S:j ZKUSENOSTI Z LABORATORI

In situ hybridizace (ISH) je metoda molekularné cytogeneticka, ktera je hojné vyuzi-

vana mimo jiné také v laboratorich molekularni patologie. Zakladnim principem této

metody, jak jiZ z nazvu vyplyva, je hybridizace, tedy parovani denaturovaného vlakna

vySetfované DNA s ,umélym” kratkym znacenym usekem nukleové kyseliny, ktery se

nazyva sonda. Cely tento proces pak probiha pfimo v jadfe vySetfovanych bunék v dané

tkani - in situ (na misté).
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Uvod

Metoda ISH se vyskytuje v fadé modifika-
ci, které jsou dany jednak riznym typem
sond a jednak riznymi moznostmi znace-
ni, respektive detekce hybridizované sondy.
Mezi nejcastéjsi typy sond, se kterymi se
na poli molekularni patologie setkavame,
patfi sondy kvantifika¢ni, jez obvykle znaci
konkrétni ¢ast genu, poptipadé centrome-
rickou oblast prislusného chromozomu,
a které slouzi ke stanoveni numerickych
aberaci (delece nebo amplifikace, ptipadné
aneusomie). Druhou hlavni skupinu sond
pak predstavuji sondy slouzici k zachyceni
prestavby/pfesunu genu nebo jeho &asti
z puvodniho mista v ur¢itém chromozo-

mu. V tomto pfipadé se pouzivaji soucasné

minimalné 2 sondy, pficemz kazd4 je zna-
¢end jinym chromogenem. Sem spadaji dvé
podskupiny, a to sondy fuzni (negativni na-
lez = barevné signdly jsou oddélené, pozi-
tivni nalez = barevné signaly se prekryvaji/
splyvaji) a sondy tzv. break-apartové, které
maji presné opacny princip (negativni na-
lez = barevné signaly se prekryvaji/splyvaji,
pozitivni nalez = barevné signaly jsou od-
délené).” ISH lze také ¢lenit podle metody
detekce ptislusné sondy. Nejstarsim a std-
le nejrozsifenéj$im zptsobem detekce je
fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH),
ktera vyuziva ke znaceni sond fluorochro-
my, a preparaty je nutné prohliZet ve speci-
alnim fluorescen¢nim mikroskopu. Vedle
toho vsak existuji také metody pouzivajici
ke znaceni sond chromogeny (CISH), které
jsou viditelné ve svételném poli, a tudiz ne-
pottebuji k hodnoceni fluorescenéni mik-
roskop. Podvariantou CISH je pak metoda,
kterd k detekci jedné ze sond vyuzivd vizu-
alizaci pomoci stiibra (SISH). Této metodé

budou vénovany nasledujici odstavce.

Na naSem pracovisti dlouhodobé vy-
uzivame metodu Dual ISH k detekci
ptipadné amplifikace genu ERBB2 (ko-

dujictho protein HER2) u karcinomu
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A Obr. ¢ 1: Schéma hybridizace znacenou sondou a ndsledné detekce (vizualizace)

chromogenem a stiibrem
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A Obr. ¢. 2: Normalni (fyziologicky) ndlez. V busikdch jsou povétsinou
patrny 2 kopie genu ERBB2 (Cerny signdl) a zdroveri 2 kopie
centromerické oblasti chromozomu 17 (Cerveny signdl). Zvétseni 400x

