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Gastrulation

<

Pojivova tka

2. tyden embrya

* puvod v mezenchymu

— vyvojove prvni pojivova tkan , ktera vznika v oblasti téla zarodku — vycestovanim bb
ze zarodecnych listU

v V4

* morfogenetické procesy- kondenzace, proliferace, apoptdza, migrace, tvorba mezibunécn
hmoty,

* stavebni princip — rozvoj mezibunécéné hmoty- rtzné typy vlaken a zakladni hmotu

* tvar, fce, slozeni mezibunécné hmoty — pojiva :
—vazivo, chrupavka, kost, (sklo., zubovina, cement)

- pojivo s tekutou mezibunécnou hmotou — krev a miza
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slozeni a vlastnosti

plasticita — napf. vznik kosti z chrupavky Ci vaziva
- napf. nahrazeni kostni drené kolagennim vazivem
regenerace — ridké kolagenni vazivo, kostni tkan

- zrala chrupavka — omezena

kontakt — migrace

Proteoglykanovy komplex

odolnost — tah —kolagen ve Slachach

Protein

tlak — glykosaminoglykany v chrupavce

tvrdost — anorganické krystaly
prenaseni sily - pevné a pruzné kolagenni a elastické vazivo

pevna opora — kostni tkan




D Endothelial

cells

Osteoblasts

>

Undifferentted
mesenchymal cells

Chondrocytes

Chondroblast

Adipocyte
(fat cell)

vazivo
chrupavka
kost

bb krvetvorné

bb endotelové

| chromatic




mesenchymova
bunka

chondroblast lipoblast fibroblast osteoblast myoblast
vazivo, vazy,
chrupavka adipocyt vazivova pouzdra kost
Slachy

mezibunécna hmota
—vilakna
— zakladni amorfni substance




vazivo a chrupavka 820 -

VAZIVO

CHRUPAVKA &

buriky — fixni a volné

vlakna:

kolagenni — napt. klze, Slachy, vazy

elastické — vazy

retikularni — opora LEU, krvetornych bb v KD,

miznich uzlinach, sleziné,

fce: stavebni podpora
mechanicka ochrana
vyZiva
imunita
hojeni

reparace

hyalinni — kostra plodu, konce zeber, kloubni
hlavice, skelet hrtanu, pradusnic a bronchu

- kolagen Il %i%

Lobule of aurice

| vazivova — svazky kolagennich vldken (1)
- plotenky, disky, menisky
- neobsahuji cévy — vyziva difuzi

- nulové hojeni



Desmogenni osifikace ploché kosti Kompaktni a spongiosni tkan

Lakuny s osteocyty Osteon
Lamely oz SRR Houbovita kostni
Kanalky : tkan
, ;'v. ) : ‘: :\. »/
O S | : Osteon < S S A :
) _ . Haversiv =~ .\ o L e - aversuy
vazivovy zékiad  osifikacn jddro osifikovand kost (systém) V. SN ' :;'5' 15 ' ; . g kanalek
mineralizovana pojivova tkan Okostice <% |

vznika procesem zvanym osifikace

Volkmannuv kanalek

osteoblastl -produkuji kostni matrix

-kolagen I, glykoproteiny, proteoglykany USPORADANI KOLAGENNICH VLAKEN

osteocyty -v kostni tkani *VIaknita kost — nahodilé usporadani, hydroxyapatit

v v , Sy *Lamelarni kost — lamely se stridaji s vrstvami kost.bb
- téla a vybézky v lakunach a kanalcich Y J

osteoklasty — kostni makrofagy > kompaktni - hutna
o tramcita — houbovita, spongiozni

*Na kostru se upinaji svaly a vazy
vymeéna iontl mezi télnimi tekutinami a kostni

*povrch — vazivovy obal periost
hmotou — hormony g Y P

vnitrni povrch - endos



e O
extrakt z kampeskového dubu (Haematoxylon campechianum), patri mezi bazicka (jadrova) barviva
AR L b LK ‘

nebarvi primo - oxidace na hematein
pridavaji se oxidacni ¢inidla (jodi¢nan sodny)

vzdusny kyslik (na vzduchu cca 1 mésic)

hematein ma slabou afinitu ke tkanim
- pouzit moridla
barvi barevny lak hemateinu
kamencové hematoxyliny: odvozené od kamence hlinitoamonného, jadra — modra

zelezité hematoxyliny: odvozené od kamence zelezitoamonného, jadra - hnédocerné



Oxidation of Hematoxylin

Hematoxylin Hematein OH

nazev oxidacni Cinidlo moridlo

Mayeriuv hematoxylin jodid sodny siran hlinitodraselny
Harristiv hematoxylin oxid rtutnaty nebo jodid sodny (pfip. draselny) siran hlinitoamonny
Ehrlichiv hematoxylin prirozena oxidace (2 meésice) siran hlinitodraselny
Weigertiv hematoxylin chlorid zelezity




Eosin

vznika pusobenim bromu na fluorescein

Barveni cytoplasmy, kolagenu a svalovych vlaken.

Struktury, které se snadno barvi eosinem, se oznacuji jako eosinofilni.

EozinU existuje nékolik druhd, liSi se svou rozpustnosti, chemickym
slozenim a také barvou:

bromeosiny — eozin zluty, Cerveny

jodeosiny — erytrosiny



Hematoxylin-eozin

xylen 1- 5 min. 96% alkohol 1-5 min.
xylen 2- 5 min. 96% alkohol 2- 5 min.
xylen 3- 5 min.

96% alkohol 1- 5 min.

96% alkohol 2- 5 min.

H20-prani 30 s.

2. Barveni 4. Projasnéni

Mayeriv hematoxylin- 10 min. xylen 1- 5 min.
H20-modrani- 5 min. xylen 2- 5 min.
Eozin- 20 s. xylen 3- 10 min.
H20-prani- 1 min.

5. Montovani




Vysledek

jadra bunék modre
vazivo ruzové

svalstvo Cervené fialove
erytrocyty oranzove

chrupavka modre

HE, mocCovy mechyr

svalovina

epitel

vazivo

cévy



Weigert van Gileson

Barvici metoda, ktera nam umoznuje barevné odlisit kolagenni vazivo od svalové tkané.

K barveni jader se pouziva zelezity hematoxylin (jddra),
dobarvujeme kyselym fuchsinem (kolagenni vidkna)
kyselinou pikrovou (cytoplasma bunék a svalovina).
vysledek:

jadra modrocerné az cernohnédé

kolagenni vlakna tresnové Cervené

svaly zluté

erytrocyty zluté
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Massonovy trichromy

K odliseni kolagenniho vaziva od hladké svaloviny.

