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Soucasné metody multiplexni imunohistochemie
pro analyzu fixovanych tkanovych vzorku
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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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