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Resumo

O cancro oral é um sério problema de saude publica mundial representando,
com a faringe, o sexto tipo de cancro mais frequente em todo o mundo.
Apesar dos recentes avancos no seu tratamento, as taxas de sobrevivéncia
continuam perto dos 50%. A compreensdao dos mecanismos moleculares
subjacentes a carcinogénese oral, nomeadamente ao seu tipo histoldgico mais
frequente (carcinomas espinocelulares), resultard num numero crescente de
biomarcadores que podem ser usados para prever o comportamento da

doenga.

A CD147 é uma proteina codificada pelo gene BSG, expressa por células
epiteliais, endoteliais e leucécitos, sendo conhecida como indutora das
metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs) - proteases que participam
na degradagao da matriz extracelular. O aumento da expressao de CD147 nos
carcinomas espinocelulares orais (CEO) podera ser um indicador da actividade
das MMPs, da invasao tumoral e, consequentemente, da agressividade

tumoral.

Para estudar a expressdao da CD147 em CEO através de técnicas Imuno-
histoquimicas seleccionaram-se 99 casos de CEO provenientes do arquivo do
servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Geral de Santo Anténio (HGSA).
De cada bloco de TMA efectuado, realizaram-se cortes histologicos,
submetidos posteriormente a técnica Imuno-histoquimica através do uso da

técnica de polimero HRP.

Os resultados obtidos demonstram que a CD147 esta presente nos carcinomas

orais tendo possivelmente um papel importante na génese tumoral dos CEO.



Summary

Oral squamous cell carcinoma is the most common cancer of oral cavity,
although some prognostic factors remain unclear. CD147 protein is codified by
BSG gene, and expressed in epithelial cells, endothelial cells and leukocytes.
CD147, also known by EMMPRIN - Extracellular matrix metalloproteinase
inducer plays a critical role in the progression of malignancies by stimulating
expression of metalloproteinases (MMPs) and it might be an indicator of the

invasive behavior of oral squamous cell carcinoma.

The aim of this study was to determine the expression pattern of CD147 in 99
samples of oral squamous cell carcinoma, which had been diagnosed by
pathological examination, obtained from Hospital Geral de Santo Antdnio
(HGSA).

Immunohistochemical studies were performed in Tissue Microarrays, according
to the instructions of the reagent kit - Polymer Detection System -
NovoLinkTM- Leica Microsystems. Primary tumours were stained for CD147

protein using a primary mouse monoclonal anti-CD147 antibody.

These preliminary results indicate the positive expression of CD147 in oral
squamous cells carcinomas. We thus conclude that CD147 probably plays a

crucial role in tumorigenesis of OSCC.
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Estudo da Expressdo da CD147 em Carcinomas da Cavidade Oral

INTRODUCAO

O cancro oral é um sério problema de saude publica mundial representando,
com a faringe, o sexto tipo de cancro mais frequente em todo o mundo.
Estes correspondem a carcinomas espinocelulares em mais de 90% dos
casos. Apesar dos recentes avancgos no seu tratamento a sua sobrevivéncia
nao melhorou nas ultimas décadas continuando perto dos 50% (6). Avangos
na compreensao dos mecanismos moleculares subjacentes ao CEO
resultaram num numero crescente de biomarcadores que podem ser usados
para prever o comportamento da doenca. Alguns marcadores moleculares
foram identificados e classificados em cinco grupos com base nas suas
funcOes bioldgicas: a activacdo do ciclo celular e proliferacao; supressao
tumoral e apoptose; hipoxia; angiogénese e adesao celular e degradacao da
matriz. Os biomarcadores de activacao do ciclo celular e proliferacao
mostraram os resultados mais divergentes no prognostico. Estudos sobre a
supressao do tumor e de marcadores de apoptose foram os mais
prevalentes (1). Ha poucos estudos de hipdxia, angiogénese e os estudos
da adesao celular e biomarcadores de degradacao da matriz mostram que
este grupo tem o maior potencial para a avaliacdo dos parametros
progndsticos. Entre as varias proteinas analisadas, os niveis de expressao
imuno-histoquimica do receptor do factor de crescimento epitelial (EGFR),
p53 e MMPs tém demonstrado valor prognoéstico em CEO (1). A génese e o
desenvolvimento tumoral baseiam-se em alguns fendmenos e alteracdes
gue ocorrem na fisiologia das células, como por exemplo, a inducado de
sinais de crescimento, insensibilidade para os factores de inibicao dos sinais
de crescimento, a desregulacdo da apoptose, a facilitacdo da angiogénese e
a invasao tecidular (1). A capacidade de invadir tecidos adjacentes e
produzir metastases em areas distintas e remotas sdo caracteristicas que
definem as neoplasias malignas. Como tal a existéncia de metdstases é um
factor de mau progndstico em pacientes com cancro, nomeadamente em
pacientes com CEO. Consequentemente, a compreensao dos processos da

