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Proc:

Moznosti a experimentalni vytéznost bunécnych modell in vitro 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 nadory ?
existuje jejich korelace s klinickymi daty ?
maji potencialni vyznam pro pouziti v diagnostice nebo lécbé ?
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Proc:

Nasli jsme potencialni cil protinadorovée Iécby..
- vyskytuje se cilovy protein v realnych nadorech, kterych, jak casto ?
- jak moc je cil specificky pro nadorove bunky ?
- liSi se nadory které ho maji/nemaji v klinické odpovéedi na lécbu ?

Nasli jsme potencialni marker rezistence na urcitou lécbu
- vyskytuje se v realnych nadorech, kterych, jak Casto ?
- liSi se nadory které ho maji/nemaji v klinické odpovéedi na lécbu ?

Nebo obraceneé:

Nasli jsme protein ktery je rozdilné exprimovan v nadorech s riiznou klinickou
odpovedi na lécbu, pripadné mezi nadorem a nenadorovou tkani
- je nutno oveérit na rozsahlejSim, pripadneé nezavislém souboru
- jeho funkci je nutno validovat a detailn€ji prozkoumat na bunécnych
modelech



Material nejlépe zajisti klinicky patolog
Angloamericky obor nezavedeny v nasem zdravotnictvi

(,Department of Pathology and Laboratory Medicine")

V CR biochemie, hematologie, mikrobiologie, imunologie,
histopatologie, genetika)

Prakticky vSechen lidsky material odebrany pro diagnostické
nebo Iécebné Ucely prochazi pres tato oddéleni. Velmi casto

jsou z n€j redundantni zbytky 5 \L—J_J
s
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Biologicky material

Kre)’ _ _ Klinicka biochemie
Moc, stolice, sputum, sliny Hematologie
Mikrobiologické stery Mikrobiologie

E Klinicka genetika
Vypotky

Cytologickée stéry a punkce
Tkanée
punkcv:nl' biopsie > Patologie
mikroexcize
operacni biopsie




Krev

\

Zpracovani krve

Separace lymfocytl . Cytogenetika
Genomova diagnostika

Koagulace a separace — Sérove markery

Blokada koagulace —— Plasma, markery
Separace slozek



Biopsie
DEFINICE:

Diagnostické histomorfologické vysetreni organd a tkani zivych
pacientt (= mame k dispozici informaci o strukture tkanée)

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



Cytologie

~fine needle aspiration, smear"

DEFINICE:
Diagnosticke morfologicke vysetreni odebranych bunek zivych
pacientl (mame k dispozici pouze morfologii bunek, ne tkane)

TYPY CYTOLOGICKEHO VYSETRENI: ,/‘
Punkcni cytologie 8 6

- loziskove leze W ¥ P

- vypotky

Exfoliativni cytologie
- stéry, otisky, sekret




Punkcni jehlova biopsie
,core needle biopsy"

DEFINICE:

Diagnosticke morfologicke
vysetreni malého vzorku tkane
(punkcni valecek)
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Z punkcnich biopsii je mozno ziskat:

DNA, RNA, proteiny pokud se odbér zpracuje primo, pokud zpracujeme do
parafinu jsou omezené moznosti dalSiho zpracovani

Vyhody: snadno se odebira, |ze opakované (pred lécbou, v priibéhu a po ni)

Omezeni:
omezena morfologicka korelace (=pokud zlyzujeme, nevime co presné mame)

mnozstvi materialu je pomérné malé




VlySetreni chirurgického resekatu: zlaty ddl
biobankére

@8 Organ nebo organovy
komplex zaslany k
\5y§etFen|’
Casto obsahuje hodné
zbytkového materialu
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Z operacnich resekatl je mozno ziskat:

Hluboce zamrazeny nebo alternativné fixovany material pro izolaci DNA, RNA i
proteind. VétSinou kromé nadoru i vzorky odpovidajici (zdrojové) nenadorové tkaneg,

pripadné ,sekretom".

Vyhody:
Mame paralelni vzorky v parafinu (morfologicka korelace)
Objem byva dostatecny
Omezeni:
Zdaleka ne vSechny léze se operuji (malobunécny karcinom plic, pokrocily
karcinom prostaty
Nelze ziskat v pr@ibéhu lécby
Vyzaduje zvlastni usili personalu
Problém s logistikou nativniho vzorku (degradace RNA behem 30-60 minut
teplé ischemie)



Co se s materialem déje na patologii?

Makroskopicky popis orientace, dokumentace a ,prikrojeni"
odbér na specialni metody, napr. genetické
pokud je redundantni material, odbér do banky

Dokonceni fixace, dokonceni prikrojeni po fixaci

Tzv. parafinovy proces (voda nahrazena parafinem)

Rezdni: 4-6 mikrometry silné fezy

Barveni rUznymi metodami

Diagnostika

Uzavreni zaznamu, kodovani

Indikace dodatecneho genetického testovani (ras, B*raf, C-kit ..)
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Banky biologickeého materialu

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

Human biological . S

Population /

Patients

i Serum/Plasma Basic research

. r_ Life sciences
— U PBMC

Antibodies —
: Affinity binders High throughput Targets for
L U DNA Recomb. proteins sample storage Drug discovery
FFPE tissues v v Biomarkers
= for Drug
A A development
ﬁ Frozen tissues
Gene clone Data storage
Cells == collections* Biocomputing New diagnostics
SiRNA libraries*
A A g Cell lines*
Model organisms* —— ﬁ —— ﬁ Personalized
Lab. param. treatm., adiciia
outcome, fam. history, a i .
lifestyle — — == Public health

* ESFRI BMS report but not funded
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FAQs | Researchers | Tissue Donors | Volunteers | Supporters
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Share
NORMAL

We are passionate about sharing
our research resources and offer
opportunties to participate, and
influence ongoing treatment and

Ly

thinking, sharing, understanding NORMAL.

