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= Hlavnimi ukoly moderni patologie se
V. soucasnosti stavajl, krome vysoce
presne diagnostiky a urceni
etiopatogeneze nemoci na molekularnr,
submikreskopicke urovnl, take urcent,
riespektive odhad pregnozy hemoci,
predikece reakee na lechu a moenitorovani
ZMER V. prubenu lechy



= techto ukolu nelze doesahnout klasickymi
metodami patologie

= potreba zavadeni novych metod
= [Dominantni reli hraje:
- moelekularni patoelegie

Tlak se stava z oboru morfologickeno obor
kemplexni



Komplexnost oboru
patologie zvlaste

V. onkologicke oblasti
dokazujit napriklad
nejnovejsi edice
klasifikace nadoruidle
WIHO), kde nezbytnou
soucasti diagnostiky: |so
nejen udaje
makroskopicke a
mikroskopicke, ale take
Udaje vychazejicl

z moelekularni bielogie a
cylogenetiky
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= Prognozou - rozumime odhad dalsiho
prubéhu onemocnéni bez ohledu na
pripadnou lecbu

= Predikel - rozumime odhad prubehu

onemocheni v zavislosti na konkretni
lecbe



= Objevuji se pojmy ,prognosticky
znak/marker® a ,,prediktivni
znak/marker".

= Proto se V. posledni dobe zacal pouzivat
vyraz ,prognosticka a prediktivni
patologie”.



= 1) Mezi znaky souvisejici s nadorem patri:

. - Jako |sou grading a staging
velikost leze, charakter invaze (perineuralni
sireni, angieinvaze) ci usporadani nadorovych
bunek (papilarni, tubularni, solidni, atd.)

- ;' Jako jsou zvysene hladiny
prostatickeho specifickeno antigenul (PSA), a-

fetoproteinu (AFP);, karcineembryenalniho
antigenu (CEA); atd.



2) Mezi znaky souvisejici s pacientem patri:
: Jako je vek (u vetsiny

nadoru je se vyrustajlmm veEkem prognoza

horsi), pohlavi CI socioekonomicka situace

ztrata
telesne hmotnostl, stav. imunitniho systemu,
teploty, infekee a pripadna dalsi onemocneni
(naprikiad pritomnost paraneoplastickeno
syndremu)

;' recidiva naderu (zhersujici
prognozu), pritemnost ¢i nNepritonmnost
nadorul V. resekeni linil poroperacnin Viy/kenu,
ychloest a dostupnost adekvatnitlechy, atd.



= 3)Mezi znaky souvisejici s okolnim
prostredim
(chemickych, fyzikalnich it biochemickych-
|akoi jsou naprikliad nadmerne slunecni
zareni, znecisteni prostredi, atd.)



- oznacujeme stupen jeho predpokladane agresivity a
diferenciace.

= Grading je zalozen na hodnoceni stupné diferenciace a proliferacni aktivity
bunek.

= P¥i stanoveni diferenciace bunky se opirame o

- - nukleoplazmaticky pomeér (vzrusta s mirou

u anaplazie),

= - velikost ai pravidelnost bunky.

= - schopnost formovat urcite struktury (napriklad

= zlazove tubuly)

o - stupen| kohezivity: (soudrznoesti) s ostatnimi bunkami
- - pritomnost Ci nepritomnost jaderka ci vice jaderek.




Proliferacni aktivitu lze v béznych
histologickych a cytologickych: preparatech
sledovat ruznymi metodami

- nejcasteji stanovenim mitotickeho indexu
- Imunohistochemickymi metodami (PCNA,
KIGT).

Na zaklade gradingu se nadory rozdeluji do
4 skupin podle narustajiciho stupné
anaplazie (grade, G1-G4).



Hodnoceni stagingu se deje podle tri kriterii —
takzvany TNV system.

I znamena stanoeveni primarni lokalizace
tumoru

N urcuje postizeni lymiatickyeh uzlin

VI hednot! pritomnost metastaz.