A Obr. ¢. 3: Mirnd amplifikace genu ERBB2. V jadrech nddorovych
bunék je patrny zvyseny pocet cernych signalii (vétsinou 4 az 6) genu
ERBB2. Zvétseni 400x

prsu a Zaludku, pficem? detekce probiha
v pfistroji Ventana BenchMark ULTRA
od firmy Roche. Pfi tomto vySetfeni je
detekovana centromericka oblast chro-
mozomu 17 pomoci sondy znacené di-
goxigeninem (DIG), ktera je nésledné
vizualizovdna pomoci Cerveného chro-
mogenu a je tedy v jadrech patrnd jako
Cervend tecka. Diéle je pak detekovan gen
ERBB2 pomoci sondy znacené dinitro-
fenolem (DNP), kterd je nasledné vizua-
lizovana pomoci stfibra a je v jadrech
patrnd jako cerny signal (obr. & 1).2
Za tucelem lepsi orientace ve tkani je pak
cely preparat dobarven jadernym znace-
nim (nejc¢astéji hematoxylinem). V nor-
malnich jadrech nenadorovych bunék,
které zaroven slouzi jako vnitini kontrola
ve vzorku, bychom tedy méli najit 2 cer-
vené a 2 Cerné signdly (obr. ¢. 2). V malé
mife mohou byt pfitomna i jadra pouze
s 1 kopii nékterého ze signdld, coz je dano
rovinou fezu, kdy mtize dojit k ,,rozkro-
jeni“ prislusného jadra, takze v preparatu
je pritomna pouze jeho ¢ast. V pripadé
amplifikace nachdzime v jadrech zvyse-
ny pocet Cernych signalti genu ERBB2
(obr. ¢. 3), nebo dokonce shluky (cluste-
ry) ¢ernych signalii (obr. ¢. 4). V rutinni
praxi je stanovovan pomér priimérného
poctu signdlt genu ERBB2 (Cerny signal)
a centromerické oblasti chromozomu 17

(Cerveny signal), ktery je vyhodnocen

» Obr. ¢ 4: Vyraznd
amplifikace genu
ERBB?2. V jddrech
nddorovych bunék
jsou patrny shluky
(clustery) cernych
signdlii genu

ERBB2, jejich?
pocet nelze presné
kvantifikovat, Ize jej
pouze odhadnout

na zdikladé porovndni
velikosti clusteru

s jednotlivym
signdlem. Zvétseni
400x

z minimalné 20 jader nadorovych bunék
(na nasem pracovisti rutinné hodnoti-
me 50 jader). Rozhodnuti, zda je nador
amplifikovany ¢ neamplifikovany, se
pak ridi dle Doporuceného postupu pro
zpracovani a vyS$etfeni bioptickych vzor-
ka prsu Spole¢nosti ceskych patologu

(obr. & 5 - viz citace 3, schéma 3, str. 7).%

Vyhody, nevyhody a limitace
metody SISH

Hlavni vyhodou metody SISH v porov-
nani s klasickou metodou FISH je jed-
nozna¢né moznost hodnotit vysledek
detekce ve svételném poli, tudiz neni za-

pottebi nakladnya specialni fluorescenéni

mikroskop, jehoZ provoz je taktéz financ-

né naroc¢ny (zejména vyména rtutové
vybojky). K hodnoceni SISH skel staci
»bézny* svételny mikroskop. Dalsi vy-
hodou oproti FISH je pomérné dobra
stalost vyslednych barevnych signald,
coz umoznuje vyhodnocena skla archi-
vovat a eventualné se k nim v budoucnu
vratit, naptiklad v piipadé revize star§iho
ptipadu v souvislosti s aktudlné feSenym
vzorkem, pro edukacni ¢i publikacéni uce-
ly nebo pro ucely posuzovani kvality de-
tekce a hodnoceni na daném pracovisti.
Mezi vyhody také jednoznacné patii lepsi
orientace ve tkani v porovnani s FISH,
nebot u SISH je diky dobarvovani patrna
lokalizace bunék, které maji byt hodno-
ceny, zatimco u FISH vySetfeni je pozadi
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Vysetreni HER2 (invazivni komponenta) validovanym testem ISH s dualni sondou

Kontrola 8arze a kontrola na sklicku prokazi spravnost hybridizace

Pomér HER2/CEP17 Pomér HER2/CEP17
>2,0* <2,0*

Primérny pocet kopii

Primérny pocet kopii Primérny pocet kopii Primérny pocet kopii Primérny pocet kopif