The Komen Tissue Bank (KTB) thanks those who have
selflessly donated breast tissue or blood or given of their time
to help find a cure for breast cancer. The KTE, the only
repository in the world for normal breast tissue and matched
serum, plasma, and DNA, continues its commitment to
studying normal tissue with the ultimate goal of curing breast
cancer.

The Komen Tissue Bank is the only repository in the world for
normal breast tissue and matched serum, plasma and DNA.
By studying normal tissue, we accelerate research for the
causes and prevention of breast cancer. To more deeply
understand the evolution of the disease, it is necessary to
compare abnormal, cancerous tissue against normal, healthy
tissue. We are committed to making a difference by acting as
advocates for thinking, sharing and understanding NORMAL.

| came all the way from Kansas C

promised my sister, TC

the night before she died
r stop fighting for her and
s battled. | am so proud to be a

ould nev

part of th
Chris Baker

* The Komen Tissue Bank is on
Twvitter! Here's to our donors,
volunteers, and researchers -
come follow us!
@KomenTissueBank

= Our next collection will be held
at MemorialCare Medical
Group in Fountain Valley (11420
Warner Ave), on Hovember 2,
2013. Appointments for those
dates are currently open and
available. Please note: we have a
few groups with reserved slots for
those dates. The next collection in
Indianapolis will be held sometime in
the Spring of 2014, exact date
TBA.

= Are you wondering what it's like to
donate tissue to the Komen Tissue
Bank? Watch this video which
should answer your gquestions!

= Watch this video to find out why
donating is so important for your
cultural heritage.

Events from the

prevention discovery.

= Become a Corporate Sponsor
= Make a Gift/Pay Tribute

KTB Photo Gallery
Post comments on your favorite phoms./,

nthe KIB
Living Journal




Prehled zpracovani a ulozeni materialu

Primarni material Skladovani

Zmrazena alikvoty tkané Mrazak-80°C nebo tekuty dusik
Alikvoty tkané v RNAlater Mrazak -20°C

Sérum/plazma kratkodobé Mrazak -20°C /-80°C

Sérum/plazma dlouhodobé Tekuty dusik
Parafinové bloky Normalni podminky

Sekundarni material
RNA / DNA izolaty Mrazak -20°C /-80°C
Tkanove lyzaty Mrazak -80°C



Legislativni aspekty

Ceska republika je ¢lenem ,: Umluvy o lidskych pravech a
biomediciné.

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
lékarské potreby podana osetrujicim lIékarem 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 schvdleni védecké
komise (hodnoti adekvatnost a potencial projektu).

Pouzivame ,otevreny" souhlas (,broad consent") tj. nespecifikuje se
projekt. Pokud by to mélo byt jinak, mame problém



Vydej materialu
Na zakladé projektu studie schvaleného lokalni etickou komisi
Posouzeni vedeckeé hodnoty radou banky
Na vzorky neni pravni narok
Vydej byva bezuplatny, Ize zpoplatnit praci a material ohledné archivace a vydeje
Nekteré banky a sité bank maji webové katalogy

Je nutno ,vytvorit sestavu®



Parafinovy material

FFPE"

+ Perfektné morfologicky charakterizovany
Lze snadno mikrodisekovat v pripadé potreby
Umoznuje perfektni lokalizaci na cilové strukture pro
imunohistochemii a hybridizaci in-situ
Kazda patologie ho archivuje, mozno vytvorit velké sestavy
Zatizen artefakty zpracovani, tj.:
izolace a amplifikace DNA : omezené
izolace a amplifikace RNA: velmi omezené
izolace a blotting protein{: prakticky nemozné







Specialni techniky biopsie

Specialni histologie:
m Histochemie

m Imunohistologie

m El. mikroskopie

m Obrazova analyza

Molekularni metodiky:

m ISH - hybridizace in
situ (FISH)

m PCR in situ - PCR v
histologickych rezech

m CGH (komparativni
genomova hybridizace



Princip imunohistochemie
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K cemu je to dobré

Snadné vyhledani specifickych bunék
Histogeneze a typizace nadort
Prognostické parametry

Predikce odpovedi nadoru na lécbu

Exprese biomarkert ve vazbé na specifickou strukturu
Koexprese biomarkerd



Snadné vyhledani specifickych bunéek
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Heterogenita nadoru a metastazujici klon -
Her-2

Primum



Klonalni evoluce - paralelni barveni Her-2/neu a
estrogenoveho receptoru v ca prsu (oba hneda)

Ojedinélé bunky oba +  Divergence klonl Klony samostatnée



Steroidni receptory




LI ool
Vs R
R ey

g
¢

V infiltratu Ize analyzovat jednotlive

~

-

i

8"

Sag

CD20+ B lymfocyty CD3+ T lymfocyty CD68+
makrofagy
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i nekterou subpopulaci, zde T bunky

CD45R0O+



Vicekanalova imunofluorescence k detekci
bunécnych populaci

T

R. Lloyd: firemni prezentace Perkin-Elmer



Metody mohou byt vysoce sofistikovaneé
(vicekanalové barveni, obrazova analyza)

Phenotype Counts

Phenotypes
@ tumor
killer T
helper T
®» T-reg
® B cell
other

S

R. Lloyd: firemni prezentace Perkin-Elmer



Lze mapovat i prostorove vztahy
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yellow = cytotoxic T