Stupne postizeni [Soul urceny: AUMEericky.
PRO DIAGNOZU PATOLOGICKOU



\/ posledni doebe je snaha, aby se urceni
potencialniho biolegickeho chevani nadoru
opiralo nejen o morfologicke znaky, ale 1 o
znaky stanovene molekularne-biologickymi
metodami

- napriklad stanoveni exprese onkogenu

- stanoveni diferenciacnich markeru

- analyza cytegenetickychizmen a zmen
epsahu DINA

- stanoveni markeru angioneegeneze, atd.



Jak Jiz bylo zmineno, patologie jiz neni oborem vyhradne
morfologickym, a proto je spektrum informaci ziskanych
z vysetreni tkani' podstatne sirsi.

Krome vyznamul prognostickeno: a prediktivnihe maji
tyto informace (souvisejici napriklad s bunecnym cyklem
a apoptozou) vyznam:

- v casne detekci a diagnostice nadoru

- pri stanoveni citlivest nadoeru naiterapli

- pri sledovani efektivnosti lecby

- prifanalyze protinaderoveho efektu nevyeh

potencionalneé ucinnych latek atd...



Soucasnym trendem v diagnostickem procesu je snaha
0. €O nejmensi zatez pacienta, tedy snaha ziskat

z minimalnihe mnozstvi odebrane tkane maximum
Informaci.

Z jednoho vzorku tkane lze ziskat informace tykajici' se:

- metoedou kiasickeho histelogickeno barveni,
histochemie, elektronove mikroskopie, atd.



= jmunofenotypu
- metodou Imunohistochemie

n situ hybridizace, FISH atd.




Moznost analyzy interfaznich
chromozomu (nevyzaduje
kultivaci bunék a pripravu
metafazickych chromozomu)
Detekce polysomii,
translokaci, inverzi, deleci

Interpahse cells showing trisomy
21 (red), top, and triploidy for chrom
13{green) and 21 (red), abowve.

FISH

Multi color FISH/ high resolution banding
kombinace fluorochromu

MetaSystems - isis -

Complex rearrangement involving chromosomes 2 and 5 analyzed
with XCyte5 mBAND probe kit. Original tetraploid metaphase
spread exhibits two normal chromosomes 5, two chromosomes 5
with an interstitial deletion, and two chromosomes 2 with different
insertions of chromosome 5 (Specimen kindly provided by Prof. M
Lessard, Brest, France) . yww.metasystems.de



molekularnich alteraci
- metodou PCR, sekvencovanim,
- komparativni genomickou hybridizaci, atd.)
komplexniho funkeniho profilu
- protein and gene micro-arrays:, atd.

Komplexnost ziskane informace a aplikace takoveho
Spekira metod vyzaduje zmeny v pristupu pri zpracovani
a uchovavaniitkanevychi vzoerku, prilzpracovani vysledku
a V. nepoesliedniirade zmeny: V. uvazevani
diagnostikujicihe lekare.

INesmime zapoeminat ani narseuhlas; pacienta



= Pro pacienta I diagnostikujiciho lekare
zustavajii dulezitym etickym problemem i
otazky: ,viastnictvi® genetickeho materialu
a otazky pravnit zodpovednosti plynouci z
iInformaci' ziskanych na zakladé vysledku
molekulame-biolegickyeh vysetreni
(prescreening, prenatalni: diagnoestika).



Metodiky: Ize rozdelit na :
- metodiky pouzivane bezne
- metediky peuzivane nedostatecne
- metoediky, ktere budeu peuzivane v nejblizsi
pbudoucnosti.



Urceni proliferacni aktivity: (imunohistochemicke
stanoveni Ki67, PCNA)

Stanoveni' DNA ploidie (pocitacova obrazova analyza,
prutokova cytometrie)

Stanoveni' diferenciacnich markeru (CD), onkoproteinu,
onkofetalnich antigenu (imunohistochemie, prutokova
cytometrie)

Stanoveni exprese receptoru pro rustove faktory a
normony: (steroidni’. hermony, c-erbb-2...)
(Imunehistochemie)

Stanoveni chremozomalnichi peruch — predevsim V.
hematoonkologii (FISH, CGH)



Stanoveni exprese proteinu zapojenych do
regulace bunecneho cyklu a apoptozy
Stanoveni exprese proteinu regulovanych
rustovymi faktory a hormony