HER2 HER2 HER2 HER2 HER2
>4,0 signald <4,0 signald >6,0 signalt >4,0 a <6,0 signaltl <4,0 signald
na burnku* na bunku* na bunku* na burku* na bunku*

S ——

Je nutné provedeni kontrolniho vysetieni (IHC test stejného vzorku), alternativniho ISH testu s jinou sondou
pro chromozom 17 nebo nového vysetreni (IHC nebo ISH u nového vzorku, je-li dostupny)

* Hodnoceni uvnitf homogenni a souvislé populace

" Podrobnosti o hodnoceni této malo ¢asté situace viz http://www.asco.org/sites/www.asco.org/files/final_her2_testing_ds_10-3-13.pdf

A Obr. ¢. 5: Schéma vysetieni HER2 pomoci in situ hybridizace se dvéma sondami (upraveno dle Wolff AC et al, JCO 2013), ptevzato z: Nenutil R,
Ryska A: Doporuceny postup pro zpracovdni a vysetieni bioptickych vzorkii prsu. Spolecnost ceskych patologii, 2013; 7

tmavé a jsou patrnd pouze jadra bunék.
Tento rozdil md nejvétsi vyznam u ma-
lych tkanovych vzorkd s limitovanym
poctem hodnocenych jader a také u vzor-
ka, kde jsou hodnocené bunky pritomny
difuzné ve smési s jinou (nenddorovou)
buné¢nou populaci (stromalni a zanétlivé
elementy), jako je tomu typicky v pfipa-
dé hodnoceni amplifikace genu ERBB2
u lobuldrniho karcinomu prsu nebo
u difuzniho karcinomu Zaludku. Zasad-
ni pro hodnoceni ISH metod obecné je
totiz posuzovat hybridizaci v jadrech pii-
slusnych nadorovych bunék bez primési
»nenadorovych® jader, kterd mohou vést
k fale$né negativnimu vysledku interpre-
tace, aniz by byla na viné preanalyticka
¢i analyticka faze. Mezi vyhody SISH lze
také pocitat moznost nepomérné snazsi-
ho zhotoveni virtudlnich preparatu ¢i ja-
kékoliv jiné obrazové dokumentace, a tim
i snadnéj$i moznost vyuziti této metody

pro publikaéni a vzdélavaci ucely.”
Absolutni nevyhody v porovnani s jiny-

mi ISH metodami nejsou autorovi zna-
my. Volba metody (SISH nebo FISH) je
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do zna¢né miry dana subjektivni prefe-
renci a zkuSenosti (zvykem) hodnoti-
ciho lékate ¢i biologa, pricemz obé me-
tody vykazuji velmi dobrou miru shody
a jsou zaménitelné.” Ur¢itou limitaci je
fakt, ze jednotlivé barevné signily mo-
hou mit lehce nepravidelnou velikost
a neostré okraje, coz stézuje hodnoce-
ni zejména pfi posuzovani vzdalenosti
a postaveni signdlu (tedy u sond fdznich
a break-apartovych). Nékdy je metodé
SISH vy¢itano také to, ze v pripadé pou-
ziti kvantifika¢nich sond, kdy je ve tkani
(nddoru) nalezena vyrazna amplifikace
detekovaného genu, kterd se manifestu-
je tvorbou objemnych shluki (clusteri),
nelze s presnosti stanovit pocet signaltl
v jednotlivém clusteru. Tato vytka se nam
véak zdd byt neopodstatnénd, nebot stej-
ny problém je také u ostatnich ISH me-
tod, a navic tento limit nemd prakticky
dopad, nebot je-li nalezena amplifikace,
tak jeji mira nijak neovliviiuje pripadnou
diagnézu nebo lé¢bu. Za hlavni limit tak
dnes lze povazovat skute¢nost, ze SISH
a CISH sondy jsou dostupné pro vyset-

feni mensitho poctu gentt v porovnani

s po¢tem FISH sond, ale tato situace se

muze béhem kratké doby zménit.

