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XX. szazadi technologiak

Makroszkopia (inditas)

Citologia

Szovettan

Citokémia
Immunhiszto/citokémia
Electronmikroszkopia
Molekularis biologia

Molekularis genetika
XXI. szazad.
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Pathologiai diagnosis

Klinikai Laboratorium
Orvosi Mikrobiologia

Pathologia - Anatomical pathology (+ clinical pathology)
- Molekularis pathologia

Cytologia — ___ MORPHOLOGIA
Histologia —

Immunohisztokémia
Flow Cytometria
Molekularis pathologi
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Vizsgalati anyagok

L MUtéti preparatum

U Biopszia - szOvethenger/darab
4 Sejtek - CYTOLOGIA

& Folyadékok

U Emberi test

.  Semmelweis Egyetem
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A pathologus munkaja

L Szovettani mintak elemzése, diagnosis,
vélemeény

& Cytologiai vizsgalat - sejtek morphologiaja

& Specidlis vizsgalatok végzése: dg. pontositasa

& Korboncolds elvégzése, értékelése

&, Oktatas

& Tanacsadas (szoban is!!!)

. Semmelweis Egyetem
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A daganat terapia komplexitdsa  Csapatmunka- ONKOTEAM

AAA: Amicability
Availability
Affinity

P4

Predictive
Preventive
Personalized
Participatory
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Biopszia indikaciok

Diffus/multifocalis eltérések

— Folyamat etioldgiajanak tisztazasa

— Szisztémas kezeléshez szukséges paraméterek
meghatarozasa

Solitaer eltérések

— Etiologia, dignitas tisztazasa

— MUtéti kezeléshez szukséges paraméterek
meghatarozasa

Semmelweis Egyetem
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Biopszia tipusok

% Citologia
- Kefe
= Folyadék
=\/ékonytl aspiracios
& Szoveti mintavétel
= Excisios (direkt, nyilt mUtéti, video asszisztalt)
=\astagtl (core)
=Endoszkopos

S Semmelweis Egyetem
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Metszetek: 2 Dimenzidban !!

Biologiai strukturdk: 3 Dimenzioban !!
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Invaziv carcinoma -cervix
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Rutin eljaras szovettani vizsgalat soran

1. Makroszkopos vizsgalat -
,inditas”

2. Kivagott szovetdarabok fixalasa

3. Lemetszés

4. Festés

5. Vizsgalat

.  Semmelweis Egyetem
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Szovettani mintavétel

& Eredménye: METSZET

& Technika ua. mint rutin szovettan esetében,
tehat nincs azonnal diagnoézis (min. 24 ora, de
inkabb 2 nap)

& Azonnali fixalas (formalin)

- KIVEVE, friss minta, azonnal patolégiara
kuldve!l: vese vagy bor biopszia
(immunfluoreszcens vizsgalat), lymphoma
(molekularis vizsgalatokhoz idealisabb a
fagyasztott minta..)

.  Semmelweis Egyetem
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Szoveti mintavétel tipusok

Vastagtu (core) biopszia

Y Focalis 1€zi6 (solitaer vagy multifocalis), szolid
szovetekben - citologia kiegészitdje lehet

& Diffus 1€zi6 szolid szovetekben, melyek
strukturalis szoveti eltérésekkel jarnak
(glomerularis betegségek,

& diffus majbetegségek) - csak a szovettan
informativ!

U Célzas: lasd FNAB

W Semmelweis Egyetem
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' Scanning EM glomerularis kapillaris, az endothel sejteken
prominens fenestratiokkal

40 nm vastag
60-100 nm porusok
(fenestratio)

PATHOLOGIE der NIERE II. dr. Andras Kiss med.
habil. Ph.D., D.Sc.
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Szoveti mintavétel tipusok

Endoszkopos biopszia
— Gastroscopia (nyelocso-duodenum)
— Colonoscopia (terminalis ileum-anus)
— Laryngoscopia (garat-gége)
— Bronchoscopia (trachea-nagyobb bronchus)
— Cystoscopia
* Focalis Iézid (tumor): 2-3 minta, lehetoleg széli, vagy
tumor felszini terulet, legyen elég mély, de ne a
necrosisbol
» Diffus |é€zid (gastritis, IBD): térképbiopszia
— ldealis biopszia: reprezentativ=muscularis mucosae
is, papirlapon fixalas=jobb orientalas...
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20th Century Fox
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|dealis...