Stanoveni apoptotickeho (nekrotickeho) indexu
pro moniterovani prubehu lecby

Stanoveni' exprese proteinu zapojenych do
mnohotne Iekove rezistence (MDR,
multiarug resistance)



= Stanoveni exprese klicovych nadorovych
supresoru, |ejichz exprese souvisi s cinnosti
reparacnich mechanizmu

= Stanoveni exprese produkiu genu odpovednych
Za reparaci chybneho: parevani

= Stanoveni exprese proteinul zapojenych do
iegulace cytochromu P-450



= Tkanove ,micro-arrays (tkanove mikrocCipy)
= DNA ,micro-arrays® (DNA mikrocCipy)

DNA sekvence (array)
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= Klinicky se stanoveni prognostickych a
prediktivnich znaku nej¢astéji pouziva u

. Karcinomu plic

0 Karcinomu zazivaciho traktu

. Karcinomu mlécné Zlazy

- nadoru CNS

- karcinomu urogenitalni oblasti

. hematologickych malignit.



Mezi nevyznamnejsi prognosticke faktory u
NSCLC patri

Stanoveni aktivace onkogenu (ras, myc, bcl-2)

Ztrata ¢ mutace nadorovych supresorovych
genu (pRb, p53; p16)

\Vyznam ma staneveni DNA ploidie (diploidni
tumory maji lepsi prognozu nez tumory.
aneuploidni)

Dulezitoul roli' hraje take stanovenii exprese
EGER (receptor pro epidermalnifrustovy fakior).



Dobrym prognostickym a prediktivnim znakem u NSCLC
mohour byit:

znamky neuroendokrinni diferenciace
(imunohistochemicky prukaz exprese chromograninu,
neuron-specificke enolazy a Leu-7,
elektronmikroskopicky: prukaz neuroendokrinnich ,,dense
core” granul)

\/ posledni' dobég je za dulezity prognosticky znak
POVazovana angioneogeneze

moriometricky: hodnoecena denzitai cev,
Imunohistochemicka detekee faktoru Vill., CD34,
nestinu;, atd.

Ukazuje se, ze uNSCLC koreluje mira angioneegeneze
S, hersi pregnozoul



" Kromé klasického stagingu (TNM) a nékterych
biochemickych hodnot (elevace LDH a neuron specificke
enolazy v seru jsou znamkami Spatne prognozy) jsou
V. soucasne dobe testovany i nektere molekularne-
biologicke faktory

= papriklad proteiny zahrnute do vyvoje mnohotne lekove
rezistence, inhibitory cdk jako jsou p21WAF1/CIP1' a
P27KIP1, atd

= yetsSina z nich vsak patrit do kategorie faktoru intenzivne
studovanych a\V kllnlcke praX| nejsou ve vetsi mire




= Obecne Ize ale konstatovat, ze vyznam vetsiny techto
faktoru byl objeven v souvislosti se studiem vyvoje
nadorui zazivaci roury. Typickym prikladem je
vicestupnovy proces vzniku kolorektalniho karcinomu,
na nemz se Vv jednotlivych krocich podilif alterace gent
kodujicich proteiny MYC, RAS, p53, MCC (,mutated in
colorectal cancer "), DCC (,,deleted in colorectal cancer),
APC (,adenomatous polyposis) a defekty opravnych
mechanizmu (,microsatellite instability™).

= Geneticke zmeny. Ul familiarnichi ferem kolorektalniho
karcinemu zahrnuji alterace genu kodujicich APC a
HNPCC (hereditary nen-polyposis colon cancer ).



= Na vzniku karcinomu GIT se téz podili mutace genu
kodujicich rustove faktory: a jejichi receptory (PDGF,
EGF, TGF, EGFR,...), alterace cyklinu D, poruchy
adheznich molekul, atd.

= \/ patogenezi malignichinadoru GIT nelze opomenout
ani  rolilonkogennich virui jako je EBV, HBV a HCV.
\/zhledem k tomu, ze zmeny: exprese jmenovanyeh
znakul se podilina vzniku naderu, lze jejich prukaz
pouzit nejen k Ucelum: prognozy a predikce, ale take
K moniteroevani rizika vzaikur malignity resp. k jejir casne
detekael.



