Pokrocilé metody v patologii

Pokrocilé metody v patologii maji obecné (ve srovnani se zakladnimi metodami) vyssi citlivost a
specificitu pfi detekci hledaného antigenu nebo molekuldrni zmény. S tim se vSak poji specifické
naroky na zpracovani materidlu a cena (,,naklady na test”), kterd je obecné vzdy vyssi nez u
zakladniho barveni, ale mizZe byt aZ extrémné vysoka.

Specifické naroky na zpracovani materialu pro pokrocilé metody v patologii jsou predevsim naroky na
zpUsob fixace a uchovani tkané. V dnesni dobé je snaha o to, aby se co nejvic metod dalo aplikovat na
material zpracovany standardni FFPE technikou. Jsou vSak stale metody, které pro validni vysledek
vyzaduji, aby tkan byla fixovana velmi rychle, tzn. rychlym zamrazenim, kryokonzervaci. Pfi tomto
zpUsobu fixace je tkan uchovavana v zasobnicich s tekutym dusikem. Tento zpUsob fixace vsak
vyzaduje rychly transport odebrané nativni tkané na pracovisté patologie, specialni vybaveni
laboratore (zachazeni s tekutym dusikem) a je vazan i legislativné (uchovavané tkané jsou

viabilni).

Vsechny metody, at jiz zakladni nebo pokrocilé, jsou narocné na odbornost a edukaci posuzovatele a
na prostor. Pofizovani digitalni obrazové dokumentace (skeny, mikrofotografie) je proto vyhodné
v mnoha ohledech:

- moznost sdilet mikroskopické nalezy s dalSimi posuzovateli, a to v aktudlnim c¢ase a na velké
vzdalenosti

- uchovani nalezl a vysledku testli — obecnou vlastnosti vSech zhotovenych tkanovych rezl je
blednuti a ztrata ,,signalu” v ¢ase. V digitalni podobé je vsak zachovana plvodni kvalita preparatu a
v pfipadé potreby muizZe byt provedeno opakované nebo i dopliujici morfologické hodnoceni
preparatu

- vyuka: databaze typickych nebo naopak vzacnych nélezl jsou vhodnym doplrikem vyuky
histopatologickych zmén. Skeny a mikrofotografie mohou byt prezentovany a sdileny, bez nutnosti
vytvaret stale nové a nové tkanové rezy (predevsim u malych vzork( muze dojit k nezadoucimu
spotfebovani veskerého dostupného materidlu).

Pokrocilé metody v patologii jsou spojeny nejen s diagnostikou, ale hlavné s predikci, tedy s odpovédi
na lécbu. Ve vysledku to znamena, Ze podani urcité Ié¢ebné latky je vazano na vysledek konkrétniho
testu. Vzhledem k tomu, Ze se velmi ¢asto jednd a o extrémné drahou IéCbu, jsou kladeny velké
naroky na spolehlivost (validitu) testu. Pozadovanou soucasti testl jsou tedy i kontrolni vzorky

s pozitivni a negativni kontrolou, trénink hodnoticich pracovnik( (a to nejen v hodnoceni samotného
vysledku testu, ale i v posouzeni a spravném vybéru oblasti zajmu v zakladnim HE barveni) a Ucast

v nékterém ze systému externiho hodnoceni kvality (EHK, EQA = external quality assessment).

Specialni barveni
Metody specialniho barveni patfi mezi "klasické" histo(pato)logické techniky. Vyuzivaji chemickych

reakci k prikazu urcitych latek ve tkani (napt. Perlsova reakce, prikaz Zeleza pfti rozkladu krevniho
barviva na hemosiderin, barveni na hlen...) nebo napf. k prlikazu infekéniho agens (barveni dle
Grama - priikaz bakterii, Grocotta - prlikaz mykotickych elementd, Ziehl-Neelsena - prikaz
mykobakterii, Warthin-Starryho - prikaz spirochet...) apod.

Tato barveni se obvykle provadéji v samostatné laboratofi, manualné (Siroké spektrum metod).



Imunohistochemie a imunocytochemie
Imunohistochemie a imunocytochemie vyuzivaji pfirozenou imunologickou vazbu antigenu a
protilatky, kterad je vizualizovana enzymatickou reakci za vzniku barevného produktu

Obecny postup:

oziveni antigenu

vysyceni endogenni peroxidazy
aplikace primarni protilatky
detekce

aplikace enzymu a chromogenu

Antigeny
Antigeny jsou vazebnou oblasti pro protilatku. Antigen m{iZze mit jedno nebo vice vazebnych mist

(epitopll). Antigeny jsou rizné lokalizovany, tomu odpovida i typ exprese a pozitivita vysledku imuno
reakce: jaderna (nuklearni), cytoplazmaticka, membranova. U kazdého antigenu je nutné znat typ
exprese, popr. zmény v expresi typické pro urcité histopatologické zmény.

