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Moznosti a experimentalni vytéznost bunécnych modell jsou omezené
samotna kultivace je selektivni

je velmi obtizné napodobit mikroprostredi
je prakticky nemozné napodobit interakci s imunitnim systémem

Je treba ovérit zda nepracujeme s artefakty
jsou vysledky zobecnitelné pro urcity typ nadord ?
existuje jejich korelace s klinickymi daty ?
maji potencialni vyznam pro pouziti v diagnostice nebo Iécbe ?
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Klinicka patologie

Angloamericky obor nezavedeny v nasem zdravotnictvi
(,Department of Pathology and Laboratory Medicine")

Klinicka patologie vytvari pro lékare u l{zka uceleny a souhrnny
obraz pacienta podle nalez{ vSech laboratornich obord

(biochemie, hematologie, mikrobiologie, imunologie,
histopatologie)




Biologicky material

Krev

Moc, stolice, sputum

Stéry

Vypotky

Tkanée
punkcni biopsie
mikroexcize
operacni biopsie



Zpracovani krve

Krev — . Separace lymfocytl . Cytogenetika

\ Genomova diagnostika

Koagulace a separace — Seérove markery

Blokada koagulace —— Plasma, markery
Separace slozek



Chirurgicka patologie

,Surgical pathology™

Chirurgicka patologie je spoluprace oborové s specializovaného
patologa se stejne zamerenymi kliniky a laboratornimi odborniky
na tvorbé diagnodzy s vyuzitim vSech soucasnych dostupnych
vysetrovacich metod.

Prace je nejcasteji organizovana v mezioborovych , komisich"

Prispevek patologa: Prispevek klinika:
® koordinace nalezl koordinace vysSetreni
B rozsSirena biopticka diagnostika: odbér materialu
- prognostika orientace materialu
- predikce ucinku lecby lokalizace a topika léze

stanoveni rozsahu choroby
podle celkového vysetreni



Biopsie
DEFINICE:

Diagnostické histomorfologické vysetreni organl a tkani zivych
pacientl (= mame k dispozici informaci o strukture tkane)

TYPY BIOPTICKEHO VYSETRENI:
Mikrobiopsie — (,,zavrena biopsie™)
- punkcni silnou jehlou (,,core needle")
- endoskopicka excize
Biopsie otevrena
- diagnosticka excize, mikroexcize
- vysetreni chirurgickeho resekatu



Cytologie
Jfine needle aspiration, smear"
DEFINICE:
Diagnostické morfologicke vysetreni odebranych bunék
zivych
pacientll (mdme k dispozici pouze mc

tkane) jx

TYPY CYTOLOGICKEHO ¥ @
Punkcni cytologie

- loziskove leze

- vypotky
Exfoliativni cytologie

- stery, otisky, sekret
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Punkéni jehlova biopsie
»core needle biopsy"
DEFINICE:

Diagnostické morfologicke

vysetreni malého vzorku tkané
(punkcni valecek)




Je mozno ziskat:

DNA
RNA
Proteiny
Omezeni:
chybi morfologicka korelace (=nevime co presné mame)
mnozstvi materialu je malé
vzorek je neopakovatelny




Setreni operacniho resekatu
»surgical specimen"

DEFINICE:
Diagnostické morfologicke vysetreni organu nebo jeho
g




Klinické udaje

® Zaslany material

e co a odkud jest odebrano, zplsob odbéru, fixace
e oznaleni vzorku (-0)

B Pacient
e priznaky a jejich trvani

e relevantni vysledky provedenych vysetreni (RTG,
biochemie, KO, endoskopie...)

e vysledky predchozich histologickych vysetreni
e dalSi zavazné choroby
e cileny dotaz
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Pojistovna: 111 PoZaduje: ICZ: 72931650
dil A Datum 2adosti: 17.05.2004 Ogp: 5F 1

POUKAZ NA HISTOLOGICKE / CYTOLOGICKE VYSETRENI

Zakladni diagnéza: D486
Ostatni diagnézy:

pacient:
C. pojisténce:
Bydlisté:

¢.chor.: 1159/2004
PSC : 679 22

Umisténi: hospitalizace [CHIR] obj.na: 17.05.2004

Predmét vy&etfeni a lokalizace: extirpat ZHQ . mammy- dratek nahofe zevné, dlouhy steh ventréiné, kratky
kranialné.

