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SOUHRN

V klinické praxi se primarné vyuzivaji tradi¢ni histopatologické metody, jako je barveni hematoxylinem a eozinem nebo chromogenni imunohistochemie,
které jsou limitovany v moznostech simultanni detekce vice biomarkerd a analyzy prostorovych vztaht mezi buné¢nymi populacemi. Tato omezeni
prekonévaji metody multiplexni imunohistochemie (mIHC), jez umoznuji detailni prostorovou analyzu tkani fixovanych ve formalinu a zalitych do parafinu
s detekci vice epitopll v jednom vzorku. Podrobnéjsi charakterizace imunitnich bunéénych populaci v nadorovém mikroprostiedi napiiklad prispéla k rozvoji
imunoterapeutickych pfistupd, které zasadné zmeénily prognézu mnoha pokrocilych malignit. Moderni multiplexni metody vyuzivaji jak chromogenni, tak
imunofluorescencni detekci a zahrnuji techniky sekvenéniho cyklického znaceni ¢i tyraminem zesilené amplifikace signélu. Alternativni pfistupy, jako je
vyuziti protilatek konjugovanych s nukleotidovymi znackami, umoznuji vysoce specifickou detekci a usnadnuji kvantitativni analyzu, zatimco hmotnostné
spektrometrické pfistupy detekuji rozséhlé panely biomarker(. Navzdory vyraznému technologickému pokroku zlstavé zavedeni mIHC do rutinni klinické
diagnostiky vyzvou, a to zejména s ohledem na potiebu standardizace, validace protilatek, integrace pokrocilé digitalni analyzy obrazovych dat a regulace
laboratorné vyvinutych testl. S pokracujici automatizaci a digitalizaci patologie Ize o¢ekévat Sirsi vyuziti mIHC v klinické praxi, coz by mohlo vyznamné pfispét
k hlubsi charakterizaci nador( a jejich efektivnéjsi 1écbé.
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Current methods in multiplex immunohistochemistry for formalin-fixed tissue samples

SUMMARY

Traditional histopathological methods, such as hematoxylin and eosin staining and chromogenic immunohistochemistry, are still primarily used in clinical
practice, however, they are limited in their ability to simultaneously detect multiple biomarkers and analyze spatial relationships between cell populations. These
limitations are overcome by multiplex immunohistochemistry (mIHC) methods that allow detailed spatial analysis of formalin-fixed paraffin-embedded tissues
with detection of multiple epitopes in a single sample. Detailed characterization of immune cell populations within tumor microenvironment has significantly
contributed to the development of immunotherapeutic approaches, which have fundamentally transformed the prognosis of many advanced malignancies.
Modern multiplex methods use both chromogenic and immunofluorescence detection and include sequential cyclic labeling or tyramine signal amplification
techniques. Alternative approaches, such as the use of nucleotide-conjugated antibodies, allow highly specific detection and facilitate quantitative analysis,
while mass spectrometry-based approaches enable the profiling of extensive biomarker panels. Despite significant technological advances, the integration of
mlIHC into routine clinical diagnostics remains challenging, primarily due to the need for standardization, antibody validation, advanced image data analysis
integration, and the regulation of laboratory-developed tests. With the continued automation and digitization of pathology, wider use of mIHC in clinical
practice can be expected, which could significantly contribute to the deeper characterization of tumors and improved therapy.
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Tkénova diagnostika z formalinem fixovanych a parafinem
zalitych preparatt (FFPE) je primarné zalozena na rutinnim
barveni hematoxylinem a eosinem (H&E), které je ¢asto dopl-
fnovano chromogenni imunohistochemii (IHC) za ucelem de-
tekce specifickych antigen( in situ (1-3). Detekce protein( je
zasadni pro histopatologickou diagnostiku, objasnéni patoge-
neze a patofyziologie onemocnéni i rozhodovani o 1écbé (1).
Metodika IHC zahrnuje nékolik zékladnich krokd, a to pfipra-
vu tkané, zhotoveni parafinovych fez(, odmaskovani epitopu,
blokovani nespecifickych vazeb, inkubaci imunoglobulint
a vizualizaci kyZenych antigen. Kazdy krok musi byt peclivé
optimalizovén pro zajisténi presnych a reprodukovatelnych
vysledki (4).
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Vizualizace mudize byt chromogenni (enzym a chromogen) i
imunofluorescen¢ni (IF) (4). Obé metody lIze provést pfimym zpU-
sobem (jedna konjugovana protildtka) nebo nepfimym (sekundar-
ni protildtka s konjugatem) (5), pficemz nepiima metoda zvysuje
intenzitu signdlu a citlivost (6,7). Chromogenni preparaty umoz-
nuji snadnou archivaci, opakovatelné pozorovani pod svételnym
mikroskopem a jsou nakladové efektivnéjsi (2,8). Oproti tomu IF
znaceni nabizi vyssi citlivost, moznost modulace signélu fluorofo-
ru a detekce 3irsi skaly exprimovanych protein(i soucasné (9).

Pro diagnostiku a cilenou Ié¢bu ¢asto nestaci vysetieni pouze
jediného proteinu (7). Konven¢ni IHC vyZzaduje samostatné rezy
pro kazdy antigen, coz mlze vést k vycerpani materialu a zne-
moznéni dalsich analyz. Multiplexni imunohistochemie (mIHC)
tento problém prekonava. Umoznuje komplexni analyzu tkang,
zahrnujici interakce bunék a protein( i jejich prostorovych uspo-
fadani, coz pfispiva k hlubsimu pochopeni patologickych me-
chanism0. Zminéna analyza je vhodnd jak pro efektivni predikci
odpovédi na Ié¢bu, tak pro studium nadorového mikroprostredi
(tzv. tumor microenviroment, TME) (10). Tento pfehledovy ¢lanek
poskytuje uceleny prehled soucasného stavu aplikaci a pfistupt
mIHC v oblasti molekularni patologie.
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Obr. 1. Schéma jednorazového multiplexniho znaceni pomoci platformy Orion. Emisni spektra fluoroford jsou postupné rozliSovana pomoci sedmi excitacnich
laser(i a laditelnych optickych filtrG. Nasledné je mozno stejny fez nabarvit H&E a doplnit sken v rezimu brightfield. Prevzato z (17).