Measurement sample #1 sample #2

tumor stroma tumor stroma

Ave. No. PD-L1+s within 10 microns of T regs 0.00 0.03 0.37 0.18
Ave. No. PD-L1+s within 25 microns of T regs 0.20 0.52 483 1.87
Ave. No. CD8+s within 10 microns of T regs 0.30 0.24 0.10 0.18
Ave. No. CD8+s within 25 microns of T regs 1.20 3.16 0.40 1.49

R. Lloyd: firemni prezentace Perkin-Elmer



Lze mapovat i prostorove vztahy

33% of tumor cells have a killer T cell
within 25 microns distance

Nearest neighbor, tumor cell to killer cell

tumor cell to killer cell

‘esearch Use |

Q Y s o i P TP I A N
@ —
Q
=
8 o | -
I ©
3
" b R !
: o ,
6 o~ Pl ’ A km
o 7 ’ 4 Gunov cell, killer.cel(r)
2 pois ‘
o | J GtJmov.cell. kill:r.cgl{r)
(e
1 I I 1 I
0 10 20 30 40
radius (pm)
. @

b
s ..o eyl o ..€~
\. % . . >
]
v ..ooo".. . ) b4
o WERg
L » - (R oy

'ot for use in diagnostic procedures.

Cell X Position

R. Lloyd: firemni prezentace Perkin-Elmer



Hybridizace in-situ

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




FISH

m FISH - fluorescencni in situ hybridizace
= sonda oznacena fluorochromem
m pozorovani ve fluorescencnim mikroskopu
m VySSi rozliSovaci schopnost
= mozno pouzit nekolik sond soucasnée
m specifické sondy proti fuznim gentim (bcr/abl..)
= sondy detekujici prestavbu genu




Sloiené bloky (TMA, Ltissue microarray“)




Imunohistologie - problemy

m Protilatka ktera blotuje nemusi byt
pouzitelna pro IHC a naopak

m Falesna pozitivita, nespecificke
barveni

m Nekdy obtizna interpretace

m Limitované moznosti
multiparametrické detekce
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Imunohistologie - problemy







Laserova mikrodissekce







Hluboce zmrazena tkan

+ Méné zatizen artefakty zpracovani:
izolace a amplifikace DNA : ano
izolace a amplifikace RNA: ano
izolace a blotting proteinl: ano
mozna kontrola kvality mérenim fragmentace RNA
Horsi morfologicka charakterizace
Limitované moznosti TMA
Méné snadna mikrodisekce
Malo stabilni po rozmrazeni
Zdroje tkani jsou omezené

«— upper rRNA

o lower rRNA

= degraded RNA




Doporucené pouziti vzorkd

FFPE
Imunohistochemie
Hybridizace in-situ

Omezene geneticke
studie zamerene na
specifikované zmeny

gmutace, translokace,

uze, metylace..)

Evaluacni studie na
velkych sestavach

RNAlater Hluboce zmrazen{/
Aplikace pouzivajici Extenzivni genomove a
RNA bez presne proteomické stude
morfologické Celogenomové
korelace sekvenovani,

kompa rativni
proteomika (SWAT)

Studie objevné
(discovery) faze



Data spojena se vzorkem

Typ vzorku

Pocet alikvotu

Oznaceni

Lokalizace v ulozisti

Jestli je volny nebo rezervovany pro studii

Jestli je jeste dosaziteny



Data sdruzena s materialem — primarni
klinickeé udaje

m Zaslany material

e co a odkud jest odebradno, zpusob odbéru, fixace
e oznaceni vzorku (-U)

m 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 neoadjuvantni lécba, pokud byla
e cileny dotaz



Data sdruzena s materialem — sekundarni
klinickeé udaje

Adjuvantni lécba
Komplikace
Vyvoj markeru

Pokud doslo k recidive, kdy a kde
Aktualni stav: - remise
- stabilizované onemocnéni
- progrese
- umrti
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Ambulanti zprava 04.02.2013 12:38
packent: rEE ey ) pof 111 | Echar
aclresa; P 62100 | 167002006

pravid.amhb. kontrola:

LSG biicha

Jatra nezvetiena, pfimefene echogenity, v pravem laloku v 56 drobng hypoechogenni IcZisko coa 7mm, cysta
v.5. Jinak bez nalezu lofiskovych Zmen. Intra i extranepaticke Zluéovody jsou jemne. Sife v, portae v narme.
Fuénik naremalni velikosti, j[emmych stén, bez patolog. obsahu. Pankreas nezvétien, ohranicen, hez prikazu
Iofiskowch Zmen. Slezina homaogenni, nezvetsena. Ma ledvinach nejsou solidni patolog. 1oZiskove Zmery,
hez méstnani, parenchymoyva Zona v nomme.

Zaver : Drolna oysta jaterni v.s.

Lab. wietfeni: 20.01.

1115 CEA# 1.1 ugl, S _CA153# 15.9kUA, S_Estradial 18 pmold, 5_FSH: 77.5 U/,
Lab. wietfeni: 18.07 1

1.1

A

1:

1:5_CEA# 12ugl, 5_CA1534# 14 8 KUA, 5_Estradiol: 18 prmoldl, S_FSH: 77.2 U/,
205_CEA# DT ugl, 5_CA15-3# 14.0 kUA.
2

Lab. wietfeni: 30.01. A A
S_CEA# 12ul, 5_CA 1534 14.6 KU/

Lab. wietfeni: 30.0
denzitometrie: ostecpenie grade 1, mimé zhordeni, dopor ko za 2 roky

chirurg. amh. pro pad wystefena na chirurg. amb. popsana frakiura 10 Zebra leveho hemtihoraxu, konzervat.
postup, poslendi ko 23.1.2013, v planu jeSté ko az 3 tydmy

subj.; stavstahiliz, pouze v mezidobi pad s frakturou Zebra, akt. jesté bolestivost, vaha stac, HT toleruje,
artralgie nevyrazng
abj.. KI 100%, vaha B4k, sliznice prokrveny, obeh. komp.

bficho: mekke, prohm, jatra slezina o

DKEK.O

perif uzliry.O

lok. wlevo jizwa po ablaci bez recid, axila, nadklicek o, LHK bez edému

vprava mamma bez evid. tu leze, axila O

okoli portu klidné

asymetrie sternoklavikul. skloubeni, wwrazngjsi bez palp.citl. vlevo - stac.

