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Protokol 01/2025: Identifikicia CD347/CD117* stromalnych buniek a
epitelovych buniek vajickovodov pomocou imunohistochémie,
imunofluorescencie, transmisnej, rastrovacej elektronovej mikroskopie a

korelativnej mikroskopie.
1. Odber tkaniv

Vzorky z oblasti ampuly a istmu vajickovodov budi odoberané od netehotnych Zien vo
fertilnom veku po chirurgickom zakroku zroznych indikécii (totdlna abdominélna
hysterektoémia s bilaterdlnou salpingo-ooforektémiou). Odbery boli realizované po
informovanom suhlase a schvaleni protokolu miestnou bioetickou komisiou v stlade s

medzinarodne akceptovanou praxou.
Vzorky budi rozdelené na pripravu rdznymi metodikami:

e bunkova kultivacia

o svetelnd mikroskopia

e transmisna elektronova mikroskopia (TEM)
e rastrovacia elektronova mikroskopia (SEM)
e imunohistochemické analyza (IHC)

o imunofluorescencia (IF)

e korelativna mikroskopia

2. Bunkova kultivacia

« Cerstvo odobraté bioptické vzorky vajickovodov umiestnime do sterilného DMEM
média doplnen¢ho o 100 U/ml penicilinu, 0.1 mg/ml streptomycinu a 0.25 pg/ml
amfotericinu, uchovavané budu na l'ade a nasledne transportované do laboratoria,

e Do 30 mintt od odberu vzorky premyjeme DMEM, excidujeme a oddelime sliznicu,



e Svalovinu avidzivové suCasti narezeme na ~1 mm?® fragmenty a inkubujeme na
orbitalnej trepacke 4 h pri 37 °C v roztoku PBS (bez Ca*" a Mg?") obsahujucom 10
mg/ml kolagendzy la a 2000 U/ml DNazy I,

e Po filtracii cez 40 pum sitko bunky centrifugujeme (300g), resuspendujeme v
DMEM:Ham's F12 (1:1) s 10% FBS, HEPES, antibiotikami a antimykotikami,

e Bunky budeme kultivovat pri 37 °C, 5% CO: v plastovych fl'asiach alebo na skli¢kach
v 24-jamkovych platniach,

e Cytogenetickt analyzu (karyotypizaciu) realizujeme pri 70-80% konfluencii po 3 h
inkubdcii s kolchicinom (2 pg/ml). Po fixéacii (metanol:kyselina octova 3:1) sa

vyhodnotime 50 metafaz a zistime, ¢i maja vSetky normalny zensky karyotyp 46,XX.

3. Konvenéna svetelna mikroskopia

e Vzorky fixujeme v 10% formaline a d’alej spracujeme Standardizovanou technikou

FFPE. 4 um rezy zafarbime hematoxylinom-eozinom (HE).

4. Transmisna elektronova mikroskopia (TEM)

o Fixacia: 4% glutaraldehyd v 0.1 M kakodylatovom pufti (pH 7.3), 4 h pri 4 °C,

o Postfixacia: 1% oxid osmicely v tom istom pufri, ndslednd dehydratacia v stapajuce;j
rade etanolov,

o Impregnacia propylénoxidom, vloZenie do zmesi propylénoxidu a Eponu cez noc,
zapustenie do Eponu 812,

e Ultratenké rezy (50 nm) pripravené na ultramikrotome MT-7000, nanesené na
Formvarom potiahnuté Cu mriezky,

o Farbenie: uranylacetat a citrat olovnaty,

e Pozorovanie: Philips CM 12 TEM, 60 kV,

o Kvantifikécia ultraStruktrnych znakov buniek (napr. objem jadra, mitochondrii) podla

Weibelovej metody.



5. Rastrovacia elektronova mikroskopia (SEM)

Tkanivové vzorky vajickovodov po odobrati okamzite umiestnime do 2,5%
glutaraldehydu v 0,1 M cacodylatovom pufri (pH 7,3) na 4 °C pocas 2 hodin. Po
pociatocnej fixacii vzorky trikrat premyjeme v 0,1 M cacodylatovom pufri a nasledne
post-fixujeme v 1% roztoku oxidu osmicelého v rovnakom pufri pocas 1 hodiny pri 4
°C. Vzorky opitovne premyjeme a postupne dehydratujeme v sérii stipajucich
koncentracii etanolu (30 %, 50 %, 70 %, 90 % a dvakrat 100 %, kazd¢ po 10 min).