invasao tumoral e metastases pode “mostrar” novos alvos terapéuticos (2).
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CD 147

A CD147 é uma proteina codificada pelo gene BSG, constituida por um
dominio extracelular, um dominio transmembranar e um dominio
citoplasmatico (figura 1). E expressa por células epiteliais, endoteliais e
leucédcitos sendo também conhecida como indutora das MMPs - proteases
que participam na degradacao da matriz extracelular. As MMPs activadas
estdao geralmente presentes em maior quantidade nos tecidos malignos do
gue nos benignos, ou pré-malignos com uma alta expressao ocorrendo em
areas de invasao activa na interface tumor-estroma. As MMP-2 e MMP -9
(colagenases tipo IV) sao proteases essenciais para a invasao da membrana
basal. A MMP-2 é produzida por células mesenquimais e a MMP-9 é
secretada por células inflamatérias como macréfagos e neutroéfilos. Ambas

sao consideradas como reguladoras da angiogénese patoldgica. (3)

A expressao aumentada de CD147 nos CEO pode indicar a presencga e

actividade de MMPs e uma rapida invasdo tumoral.
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Figura 1 - Esquema da molécula CD147/EMMPRIN

A CD147 contém um dominio extracelular composto por duas alcas Ig com trés
oligossacarideos, dominio transmembranar e um dominio de 39 aa citoplasmaticos.
O primeiro dominio Ig € necessario para a actividade do receptor e esta envolvido
na inducdo de MMP e e oligomerizagdo. O segundo dominio Ig é necessario para a
associacdo com a caveolina-1 que leva a diminuicdo da adesdo na superficie da

célula. Adaptado de Muramatsu e Miyauchi (4).
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Tissue Microarrays

Os Tissue Microarrays (TMAs) sao blocos de parafina que contém varios
cilindros de tecido, provenientes de amostras armazenadas em blocos de
parafina. Desde a descricdo inicial com método semiautomatico, por
Kononen em 1998, a sua utilizacao tem sido amplamente utilizada e
validada em investigacdo. Para além de ser econémico, pode também ser
aplicado a programas de controlo de qualidade inter e intra-laboratorial e
para optimizacao de reagentes para tecidos destinados a diagndstico. O seu
formato de amostragem multipla reduz o custo dos reagentes e tempo,

tanto na realizacdo da técnica como na avaliacdao dos resultados.

A critica mais frequentemente feita ao TMAs é a pouca representatividade
gue apresentam quando comparados aos cortes histoldgicos normais. No
entanto, tem sido demonstrada uma concordancia elevada entre os cilindros
dos TMAs e o tecido inteiro na avaliagdo imuno-histoquimica de varios tipos

de tumores.

OBJECTIVO

Avaliar a expressao da CD147 em carcinomas espinocelulares orais in situ e

invasivos através de imuno-histoquimica.

11
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MATERIAIS E METODOS

Seleccao dos casos

Foram incluidos 99 casos de carcinomas orais provenientes do arquivo do
servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Geral de Santo Anténio (HGSA),
diagnosticados entre 2000-2006. A idade média dos pacientes foi 58,36
anos (o =15,4) compreendidas entre 36 e 89 anos.