Klinicka diagnéza (popf. struény klinicky prabéh): Tu mammae |. sin.
MUDr. il ilaina



Co se s materidlem déje na patologii?

B Makroskopicky popis a ,prikrojeni"
= odbér na specialni metody, napr. genetickée
B Dokonceni fixace

® Tzv. parafinovy proces (voda nahrazena
parafinem)

® Rezani: 4-6 mikrometrd silné fezy
® Barveni ruznymi metodami
® Dijagnostika
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Zpracovani bioptického materialu v onkologii

Primarni
rozdéleni =~ ZMRAZENI NATIVNI
tkang
Dalsi Kryobloky RNAlater Otisky, stéry  Odbér pro  Parafinové
oSetfeni cytogenetiku bloky
UloZeni do banky
[zolaty pro molekularni diagnostiku

Vystup I Peroperacni Peroperacni Biopticka
(rutinni) biopsie cytologie diagnoza

Analyza : PCR, RT-PCR atd. FISH, ISH Cytogen.  IHC, FISH,
Vystup II  Proteomika (IHC) diagnoza ISH
(specialni)

Archiv Kryobanka
bloku IzolattT RNAlater



Legislativni aspekty

Ceska republika Je ¢lenem ,,: Umluvy o lidskych pravech a
biomedicine.

Novela zakona 20 z roku 1966 o Zdravi lidu platna od 1.1.2008
Paragraf 26:

Lidskou tkan je pro ucely védy a vyzkumu mozno pouzit ,pouze
pokud byla pacientovi o moznosti jejiho uchovani a pouziti pro
Iékarské potreby podana osetrujicim lIékafem informace a pacient
s tim vyslovil prokazatelny pisemny souhlas,; soucasti souhlasu
je vymezeni ucelu pouziti casti téla pacienta".

Pouziti materialu z biobanky pro vyzkum schvaluje lokalni eticka
komise. Vybér z banky mUze rovnéz podléhat schvaleni védecké
komise (hodnoti adekvatnost a potencial projektu).



Banky biologickeho materialu

Vice napr.: http://www.isber.org http://www.bbmri.eu

Human biological . o
Healthy samples and data Analysis tools m Application

Population /

Patients

i Serum/Plasma Basic research

. r_ Life sciences
PBMC

Antibodies S
Affinity binders High throughput Targets. s
DNA Recomb. proteins sample storage oty el ety
FFPE tissues v v Biomarkers
> for Drug
A A development
Frozen tissues
Gene clone Data storage
o ® . -
Cells =32 collections* Biocomputing New diagnostics
SiRNA libraries*
Cell lines*
JMJWV\- Model organisms* — — i = ﬁ Personalized
Lab. param. treatm., medicine
CEea e Moy == ﬁ == ﬁ Public health

lifestyle

* ESFRI BMS report but not funded



Parafinovy material

,FFPE"

+ Perfektné morfologicky charakterizovany
Lze snadno mikrodisekovat v pripade potreby
Umoznuje perfektni lokalizaci na cilové strukture
Kazda patologie ho archivuje, mozno vytvorit velkeé sestavy

Zatizen artefakty zpracovani, tj.:

1ZO
1ZO
1ZO

» @ o

® Soe*
ooooo

ace a amplifikace DNA : omezené
ace a amplifikace RNA: velmi omezené
ace a blotting protein{: prakticky nemozné

.....
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Specialni techniky biopsie

Specialni histologie:
® Histochemie

® Imunohistologie

® F|. mikroskopie

® Morfometrie

Molekularni metodiky:

® [SH - hybridizace in
situ (FISH)

® PCR in situ - PCR v
histologickych rezech

® CGH (komparativni
genomova hybridizace



Princip imunohistochemie

’I’ "“ ’l“‘_ Chromogen
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Va Sekundarni protilatka

< Primarni protilatka
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K ¢emu je to dobre

Snadné vyhledani specifickych bunek
Histogeneze a typizace nadord
Prognostické parametry

Predikce odpovedi nadoru na lecbu

Exprese biomarkert ve vazbé na specifickou strukturu
Koexprese biomarkerl



Snadné vyhledani specifickych bunék

R =1







Heterogenita nadoru a metastazujici klon -
Her-2

Primum Metastaza



Klonalni evoluce - paralelni barveni Her-2/neu a
estrogenového receptoru v ca prsu (oba hneda)
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Hybridizace in-situ

® Sonda (proba) - kratky usek DNA
komplementarni ke hledané
sekvenci, predem oznaceny.