Zluty Massontv trichrom: \

Barviva: Harrisiv hematoxylin, eozin, Safran
Vysledek barveni:

jadra tmave modra,

cytoplasma svétle rlizova,

kolagenni vlakna zluta,

svalovina ¢ervena,

erytrocyty cervené




Modry Massonuv trichrom

Barviva: hematoxylin (Weigerttv) Massonuv modry trlchrom fundus zaludku

kysely fuchsin-ponceau, svalovinal 2

anilinova modr kolag, s
vazivo e

Vysledek barveni:

jadra tmave hnéda
cytoplasma svétle rlizova
kolagenni vlakna modra

svalovina cervena

Kolagenni
viakna se

barvi
modre.

céva




Zeleny Massonutv trichrom

Barviva: hematoxylin (WeigertQv),
ponceau—kysely fuchsin

svetla zelen

oranz G

Vysledek barveni:

jadra tmave hnéda

cytoplasma okrova

kolagenni vlakna zelena

svalovina cervena

erytrocyty oranzové




Barveni -AZAN

je prehledné histologické barveni pro zvyraznéni vaziva

barviva:

azokarmin

anilinova modr
oranz G

Svalstvo — Cervené
Jadra tmavé Cervena

Ery oranzové

Kolageni vazivo - modré . )
Peyerovy platy ilea obarvené metodou AZAN




Prukaz elastickych vlaken

K barveni elastickych vlaken se pouziva

napr. rezorcin-fuchsin, orcein, aldehydovy fuchsin, ¢asto v kombinaci s prehlednym barvenim.
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Impregnacni metody

. vysrazeni soli tézkych kovu (nejCastéji stribra)

' na nékterych bunécnych, pfipadné i

.~ mimobunécnych strukturach. Tmava depozita
i kovu pak mikroskopicky vidime v miste

. probéhlé redukéni reakce.

08 . Dle metody Géméry se barvi éerné
LRSS retikulinovd kostra tkdné.
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Retikularni vazivo - impregnaéni technika



ukové vazivo
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Tukové vazivo - bila tukova tkan




HE

kolagenni vlakna

elasticka vlakna

retikularni vlakna

AZAN

M. trichrom modry

M. trichrom zeleny

Weigert van Gieson

kamencovy hematoxylin a eosin hematoxylin — bazofilni struktury-modre (jadro, jaderko, ribozomy)
eozin — acidofilni slozky —ruzové
(cytoplasma, hemoglobin, svalovina, kolagenni vlakna)

cilené znazornéni vazivovych vlaken

anilininova modr kolagenni vlakna modra

pikrosiriova Cerven kolagen Cervené
polarizované svétlo — kolagen | — Cervena az zluta barva, kolagen Il —
zelena barva

orcein cerveno-hnédé

aldehydovy fuchsin elastin- fialové

resorcin-fuchsin hnédo-fialové az modro-Cerné

AgNO3 argyrofilni v. — ¢ern3, kollagenni vldkna | — hnédo-Seda

znazornéni bunék i kolagennich vlaken pojiv

azokarmin, oranz G, anilinova modr jadra- Cervéné, cytoplazma-oranzova, kolagen-modry, svalovina- cervena
zelezity hematoxylin, kysely fuchsin, anilininova m. jadra- hnédocerna, svalovina-Cervena, kolagen-modry
zelezity hematoxylin,svétla zelen, oranz G jadra- hnédocerna, svalovina-oranzova, kolagen zeleny

[
zelezity hematoxylin, pikrofuchsin jadra- hnédocerna, kolagenni vazivo- Cervené, sval a ery - Zluté




Histologicka barviva a principy barveni

eobarvené rezy — nerozliSime jednotlivé struktury,
- maji stejny index lomu

'
2379
i ¢

\

BéZna svetelna mikroskopie - zaloZzena na pouZiti barvicich metod sk

Barviva jsou latky- absorbuji svétlo urcitych vinovych délek

/7 7/

RUzné soucasti bunék a tkani vazi rGzna barviva

— po obarveni se proto daji od sebe dobre odlisit




Barviva

Barvivo = latka, ktera absorbuje svétlo urcité vinové délky.
Rozliseni jednotlivych struktur- afinitu k rlznym barvivim

Dlvodem odlisné barvitelnosti = rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti
(elektrostatickeé vazby)

Molekuly barviv

OOOOO

Harris Hematoxylin solution for clinical diagnosis 253949.1611 1000 mi

253949.1612 25L
’ V4 o
256991.1610 500 ml
- V I V I I | Harris Hematoxylin modified solution for clinical diagnosis
256991.1212 25L
1610
Mayer's Hematoxylin solution for clini s

- intermolekularnich van der Waals OVVC h si |y S ek St TR

- iontovou ¢i kovalentni chemickou vazbu =

251299.1606 259
256879.1210 500 ml
Eosin Yellowish alcoholic solutior inical diagnosis
256879.1212 25L
251301.1 2 |
O O r I I e X— Eosin Yellowish hydroalcoholic solution 1% for clinical diagnosis
2513011211 1000 mi
[] ] ) ] .
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Histologicka barviva

Zasadita — bazicka- jadrova: bazofilni struktury (jaderny chromatin, ribosomy)
hematoxylin, jddrova cerven, methylenova modfr, toluidinovd modf, thionin, krystalova violet
Kyseld —acidicka-plasmaticka: acidofilni struktury (cytoplasma, kolagenni vliakna)
eosin, svéetla zelen, anilinova modr, oranz G, ponceau, kysely fuchsin
Neutralni barviva - smeés kyselych a bazickych barviv. pH 7.
Amfotericka barviva - obsahuji ve své molekule aniontové a kationtové struktury. Jejich reakce zavisi na pH.

Barviva podle ptvodu:

Prirodni: hematoxylin, karmin, orcein, safran

Synteticka
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Barveni podle zpusobu aplikace

"Progresivni — tkan se barvi pod kontrolou zraku do urcité intenzity zbarveni, pak se
proces prerusi

"Regresivni — tkan se prebarvi, prebytecné barvivo se z tkané odstrani tzv.
diferencovanim.

sSukcedanni — nékolik barviv po sobé, kazdé barvivo barvit jinou ¢ast tkané
sSimultanni — vice barviv soucasné, kazdé barvivo barvit jinou ¢ast tkané

= Adjektivni - barveni prostrednictvim moridla, které se vaze na tkan



Barveni podle vysledku barveni

Ortochromatické — slozky tkané vykazuji stejnou barvu jako uzité barvivo

Metachromatické — jednotlivé komponenty tkané se obarvi jednim barvivem v rlizné
barevnych tonech.

Napr. barveni methylenovou nebo toluidinovou modri. Jaderny chromatin se barvi modre
(ortochromaticky), matrix chrupavky, granula zirnych bunék a muciny se barvi ¢ervenofialové
(metachromaticky),

metachromaticka barviva jsou napr.: toluidinova modr, thionin, methylenova modr

Polychromatické- vice barviv napt. jaderné barveni (hematoxylin) a dvé dobarveni (Oranzi G a
EA polychromem)

Difuzni — barvici roztok znazorni vsechny slozky tkané ve stejném barevném ténu a ve stejné
intenzité

Vybérové — barvici roztok obarvi pouze jednu ze slozek bunék Ci tkani nebo ji vyrazné vyzveda



Prehledné barvici metody

Obarvi jadra a cytoplasmu rozdilnym barevnym tonem a zaroven obarvi i
mezibunécnou hmotu pojivové tkaneé.