Korlatozottan
értékelheto...
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Mit inditunk?
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Intraoperativ vizsgalat

Indikacid

Nem tortént preoperativ biopszia (pl. pancreas,
ovarium): az elvaltozas természetének
meghatarozasa (benignus vagy malignus)

Ismert malignitas esetén:
— Rezekcids szélek (pozitiv vagy negativ)

— Sentinel nyirokcsomo statusz (pozitiv vagy
negativ)

— Preoperativ képalkotassal fel nem ismert kiséro
1€zi0 (pl. kis majmetasztazis, vagy carcinosis)
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Intraoperativ vizsgalat

Technika

* [Intraoperativ citologia (FNA): sebész veszi
tapintassal, vagy UH célzassal

* [Intraoperativ szovettani minta: gyorsfagyasztas,
metszés (cryostat), H&E festés (kb. 10-20 perc) -
fagyas miatt karosodott morfoldgia, de a struktura
nagyrészt megitélheto (invazié van-e?, rezekcios
szélben van-e tumorsejt?)

* Lenyomati kenet: jol kiegésziti a fagyasztasos
szOvettant, mivel a citomorfologia megorzott (pl.
tumorsejtek magi eltérései jobban vizsgalhatok)
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WHIPPLE MUTET

Periampullaris Tumorok

% Pancreas cc

& Ampulléris cc

% Duodendlis cc
% Distalis epelt cc

Chronic pancreatitis
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WHIPPLE SPECIMEN

00000000000000000000000000000000
.-, 4
.......

Tumor leiras i S
L Méret e B
%, Szin
L Konzisztencia 000 |csecmmeen
o Cysttsk ......
L Helyzete az anatémiai
struktadrakhoz. e
% DTavolsag a rezekcids [
szélektol 5
&, Vezeték elzarédasa
Y Maradék pancreas o
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Festési eljarasok

“RUTIN:

- haematoxylin

= PAS (perjodsav-Schiff)
- Alciankek + PAS
- G' emsa

lau
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Specialis festések

Masson T Best
Niss| Kristalyibolya
Grimelius Gomori
Schmorl Gram
Ziehl|-Neelsen _
Gallyas : 2 ' > .
— Romeis
Van Gieson
Orcein
Grocott
Mallory Tri-krom
Resorcin-fuchsin Ezilistozés
Congo Kossa
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Opening

Endoscopia

lorus
_ (encircled In white)
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Congo: POLARIZALT
fényben
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- Mintavétel
- Hibalehetoségek

Minta: - aspiracios cytologia
(fine needle aspiration biopsy (FNAB)
- cytologiai kenet - PAP kenet
- core biopszia
- sebészi rezekatum

HIBALEHETOSEG: - Jeldlés
(anyag / név / szam csere)

- Az anyag reprezentativ ?
Pl. tal kicsi, nem jol orientalt, felszines, kifaragédott ?
Elég az anyag a diagnozisra ? Mintavétel szama, mélysége.
Makroszkopia, Protokollok ?

Semmelweis Egyetem
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Biopszia vezérlése

& Vizudlis
= Felszines lokalizacio, testureg, lumenes
szervek
& Képalkoto (UH, CT, MR)
- Mely lokalizacio

———

Semmelweis Egyetem
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Citolégia versus szovettani mintavétel

___ (cioldga ___swvemtan

Elényok *Gyors *Nagyszamu minta készithet6
*Kis eszkozigény (metszet)
*Kevéssé invaziv, alacsony |ldealisabb, ha nagyszamu IHC
szovédményrata sziikséges

Hatranyok *Korlatozott szamu minta eLassabb dg

(kenet nem sokszorozhatd) <Eszkozigény, dragabb
*Kisszamu egyéb vizsgalatra eInvazivabb, magasabb

hasznalhato szovédményrata
Diagnosztikus *Dignitas *Dignitas
informacié (tumorok *Tipus — f6 kategoria *Tipus —pontosabb tipizalas
esetén) *Low grade/high grade *Grade-egyes értékek
*Invazio — korlatozottan pontosabban meghatarozhatok
(pl. proliferacio)
*Invazio
Alkalmazas *M(téti indikacio *M(téti indikacio
*Tumor szoveti eredetének <Kemoterapia tervezése
meghatarozasa (pl. *Specialis tumorok (pl. limféma)

attétbdl)
Mindkét technikanal igen fontos szempont a mintavevd gyakorlottsaga! Rossz mintanak
nincs diagnosztikus értéke = felesleges invaziv beavatkozas!!