FISH

® FISH - fluorescencni in situ hybridizace
® sonda oznacena fluorochromem
pozorovani ve fluorescencnim mikroskopu
vyssi rozlisovaci schopnost
mozno pouzit nekolik sond soucasné
specifické sondy proti fuznim gentim (bcr/abl..)




ozeny tkanovy blok , Tissue array
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Imunohistologie - problemy

® Protilatka ktera blotuje nemusi byt
pouzitelna pro IHC a naopak

B Falesna pozitivita, nespecifické
barveni

® Nekdy obtizna interpretace
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Imunohistologie - problemy




Technologie HistoRX - AQUA

Fig. 1. High (4 ) and low (8) membranous
TRAIL-R2 expression in a breast cancer
histospot using cytokermatin to define tumor
mask, 4,6 -diamidine-2- phemylindole
[DAFT) to define the nuclear compartment,
and Cy5for target (TRAIL-R2) identification
at =10 magnification. High [C) and low
(D) TRAIL R-2 expression using =60
magnification.

Clin Cancer Res 2005;11(14) June 15, 2005 5190 www.aacrjournals.org



Hluboce zmrazena tkan

+ Méné zatizen artefakty zpracovani:

1ZO
1ZO
1ZO

ace a amplifikace DNA : ano
ace a amplifikace RNA: ano
ace a blotting proteind: ano

Horsi morfologicka charakterizace
Limitované moznosti TMA
Méné snadna mikrodisekce

Zdroje tkani jsou omezené




Nasledné vyuziti ziskanych
nukleovych kyselin

RNA DNA

® Kvantitativni RT-PCR _ _
= Expresni DNA &ipy ® PCR diagnostika (HPV
® Sekvenace 16...)
B mikroRNA exprese a m Sekvenace, RFLP

RISty analyza - detekce
Stanoveni progndzy a predikce mutaci a_ |

léCebné odpovedi polymorflzmu (p53,

KRAS, DPD,...)
® Metylacni status

Individualizace |é€by pacientu s nadorovym onemocnénim



Nasledné vyuziti ziskanych
proteinu

Imunoblotting
ELISA

2D elektroforeza
Hmotnostni spektrometrie



Laserova mikrodisekce - praxe




Laserova mikrodisekce - praxe
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Prognostickeé a prediktivni parametry

Prognoza = pravdepodobnost
bezpriznakoveého preziti po definovanou
dobu

priklad: klinické stadium nemoci (anatomicky rozsah)

Predikce = pravdepodobnost priznive
odpovedi na urcitou lécebnou modalitu.

priklad: pristomnost estrogenoveho receptoru (odpoved’
na antiestrogeny)



Progndza, predikce odpovédi na cilenou
lécbu
Faktory ovlivnujici indikaci ,necilené" 1écby: prognostické
eKlinickeé stadium
eHistologicky typ
eHistopatologicky grade
Faktory ovlivnuijici indikaci ,cilené®™ 1ecby: prediktivni
Pritomnost cilovych struktur:
eHormonalni receptory
eTyrosinkinazy (napr. rodina EGFR, c-kit)

ePfitomnost specifickych mutaci (napf K-ras, B-raf V600, EGFR, c-
kit)



Makroskopicky popis

B Strucny a vystlzny popis materialu,
zaznamenany zvl. udaje pro pT pN
klasifikaci a pro posouzeni resekcnich
hranic.
® organ, I02|sko a jeho velikost (mm), vztah
K okraJum Ci okolnim strukturam, dalsi
Zzmeny..

® mizni uzliny, jejich pocet, patologicky
vzhled...



Mikroskopicky nalez

= \/ nejjednodussich pfipadech muze chybét

B Popis patologickych zmeén ve tkanich,
vysledky specialnich vysetreni
(imunohistochchemie...)