BARVICI . | SVALY | ERYT | BARVIVA
1. Hematoxylin — eosin R o
2. Massonovy trichromy H-E
Podle zbarveni vaziva: T o
a) 7luty b —
MODRY hematoxylin, anilinova
b) zeleny TRICHOM modfF, kysely fuchsin
, ZELENY hematoxylin, kysely
C) mOdry TRICHOM fuchsin, svétlazelen, oranz
. . G
3. Weigert van Gieson AZAN azokarmin, orani G,
4. AZAN (HEIDENHAIN) anilinova modr
WEIGERT VAN Zelezity hematoxylin,
GIESON pikrofuchsin




Selektivnhi metody

= v preparatu vyselektuje a oznaci pouze nekteré struktury
= prehled o pritomnosti retikularnich Ci elastickych vilaken
= pritomnost kyselych mukopolysacharidi nebo glykogenu

= skupiny specialnich barviv




Prehled barviv a struktur, které se jimi obarvuiji

PAS — barvi polysacharidy

Mucikarmin - barvi hlen

Orcein - barvi elasticka vlakna ¢erveno-hnedé

Alcianova modr — kyselé mukopolysacharidy do modra

BestUv karmin - k prikazu glykogenu v misté s vysokou koncentraci
Szpielmayertuv hematoxylin - myelinové pochvy

Kongo Cerven - k prikazu amyloidozy

Olejova Cerven - neutralni lipidy

Sudanova Cern - neutralni lipidy



Impregnacni metody

vysrazeni soli tézkych kovu na nékterych bunécénych i mimobunécnych strukturach

Tmava depozita kovu pak mikroskopicky vidime v misté probéhlé reduk¢ni reakce.
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Impregnacni metody

Dle metody Gomory se barvi Cerné retikulinova kostra tkané.

Grocott (prosycovani ezt solemi stribra, které se vyredukuji
na plisnich) plisné se barvi Cerné.

barveni podle von Kossy se pouziva na depozita kalcia
(dusi¢nan stribrny + Ca + svétlo Cerné sraZeniny)

zndzornéni astrocytu dle Hortegovy metody -astrocyty se
impregnuji cerné

nervoveé fibrily, nervova zakonceni, neuroglie, astrocyty
muzeme impregnacné prokdzat dle Bielschowského, Goldiho
metodou a Bodianovou metodou.




prukaz melaninu

zaloZena na redukci stribra nebo zlata riaznymi
latkami ulozenymi v cytoplazmé melanin a jiné
argentafinni latky se barvi cerné




Grocott -prukaz plisni




Hemosiderin, Perls

Tkanove rezy -kyselina chlorovodikova - denaturuji vazbu
bilkovin na molekuly hemosiderinu

- uvolfiovani iontl zZeleza (3+).

- ionty zeleza se kombinuiji s ferokyanidem
draselnym za vzniku ferokyanidu zelezitého

- modrym pigmentem




PAS reakce - vyuziva vzniku aldehydu pri oxidaci polysacharidu kyselinou

jodistou. Vznikajici aldehydy reaguji s Schiffovym reagens a vytvari komplex s
fialove cervenym zbarvenim.

Schiffovo Cinidlo je vodny roztok
fialovoCerveného barviva fuchsinu, ke
kterému se pridava hydrogensificitan
nebo siricitan.

Pokud hotové Schiffovo Cinidlo pfijde do
kontaktu s aldehydovou skupinou,
sifiCitan se od fuchsinu oddéleni a roztok
se zbarvi.

Priprava
HaH.
HyC

Gmidla
NH, N NH,
S AN e
| Adice hydrogensifiditany I OsH
@ J
+l, g
nimstanos barvive Be:

FUCHSIN SCHIFFOVO CINIDLO
trifen: zbarvé
Fialovocervené zbarveni




Barveni bakterii a fibrinu

Barveni podle Gramma v tkanovych rezech
rozlisi G+ a G- bakterie.

Gram-
positive
bacteria

Pro prikaz fibrinu lze pouzit Gramovo barveni
s diferenciaci Anilinem.



barveni podle Ziehl-
Neelsona

K prukazu acidorezistentnich bakterii barveni podle Ziehl-
Neelsona

(barvi karminové mykobakteria)

Mykobakteria - vysokym obsahem lipidU ve sténé




Barveni Warthin-Starry

Warthin-Starry: tmavé hnédé barvi nékteré -
bakterie (napf. spirochety, Helicobacter).” ’;
- . ) » »
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Karmin

z tél hmyzu Cervce nopalového

z Peru

druhu opuncie, na kterych hmyz rodu
Dactylopius zije

péstuje se v Mexiku, Guatemale, Chile, Bolivii
a dalsich jihoamerickych zemich

barvi cervené mimo jiné jadra a glykogen
(bazické barvivo). Roztok karminu v kyseliné
octové je acetokarmin.




Broucek?

Cex 'gb’lq.'u:%,(,)

S= : . = £ Whatdoes
- »  Campari
*  Taste Like?

Sunkovy zévitek
s kifenem

NOVINKH



Orceln

fialové prirodni barvivo, které se vyskytuje v nékterych druzich lisSejnikd




Safran

extrakt z blizen sSafranu

kyselé barvivo na kolagen




Amyloid

=  je bilkovina — proteinové fibrily

: rizné dle typy amyloidu

: Feména usporadani proteinu z a-helixu na B-skladany listu
: Beta listy proteinU, nebo proteinovych fragmentl — se k sobé vazi - tzv. amyloidova fibrila

=  odolna vuci degradaci enzymy

pri chorobnych stavech uklada v mezibunééném prostoru

proteiny, ze kterych vznika amyloid- fyz. vyskytuji v téle

prekurzory amyloidu - sérovy amyloid A, -lehké retézce imunoglobuling.




Pathological

e | Amyloidoza
g‘g >

= heterogenni skupina chorob
APB oligomers

= porucha struktury protein(

Cytotoxlcity
4 = z plivodné rozpustné formy proteinl — extracelularni

proteinové agregaty — amyloid
AL monomer

/' = ke zmeneé proteinu dochazi v bunce - vlaknity material
vyloucen do intersticia tkani

NCAMI-PrP = minoritni nefibrilarni slozka — P komponenta (SAP),
o — glykosaminoglykany, apolipoprotein E
N_CAM“,-A"B AB-CPP complexes No cytotoxicitd = podpora ukladani fibril do ec. prostoru organu

= 20 proteint — amyloid

tide (CPP) = radioaktivné znaceny SAP-scintigrafie — monitoring
nemoci




srdce ledviny jatra travici trakt jazyk autonomni a periferni
nervovy systém

Diagnoza amyloidozy $07,E@ %

bioptické vysetreni postizeného organu
systémova amyloidéza — nahodné odebrany vzorek — podkozniho tuku Ci rektalni sliznice
geneticka analyza — mutace genu pro amyloidogenni protein — neni 100%

sérum — monoklonalni lehké retézce imunoglobulini — neni 100%

diagndza amyloiddzy — prvni krok

identifikace proteinu

|écba — dle typy amyloidu o
Primarni kozZni
amyloidoza




Typizace amyloidu

IHC — priakaz AA amyloidu - AA amyloiddza

prukaz kappa a lambda retézciG - AL amyloiddza

imunofluorescence — nefixovana tkan

hmotnostni spektrometrie — limitovana mnozstvim amyloidu

kappa

5% - bez typizace




Dusledky akumulace amyloidu

7 O Ve 7
odolny vuci proteolyze produkce mutovaného proteinu
nadprodukce proteinu v normalnim mnozstvi
’ . I 1
fyziologicky protein ziskana mutace chronicky zanét mutace

nerozpustny ve vodé

neimunogenni — nevyvolaji zanét m * * {

proliferace monoklonélnich aktivace
amyloidogenni protein B lymfocytd makrofégd

tOXiCk\I/ * * IL1, IL6

celkové mno¥stvi — i nékolik kg LA @ - e

monomery 3-sklddaného listu * ; mutovany
transthyretin

m lehké fetézce Ig SAA protein
omezena omezena
* * proteolyza ; proteolyza ; BERRE.