Os casos foram cedidos, exclusivamente, para fins de investigagao e
estudos retrospectivos apds aprovacao pelo servico e comissao de ética do
HGSA.

Género %
Feminino 22%
Masculino 78%
Idade Valores
Média de Idades 58,36
Intervalo de Idades 36-89

Construcao do Tissue Microarray e Téchnica de Imuno-

histoquimica

As dreas tumorais representativas foram seleccionadas a partir da
observacao das respectivas seccdes de tecido corado pela técnica de rotina
histolégica - hematoxilina-eosina (HE) e marcadas no bloco de parafina
correspondente (bloco dador). Antes da elaboragdao do TMA propriamente
dito, foi efectuado o mapa das amostras (ver figura 2) tendo em conta a
dimensdo predefinida de 6x4 cores. Foram seleccionados dois
cores/cilindros de tecido (2mm de diametro) de cada amostra e incluidos no
bloco de parafina receptor (array). Esta operagao foi realizada recorrendo
ao kit caneta extractora para TMA (TMA builder - Histopathology Ltd,

Hungary) e ao seu respectivo molde.

12
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Figura 2 - Exemplo de um mapa TMA
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Figura 3 - Construgcao de TMA (Radhakrishnan et al. 2008)

Téchnica de Imuno-histoguimica

De cada bloco de TMA realizaram-se cortes histoldégicos a 3 pm em laminas
adesivadas, que foram colocados na estufa a 37°C O.N. e submetidos a

técnica Imuno-histoquimica.

O anticorpo primario, anti-CD147 (Novocastra®) clone AB1843, foi
detectado através do uso da técnica de polimero HRP (Polymer Detection
System - NovoLink™- Leica Microsystems), com revelacdo da reaccdo com o
cromogénio diaminobenzidina (DAB). A diluicdo efectuada foi 1/30 e o
tempo de incubacao 1 hora. Anteriormente, procedeu-se a recuperagao dos
antigénios em banho-maria a 98°C, com tampao citrato pH6, durante 30

minutos. O controlo positivo usado foi pele (Tabela 1).

Tabela 1. Anticorpos e condigOes aplicadas na técnica de Imuno-histoquimica

. Recuperagao | = -
Anticorpo At Diluicao | Tempo c* Marcacao
g
Membrana
CD147 Citrato pH6 1/30 60’ Pele

citoplasmatica/citoplasma

14
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Critérios de Avaliacao

A marcacao imuno-histoquimica do anticorpo primario em estudo foi

avaliada segundo os seguintes critérios:

» Extensao - Traduz o numero de células marcadas: 0% a 9% = 0;
10% a 24% = 1; 25 a 49% = 2; 50% a 74% = 3; 75% a 100% = 4

» Intensidade - Indicador semi-quantitativo da quantidade de
proteina no tecido: 1 = Marcacdo fraca; 2 = Marcagao moderada; 3 =
Marcacao Forte.

» Localizagao - Exprime o local da marcagao: 1 = Membrana
citoplasmatica; 2 = Citoplasma; 3 - Nucleo

= Extensao Tecidular - Indica se a marcacao imuno-histoquimica, no
tumor, é homogénea ou heterogénea: 1 = Periférico; 2 = Central: 3
= Homogéneo.

» Marcacao Tecido Conjuntivo - Revela se existe marcagdo da
proteina no tecido conjuntivo: 1 = N&do marca; 2 = Marca

fibroblastos; 3 = Marca células inflamatérias.
Foi seleccionado o maior valor em todos os parametros acima descritos.

Relativamente ao parametro extensdo tecidular, no caso dos 2 cores terem
uma classificacdo nao concordante, optou-se pelo valor que distingue a

natureza do tumor.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram organizados e analisados no programa IBM
SPSS Statistics 19. A relacao entre os padroes de expressao dos
marcadores foi avaliada através de tabelas de contingéncia e aplicacdo do

teste qui-quadrado (x?).

As associacoes foram consideradas estatisticamente significativas quando o

valor de p é inferior 0.05 (p <0.05).

