v zunanji lamini, vendar je ta plast v primerjavi z elasticnimi plastmi arterij mnogo tanjSa
(28).

Protitelo, ki smo ga uporabili pri direktni imunohistokemi¢ni metodi, je oznafeno s
fluoroforom, ki emitira svetlobo v zelenem delu spektra, kjer je bilo tudi mo¢no ozadje
zaradi avtofluorescence. NajmocnejSa avtofluorescenca se je v nasih vzorcih pojavljala v
blizini Zil, zato smo se osredotocili predvsem na utiSanje avtofluorescence kolagena in
elastina. Za zmanjSevanje avtofluorescence s tema komponentama smo v literaturi zasledili
tehniko utiSanja z reagentom Chicago Sky Blue (CSB) (28). Kot je bilo priporo¢eno v
literaturi, smo uporabili 0,5% raztopino CSB. CSB deluje tako, da premakne emisijsko
zeleno avtofluorescenco v rdeci del spektra. Porocali so o uspeSnem zmanj$evanju
avtofluorescence v zelenem spektru na modelu pljuénega tkiva in zilja. CBS fluorescira
rdeCe in deluje na principu energijskega prenosa, kar omejuje njegovo uporabo (24).
Rezultati utiSanja zelene avtofluorescence z reagentom CBS so prikazani na sliki 11.

Iz slike 11 je razvidno, da je CBS ucinkovito zmanjSal avtofluorescenco v zelenem delu
spektra, kot smo pri¢akovali. Kljub zmanjSanju avtofluorescence pa uporaba CSB pri
naSem delu ni predstavljala koncne reSitve optimizacije direktne imunohistokemicne
analize povrSinskega oznacevalca CD204. CBS je imel vpliv na vizualizacijo tudi pod
drugimi filtri. Interagiral je z DAPI-kanalom in onemogocal jasno vizualizacijo celi¢nih
jeder. Vpliv reagenta CBS na zmanj3anje vidnosti struktur, oznac¢enih z DAPI, smo nasli
tudi v literaturnih virih (27). Zaradi fluoresciranja CBS v rde¢em delu spektra na rezinah,
ki smo jih tretirali s CSB, ne bi mogli nadaljevati z analizo FISH z oligonukleotidi,
oznacenimi z rodaminom. Edina moZnost primerjave lokacije antigena CD204 in mRNA
za LPL bi bila na zaporednih rezinah. Primerjava rezultatov imunohistokemiéne analize in
analize FISH na zaporednih tkivnih rezinah je tezavna, saj se tekom izvedbe tehnike FISH
struktura tkiva tako spremeni, da je tezko poiskati ista podrocja tkiva na zaporednih
rezinah, podvrzenih tema dvema postopkoma. Prepoznavanje istih celic na zaporednih
rezinah bi bilo Se bolj otezeno, ¢e bi se zaradi uporabe reagenta CSB vidnost celi¢nih jeder

zmanjsala.
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Slika 11: Tkive rezine T4a nedrobnocelicnega pljucnega raka pred (levo z 0znako 1) in po
barvanju z reagentom CBS (desno z oznako 2)

Direktnega imunohistokemi¢nega oznacevanja s protitelesi proti CD204 nismo uspeli
razviti do te mere, da bi bilo mogoce nadaljevanje sklopitve metode s FISH-metodo in
preverjanje zastavljene hipoteze. Makrofagi, ki jih oznacujemo s CD204, se pogosto
nahajajo v blizini Zilja, kjer je zelena avtofluorescenca moc¢na. Z reagentom CBS smo sicer

uspesno zmanjSali avtofluorescenco, vendar zaradi svojega nacina delovanja ni bil
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kompatibilen z DAPI in z rodaminom oznacenimi nukleotidi, ki jih uporabljamo v
postopku FISH. Z redcitvijo protiteles 1:1000 bi morda lahko oznacili povrsSinski antigen
CD204 na tkivnih rezinah z izrazito malo avtofluorescence ali celi¢nih kulturah
makrofagov. Tumorsko tkivo nedrobnoceli¢énega pljuénega raka pa je heterogeno in

vsebuje veliko zil, zaradi Cesar se je avtofluorescenci tezko izogniti.

4.2 OPTIMIZACIJA POSTOPKA FISH

Protokol, ki smo ga uporabili kot izhodisce za izvedbo analize FISH, je utecen postopek,
kakrsnega uporabljajo v Specializiranem hematoloskem laboratoriju Klini¢nega oddelka za
hematologijo v UKC Ljubljana (21). Bistvenih sprememb v protokol nismo uvajali, saj so
vsi koraki izrednega pomena za uspesno izvedeno analizo FISH.