fibrila AL amyloid AA amyloid ATTR amyloid

A S



Klasitfikace amyloidozy

vrozené

ziskané

generalizované

lokalizované

dle chemického typu amyloidu

klinicko — patologické déleni



generalizované

AL amyloiddza — systémoveé, 5-10% produkce monoklonalnich lehkych fetézcl imunoglobulinu
- fibrilarni komponenta - retézce A
- Casto spojena s mnohocCetnym myelomem
- nejCastejsi typ v Evropée a USA
- ledviny
AA amyloiddza- sérovy amyloidovy protein A (SAA) — jatry syntetizovany protein
- komplikaci dlouhodobé probihajicich zanétlivych procesu — autoimunitni zanéty
- revmatoidni artritida, Crohnova choroba, psoriaza
- ledviny, srdce, jatra, GIST
Progndza 1-3 roky



lokalizované

Amyloid v CNS - AR amyloiddza — Alzheimerova choroba
Endokrinni amyloid — medularni Ca stitné zlazy
- neuroendokrinni nddor z bunék Langerhansovych ostrivki
Senilni amyloiddzy s dominantnim postizenim srdce
- 70.—80. rok
— nemutovany transthyretin (ATTR amyloiddza)
Amyloiddza dialyzovanych pacientl — fibrily z 82 mikroglobulint

Loziskovy amyloid — uzly v plicich, laryngu, mlécné zlaze, mocovy trakt, jazyk



hereditarni

Hereditarni transthyretinova amyloiddza - germinalni mutace genu pro transthyretin

- ATTR amyloid
- transthyretin syntetizovan v jatrech
— transportni protein pro tyroxin a retinol
Familiarni stfedomorska horecka — mutace v MEFV genu — koduje pyrin

- Araby, Turci, Armény




choroba

prekurzorovy protein

upresnéni

AL amyloidéza

lehky fetézec imunoglobulinu

ziskana mutace a nadprodukce

AH amyloidéza

tézky retézec imunoglobulinu

nadprodukce pfi myelomu

Senilni systémovéa amyloidéza

transtyretin

akumulace bézného typu transtyretinu

Familiarni amyloidova polyneuropatie

transtyretin

vrozenéa porucha

AA amyloidéza (sekundéarni a.)

SAA protein

nadprodukce SAA pfi zanétlivém onemocnéni

AB>M amyloidéza (a. dialyzovanych)

B2-mikroglobulin

chronicka dialyza

Lyzozymové amyloidéza (Alyz)

lyzozym

vrozenéa porucha

Apo Al amyloidéza (AApol)

apolipoprotein Al

vrozena porucha

Apo All amyloidéza (AApoll)

apolipoprotein All

vrozenéa porucha

Apo AlV amyloidéza (AApolV)

apolipoprotein AIV

vrozena porucha

Fibrinogenové amyloidéza (AFib)

a fetézec fibrinogenu

vrozenéa porucha

Finska hereditarni amyloidéza (AGel)

gelsolin

vrozenéa porucha

Amyloidova angiopatie islandského typu (ACys)

Cystatin C

vrozenéa porucha

Familiarni Britska demence (BriPP a.)

produkt genu BRI2

vrozena porucha, stop kodon

Ziskana renélni amyloidéza (ALECT2)

leukocytérni chemotakticky faktor 2

ziskana porucha

Amyloidéza aortélni medie (AMed)

lacadherin

Atrialni amyloid6za (AANF)

atriaIni natriureticky faktor

nékdy u pacienta s fibrilaci

Amyloidéza asociovana s medularnim
karcinomem $.Z.

kalcitonin

omezen na nador

spongiformni encefalopatie (AScr)

prion

ziskana zména, omezeno na mozek

Amyloidéza Langerhansovych ostravka

amyloidovy polypeptid Langerhansovych
ostravka

lokalizace na Langerhansovy ostravky, nékdy pfi DM 2. typu nebo v
nesidiomu

Amyloidéza na bazi laktoferinu (ALac)

laktoferin

Familidrni postizeni rohovky

Alzheimerova nemoc

amyloid B prekurzorovy protein

ziskana porucha

Hereditarni cerebralni angiopatie (AP)

amyloid B prekurzorovy protein

vrozenéa porucha




Prukaz amyloidu

Konzska Cerven = Kongo Cerven
nebarvi pouze amyloid, ale i jiné struktury
polarizované svétlo — dva indexy lomu
- anomalni barvy — od bilé, pres zlutou a modrou az k zelené

fluorescencni mikroskop — konzska Cerven vykazuje autofluorescenci

- citliva metoda, identifikace malych depozit
- ¢asna faze T cmm——

pozn. — Konzska cerven - textilni prdmysl — v histopatologii 1884

- Vztah ke Kongu — syntetizace barvy = Berlin — konference o zapadni Africe



HE barveni

Amyloiddza ledvin. Amyloid se ve
tkani mikroskopicky projevi jako
extracelularni depozita
homogenni eozinofilni hmoty. Na
snimku jsou patrna depozita
amyloidu v kapilarnich klickach.

Figure 2 Histopathology (x200): A) routine hematoxylin and eosin stain of amyloid nodule; B, C) Congo red (pink) and methyl violet
(purple) stains, positive for amyloid.



' CT S TR
ko 1oL B A R o &

/.‘a.’."? .’ : "‘i&" v \V

| { o B N, Kongo cerven

Amyloiddza ledvin. Amyloid se
projevi jako extracelularni
depozita homogenni eozinofilni
hmoty, ktera jsou oranzovée
cervena v barveni konzskou
cerveni. Na snimku jsou patrna

depozita amyloidu v kapilarnich
klickach.
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Kongo Cerven

Amyloiddza ledvin

V polarizovaném svétle ma
navazana konzska Cerven dva
indexy lomu. Proto v
polarizovaném svétle depozita
amyloidu vykazuji anomalni barvy
od bilé, pres zlutou a modrou az k
zelené.




Obr. 4
Deposita amyloidu v barveni Kongo ¢erveni. Indukce dichroismu

amyloid infiltrujici plicni arterii

Amyloid stained with TFT in Kidney.
Hit with 490 (blue) excitor wavelength. Amyloid
fluorescing yellow amyloid infiltrujici lalogek jater




Protilatky proti amyloidu A




Thioflavin T

fluorescencni pro bunky propustna amyloidova benzothiazolova sul

optimalni koncentrace




IHC fluorescence




IHC — Al amyloid

Alzheimerova choroba.

Pritomnost depozit A-beta

amyloidu ve sténach mozkovych a
meningealnich cév.

Imunohistochemicky pruakaz A-
beta amyloidu ve tkani - pozitivni
jsou jadra neuritickych plak a cévni
sténa.




Kongo Cerven

Alzheimerova choroba.

Pritomnost depozit A-beta
amyloidu ve sténach mozkovych a
meningealnich cév.