Uskali preanalytické
a analytické faze SISH
vysetieni

Vyhodou feseni problému s detekci sig-
nalt u vSech ISH je, Ze neni potieba zadna
zvlastni pozitivni ¢i negativni kontrola.
Ve tkani by mély byt vzdy ptitomny ale-
spon ,néjaké signdly. Tento fakt slouzi
jako pozitivni kontrola a chrani tak pred
falesné negativnimi vysledky. V patologii
navic vét$inou hodnotime histologické
preparaty, ve kterych je kromé vysetiova-
nych bunék (nejcastéji nador) pfitomna
ijind (nenddorovd) tkan, u niz by mél mit
pocet kopii daného barevného signalu
(genu) v normalni somatické diploid-
ni bunce vidy hodnotu dva. Pokud je
v ,normalni“ (zdravé/nenadorové) tkani
pritomen vétsi nebo mensi pocet signal
nez dva, nesmi se ISH vy$etfeni hodnotit
z dtivodu mozné falesné pozitivity ¢i ne-

gativity vysledku.



a. Absence signalt
Nejvétsim problémem pfi kompletni
absenci signaltl ve tkani (obr. ¢&. 6) je
urdit, zda se jedna o problém ve vy-
$etfované tkani (preanalytickou chy-
bu) nebo o chybu vlastniho deteke-
niho postupu (analytickou chybu).
Ur¢itym voditkem muze byt vysledek
detekce v dal$ich vzorcich, které byly
vy$etfovany soucasné s problémovym
pripadem. Pokud se stejna chyba vy-
skytuje u vice vzorku ve stejném kole,
velmi pravdépodobné se jedna o ana-
lytickou chybu. V izolovaném pripa-
dé je pravdépodobnéjsi preanalyticka
chyba, kterou nejcastéji byva nevhod-
nd nebo neprimérend fixace vysetfo-
vané tkané formalinem. Podle nasich
zkuSenosti je nejcastéjsi preanaly-
tickou chybou negativné ovliviujici
vysledek prili§ dlouhd fixace tkané,
ktera presahuje 3 az 4 dny v zavislos-
ti na velikosti vzorku. Takové vzorky
jsou nevysettitelné, jelikoz je DNA jiz
degradovana. Tento fakt podporuje
také nemoznost provedeni vySetfeni
DNA metodou PCR u ,prefixova-
nych® vzorku. Naopak nedostate¢ny
¢as fixace nebo snizend kvalita forma-
linu (nepresna koncentrace nebo pH)
kupodivu, alespon z nasi zkusenosti,
takovy vliv na vysSetfeni DNA meto-
dami FISH ¢i PCR nema. V kazdém
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A Obr. & 6: Uplné chybéni ervenych i cernych signdlii ve vySetfované
tkdni. Viditelnd jsou pouze jadra bunék barvend hematoxylinem.

Zvétseni 400x
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pfipadé je doporuceno pfi negativ-
nim vysledku detekei zopakovat.?
Na nasem pracovisti se nam osvédcilo
na dané sklo se vzorkem pridat jesté
fez ze tkané, u které mame jistotu, ze
netrpi preanalytickou chybou, a ktera
v tomto pripadé slouzi jako kontrolni
vzorek (napt. tkan jiz diive ISH vySet-
fend, bez technického limitu). V ta-
kovémto pripadé je mozné typ chy-
by odhalit ihned (pokud je kontrola
pozitivni = preanalytickd chyba, obé
tkané negativni = analyticka chyba).

Slabd intenzita signalt

Dal$im problémem, se kterym se
v rutinni diagnostice miizeme setkat,
je slabd intenzita jednoho nebo vice
(obou) barevnych signali nebo vel-
mi mala velikost signalti (obr. ¢. 7).
V téchto pripadech se vétsinou jed-
nad o preanalytickou chybu (zejména
nevhodna fixace). V nékterych pri-
padech je mozné tento nedostatek
ve vzorku kompenzovat upravou de-
tekéniho postupu, napt. prodlouzenim
doby traveni proteazou nebo prodlou-
zenim inkubaé¢niho ¢asu prislusného

chromogenu.”