Oziveni antigenu je krok, ve kterém je antigen (epitop) po formalinové fixaci znovu ,,vystavovan“

k imunitni reakci. OZiveni antigenu se provadi pomoci varu za urcitého pH (teplem indukované
oziveni antigenu, HIER = heat induced epitope retrieval) a nebo za pomoci enzymu (natraveni).

Vysyceni endogenni peroxidazy

Kazda tkan obsahuje urcité mnozstvi endogenni peroxidazy. Protoze imunohsitochemické a
imunocytochemické reakce vyuZzivaji enzymatické reakce s chromogenem, je dileZité odstranit
vnitfni enzymatickou aktivitu tkdné. Pro tento Ucel se vyuziva ,vysyceni“ aktivity vnitini peroxiddzy, a
to aplikaci (preliti tkané) prebytkem peroxidu vodiku.

Protilatky
Protilatky jsou bilkovinné latky ze skupiny imunoglobulinG. VazZi se na antigeny, rsp. na epitopy.

Mohou mit rlizné klony, které se mohou lisit svymi vlastnostmi (vazba na rlzné epitopy, stupen
afinity a pevnost vazby...).

Protilatky mohou byt:

- monoklonalni: maji obecné nizsi citlivost ale vyssi specifitu ve vazbé na urdity antigen/epitop

- polyklonalini: obecné pokryvaiji Sirsi spektrum antigen(, tedy maji vyssi citlivost, castéji jsou ale
provazeny i nespecifickymi reakcemi.

Protilatky mohou byt rizného plvodu, nejc¢astéji jsou pouzivany mysi a krali¢i protilatky.
Protilatky jsou dodavany bud' jako koncentrované nebo predredéné (ready to use = RTU). U
koncentrat( Ize pfi sestavovani vhodného protokolu pracovat s titrem rfedéni, obecné jsou naklady na
test ve vysledku nizsi. U RTU protilatek je eliminovana moznost lidské chyby pti fedéni, ¢asto jsou
explicitné vyZzadovany u prediktivnich testd.

Detekce je v dnedni dobé provadéna multimerovymi a polymerovymi detekénimi kity. Navazanym
enzymem jsou nejcastéji kienova peroxidaza (horseradish peroxidase, HRP) a alkalickd fosfataza
(alcalic phosphatase, AP).

Chromogen je latka, ktera po plsobeni enzymu dava vzniknout stalobarevnému produktu. Nejcastéji
se pouziva DAB (diaminobenzidin), kde po aplikaci HRP vznikne produkt hnédé barvy.

Hodnoceni imuno reakce mZe byt kvantitativni (hodnoti se pouze, zda je vysledek pozitivni nebo
negativni) nebo kvalitativni. Pfi kvalitativnim hodnoceni je poZadovano, aby posuzovatel udaval
intenzitu signalu (slabé, stfedné, silné, velmi silné pozitivni) a pocet pozitivnich bunék. Toto
hodnoceni mlze byt doplnéno skérovacim systémem.



Vyhody imuno vySetfeni jsou predevsim: Siroké spektrum znamych antigent a pfizniva cena.
Nevyhodou je, Ze se detekuje bilkovinny produkt, vysledek reakce je zavisly na mnoha proménnych a
nemusi plné reflektovat genové zmény postizenych bunék.

In situ hybridizace (ISH)

In situ hybridizace je metoda, pfi které jsou geny a jejich zmény detekovany pomoci
komplementarnich usekl DNA (= proby), na které je navazana specificka znacka. Znacka muze byt
fluorescencni (fluorochrom = fluorescencni in situ hybridizace, FISH), chromogenni (chromogenni in
situ hybridizace, CISH) a nebo mUZe jit o kombinaci chromogenu a stfibra (= silver/dual in situ
hybridizace, SISH/DISH).

Detekovany mohou byt kvalitativni zmény (delece, translokace) i zmény kvantitativni (amplifikace).
Tato metoda je aplikovatelna na tkanové fezy z parafinovych blok( (material FFPE), fezy ze
zmrazenych tkdni i cytologicky materidl.