Citoldgiai mintavétel

Eredménye: KENET= targylemezre szélesztett sejtminta

— Sejtes elemek: az elvaltozasbodl és az alapszovetbol
(aranyuk fugg a mintavétel technikatol, 1€zid tipusatol)

— ,Hattér”: vér, gyulladas, extracellularis anyag (nyak,
kolloid stb.)

Gyors diagnozis (akar rogton)

Egyszerl kezelés:

— Nedves fixalas (alkohol)+festés (HE, Papanicolaou):
leginkabb megorzott morfoldgia

— Szaritast+festés (Giemsa, Diff-Quik): még gyorsabb és
egyszerubb, de megvaltozik a sejtek morfoldgiaja

Semmelweis Egyetem
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Citologiai mintavétel tipusai

Exfoliativ citologia (kefe)

& Sz(k Ureges struktuirak felszines eltérése;
=intraepitelialis vagy invaziv tumorok (cervix,
Kis bronchus, epeut)

& Kenet jellemzok: sok normal/reaktiv hamsejt
& Hibalehetéség

= Reaktiv vs. malignus

= Dysplasia vs. invasiv tumor

.  Semmelweis Egyetem
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Citologiai mintavétel tipusai

Folyadékcitolégia

 Tumoros/gyulladasos eredetu testuregi folyadék,
cystabennék vagy ,természetes” folyadék- nem vér!!
(peritoneum/pleura/pericardium, vizelet)

* Kenet jellemzok

— sok normal/reaktiv mesothel vagy hamsejt, amelyek
a folyadékban ,,azva” duzzadnak-roncsoloédnak

— sokszor nagyszamu gyulladasos sejt (neutrophil,
histiocyta)

* Hibalehetoség
— Reaktiv vs. malignus

Semmelweis Egyetem
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Citologiai mintavétel tipusai

Vékonytl aspiracios citologia (FNA)
» Solitaer/multifocalis solid képletek
* Kenet jellemzok

— Tumoros |ézio esetében idealis esetben csak
tumorsejtek

— Valtozd mértékben az alapszovet sejtjei (pl.
nyirokcsomo esetén sok lymphoid sejt)

— Kontaminacio a szurasi csatornabdl (pl. hasuregi
|€zi0 szurasa esetén esetén belhamsejtek, mesothel
stb.)

* Hibalehetoség
— Nem reprezentativ kenet (téves célzas, necrosis stb.)

Semmelweis Egyetem
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Vékonytu aspiracios citologia (FNAB)

Egyszert eszkozok (ti1, fecskendo)
Vezeérlés
— UH (elsOként valasztando, egyszert, gyors, ,,valos 1dejii” célzas)

— EUH (lumenes szervhez kozeli képlet, pl. pancreas, hilusi
nyirokcsomo)

— CT (UH-val nem lokalizalhato 1€z16, mellkasi képletek; hosszabb
procedura, rogzitett kép alapjan torténo celzas)

25G Needle

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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ALTALANOS MEGJEGYZESEK

malignus tfumorok: Kérdések 2

Primer vagy secunder (metastasis) ?

Ha metastatis: hol a primer tu. ?
Terapia ? Parameters a terapiahoz: grade és stage

Ezek meghatdrozzak a terapiat:
Rezekci6 + Radiotherapia + Chemotherapia
(preoperativ vagy postoperativ)

KOMMUNIKACIO a KLINIKUSSAL !
Biztos malignus, biztos benignus: O.K.
Pathologus nem tudja: MIERT ?

Sebészi rezekcio: RO ?
Rezekcios szélek ?

Tty 1
2 0

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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ALTALANOS MEGJEGYZESEK

malignus tumorok: Kérdések 2
Pathologus nem tudja: MIERT ?

Nincs elég tapasztalat / tudds - elméletileg lehetséges - konzultdcid !
(pl. két szakorvos aldirdsa kell egy malignus diagndzis kiaddsdhoz !)
Klinikai minta nem alkalmas definitiv diagnézisra !

