Uvod do problematiky:
charakteristika oboru patologie v

praxi.

Druhy vysetreni v patologii.
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Patologie

= Obecna patologie: nauka o nemoci; studuje:

- pri¢iny nemoci/etiologii

- mechanismus vzniku a vyvoje nemoci/patogenezu
- strukturdini zmény/morfologii

- klinické konsekvence zmén

= Patologie v klinické praxi (diagnosticka patologie):

Diagnostika chorobnych zmén na zakladé vySetfeni chirurgicky ziskanych vzorku tkane (tj.
histopatologické vySetteni biopsii) a cytologickych vzorku (cytopatologické vySetreni): cca
98 % objemu prace pracovisté patologie

Nekroptickd/autoptickd vySetieni — pitvy: cca 2 % objemu prace pracovisté patologie




Nekropticka/autopticka vysetreni - pitvy

= Anatomicka pitva (Ustavy anatomie, vyukové a vyzkumné ucely)

= Patologicko-anatomicka pitva (oddéleni a Ustavy patologie)

U osob zemrelych ve zdravotnickém zafizeni smrti z chorobnych pricin stanovenych v § 88 odst. 2 ZZS.

= Zdravotni pitva (oddéleni a ustavy soudniho Iékarstvi)

U osob zemrelych nahlym, neoCekavanym nebo nasilnym umrtim vCetné sebevrazdy, a to v pfipadech stanovenych
stanovenych v § 88 odst. 3 ZZS.

= Soudni pitva (oddéleni a ustavy soudniho Iékarstvi)

Nafizuji organy Cinneé v trestnim fizeni, nejcastéji policejni organ, resp. statni zastupce. Soudni pitva je nafizovana
usnesenim dle § 115 trestniho fadu a to v pfipade, Ze vznikne podezreni, ze smrt Cloveka byla zpusobena trestnymi
¢inem. Soucasti soudni pitvy je i komplementarni laboratorni vySetreni a také |ékarsky znalecky posudek.




Kdo je patolog?

= |ékar specializovany v diagnostice a charakterizaci onemocnéni na
zakladé vysetreni vzorkd tkané pacientl (biopsii) a cytologickych
vzorku (télnich tekutin, aspiratu, stérovych cytologii)

" nejvetsi objem prace predstavuje onkopatologicka diagnostika
nadorovych onemocnéni

= nutnost klinicko-patologické spoluprace




Biopsie

= Z Zivého organismu odebrana tkan, ktera je vyuzita pro diagnostické ucely

= MuiZe mit i vyznam terapeuticky (pf. resekce Useku stfeva s nadorem, polypektomie,...)

= Provadéna pod zrakovou/palpacni kontrolou:
* Operacni pristup, endoskopie/laparoskopie

* Uzv, CT, MRI

* Stereotakticky (s 3D zamérenim)




Biopsie — metody pristupu

= Oteviena (operacni)

v EXcize (ve. resekce/amputace/exartikulace)

v Probatorni/diagnosticka excize (incize)

= Uzaviena
v Endoskopicka mikroexcize: gastro-, kolono-, broncho-, mediastino-, cysto-, artroskopie, ERCP....
v Punkéni biopsie
- Pribojnikova (punch) biopsie: kiize, mamma
- Jehlova biopsie: tenkojehlova aspirac¢ni (FNAB), core cut, vakuova: stitni ZIdza, mamma, loZiskové procesy parenchymatdznich orgdnd
(jatra, ledviny, pankreas,..) a kosti

v biopsie klickou: cervix

v Kyretaz: cervix, télo délozni




Biopsy

Biopsy needle —-—-r-r=ssvrmsmmmaserncase - .;_:




A small slender core
of tissue is removed
with a biopsy needle

Liver

Cervical biopsy ("punch”):
small tissue samples are taken
from the cervix and examined
for disease or other problems

Cervix viewed
through speculum
with patient in
lithotomy position

FADAM.




Makroskopické hodnoceni resekatu
Totalni mezorektalni excize — resekce rekta

ZW/&J | | + zorientovani resekatu
Nativné

Ventralni pohled
Dorzalni pohled

* posouzeni hodnoceni
kvality mezorektalni
excize (celistvost
povrchu, pfipadné
defekty,...)