15
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RESULTADOS

Da totalidade dos casos analisados, 12.1% (12/99) eram carcinomas in situ

e 87.9 (87/99) eram carcinomas invasivos (tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia Tipo Histoldgico

Tipo Histoldgico Frequéncia Percentagem
Carcinoma in situ 12 12,1
Carcinoma Invasivo 87 87,9
Total 99 100,0

Verificou-se que 82.11% dos carcinomas de ambos os tipos histolégicos

apresentaram extensao 4 (75% a 100%).

CD147Extensao
; B 10% a 24%
B 253 8 49%
Os0% a 74%
W 759 3 100%

Grafico 1 — Frequéncia da extensao na totalidade dos casos
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A maioria dos carcinomas (75,79%) de ambos os tipos histolégicos marcou

com intensidade forte a proteina CD147.

CD147 Intensidade

WFraco
E moderado
ClFerte

Grafico 2 - Frequéncia da intensidade na totalidade dos casos

No grafico 3 podemos observar que a marcagao predominante foi
membrana citoplasmatica e citoplasma, estando marcadas em 84,21% dos

casos, tanto carcinomas in situ com invasivos

CD147Localizagdo
T W rembrana Citoplasmdatica
B citoplasma
(] membrana+citoplasma

Grafico 3 - Frequéncia da localizagdo na totalidade dos casos
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Relativamente a extensdo tecidular da CD147, 62.11% dos carcinomas (in
situ e invasivos) demonstraram uma tendéncia periférica, ou seja, a
marcagao positiva encontrava-se nas células tumorais mais profundas ou

basais. (Grafico 4)

CD147ExtensdoTecidular .
B Periférico

B central
B Homogéneo

Grafico 4 - Frequéncia da Extensao tecidular na totalidade dos casos

A marcagao positiva da CD147 em tecido conjuntivo encontrou-se em

73.91% dos carcinomas, de ambos os tipos histoldgicos. (Grafico 5)

CD147MarcagdoTecConjuntivo [l Nio Marca
W Fibroblastos
W Células Inflamatérias

fibroblastos+celulas
inflamatérias

Grafico 5 - Frequéncia da marcacédo positiva do tecido conjuntivo na totalidade dos
casos
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Tabela 3 - Avaliacdo da extensdao em cada tipo histolégico

CD147 Extensdo Total
p = 0.607 10% a 25% a 50% a 75% a
24% 49% 74% 100%
Tipo Carcinoma In | 0 (0%) 1 2 8 11
Histoldgico Situ (9.09%) | (18.18%) | (72.7%) | (100%)
Carcinoma 1 2 11 70 84
Invasivo (1.19%) | (2.38%) | (13.09%) | (83%) | (100%)

Em 72.7% (8/11) dos carcinomas in situ, mais de 75% das células
marcaram positivamente para o CD147. Relativamente aos carcinomas
invasivos, 83% (70/84) mostraram marcagao positiva em mais de 75% das
células tumorais, embora esta correlacdo ndo seja estatisticamente

significativa (p=0.607).

Figura 4 - Carcinoma in situ marcagao positiva CD147
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Tabela 4 - Comparagdo da intensidade da marcagdo com cada tipo histoldgico

CD147 Intensidade
p= 0.395 Total
Fraco Moderado Forte
Carcinoma In Situ 3 7 11
1 (9.09%)
Tipo (27.27%) | (63.63%) | (100%)
Histologico Carcinoma 17 84
) 2 (2.38%) 65 (77%)
Invasivo (20.23%) (100%)

Relativamente a intensidade da marcacdo, verificou-se que marcaram forte
(50% a 74%) 63.63% (7/11) dos carcinomas in situ e 77% (65/84) dos
carcinomas invasivos. No entanto, esta correlagao nao foi estatisticamente
significativa (p= 0.395).