Sféricka depozita v parenchymu -
to je jadrem neuritického plaku.




Dalsi barvici metody

Kongo Cerven Methyl violet Alcianova modr




Pancreas

. l"‘f'

1 ;‘g\

a0 1

Kidney




Imunohistochemie — metody prukazu

vysetreni exprese makromolekul

princip — vazba primarni protilatky na epitop antigenu
- vizualizace pomoci detekénich systému
hodnoceni — lokalizace pozitivity ve tkani
- intenzita reakce
- % pozitivni bunécné populace
dlvod- stanoveni diagndzy
- urceni progndzy vyvoje onemocnéni

- indikace nemocnych pro cilenou terapii




Antigeny

- bézna soucast tkani a bunék

intermedialni filamenta
transmembranové proteiny
transkripcni faktory

cizorodé latky - HP, CMV,
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tigenic
terminants

Antigen

Konformacni determinanty

tvori jen jedna mozna konformace

— Rozdéleni Epitopt

v

urcuje posloupnost (sekvence) zakladnich
subjednotek biopolyméru (aminokyselin,
monosacharidi, nukleodidid).  Piitom
subjednotky mohou byt v rizné nahodné
konformaci.
casti

urcité molekuly antigenu

(polypeptidového nebo polysacharidového tetézce). Jsou typické pro nativni
antigeny. Denaturaci proteinovych antigenu se méni prostorova struktura a tim i
specificnost konformaénich antigeni. Specifi¢nost sekvenénich antigeni se
denaturaci nemeéni.

Epitopy

konkrétni oblast antigenu
vazou protilatky

kazda proteinova molekula
obsahuje nékolik epitopu, tzn.
nékolik mist, kam se vazou
protilatky.

pocet epitopu-souvisi s velikosti
daného proteinu




Monoklonalni

Mouse challenged with antigen

AN

Spleen Cells Myeloma Cells

92000090000
Fusion
‘-"u ;.\ ‘p.>-.. r.»\l r.-».,l r.-., r\_ .-“‘ 5

Hybrldoy | \‘-<Y ,\

Culture in HAT Medium Harvest monoclonal
Select for positive cells antibodies

Polyklonalni

-ziskané opakovanou imunizaci zvirat

-silné, obvykle vysoké redéni



specifitagisenzitivita

Analytickd specificita Analyticka senzitivita

-schopnost testu detekovat -schopnost testu detekovat velmi
antigen bez ruseni malé mnozstvi antigenu

o oL - Zadné falesné negativni vysledky
-zadné falesné pozitivni vysledky



MONOKLONALNI POLYKLONALNI

specifickd protllatka reagujici




/ Komercne vyrabene

(C EDYN  protilatky

%"4‘% vyrobce zarucuje: diagnostickou vyuzitelnost ovérenou a schvalenou
#vaza
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Evropa: CE (z francouzského ,,Conformité Européenne®)
— vyrobek prosel postupem potvrzovani shody
- vyhovuje pozadavkim evropskych smérnic

USA: FDA (z anglického ,,Food and Drug Administration®)

- vladni agentura zodpovédna za kontrolu a regulaci potravin, [éCiv,
lékarskych pristrojd

IVD (In vitro diagnostika)- musi vyhovovat relevantnim pozadavkim
uvedenym v nafizeni vlady ¢. 56/2015 Sb. IVD musi absolvovat odpovidajici
zplUsob posouzeni shody, na zakladé néhoz je vydano ES prohlaseni o shodé a
kazdy vyrobek opatren oznacenim CE. Institut pro testovani a certifikaci je
clenem TEAM-NB a signatarem etického kodexu Code of Conduct.



Je monoklonalni protilatka vzdy lepsi?

Table 1. Abs and assessment marks for CGA, run 31

Concentrated Abs N Vendor Optimal Good Borderl. Poor Suff.r (S):i;fz
13 NeoMarkers
5 BioGenex
mAb clone LK2H10 2 " {eicoscon)Millipore 5 13 6 0 75 % o1 %
2 Leica/Novocastra
1 EuroProxima
1 Zytomed
mAb clones 8 NeoMarkers = =
LK2H10 + PHES 3 Biocare o 2 - b LEhLE S D
[mAb clone DAK-A3 16 Dako 0 2 12 2 13 % - 1
mAb clone 5H7 4 Leica/Novocastra 0 2 0 2 - -
3 Spring Bioscience
1 DSC o )
rmAb clone SP12 1 |Master Diaghostica 0 0 5 d 0%
1 NeoMarkers
| pAb A0430 53 Dako 36 15 2 0 96 % 100 % |
pAb 18-0054 2 Zymed 0 1 1 0 - -
pAb RB-9003-P 1 NeoMarkers 0 0 1 0 = =

NOFC(?QJC Infor Modules+ Assessments Protocols Controls Events¥ Login

NordiQC assessment scheme 2017

CR, poly (18-0211) 1:200 CR, DAK-Calret1 1:15

Module Winter Spring Autum

General Run 49 Run 50 Run 51
CD5 CK-LMW CD23 CK19 ERG ALK AMACR
MSH2 5100 SMH  CD117 CD30 PAX8
NKX3.1 PSA

Breast Run B23 Run B24
ER HER2 IHC ER HER2 IHC PR
HER2 Run H11 Run H12
HER2 ISH HER2 ISH
Companion Run C1 Run C2
PD-L1 PD-L1
Dates Winter Spring Autum
Protocol submission opens 1 Dec 2016 1 Mar 1Aug

Protocol submission closes 3 Jar 20 Mar 4 Sep

Shipping of slides 14 Jan 29 Mar 13 Sep
11 Oct

1 May

Deadline for slide return

Assessment General 16 May - 18 May 24 Oct - 27 Oct




Metody [HC

v/ , ANTIGENY

* Prima - w w
primarni Ab znacena pfimo (enzymem, fluorochromem..) w
nutna dostatecna koncentrace antigenu ve tkani antigen

* Neprima dvojstupnova
neznacena primarni protilatka a znacena sekundarni

* Nepfima tfistupnova PROTILATKA
signal zesilen vazbou streptavidin-biotin nebo avidin-biotin



Metody IHC

 Prima
primarni Ab znacena prfimo (enzymem, fluorochromem..)
nutna dostatecna koncentrace antigenu ve tkani

Protilatka

;ﬁy 4\

Antigen

/A

Direct immunofluorescence for IgA




Metody IHC

 Neprima dvojstupnova
neznacena primarni protilatka a znacena sekundarni

Primarni protilatka Sekundarniznacena protilatka

h AVt

( ) (

FITC-labeled
anti-human
antibody




Metody [HC

* Neprima tristupnova
signal zesilen vazbou streptavidin-biotin nebo avidin-biotin

Primarni protllatka Sekundarni znacena biotinem Streptavidin- enzym
L 3K L A J
O A
PRIVA METODA l:-voMx.nEs"1'i:::'l;ni;:A OVA Dvo”:;ﬂr,# OVA Tnczi:zmg .
antigen / polymer
‘ primarni protilatka ® biotin

+ {strept)avidin
*znaéeni (enzymatické, fluorescendcni)

* sekundarni protilatka




Neprima IHC metoda

A Antigen

Y 1° Antibody

Y 2 Antibody

@ Enzyme (HRP or AP)

m=  Dextran Backbone

2° Antlbody

/Jk\q— 1° Antibody /J(\

o-—-Antlgen c Q

Step One Step Two
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STEP 1 Applcation of primary antibody.
hcubate 20 min.