Zaver, ca mammae |.sin-hifokalni inv. dukt. ca, grade 2, 5F pozit, HER 2 amplifikace , bez angioinvaze
pT1cH 1 mi{2/5M0 premenopauza
st.p radik.modifik ME 13.7.06.
st.p. 6.seriich adjuw CHT redimem FEC dao 11/08
adiuv HT - tamaoxifen od 1206 do 1/2010
od 2/2010 v adjwvanci Arimidex doposud
od 12.2/07 v adjuvanci Herceptin do 22008
port do WC'S od 3/2007
azymetrie sternoklavikul. skaubeni 1.sin
Cysta jaterni s
Qe + remisi

Doporuéeni;

kontralni UZ jater za 3M - kontrola pfes recepci

dale Anastrozol 1-0-0

dnes CEA ca 15-3, estradiol, FSH

amb. ko+ko+diff, Vi, CEACa 153 + BTG plic, DMG Ldx 23 GM.

recept: 1/0106015 ANASTROZOL-TEVA 1 MG [POR TEL FLM 28 1M] [3] DS: 1-0-0 [repetatur celk.
2%, B mesicl]



Patologie - makroskopicky popis

m Strucny a vystizny 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
Zmeny..

= Mizni uzliny, jejich pocet, patologicky
vzhled...



Mikroskopicky nalez

m V nejjednodussich pripadech muze chybét

m Popis patologickych zmén ve tkanich,
vysledky specialnich vysetreni
(imunohistochchemie...)

m Pro klinika ,nezajimave", ale:
= ma forenzni hodnotu

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



Patologie - zaver

m Jasne formulovanée zavery ke vsem
vysetrenym tkanim (dle platnych
klasifikact).

m V pripadé nejednoznacného nalezu
diferencialne-diagnosticka rozvaha.

m Doporuceni dalsiho diagnostického
postupu, novy odbeér...).



fighk: 87020753 713:07 &ir. ¥

oV, _ M asarykiy onkologicky Ustaw
§' ’f Oddeleni onkologicke a experimentalni patologie
i z g kope: T, B56 53 Brao

*F, E & tel + 420543131 111

|G 002059805

Patologie - biopticky nalez 20083576
pacient: rE (o) poi 111 | E chor
Foiresa; P5C: 2100 | 16702006

Predmét vysetieni a lokalizace: Prosim o histol wySetfeni preparatu, st p. radikalni mastectomii | sin., dale prosim o
wySetfeni SR, HER, proliferace a mat na TH, dékuj
ODBER: 13.7.2006 odebral MUDr. Marek Pesl [72931650]

Makroskopicky nalez: Leva mamma

Ddehran nativhi material pro tkafovou bankuy.

Axilla s tuZs LU prim. Fmm

M ensi mastekiomie - na rozhrani ZKK tésné pod fascil okrouhly tumor velikosti 9x8x8 mm (loZisko 13, fascie viaZena.
Smmérermn medialné pfechazi turmar v Zrmitou fikrdzu, kiera se téhné pod dorsaini fascii v délce coa 25 mm, kde na ni
naw szuje solidni, okrouhé loZisko velikosti 129 Tmm (loZisko 2).

Wi zhytkl resekatu oblast fikrdzni dysplazie s vicedetnymi oy stami (dr. Zichova)

Mikroskopicky nalez:

TEB: paralelni fez tumarem: |rv s2ivii duktalni karcinom.

TB: paralelni fez normalni tkani: Mammarni parenchym s obrazem fibrazni dysplasie.

LoZisko 1: Invazi ni karcinom solidni struktury s abortivii teorbou glandularnich stroktur, jaderna pleiomarfie stiedni,
mitoticka aktivita nizka (7 mit/2,5 mm.sgq). EE score 3+2+1. Angioinvaze nezachycena. Dorsalni okraj k fascii 0,2 mim.
okrajich turmory high-grade DCIS.

LoZiskn 2: % terénu extenzivniho DCIS invazivni karcinom stejné morfologie jako piedchozi.

Fibrdza, ktera oba tumory spojuie, s extenzivnim pievaZné highrgrade DCIS.

Ve zhytku extirpatu obraz fibrozni dysplasie, s adendzou, apokrinni metaplasi @ multfokang high-grade DCIS.
Marmmilay jednamz wivadd s obrazem duktalni hywperplasie s atypiemi, povichovy epitel pravidelm.
Irmunohistochemické stanoveni receptord nadorowyc h bunék bLE. 2,58 (obé lofiska s identickou positivitow)

ER Lakwision SP1, PR Lalwision SP2 KIET MIB1. DakO anti-Her-2 -polyklonalni.

ER: 96% histoskore 167 (rozrmezi 0-400)

PR: 100% histoskore 213 (rozrmezi 0-4000

Stanoveni c-erbB2; DAKO: 2+

Proliferacni antigen KFGT: 23%

Axilarni Wrafatic ké WEliny positived (259, mikrometastazy o mad. rozmeérd 1,5 mm, bez transkapsularni invaze.

Zaver:

Bifokalni irvazivni duktaln karcinom G |1, se stfedni positivitou ERVPR, stiedni proliferadni aktivitou, Her-2 positivni (2+) -
doplnime FISH wydetfeni. Angioinvaze nezackhycena. Min okraj dorsaing 0,2 mm.