Chybéni signala jedné barvy
V téchto situacich se naopak vzdy

jednd o chybu analytickou. Pokud

je pritomen pouze signél jedné bar-
vy (obr. ¢. 8), je chyba bud v aplikaci
sondy (chybi aplikace prislusné son-
dy), nebo v aplikaci prislusného de-
tekéniho systému. V nasi laboratori
pro SISH vysetieni vyuZzivime smés
(koktejl) sond, takze chyba musi na-
stat a7 v priubéhu aplikace detekénich
reagencii. Je nutné zkontrolovat, zda
nejsou prazdné zasobniky (tzv. dis-
penzory) nebo zda neni v zasobniku
pti jeho vystupu pfitomna vzduchova
bublina, a pfipadnou zdvadu odstra-
nit. V nékterych pripadech se pti¢ina
nepodari objevit. I za téchto okolnosti
je opét vyrobcem doporuceno provést
opakované vysetfeni, které je praktic-
ky vzdy bez chyby, jednd se tedy o jed-

norézovou ndhodnou chybu.?

d. Chybéni signalti v ¢asti tkané
Pokud chybi signdly pouze v casti
vzorku (obr. ¢. 9), jde prakticky vzdy
o chybu analytickou. Mechanismy
vzniku tohoto problému zahrnuji:
1) vznik vzduchové bubliny na povr-
chu vysettovaného skla pti aplikaci
nékteré z reagencii, coz v daném mis-
té vede k vynechani ptislusného kro-
ku protokolu a v pripadé pretrvani
vzduchové bubliny se navic na dané
misto nemohou dostat nasledné apli-

kované reagencie; 2) steCeni reagencii
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A Obr. ¢. 7: Slabé signdly obou sond, jednotlivé signdly maji malou
velikost a jsou obtizné hodnotitelné. Zvétseni 400x
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z povrchu skla v disledku nezajisténi
vodorovné polohy skla (neni zajis-
téna vodorovna pozice hybridizac-
ni ploténky); 3) ,odsati“ reagencii
z povrchu skla kapildrnim vzlindnim
podél hrany skla v pfipadé nevhod-
né nalepeného identifika¢niho $titku
(ktivé nalepeny §titek s presahem
pres hranu skla). Pokud se vyskyt-
ne tato situace, neni vzdy nezbytné
nutné vySetfeni opakovat. Nejprve
je nutné v mikroskopu zkontrolovat
veskerou vysetfovanou (nadorovou)
tkan a pouze v pripadé, Ze signaly
chybi v celé této tkani, je nutné de-
tekci zopakovat.

30 |4 112019

A Obr. ¢. 8: Pritomnost signdlii pouze jedné barvy - pouze Cervené
signdly centromerické oblasti chromozomu 17 (levd ¢dst obrdzku) nebo
pouze Cerné signdly genu ERBB2 (pravd ¢dst obrdzku). Zvétseni 400x

A Obr. ¢. 10: Tzv. silver dust - jemny poprasek stiibra pokryvajici
vySetfovanou tkdn. Zvétseni 400x

€.