* nafoceni ventralné i
dorzalné (celkové,
detailné pfipadné
defekty)

‘M-v‘,‘: g,

Po fixaci a oznaceni neperitonealizovanyc
Ventralni pohled
Dorzalni pohled

* identifikace tumoru —
korelace s chirurgickym
nalezem

fixace po dobu 48 hodin




Zpracovani fixovaného materialu TME

zpracovani pro histologické

zorientovani resekatu
» oznaceni cirkuralni resekéni linie
(CRM) — neperitonealizované Casti
resekatu

« vytvofeni lamel — CT Fezy, tloustka
cca s5mm

» nafoceni lamel (celkové i jednotlivé)

vySetreni
* resekeni okraje
» stfevni sténa mimo nador

» stfevni sténa s nadorem,
véetné vztahu k
cirkularnimu resekénimu
okraji CRM)

* identifikace a zaznadeni
lymfatickych uzlin €i
satelitnich lozisek z
blizkosti CRM




Metodicke pristupy v
patologii

Makroskopie

Svételna mikroskopie (pfehledna a specialni barveni)
Enzymova histochemie

Imunohistochemie (IHC) a imunofluorescence

Elektronova mikroskopie

Molekularni patologie a genetika




Pr. Fokalni kortikalni dysplazie: histopatologické
vysetreni molformovaného kortexu

Pozitivni (hnéda reakce)
prikaz neurofilament v
dysmorfnich neuronech

Ptehledné barveni: hematoxylin-eosin ~ Imunohistochemie:
Detekce antigenu (proteint) ve tkanovych fezech biopsii pomoci protilatek s vizualizaci

vazby (Ag/lg)




Konvencni zpracovani tkani formol-parafinovou technikou (FFPE):

Fixation Paraffin Processing Embedding Tissues in Paraffin Blocks

- Fixace formalinem (24 h)
Dostatecné mnozstvi fixaCni tekutiny!
- Blokovani/prikrojeni tkani
- Tkanovy processing
- Zaliti do parafinovych bloc¢kd
- Krdjeni na mikrotomu
- Barveni
- Prikryti krycim sklickem
- Preparat k hodnoceni patologem

Sectioning Tissues

Staining




Biopsie zpracované nativne,
nefixovane, ,,na zmrzlo*“

= Peroperacni biopsie

Pro rychlé kryostatové vySetreni béhem operace, do 20 minut vysledek rozhoduijici pro dalsi
postup/rozsah operace (napf. vySetieni resekénich linii, charakteru léze (benigni vs maligni, nador
vs nenadorova léze,...)

= Biopsie pro enzymovou histochemii (napt. dg. deficitt disacharidaz)
= Biopsie pro imunofluorescencni vysetreni

= Svalové biopsie

+ vysetreni ultrastrukturalni/elektronmikroskopické
(fixace glutaraldehydem; v dg. glomerulopatii, nervosvalovych onemocnéni,
v dermatopatologii)
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Cytologie

jednotlivé bb. rozetrené na podloZnim skle

|

ztrata kontinuity tkaneé

(vétSinou nelze posoudit architektoniku 1éze = dg. méné presna, nékdy jen
orientacni; negativni cytologie neznamena absenci malignity!!!)

vetSinou jako
prebioptické vysetreni




Typy cytologickych vysetreni

Exfoliativni cytologie
(stér, otisky)

|

SLIZNICNI POVRCHY

Cipek

GIT (jicen, Zlucovody)
bronchy

 ...kize...

7 CASTECNE
CYSTICKYCH LEZI
°* mamima

« LU

* cysty...

Télni tekutiny
(punkce, lavaz)

|

VOLNA TEKUTINA

* peritoneum, pleura,
perikard

* likvor

klouby

* mocC

* BAL

* ..Sputum...




