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Immunhisztokémiai tanulmany

SUMMARY

The aim of the present study was to analyse the immunoreactivity of a-smooth
muscle actin (a-SMA), smooth muscle marker on bovine intact tissues.
The following tissues showed diffuse, homogenous, intense, cytoplasmic, a-SMA-
positivity: skin: arrector pili muscle, tunica media cells of the dermal vessels,
myoepthelial cells around the apocrin glands, and ducts; lymph node (Figs 1. and 2.),
haemolymph node, spleen (Figs 3. and 4.): capsule, trabecules, extra- and
intraparenchymal vessels; tongue: vessels, myoepithelial cells of the intermuscular
glands; oesophagus: lamina muscularis mucosae, vessels, myoepithelial cells of the
glands, tunica muscularis (Figs 5. and 6.); proventricules, abomasum: lamina mus-
cularis mucosae, vessels, tunica muscularis (Fig 7.); small intestine, large intestine:
lamina muscularis mucosae, pericryptal myofibroblasts, vessels, tunica muscularis
(Figs 8. and 9.); liver: perisinusoidal myofibroblasts, portal (periductal) myofibro-
blasts, tunica media cells of the intrahepatic vessels (Figs 10.); kidney: smooth
muscle cells of the intrareanal arteries and veins, subepithelial smooth muscle
cells around the pelvis renalis, myofibroblasts of the capsule (Figs 11. and 12.);
urinary bladder: lamina muscularis mucosae, vessels, tunica muscularis (Figs 13.
and 14.); uterus: myometrium, smooth muscle cells of the vessels (Figs 15. and 16.);
ovary gland: myofibroblast cells of the theca externa layer, vessels; lung: tunica
media cells of the intrapulmonary vessels, smooth muscle cells in the wall of
the micro-, macrobronchus; myocardium: tunica media cells of the coronary
vessels; aorta: intramural smooth muscle cells, -small vessels. The authors
propose the immunohistochemicaly validated, a-SMA-positive bovine tissues for
reliable external or internal positive controls in a variety of immunohistochemical
pathology studies.



SZARVASMARHA a-SMA-POZITIV KONTROLLOK SZARVASMARHA SZOVETEKBEN

Munkéank soran célul tliztik ki, hogy a SZIE AOTK Patoldgiai Tanszékének szbvet-
bankjabdl kivalasztott mintdkat felhasznalva szarvasmarha kilonbdz8 szervein,
szovetein simaizommarkert (ellenanyagot), az Gn. anti-alfa-simaizom-actint
(a-SMA-t) prébaljunk ki, Ventana Discovery XT-tipusl immunfest8 automata
segitségével, megbizhatd, belsd pozitiv kontrollok kidolgozasara.

Immunhisztokémiai A patoldgiai diagnosztikai munka soran alkalmazott immunhisztokémiai vizsgalat
vizsgdlatokhoz lényeges lehet8vé teszi az egyes szovetek, sejtek eredetének pontos meghatarozasat (11, 18),
a megbizhatd, biztosan a kérokozok kimutatasat (1, 6), ill. az altaluk kivaltott gyulladasos folyamatokban
pozitiv kontrollszévetek keletkez8 kémiai medidtorok (cytokinek) azonositasat (2, 5, 16), daganatok szdveti
azonositdsa eredetének azonositasat, prognosztikai, terapias markereinek feltiintetését

(3,13, 19, 20). Az allatorvosi diagnosztikdban is egyre gyakrabban alkalmazott eljaras
alapfeltételei k6zé tartozik a megbizhatd, pozitiv kontrollok kidolgozasa. Ezek a
specifikus antitestkot8dés |étrejottét hivatottak bizonyitani. Pozitiv kontroll lehet
a vizsgalt metszeten bellli varhatdan pozitiv képlet (bels8 kontroll) vagy egy masik,
parhuzamosan festett metszetben 1év8 ismert pozitivitas (kiilsé kontroll) (10).