Multiplexni chromogenni a imunofluorescencni
imunohistochemie

Multiplexni IHC poskytuje komplexni analyzu tkéani (7). Tato
metoda je obzvlasté cennd pro detailni analyzu imunitnich a na-
dorovych signélnich drah vcetné jejich prostorového usporada-
ni v ramci jediného FFPE fezu, coz prispiva k presnéjsi klasifikaci
pacientl pro imunoterapii a k identifikaci potencialnich biomar-
kerd pro predikci odpovédi na Ié¢bu (11). Pfesto implementace
mIHC do rutinnich klinickych laboratofi je dosud omezen4, a to
zejména kvUli vyssim nakladtm, delsi dobé zpracovani a potre-
bé specializovanych znalosti pro optimalizaci, validaci i digitalni
analyzy. V soucasnosti je k dispozici omezené mnozstvi validac-
nich studii zamérenych na hodnoceni diagnostické ucinnosti
platforem mIHC. Zaroven chybi schvalené komer¢ni farmaceu-
tické aplikace (tzv. companion diagnostics, CDx) a mIHC techno-
logie aktudlné nesplnuji pozadavky stanovené pro diagnostické
testy in vitro (IVD) (12,13). Rovnéz sféricka prekdzka mezi jed-
notlivymi protildtkami a antigeny mudze ovliviiovat detekci jed-
notlivych proteind (2). Z téchto dlvodu je pecliva optimalizace
a validace zasadni pro zajisténi spolehlivosti a reprodukovatel-
nosti napfic laboratofemi (3).

Metoda mIHC je principidlné stejna jako konven¢ni IHC, aviak
s tim hlavnim rozdilem, Ze na jednom fezu je hodnoceno nékolik
marker( soucasné (Obr. 1, Tab. 1, 2). Detekce antigend u mIHC
je stale umoznéna enzymaticky nebo fluorescen¢né (2,3,8). Pro
chromogenni mIHC je ponékud limitujici rozsah vinovych délek
pohybujici se pouze v oblasti viditelného spektra, a navic i Uzka
$kdla dostupnych cinidel a chromogenl. Zminéné nevyhody
jsou schopny prekonévat nékteré IF pFistupy (14). IF multiplexo-
vani |ze vyuzit pro znaceni desitek az stovek biomarkerd. (15).
Oproti klasické IHC vsak vyZaduje hodnoceni jednotlivych bio-
marker( peclivé sladéni vybranych protilatek a detekénich me-
tod i pokrocilou digitalni analyzu obrazu pro smysluplnou inter-
pretaci (14,16,17). K feSeni téchto omezeni byla vyvinuta fada
pokrocilych technik mIHC, které jsou komentovany v dalsich
kapitolach (2,18-25).

Sekvencni znaceni s opakovanym snimanim

Sekvenc¢ni znaceni vyuziva pfistup cyklické mIHC, ktery sdili
klicové principy s klasickou IHC. Tato metodika je rozsifena o po-
stupy umoznujici opakovanou aplikaci rGznych protildtek na
tentyz tkanovy vzorek. Tento proces zahrnuje detekci antigent,
digitalizaci obrazu a pfipadné odstranéni kryciho skla i chromo-
genniho produktu ¢i inaktivaci fluoroforu, v zavislosti na pouzité
metodé. Cely cyklus je nasledné opakovéan pro dalsi antigeny.
Vysledné digitalni snimky jednotlivych cykl{ jsou nasledné slou-
¢eny do jednoho komplexniho obrazu (18-23).

Na chromogennim podkladu je zalozena metoda multiplexni-
ho imunohistochemického konsekutivniho barveni na jednom
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sklicku (tzv. Multiplexed Immunohistochemical Consecutive
Staining on Single Slide, MICSSS). Jednd se o odnoz cyklické
mIHC detekujici az 10 biomarker0 na jediném tkarnovém fezu
(18-20). MICSSS umoznuje znaceni jak membran, tak i jader
bez sterickych prekazek diky u¢innému odbarvovani a blokova-
ni protilatek mezi cykly. Pro efektivni odstranéni chromogent
mezi jednotlivymi cykly je nutné, aby byly vybrany pouze sub-
straty rozpustné v organickém rozpoustédle (19). Ackoli tato
metoda pfindsi zna¢né vyhody pro soucasnou analyzu mnoha
antigenl, v¢etné soucasného zpracovani priblizné 30 preparata,
existuji jista omezeni. Mezi né patfi potencidlni poskozeni tka-
né a snizeni kvality obrazu v disledku opakovaného zpracovani
(3,19). Tento pfistup je také ¢asové ndrocny, a to jak samotnym
barvenim (kazdy cyklus trvé v priméru 6-7 hodin), tak i tvorbou
panelu protilatek a chromogent (18,19). Kazdy sledovany pro-
tein musi byt testovan v rliznych pozicich v panelu, aby se ové-
fila jeho kompatibilita s ostatnimi markery a stabilita signalu pfi
opakovaném zpracovani tkané. Pofadi zna¢eni ma zasadni vliv
na kvalitu a kvantifikaci vysledkd, a proto je nezbytné provadét
pravidelné revalidace panel(, zejména pii zméné nebo doplné-
ni dalsich vysetfovanych proteint (3).

Dalsi technologii na bazi chromogenni mIHC je sekvenéni
imunoperoxidasové znaceni a odstranovani (tzv. Sequential Im-
munoperoxidase Labeling and Erasing, SIMPLE). Jedna se o ne-
pfimou metodu s vyuzitim peroxidazového substratu 3-amino-
-9-ethylkarbazol (AEC) k vizualizaci proteinl. Metodika zacina
rehydrataci FFPE fez(l, po niz nésleduje slabé obarveni jader
hematoxylinem. Barveni je stabilizovano kratkou expozici v al-
kalickém roztoku - nej¢astéji zredéném NH,OH. Po tomto kroku
je preparat poprvé naskenovan. Nasleduje aplikace protilatky
a substratu AEC. Po zachyceni snimku je AEC alkoholem odstra-
nén a znaceni je vymyto oxidativnim roztokem obsahujicim ky-
sely KMnO,, coz umozriuje daldi cyklus barveni. Vysledné snimky
jsou analyzovény jednotlivé nebo digitalné slou¢eny. Detekce je
omezena na 12 biomarkerd, pficemz klicovym limitujicim fak-
torem pro rozsiteni panelu je pravdépodobné zhorseni fyzické
integrity tkané zplsobené castou manipulaci a opakovanymi
dehydratacemi vzorku (7,26).