® Pro klinika ,nezajimave", ale:
® ma forenzni hodnotu

® jiny patolog umi podle popisu rekonstruovat
obraz a rozveést diff. dg. rozvahy (napr.
duplicita nebo metastaza)



Zaver

B Jasneé formulované zavery ke vsem
vysetrenym tkanim (dle platnych
klasifikact).

® \/ pripade nejednoznacneho nalezu
diferencialne-diagnosticka rozvaha.

® Doporuceni dalsiho diagnostikeho
postupu, novy odbér...).

m,,Co neni v zaveru, jako by
nebylo"



Jaké informace navic obsahuje
»onkologicky" biopticky nalez?

Histologicky typing

Histologicky grading

Staging WHO — TNM Kklasifikace
Resekcni okraje

Vaskularni invaze, cilové molekuly (SR, EGFR,
HER-2, C-KIT), imunitni odpoved’, prognosticke
znaky (p53, Ki 67 )



Predmét vysetreni a lokalizace: 1 souuzlinni sentinelové p. axily, akt. 2000
2 resekat mhq p. mamy, steh obv. , perop. zhodnoc.

Klinicka diagndza (popr. strucny klinicky prtibéh): ca mamma el. dx.
Prosime vysetreni histologické, SR, HER2, proliferace a material na TB

Makroskopicky nalez: 1) SNB z I.dx. axilly: laloCnata, zCasti lipomatdzni lymfaticka uzlina délky 19 mm, nesuspektni (dr. LZicarova) - kryo
nezhotoveno.

SNB - zpracovano kompletné.

2) Orientovany exstirpat vel. 45x55x50 mm. Na fezu v kaudalni ¢asti infiltrat vel. 15x8x12 mm, kaudalni okraj 5 mm, lateralni okraj 3 mm,
dorsalni okraj 2 mm (fascidlni), medialni okraj 10 mm, ventralni a kranialni 20 mm (dr. LZicarova).

Odebran nativni material pro tkanovou banku.

Odebran nativni material na p53.

Zapsala H. Chaloupkova.

Mikroskopicky nalez: ad2):

1: para normal=medialni okraj: solidni a kribriformni low grade DCIS s nekrdzami. K okraji 1mm.

2: para tumor: invazivni karcinom trabekulari a tubularni (15%) stavby, jaderna variabilita stfedni, mitoticka aktivita fokalné az 9/2,5mm2. BR
skore 6, grade 2. Angioinvaze pritomna. V okoli tumoru low grade DCIS s nekrézami, kribriformni stavby, SR pozitivni.

3: tumor: idem.

4-5: tumor+kaudalni okraj: okraj 3mm pro invazivji a 1imm pro minoritni DCIS komponentu

6-8: dorsalni okraj: 5mm pro invazivni karcinom. DCIS zasahuje bezprostredné do okraje- fascii zde neidentifikuiji.

9: dorsolateralni okraj: 5mm pro obé slozky.

ad1): 10-11: SNB: mizni uzlina, v HE bez patologie, po seriovém prorezani a detekci CK 19: bez metastatického postizeni.
Imunohistochemické stanoveni receptort nadorovych bunék bl.c. : 3

ER Labvision SP1, PR Novocastra NCL-PGR-312. Ki67 Labvision SP6.

ER: 100%

PR: 95%

Proliferacni antigen Ki-67: 57%

Zaver:

Invazivni duktalni karcinom G2 v terénu G2 DCIS. Resekcni okraje pro DCIS pozitivni (dorsalné) a tésné 1mm (medialné a kaudalné). VNPI = 9.
Angioinvaze: ANO.

SR silné pozitivni pri vysoké proliferaci. Her-2 dle dokumentace negativni - 0 (Plzen).

SNB: negativni.

KLASIFIKACE:

topografie(ICD-0O-3): C509 (vpravo), morfologie(ICD-O-3): 8500/32, dg: C509, pTNM(7): pT1c (15 mm) NO(i-)(sn) (sn uzliny[poz/vys]: 0/1)
[pPN], L1



Sumarizace — co u nadord stanovujeme

® Typ - nazvoslovi (WHO, ICD-0O)
B Stadium — anatomicky rozsah nadoru (TNM)
® Grade — morfologicky odhad malignity nadoru

B Rating - prognostika a predikce ucinku
specifické terapie



Standardni nomenklatura WH

World Health Organization Classificatio

8500/33 _— Grade 1 az 3

Morfologie

Napr.

