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Streszczenie |

Summary |

Najczestszym i jednoczes$nie najgorzej rokujacym nowotworem pochodzenia astrocytarnego jest glioblastoma
(IV stopien ztosliwosci wediug Swiatowej Organizacji Zdrowia). Obraz mikroskopowy glioblastoma charaktery-
zuje si¢ atypig komorkowa, obecnoscig ognisk martwicy palisadowej oraz proliferacja drobnych naczyi. Wyrézniamy
dwa typy glioblastoma: pierwotny i wtérny. Jedng z podstawowych cech histopatologicznych tego nowotworu
jest obecnos$¢ proliferacji naczyniowych. Proliferacje naczyn glioblastoma rozpoznawane sa jako wielowar-
stwowe klebki rozroSnigtych i mitotycznie aktywnych komdrek endotelialnych. Komorki macierzyste odgrywa-
ja znaczaca rolg w tworzeniu sieci naczyn krwiono$nych nowotworu za sprawg réznicowania w kierunku ko-
morek endotelialnych. Za marker nowotworowych komoérek macierzystych uwaza si¢ antygen CD133. Komorki
nowotworu wykazujace ekspresje tego biatka rozpoznawanego przez odpowiednie przeciwciata zlokalizowane sa
w niszach otaczajacych naczynia krwiono$ne wystgpujace w masie nowotworu. Komorki CD133+ wystepuja
rowniez w Scianach naczyf krwiono$nych. Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie optymalnej im-
munohistochemicznej metody barwienia, z wykorzystaniem przeciwciata przeciw CD133, ktéra ufatwi identyfi-
kacje komorek macierzystych. Materiat do badan stanowily preparaty histopatologiczne pobrane do rutynowych
badan histopatologicznych w czasie zabiegu operacyjnego z wczesniej rozpoznanymi przypadkami glioblastoma.
Badania obejmowaly r6zne metody barwieii immunohistochemicznych z wykorzystaniem zréznicowanych spo-
sobow odmaskowywania antygenow, z zastosowaniem odmiennych buforéw, systemow detekcyjnych oraz roz-
cieficzen przeciwciala i czasow inkubacji preparatow z przeciwcialem. Najlepsze wyniki barwienia immunohisto-
chemicznego otrzymano w preparatach, w ktorych w celu odmaskowywania antygenu zastosowano autoklaw,
bufor o pH 9,0 i system detekcyjny LSAB+System-HRP.

Stowa kluczowe: immunohistochemia, CD133, glioblastoma, nowotworowe komorki macierzyste, mikroskopia
konfokalna

Glioblastoma (GBM, WHO grade IV) is the most lethal type of brain tumours. Despite advances in radiotherapy,
chemotherapy and surgical techniques, this tumour is still associated with a median overall survival of approxi-
mately | year. Histopathological features of GBM include nuclear atypia, foci of palisading necrosis, microvas-
cular proliferation and robust mitotic activity. Glioblastoma is one of the best vascularized tumours in humans
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and its proliferation is hallmarked by a distinct proliferative vascular component. Studies of glioblastoma’s vas-
cularization have cast some light on the role of non-endothelial cells in tumour neoangiogenesis. A characteristic
feature of protein CD133 is its rapid down-regulation during cell differentiation, which makes it a unique cell sur-
face marker for identification of stem cells in brain tissue. CD133* tumour cells are located mainly in perivascular
niches. CD133 positive cells were also found in blood vessels wall. The aim of this study was to optimize immu-
nohistochemical staining method to facilitate identification of cells recognized by anti-CD133 antibody in paraf-
fin-embedded glioblastoma tissue sections. In this study, several pretreatments, detection systems, dilution of an-
tibody and time incubation were used. Immunohistochemical staining method in which autoclave, a buffer pH 9.0
and LSAB+System-HRP were used gave the best result.

Key words: immunohistochemistry, CD133, glioblastoma, cancer stem cells, confocal microscopy