Metoda vicenasobné epitopové ligandové kartografie (tzv.
Multi-Epitope Ligand Cartography, MELC) umoziiuje simultan-
ni vizualizaci proteinové exprese za vyuziti IF znaceni, pficemz
fluorofor je po kazdém cyklu znaceni odstranén fizenym foto-
vybélovanim (15,27-30). Tento pfistup spociva v opakovaném
cyklickém barveni protildtkami konjugovanymi s fluorofory.
Nasleduje sniméni pomoci vysoce citlivé digitalni kamery a od-
stranéni signalu prostiednictvim svételné expozice. Timto zpl-
sobem je umoznéno dalsi barveni a je tak mozné detekovat
desitky marker(i na jednom fezu (12,28-31). Tento pfistup byl
dale rozvinut metodou Toponome Imaging System (TIS™), ktera
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umoznuje detekci az 100 marker( v jediné bunce (32). Vysledné
snimky jsou poté prekryvany pro analyzu koexprese. Nicméné
snimani je z ¢asovych dlivodi omezeno pouze na definované
oblasti zajmu (ROI) u jednotlivych cykli (12,28-31). MELC ne-
musi byt optimalni metodou pro analyzu tkanovych vzork( se
zvy$enou autofluorescenci, coz je zvlasté problematické u né-
kterych archivnich FFPE vzork( (31). Mezi dalsi vyznamné fak-
tory také patfi zvysené néklady souvisejici s potfebou pouziti
robotického invertovaného mikroskopu (15).

Na rozdil od metody MELC, ktera je typicky omezena na sni-
mani ROI, umoziuje metoda cyklické imunofluorescence (Cy-
cIF) snimani celych preparatl (7,28). Jedna se o metodu postup-
ného cyklického znaceni, pfi némz jsou v kazdém cyklu apliko-
vany dvé az tfi protilatky, které mohou byt pfimo nebo nepiimo
konjugovany s riznymi fluorofory. Po kazdém kole znaceni jsou
jednotlivé markery nasnimany. Fluorofory jsou pred kazdym
dalsim cyklem chemicky nebo fotochemicky inaktivovany. Tim-
to pristupem lze detekovat vice nez 60 proteint. Podobné jako
u chromogenni cyklické mIHC, je zde stale ¢asova narocnost pfi
sestavovani panelu, ale stejné tak i delsi doba kazdého cyklu
barveni (7,12,33-35).

Alternativou je technologie MACSima™ Imaging Cyclic Staining
(MICS) od Miltenyi Biotec, kterd vykazuje vysokou citlivost a dy-
namicky rozsah. Vyuziti cyklického barveni umozruje MICS do-
sahnout linedrniho dynamického rozsahu v péti fadech. Tento
systém je plné automatizovany, zahrnuje robotickou manipu-
laci, automatické podavani reagencii a skener. Zobrazovaci sys-
tém MACSima™ vyuziva cyklické imunofluorescenc¢ni barveni,
promyvani vzorku, Sirokouhlé mikroskopické snimani a elimi-
naci signalt pomoci fotovybélovani nebo uvolnénim konjugatu
specifickymi ¢inidly. Kazdy cyklus zahrnuje aplikaci tfi fluoro-
forem znacenych protilatek. Metoda integruje pokrocilé algo-
ritmy pro zpracovani obrazu, véetné korekce autofluorescence
a zobrazovani s vysokym dynamickym rozsahem, coz zajistuje
pfesnou prostorovou a fenotypovou charakterizaci bunék. Ten-
to pfistup umoznuje aplikaci vice nez 100 protildtek na jeden
FFPE vzorek a zahrnuje knihovnu konjugatd pokryvajicich 554
epitopli (36,37).

Dalsi cyklickou metodou je COMET™ od firmy Lunaphore
Technologies. Jedna se o pIné automatizovanou platformu zalo-

Zenou na mikrofluidni technologii pracujici s bézné dostupnymi
reagenciemi. Barvici jednotka obsahuje mikrofluidni ¢ip, ktery
zkracuje inkuba¢ni dobu z vice nez 1 hodiny na méné nez 5 mi-
nut. Cip je umistén na sklicku s tkani a spolené vytvari reakéni
komoru, jejiz oblast je vymezena tésnici vlozkou a pfitlacovéna
pistem. Reagencie jsou v komofe cirkulovany pres vzorek, pfi-
¢emz teplota je fizena Peltierovym ¢lankem pod sklickem (38).

Tyramidova amplifikace signalu

Tyramidova amplifikace signélu (tzv. Tyramide Signal Ampli-
fication, TSA) predstavuje jednoduchou modifikaci konvencni
nepiimé IHC. Misto 3,3'-diaminobenzidinu (DAB), jeZ byva nej-
Castéji aplikovan, se jako substrat pro enzym pouzivaji chromo-
geny i fluorofory navdzané na tyramid (43,44). Enzym (nejéas-
t&ji kienovd peroxidaza ¢i alkalickd fosfataza) konjugovany se
sekundarni protilatkou aktivuje tyramid, ktery se kovalentné
véze i s detekéni znackou na tyrozinové zbytky v bezprostfedni
blizkosti plvodniho epitopu. Po odstranéni komplexu primarni
a sekundarni protilatky lze tento proces opakovat, pficemz vy-
hodou je moZnost pouziti protilatek ze stejného zviteciho zdro-
je. To umoznuje efektivni multiplexni detekci antigent (Obr. 2)
(15,28,45). Existuji i dalsi modifikace TSA, jez zahrnuji tyramid
konjugovany s biotinem anebo dinitrofenylem. Jedna se o hap-
teny poskytujici vice vazebnych mist pro naslednou detekci po-
moci streptavidinu i protilatek spojenych s reportérovymi mo-
lekulami, ¢imz pfispivaji ke zvyseni citlivosti metody (45). Ampli-
fika¢ni techniky jsou zejména cenné pro detekci slabych a tézce
detekovatelnych signald, které je obtizné hodnotit pomoci kla-
sickych IHC, jako je napfiklad exprese argindzy-1 v makrofazich
¢i PD-L1 u komplexnich malignit (10,28,46).

TSA poskytuje lepsi prostorové rozliseni nez DAB nebo AEC,
jelikoz pfi jejich vyuziti mohou reakéni produkty difundovat
mimo mista enzymové aktivity. Diky zvysené citlivosti TSA Ize
snizit koncentraci primarni protilatky dvakrat az padesatkrat
oproti konvencni IHC, coz vede k vysoce specifickému signalu
s minimalnim pozadim. To pfispiva ke zlepseni poméru signalu
k Sumu, jasnéjsimu zobrazeni bunék a detekci subcelularnich
struktur, které by jinak nebyly viditelné (45). Navic tento pfistup
je nadkladové srovnatelny s chromogennimi IHC a umoznuje po-
uziti vice druhové podobnych primarnich protilatek (15).