8890 spinocelularni
karcinom

9010 fibroadenom

Histologicky typ

Biologickeé chovani
0 benigni

1 nejisté

2 in-situ

3 maligni

6 metastaza

13:-_:3

Pathology & Genetics
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MEZINARODNI
KLASIFIKACE
NEMOCI

PRO ONKOLOGII

Treti vydani

CESKA VERZE




WKN-0-3 CF

€24 JINE A NESPECIFIKOVANE CASTI
ZLUCOVYCH CEST

C140  Extrahepaticky Hudoved, NS

Yvod Hubovy, NS

Muctus cheledochus

Druecius cysticias
Wowod Eludniku

Ductus hepaticus
Wvod quternd

Ol svérad

Cl0 Ampulla hepatnpancreatica
Vaterova ampuli
Perampularmi oblast

U248 Presahujici leze Blutovyeh cest
Pogndmbka: sddory postibugicl
Imrreeheprenticke d
i'l.l'.l'.'..'llﬂ.";JL.'ﬂ\."I::i
Hudovody vis fed ez
Mo afr 39

149 Rilidrai rrakt, NS
Slutove cesty, NS
15 PANKHEAS
C2540  Hinve pankreatu
251 Téw pankreato
(151 Ocas pankreatu
C253  Vyvod pankreatu
Santorintho vy wod
Diuclus pancreaticus
Wirsungiy vy vod
LRictus pancreaticas aCoessorius

(154  Lanpgerhansav ostrovek
Endokrinni pankreas

€257 Jiné urtené fasti pankreatu
Kréek pankreatu
Collem pancreatis

258 Presahujici Kee pankreatu

{viz peazee mr siy. 590

[IE]

259 Pankress, NS
Slinivka bfigni, NS

€26 JINE A NEPRESNE DEFINOA
ORGANY TRAVICIHO TRAK]

C60  Investindlni troke
Sthevn, NS

C2t8  Presahujict leze traviciho iral
Porndmba: Nodoey orgm i
trakrn, Jefichd mis
varisky pelse koo
I Saini 7 polodak
280, fuiz ke p
ra e 59

26,9  Gastroimtestindnd trake, 35
Trbvict Gstroji, M5

M- C39 RESPIRACNE SYS
A NITROHRUDNI ORGAP

O30 DUTINA NOSNI A STREDNI

O30 Dutina mossi
mepetfl sem nos, NS CTA0
Vinitfni nos
Maris
Mosni chripavka
wosnl sliznice
Septum nesni, N
{repaifi sem zeedri kv sep
roseiha £ 0. 30
Skofepa nosni
Westibulum nas

CHeL SiFednd ueha
Wrtini ucho
Avukovadd
Tubs auditiva
FEustachova trubice
Antrum mastoldesm
Cavum pympni

RIS23  Papilirni dinidicovy karcinom
Papildarmi epidermoidni
karcinom

BUS30  DMadicovy Papilom, invertovany
B0  [MaZdicavs papilomatie
Fapiiomaldza, NS

&0702 Diakdicovy karcinom in situ, M
Epdermondni karcinom n airi,
NS
Intracpidermaini karcinom, NS
Intraepite l1ilng skvamdeni
kﬂrl.'lrln.||:|

RT3 Maddicovs karcinom, N5
Epidermaiding karcinom, W
Dladdicovy epteliom

BT Dlabdicovy kareinom,
metastaticky, N5

710 llr'l:idlm'l'_‘li' karcinom, rohovejici,
5
Diadicowy karcinom
velkobundtay, rehovijici
Epedermoidnd karcingm,
rohoveici

WY Diaddicovy karcinom
velkobunézny, nerohovEjici, Ns
Diaddicovy karcinom,
nerohiovejici, NS
Epidermeidni karcinon,
velkobunginy, nerohove)ici

Dladdicovy karcinom
mulobunidng, nerohovijici
Epidermoidni karcinom,
malobimétny, merehoy i

Daddicovy karcinum
vhetenobuniing
Epidermaidni karcinom,
whetenobing fny
Dlagdscovy karcanom,
sarkomatoidni

.U!r.lr_'.'u.'._ui-,-,-

BOTSY  DMakdicon ¥ karcinem, adenoidni
Dazdicovy karcinom,
peeudoglandalami
Maddicovy karcinom,
akantolynicky
BT 2