Vyhodou in situ hybridizace je kombinace molekularniho pfistupu (detekce genovych zmén) a
histologie (lokalizace ve tkanich), a to pfedevsim u CISH a SISH/DISH metody. Hlavni vyhodou FISH
metody je moZnost detekce translokacnich signal( — splynutim dvou rdiznych barevnych signald
(zelena a Cervend) dochazi k vytvoreni smésného signalu jiné barvy (Zlutd/oranzova).

Obecnou nevyhodou in situ hybridizacnich vySetfeni je vyssi citlivost na spravnou fixaci tkané.
Specifickou nevyhodou FISH metody je nutnost prace v tmavych prostorech (zamezeni ,,vysviceni”
signall) a postupné blednuti signald.

Cena in situ hybridiza¢niho vySetreni je obecné vyssi neZz u imuno metod.

Obecny postup
natraveni
denaturace
aplikace proby
hybridizace
detekce

Natraveni
Pomoci enzymu je odtravena prebytecna tkan.

Denaturace
Teplem (varem) se od sebe rozdéli dvojsSroubovice DNA, na dvé jednotliva vlakna.

Aplikace préby a hybridizace
Proba (komplementarni usek NK) oznacena znackou je aplikovana a navazana.

Detekce
Detekce se déje odlisné podle pouzité metody — FISH a SISH pfima detekce (fluorescencni, svételny
mikroskop), u CISH metody nasleduje imuno reakce.

CISH

Chromogenni in situ hybridizace (CISH) je metoda, pfi které je proba zna¢ena chromogenem. Mohou
byt pouZity jeden nebo dva chromogeny. Vysledek je hodnocen ve svételném mikroskopu. Hodnoti se
pfitomnost genu nebo jeho chybéni (delece).

Priklady: EBER (detekce nukleové kyseliny viru Epstein-Barrové), kappa/lambda (detekce lehkych
retézcll), del 1p19q (specificka delece oligodendroglidinich nador).

FISH
Fluorescencéni in situ hybridizace (FISH) je metoda, pfi které je proba znacena fluorochromem.



Mohou byt pouzity jeden nebo dva chromogeny. Vysledek je hodnocen ve fluorescenénim
mikroskopu. Vyhodou je moznost detekce smésnych (genové translokace) a nebo naopak
rozkladnych signdld (break-apart sondy, detekce typickych genovych zlom). Nevyhodou je blednuti a
tim padem nestalost (nizka Zivotnost) preparatd.

Ptiklady: ALK (plicni karcinomy), hematologicka onemocnéni (c-myc, bcl2, bcl6...).

SISH/DISH

Silver in situ hybridizace (SISH), nebo také dual in situ hybridizace (DISH) je metoda, pfi které se
kombinuje chromogenni a stfibrna koncovka.

Pouziva se pro hodnoceni HER2. Toto hodnoceni je kvantifikacni — kvantifikuje se pocet signala!)

Molekularni patologie

= samostatny obor patologie!!! (na pracovistich patologie pracuji vysokoskolaci biologického
zaméreni, ne-1ékafi), zabyvajici se studiem molekularnich mechanism vzniku a progrese
nenadorovych a nadorovych chorob s vyuzitim metod molekularni biologie

= patologie na molekularni drovni

Genetické aberace v signalnich drahach vedou k transformaci bunék, vyvoji nebo progresi
nadorového onemocnéni. Molekularni patologie umoziuje poznani téchto mechanismu a rozvoj
individualizované mediciny, ktera prizplsobuje 1écebné plany na zakladé objektivnich parametrd
charakterizujicich biologickou individualitu jednotlivych pacientd a jejich onemocnéni.
Molekularni patologie- uréovani prediktivnich a prognostickych markert pfi indikaci terapie
Prognosticky marker- znak nebo vlastnost (napf. bodova mutace), ktery umozni rozdéleni populaci v
ramci sledovaného jevu (onemocnéni), = odhad chovani onemocnéni ¢i jeho zavaznosti

Prediktivni marker- znak nebo vlastnost, ktery umozni rozdéleni populaci v ramci sledovaného jevu
(onemocnéni), = odhad odpovédi na konkrétni [éCbu

Vyuziti molekularni patologie —

sledovani somatickych mutaci a defekt( proteinové exprese u nadorovych onemocnéni k urceni
progndzy a optimalni individualizace terapie

monitorovani odpovédi pacienta na [écbu

detekce molekuldrnich mechanismu zodpovédnych za vznik onemocnéni

diagnostika infekénich onemocnéni