= Problematika prognostickych: a prediktivnich faktoru u
karcinomu mlecne zlazy je velmi siroka

= Podobné jako u karcinomu GIT je vyvoj karcinomu
mlecne zlazy vicestupnovy proces (normalni zlazka —
hyperplasie — dysplasie [atypicka lebularni/duktalni

nyperplasie] — adenom — karcinom)

- st
B




Nejcasteji studovanymi znaky jsou prukazy zmen
exprese proteinu :

P21RAS

MYC

PO3

BRCA 1,2,

stanoveni exprese a amplifikace c-erbB-2
(HER2/neu)

stanovenii exprese estrogenovych a
progesterenovychireceptoru

stanoveni proliferacnit aktivity

exprese BCL-2



= Zajem neuropatologu, molekularnich; patologu:a

neurochirurgu o prognostic

K€ a prediktivni

faktory v oblasti tumort CNS se tyka predevsim

astrogliomu, a to vzhledem

K tomu, ze jsou

nejcastejsimi primarnimi hadory CNS (cca 40%).

Bylo zjisteno, ze u astrocytarnich nadoru

dochazil k mnoha speciiickym chromozomalnim
aberacim (naprikiad delece chromoezoemu 9p,
10g, 11p, 130 ata.) s naslednymi zmenami

exprese genovych produktu.

INektere tyio

mutace mohou mit signifikantni vztah k
prognoze a k biolegickemu chevani.



\/ praxi se nejcasteji resi nasledujici otazky:
Odliseni reaktivni gliozy (nenadorovy proces) od

astrocytomu nizke malignity (low grade astrocytom, dale
LGA). Pro LGA svedci napriklad pozitivita exprese p53.

Prechod LGA do sekundarniho vysoce maligniho
astrocytomu (high grade astrocytom, glioblastom, dale
HGA). Pro prechod do HGA muze mimo jine svedcit
Vy/Soka exprese proliferacniho markeru KiG7.

Ur€eni’ prognostickych a prediktivnich faktorti u LGA a

HGA (SAMS klasifikace, imunohistochemicke stanoveni
exprese PTEN, MDM-2, p53, EGER, atd.).



= Jde opét o velmi Sirokou skupinu nadoru se specifickou

v OO 4

= je dulezita rutinni typizace
lidskych papilomavirt (HPV) ruznymi metodami

k prukazu typu viru predstavujicich vysoke riziko vzniku
karcinomu (typy 16, 18, 31, 33, 39).

Human Papillomavirus 16 L1

[T=7d) capsid Model

papllomavine capid. £




U Se na prognoze podili mutace
EGER, p53 a zmény: ploidie.

U jsoui za potencionalni debreé indikatory
prognozy/predikce povazovany zmeny exprese androgenovych
receptoru, zmeny exprese inhibitoru cyklinidependentnich kinaz
(cdk) proteinu p27KIP1 a p21WAF1/CIP1, alterace a nasledne
zmeny exprese nadorovych supresoru pRB a p53, alterace proteinu
cytoskeletu (cytokeratiny, E-cadherin, atd.), alterace receptoru pro
rustove faktory (EGER) a také zmeny apoptotickeho  indexu.

Normalni prostata Karcinom prostaty

androgen-independentni




= Poznani- moelekularnichs mechanizmu vedoucich
kK hematologickym malignitam; patrne pokrocilo
nejdale.

4 U se naprikiad
bezne pouziva CD typizace, detekece
chromozomalnich aberaci (translokaci),
stanoveni' proteinu bunecneho cyklu a apoptozy
(naprikiad imunohistechemicky: prukaz exprese
BCIL.-2 ulfelikularnich lymiemur edlisujici maligni
lymiom od folikularnit hyperplasie).



= \/etSina znaku stanovenych pomoci molekularne-
biologickych a cytogenetickych metodik je soucasti
standardniho diagnostickeho procesu a je
zaimplementovana do nejnovejsich klasifikaci
hematologickych malignit (REAL klasifikace, WWHO
klasifikace).