Malignus tumor ? Vdlasz : taldn = NEM SEGITSEG A DONTESHEZ

Mennyire megbizhaté a lelet: Uj biopszia ? Control ? Mds technikdk ?
KOMMUNIKACTO a KLINIKUSSAL |

PIA legjobb lelet sem €r semmit, ha a klinikus nem ért1 meg a 1ényeget !
SEBESSEG és INFORMACIO ATADAS a siker titka !

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.
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Specimen-mammography - microcalcification

'i @ Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
* Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.



» MIERT CSINALJUK ? > NAGY SZOVETI MINTAKESZLET
+ ADATBAZIS

» MIT SZERETNENK ELERNI ? » MINDENT, DE ........

SZEKVENALAS
KLONOZAS

MUTACIO ANALIZIS
» - DNS

mRNS EXPRESSZIO (real time RT-PCR,
DNS CHIP)

- RNS

|\

- FEHERJE mikroRNS-ek

IMMUNHISZTOKEMIA
WESTERN BLOT ANALIzIS
PROTEOMIKA

Semmelweis Egyetem
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Optimalis fixalandoé
anyagmeéret ?
5 mm vastag

alternativ archivalas: /

RNAIlater, foly. nitr. fagyasztas

Példa: 8 cm-es tumor
rezekatum

Ha a rezekatum kdzepébdl
szarmazik a pathologiai

mintavétel: kb. 3-4 édraig
fixdlatlan == degradacio

+ mitéti relativ ischemia

}

degradacio

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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24h. R.T.

FORM.

OFEGATO_FORM_24H
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1cm?® Liver block.
Formalin Fix. 1 h.
Frozen section

.’.l\.w.
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A fixalasi id6 hatasa [fdes
a szoveti ¥

strukturara
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A fixalasi ido hatasa
az izolalt DNS
mMinoségere
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A fixalasi ido hatasa
az izolalt RNS
mMinoségere
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f/y
Breast Cancer. Operated on Friday; Immersed in Formalin; Arrived on Monday.
Jan. 2006
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Breast Cancer.




Breast Cancer. Operated on Friday; Imersed in Formali; Arrived on Monday.
Jan. 2006
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Vese, 0. nap, Vese 3. nap,

PAS, 400x

VACUUM FLIAZOTT

_~majd formalin fixdlt PARAFFINBA
AGYAZOTT VESE (FFPE)

Vese, 10. nap,

A\ AGe N PAS, 400x

Vese, 6. ap,
PAS, 400x
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Vese, 0. nap, g
CD10, 400x

Vese, 3. nap,

VACUUM FOLIAZOTT,

~majd formalin fixdlt PARAFFINBA
AGYAZOTT VESE (FFPE)

Vese, 6. nap,
CD10, 400x
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Effect of vacuum foiling on concentration of isolated

RNA and DNA
400
350
300
B 0. nap
250
B 3.nap
200
O 6.nap
150
100 4 0 10.nap
50 -
0 -

Folia | Formalin RNA (ng/l.ll)

50

40 -
B O.nap

301 ® 3.nap

20 - 0 6.nap
0 10.nap

10 A

0 - T

DNA ng/ UI) Félia Formalin
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L a

A foliazott mintakbdl izolalt DNS fragmentacidja

maj vese 1 vese 2 vese 3 gyomorak

. 0. 3. 6.

1000 bp
500 bp
FFP
1000 bp
500 bp
FFP
1000 bp
500 bp
Izoldlas (Qiagen) :
QiAamp DNA FFPE Tissue Kit
~0,5 ug DNS/minta, 1.2%-os gél
Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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Metastasis
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3 D 2 dimenzidéban
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invasive carcinoma -cervix
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Perineural
invasion

Vascular
invasion
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Modszerek - Immunhisztokémia

- Deparaffinalas

- Antigén feltaras / mikrohullam eldkezelés

- Szubsztrat
- Blokkol6 szérum  _ Szinreakcio
. r::: P ° r
- Primér antitest : eroxidaz
- Secunder antitest Biotin
Avidin Secunder AB

- Avidin - Biotin - komplex

Anti-egér T
- Peroxidaz reakcio / DAB / Anti-nyul

- Hattérfestés / haematoxylin / Primér antitest

@ egér nyul

Antigén:
Blokkolo fehérjék

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.




|H reakcido metodusa

* Primer antitest (antigén specificus)
» Szekunder antitest+chromogen (vizualis detektalas)

Immunohistochemistry Process

/’ | — 5

Add 1° Add biotinylated 2° Ab Add amplifying streptavidin
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@ The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1984
Niels K. Jerne, Georges J.F. Kbhler, César Milstein

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
1984

Niels K. Jerne Georges J.F. Kdhler César Milstein
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1984 was awarded jointly to Niels
K. Jerne, Georges J.F. K6hler and César Milstein "for theories concerning the

specificity in development and control of the immune system and the
discovery of the principle for production of monoclonal antibodies”.

