ZKUSENOSTI Z LABORATORI i

Vazeni ¢tendfi, metodika in situ hybridizace s detekci stiibrem (SISH), kterou provo-

zujeme v rutinni histopatologické diagnostice laboratofi molekularni patologie, byla

v uplynulém roce optimalizovana. V nasledujicim textu vas chceme stru¢né informovat

o zménach, ke kterym doslo.

Optimalizovana metoda Dual ISH
v detekci amplifikace genu ERBB2
u karcinomu prsu a zaludku
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Uvod

Presné pred rokem vy$el na strankach
tohoto casopisu ¢lanek ,Vyuziti in situ
hybridizace s detekci stfibrem (SISH)

v rutinni histopatologické diagnostice

A. HER2 DNP - znaéena sonda
a INFORM Silver ISH DNP

detekeéni kit
3, 4, 5: ,Stibrné" SISH , Stiibrny*
reagencie A, B, C signal
1: Krali¢i 2: Kozi
anti-DNP anti-kréli¢i HRP
DNP

HER2 DNP - zna¢ena sonda

A. HER2 DNP - znac¢ena sonda
a VENTANA Silver ISH DNP

detekéni kit
3, 4, 5: ,Stibrné* SISH , Stiibrny*
reagencie A, B, C signal

2: Mysi anti-HQ HRP
1: Mysi anti-DNP
znacena HQ

DNP

HER2 DNP - zna¢end sonda

v laboratotich molekularni patologie®
Clanek popisoval metodu a jeji porovnani
s fluorescen¢ni in situ hybridizaci. Velka
¢ast byla vénovéna také uskali preanalytic-
ké a analytické faze vySetfovani pripadné
amplifikace genu ERBB2 (kédujiciho pro-
tein HER2) u karcinomu prsu a zaludku
metodou Dual ISH. Od té doby doslo
k upravé a vylepseni sondy i detekéniho
postupu, o kterém bychom vas radi infor-
movali spole¢né s nazornymi ukazkami
a statistikami. Princip metody samotné
a typy preanalytickych i analytickych chyb
zUstavaji a byly popsany ve zminéném lon-

ském ¢lanku, zde zazni pouze novinky.

B. Chr17 DIG - zna¢ena sonda
a INFORM Red ISH DIG
detekeéni kit

3,4,5: Cerveny ISH signal
pH stabilizator,
Naftol, Fast Red

1: Mysi 2: Kozi
anti-DIG anti-mysi AP
DIG

Chr17 DIG - znacend sonda

B. Chr17 DIG - znaéena sonda
a VENTANA Red ISH DIG

detekéni kit
3, 4, 5: pH stabilizétor, Cerveny ISH
Naftol, Fast Red signél
2: Mysi anti-NP AP
1: Mysi anti-DIG
znacena NP

DIG

Chr17 DIG - znacend sonda

DNP - dinitrofenol, DIG - digoxigenin, HRP - kienova peroxidaza, AP - alkalickd fosfatdza,

HQ - hydroxychinoxalin, NP - nitropyrazol

A Schéma piivodniho (nahote) a nového (dole) detekcniho postupu
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Popis jednotlivych vylepseni
postupu a jejich vyznamu

Prvni zménou, kterou vyrobce provedl,
bylo zkréceni délky hybridiza¢nich sond
na tzv. oligonukleotidové sondy. Tento
krok pomaha zejména snizit vyskyt pre-
analytickych chyb, tedy téch, které se vy-
skytly v dasledku nekvalitni tkané, coz je
v piipadé in situ hybridizace tkan s prili§
fragmentovanou DNA. Nejéastéj$i prici-
nou degradace/fragmentace DNA je pii-
1i§ dlouha doba fixace tkdné ve formalinu
(zpravidla doba presahujici 96 hodin).
Zkréceni sond tak alespon v ¢asti tako-
vych pfipadii umoznuje provést uspés-
nou hybridizaci navazanim krats$i sondy
na piislu§né fragmenty DNA. Uspésnost
je samozfejmé zavisla na stupni poskoze-

ni/fragmentace DNA.