= \/ nekterych laboeratorichi se take rozvi|i testovani /n vitro
citlivesti na cytostatikar a analyza proteinu ovlivaujicich
mnohoetnou lekovou rezistenci (MDR)

= Pro monitorovani prubehuilechby: je take dulezite
sledovaniizmen exprese nekterych proteinul regulujicich

bunecny cyklus a apoptozu (pRB, p53, p21WAE1/CIP1,
P27KIP1, atd.).



= \/ rutinni patologii se v: soucasnosti ebjevuji
pristupy, jez byly dosud demenou biologie.

= \/ teto souvislosti nelze opomenout ani zvysujici
se podil pocitacovyeh technologii a vyraznou
diverzifikaci personalu (stale se rozsirujici pocet
vysokoskolsky vzdelanych pracovniku
nemedicinskeho smeru).

= Tyio vsechny pozadavky vedou k vyssi financni
zatezl modernichi pracovist: a mnohdy: |e treba
zhodnetit tzv. ,,cost-efiectivenes: planovanych
Vy/setreni



Prognosticka a prediktivni- patelogie sebou
prinasi take cetne problemy metodicke
(dostupnost materialu, laboratorni vybaveni),
problemy. ,interpretace” vysledku a problemy.
eticke).

Perspektivy prognosticke a prediktivall patelogie
Ize videt v nekolika rovinach: v oblasti metodicke
dojde z rutinnimu zavedeni velmii vykonnych
metod jako Jsoul tissue arrays” nebo DNA
cipoval technoelegie, sve uplatneni take najdou
metody mikrodisekce:



\/ oblasti aplikace vysledkt dojde patrne
K tesnejsimu propojeni prognosticke a
prediktivni patologie s nejmodernejsimi
lecebnymi postupy (terapie pomoci
monoklonalnich proetilatek, genova terapie, nove
pristupy: v hermonalni' terapir)

\/ oblastil eticko-pravni dojde zcela jiste

K vyreseni mnoha nejasnych i spoermych eblasti
(tak, jak se te naprikiad zdarilo: pri zavadeni
futinpich transplantaci)



Dekuji za pozornost



	Prognostická a prediktívní medicína
	Moderní patologie
	Moderní patologie - pokračování
	Moderní patologie - pokračování
	Prognóza a predikce 
	Markery
	� Základní rozdělení prognostických a prediktivních znaků� 
	Základní rozdělení prognostických a prediktivních znaků - pokračování
	Základní rozdělení prognostických a prediktivních znaků - pokračování
	Morfologické znaky
	Morfologické znaky- pokračování
	Staging
	Molekulárně-biologické metody
	Prognostická a prediktivní patologie
	Prognostická a prediktivní patologie
	Prognostická a prediktivní patologie
	FISH
	Prognostická a prediktivní patologie
	Legislativa
	Praktické použití metodik v prediktivní a prognostické patologii
	Běžně používané metodiky
	Mezi metodiky používané nedostatečně patří:�
	Metodiky používané nedostatečně pokračování�
	Mezi metodiky, které budou používané v nejbližší budoucnosti patří:�
	 
	Nejvýznamnější aplikace prognostických a prediktivních znaků
	Prognostické a prediktivní znaky u �NSCLC� 
	Prognostické a prediktivní znaky u �NSCLC�
	Prognostické a prediktivní znaky u SCLC 
	Prognostické a prediktivní znaky u karcinomu GIT
	Prognostické a prediktivní znaky u karcinomu GIT - pokračování
	Prognostické a prediktivní faktory u karcinomů mléčné žlázy
	Prognostické a prediktivní faktory u karcinomů mléčné žlázy - pokračování
	Nádory CNS 
	Prognostické a prediktivní faktory u�astrogliálních tumorů
	Prognostické a prediktivní faktory u karcinomů urogenitální oblasti 
	Prognostické a prediktivní faktory u karcinomů urogenitální oblasti
	Prognostické a prediktivní faktory u hematologických malignit
	Prognostické a prediktivní faktory u hematologických malignit
	Závěr
	Závěr - pokračování
	Závěr - pokračování
	Slide Number 43