Figura 5 - Marcagdo positivada CD147 em carcinoma invasivo
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Tabela 5 - Localizacdo da marcacao positiva da CD147

CD147 Localizagao
p= 0.344 Membrana Citoplasma | Membrana+ | Total
Citoplasmatica citoplasma
Carcinoma in 11
) 3 (27.3%) 0 (0%) 8 (72.7%)
Tipo situ (100%)
Histologico Carcinoma 84
10 (11.9%) 2 (2.4%) | 72 (85.7%)
Invasivo (100%)

Normalmente, a CD147 encontra-se na membrana citoplasmatica, dai
72.7% (8/11) dos carcinomas in situ e 85.7% (72/84) dos carcinomas
invasivos apresentarem marcagdo positiva na membrana citoplasmatica e
no citoplasma, o que pode ter algum significado bioldgico. Este resultado

nao foi estatisticamente significativo (p= 0,344).

Figura 6 — Marcagao CD147 membranar em carcinoma invasivo
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Tabela 6 — Na tabela seguinte verifica-se se o tumor é homogéneo ou heterogéneo
relativamente a sua extensdo tecidular

CD147 Extensao Tecidular

p = 0.816

Periférico
Carcinoma in
Tipo situ (63.63%)
Histoldgico Carcinoma 52
Invasivo (61.90%)

. Total
Central A Homogéneo
11
0 (0%)
(36.36%) | (100%)
3 29 84
(3.57%) @ (34.52%) | (100%)

A maioria dos casos, 63.63% (7/11) in situ e 61.90% (52/84) carcinomas

invasivos, foram periféricos, ou seja, havia positividade de marcacao a

periferia do tumor. Estes dados podem revelar importancia biolégica uma

vez que este marcador estd relacionado com a invasdo e producdao de

metdstases. No entanto ndo apresentam significado estatistico (p = 0.816).

Tabela 7 - Correlagdo entre o tipo histolégico e a marcagdo de tecido conjuntivo

Tipo Histolégico CD147 Marcacao Tecido Conjuntivo

CD147 Marcacgao Tecido Conjuntivo

— Nao
p = 0.575 Fibroblastos
Marca
Count 2 0
Carcinoma —
L. % within
in situ 18,2% 0%
TipoHistologico
Count 6 4
Carcinoma —
. % within
Invasivo 7,4% 4,9%
TipoHistologico

Fibroblastos

Células , Total
, células
Inflamatorias i
inflamatoérias
1 8 11
9,1% 72,7% 100,0%
11 60 81
13,6% 74,1% 100,0%

A maioria dos casos, em ambos os tipos histologicos, apresentou marcagao

positiva em fibroblastos e células do tipo inflamatério. Com uma expressao

de 72.7% (8/11) nos carcinoma in situ e 74.1% (60/81) nos invasivos.
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Tabela 8 — Relagao entre a localizagdo da marcagao positiva com a extensao
tecidular dos carcinomas invasivos

CD147 Localizacao * CD147 ExtensaoTecidular
CD147

p=0.127
Count
Membrana
. .. % within
Citoplasmatica .
CD147Localizacao
Count
CD147
L Citoplasma % within
Localizacao 5
CD147Localizacao
Count
Membrana+
. % within
Citoplasma .
CD147Localizagao
Count
Total % within
CD147Localizacdo

P - Periférico
C - Central
H - Homogéneo

ExtensaoTecidular

P
10
100,0
%

50,0%

41

56,9%

52

61,9%

C
0

0%

,0%

4,2%

3,6%

H
0

0%

50,0%

28

38,9%

29

34,5%

Total

10

100,0%

2

100,0%

72

100,0%

84

100,0%

A correlacao da localizagdo com a extensdo tecidular mostrou que nos

carcinomas invasivos onde a localizagao da marcagao apenas ocorreu na

membrana citoplasmatica, em 10 casos, sendo todos esses casos de

tendéncia periférica. Marcacao unicamente citoplasmatica verificou-se em

dois casos, sendo um periférico e outro homogéneo.

Como ja se tinha verificado acima a marcacdo mais prevalente foi

membrana citoplasmatica e citoplasma. 56.9% (41/72) eram tumores

periféricos, 38.9% (28/72) eram homogéneos.