Druhou provedenou zménou bylo prida-
ni syntetickych vazebnych molekul (hap-
tentl) nitropyrazol (NP) a hydroxychi-
noxalin (HQ) do detekéniho postupu
jednotlivych sond (viz schéma puvodni
a nové detekce). Vazba primarni a sekun-
darni protilatky zprostfedkovana synte-
tickou molekulou je oproti uziti proti-
latek od dvou rtznych zvifecich druhi
specifi¢téjsi. Tato zména pomdaha sniZit
vyskyt analytickych chyb spojenych s ne-
specifickym pozadim ¢i slabou intenzitou

signali.

Kone¢né treti provedenou zménou je
uprava velikosti baleni reagencii. Dfi-
ve byla dodédvana sonda v mnoZstvi
na provedeni 50 testti a detekéni re-
agencie na 100 testd. V novém postupu
byla velikost baleni sniZzena na objem
30 testd u sondy a 60 testtl u detekénich
reagencii. Ackoliv se nejednd o techno-
logické zlepSeni, ma i toto opatteni svij
pfinos. Jednim z problému analytické
faze je totiz ,starnuti“ sondy v dusled-
ku jejiho opétovného transportu mezi
uskladnénim v chladicim boxu a mezi
automatem, ve kterém probiha detekce.
Zejména na pracovistich, ve kterych se

neprovadi velké pocty vySetfeni, pak
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A Obr ¢ 1

mize dochdzet k analytickym chybam
pravé v duasledku degradace sondy.
Zmenseni obejmu sondy (a tedy poctu
vySetteni provedenych z jednoho baleni)
tak napomahd odstranit tuto podskupi-
nu analytickych chyb.

Porovndni piivodniho a nového
postupu

V priibéhu zafi 2019 byl na nasem pra-
covisti (Fingerlandtiv ustav patologie,
Fakultni nemocnice Hradec Krélové)
testovan konsekutivné a prospektivné
soubézné puvodni a novy postup Dual
ISH detekce amplifikace genu ERBB2
u karcinomu prsu a zaludku. Celkem
bylo soubézné otestovano 13 pripadia
karcinomu prsu a jeden karcinomu za-
ludku, pri¢emz ve vSech pripadech byly
vysledky detekce novym postupem bud
stejné, nebo lepsi ve srovnani s ptvod-
ni metodou. Nasledné jsme jesté novou
metodou otestovali $est star$ich pripad,
u kterych se ptivodnim postupem ne-
podafrilo dosahnout hodnotitelného vy-
sledku. Z téchto Sesti ptipadu byly novou
metodou ¢tyfi pfipady plné hodnotitel-
né, jeden pripad byl technicky limitovan,
nicméné by umoznoval uvolnit diagnos-
ticky zavér, a u jednoho piipadu se ne-
podarilo dosahnout hodnotitelného vy-

sledku ani novym postupem. V testovani

novou metodou jsme pozorovali v tomto
obdobi pouze jednu analytickou chybu,
a to absenci signdlil v ¢asti vySetfované
tkdné (obr. & 1), nicméné tato ,vada“
v zadném z pripadt nevedla k nemoz-
nosti hodnotit vysledek, nebot vzdy byla
pritomna nadorova tkdn s fadnou detek-
ci. Pro lepsi predstavu o komparaci obou
postupt dale uvadime popisy nékolika
porovnavanych prfipadt i s mikrofoto-

grafiemi.

Pripad ¢. 1

Karcinom prsu, u néhoz byla detekce pu-
vodnim (obr. ¢. 2a) i novym (obr. ¢. 2b)
postupem hodnotitelnd, nicméné pti po-
rovnani je vidét lepsi kvalita nového po-
stupu, jednotlivé Cervené i ¢erné signaly
jsou jasnéjsi a ostrejsi a pozadi je ,,¢istsi“
v porovnani s detekci piavodnim postu-

pem.

Pripad ¢. 2

Karcinom prsu, u néhoz jsme opakované
starym postupem detekovali ¢erné signd-
ly pouze velmi slabé intenzity (obr. ¢. 3a),
ptipad tak nebylo mozné spolehlivé po-
soudit. Novym postupem byla intenzita
obou barevnych signdlt vys$si a pripad

bylo mozné hodnotit (obr. ¢. 3b).