ANYAG ES MODSZER

A munkank soran a SZIE AOTK Patolégiai Tanszékének szdvetbankjabdl kivalasz-
tottunk két, szarvasmarhabél szarmazd, boncolas soran vett szervgyljteményt,
amely az alabbi szervekbdl allt: bdr, nyirokcsomé, vérnyirokcsomd, 1ép, nyelv,
nyelécsd, elégyomrok, oltdgyomor, vékonybél, vastagbél, maj, vese, hligyhdlyag,
méh, petefészek, tidd, szivizom, aorta. A mintakat elzetesen szobahdmérsékleten,
24 6ran at, 8%-o0s pufferolt formaldehidoldatban konzervaltuk, majd szdvet-
el6készitd automataval tettlk alkalmassa a tovabbi feldolgozasra. A paraffinos

1. ABRA. Kérszévettani felvétel a szarvasmarha nyirokcsoméjarél 2. ABRA. a-SMA-cytoplasmaticus-pozitivitds a nyirokcsomé
nyilak: tok; L: lymphocytak tokjanak simaizomsejtjeiben
H.-E., 400x, Bar = 20 um nyilak: tok; L: lymphocytak
IH., 400%; Bar = 20 um
FIGURE 1. Histopathological picture of the bovine lymph node
arrows: capsule; L: lymphocytes FIGURE 2. a-SMA-cytoplasmic-positivity in the smooth muscle
cells of the capsule of the lymph node
arrows: capsule; L: lymphocytes
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3. ABRA. Kérszévettani felvétel a szarvasmarha 16pérél
C: tok; T: trabecula; P: pulpa
H.-E., 100%, Bar = 100 pm

FIGURE 3. Histopathological picture of the bovine spleen
C: capsule; T: trabecula; P: pulp

4. ABRA. a-SMA-cytoplasmaticus-pozitivitds a Iép tokidnak
és gerenddinak simaizomsejtjeiben

C: tok; T: gerenda; P: pulpa

IH., 100x%, Bar = 100 um

FIGURE 4. a-SMA-cytoplasmic-positivity in the smooth
muscle cells of the capsule, and trabeculae of the spleen
C: capsule; T: trabecula; P: pulp

5. ABRA. Kérszévettani felvétel a nyel8csérél

E: hamréteg; nyilak: lamina muscularis mucosae; V: submucosa
vérerek; TM: tunica muscularis
H.—-E., 40%, Bar = 500 ym

FIGURE 5. Histopathological picture of the bovine oesophagus
E: epithelial layer; arrows: lamina muscularis mucosae;
V: submucosal vessels; TM: tunica muscularis

6. ABRA. a-SMA-cytoplasmaticus-pozitivitds a nyelécsé
simaizomsejtjeiben

E: a-SMA-negativ hamréteg; nyilak: lamina muscularis mucosae;
V: submucosa vérerek mediasejtjei; TM: tunica muscularis
H.-E., 40%, Bar = 500 um

FIGURE 6. a-SMA-cytoplasmic-positivity in the oesophagus
E: a-SMA-negative epithelial layer; arrows: lamina muscularis
mucosae; V: media cells of submucosal vessels; TM: tunica
muscularis
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7. ABRA. a-SMA-cytoplasmaticus-pozitivitds a szdzrétd

levelében

E: hamréteg; TM: tunica muscularis; LM: lamina muscularis
mucosae

IH., 200%, Bar = 50 ym

FIGURE 7. a-SMA-cytoplasmic-positivity in the muscular folds
of the omasum

E: epithelium; TM: tunica muscularis; LM: lamina muscularis
mucosae

a-SMA-POZITIV KONTROLLOK SZARVASMARHA SZOVETEKBEN

8. ABRA. Nagy nagyitdsd felvétel a vékonybélrél

TM: tunica muscularis; nyilak : lamina muscularis mucosae;
M : mirigyvégkamrak

H.-E., 200%, Bar = 50 uym

FIGURE 8. High magnification about the small intestine
TM: tunica muscularis; arrows : lamina muscularis mucosae;
M : distal portion of the propria glands

9. ABRA. a-SMA-cytoplasmaticus-pozitivitds a vékonybélben

TM: tunica muscularis; nyilak : lamina muscularis mucosae;
M : mirigyvégkamrak
IH., 200%, Bar = 50pm

FIGURE 9. a-SMA-cytoplasmic-positivity in the small intestine
TM: tunica muscularis; arrows: lamina muscularis mucosae;
M: distal portion of the propria glands

10. ABRA. a-SMA-pozitivitds a mdj perisinusoidalis myofibro-
blastjaiban (sdrga nyilak), a periductalis myofibroblastokban
(fekete nyilak)

E: epelt

IH., 400x%, Bar = 20 um

FIGURE 10. a-SMA-positivity in the perisinusoidal myofibroblasts
(yellow arrows), periductal myofibroblasts (black arrows)
E: bile duct
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11. ABRA. Kézepes nagyitdsy felvétel a vesérdl