De extensdo tecidular central apenas se encontrou 4,2% (3/72), todos com

a localizacao na membrana citoplasmatica e no citoplasma.
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Tabela 9 - Relagao entre a localizagdo da marcagao positiva com a extensao
tecidular dos carcinomas in situ

CD147Localizacao * CD147ExtensaoTecidular
CD147 Extensao

= 0.125
P Tecidular Total
Periférico | Homogéneo
Count 3 0 3
Membrana
) L. % within
Citoplasmatica 5 100,0% 0% 100,0%
CDh147 CD147Localizacao
Localizacao Count 4 4 8
Membrana+
. % within
citoplasma ) N 50,0% 50,0% 100,0%
CD147Localizacao
Count 7 4 11
Total % within
N 63,6% 36,4% 100,0%
CD147Localizacao

Nos carcinomas in situ o que se verificou relativamente a correlagdao entre
localizacao e extensao tecidular foi que 3 casos marcaram apenas na

membrana citoplasmatica, sendo todos eles periféricos.

8 casos tiveram uma marcacdao membranar e citoplasmatica, sendo 4

periféricos e 4 homogéneos.

Nos carcinomas in situ nao se verificou nenhum caso com localizagao

central.
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DISCUSSAO

A CD147 expressa pelas células do tumor pode ser um importante regulador
das MMPs Tem sido implicada na inducao da expressao de MMP por estroma
fibroblastos (Guo et al., 1996). Tem sido sugerido que a CD147/EMMPRIN
pode ter uma fungao natural do desenvolvimento embrionario ou na cura de
lesGes, fazendo com que os fibroblastos dérmicos aumentem a producdo de
MMP, facilitando assim a remodelagao tecidular. A expressao da CD147
pelas células de carcinomas orais induzem os fibroblastos a produzir MMPs
para remodelar o MEC, facilitando assim a invasdo das células tumorais. De
facto, isto sugere que a expressao de CD147 correlaciona-se com o
comportamento invasivo resultante de uma interaccdo entre as células
tumorais e as células do estroma. O processo de invasao do tumor e a
producdo de metastase € muito complexo, envolvendo ndo sé a expressao
de MMP mas também a activacao de integrinas e outros receptores de
adesdo e deposicdao de transicdo moléculas da matriz. Mas a expressao da
CD147 em associagao com esses outros factores parece facilitar o

comportamento invasivo e metastatico do CEO.

Futuramente, poder-se-a fazer uma abordagem imuno-histoquimica para
relacionar a expressdo da CD147 com MMP 2 e MMP 9, uma vez que ha uma

correlagao positiva noutros tipos de tumores.
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Anexo 1

Protocolo Imuno-histoquimica

Protocolo Imuno-histoquimica

(Adaptado de Polymer Detection System - NovoLink™ da Leica Microsystems)

Desparafinar/hidratar as laminas.

Recuperacgao antigénica — 30 min.

Lavagem PBS [Phosphate Buffer Saline] - 2x2min
Blogueio Peroxidase enddégena - 5 min.

Lavagem PBS 2x2min

Protein Block (soro normal) - 5 min.

Lavagem PBS 2x2min

Incubacdo AC 1° (tempo variavel)

(L

Lavagem PBS 2x2min

10.Bloqueio Pds-Primario — 30 min.

11.Lavagem PBS 2x2min

12.Polimero - 30 min.

13.Lavagem PBS 3x2min

14.Revelagcao com DAB (1ml de substrato + 50 pl de DAB)
15.Lavar em agua destilada

16.Contrastar com Hematoxilina de Mayer — 3 min.
17.Lavar em agua corrente quente.

18.Desidratar e montar em Entellan®.




