Analyza obrazu v patologii
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Analyza obrazu v patologii je metoda, ktera si klade za cil objektivizovat posuzovani
histopatologickych preparatii. Nahrazuje subjektivitu vizualniho hodnoceni, pii kterém muze
dochazet k rozdiliim v hodnoceni ur¢itych znakt histopatologickych preparati. Princip
metody spoc¢iva v pocitaCovém vyhodnoceni digitdlniho obrazu sledovaného objektu

sejmutého digitalni kamerou ¢i fotoaparatem nebo slide scannerem.
Virtualni preparat

Pojmem virtudlni preparat oznacujeme kompletné digitalizovany histologicky preparat. Za
vyhodu virtudlniho preparatu lze povaZzovat to, Ze obtizny piipad 1ze konzultovat

s odbornikem patologem, jenz se na danou problematiku specializuje, byt se nachdzi na misté
velmi vzdaleném. Digitalizované preparaty lze s vyhodou také vyuzit pro edukaci, ¢i je
prilozit k publikaci nebo ucebnici. Jako nevyhodu lze uvést, ze digitalizovany preparat nelze
pouzit k dalSimu zpracovani, napt. nelze dodate¢né provést imunohistochemické barveni

apod.
Zhotovovani imunohistochemickych preparata

Cilem imunohistochemie je detekovat specifické antigenni determinanty za vyuziti zakladniho
principu interakce antigen-protilatka, kdy protilatky afinitné ptisedaji na cilovy antigen, proti
kterému byly vyprodukovany. Protilatky museji byt oznaceny, aby doslo k vizualizaci mista
interakce a prukazu antigenti. RozliSujeme dva zakladni typy imunohistochemickych metod, a

sice metodu pfimou a metodu nepfimou.

Pfi metod¢ piimé je primarni protilatka pfimo oznacena fluoresceinem, enzymem nebo
kovem, jehoZz rozmisténi ve tkéni posléze hodnotime. Tuto metodu lze pouzit, pokud je ve

tkani antigen pfitomen v dostate¢né vysoké koncentraci.

Pti metod¢€ neptimé nejprve aplikujeme neoznacenou protilatku, kterd je specificka proti
prokazovanému antigenu, tzv. primarni protilatku. Poté aplikujeme protilatku proti Fc-
fragmentu imunoglobulind zvifete, které bylo darcem protilatky primarni, tzv. sekundéarni
protilatku. Sekundarni protilatka je znacena fluorochromem nebo enzymem a imunologickou

vazbou se vaze na protilatku primarni.

HER2/neu u karcinomu prsu



Gen HER2/neu je protoonkogen, ktery je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 17.
Tento gen koduje expresi transmembranového glykoproteinu, ktery je fazen do rodiny
epidermalnich rastovych faktort s tyrosin-kinazovou aktivitou. U karcinomu prsu je pfitomna
amplifikace oblasti chromozomu, kde je gen HER2/neu lokalizovan. Zjisténi amplifikace
genu HER2/neu u karcinomu prsu je vyznamné pro stanoveni prognézy, nebot’ amplifikace
genu HER2/neu je spojena s hor$im piezivanim u pacientek s metastatickym karcinomem
prsu. Je prediktivnim faktorem odpovédi na terapii trastuzumabem (Herceptin®), coz je

monoklonalni anti-HER2 protilatka.

Pfi imunohistochemickém hodnoceni histopatologického preparatu na HER2/neu se stanovuje
stupenl proteinové exprese HER2/neu. Vysledek vysetieni se udava jako odstupniované skore
od 0 do 3+. Preparaty s detekovanou zvysenou expresi (2+, 3+) jsou nasledné ovérovany
metodou fluorescenéni in situ hybridizace, ktera ma za cil ur¢it pocet kopii genu HER2/neu

Vv jadfe. Soucasné s timto je nutné stanovit i pocet kopii samotného chromozomu 17. Jestlize
totiz dochéazi ke zmnozeni celého chromozomu 17 v ptipadé nepravé amplifikace genu
HER2/neu neboli polyzomie chromozomu 17, je terapie trastuzumabem neti¢inna.

Obrazek 1 - Preparat s HER2/neu pozitivnimi membranami, pozitivita 3+ (snimek poskytnul
Ing. Mgr. Ivo Uberall z Gistavu Klinické a molekularni patologie LF UPOL a FNOL)
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Fluorescenéni in situ hybridizace

Cilem metody je zviditelnit sekvence nukleovych kyselin pfimo na preparatech, jez obsahuji
morfologicky zachovalé chromozomy. Principem metody je uZziti znacené jednotetézcove
hybridiza¢ni sondy, tj. kratkého tiseku DNA. Tato sonda se v diisledku komplementarity bazi
muze po denaturaci vazat k cilové sekvenci DNA bun¢k. Nejcastéji jsou pouzivany DNA

sondy, jejichz nukleotidy jsou konjugovany s fluorescen¢nimi barvivy. Misto kde se sonda



navazala, mizeme identifikovat jako barevné signély ve fluorescenénim mikroskopu. Poloha
a pocet jednotlivych signalti podava informaci o moznych pocetnich i strukturnich zménach

chromozoml.
Ki-67

Ki-67 je jaderny antigen, jez je exprimovan v buiikach v G1, S a G2 fazi buné¢ného cyklu a
V mitdze, nikoliv v§ak v GO fazi. Ki-67 ma prognosticky i prediktivni vyznam. K detekci Ki-
67 se vyuziva protilatka MIB1, ktera detekuje Ki-67 antigen v rutinn¢ zpracovanych
histopatologickych preparatech. Frakce Ki-67 pozitivnich bun¢k ¢asto koreluje s klinickym
prubéhem nadorového onemocnéni.

Obrazek 2 - Preparat s Ki-67 pozitivnimi jadry, pozitivita 34 %(snimek poskytnul Ing. Mgr.
Ivo Uberall z Gstavu Klinické a molekularni patologie LF UPOL a FNOL)
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Hodnoceni Ki-67

Pokud je ptitomno méné nez 10 % pozitivnich jedné se o nizkou proliferaci. 10 az 20 %
pozitivnich jader je oznacovano za hrani¢ni. Vice nez 20 % pozitivnich jader 1ze povazovat za
tkan vysoce proliferujici.
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Obrazek 3 - Preparat s HER2/neu pozitivnimi membranami, pozitivita 3+ (snimek poskytnul
Ing. Mgr. Ivo Uberall z Gistavu Klinické a molekularni patologie LF UPOL a FNOL)

Obrazek 4 - Preparat s Ki-67 pozitivnimi jadry, pozitivita 34 %(snimek poskytnul Ing. Mgr.
Ivo Uberall z Gistavu Klinické a molekularni patologie LF UPOL a FNOL)


http://www.lfp.cuni.cz/Histologie/education/guides/ihc_hi_res.pdf