IMaddicovy karcinem in shiu se
spornan stromalni invagi
Epidermoidni knrcinom i siey
SE SPNTIOU Siromaind invazi

ROT63 DMaddivavy Karcinem,

mikriinvazivai

BOTHZ  MMaidicova intracpitelialng

ROTR3

HlH02

HlR12

U823

nmp_lule. stuped (grade) 111
(viz Pravidla kédoving, str, |y
Cervikilni intraeprtzliilni

neoplazie, stupedl | grade) 11
{53
CIN I, NS (53,
CIN NI 5 wakou dysplazi]
{C53, )

Vagimalni intrwepitelialng
neoplisie, stuped { grade) 18]
(C52. )

VAIN I (C52, 3

Mulvamni intrsepiteliding
neoplesie, stuped (grade) (1]
{ e B

VIN (31, )

Analni mtraepiteliding
neeplazie, stupef | grade) [11
L B

AIN T ¢C20. 1)

Daddicovy karcinam s tvorboy
wrobm™

Queyratova erviropluzie (0, )

Bowenova nemoc (Cdd, )
Intraepidermiin dladchcowy

karcimom, Baoweniy yp
(04

Lymfoepitelovy karcinom
Lymioepiteliom
Lymioepiteliomuy podubay

Karcinom

Schminckeiy nidor (C11. §



Histologicky grade

Odhad , stupné malignity", , diferenciace"

V praxi = konvencni morfologicka kritéria, lisi se podle lokalizace a
morfologie nadoru

®  Karcinom prsu: tubularni formace, jaderna polymorfie, mitoticka
aktivita

" Sarkomy meékkych tkani: podobnost vychozi bunce, nekrozy,
mitoticka aktivita

Folikularni lymfomy: zastoupeni ,vétsSich bunek™
Prostata: Gleason skore

1
| Low Grade
— 0.8
S .
b= ] Intermediate Grade
B 0.6 -
ol NSBR Grades
= " High Grade
9 04 -
=0 -
=
S l =
0.2 . P = 0.0001
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TNM a klinické stadium

T(umor) N(odi) Metastases

® Tumor: nejCastéji kombinace velikosti a
anatomickeho rozsahu

® Uzlinové metastazy: ano-ne, pripadné pocet a
lokalizace

® \/zdalené metastazy
Bez prefixu: klinicka, prefix p pooperacni ...

Klinické stadium: urcité kombinace TNM,
rimské Cislice I-1V

Napr. pT1 pNO pMO stadium I
pT1-2 pN1 pMO stadium II
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Biologicke prediktory, rating

Specifické pro nekteré nadory napr.:
® Estrogenovy receptor a Her-2 amplifikace u karcinomu prsu

® Mutace K-ras u karcinomu tlustého streva
[ |

Urcuji nekdy i odpoved’ na specifickou (tzv. , biologickou nebo
cilenou™ lécbu
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Jenze to neni tak jednoduché

Prognostické a prediktivni parametry spolu navzajem koreluji

Lécba muze vse ovlivnit..

Survival Plot Survival Plot
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K cemu je to dobre

Indikace onkologické lécby

Sledovani epidemiologie nadord a Uspésnosti IéEby nebo
diagnostiky

® \/yzkum, klinické studie

C18 - ZH tlustého strewva C58 — ZH prsu, Zeny
Vigyaj v case Vouwoj v Gasze
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K ¢emu je to dobre

= Molekularni klasifikace nadoru
,Cancer genome project" http://icgc.org/
® Mapovani drah a ,druggable targets"The Cancer Genome Atlas
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http://icgc.org/

Jak ma vypadat sestava biologického
materialu k vyzkumnému pouziti

Epidemiologicky reprezentativni (prufezova,
y,konsekutivni") - k evaluaci jevu nebo biomarkeru

Nebo naopak velmi cilena (= uniformni ve vsSech
parametrech krome sledovaneho), k objevu novych
biomarkeru

Musi byt k dispozici klinicka data
Material musi byt homogenné zpracovany
Material musi byt adekvatni k zamyslenym metodam

Musi byt proveditelna (a provedena) kontrola kvality pro
pouzité metody