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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Specialis vizsgalatok

% Protein alap vizsgalatok:
Immunhisztokémia, immuncitokémia

% Molekularis patologia: DNS/RNS alapu
vizsgalatok

= FISH (leginkabb morfologiai alapu..)

= Bazissorend meghatarozas, stb (lasd
elbadas..)
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Immunhisztokémiai reakcio
Definicio

Immunolégiai reakcion (antigén-antitest
k6todés) alapuld fehérjekimutatas.

G Leggyakrabban a tumorpatoldgidban
hasznaljuk

& Normal proteinek kimutatasara, melyek a
tumor eredetére utalnak

& Koros proteinek kimutatasara, melyek egyes
tumorokra specifikusak

Semmelweis Egyetem
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Diagnosztikus markerek

Tumor tipus Marker

Epithelialis tumorok (carcinoma) | Cytokeratin tipusok, Szovet-
specifikus markerek (PSA, TTF-1,
stb.)

Mesenchymalis tumorok Szovet specifikus markerek (actin,
s-100, factor VIII, stb.)

Hematologiai tumorok CD fehérjek
(T/B sejt markerek, stb.)

Differencialatlan tumorok (f6 CK, vimentin, Melan-A, CD45 =
tumorcsoport meghatarozasa) LCA

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.




Prognosztikus/prediktiv markerek

Prognosis Proliferatio: Ki-67

Oncoprotein mutatio,
accumulatio: p-53

Predictiv markerek (célzott | Hormon receptorok: ER

tumorellenes terapia) Novekedési faktor
receptorok: EGFR, HERZ2, c-
KIT

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.




Gyakran hasznalt IH reakcidok

 Normal fehérjék
— Cytoskeleton (cytoplasma reactio): cytokeratin
geplthellum),_wmentm (mesenchymalis sejt), S-100
neuron), actin (izom) stb..

— Receptor (membran vagy sejtmag reactio): oestrogen
receptor, progesteron receptor (emlo), CD proteine
(hemato-lymphogen sejtekg)

— Sejtciklus regulatorok (sejtmag reaction): MIB-1/Ki-67

— Et%gé)b ( sejt adhesios fehérjék, cytoplasmic enzymek
stD..

o Koros fehérjék
— Oncoproteinek (p-53, ndvekedési factor receptorok:
EGFR, HER2)
— Koérokozok (virus compartment)
— Egyéb (tau fehérjék neurodegenerativ betegségekben)
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Goodpasture szindroma

Linearis J
1gG depositumok
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THOLOGIE der NIERE II. dr. Andra‘s Kiss med.
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Anti-1gG Antitest IHC



A fixalas jelentosége -Helico FISH

tulfixalt megfeleloen fixalt

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
Molekularis pathologia Ph.D., D.Sc.




4 Az el6kezelés jelentGsége -hokezelés
(HER2 FISH)

Pathologiai Diagnosztika Prof. Dr. Kiss Andras
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Az eldkezelés jelentdsége -enzimes

emésztés (HER2 FISH)
alulemésztett tilemésztett

:

.

Pathologiai Diagnosztika
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50,297 80 éves férfi

Anamnézis:
Strumektomia, Diabetes Mellitus Il. tipus
Parkinson bet. Katarakta (opus)
Stroke
Agyi atrophia, Demencia
Osophagusfekély
Hospitalizacio bronchitis miatt
Felvételkor: Hypoglikémia, Exsiccatio
Gastroskopia: szdvettan: gyomorrak
UH: majmet. asp. Citologia, FNAB : kolorektalis cc. Met. ??? Primer Tumor ??7?

Gravis Anémia - Transfusiok - ext: tumoros kachexia
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MAJ MET.