A Obr. & 9: Uplné chybéni obou signdlii v horni poloviné obrdzku p¥i
zachovalych signdlech v dolni ¢dsti snimku. ZvétSeni 400x

A Obr. ¢. 11: Silver dust o nizké intentzité, i pres nespecifické pozadi jsou

dobfe patrny specifické signdly sond a pfipad Ize hodnotit. Zvétseni 400x

Nespecifické pozadi

Existuje nékolik variant rusivého po-
zadi pfi SISH vySetfeni. V praxi se
véak setkavame se dvéma nejcastéj$imi
ptipady a témi jsou tzv. ,silver dust®
a ,,speckling®. Obé tyto chyby vznikaji
v analytické fazi. Silver dust (SD) je pti-
tomnost jemného ,,poprasku” vysraze-
ného sttibra homogenné v celé tkani
(obr. ¢. 10). Tento typ chyby vznika
nejcastéji v disledku vysuseni povrchu
skla v prtibéhu jednotlivych deteke-
nich krokd. Jedna se o chybu jednora-
zovou, kterd se vétsinou pfi opakova-
ném vysetfeni jiz nevyskytne. Navic
pokud je intenzita SD slabd a Ize pres

pozadi spolehlivé rozeznat specifické
signdly (obr. ¢. 11), neni nutné vyset-
feni opakovat. V nékterych pripadech
véak intenzita SD na pozadi hodnoceni
znemoziuje (obr. ¢. 12). Druhym zmi-
nénym typem pozadi je tzv. speckling
(SP), coz je pritomnost ¢ernych signa-
la stéibra obdobné velikosti, jako maji
specifické signaly. Na rozdil od nich se
v$ak SP vyskytuje disperzné i mimo ja-
dra bunék a ¢asto také dokonce i mimo
vySetfovanou tkdn na okolnim skle
(obr. ¢. 13). Tento typ chyby je velmi
zradny, nebot pfi letmém pohledu
imituje Casto specifické signaly a in-
terpretace takového pripadu by vedla



A Obr. ¢. 12: Silver dust o vysoké intenzité. Nelze hodnotit specifické
signdly, vysetieni je nediagnostické. Zvétseni 400x

k fale$né pozitivnimu vysledku stran
pripadné amplifikace signalu. Nastés-
ti se jednd o chybu pomérné vzacnou
(v porovnani s ostatnimi vySe zmi-
nénymi), jejiz prfiina neni doposud
spolehlivé objasnéna. Predpoklada se
néjaky druh znecisténi ¢i degradace
pouzivané sondy, nebot se tento pro-
blém typicky vyskytuje na rtznych
pracovistich a je vazan na konkrétni
$arzi sondy. Pti pouziti jiné $arze sondy

se tento problém jiZ nevyskytuje.?
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A Obr. ¢. 13: Tzv. Speckling - pritomnost ,, falesnych® signdlii st¥ibra

obdobné velikosti jako specifické signdly, a to jak v jadrech nddorovych
bunék, tak i mimo né (zejména pravd polovina obrdzku). Pfi hodnoceni
takového pripadu hrozi riziko falesné pozitivity pripadné amplifikace
genu ERBB2. Vysetteni je nutné opakovat. Zvétseni 400x

Zaveér

Metoda SISH se jiz fadu let s ispéchem
pouzivd na nasem pracovisti ke stano-
veni pripadné amplifikace genu ERBB2
u karcinomu prsu a eventualné zaludku.
Tato metoda prinasi fadu vyhod oproti
klasickému vy$etfovani metodou FISH

=y

a nema ve srovnani s ni Zddnou absolutni

nevyhodu. Obé metody prindseji srov-
natelné vysledky, pricemz hodnoceni
SISH je diky jednodussi orientaci ve tka-
ni rychlejsi a pohodlnéjsi. Odpada také
potreba drahého fluorescen¢niho mikro-
skopu a hodnocend skla Ize dlouhodobé
archivovat, coZ je vyhodou pro kontrolni,
srovnavaci, vyzkumné, edukac¢ni i publi-

kaéni ucely.

MUDr. Tomas Rozko$, Ph.D.
Fingerlandtv tstav patologie, Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Sokolska 581, Hradec Kralové 500 12
Kontakt: tomas.rozkos@fnhk.cz
Patolog, pracujici v oboru od roku 2009, se specializaci na onkologickou pneumopatologii a vy$etfovani prediktivnich
marker pomoci imunohistochemie a in situ hybridizace.
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