Axtilarni Werfatic ké W= liny positivhi (209, mikrometastazy o s rozmér 1,5 mim, bez transkapsularni invaze.

KLASIFIKACE:
topografie(iCO-0-3 1 509, morologle(iCO-0-3) 3500032, oo C509, pTNME: pT e pMmi,

PRIJEM: 14.7.2006 v 7:49 hod
PROVEDEMNO: 20.7.2006v 1217 hod

PROVEDL MUDr. lva Zichova

1. KOREKCE: [3.8.2006 12:19 prim. MUDr. Pavel Fabian]

Z parafinového materialu provedena in situ hybridizace s fluorescenéng znacenou (Spectrum Green) centromerickou
sondou proti chromosomy 17 a lokus specifickou fluorescenéné znadenou (Spectrum Orange) sondou proti genu Her-2ineu.
% oblasti imvaziviiho tumory Byly nalezeny bufiky s dobfe rozligitelmy mi obama tvpy signald, hodnoceno nejména 100
hiunék.

Pocet signal CEP 17 je 2-4, vétSinou 2 na jedno jadro.

Pocet Her-2 signald je 6-12 na jedno jadro, signaly salitami.

Pornér CEPIT : Her-2 je 1:2,20.

Zaver metodou FISH je v invazivnimm karcinormu prokazana (tésné nadhraniény amplifikace genu Her-2imeu.



Jaké informace navic obsahuje
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,sonkologicky" biopticky nalez?

Histologicky typing

Histologicky grading

Staging WHO — TNM Kklasifikace
Resekcni okraje

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



Sumarizace — co u nadorl stanovujeme

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

m Rating - prognostika a predikce ucinku
specifickeé terapie



Histologicky typ

Standardni nomenklatura WHO (ICDO-3):

8500/33 _~ Grade 1 az 3

Morfologie
Napr.

8890 spinocelularni

karcinom
9010 fibroadenom

Biologické chovani

0 benigni

1 nejisté

2 in-situ

3 maligni

6 metastaza

Pathology & Genetics

Tumours of the Breast and
Female Genital Organs
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MEZINARODNI
KLASIFIKACE
NEMOCI

PRO ONKOLOGII

Treti vydani
CESKA VERZE




WAN.O.3 )

€24 JINE A NESPECIFIKOVANE CASTI

.0

C24

€248

249

ZLUCOVYCOH CEST

Extrahepaticky Zlucovod, NS
Vyvod 2lutovy, NS

Ductus choledochus

Ductus cysticus
Vyvod 2liniku

Ductiss hepaticus
Vyvod Juternl

Onddine svérad

Ampulla hepatopancreaticn
Vaterova ampuli
Penampularmi oblast

Piesahujict leze Hutovyeh cest

Porndmka: nddory postihuplcl
inprahepatioke |
eAtrafepanché
Hudovoddy viz ted pocn
aa st 3

Biliarni trake, NS ‘

Zlucové cesty. NS
(25 PANKREAS

Hiava pankreatu

I élo pankreatn

Ocas pankreatu

Vyvod pankreatu

Santonntho vyvod
Duclus pancresticus

Wirsunguy vyvyod

[RLCius pancreaticus accessonus

Langerhunsiy ostruvek
Endokrinmi pankresds

Jine urtené Casti pankreatu
Kréek pankreatn
Collum pancreatis

Presabujici leze pn_nktum
fviz peezat. na st 39)

(259  Pankreas, NS -
Shnivka btisnl, NS

€26 JINE A NEPRESNE DEFINO
ORGANY TRAVICIHO TRAK

C26.0  Intestinalni trakt
Stheve, NS

C26.8  Péesahujici léze traviciho tra
Pozndamka: Nadory organi ir
trakfi. Jerdehd mis
venihu vtz Ko
\ 2adné = polatek
C26.0. fviz ki
na s §9)

269 Cnstrolmulintl:_\l trake, NS
Trdviel Gstrogs, NS

€30 - C39 RESPIRACNI SYS
A NITROHRUDNI ORGAY

(30 DUTINA NOSNI A STREDNI

CMLO - Dutina nosnd N
(repati sem nos, NS CTen)
Vit nos

Naris

Nosni chrupavka

Nosni shenice

Septum nesni, NS
(repatfi sem sadni okrgy sep
nosuho CHE3)

Skofepa nosnl

Vestibulum nasy

C301 Stiednd ucho
Vit ucho
Zyvukoyvod
Tuba auditiva
Eustuchoya trubice
Antrum mastordeam
Cavum tympani

RO52/3  Papilirni dissdicoy ¥ karcinom
Papilami epidermoidni
karcinom

80530 Diazdicovy papilom, invertoy any
80600  Disddicovi papilomatozs
Papilomutdza, NS

80702 Diazdicoy ¥ karcinom in situ, NS
Epidermondni kaccinom (n ity
NS
Intraepidermiini karcinom, NS

Intraepiteliding skvamsozni
karcinom

703 Dlazdicovy karcinom, NS
Epidermoidni karcinom, NS
Dlazdicosy epiteliom

W76 Diaddicovy karcinom,
metastaricky, NS

W3 Dladdicovy Karcinom, rahovéjici,
NS
DlaXdicovy karcinom
velkobunécny, rohoyéiic
Epidermoidnl kircinom,
robovéiici

Diaddicovy karcinom
velkobunéng, nerohovéjici, NS
Dla2dicovy karcinom,
nerohovdjici, NS
Epidermoidnl knscinem,
velkobunéeny, nerohové;icl