IHC vizsgalatbdl kovetkezik:
A majmetastasist a vastagbélrak adta.
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MOLEKULARIS PATOLOGIA

e Tumor Diagnosztika
e Fertozo betegségek diagnosztikaja

e Genetikai betegségek diagnosztikaja

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.




Next Generation Sequencing.

Precision medicine

P=HPPPPPPO-SNODPOPPOOOO--00-D

> 111111

Myseq: 1000-USD genome

®
2}
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Célzott Terapia - solid tumorok

Lung cc. Colon cc.
kRAS WT
erlotinib gefitinib  cpizotinib Panitumumab Bevazicumab
(TARCEVA  (IRESSA- (XALKORI (VECTIRIX- AVASTIN:
-Roche) Astra) -Pfizer) (Amgen) MO:BezlEGF A
EGFR tik EGFR tik  ALK-EML4 EGFR MAB ' -
1 % EGFRWT FIsH Kras és nRAS
immunh. poz. Tik, ha (2. .,3.,4. Exon
EGFRpoz. prediktor kRAS, wT)
EGFR WT
(MET
inhib. as
well)
MELANOMA:
vemurafenib (ZELBORAF-Pfizer)
bRAF tik (V-600E mutation neg. predict.) EGFR MAB
Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss

Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.



EGFR(1)
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Activating Ras Mutations

GTP Hydrolysis GTP Exchange
12&13 59&61
P 21ras *% LR %k sk %
GTP/GDP I I
Binding
Switch 3335333343 $434444

Region

Structures from
Sprang S.R.,
Annu. Rev. Biochem 1997. 66:639-78
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K-ras mutation analysis exon 2 codon 12. PCR-RFLP

Codon 10 Il 12 13 14 IS5
K-ras
..... GGA GCTGGTGGC GTA _...ooovvieenen,
PCR ,,mismatch”primer L GGA COT
| —
BsiNI site
,_r'\_, o

Normal ..GGA CCT GG.... BstNI splicing

NoBstle&te

..... C
@ GGA CTI!Q @stNl spl@
..GGA CCT_H T

IN=G)
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EGFR-HRM exon 18. 19, 20, 21 sequencing

EGFR mutacio kimutatasa

A beteg 5% tumorsejtet tartalamzo citologial mintajabol, DNS-t 1zolaltunk és a PCR reakcioval torténd
szelvencia-specifikus felsokszorozast kovetden elvégeztik az EGFR 18, 19, 20 és 21-es exonjamak és
azokat hatarolé mtronszakaszoknak a bidirekcionalis szekvenalasat. A vizsgalati modszer érzékenysége
20%, gpecificitagsa 100%. A 19-es exont hatarolo intronszakaszban heterozigota deléciot (del 4831886 -
4831892 refiINT 033968.6) mutattunk ki.

Vélemény: A 19. és 20. exon kozotti mtronszakasz heterozigota deléciés mutacigjat hordozo
adenocarcinoma. A talilt elvaltozas nem tartozik a bizonyitott, EGFR tirozinkinaz domént kédolé
szakaszt érinté mutaciok korébe.

40 S0 60 70 20
GGT GAG AAARAGT TAAAART TCCC 6T CGC TAT CA ARG AAT TA A SARRAGCAACATCTICCG !

Budapest, 2010.05.05.
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TOPICS in MOLECULAR PATHOLOGY

1. Lung cancer target therapy sensitvity
EGFR exon 19-21 mutation analysis

K-RAS exon 2, codon 12/13 mutation anaalysis
EML4-ALK fusion gene analysis

EGFR, MET copy number analysis (FISH)

2.Colon cancer target therapy sensitivity

K-RAS and B-RAF mutation analysis

EGFR exon-2-7 mutation anaylsis

EGFR copy number analysis (FISH)

MSI status determination: MLH1 and MSH2 inactivity (IHC)
EGFR, MET copy number (FISH)

3. Breast target therapy sensitivity

HER-2 copy number (FISH)
HER-2 ec-domain deletion test p95

4. Malignant melanoma target therapy sensitivity
B-RAF mutation anaylsis

N-RAS mutation anaylsis (codon 61)

C-KIT mutation anaylsis (exons)

Pathological diagnosis
Molecular Pathology

Prof. Dr. Andras Kiss
Med.habil., Ph.D., D.Sc.