EXFOLIATIVNI CYTOLOGIE

1. bb. jsou odloupnuty /seSkrabnuty /
setreny z epitelialniho povrchu

X 2. material natren na oznacené

S\ odlosni sklitko

3. natér fixovan 95%
alkoholem nebo
zaschnutim na vzduchu




| 2. kapka na podlozni sklitko— dalim

1. bb. jsou aspirovany : - .
podloznim sklickem kapka rozetrena

tenkou jehlou (pod

zrakovou / UZV (kolik kapek, tolik natért)
kontrolou) %
3. nater fixovan 95% alkoholem nebo <&

zaschnutim na vzduchu (dle zvyklosti:
napr. %2 skel alkoholem, %2 na
vzduchu




Punkce / lavaz télnich tekutin

1. tekutina je punktovana/
drénovana

2. centrifuga (cytospin)

3. sediment je nanesen na

podlozni skla (,tercik®)
. sediment je vloZen do kazetky
— cytoblok (parafinu ... fezy ...



odbér cytologického
materialu

o natéry na podlozni skla
(+ fixace)

> tekuty material (strikacky,
zkumavky, sputovky...)

POZOR
NEBEZPEC| INFEKCE|

v laboratori: Vy,flodnocelni 22
> zhotoveni cytobloku, na‘ezu cytologem- g
fox o : : patologem
natérd po centrifugaci

o barveni

> montovani pod kryci
sklicko /folii







Imunohistochemicka (IHC)
a imunofluorescencni vysetreni (IMF)

. histoloii,cké metody, pfi niZ se ve vySetfovaném vzorku tkané prokazuje pfitomnost urcitych antigenl pomoci
specifickych protilatek s navazanymi chemickymi slouceninami (napf. enzymem (enzymaticka reakce se substratem
vysledné barevné reakce) ¢i fluorochromem), které umoznuji jejich prakaz (= prakaz vazby Ag/ Ig)

= Vyznam imunohistochemie:
- Diagnosticky

épF. pfi typizaci nadorovych onemocnéni na zdkladé imunofenotypu — exprese sledovanych markerd, typizace jednotlivych nadorovych typ,
lagnostika lymfoma)

- Prognosticky

(predikce progndzy, pft. lepsi progndza karcinomd mammy s pozitivni expresi steroidnich receptort (ER, PR)

- Prediktivni

(predikce odpovédi na terapii, pt. vySetreni exprese steroidnich receptor( u karcinomu mammy v

predikci odpovédi na hormondlni terapii)




pr. IHC: Exprese steroidnich

negativni 2 weﬂw &y

X P
s s, ’—-n‘ e ¥

pozitivni |




pr IMF: Pemphlgus vulgaris

m *J? 6§;1

Suprabazalné akantolyza, akantolytlcky puchyf lgG imunopositivita mezi keratinocyty




Molekularne genetickée metody

" In situ hybridizace (detekce amplifikaci, deleci, translokaci,...)

= PCR metodiky, sekvenace

Vyznam: diagnosticky, prediktivni a prognosticky

U rady nddorovych typl molekuldrni klasifikace, molekularné geneticka
vysetreni povinnou soucasti diagnostického protokolu (napf. tzv. integrovana
diagnostika gliomu, kolorektalni karcinom (CRC),....).

Morfologicka diagndza — typizace nadoru je pouze jednou slozkou diagnodzy.




WHO klasifikace gliomu 2016

Novy diagnosticky pristup — Integrovana diagndza:

kombinace histologickych znakli a molekularnich informaci (fenotyp + genotyp)

Histopatologicka diagndza/histopatologicky typing tumoru
- astrocytarni, oligodendroglialni, oligoastrocytarni, glioneuronalni

- histopatologické vysetrovaci metody (prehledna a specialni barveni, histochemie, imunohistochemie)

Histopatologicky grading (WHO grade)

- hodnoceni stupné malignity

Molekularni informace

- detailnéjsi klasifikace zejména gliomd a embryonalnich nddort CNS




Fenotypizace

gliovych tumor( Grading gliovych tumort Genotyp gliovych tumor(

, IDH2

Astrocytarni Bunécnost

Cytonuklearni atypie

Oligodendroglidlni

Mitézy Kodelece 1p/19q

Oligoastrocytarni

Mikrovaskularni proliferaty

ce ATRX

Nekrdzy

Glioneuronalni

Mutace H3K27M




Integrovana diagnodza...proc?