Po uplnej dehydratacii vzorky prenesieme do hexametyldisilazanu (HMDS), ktory
nahradi tradiéné suSenie kritickym bodom anésledne budi vzorky odparené
ponechanim na vzduchu pri izbovej teplote. Po uplnom vysuseni budi vzorky
pripevnené na hlinikové nosi¢e pomocou uhlikového lepidla,

Vzorky budll nasledne pokryté vodivou vrstvou zlata pomocou pokovovacky v tenkej
vrstve (~10 nm). Takto pripravené vzorky boli analyzované pomocou rastrovacicho
elektronového mikroskopu ZEISS EVO LS 15 pracujuceho pri akceleracnom napati 10—
20 kV,

Oblasti zaujmu budeme pozorovat’ pri vysokom zvicéseni (az 10 000x), pricom ziskame
digitdlne snimky vo vysokom rozliSeni. Pre kvantitativne hodnotenie budu pouzité
metrické Standardy vstavané do softvéru mikroskopu,

Ako negativne kontroly pouzijeme vzorky bez fixacie alebo po nespravnom suseni, aby

sa overila vyznamnost’ pozorovanych morfologickych detailov.

5. Imunohistochémia (IHC)

Tkanivové rezy (3 um) fixujeme vo formaline a d’alej spracujeme Standardizovanou
technikou FFPE,

Antigénnu obnova zrealizujeme v mikrovilnnej rure (citranovy pufor, pH 6.0),

Pouzité primarne protilatky (vyber): CD117 (c-kit) — polyklondlna, 1:100 (DAKO,
Dénsko) a CD34 — monoklonalna 1:100, klon QBEND10 (Biogenex, San Ramon, CA,
USA),

Dvojité farbenie (CD117 + CD34): CD117 (hnedy, DAB), CD34 (Cerveny, Fast Red).
Kontroly: negativna — vynechanie primarnej alebo sekundérnej protilatky; pozitivna —

znamy pozitivny tkanivovy Standard.



e Mikroskopia: LEICA DM3000LED.

6. Imunofluorescencia (IF)

e Primokultivované bunky fixujeme 2% paraformaldehydom (10 min) a
permeabilizujeme s PBSSA (PBS + BSA + saponin),

e Inkubujeme s primarnymi protilaitkami (4 h, RT, orbitdlna trepacka), nasledne
aplikujeme sekundarne protilatky: biotinylované a streptavidin-Alexa Fluor 546, resp.
FITC-konjugované.

e Jadrd kontrastujeme pomocou fluorescencného farbiva Hoechst 33342.

e Aplikujeme protilatky CD117 a CD34,

e Pripravime negativne kontroly bez primarnych protilatok,

e Mikroskopia: Leica DM4B 6B.

7. Korelativnha mikroskopia

e Odobraté tkanivo vajickovodu prenesieme do PBS.
e Vzorku narezat’ na fragmenty priblizne 1-2 mm?®.
e Fixovat' v roztoku:
o 4% PFA,
o 2 % glutaraldehyd,
pocas 2—4 hodin pri 4 °C.
e Premyt 3% v fosfatovom pufri.
e Permeabilizovat’ vzorky podl'a pouZitého markera.
e Blokovat’ nesSpecifickt vizbu.
e Inkubovat’ s primarnou protilatkou cez noc pri 4 °C.
e Premyt PBS.
e Inkubovat’ so sekundarnou fluorescencne znacenou protilatkou.
e Premyt PBS.
e VoliteI'ne dofarbit’ jadra pomocou DAPI.
e Umiestnit’ vzorku na referencny nosi¢ vhodny pre CLEM.
o Ziskat:

o prehladové snimky,



o fluorescencné snimky oblasti zadujmu (ROI).
Zaznamenat suradnice a orientaciu vzorky.
Ulozit’ vSetky obrazové data pre naslednt korelaciu.
Inkubovat’ vzorky v 1 % OsOa pocas 1 hodiny.
Premyt’ destilovanou vodou.
Dehydratovat’ v rastiicej etanolovej sérii: 30, 50, 70, 90, 96, 100
Infiltracia vzoriek epoxidovou zivicou.
Polymerizacia pri 60 °C pocas 24—48 hodin.
Oznacit orientaciu bloku podl'a fluorescenénych dat.
Pomocou ultramikrotému pripravit’ rezy:

o 70-100 nm pre TEM,

o alebo polotenké rezy pre lokalizaciu oblasti zaujmu.
Preniest’ rezy na medené mriezky.
Kontrastovat’ rezy:

o uranyl acetat,

o citrat olovnaty.
Pozorovat’ v TEM pri vhodnom urychl'ovacom napéti.
Ziskat’ snimky oblasti identifikovanych pocas fluorescenéného zobrazovania.
Importovat’ fluorescenéné a EM snimky do softvéru pre CLEM analyzu.
Zarovnat obrazy pomocou:

o morfologickych orientaénych bodov,

o referen¢nych znaciek,

o stradnicového systému nosica.

Vyhodnotit’ ultrastruktiru fluorescen¢ne oznacenych oblasti.