Obr. 2. Reprezentativni mikrofotografie vzorku B-lymfoblastické leukemie/lymfomu v kiizi s multiplexnim znacenim a tyramidovou amplifikaci signalu. Detekce
byla provedena pomoci fluorofori Opal™ (Akoya Biosciences): Opal 520 (zelené; TdT, polyklondlni protilatka, Roche), Opal 570 (zluté; CD79aq, klon JCB117, Dako)
a Opal 690 (¢ervené; CD3 klon 2GV6, Roche). Buné¢nd jadra byla obarvena DAPI (tmavé modra). Snimky byly pofizeny pomoci skeneru Olympus VS200 za pou-
Ziti svételného zdroje X-Cite XYLIS Il (Excelitas Technologies). Méfitko odpovida 20 um.
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Obr. 3. Reprezentativni mikrofotografie vzorku kolorektalniho karcinomu ziskana multiplexni imunohistochemii na platformé Orion. Znaceni bylo provedeno
pomoci fluoroforem konjugovanych primarnich protilatek (RareCyte): anti-human FAP (EPR20021) konjugovana s ArgoFluor™ 602 (tmavé zelend), anti-human
CD3¢ (D7A6E) s ArgoFluor™ 686 (bild), anti-human E-cadherin (4A2) s ArgoFluor™ 730 (rlizova), anti-human CD163 (EPR14643) s ArgoFluor™ 760 (Cervend), an-
ti-human GLUT1 (EPR3915) s ArgoFluor™ 580L (zelend) anti-human CD8a (AMC908) s ArgoFluor™ 624 (bild) a anti-human FOXP3 (236A/E7) detekovana pomoci
digoxigeninem znacené protilatky a sekundarni protilatky mouse-anti-digoxin (HY-A.1) konjugované s ArgoFluor™ 784 (zlutd). Bunécna jadra byla obarvena
Hoechst barvivem (tmavé modra). Snimky byly pofizeny pomoci skeneru Orion (Rarecyte). Méfitko odpovida 20 um.

Vyuziti IF znaceni pro mIHC s sebou nese také néktera tska-
li. Existuje totiz riziko tzv. destnikového efektu zplsobeného
nadmérnym plsobenim tyramidu (10). Oznacuje se tak jev, pfi
kterém pritomnost dfive naneseného markeru na tkanovém
fezu brani aplikaci dalsiho markeru, ktery se s nim prostorové
prekryva, coz mlze vést ke zkresleni vysledkl pfi detekci vice
biomarkera ve stejném bunécném kompartmentu (47). To vy-
zaduje dlikladné hodnoceni jednotlivych marker(i béhem op-
timalizace, detailni analyzu pozitivnich a negativnich kontrol
a zaroven pokrocilou digitalni analyzu. Dalsim omezenim je po-
Cet protilatek v panelu, ktery je limitovan spektralnim prekry-
vem fluorofor® (10). IF metoda TSA, zndma pod pojmem Opal
od vyrobce Akoya Biosciences, umoziiuje multiplexni detekci
az 9 rGznych biomarkerd v jednom panelu, pficemz tkan Ize
analyzovat v rdmci jediného snimaciho cyklu. (2,10,24,25,47).

Optimalizované chromogeny pro mIHC oproti tradi¢nim chro-
mogenum, jez maji tendenci se nasytit a neumoznuji prekryva-
ni, dokdzou generovat tfeti barvu, ¢imz jsou schopné detekce 4
az 5 markerd na jednom preparatu (napt. od firmy Roche). Za-
roven touto technikou Ize snadno zobrazit jednotlivé markery
pomoci svételného mikroskopu, avsak jejim omezenim nadale
zGstava uzky dynamicky rozsah a spektralni prekryvani signalu
(2,8).

Protilatky konjugované s DNA znackami

Protilatky konjugované s DNA predstavuji efektivni pristup
multiplexovani diky nukleotidové specificité. Tento koncept
ved| k rozvoji metod napf. kédovani pomoci indexovani (tzv.
CO-Detection by indEXing, CODEX) (48,49), imunohybridizac-
ni fetézové reakce (tzv. Immuno-Hybridization Chain Reaction,
Immuno-HCR) (50,51), vyménného zobrazovani DNA (tzv. DNA
Exchange Imaging, DEI) (52), imunobarveni se zesilenim signalu
vyménnou reakci (tzv. Immunostaining with Signal Amplificati-
on By Exchange Reaction, Immuno-SABER) (53), InSituPlex® (54),
SignalStar™ (55) ¢i digitalniho prostorového profilovani (tzv.
Digital Spatial Profiling, DSP) (56). Tyto metody z principu kom-
binuji imunobarveni s imunoglobuliny konjugovanymi se spe-
cifickymi oligonukleotidy a hybridizaci komplementarnich DNA
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sekvenci navéazanych na fluorofory. Po nabarveni tkanového
fezu smési nékolika DNA-kédovanych protilatek dochazi v jed-
notlivych cyklech k hybridizaci vybranych komplementarnich
sond, jejich fluorescen¢ni detekci a naslednému vymyti pred
dal$im cyklem. V kazdém cyklu je obvykle zahrnuto i jaderné
barveni (napf. DAPI nebo Hoechst) umoznujici pfesné prekryti
jednotlivych snimkd (48-50,52,53,57). DSP vyuziva alternativni
pfistup detekce, a proto se v nékterych klicovych aspektech me-
todicky lisi od vyse uvedenych technik (56).

Na rozdil od nékterych jinych multiplexnich metod postradaji
DEl a CODEX mechanismus amplifikace signalu, coz mlze ne-
gativné ovlivnit citlivost detekce, a to zejména u slabé exprimo-
vanych epitopt (49,52). Oproti tomu Immuno-SABER tento ne-
dostatek kompenzuje vyuzitim dlouhych oligonukleotidovych
DNA fetézcu pro zesileni signalu. Tyto prodlouzené oligonukleo-
tidové fetézce viak Casto obtizné pronikaji do kompaktnéjsich
¢i silngjsich tkanovych vzork(, coz omezuje maximalni tloustku
vzorku vhodného pro analyzu (53). Immuno-HCR je izotermni
neenzymatickd metoda pro in situ amplifikaci signélu, pfi které
se po navazani DNA-konjugované protilatky spusti polymeri-
za¢ni reakce fluorescen¢né znacenych DNA vlasenek iniciova-
nych specifickou sekvenci. Tento pfistup umoziiuje multiplexni
detekci vicero epitopl soucasné prostiednictvim unikatnich
iniciacnich sekvenci pro kazdou protilatku (51). V porovnani
s Immuno-SABER vyuziva tento pfistup kratsi nukleotidové se-
kvence, které snadno pronikaji do tkani (50). Amplifikaci signa-
lu vyuzivaji i robustni technologie, jako jsou InSituPlex® nebo
SignalStar™, nicméné jejich multiplexni kapacita je omezena na
detekci maximalné 12 epitopul na témz preparatu (54, 55).