3 Diaddicovy karcinom
malobunéény, nerohovéjici
Epidermoidai karcinom.
milobunéény, nerohoy &t

’ﬁmyhrdnem

~ Vhetenobunéing
Epidermoidni karcinam,
vietenobunéiny

 Dladdicovy karcanom,

\ satkomatoidni

Marfolugie
R0753 DlaZdicovy karcinom, adenoidal
Dlazdicovy karcinom,
pseudoglandulami
Dlazdicovy karcinom,
Axantolylicky
80762

Dln2dicovy karcinom in situ se
spornou stromalni invazi
Epidermoidnl karcinom in sity
N spomou stromaini invaz|

80763 Dlazdicavy karcinom,

mikeoinvazivni

80772 Dladdicova Intracpitelialni

80783

§0%072
S081/2

S082/3

neoplazie, stuped (grade) 111
(viz Pravidla kddovani, str. | )
Cervikiin! intrnepiteliilng

neoplazie, vhupes) (2rude) 111
(C53 )
CIN NS (€83 )
CIN 11 5 t&2kou dysplazii
(C53 )

Vagmalni intracpitelialn|
neoplazie, stupen (grade) 111
(C52. )

VAIN I (CS2. )

Vulvamni intracpiteliding
neoplazie, stuped (grade) 111
(Cs1, )

VIN HILCST, )
Analni intrepiteliiing

eoplazie, stupefy (grade) 111
(C2L1)

AINHLC21.1)

Diazdicovy karcinom s tvorboy
wrobu"

Queyratava erviroplazie (Col). )

Bowenova nemoe (€44, )
Intracpidermiini dlz2dicos y
kircinom, Boweniy byp
()

Lymfoepitelovy Karcinom
Lymfoepiteliom
Lymivepiteliomy podobny

karcinom

Sehmincketv nador (C11.



Histologicky grade

Odhad ,stupné malignity", , diferenciace"
V praxi = konvencni morfologicka kritéria, lisi se podle lokalizace a

morfologie nadoru

m Karcinom prsu: tubularni formace, jaderna polymorfie, mitoticka

aktivita

m Sarkomy meékkych tkani: podobnost vychozi bunce, nekrozy,

mitoticka aktivita

Folikularni lymfomy: zastoupeni ,, vétsich bunék™®

Prostata: Gleason skore

1 4

Low Grade

= 0.8 -
% Intermediate Grade
B 0.6 -
2 NSBR Grades :
= . High Grade
=2 0.4 -
e 4
=
o - _
02 4 P = 0.0001
0 S — —
0 B 10 15

Years Since Breast Cancer Diagnosis



TNM a klinické stadium

«Qﬁ International Union Against Cancer
T(umor) N(odi) Metastases TN
m Tumor: nejéastéji kombinace velikosti a KLASIFIKACE
1 A ZHOUBNYCH
anatomickeho rozsahu e
m Uzlinové metastazy: ano-ne, pripadné pocet a Zests vydani

lokalizace s

CESKA VERZE

m Vzdaleneé metastazy 2004
Bez prefixu: klinicka, prefix p pooperacni ...

Klinické stadium: urcité kombinace TNM,
rimské Cislice I-IV

Napr. pT1 pNO pMO stadium I
pT1-2 pN1 pMO stadium II
jakékoliv pT jakeékoliv pN M1 stadium IV

STAI

— A
2

3
—a

olo L L L L L
O 204060801020
Time



Strukturovana data - priklad

ICDO-T: C504 ICDO-M: 8500/31 TNM: pTic pNO RO

Prs, zevni horni /
neurceného

Grade I
typd Velikost 11-20
v : mm Lymfatické
Dalsi strukturovana data: ugliny negativni
Stav hormonalnich receptord Resekéni
Proliferace okraje Ciste

Stav onkogenu HER2



Prognosticke a prediktivni parametry

Prognoza = pravdépodobnost
bezpriznakoveého preziti po definovanou
dobu

priklad: klinické stadium nemoci (anatomicky rozsah)
mutace K-ras (biologicky, horsi prognéza)

Predikce = pravdepodobnost priznive
odpovedi na urcitou lecebnou modalitu.

priklad: pritomnost estrogenového receptoru (odpoved’
na antiestrogeny)

mutace K-ras (mutovany neodpovi na anti-EGFR
cilenou lécbu)



Progndza, predikce odpovedi na cilenou
lécbu
Faktory ovliviujici indikaci ,,necilené"™ l1ecby: prognosticke
eKlinické stadium
eHistologicky typ
eHistopatologicky grade
Faktory ovlivnuijici indikaci ,,cilené" l1ecby: prediktivni
Pritomnost cilovych struktur:
eHormonalni receptory
e Tyrosinkinazy (napr. rodina EGFR, c-kit)

ePritomnost specifickych mutaci (napr K-ras, B-raf V600, EGFR, c-
kit)



Biologické prediktory, rating

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

m Mutace K-ras u karcinomu tlustého streva
||

Urcuji nékdy i odpovéd na specifickou (tzv. ,biologickou nebo
cilenou" lécbu

S uwar~i~ral S uwar~si~nral S uwarsi~ra=al

—F

O-h L L L L -
[ p=d—R S-S o) Ja Je=J @]
Tirnme




Jenze to neni tak jednoduché

Prognosticke a prediktivni parametry spolu navzajem koreluji
Lécba muize vse ovlivnit..