TOPICS in MOLECULAR PATHOLOGY

5. Neuroblastoma - n-myc copy number

6. Genetic backgroung of kidney developmental disorders - Wilms tumor dg.
WT1 mutation anaylsis

8. Infectious diseases: detection and analysis
HP antibiotics resistency analysis FISH
HPV detectionn - typing (PCR)
. CMV, EBV, TBC detection

9. Hematopathology diagnostics:
e.g. Philadelphia chr. 9-22 transloc. BCL-ABL fusion gene
Polycythemia vera: JAK2 point mutatios
Primary myelofibrosis: JAK2 or MPL mutations
anaplastic large B cell lymphoma: ALK rearrangement
mantle cell Imyphoma: Cyclin D1-IgH fusion gene

10. Soft tissue tumor diagnostics:
Ewing sarcoma: FL1-EWS fsion gene
Liposarcoma: CHOP/TLS fusion gene
Clear cell src: EWS-ATF1 fusion gene

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.




Genetika 2 dimenzidban

VK21-1-E1F 5-10-05-8-  Zequence MName: GDE345 K21-1-E1F  Fun ended: May 10, 2005
40 250 Ze0 £70 £30 290 300
TGGGEATCTGEETCI-LCETEEACEGTGEAHETEATCEEGCEGE TCATGCCCTTCOCGGCTGCCTCC

Pt J*.hs.lmmmJJMMM

Query: 266 tgcjjctcatcacgcagctcatgcccttcggctgcctcctggac
\

1 FEErrrrr e e e ettt
Sbjct: 2603 tgcagctcatcacgcagctcatgcccttcggectgectectggac

Query: 326 aagacaatattggctcccagtacctgctcaactggtgtgtgcag
Frrrrrrrrrrr e ettt
Sbjct: 2663 aagacaatattggctcccagtacctgctcaactggtgtgtgcag

Exon 1
S - . gpp MO

O

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
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MOLEKULARIS PATOLOGIA

e Tumor Diagnosztika
e Fertozo betegségek diagnosztikaja

e Genetikai betegségek diagnosztikaja

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.




MOLECULAR PATHOLOGY
INn situ PCR

HBV In situ ¢ -
PCR
HIV detection €. Hybridization

RT-in situ PCR .+ PCR

= - Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.




"l
FDA approved clinical methods

Target Médszer

Cytomegalovirus (CM\u’j NASBA, Hybrid capture
Hepatitis C virus (HCV) (kvalitativ) TMA, PCR

Hepatitis C virus (HCV) (kvantitativ) bDMNA

Human immunodeficiency virus (kvantitativ) bDNA,NASBA, RTPCR

HIV rezisztencia teszt Szekvenalas

HBV/HCV/HIV szlrés véradoknal TMA, PCR, RTPCR

Human papilloma virus (HPV) Hybrid capture

Chilamydia trachomatis (CT) Hybrid capture, TMA, HPA, PCR
Neisseria gonorrhoecas (NG) Hybrid capture, TMA, HPA, PCR
Gardanerella, Trichomonas vaginalis, Candida  Hibridizdcié

Streptococcus A HPA

Streptococcus B HPA . real-time PCR

Legionella pneumophila SDA

Methicillin Resistant Staphylococcus aureus  real-time PCR

Mycobacterium tuberculesis TMA, PCR

HPA Hybridization Protection Assay TMmA transcription-mediated amplification
NASBA nucleic acid sequence-based amplification

S R —
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3 years old female

Heart TX : dilatative cardiomyopathy

Clinical diagnosis: Pneumonia
Lung fibrosis
CMV infection — sepsis
Arrhytmia
Respiratory insuffitiency

Pathology: Heart TX status post
Lung fibrosis
Pneumonia
ARDS

Semmelweis University
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49508/10 bjk. LUNG TX
.Semi-sterile” samples :

1. Heart

2. Lung

3. Brain

4. Spleen

5. Liver

6. Adreanl gland
7. Kidney

.. Non sterile" samples

8. Lung

9. Liver

10. Adrenal gland
11. Spleen

12. Kidney

PK- positive control (sequenced verified CMV DNA)

NK- negative control

P e R e R R e T —

T8 e 101 12PN

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
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MOLECULAR PATHOLOGY
HPV genotyping
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MOLECULAR PATHOLOGY
HPV genotyping

> v f
(=) <) ' L
';» 1»_4‘» ol I

; T | .' t‘ .