Metoda DSP od spole¢nosti NanoString vyuziva oligonu-
kleotidové znacky navazané na protildtky nebo RNA sondy
prostfednictvim UV-fotostépitelnych linkerd. Soucasné s timto
analytickym panelem jsou na stejny fez aplikovany také fluores-
cen¢né znacené protildtky, které slouzi vyhradné k vizualizaci
morfologie tkdné a umoznuji pfesné urceni ROI. Po digitalnim
zobrazeni tkariového fezu na zakladé signalu z téchto IF marke-
rd jsou definované ROI selektivné ozareny UV svétlem, coz vede
k uvolnéni indexovanych oligonukleotidll z analytickych sond.
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Uvolnéné oligonukleotidy jsou nasledné zachyceny a kvantifiko-
vany pomoci systému nCounter® nebo NGS, ¢imz je umoznéna
multiplexni analyza ve vice ROl v priibéhu 1,5 az 2,5 dne (56,58).
Prestoze DSP nezachycuje cely fez, umoznuje prostorové zob-
razeni dat z ROI, typicky ve formé heatmap. Pfi snaze o plosné
pokryti celého fezu velmi malymi ROI vsak naklady na dosazeni
vysokého rozliseni nedinosné stoupaji (3).

Vyuziti hmotnostni spektrometrie

Pfistupy mIHC zahrnuji i metody zalozené na hmotnostni cy-
tometrii, jako je CyTOF (Cytometry by Time Of Flight). Namisto
fluoroford ¢i chromogen( jsou protildtky znaceny stabilnimi
izotopy kovd, jez Ize snadno rozlidit na zékladé poméru hmot-
nosti iontd k jeho naboji (m/z). Pomoci laseru nebo iontového
paprsku dochazi k postupné ablaci znacené tkané. Po rozpra-
$eni s naslednou ionizaci jsou jednotlivé izotopy analyzovany
hmotnostni spektrometrii (MS), coz umozriuje pfesnou identifi-
kaci a kvantifikaci jednotlivych znacenych protilatek. Vysledkem
je detailni mapa distribuce proteind v tkani s vysokym prosto-
rovym rozlisenim (7,16,59,60). Metoda CyTOF byla zakladnim
pilitem pro vyvoj dalSich metod jako je zobrazovaci hmotnostni
cytometrie (tzv.Imaging Mass Cytometry, IMC) (61) ¢i multiplex-
ni zobrazovani iontovym svazkem (tzv. Multiplexed lon Beam
Imaging, MIBI).

Metoda IMC vyuzivd laserovy ablacni systém s vysokym rozliSe-
nim, ktery umoznuje odparovani tkafovych vzorkd s naslednym
prenosem iontd do CyTOF pro detekci kovovych izotopu. Tento
pfistup umoznuje dosahnout rozliseni az na subcelularni Urov-
ni, coz prispiva k detailnimu popisu prostorové exprese protein(
a bunécnych interakci v tkénich. To umoznuje hluboké poznani
tkanové a nadorové biologie. | pies nescetné mnozstvi vyhod
IMC sahajici od schopnosti detekce mnoha protein0, eliminace
autofluorescence, vyssi komplexity dat az po vysokou kvantita-
tivni pfesnost analyzy, existuji také nékteré limitace. Mezi né patfi
omezené pokryti a zobrazeni oblasti tkani, nizsi rychlost snimani
obrazu, nedostatek zesileni signalu a zvysené pofizovaci a pro-
vozni ndklady (7,61). MIBI je zaloZzena na pfistupu hmotnostni
spektrometrie sekundarnich iontl. Po aplikaci konjugovanych
protildtek a vysuseni vzorku se povrch preparatu skenuje svazkem
primarnich iontl (napt. O,), ¢imZ se uvolfuji izotopové reportéry
specifické pro protilatky vazané na povrchu vzorku jako sekundar-
ni ionty. Konjugaty jsou poté kvantifikovany opakovanym skeno-
vanim stejného zorného pole, pficemz kazdym skenem je mozna
detekce az sedmi izotopovych reportérli (62). Obé tyto technolo-
gie umoznuji soucasné zobrazit pfitomnost, mnozstvi, umisténi
a funkéni stav desitek az stovek biomarker( (61,62). Tento postup
predpoklada, Ze pro viechny cile bude dostacujici jednotny proto-
kol pro odhaleni antigenu, coz nemusi platit pro kazdy panel (16).

Tabulka €. 1. Srovnani vybranych sekvencnich metod multiplexni analyzy FFPE tkanovych vzorku.

Nazev
metody

Prodejce
Multiplexita
Barveni vice
protilatek

v jednom kroku
Odstranéni

digitalniho

Nevyhody
Literatura

Chromogenni znaceni

Odstranéni Casova naro¢nost,
substratu AEC x4 g s nizka multiplexita,
MICSSS NA 10 NE organickymi Nespecifikovano N|zke/n.akllady, leZk,e: ELE pravdépodobny (18,19)
oy sférickych prekazek A
rozpoustédly vznik tkanovych
(EtOH fada s HCI) artefaktd
Odstranéni s x “ ., Nizkd multiplexita,
substratu AEC 70% e e pravdépodobny
SIMPLE NA 12 NE o Nespecifikovano primarni protilatky stejného IR (7,26)
EtOH a protilatky druhu vznik tkdnovych
KMnO4 artefaktd
IF znaceni
Néklady, zobrazeni
MEL,E IEEeRNEIe 100 2 Fotovybélovani Toponome Vysoka multiplexita pouze konkrétniho (39)
(TIS™) GmbH Imaging System .
zorné pole
Casova naro¢nost,
. . . . .. ., Mmoznost poskozeni
CycIF NA 60 2-3 |nakt|v::1ce H.0, Nespecifikovano Vysovkva r"nultvlpl.exna a pouzivant tkané po (7,33,35)
a svétlem béznych cinidel a pfistroju e 4 a
nékolikanasobném
znaceni
Vyssi naklady,
NA/ Vysoka multiplexita, plné ¢asova narocnost,
Miltenvi fotovybélovani/ automatizovany systém, vysoka moznost
MICS . 4 100 3 Y ., MACS® iQ View reprodukovatelnost, moznost pouziti pouze (36,37,40)
Biotec uvoliovani . . X
simultanni detekce RNA zabudovaného
fluorochromu . L . .
i protilatek na jednom preparatu softwaru pro
analyzu dat
PIné automatizovany systém,
moznost simultanni detekce Nizka kapacita
COMET™ Lunaphor.e 40 2 Tlumici roztok HORI_ZON ,/ RNA’| protllatelf naJ.ednC.Jm paralelniho barveni (38,41,42)
Technologies Nespecifikovano  preparatu, snadna optimalizace, (max. 4 vzorky/
otevieny systém, rychlé cykly cyklus)
diky mikrofluidnim ¢ipam
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Tabulka €. 2. Srovnani vybranych metod multiplexni analyzy FFPE tkanovych vzorkl na bazi TSA, hmotnostni cytometrie a DNA kédovani.