Survival Hot

Survival Hot
1.0
0.8} - |
C
2 5
S 06} - B |
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(@] —
> [ _ (@]
s 04 S 04F =
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i @
02 7 HER?2 02+ - HERD
0.0 1 1 1 1 1 — 2 0.0 | | 1 | | 2
0O 20 40 60 8 100 120 0 20 20 80 8 10 120

Time

Bez chemoterapie S chemoterapii



K cemu je to dobré

Indikace onkologické lécby
Sledovani epidemiologie nddorl a Uspésnosti IéEby nebo
diagnostiky

s Vyzkum, klinické studie

C18 - ZH tlustého stFewva C58 = ZH przu, Zeny

Wiuoj v Caze Wowoj v Gaze
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K cemu je to dobré

s  Molekuldrni klasifikace nadord

,Cancer genome project" http://icgc.org/

[ |
Network — Nature

Supplemental Figure 17

a 463 Breast Carcinomas
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Figure 17.

g pathway identified using PARADIGM. a) Heatmap display of top 1000 varying pathway features
within PARADIGM consensus clusters. Samples are in order of their cluster and PAM50 subtype, methylation, copy
number, microRNA and RPPA cluster membership assignments, ER, PR and HER2 status, tumor size, node status and mutation status for 7753,
PIK3CA, GATA3, MAP3K1 and MAPK2K4, for each sample is displayed below. For each variable, the p-value from the x2 test of associations with
consensus clusters was displayed. Selected pathways showing distinct activation patterns among the consensus clusters were labeled (vertical
orange bar). b) Differentially activated pathway features between Basal-like and Luminal (A+B) breast cancers. Largest interconnected regulatory
i cti IPLs is di with metwork hubs showing interconnectivity > 20 edges labeled. Larger views of the HIF1
JARNT, MYC/MAX, and FOXA1/ER hubs are shown as insets.. Color intensity reflects activity differences between subtype (red: higher in basal, blue:
higher in luminals). Purple arrows denote activation. Green teess represent inhibition. Node shapes reflects pathway concept type (inverted v: abstract
concept, diamond: complex, circle: protein). Node size is scaled to the significance of differential activation. ¢) Differentially activated pathway features
between Luminal A and Luminal B breast cancers. Largest interconnected requlatory subnetwork of differentially activated IPLs is displayed, with
network hubs showing interconnectivity > 15 edges labeled. Alarger view of the MYC/MAX, MYB, FOXM1 and PLK1 hubs are shown as insets. Color
intensity reflects activity differences between subtype (red: higher in Luminal B, blue: higher in Luminal A). Purple arrows dencte activation. Green
tees represent inhibition. Node shapes reflects pathway concept type (inverted v: abstract concept, diamond: complex, circle: protein). Node size is
scaled to the of differential i

Mapovani drah a ,druggable targets"The Cancer Genome Atlas

s ! = L - L = L =
Supplemental TabldlB. List of potential drug targets based on somatic mutation and DA copy number changes.

No. of No. of

Gene Candidate Drugs Mutations Patients Mutation Domain of the Mutations
|| Kinase Extracellular  Cther
| Ay # overall mutations
| Awg overall mutation rate
| Ay # of non-silent mutations
| Awy non-silent mutation rate
| # hypermutated samples

Tyrosine Kinases
|EGFR Gefitinib, Cetuximab, others 5 5 T273A, E2682, 05265, TR47K, H1062P 1 3 1

EREB2 Lapatinib, Trastuzumab, others 8 7 [LE?S;ESSV\(I?'R[;E;%—;' VTTTL, VBAZI, G094, 5 5 y

Fo4L, @153, D297Y, 1355, A37TEP, L7GIY,

ERBE3 M2, MM-T1 | AMGESS 3 9 Lrasv, TI183P, E1261A > 5 5
|ERBB4 Lapatinib, Meratinib 5] B D73v, P172R, GSOOE, T703K, E1205K, P12925 1 3 2
KT 5 5 P3ET, I39M, 219V, A280Y, G432E [a] 5 1]
|PDGFRA Irnatinib, Masitinib (AB1010) 3 3 571K, RE22H, RI31P 2 0 1
|PDGFRE 2 2 D453E, R437H 1] 2 1]
—iga Imatinib, Dasatinib, Nilotinib ; g ;;;y"l“:;“z-fﬁm-v"‘”s S ra 3
:DDR‘Z Imatinib, Nilotinib, and Bafetinib |1 B 51231, E361D, A407P, KE16M, S674Y, R752H 3 3 o
|DDR1 (INNC-408) 1 1 EE18G: 1 1] 1]

FGFR2 4 4 NSS0K (3), S588C 4 0 0
i FGFR3 Dovitinib (TKI258), AZD454T 1 1 PEEES 1 0 0
|FGFR4 3 3 E326K, A484T E7411s 2 1 1]

Ak . N 2 2 GEOIVY, K10900 ) na a
T tofacitini -| \ . . P
A2 raxolitinib (NCBO18424. f 5 5 wa4r LESP, R115], ¥132¢ NEd6ts 1“ na 4
A3 INC424) 2 2 F110fs, R741Q 1 na 1

TYKZ 4 4 1843 (2), L443V, E437K 2 na 2
|| ALK 3 3 (GB43R, R1275*, FGMI1271in_frame_dell 2 1 1]
|ROS1 Crizotinib 5 5 S551F, ES96K, £41+2, N2234K, T2266R 1 2 2
LT 1 1 E374D 1] 1 1]