EGFR expression in head and neck
squamous cell carcinoma (© NFIRM)

Positive control

Prof. Dr. Andras Kiss
Med.habil., Ph.D., D.Sc.



HPV and H&N SQCC

Localisation HPV frequency (%)
Cervix 64.5
Penis 524
Oral cavity | . 48.5
Larinx b 35.7
Esophagu 33.3
cardia * e 37.0
Lung - 16.0

Probsabillty surviving
o
&

o
-

—_ HP\Lnegatve typical
SouamoLs cell ca




MOLEKULARIS PATOLOGIA

e Tumor Diagnosztika
e Fertozo betegségek diagnosztikaja

e Genetikai betegségek diagnosztikaja

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.




Herediter
Betegségek
diagnosztikaja
~ Molekuldris
Bioldgiai
mddszerekkel

Pathological diagnosis Prof. Dr. Andras Kiss
Molecular Pathology Med.habil., Ph.D., D.Sc.



Monogenic” diseases and detection by molecular biology methods

Fehérje Eltérés tipusa Példa Gén (lokalizacis) Mutécié Kimutatas
tipusa tipusa médszere
Struktdan Hemoglobinopdtia Sarlésejtes anémia  B-hemoglobin (11p15.5) missense Seq, PCR-RFLP
Kétészovet rendell. Marfan szindréma Fibrillin (15921.1) missense Seq, LA
Sejtmembrdn-assz.  Izomdisztréfia Dystrophin, DMD delécié RFLP, MPCR, LA,
feh. diszfunkeid (Xp12.2) SB
Sejtfelszini Hiperkoleszterinémia Familidris LDL-receptor (19p13.2) delécid, Seq, Probe
receptor hiperkoleszterinémia pontmutdcio amplifikacio
Anyagcsere D-vitamin re- D-vitamin receptor pontmutdcid SB, RFLP, Seq
zisztens angolkér (12q12-q14)
Regulétor  Fibréma Neurofibromatosis 1 Neurofibromin 1 (NF-1) missense, Seq, LA
(von Recklinghausen) (17q11.2) frameshift, SS
Fibroma Neurofibromatosis 2 Merlin TS (NF-2) nonsense, LA
(von Recklinghausen) 22412 frameshift, SS
Daganathajlam Li-Fraumeni p53 (TP53) 17p13 missense Seq, SSCP, DGGE
Enzim Anyagcsere Alkaptonuria Homogentizinsav oxiddz missense, Seq, SSCP
rendellenesség (3921-q23) frameshift, SS
Fenilketondria PAH (PKU1) missense, Seq, ligase chain
delécio, SS reaction
Immundeficiencia Severe combined Adenosin deamilaz pontmutdcio Seq

immundeficiency

(20q13.11)

SB = Southern blot, MPCR= multiplex PCR
LA = linkage analysis, Seq = szekvendlds

Pathological diagnosis

Molecular Pathology

Prof. Dr. Andras Kiss
Med.habil., Ph.D., D.Sc.



itochondrial gene mutations and related clinical syndroms

Mitokondridlis gének mutécidja kévetkeztében létrejéve elvaltozasok

Rendellenesség Erintett gén Kimutatéds
Kearnes-Sayre szindréma Del (2-7 kb) PCR, PCR-RFLP, 5B
Pearson szindroma Del (?7) PCR-RFLF, SB
Pigmentalt retinopdtia tRNS (tyr) delécio PCR-RFLP, SB

Mitokondridlis encefalo-miopatia,

laktat acidozissal és sztrokszerd
epizodokkal (MELAS)

tRNS (leu) pontmutdcio

PCR-RFLP, Seq

Leber-féle opticus neuropdtia Cyt6é és URF pontmutdcio PCR-RFLP
(LHON)
Neuropdtia, ataxia, retinitis ATPaz VI pontmutacio PCR-RFLP
pigmentosa (NARP)
MERFF szindroma tRNS (lys) pontmutdcid PCR-RFLP
Leigh szindréma NARP-pal ATPaz VI, NADH: PCR-RFLP
ubiguinone oxido-reduktaz
alegység mutdcio
Mitokondridlis DNS deplécié Timidin kindz gén mutdcidja | PCR, Seq

szindroma
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