STEP 2 Appication of EnVision™

FLEX/HRP. Incubate 20 min.

STEP 3 Application of DAB+,
Incubate 10 min
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Chromogeny

Navazanou primarni protilatku nevidim
Proto se pouzivaji k vizualizaci
* fluorescencni znacky

Indirect Inmunohistochemistry

Colored o ¢ Immunofluorescence

Product ®e s )4 Ve, s

rodu ...}./HRPO . * enzymy a nasledné pouziti chromogenu
DAB e — Labeled Secondary - Fluorescent Tag

\ Antibody

/ /
ant” || Labeled Primary Antibo
Primary Antibody — Light abeled Primary Antibody
/ s\ P/roteins / Proteins

éiii § CellMissue. Chromogeny: DAB 3,3’-diaminobenzidine

Diagram 1: lllustration of Indirect Immunohistochemistry and Immunofiuorescence methods. AEC 3-amino-9-et hYI carbazole
NBT p-nitroblue tetrazolium chloride

CelVTlssue



Chromogeny

enzymy a nasledné pouziti chromogenu
kfenova peroxidaza - HRP

Chromogeny: DAB 3,3’-diaminobenzidine

VisUCyte™ HRP Polymer
\ Secondary HRP
Antibody Polymer
‘ Backbone

Primary
—_Antibody

Tissue
Antigen




Chromogeny

enzymy a nasledné pouziti chromogenu

peroxidaza

Chromogeny: AEC 3-amino-9-ethylcarbazole




Chromogeny

enzymy a nasledné pouziti chromogenu

AP

Chromogeny: NBT p-nitroblue tetrazolium chloride



Materia
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FFPE - parafinové fezy @5 =

&
otisky l/(

cytospiny %

cytobloky

nativni material .




Podlozni skla

povrch skla pro elektrostatickou vazbu vzorkl tkani a cytologickych preparatu
nevyzaduji specialni upravu povrchu
garantovana Cistota bez Rnaz

vysoka prilnavost redukuje ztratu tkani

omezeni barveni pozadi

Nutné dodrzet skla pro dany IHC systém



Podlozni skla

egree
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Tloustka
rezu

IHC- P
1az3pum

IHC- Frozen
23z 6 um




Vlybér testovaci tkane

Low expresor (nastavuje senzitivitu)
High expresor (mame spravnou Ab)

Negativni kontrola (nastavuje specifitu)
Multiblok 1 —tonzila, appendix

Rutina: Multiblok 2 — jicen, jatra




1| al-antitryps
| | al-fetoprotein

app,iat

CD 99

CKAElCESCGK PAN RSy eratoca |

jic
| 2 | CK14 1 , 0 [ | Trimethyl H3 | _tI. strevo |
app ]at
CK 17 | kaze
CK
2 CKHMW | jic |

| | 1CAM___ | VKnerv |
_ ’
(2] eMYC | jic |

| plic,iat |

| | oct3/4 | seminom |
| | olig2 | mozek |

- FLI-1

jat
] H3 K27M
HCL jat
| 2|  Hepatocyty | jat




Preparaty - kontrolni tkan




reparaty — vysetrovana tkan




Postup IHC vysSetreni

Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) tissue




Postup IHC vysSetreni

Demaskovani antigennich epitopl

- fixovany material

- zesitovani aldehydovou fixaci

- proteolytické traveni
- tepelné indukované odhaleni epitopu HIER
" EDTA pufr (pH 9)

° citratovy pufr (pH 6)




HIER retrieval

pH 6/98°C/20 - 40 min * pH6/98-100°C /20 - 40 min
pH 9/98°C/20 - 40min * pH9/98-100°C /20 - 40min

pH 6/121 - 124°C/4 min
pH 9/121- 124°C/1 min

pH 6/121°C/4 min
pH 9/121°C/1 min

Cim vy8&i pH pufru, tim G¢inné&;jsi je demaskovani a kratsi potfebny &as vareni

Rlizné antigeny vyzZaduiji rtizné zptisoby odhaleni antigenu




Blokovani endogenni enzymatické aktivity

blokace potencialni endogenni aktivity enzymu

endogenni peroxidazova aktivita — fyziologicky pfitomna v mnoha bb
po fixaci — funk¢ni

falesné pozitivni vysledek

blokace:

nadbytkem substratu pro prislusny enzym

napf. peroxid vodiku pro peroxidazu

lavamizol pro AP



Primarni protilatka - RTU vs. koncentrat

Ready To Use Koncentraty se fedi diluentem

se rovnou kapou na skla Nejlepsi redéni se

s tkanovymi rezy stanovuje empiricky — zavisi na typu odhaleni
epitopu,

pouzitém polymeru...




Inkubace s primarni
protilatkou

spravna koncentrace protilatky
vhodné prostredi — teplota,

pH a iontova sila pufru ve kterém je Ab
naredéna

vlhkost inkubacniho prostredi

doba inkubace

rce antigen-protilatka — slabé vazebné

interakce — spravné prostredi po celou
dobu




“\ e e i *\ aemom gt | Jednokrokové detekcni systémy:

\podloini sklicko podlozni skli¢ko
monoklonalni primarni protilatka —L‘ klonalni p P S e ku n d a’ r n I’ p roti I a’t ky
* %\ polyklonélni sekundarni
* W 1 protilatka znacena biotinem , ,
: alye — polyklonalni

polymer s navdzanou sekundarni

w protilatkou a peroxidazou . -
™ peroxidaza znacend avidinem

\
H2I01+DA‘ o# \’o
.,benz'.’dm) 0) "zmﬂ_ws - vyrabény proti mysim a krali¢im Ig
H,0,[H,0,|H,0,

DAB | DAB | DAB

3%

- vaZi se na vice epitopl primdrni Ab, ktera je pro néj Ag

- 6@ (dlarr:lngbenzldln)

® % =@ -polymery — sekundarni Ab a molekuly enzymu
6.

H,0
barevna srazenina v misté &
. barevna srazenina v misté vazby

oS s S Vicekrokové detekcni systémy:

Iog,,,so.g_, ly i y vi histochemii. Sché- Iobr.so-z. icekrok detekéni v

vazby primarni protilatky
(jaderna pozitivita)

ma detekce vazby kI [ protilatky na y Schéma detekce vazby p protilatk na stano-

protein pomoci p h ému: pol s naviza- vovany "’°‘°'"c 4 pomocl P alni 5 é’ s 7 v . o

nou sekunda a dazou; substrat H,0, a kosubstrat latka oznaten I déza; substrat k d A b —_ b t I I I
diaminobenzidin (DAB). Jako pfiklad je uvedeno stanoveni exprese H ,0, a kosubstrét diaminobenzidin '(DAB). Jako priklad Je uvedeno S e u n a r n I OZ n a C e n y I O I n e
jaderné molekuly. Ve vysledku je v misté exprese proteinu (vazby pri- stanovenl exprese jaderné molekuly Ve vysledku je v misté exprese

mémi p y) i Saravnid s proteinu (vazby p P pii barevna

- nasleduje enzym ozn. avidinem (streptavidin)

- biotin-avidinovy mUstek



Aplikace substratu a kosubstratu

H,0,
substrat (H202) N
kosu bstrét (DAB) peroxidaza
Inkubacni roztok s H202 (substrat) + chromogen (DAB) e

polymerizuje na hnédou srazeninu v misté, kde byla navazana protilatka

Rizné kombinace enzym-substrat-kosubstrat vyuzivané pro imunohistochemii.