Nadory podobné morfologie zahrnuji heterogenni jednotky se zcela odlisnou
molekularni patogenezou, biologickym chovanim, reakci na terapii i progndzou

Snizeni interobserver i intraobserver variability, zvySeni reprodukovatelnosti

Zlepseni predikce progndzy a odpoveédi na terapii

Informace pro individualizovanou terapii

Nalezeni vhodnych cilt pro cilenou [éCbu na zdkladé studia homogennich skupin dobfe
definovanych nadoru




DI, 'V Prdaxl vvuZzZivdarie moiekuidlini

biomarkery CRC

RAS mutacni analyza
- Prediktivni a prognosticky vyznam

-KRAS a NRAS kodony 12,13 exonu 2; 59,60 a
61 exonu 3; 117 a 146 exonu 4

Table 1. Summary of Molecular Biomarkers Associated With Targeted Therapies

Prevalence | PrognosticValue
i y Marker MNonmetastatic Settings Metastatic Settings
BRAF mutacni analyza
Predictive Value Predictive Value
- Prognosticka stratifikace Agents Effect Agents Effect
MSIMMB 159% to Mortality HR, B-FU (lack of RFS HR, E-FU {lack of response) HR for
HprY PO alterations 20%[4] 0.26-0.48[9] response to 0.77[73] responss,
- (Predlktlvm vyznam) (indicating treatrnent) 0.82[11]; HR for
rrutated death, 0.72[10]
genes) Pembrelizumab (increased ORR: 40%][12]
response 1o treatrment)
M M R St atu S KRAS/NRAS | 49.3%[26] Worse prognosis | MfA NA Anti-EGFR therapy (lack of PFS: HR, 2.19
{rutated) response to treatment) for KRAS;
HR, 2.30 for
-IHC (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) NRASIZ0]
BRAF 8.8%/[26] Worse prognosis | N/A MfA Ant-EGFR therapy (lack of FFS: HR,
-Vysetieni mikrosatelitové nestability 5 (mutated) response to treatment) Chil

mononukleotidovych a 3 dinukleotidovych
repetici

- Mutace v kodujicich oblastech MMR genl

o

\ o a_ nromotor’ - MMR . aan




Studium patologie

" Obecna patologie

Studium mechanismu a charakteristik hlavnich typ( patologickych procesu
(zanéty, nadory, regresivni zmény,....)

= Systémova patologie

Studium specifickych nemoci jednotlivych organovych systém (GIT, respiracni
trakt, kardiovaskularni systém,..)

= Oralni patologie




Doporucena literatura

§ carAar e J
Jirka Malds lana Maldkova: JBI’:‘ Daidoed - P;]‘;{-}E&;IE-
Patologie OROFACIALNI
OBLASTI

2. dopingné wdani

+ povinné materialy z predndasek z patologie a oralni patologie
+ prezentace z praktickych cvi¢eni

ucebnice oralni patologie neni nutna
priprava z prednasek




Nova ucebnice patologie

- Trisvazkova ucebnice patologie pro studenty medicinskych
obord.

- Ucebnice je rozdélena do tfi svazkl (prodejna je pouze jako
celek).

- Soucasti kazdé knihy je heslo pro pfistup do online galerie.

- Doplnkova literatura pro studenty ZL




Kontakty na vyucuijici:

Patologie:

prof. MUDr. Markéta Hermanova, Ph.D.  marketa.hermanova@fnusa.cz

prim. MUDr. Ilva Zambo, Ph.D. iva.zambo@fnusa.cz

MUDr. Sylva Hotarkova sylva.hotarkova@fnusa.cz
MUDr. Lukas Velecky lukas.velecky@fnusa.cz
MUDr. Tetiana Shatokhina tetiana.shatokhina@fnusa.cz

Oralni patologie:

prof. MUDr. Markéta Hermanova, Ph.D. marketa.hermanova@fnusa.cz

MUDr. Vita Zampachova vita.zampachova@fnusa.cz

MUDr. Tetiana Shatokhina tetiana.shatokhina@fnusa.cz

MUDr. Iva Svobodova iva.svobodova@fnusa.cz




Dekuji za pozornost....