R412G, G2250, (RS359In_frame_delP+
MET Foretinib, Tivantinib (ARQ 197), 3 3 a3 in_irame_déh W3621z) 0 3 i
IMeTIR MethAb (PRO143966) ] I RE45Q ] i 0
|SeuThr Kinases
|AKT 12 12 E17K (11),L52R 0 na 12
|AKT2 Mk2206 1 1 E356K 1 na o
|AKT3 3 3 RE6*, P3104, 5375 2 na 1
|BRAF vermurafenib 3 3 KE98R, L5375, E309° 2 na 1
|CDK4
|CDKB PDO332991 1 1 H139a
| Cyelin D1 1 1 2600
| PIK3CA Pathway
Mozt common mutations st codons 345, 542,

|Pikaca 205 8 gus 1097 106 100
Most common mutations in region of 456-469 and

| Pll3R1 BkW120, GDC-0241, and others 14 14 564-575

|PIK3R3 1 1 L326R
e5-1, ef+2, e6-2, E285ts, T319fs,

|PTEN 18 17 HYB4in_frame_del, K128M, K265

|INPP4BE 4 4 (35540, R382Q, QI347E, GZ20R

BRCA1 or 2 mutations
|BRCAT Germling Cisplatin, Carboplatin, PARP 13 13 MWariy nonsense, frameshift, or missense
|BRCAT Samatic inhibitors 7 7 mutations
|BRCAZ Germline Cisplatin, Carboplatin, PARP 14 14 Many nonsense, frameshift, or missense

BRCAZ Somatic inhibitors 10 10 mutations



http://icgc.org/

K cemu je to dobré

Proteinatlas http:/proteinatlas.org

HUMAN PROTEIN ATLAS* Seersr_|Fields »

ABOUT & HELP

AGR2 o
SUBCELL | CELL LINE L".--.T\ICE‘I‘Q
GENE/PROTEIN ANTIOBODY STAINING OVERVIEW
ANTIBODY/ANTIGEN Antibodies in assay HPADDT912
Tissue presentation order Call type Alphabetical Level of antibody
TISSUE ATLAS staininglexpression
.
Liver Hepatocytes O Bone marrow Hematopoietic cells O
A= Liver Bile duct cells O 5 Lymph node Germinal center cells O Lo
'G ': Dictionary ¥ Galbladder Glandular cells ] Lymph node Mon-germinal center cells O Not detected
Pancreas Exocrine glandular cells = Tonsil Germinal center cells O
Pancreas Islets of Langerhans O Tonsil Non-germinal center cells O
Tonsil Squamous epithelial cells =
Qral mucosa Sqguameus epithelial cells O & Spleen Cells in white pulp O
Salivary gland Glandular cells O & Spleen Cells in red pulp O
Esophagus Squamous epithelial cells O
s Stomach 1 Glandular cells -] Cerebral cortex Neuronal cells O
%, Stomach2 Glandular cells ] Cerebral cortex Endothelial cells O
4 Duodenum Glandular cells -] Cerebral cortex Glial cells O
&) smallintestine Glandular cells ] Cerebral cortex Neuropil O
Bs Appendix Glandular cells ] Hippocampus Neuronal cells O
“ Appendix Lymphoid tissue O Hippocampus Glial cells O
B colon Endothelial cells O Lateral venricle Neuronal cells O
#: Colon Glandular cells ] Lateral venricle Glial cells O
éﬁ Colon Peripheral nerve/ganglion O @ Cerebellum Purkinje cells O
Rectum Glandular cells [} Cerebellum Cellz in granular layer O
@ Cerebellum Cells in molecular layer O

Kidney Calls in glomeruli [N Endocrine glands

Kidney Cells in tubules = Thyroid gland Glandular cells O

+.  Urinary bladder Urothelial cells ] Parathyroid gland Glandular cells O

Adrenz] gland Glandularcels [
Testis Cells in seminiferous ducts O

Testis Leydig cells O Nasepharynx Respiratory epithelial cells |

Epididymis Glandular cells ] 4 Bronchus Respiratory epithelial cells -]
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Sample 1
(4 FPKM: 615.4

Cell types %
Glandular cells: 60
Smooth muscle cells: 5
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Prostate cancer
Ovarian cancer
Cervical cancer
Endometrial cancer
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Head and neck cancer
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Glioma
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Summary

Validation

HUMAN PROTEIN ATLAS®
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Adenocarcinomas and urothelial cancers were strongly stained. Remaining malignant cells were in general negative.

Supportive: One antibody yielding a staining patiern which is consistent with gene/protein characterization data
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The Hurnan Protein Atlss project is fun
by the Knut & Alice Wallenberg founda
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Patient id: 3302 i
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Quantity: 75%-25%
Location: cy i
Click images for details
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Jak ma vypadat sestava biologického
materialu k vyzkumneému pouziti

Epidemiologicky reprezentativni (prutezova,
~konsekutivni*) - k evaluaci jevu nebo biomarkeru

Nebo naopak velmi cilena (= uniformni ve vSech
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



Priklad mozného postupu

Diferencialni screening na malé sestave které se lisi ve
pokud mozno jen v jednom zasadnim parametru

(nador x vychozi nenadorova tkan, karcinom in situ x
invazivni, nador s metastazami x bez nich, nador
odpovédél na lécbu x neodpovédeél). Ostatni
parametry musi byt pokud mozno srovnané !

Screening nékterou z ,high througput"® metod
(genomicka, proteomicka..)

Pokud se najdou rozdily evaluace na dostatecné velkée
retrospektivni sestave.

Pokud to vyjde, hledani jak nalezeny ,,cil* ovlivnit
Pokud se najde Iék, nutno overit



MUze nasledovat

Ovéfeni rozdilnych proteinld na TMA, stovky pacientu
Mapovani drah

Jdou drahy ovlivnit ? Malé molekuly nebo protilatky ?
In vitro studie

In vivo studie — xenografty

Studie faze I az III



Zaverem

Lidsky biologicky material ma v onkologickém vyzkumu
zasadni ulohu a je nenahraditelny

Data o prub&hu onemocnéni jsou jeho neoddilnou
soucasti

Zatim se bohuzel v CR malo sbira a archivuje
Nicmene se to uz pomalu méni ..

Dekuji za pozornost !