ENZYM SUBSTRAT KOSUBSTRAT ZBARVENI SRAZENINY
peroxidaza peroxid vodiku DAB (3,3"-diaminobenzidin tetrahydrochlorid) hnéda

AEC (3-amino-9-ethylkarbazol) cervena
alkalicka fosfataza naftol AS-MX fosfat Fastred TR

cervena

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat toluidinova stil) NBT (nitro-blue tetrazolium chlorid) modra



Dobarveni jader, montovani

Dobarveni jader hematoxylinem (Mayertdv, Harrisonay, Gill(v)
Odvodnéni radou alkoholu

Projasnéni xylenem

Montovani do média




odnoceni preparatu

At i
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9




Vlysledek IHC

Detekce membranového
proteinu

Detekce cytoplazmatického
proteinu



Chromogen

DAB 3,3’-DIAMINOBENZIDINE

AEC 3-AMINO-9-ETHYLCARBAZOLE
POZOR NA ALKOHOL A XYLEN!

NBT p-nitroblue tetrazolium chloride
Pozor na alkohol a xylen!



Dual IHC

* malé mnozstvi tkané
prehlednost

Spise pro automat:

chromogranin/synaptofyzin
AFP + Ki67

CD3 + CD20

ER + E-cadherin

TTF1 + CK7

TTF1 + Napsin A




Automatizace

= ==y e
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Vyznam IMUNOHISTO u diagnostiky tkani a
bunéek, prediktivni markery

v tkani urgity
protein ?

misté ?




Princip

Stanovujeme:

Proteiny — v€etné glykoproteind, lipoproteinu, nukleoproteinu, i jiné makromolekuly
(glykolipidy, polysacharidy)

Specificky oznacit a zviditelnit

reakce antigen (stanoveny protein) — protilatka

vazba — vizualizace =) enzym - substrat mm) barevnd srazenina v misté stanovovaného
proteinu



Vyuziti IHC v patologii

stanoveni diagnozy - odhalit typ tkane, ze které nador vychazi, urcit presny typ nadoru, urcit proliferacni
aktivitu

urceni prognozy

vyvoje onemocnéni

indikaci k cilené specifické terapii— ERBB2, ALK, PD-L1, ROS1




Hodnoceni vysledku

Lokalizace pozitivity ve tkani-bunce
exprese v jadrech bunék — napr. Ki-67 (stanoveni proliferacni aktivity nadoru)
MyoD1 transkripcni faktor (dg rhabdomyosarkomu)
receptory pro estrogen (indikace k hormonalni terapii u ca prsu)
exprese v cytoplasmeé- intermedidrni filamenta desmin (dg nadoru mezenchynalniho plavodu)
vimentin (odliSeni pojivovych bb. od ostatnich typu tkani)
cytokeratiny (dg epitelidlnich nadora)
exprese v organelach — perforin v cytotoxickych granulech
exprese na bunécné membrané — CD 20 — dg B-lymfomu
HER-2

exprese v extracelularnim prostoru — kolagen IV v bazalnich membranach glomerull ledvin



Intenzita reakce

semikvantitativni hodnoceni
O, 1+, 2+, 3+
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Ki 67 -tonzila

Nazev proteinu je odvozen od
mésta Kiel, kde jej identifikovali
pomoci monoklonalni protilatky
Cislo 67 odkazuje na umisténi
pavodniho klonu protilatky v 96
jamkoveé desticce




Kollagen IV

kolagen IV v bazalnich
membranach glomerull ledvin
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CD 20

CD20 u bunék zarodecnych
center a bunek folikularniho
plaste tonzily




CK AE1/3

Silna cytoplazmaticka exprese
cytokeratinl nadorovych bunék
karcinomu plic

AE1 detekuje vysokomolekularni
cytokeratiny 10, 14, 15a 16 a
nizkomolekularni cytokeratin 19.

AE3 detekuje vysokomolekularni
cytokeratiny 1, 2,3,4,5a6a
nizkomolekularni cytokeratiny 7 a 8

Nereaguje na cytokeratiny 17 a 18




intenzita reakce - %

procentualni zastoupeni nadorové populace exprimujici stanovovany antigen

napr.:
receptory pro estrogen u nemocnych s karcinomem mlécné zlazy

proliferacni marker - Ki67

A ST
TR Y AL

exprese MYC proteinu ( diagnostika lymfomu)




abnormalni -
lokalizovana pozitivita

hodnoceni abnormalni lokalizace
pozitivity. Silna jaderna a
cytoplazmaticka pozitivita ALK
proteinu bunék velkobunécného
anaplastického lymfomu




Diagnostickeé vyuziti

cytokeratiny ————> KARCINOMY indikace IHC vygetieni — v n&kolika vinach
A Am— typizujeme napr nadorovy proces — primarni ¢i metastaticky
vimentin >l» ) SARKOMY karcinom nebo sarkom
- NADOR  MELANOMY . .
N N napf. urc¢ime zda jde o lymfom — CD 45
$100 protein B
f . B lymfom — CD 20, CD 79,
NEUROGENNI PUVOD

T—-lymfom—-CD 3

CD45 (LCA) ——— LYMFOMY konkrétni lymfom — B lymfom
T exprese bcl2 a CD 10 (folikuldrni lymfom)

cyclin D1 a SOX 11 (lymfom z bunék plasté)



Prognosticke vyuziti

Stupen proliferace — Ki67 — exprimovan v celém pribéhu bunécéného cyklu

detekce mikrometastaz — spadoveé uzliny

priznivy prognosticky znak — velkobunécny anaplasticky lymfom — exprese molekuly ALK




i Trastuzumab-conjugated
1 | gold nanoparticles (T-AuNPs)

- e

Tamoxifen

Film-Coated Tablets
For oral use

Indikace k cilené terapii
onkologicky nemocnych

exprese hormonalnich receptoru (estrogen,
progesteron) — terapie tamoxifenem

exprese CD20 u B lymfomu — terapie
protilatkou anti-CD20 rituximab

exprese ERBB2 — mlécna zlaza, zaludek
terapie protilatkou Trastuzumab

|écba — nizkomularnimi inhibitory nebo
monoklonalnimi protilatkami



Prediktivni markery
Her2

= receptor 2 pro lidsky epidermalni ristovy faktor
transmembranovy receptor, ktery vaze rlistové signaly z okoli buriky

Normal breast cancer cell Abnormal HER2+ breast cancer cell

a P ewX Vyznam u karcinomu prsu,
o iy X N ;ﬂ

. karcinomu zaludku.
~ o
- Signal \d 8 P— >
S £ \?' Stanoveni exprese proteinu Her2
N e ol v (.‘ ‘, (a nasledna analyza genu ERBB2)

Normal amount of HER2 receptors Too many HER2 receptors send
send signals telling cells to grow more signals, causing cells
and divide.” to grow too quickly.’