Prodejce

Nazev metody

IF i chromogenni
TSA

Akoya
Biosciences

Roche
(Discovery
Ultra)

IF i chromogenni
TSA

NA

Akoya
Biosciences

Immuno-SABER NA

NanoString

InSituPlex® Ultivue

Cell
Signaling
Technology

SignalStar™

Standard
BioTools

lonpath

214

Multiplexita

100

570

40

100

[
o
>

B

ETAE
protilatek
v jednom kroku

NE

NE

60

570

40

100

Detekce obrazu

digitalniho
obrazu

Tyramidova amplifikace signalu (TSA)

Nevyhody
Literatura

Odstranéni inForm® Bez zkfizené zviteci
prvotllaFek ) Phenolmager® spolu s/bez reaktivity bl'omarkfzru, Nizka (2,28,
prostrednictvim HT 2.0 phenoptrReports automatizovany multinlexita 45,47,
mikrovinné ’ nebo jakykoliv  protokol, amplifikace P 63-65)
inkubace jiny signalu
Svételny ¢i Bezzkfizenc zvifecl 15
. . . reaktivity biomarkerd, R .
Deaktivace fluorescencni . . ) ; multiplexita, (2,8,
. Nespecifikovano automatizovany
teplem mikroskop/ . pouze pro 66)
protokol, amplifikace ., R
skener s védecké ucely
signalu
DNA kédovani
NA/Odstranéni  Fluorescencni Rychlejsi barveni, Nizka
. zn.acek ) [« Ifonfokalm e @i pogzm pro Yet§|nu multiplexita, (7.52)
strippingovym mikroskop/ mikroskopickych absence
pufrem skener platforem zesileni signalu
NA/ Odstranéni Vys?ka multlplexna’, 3 »
) »  Akoyasoftware  moznost zobrazeni Delsi skenovani
znacek pufrem  PhenoCyclere- o . (7,48,
) . nebo jakykoliv konvencni a absence
s nizkou Fusion 2.0 S . oo 49,67)
. . jiny fluorescencni zesileni signalu
iontovou silou - o
mikroskopii
NA/Reverzibilni T uorescencni o Vysokdcitlivost o oens (7,50,
e mikroskop/ Nespecifikovdno  a nékolikanasobné s
hybridizace PV tloustka vzorku  53)
skener zesileni signalu
Manualni
vybirani ROI,
U erziceniv Eamhs Soucasné méreni ZZC:;‘(a ?:stia (3,7
se odstépi s vyuzitim GeoMx® DSP data . u . A .
. . ® vsech markerd jednotlivych 56,58,
UV-indexované nCounter®/ center . R . .
. . a vysoka multiplexita  bunék, bez 68, 69)
oligonukleotidy NGS platformy N A
moznosti
rekonstrukce
snimku
L Privétivy signal Nizka
Fluorescenc¢ni . . - .
. . . uantigenu s nizkou  multiplexita, (7,8,13,
NA mikroskop/ Nespecifikovéano . o 1 2
skener expresi, kratsi pracovni  prostorové 54,70)
postup, nizsi naklady rozliseni
Velmi rychlé barveni,
ale také i optimalizace Nizka
. Fluorescencni avalidace paneli,  multiplexita,
Chemické L. i Iy P e
.. ¢i konfokalni . . citlivé na nizké zavislost na
odstranéni X Nespecifikovano . o, , (55,71)
. mikroskop/ epitopy, kompatibilni  vyrobcem
znacek e e
skener s barvicim automatem  dodanych
BOND RX (Leica panelech
Biosystems)
Hmotnostni cytometrie
NA Hl)r/:ae“izn MCD™ Viewer, Vysoka multiplexita, Vﬁ?;r:(ier nj:llca)iy' 61,
g’ 9 histoCAT bez autofluorescence |, y 72-74)
Systém snimani obrazu
Vysoka multiplexita, Vysoké
vysoce citliva detekce, naklady, nizsi
NA MiBlscope™  MiIBltracker nebo preddefinované dostupnost (7,8,
3.0 jakykoliv jiny pracovni postupy kvali 62)
aintuitivni design  komplexnosti
softwaru zarizeni
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Simultanni znaceni s jednorazovym snimanim

Simultanni aplikace vSech protildtek zvoleného panelu s na-
slednym jednordzovym snimdnim znacené tkdné vyznamné
redukuje casovou naro¢nost a zaroven usnadnuje digitalni
analyzu (17,37). Jednou z téchto pokrocilych platforem je sys-
tém Orion™ od spolec¢nosti RareCyte, jenz vyznamné rozsifuje
moznosti mIHC analyzy FFPE tkani prostfednictvim simultén-
niho multispektralniho snimani az ve 20 fluorescen¢nich kana-
lech (v¢etné detekce DNA a autofluorescencnich signal). Plat-
forma umoznuje soucasnou detekci viech biomarkerd v ramci
jednoho barviciho cyklu, coz prispiva k detailni fenotypizaci
imunitnich a nadorovych populaci, identifikaci strukturalnich
komponent mikroprostiedi a analyze terapeutickych mecha-
nisma (Obr. 1, 3). Vyznamnou vyhodou této technologie je také
schopnost kombinovaného zobrazeni IF signald a barveni H&E
na témz fezu, ¢imz lze dosdhnout detailni analyzy proteinové
exprese v kontextu buné¢né morfologie a tkariové architektury.
Dalezitym aspektem z pohledu klinického vyzkumu a diagnos-
tické praxe je rovnéz moznost celoplosného snimani tkané, kte-
ré je nezbytné jak pro dosazeni statisticky robustnich zavérd, tak
pro naplnéni regulatornich pozadavku (17,37).