WSTEP

lioblastoma (GBM) jest najczesciej wystepujacym
Gi zarazem najztosliwszym nowotworem szere-

gu astrocytarnego (IV stopien ztoSliwoSci wediug
Swiatowej Organizacji Zdrowia)-. Mimo rozwoju tech-
nik chirurgicznych, radioterapii i chemioterapii Sredni czas
przezycia pacjentow z GBM wynosi okofo roku®®. Glio-
blastoma charakteryzuje si¢ atypig komorkowa, obecno-
Scig ognisk martwicy palisadowej oraz ogniskowa prolife-
racja drobnych naczyn-?. Rozrosty naczyn krwiono$nych
GBM tworza ogniskowe zaggszczenia wloSniczek. Zjawi-
sko powstawania rozrostow mikronaczyniowych w GBM
jest istotng cechg obrazu mikroskopowego tych nowotwo-
row. Mikronaczynia tworzg ki¢bki, cze¢sto zlokalizowane
w sasiedztwie martwicy. Obraz histologiczny tych naczyn
sktada si¢ z wykazujacych figury podzialu mitotycznego
komorek endotelialnych, komdrek migsni gtadkich i pery-
cytow®. W trakcie progresji ztoSliwosci nowotwordw sze-
regu astrocytarnego mozna zaobserwowac charaktery-
styczne zmiany budowy naczyf krwiono$nych. Naczynia
krwionosne GBM charakteryzuja si¢ wysoka proliferacja
komorek endotelialnych i chaotycznie rozmieszczonymi
perycytami®. W obrazie GBM z mikroskopu elektrono-
wego widoczne sg bardziej pofatdowane jadra komorko-
we oraz inkluzje Srddjadrowe”. Wyrdznia si¢ dwa typy
GBM: pierwotny i wtdrny, ktdre mimo réznych molekular-
nych Sciezek patogenetycznych charakteryzuja si¢ tym sa-
mym obrazem mikroskopowym. Wtérny GBM powstaje
w wyniku progresji nowotworow astrocytarnych o niskim
stopniu zlosliwosci (gwiazdziakow o II badz III stopniu
ztosliwosci) Y. Nowotwdr rozwijajacy si¢ de novo, bez do-
wodow na pochodzenie z nowotworow o niskim stopniu
ztoliwosci i posiadajacy krotka histori¢ kliniczng (mniej
niz trzy miesiace), okreslany jest jako pierwotny GBM?%.
Molekularny mechanizm nowotworzenia GBM zwigza-
ny jest z inaktywacja genow supresorowych lub nad-
ekspresja onkogenow9. Pierwotny GBM jest szczegolnie
zwigzany z amplifikacja EGFR, delecjq genu p/6 i muta-
cja genu PTEN. Wtorny GBM charakteryzuje si¢ mutacja
genu TP53 i nadekspresja PDGFA"=7. Glioblastoma jest
nowotworem wysoce zaleznym od procesu angiogenezy.

254 Wyniki wielu badan wykazatly udzial nieendotelialnych

komorek pokrywajacych nowo powstale naczynia krwio-
nosne. Zrédlem nieendotelialnych komérek okazaly sie
najprawdopodobniej nowotworowe komorki macierzyste
roznicujace si¢ w trakcie nowotworzenia w komorki migsni
gtadkich. Biezaca hipoteza sugeruje istnienie populacji ko-
morek w nowotworze (nowotworowych komorek macie-
rzystych — cancer stem cells, CNC), ktore posiadaja unikal-
ng zdolno$¢ do samoodnowy i tym samym podtrzymania
wzrostu nowotworu®?, Istotne stato si¢ wigc znalezienie
markerow charakterystycznych dla nowotworowych ko-
morek macierzystych®.

Jednym z najczeSciej uzywanych markeréw komorek ma-
cierzystych nowotworu jest CD133. CD133 jest trans-
membranowg glikoproteing wystepujaca w komorkach
krwiotworczych i komorkach progenitorowych neuro-
now®. Charakterystyczng cechg tego biatka stanowi zmia-
na poziomu ekspresji podczas roznicowania komorek. Ce-
cha ta czyni CD133 unikalnym markerem pozwalajacym
na identyfikacj¢ oraz izolacj¢ komorek macierzystych i ko-
morek progenitorowych w tkankach mozgu®. Tkanki no-
wotworu w porownaniu z tkankami prawidfowego mozgu
charakteryzuja si¢ wickszym udziatem komorek wykazuja-
cych immunoekspresj¢ antygenu CD133. Poziom ekspre-
sji tego biatka koreluje ze stopniem ztosliwosci nowotwo-
ru®1® Komorki wykazujace immunoekspresje antygenu
CD133 zlokalizowane sa w szczegdlnosci wokot naczyn
krwiono$nych. Obfitos¢ nisz CD133* ro$nie wraz ze stop-
niem ztosliwosci nowotworu“#!9, Ocena immunoekspre-
sji antygenu CD133 w GBM moze by¢ przydatna do oce-
ny przebiegu procesu angiogenezy naczyf krwionoSnych.
Dostepne oryginalne publikacje poruszajace temat ekspre-
sji markerow komorek macierzystych wykorzystujg rozne
metody barwiefi immunohistochemicznych z zastosowa-
niem przeciwciata przeciw CD133. Gtownym celem prze-
prowadzonych badan bylto przedstawienie i porowna-
nie metod barwiefi immunohistochemicznych z uzyciem
przeciwciata przeciw CD133 dajacych optymalne i jed-
noznaczne rezultaty widoczne w mikroskopie Swietlnym.
W celach badawczych wykonano kilka metod barwief
z zastosowaniem réznych sposobow odmaskowywania
antygendw oraz roznych bufordw, rozcieficzen stosowa-
nego przeciwciala i czasow jego inkubacji, a takze réznych
systemow detekeyjnych.
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Sposob odkrywania | Czas odkrywania Rozcieniczenie | Czasinkubagji .
antygenu antygenu (min) Zastosowany bufor przeciwciata przeciwciata System detekcyjny