Score Staining pattern Assessment

No staining is observed or staining

e is observed in <10% of tumour cells Negaiive
A faint/barely perceptible membrane
LRST P
it staining is detected in >10% of Negative

the tumour cells; the cells are only
stained in part of their membrane

A weak or moderate complete H E R 2
2+ membrane staining is observed in Equivocal*

>10% of the tumour cells

A strong complete membrane
3+ staining is observed in >10% of the Positive
tumour cells




HER2 imunohistochemické skére 2+ - detail slabé kompletni mem- HER2 imunohistochemické skore 3+ - silnd kompletni membranova

brénové pozitivity. pozitivita prakticky vSech nddorovych bunék.

2+ ovérit ISH




ALK

ALK patfi mezi inzulinové receptory

protein ma vyznam pri neuronalni bunécné diferenciaci a regeneraci, formovani
synapsi..

V malignim procesu muze dojit ke zlomu v genu ALK a fuzi s jinym partnerem -
zvysena exprese proteinu

Aberantni exprese proteinu ALK se vySetruje
u nemocnych s nemalobunécnym
adenokarcinomem plic




BE

>15 9 |m—
> ey QR P
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ALK negativni
—

ALK pozitivni

34 poritivni [l

ALK IHC ‘ — ALK pozitivni
DS5F3, 5A4 -‘ ALK FISH B
' ‘ Bl——>

ALK negativni

negativni

V pripadé pozitivniho IHC (a potvrzené aberace genu ALK) = lécba crizotinibem




PD-L1 (CD279)

PD-L1/PD-1 binding inhibits T cell
killing of tumor cell

Tumor cell

Blocking PD-L1 or PD-1 allows
T cell killing of tumor cell

Tumor cell
death

b~ PD-L1 :

Anti PD-L1

T cell

spravna fce imunitniho systému = souhra mezi inhibi¢nimi a stimula¢nimi
mechanizmy

Inhibi¢ni mechanizmy = nepostradatelna slozkou imunitniho systému

PD-L1 je ligand, ktery se vaze k PD-1 receptoru

PD-L1 hraje roli v inhibici aktivace a proliferace T bunék

Nadorové bunky vSak mohou inhibi¢ni mechanizmy zneuzit k uniku pfed imunitni
reakci a tim podpofit vznik a rozvoj nddorového onemocnéni.

Blokddou PD-1/PD-L1 dochazi k utlumeni inhibi¢niho signalu —obnovena c¢innost
imunitniho systému




odnoceni PD —L1

Tumor proportion score = procento nadorovych bunék s intenzitou > 1+ ku
celkovému poctu viabilnich nadorovych bunék

Negative Low/weak Medium High/strong

TPS<1% neni exprese PD-L1

o 0-1% 1-5% 5-10% > 10%

TPS 1-49% PD-L1 pozitivni
TPS > 50% PD-L1 siln& pozitivni 0-1% 1-50% 2 50%
0-1% 1-5% 5-50% > 50%
0-1% 1-25% > 25%



O

noceni PD —L1

Unstained mononuclear cell *

PD-L1pos mononuclear cel @ CPS TPS |C

Unstained tumor cell .
PD-L1 pos Tumor cell umor cells Tumor cells
PD- L1 staining E}";:f:::;"g: PD- L1 staining PD- L1 staining [Lvmphocvtes
cPs = vebk wmorcells 100 TPS= viable tumor cells k= morares 100

Figure | Combined positive score (CPS) of PD-L| expression defined by (total number of stained tumor cells and immune cells divided by number of all viable tumor cells)
% 100; tumor proportion score (TPS) of PD-L| expression defined by percentage of stained tumor cells; immune cell (IC) PDLI expression defined by percentage of stained
immune cells. Arrows indicate PD-L|-positive cells accounted for in each scoring criterion’s calculations to describe PD-L| expression. Reprinted from Sajjadi E, Venetis K,
Scatena C, Fusco N. Biomarkers for precision immunotherapy in the metastatic setting: hope or reality? Ecancermedicalscience. 2020;14. Creative Commons.




Anfi-PD-L1 Antibody

Company

PD-L1

Table 1. Key Anti-PD-L1 Anfibodies in Oncology*®

Cancer Type

PD-L1 Diagnostic Test

Nivolumab

BristoHMyers Squibb

NSCLC

Melanoma

RCC

Hodgkin lymphoma

HNSCC

uc

Microsatellite instability-high or
mismatch repair-deficient CRC
HCC

PD-L1 IHC 28-8 pharmDx assay

Pembrolizumab

Merck & Co, Inc

Melanoma

NSCLC

HNSCC

Classical Hodgkin lymphoma
uc

MMR (any histology)

Gastric

PD-L1 IHC 22C3 pharmDx kit

Atezolzumab

Genentech/Roche

* NSCLC
« UC

Ventana PD-L1 (SP142) assay

Durvalumab

AsiraZeneca

uc
Stage Il NSCLC

Ventana PD-L1 (SP263) assay

Avelumab

EMD Serono/Pfizer

MCC
ucC

NA

CRC Inaicates colorectal cancer; HCC, hepatocellular carcinoma; HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; IHC, immunohistochemistry; MCC, Merke-cell carck-
noma; MMR, msmatch repalr deficiency; NA, not applicabie; NSCLC, non-small-cel lung cancer; PD-L1, programmed-cell death Igana-1; RCC, renal-cell carcinoma; UC,
urothalial carcinoma.




Lécba - protilatky blokujici receptor PD-1/PD-L1

Tumor

Keytruda (pembrolizumab)

melanom, rakovina klze

nemalobunécény karcinom plic (NSCLC), typ rakoviny plic

klasicky HodgkinGv lymfom, rakovina bilych krvinek

rakovina mocového méchyre a mocovy trakt

rakovina postihujici hlavu a krk znama jako karcinom skvaméznich bunék hlavy a krku
(HNSCC)

Vyuziti ve specifickych indikacich



Lécba - proti

Tecentriq (atezolizumab)

atky blokujici receptor PD-1/PD-L1

Tecentriq je |ék proti rakoviné pro |é¢bu urothelidlniho karcinomu
(rakovina mocového méchyre a mocového systému) a typu
rakoviny plic nazyvaného nemalobunécny karcinom plic.

Pripravek Tecentriq se pouziva, pokud jsou tyto rakoviny
pokrocilené nebo se rozsitily do jinych ¢asti téla.

U urothelidlniho karcinomu je léCivy pripravek urcen pro pacienty,
kteri pred zahajenim chemoterapie s platinou vyzkouseli [é¢bu
cisplatinou nebo jsou pro ni neakceptovani.

Pacienti s nemalobunécnym karcinomem plic by méli mit nejprve
chemoterapii a pacienti s uréitymi genetickymi mutacemi
(zménami), ktefi reaguji na cilené |écby, by méli mit tuto Iécbu pred
podanim pripravku Tecentriqg.
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Skvamozni karcinom p63+
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CK AE 1/3

”

Kuze CK AE1/3+




Cytospin CA125




Cytoblok barveni: HE, IHC




specialni laboratorni metoda

detekce jednotlivych tkanovych antigenl pomoci specifickych primarnich protilatek.
vazba znazornéna barevnym produktem

ucel diagnostickym (vyhledavani a znazorniovani antigent specifickych pro urcité typy bunék a tkani)
prognostickym

indikace k cilené lécbé