Digitalni obrazova analyza

Soucasné softwarové nastroje pro analyzu digitalnich histopa-
tologickych obrazd vétsinou sdileji podobné pracovni postupy.
Klicovym prvkem je vyuziti referencnich bodu k identifikaci tka-
novych struktur, coz umoznuje segmentaci a klasifikaci obrazu
i naslednou detekci proteind v rdznych tkdrnovych kompartmen-
tech (75). Kvantifikace morfologie a exprese biomarkerd je za-
sadni pro presnou klasifikaci tkani a bunék, které se dale hodnoti
podle atributd specifickych pro jednotlivé buriky. Buriky jsou na-
sledné klasifikovany jako pozitivni nebo negativni vici jednotli-
vym markerlm prostfednictvim binarnich schémat (76).

Algoritmy strojového uceni a automatizované modely hlubo-
kého uceni vyrazné usnadnuji analyzu velkych datovych sou-
bor(, zejména pokud jsou schopny se adaptovat na tkarovou
heterogenitu (56,75,77). Nicméné jejich vykon muize byt ne-
konzistentni napfi¢ rdznymi snimky, pokud jsou pouzity pevné
nastavené vstupni parametry, coz predstavuje prekazku pro za-
jisténi robustni analyzy (76). Z tohoto dlivodu se klade diraz na
vytvareni rozsahlych tréninkovych souborl obsahujicich kvalit-
né anotovana data. Avsak soubory dat obsahujici anotace s du-
kladné ovérenou kvalitou jsou zfidkakdy publikovany. Pfesto se
v posledni dobé objevuji studie, které se cilené snazi tuto mezeru
v oblasti zpfistupnéni kvalitnich tréninkovych dat vyplnit (78).

Standardni pracovni postup pro multiplexni analyzu zahrnuje
segmentaci tkané a bunék, fenotypizaci a export dat pro dalsi
zpracovani. Tkariova segmentace je jednim z klicovych krok
analyzy digitalnich obrazd, jejimz cilem je rozdélit obraz do bio-
logicky vyznamnych kompartment(, jako je nador, stroma, cévy
¢i jiné histomorfologické oblasti. Pro Uspésnou segmentaci je
zasadni poskytovani reprezentativnich pfikladd jednotlivych ka-
tegorii, pricemz kvalita téchto tréninkovych oblasti pfimo ovliv-
nuje vyslednou presnost algoritmu. Také je dulezité eliminovat
rusivé prvky, konkrétné artefakty barveni a zpracovani tkané
nebo nekrézy. Timto procesem se optimalizuje vykon softwaru
za soucasné ¢asové Uspory (76). Pro segmentaci bunék se vyu-
ziva kontrastniho barveni, které umoznuje presnou identifikaci
a fenotypizaci jednotlivych bunék na zdkladé lokalizace expre-
se v jejich specifickych kompartmentech (tj. jadro, cytoplazma
nebo membrana). Pro zlepSeni pfesnosti segmentace je vhodné
zaradit jeden ¢i vice univerzalnich marker( (napt. cytokeratin,
CD3, CD68) (79). Poté pomoci kombinace exprese jednotlivych
nebo spole¢nych proteinl je mozné definovat buné¢né fenoty-
py a jejich funkéni vlastnosti (76,79).
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Jednim ze softwar(, ktery umoznuje analyzu digitalnich ob-
raz(l je ,open-source” QuPath, jenz je navrzeny primarné pro
zpracovani a analyzu patologickych snimkd ve vysokém rozli-
eni. Nabizi Siroké moZnosti anotace, segmentace a kvantifika-
ce tkani, bunék a protein(. Diky podpore skriptovani je vysoce
pfizpUsobitelny pro rGzné aplikace v patologii i vyzkumu (80).
Imagel/Fiji je dalsi univerzalni nastroj s Sirokym spektrem funk-
ci pro zakladni, ale i pokrocilé zpracovani a kvantifikaci obraz(,
zejména diky otevrené struktufe umozniujici integraci,plug-ins”.
Oproti QuPath vsak vyzaduje vétsi miru manualniho zdsahu pfi
analyze (81-83). QuPath navic umozniuje snadny export obra-
zovych dat do ImagelJ/Fiji, coz usnadfiuje kombinované vyuziti
téchto nastroju v rdmci analyzy biologickych snimkd (80). His-
toCAT (tzv. Histology Topography Cytometry Analysis Toolbox)
je specificky navrzen pro prostorovou analyzu a fenotypizaci
bunék z hmotnostni cytometrie, coz z néj ¢ini idealni nastroj pro
zkoumani komplexnich bunécnych interakci, avak jeho vyuziti
mimo hmotnostni cytometrii je omezenéjsi ve srovnani s vyse
zminovanymi platformami (80,83,84). Dalsim "open source" pfi-
stupem je MCMICRO (tzv. Multiple Choice MICROscopy), ktery
se zamértuje na prevod vicekanalovych celoplosnych snimkd na
jednobuné¢na data (85,86). Kromé ,open-source” program0 pro
digitalni patologii jsou k dispozici i komer¢ni platformy, ¢asto
dodavané s dedikovanym pfistrojem, napf. HALO (87,88), Defi-
niens Tissue Studio (89), Aiforia (90), uPath aj. (91) (Tab. 3).

Perspektiva multiplexni imunohistochemie v klinickych
laboratofich

Metody mIHC predstavuji slibny nastroj pro klinickou diagnos-
tiku, hodnoceni agresivity onemocnéni i vybér terapie, aviak za-
tim zlstavaji v ranych fazich implementace (Obr. 2). | pfes oceka-
vany narlst vyznamu mIHC v budoucnosti je nepravdépodobné,
Ze by nahradila tradi¢ni IHC v kratkodobém horizontu (2).