V nekaterih raziskavah navajajo, da ima paraformaldehid, ki se uporablja pri fiksaciji
tkivnih rezin, vpliv na intaktnost nukleinskih kislin (mRNA) (21). Namesto fiksacije s
paraformaldehidom smo pri pripravi preparatov uporabili Superfrost stekelca. Ta nacin
priprave tkivnih rezin je zaradi eliminacije koraka, ki vpliva na obstojnost mRNA,
najverjetneje bolj primeren za pripravo tkiv, ki so namenjena analizi FISH. Pri izvedbi
analize FISH smo bili pozorni na primerno temperaturo reagenta NP-40. Nevezane sonde
se ne sperejo dovolj dobro, ¢e temperatura reagenta ne doseze 73 °C. Pri nizji temperaturi
ne pride do razgradnje membran in sonde zastanejo v citoplazmi, kar daje lazno pozitivne
signale. Tej napaki smo se izogibali z merjenjem temperature reagenta NP-40. Pazili smo
tudi, da smo anhidrid ocetne kisline dodali raztopini TAE tik pred uporabo. Anhidrid
ocetne kisline ima kratko razpolovno dobo, zato lahko le z uporabo sveze pripravljene
raztopine za acetiliranje uspe$no izvedemo acetilacijo.

S postopkom FISH smo lokacijo mRNA LPL uspe$no oznacili, kot je prikazano na slikah
12 in 13. Z DAPI obarvana jedra so na slikah vidna v modri barvi. Razvidno je, da so med
analitskim postopkom ostala intaktna. Rde¢i signali so z rodaminom oznacéeni
komplementarni oligonukleotidi MRNA LPL. Na sliki 13 je negativna kontrola, na katero
smo nanesli oligonukleotide brez repa. Kontrola je bila negativna, zeleni signali, ki so

vidni na njej, so posledica avtofluorescence.
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Slika 13: Negativna kontrola analize FISH na tkivu T5a — sonda brez repa

Ugotovili smo, da se celice, ki visoko izraZajo gen za LPL, nahajajo v bliZzini Zil. Steviléno
jih je bilo v primerjavi s CD163 pozitivnimi celicami priblizno 10-krat manj. CD163 je
povrsinski oznacevalec, znacilen za makrofage. Celice, ki so bile CD163 pozitivne, SO Se
pojavljale po vsem tkivu, medtem ko so bile celice, ki izrazajo LPL, zgo$¢ene samo na
doloc¢enih podrocjih (25). Iz tega je razvidno, da LPL izrazajo morda le nekateri makrofagi.
Kolokalizacije mRNA LPL in povrSinskega celicnega antigena CD204 nismo uspeli

preveriti zaradi teZzav z optimizacijo imunohistokemi¢ne metode za dolocanje antigena
CD204.

46



5 SKLEP

0 Glavno tezavo pri optimizaciji indirektne imunohistokemi¢ne metode za antigen
CD204 je predstavljala nespecifi¢na fluorescenca ozadja. Kot mozne vzroke za
nastanek motecega ozadja smo izkljucili nezadostno red¢enje protiteles, nezadostno
spiranje tkivnih rezin po inkubaciji s protitelesi in nespecifi¢no vezavo primarnih
ter sekundarnih protiteles.

0 Potrebni so dodatni poskusi za ugotavljanje ucinka sprememb temperature in Casa
inkubacije na intenzivnost nespecifi¢nega obarvanja ozadja.

0 Za direktno imunohistokemi¢no metodo smo dolo¢ili primerno koncentracijo
protiteles. Metoda ni primerna za oznacevanje CD204 pozitivnih celic na
histolodkih rezinah, ki imajo veliko avtofluorescence. Se posebej je moteca
avtofluorescenca elastina in kolagena v podrocju zilja. Z metodo bi najverjetneje
lahko oznacili celice z antigenom CD204 v celi¢nih kulturah makrofagov ali na
histoloskih preparatih z malo avtofluorescence.

0 Z reagentom CSB smo avtofluorescenco tkiva uspesno utiSali. Uporaba tega
reagenta ni primerna za sklop imunohistokemi¢ne metode z analizo FISH, saj ima
CBS ucinek na vizualizacijo celi¢nih jeder, obarvanih z DAPI, in onemogoca
detekcijo mRNA s komplementarnimi nukleotidi, oznacenimi z rodaminom.

0 S postopkom FISH smo uspesno oznacili mesta v tkivu, Kjer se LPL visoko izraza.
Vecina celic, ki izrazajo gen za LPL, se nahaja v bliZini Zil.

0 Kolokalizacije mRNA LPL in povrSinskega celi¢nega antigena CD204 nismo
uspeli preveriti zaradi neuspele optimizacije imunohistokemicne metode celicnega

oznacevalca CD204.
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