Anexo 2

Kit de Deteccao Imuno-histoquimico

NovoLink™ Polymer Detection System
(250/500/12350 tests) R\

System contents (RE7140-K, o astra
RE7150-K RE7260-K):

*  Peroxidase Block

*  Protein Block

*  Post Pnmary Block

*  NovoLink ™ Polymer

* DAB Chromogen

*  NovolLink™ DAB Substrate Buffer
(Polymer)

*  Hematoxylin

Key advantages
= New to market - Novocastra’s first non-biotin polymer detection system
CE-Marked product (IVD)
- Polymer technology offers greatest sensitivity above all other detection systems
= Detection system of choice
= Ready to use reagents for a simple and stream-lined protocol
= Universal detection - detects both mouse and rabbit antibodies
- Easy to use colour coded dropper bottles and lids — avoids risk of cross-contamination
- Improved penetration into the tissue




Anexo 3
Bula anticorpo primario anti-CD147

Data Sheet

%5 o

vislonbiosystems

CD147

mouse monoclonal antibody

NCL-CD147

novocastra

Intended Use FOR RESEARCH USE ONLY

Specificity Human CD147 antigen. Aiso known as M8, EMMPRIN, neurothelin or bagsigin.

Clone AB1843

ig Class IgG1

Antigen used Prokarystic recombinant fusion protsin comesponding to a 147 amino acid region of the extraceliutar

for immunisations domain of the human CD147 molecule.

Hybridoma partner Mouse myeloma (p3-NS1-Ag4-1).

Preparation Lyophillsed tissue culture supernatant containing 15mM sodlum azide.

Reconstitute with 1ml or 0.1mi of sterile distilled water as indicated on vial label.

Effective on frozen tissue No

Effective on paraffin wax Yes (using the high temperature antigen unmasking technique: see overieaf).

embedded tiasue

Recommendations on use Immunohistochemistry:

Typical working dilution 1:20 - 1:40,

High temperature antigen unmasking technigue,

60 minutes primary antibody Incubation at 25°C,

Standard ABC tachnique.

Westem Blotting:

Typical working dilution 1:100 (ECL™, Amersham Pharmacia Biotech).

Positive Controls Immunohistochemistry - Skin,

Western Blotting - SAOS-2 cell line.

Staining pattern Membrane and cyloplasmic.

Storage and stability Store unopened Iyophilisad antibody at 4°C. Under these conditions, there is no significant loss in
product performance up to the expiry date indicated on the vial label. The reconstituted antibody is
stable for at least two months when stored at 4°C. For long term storage., it is recommended that
aliquots of the antibody are frozen at -20°C (frost-ree freezers are a0t recommendad). Repeated
freezing and thawing must be avoided. Prepare working dilutions on the day of use.

General Overview

CD147 1s & cell surface glycoprotein of the Ig superfamily. CD147 is thought to bind an unknown ligand on fibroblasts, which stimulates
production of coilagenase and other extracellular matrix metalioproteinases. CD147 Is broadly expressed on the peripheral blood cells,

dothelial cells and

d cells of the h

differentiation state
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P and hi letic origin. In T cells, its expression level is dependent on the
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Anexo 4
Kit de TMAs

TMA Builder
Device for Producing Tissue Micro Arrays

Like the DNA chip, which scans the genome for allerations or abnormal gene
expression, the Tissue Micro Array (TMA) permits paraliel processing of
biciogical samples. The TMA method makes it possible for researchers
simultaneously compare a vanety of molecular and protesn parameters (DNA,
RNA, using molecular biclogy techniques. and proteins by
immunohistochemistryimmunocytochemistry) in  tssues from dozens of
indrvidual specimens in 3 single TMA

Samples from different tssues are
embedded and amayed in paraffin to
create a TMA The TMA Builder allows
for up 10 24 different tssue sampies o
be present in a single tissue block. The
TMA block is sectioned 0 obtan thin
sections with each of the different
tumors then beng represented as dots
on mecroscope shdes. Because each
TMA biock can be shoed into hundreds
of consecutive sections of 3-4 microns
each. #t is possible 0 analyze rapdly
hundreds of parameters in the same set
of specmens. Analysis of many tumor
markers can now be completed in a few
weeks,

wmor cells. The TMA is very useful in
retrospective studws of thousands of
tissue samples stored in hestopathology
laboratones for thousands of molecular
markers.
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