V rutinni patologické praxi se jiz fadu let vyuzivaji riizné formy
dudlniho IHC znaceni. Zpravidla jsou zalozeny na vizualizaci béz-
né dostupnymi chromogeny DAB a AEC. Mnohé komer¢né do-
stupné kombinace jsou jiz zavedeny jako IVD. Typickym pfikla-
dem je soucasna detekce p63 a AMACR, ktera se vyuziva pfi dia-
gnostice nejednoznacnych piipadl karcinomu prostaty (98,99).
Obdobné se hodnoti exprese lehkych fetézcl kappa a lambda
k posouzeni klonality pfi diagnostice mnohocetného myelomu.
V diferencidlné-diagnostické rozvaze karcinomu dutiny bfisni se
¢asto uplatruje kombinace marker( CDX2 a CK7, zatimco v pfi-
padé potvrzeni diagnézy plicniho adenokarcinomu se bézné
pouziva soubézna detekce TTF1 a napsinu A. Rovnéz u hemato-
logickych malignit je bézné paralelni znaceni jako CD4/CDS8, Bcl-
2/Bcl-6, CD23/CD5, PAX5/CD5 nebo cyklin D1/CD79a aj.(100).
V nékterych pfipadech se vyuzivaji koktejly protilatek v kombi-
naci s dalsim znacenim, napfiklad smés melanomovych markerd
detekovana jednim chromogenem a prolifera¢ni marker Ki-67
druhym. Pfi pouziti pouze dvou chromogent Ize rovnéz vyuzit
rozdily v subceluldrni lokalizaci nékterych protein(. Prikladem
jsou v cytoplazmé obsazené cytokeratiny, které mohou byt vi-
zualizovany stejnym chromogenem jako zpravidla jaderny tran-
skripéni faktor p63, a to pfi zachovani dostatecné rozlisitelnosti
obou signall. Diky peclivé rozvaze zalozené na detailni znalosti
antigen( je tak mozné pomoci dvou chromogen( analyzovat
expresi tfi, ba dokonce ¢tyf proteind. V zadném z téchto pfipad
ovsem nelze mluvit o skutec¢né multiplexnim znaceni (2).

V oblasti vyzkumu je nadéle preferovanou mIHC metodou IF
znaceni kvli své schopnosti detekovat vzacné bunécné popu-
lace nebo kolokalizace proteinl. Navzdory témto vyhodam je
obtizné tuto metodu vyuzivat rutinné, zejména kvuli reproduko-
vatelnosti signald, a to i pfi zavedeni automatizovanych postupl
barveni (11). Pro IF multiplexni analyzu je nezbytnd investice do
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Tabulka €. 3. Prehled vybranych analytickych softwar( ur¢enych pro zpracovani digitélnich obrazi v oblasti vyzkumu a klinické diagnostiky.

m Open- | o) iptovani | Strolové IVD Vyhody Nevyhody Literatura
source uceni
Pvt.)dpoora §tr01c?veh‘0 UCGE’II,’ Ve
pfizplsobitelné skriptovani, . . .
- s zakladni znalosti
Pouze kompatibilni pro vétsinu - Ay
Peter ; mIHC platforem. schopnost skriptovani,
Bankhead  ANO ANO ANO e NE platiorem, SChOpnost o conce piimé ~ (8,80,92)
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specializovaného vybaveni, zejména do multispektrélnich ske-
nerU. Navic implementace téchto technologii rovnéz klade naro-
ky na dodatecné vzdélavani patologt i laboratorniho personalu.
Kromé toho by tak vzriistala ¢asova i financ¢ni naro¢nost spojena
s validaci testd v porovnani s konven¢ni IHC (2). Navzdory témto
vyzvam se néktefi vyzkumnici snazi byt o krok blize k integraci
mIHC do rutinnich klinickych laboratofi. Napfiklad byla zkouma-
na reprodukovatelnost a klinickd validace panelu 3esti biomar-
kerGi PD-L1, PD-1, CD8, CD68, FOXP3 a CK na vzorcich tonzily,
karcinomu prsu a nemalobunécného karcinomu plic napfic Sesti
institucemi. PIna validace tohoto panelu by mohla oteviit cestu
i pro jeho klinické vyuziti (101).

| pres ¢etné vyhody novych sofistikovanych pfistupd hmot-
nostni cytometrie a DNA kédovani pro multiplexovani, které
umoznuji detekci vice nez 100 biomarkerd na jediném vzorku,
jsou zde znacné prekazky pro klinické pouziti. A to zejména ca-
sova naroc¢nost, vybaveni a ndklady na analyzu. Heterogenita
nadord navic komplikuje studium charakteristik nadorového
mikroprostiedi, protoZe vétsina téchto modernich metod ana-
lyzuje pouze cast tkdné a neumoznuje celoploSnou analyzu.
Zaroven se pro klinické zkoumani preferuji techniky, jez nabizi
rychlou, spolehlivou a ndkladové efektivni analyzu heterogenni
tkané. Z téchto dlivodd neustéle vznikaji nové techniky mIHC,
jez se snazi zkratit cas potiebny k analyze (napf. Orion™ od Ra-
recyte) (17,37,102).
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Dle dostupnych informaci nejsou mIHC pro analyzu mno-
hocetnych marker schvalené v rezimu IVD ani Evropskou
agenturou pro lé¢ivé pfipravky (EMA), ani Utadem pro kontro-
lu potravin a IéCiv (FDA). Tyto metody proto nadéle spadaji do
kategorie interné vyvinutych laboratornich testd. V disledku
toho jsou klinické laboratofe pfi jejich zavddéni povinny vali-
dovat klicové parametry, jako jsou pfesnost, preciznost, kalib-
ra¢ni a kontrolni postupy, méfici rozsah a referenéni rozmezi.
Veskeré tyto charakteristiky musi byt fddné zdokumentovany
(2,103).

ZAVER

Moznost simultanni detekce vice epitopl umoznuje detailni
charakterizaci fenotypu a funkcéniho stavu bunék v tkanovém
mikroprostiedi, coz pfekondva omezeni konvenéni IHC. Zatim-
co chromogenni mIHC z(istdva vhodna pro nizky stupen multi-
plexovani, fluorescen¢ni a hmotnostné spektrometrické meto-
dy umoznuji analyzu rozsahlych panel( biomarker(. Pro zvyseni
specificity znaceni a usnadnéni kvantifikace signalu Ize pouzit
protilatky konjugované s DNA znackami. Dynamicky vyvoj téch-
to technologii neustéle rozsifuje moznosti prostorové analyzy
a prispiva ke zdokonalovani stavajicich pFistupl. Nicméné jejich
implementace do klinickych laboratofi narazi na fadu vyzey,
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vcetné nutnosti validace protildtek, standardizace obrazové
analyzy a regulatornich omezeni souvisejicich s interné vyvinu-

PODEKOVANI

tymi laboratornimi testy. Kromé toho je klicové posouzeni eko-

nomické stranky téchto metod v rutinni diagnostice. S postupu-
jici automatizaci a digitalizaci patologickych procesu Ize oceka-
vat postupné zac¢lenéni mIHC do klinické praxe, coz by mohlo
vyznamneé pfispét k presnéjsi stratifikaci pacientd a podpofit tak

rozvoj personalizované mediciny.
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