wku cﬁr?r(r)n‘ﬂ(l?rnolfeal owej 20 Target Retrieval Solution, Concentrated x 10 1:25-1:200 Noc EnVision+System-HRP (DAB)

wku cﬁr?lt?n"\mgl owej 20 Target Retrieval Solution, pH 9 1:25 Noc EnVision+System-HRP (DAB)
Gotowani ' ) )

w kuchr(l)i ?nv;llfgélowej 20 Target Retrieval Solution, pH 9 1:25 60 min LSAB-+System-HRP

w?aozwxgcﬁ ¢ 60 Target Retrieval Solution, pH 9 1:25 60 min LSAB+System-HRP

Autoklaw 3 Target Retrieval Solution, pH 9 1:25 Noc/60 min EnVision+System-HRP (DAB)
Autoklaw 3 Target Retrieval Solution, pH 9 1:25 Noc/60 min LSAB+System-HRP

Tabela 1. Sposdb odkrywania antygendow oraz rozciericzenia przeciwciala i czas jego inkubacji

MATERIAL I METODY

Barwienia immunohistochemiczne zostaly wykonane na
skrawkach parafinowych o grubosci 4 um, ktére pochodzity
z materiatu pobranego do rutynowych badan histopatolo-
gicznych w czasie zabiegu operacyjnego z wezesniej rozpo-
znanymi przypadkami GBM. Reakcj¢ immunohistoche-
miczng przeprowadzono z wykorzystaniem przeciwciata
przeciw CD133, klon AC133 (Miltenyi Biotec). Przeciw-
ciato przeciw CD133 rozcieiczono z wykorzystaniem
rozcieficzalnika Antibody Diluent with Background Re-
ducing Components (Dako). Skrojone fragmenty tkanek
przeprowadzono w rutynowy sposob. Odmaskowywa-
nia antygendéw dokonano, wykorzystujac kuchni¢ mi-
krofalowa (20 min), tazni¢ wodng (60 min, 98°C) i auto-
klaw (3 min, 121°C). Preparaty umieszczono w buforze
Target Retrieval Solution, Concentrated x 10 (Dako) lub
Target Retrieval Solution, pH 9,0 (Dako). Do wizualizacji
antygenow wykorzystano system detekeyjny EnVision+Sys-
tem-HRP (DAB) for use with mouse primary antibod-
ies (Dako) oraz LSAB+System-HRP (Dako). Sposob
odmaskowywania antygendw oraz rozcienczenia prze-
ciwciata i czas inkubacji przedstawiono w tabeli 1. Prze-
ciwciata uzyte do mikroskopii konfokalnej rozcieficzono
w stosunku 1:250 (GFAP, polyclonal rabbit, Dako) oraz
1:12 (CD133, monoclonal mouse, clone AC133, Milte-
nyi Biotec). Reakcje immunohistochemiczne przeznaczo-
ne do mikroskopii konfokalnej zostaty przeprowadzone