E: a vesemedence uroepithelsejtjei; nyilak: vesemedence koruli
simaizomszoévet; V: véna; A: artériak

H.-E., 100x%, Bar = 100 um

FIGURE 11. Intermediate magnification about the kidney
E: uroepithelial cells of the pelvis renalis; arrows: smooth
muscle tissue around the pelvis renalis; V: vein; A: arteries

12. ABRA. Kézepes nagyitdsu felvétel a vesérdl

E: a-SMA-negativ uroepithelsejtek; nyilak: a-SMA-pozitiv
vesemedence korlli simaizomszdvet; V: véna; A: artériak
IH., 100x%, Bar = 100 uym

FIGURE 12. Intermediate magnification about the kidney

E: a-SMA-negative uroepithelial cells; arrows: a-SMA-positive
smooth muscle tissue around the pelvis renalis; V: vein;

A: arteries

13. ABRA. Kézepes nagyitdsd felvétel a higyhdlyagrél

M: tunica muscularis; nyilak: lamina muscularis mucosae;
E: uroepithel
H.-E., 100%, Bar =100 um

FIGURE 13. Intermediate magnification about the urinary bladder
M: tunica muscularis; arrows: lamina muscularis mucosae;
E: uroepithel

14. ABRA. Kézepes nagyitdasa felvétel a hdgyhdlyagrél

M: a-SMA-pozitiv tunica muscularis; nyilak: lamina muscularis
mucosae; E: a-SMA-negativ uroepithel

IH., 100%, Bar =100 pm

FIGURE 14. Intermediate magnification about the urinary bladder
M: a-SMA-positive tunica muscularis; arrows: lamina muscularis
mucosae; E: a-SMA-negative uroepithel
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15. ABRA. Kérszévettani felvétel a méhfalrdl 16. ABRA. a-SMA-pozitiv simaizomsejtek a myometriumban

M: myometrium; A: artéria; V: véna
H.-E., 200x%, Bar = 50um

(M) és az artérigkban (A)
IH., 200%, Bar = 50 um

FIGURE 15. Histopathological picture about the wall FIGURE 16. a-SMA-positive smooth muscle cells of the

of the uterus
M : myometrium; A: artery; V: vein

myometrium (M) and the arteries (A)

beagyazast kdvetden, a paraffinos blokkokbdl 3-4 um vastagsagl metszeteket
készitettlnk, amelyeket hematoxilinnal és eozinnal festettliink meg. A metszeteket
Nikon Optiphot-2 tipusl fénymikroszképpal vizsgaltuk.

Az indirekt immunhisztokémiai vizsgéalatot Ventana Discovery XT-tipusd immun-
festd automata segitségével végeztik. Munkank sordn anti-a-smooth muscle actin
(a-SMA, higitas: 1 : 8000, Sigma) monoklonalis egér-ellenanyagot hasznaltunk
fel. Az immunhisztokémiai reakcidkat avidin-biotin immunperoxidaz rendszerrel
(DAKO LSAB2 Kit) és DAB (diamino-benzidin) kromogénnel tettik ldthatdva.
A kontrasztfestést hematoxilinnel végeztik. A negativkontroll-metszeteket
az elsddleges antitestek kihagyasaval készitettuk.

EREDMENYEK, MEGVITATAS

Az indirekt immunhisztokémiai vizsgalat soran a kdvetkezd szbvetekben, sejtekben
észleltink a-SMA citoplazmatikus pozitivitast:

a) bér: sz8rborzold izomzat, dermalis erek tunica medidja, verejtékmirigy-
végkamrak és kivezetd csoveik korili kosarsejtek (myoepitheliocytak);

b) nyirokcsomé (1. és 2. dbra), vérnyirokcsom, 1ép (3. és 4. dbra): a szerv tokja,
a tokbdl eredd trabeculak, extra- és intraparenchymalis erek;

c) nyelv: a vérerek mediasejtjei, a mirigyek kosarsejtjei;

d) nyel8csé: a lamina muscularis mucosae, a vérerek, a mirigyek kosarsejtjei,
a tunica muscularis (5. és 6. dbra);

e) el6gyomrok, oltégyomor: a lamina muscularis mucosae, a vérerek, a tunica
muscularis (7. dbra);

f) vékonybél, vastagbél: a lamina muscularis mucosae, a pericryptalis myofib-
roblastok, a vérerek, a tunica muscularis (8. és 9. dbra);

g) mdj: a hepaticus myofibroblastok heterogen populacidja: perisinusoidalis



Szamos szévetben
azonositottak a-SMA
pozitiv sejteket

Ezzel a médszerrel
azonosithatdk a fibro-
tikus folyamatokban
megjelené myofibro-
blast-sejtek is

MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2015. MARCIUS

myofibroblastok, portalis (periductalis) myofibroblastok, valamint azintrahepaticus
vérerek mediasejtjei (10. dbra);

h) vese: artériak és vénak fali simaizomsejtjei, a vesemedencét koruldleld,
subepithelialis simaizomszdvet, a vesetok myofibroblastjai (11. és 12. dbra);

i) hdgyhdélyag: a lamina muscularis mucosae, a vérerek, a tunica muscularis
(13. és 14. Gbra);

j) méh: a myometrium és a vérerek simaizomsejtjei (15. és 16. dbra);

k) petefészek: a theca externa (myo)fibroblast sejtjei, ill. az intraovarialis vérerek;
|) tidd: az intrapulmonalis vérerek mediasejtjei; a horg8cskék és horg8k faldban
Iév6 simaizomsejtek;

m) szivizom: koszorlerek (artéridk, vénak) tunica mediasejtjei;

n) aorta: az aortafal muralis simaizomsejtjei, valamint az aorta falalt taplalé kis
erek tunica mediasejtjei.

A szarvasmarha eredetd, kilonb6z4, elvaltozdsmentes szdveteken kivitelezett
a-SMA (simaizommarker) alapUl indirekt immunhisztokémiai vizsgalataink célja
az volt, hogy megbizhatd belsd pozitiv kontrollszdveteket szelektaljunk. A pozitiv
kontrollok lehet6vé teszik a késBbbiekben tervezett kutatasokat: |. a szarvasmarhak
kilonb6z38 szoveteiben lezajld, actinobacillosisos gyulladdsos folyamatok;
II. az idUlt, nem specifikus gyulladasos folyamatok; Ill. a majfibrosis; IV. a vese-
fibrosis; V. egyes daganatos betegségek: fibropapilloma, papilloma a-SMA alapl
indirekt immunhisztokémiai vizsgalatat. Ennek kdszonhetben a rutin H.-E.-festett
kérszovettani metszeteket kiegészitve bdvebb mikromorfoldgiai informacidékhoz
juthatunk, amelyek részben pontosabb magyarazatot adnak a kéros folyamat
klinikai tulajdonsagai szempontjabdl, részben Gjabb kutatasi irdnyvonalak kidol-
gozasat segithetik. Az a-SMA simaizommarkerre alapozott immunhisztokémiai
vizsgalatok révén a kiilénboz8 szervekben, szévetekben fiziol6gias (4, 8, 21) vagy
kéros korlilmények kozott jelen 1évS myofibroblast-sejtek felismerése egyértelmivé
valik (7, 9, 12, 14, 15, 17), ami a H.—E.-festett metszetekben nem lehetséges.
A myofibroblastok kimutatasa egyes fibroticus folyamatoknal (vesefibrosis, majfib-
rosis, sebgydégyulas) utal arra, hogy nem ,egyszerlien” hegszovet, sarjadzé vagy
angiofibroblast szévet jelenik meg a kéros folyamatban, hanem angiomyofibroblast
szbvet, amely az aktivitast, infiltracids jelleget egyértelmlien megmagyarazza
(9, 12, 19). Ezek az Uj felismerések segitik a hatékonyabb tanulmanyozast, ill.
gydgykezelési stratégidk kidolgozasat.

Az altalunk validalt a-SMA-pozitiv szarvasmarha-kontrollszévetek mint kilsé
pozitiv kontrollok, vagy mint az adott szovetben kialakult, kéros folyamat mellett
jelen 1évd, belsd pozitiv kontrollok biztositjak az a-SMA-immunreaktivitas
mindségének korrekt elbirdlasat. A szakirodalmi vizsgalataink szerint ez idaig
az allatorvosi patoldgia terlletén nem szlletett ilyen jellegl tanulmany, amely
alap-immunhisztokémiai vizsgéalatok révén szelektalt a-SMA-kontrollszbveteket
szarvasmarhéaban.
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