Komérki Komorki srodbtonka

nowotworu

Rozrosty naczyn
0 0 0

Pojedyncze naczynia

+

0
+++

0 0
0 0
++ + +
0 0
+ +

Tabela 2. Wyniki barwieri immunohistochemicznych
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w podobny sposob do reakcji immunohistochemicznych.
Fluorochromami uzytymi do immunofluorescencji byly:
fluorochrom 488 (goat anti-mouse, Invitrogen, rozcien-
czenie 1:200) oraz Cy5 (goat anti-rabbit, rozcienczenie
1:200, Jackson ImmunoResearch). Preparaty z naniesio-
nymi fluorochromami inkubowano przez godzing w ko-
morze wilgotnej i temperaturze pokojowej. Preparaty po
zakonczonej reakcji immunohistochemicznej byty oce-
niane w mikroskopie Swietlnym metodg potilosciowa. Do
oceny potilosciowej zastosowano cztery kategorie nasile-
nia immunoekspresji antygenu CD133 w komdrkach: brak
ekspresji (0), staba ekspresja (+), silna ekspresja (++)
i intensywna ekspresja (+++). Stopien przebiegu reakcji
immunohistochemicznej w mikroskopie Swietlnym zostat
oceniony z uzyciem czterokanatowego mikroskopu konfo-
kalnego FluoView 1000, Olympus.

WYNIKI

IMMUNOHISTOCHEMIA

Niezaleznie od zastosowanego rozcieficzenia przeciw-
ciata (1:25-1:200) preparaty pochodzace z trzech grup

Rys. 1. Ujemny wynik barwienia immunohistochemicznego
z zastosowaniem systemu detekcyjnego EnVision+Sys-
tem-HRP (DAB). Powiekszenie 400X
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Rys. 2. Immunoekspresja CD133 w preparatach gotowanych
w kuchni mikrofalowej z uzyciem buforu pH 9,0 oraz
systemu LSAB+System-HRP Powiekszenie 400 %

badanych (tabela 2) charakteryzowaly si¢ brakiem ekspre-
sji (0) biatka rozpoznawanego przez przeciwcialo prze-
ciw CD133 (rys. 1). Ujemny wynik barwienia immunohi-
stochemicznego zanotowano w pojedynczych komorkach
nowotworu oraz w komorkach Srodbtonka pojedyn-
czych naczyf krwionoSnych i ich rozrostach. W dwoch
grupach badanych dokonano odmaskowywania anty-
genu przy uzyciu kuchni mikrofalowej (20 min) i bufo-
row o pH 6,0 oraz 9,0. Wizualizacji przeciwciala przeciw
CD133 w tych przypadkach dokonano z zastosowaniem
systemu EnVision+System-HRP (DAB). Ten sam system
detekeyjny zostat uzyty do wizualizacji biatka w probie
poddanej autoklawowaniu (temp. 121°C, 3 min) w bufo-
rze o pH 9,0. Preparaty, ktére gotowano w kuchni mikro-
falowej w buforze o pH 9,0 i w ktorych uzyto przeciwcia-
ta rozcieficzonego w proporcjach 1:25 oraz wykorzystano
system detekcyjny LSAB+System-HRP, charakteryzowa-
ty si¢ bardzo staba (+) immunoekspresjg antygenu CD133
w pojedynczych komorkach nowotworu (rys. 2). W pre-
paratach pochodzacych z tej grupy badanej nie zanoto-
wano (0) ekspresji biatka w komorkach Srodbfonka po-
jedynczych naczyn oraz rozrostach naczyf. Pojedyncze
komorki o stosunkowo silnej immunoekspresji antyge-
nu CD133 (44), zlokalizowane wokot naczyi krwiono-
Snych, byly obecne w preparatach gotowanych w tazni
wodnej (60 min) w buforze pH 9,0. W tej metodzie za-
stosowano rowniez rozcienczenie przeciwciala 1:25 i sys-
tem LSAB+ System-HRP. Stabsza immunoekspresje anty-
genu CD133 (4) zanotowano w komorkach §rdédbtonka
pojedynczych naczyi i rozrostach naczyn preparatow bar-
wionych zgodnie z powyzsza procedura. Najlepsze wyni-
ki barwienia immunohistochemicznego otrzymano w pre-
paratach (rys. 3), w ktorych odmaskowywanie antygenu
nastapito dzigki uzyciu autoklawu (temp. 121°C, 3 min)
i buforu pH 9,0. Wizualizacji komérek CD133* doko-
nano z wykorzystaniem LSAB+System-HRP. Przypad-
ki pochodzace z tej grupy badanej charakteryzowaly sie
256 intensywng (4++) immunoekspresja antygenu CD133

'“‘ ‘ .“ : P £ ;%3‘ o - o |

Rys. 3. Immunoekspresja CD133 w preparatach autokla-
wowanych w buforze pH 9,0 i z wykorzystaniem
LSAB+System-HRP. Powigkszenie 400 %

w pojedynczych komdrkach nowotworu, ktore szczegoOlnie
byly widoczne wokot naczyn krwionos$nych. Staby (+) od-
czyn bialka rozpoznawanego przez przeciwciato przeciw
CD133 odnotowano w komorkach sroédbionka pojedyn-
czych naczyn i rozrostach naczyfi. W tej grupie preparaty
7 przeciwciatem (rozcieficzenie 1:25) inkubowano w 4°C
w ciagu nocy i przez 60 minut. W preparatach z przeciw-
cialem pozostawionym na noc pojawito si¢ tzw. tto utrud-
niajace wiasciwg oceng histopatologiczng preparatow.

LASEROWA MIKROSKOPIA KONFOKALNA

W badanych przypadkach GBM odnotowano trzy popu-
lacje komorek. Czgs¢ komorek wykazywata jedynie immu-
noekspresje GFAP, inne — CD133. Niewielka liczba komo-
rek wykazywata immunoekspresje obu antygenow (rys. 4).

Rys. 4. Kolokalizacja GFAP (sygnal czerwony) i CD133 (sy-
gnal zielony) w glioblastoma. Powiekszenie 400 %

AKTUALN NEUROL 2013, 13 (4), p. 253-257
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OMOWIENIE

Ferrandina i wsp."? w zaproponowanej metodzie bar-
wienia immunohistochemicznego z uzyciem przeciwcia-
ta przeciw CD133 (Miltenyi Biotec) wykorzystywali do
detekeji komorek system EnVision System-HRP (Dako).
Opisana przez autor6w metoda barwienia immunohi-
stochemicznego (IHC), w ktorej uzyto 20% surowicy
koziej, daje pozytywny wynik barwienia. W naszych ba-
daniach ten sam system detekcyjny w zadnej z przepro-
wadzonych prob barwiefi nie dat pozytywnego wyniku
barwienia widocznego w obrazie mikroskopowym po-
chodzacym z preparatow z rozpoznaniem GBM. Na wy-
nik nie miaty wplywu sposéb odmaskowywania antyge-
nu, rodzaj buforu ani rozcieficzenie przeciwciala i jego
czas inkubacji z preparatami. Metoda odmaskowywa-
nia antygenu przez gotowanie preparatow zanurzonych
w buforze pH 6,0 z zastosowaniem kuchni mikrofalo-
wej, a nastepnie z uzyciem LSAB+ System-HRP (Dako),
ktora zaproponowali Thon i wsp.'V, daje pozytywny wy-
nik widoczny w postaci komdrek CD133* w nowotwo-
rach o IV stopniu ztoSliwosci. Podobne warunki barwieni
(z uzyciem innego systemu detekcyjnego), pozwalajace
na wizualizacj¢ komorek CD133* raka zofadka, opisu-
ja Yu i wsp.!? Odtworzona metoda barwienia zapropo-
nowana przez Thona i wsp.“? z uzyciem buforu pH 9,0
daje bardzo staby (+) odczyn jedynie w pojedynczych ko-
morkach nowotworu. He i wsp.® w procedurze barwie-
nia THC wykorzystuja bufor o pH 5,8, w ktérym inkubuja
preparaty w temperaturze 95°C przez pi¢¢ minut. Auto-
rzy badan nie wymieniaja nazwy uzytego systemu de-
tekcyjnego. Preparaty zanurzone w buforze pH 9,0 i au-
toklawowane w temperaturze 121°C przez trzy minuty,
a nastepnie potraktowane w kolejnych etapach barwienia
systemem LSAB+ System-HRP charakteryzuja si¢ obec-
noscig komorek nowotworu, ktore wykazuja intensyw-
ng (+++) immunoekspresje antygenu CD133. W tych
preparatach zaobserwowano réwniez CD133* komorki
Sroédblonka w pojedynczych naczyniach i rozrostach na-
czyfi. Przedstawiona metoda barwienia immunohisto-
chemicznego daje najlepsze wyniki barwiefi z uzyciem
przeciwciata przeciw CD133. Podobne warunki barwie-
nia, ktore zaproponowali Immervoll i wsp.!?, daja pozy-
tywne rezultaty w postaci komorek CD133+ w badanych
przez autora grupach nowotworéw. Opisane w pracach
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oryginalnych metody barwiefi immunohistochemicznych
7 zastosowaniem przeciwciata przeciw CD133 nie za-
wsze pozwalaja na otrzymanie oczekiwanych rezultatow.
Opracowujac procedur¢ barwienia z wykorzystaniem
przeciwciata przeciw CD133, nalezy zwrdci¢ szczegdl-
ng uwagg na sposob odmaskowywania antygenu, rodzaj
uzytego buforu oraz systemu detekcyjnego.
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