A Obr. ¢ 2a

A Obr. ¢ 3a

A Obr. ¢ 4a
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A Obr. ¢ 2b

A Obr. ¢ 3b

A Obr.c. 4b
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Pripad ¢. 3

Karcinom prsu, kdy byly pivodné zastize-
ny pouze rozpité cervené signdly s nespe-
cifickym pozadim a uplnou absenci cer-
nych signald, pripad tedy nebylo mozné
hodnotit (obr. ¢. 4a). Novym postupem
jsou pritomny signaly obou barev, byt jsou
cerné signaly drobnéjsi, 1ze je spolehlivé
identifikovat, a tudiz hodnotit (obr. &. 4b).

Pipad ¢ 4

Karcinom prsu - ptivodnim zptisobem

je ve tkani pritomno velké mnozZstvi

A Obr. ¢ 5a

A Obr. ¢ 6a
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nespecifickych ¢ernych signalti i mimo
jadra bunék (tzv. speckling), ptipad tedy
nelze hodnotit (obr. ¢. 5a). Novym postu-
pem je detekce v poradku, bez nespecific-
kého pozadi (obr. ¢&. 5b).

Karcinom prsu, u kterého nebyly opa-
kované detekovany zadné signaly pu-
vodnim postupem (obr. ¢. 6a). Patranim
po udajich o vzorku (konzultaéni ma-
teridl z jiného pracovisté) bylo zjisténo,
ze tkan byla fixovana cca 90 hodin, a tu-

diz mize byt poskozena ptili§ dlouhou

A Obr. ¢ 5b

A Obr. ¢ 6b

fixaci. Vy$etfeni novym postupem vsak
jesté dokazalo caste¢né fragmentova-
nou DNA detekovat (dobfe patrné ¢erné
signaly genu ERBB2 a v nékterych ja-
drech i ¢ervené signaly chromozomu 17
viz obr. ¢&. 6b).

Pipad & 6

Karcinom prsu s velmi obdobnym
nélezem jako v predchozim ptipadé
(obr. ¢. 7a). Pivodni metodou se nepo-
dafilo identifikovat signaly a naslednym
patranim bylo zjisténo, Ze tkan byla fixo-
vana sedm dni! DNA tedy byla velmi



A Obr. ¢ 7a

A Obr. ¢ 8a

A Obr. ¢ 9

A Obr. & 7b
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A Obr. ¢ 7c

A Obr. ¢ 8b

A Obr. ¢ 10

14 2



% ZKUSENOSTI Z LABORATORI

poskozend a ani novym postupem se
v invazivnim nddoru nepodafilo pro-
kazat signaly (obr. ¢. 7b). Za Caste¢ny
uspéch lze povazovat alespon prukaz
specifickych signalt obou barev v in
situ slozce tumoru (obr. ¢ 7¢), nicmé-
né celkové se z daného materialu neslo
k amplifikaci vyjadrit. Tkan byla az prili§
poskozena.

Piipad & 7

Karcinom zaludku, imunohistochemic-
ky se silnou expresi proteinu HER2 (3+)
a v minulosti Dual ISH hodnocen jako
amplifikovany s tvorbou tzv. clustert sig-
néla (obr. ¢. 8a). Nova metoda potvrdila
ptvodni zavér, nicméné v nenadorové
tkani je vidét mnohem lepsi detekce sig-
(obr. ¢. 8b). Nova metoda je tedy stejné

uspésna i u karcinomu zaludku.

Statistické porovndni metod

Jelikoz se ndm novd metoda v pfi-

mém porovnani osvédcila, zacali jsme

Pavodni metoda

Nova metoda

Vysetienych piipadu

310 (leden-zaii)

137 (fijen-prosinec)

Opakovano celkem (%) 41 (13,2 %) 5 (3,7 %)
Preanalytické chyby (%) / NDG (%) 15 (4,8 %) / 8 (2,6 %) 2(1,5%)/2(1,5%)
Analytické chyby (%) / NDG (%) 26 (8,49%)/0 3(22%)/0

A Tab. ¢ 1: Statistika opakovanych vysetieni v roce 2019

na naSem pracovisti od fijna 2019 tes-
tovat veskeré pripady na amplifikaci
genu ERBB2 jiz pouze novou metodou.
V obdobi fijen-prosinec 2019 se v tes-
tovanych pripadech celkem 2x objevily
nediagnostické vzorky s preanalytickou
chybou a celkem 3x se vyskytla analy-
tickd chyba v podobé slabych signala,
které v nékterych jadrech i uplné chybély
(obr. ¢. 9). Ve v8ech téchto tiech piipa-
dech vsak byla detekce opakovana stej-
nym postupem jiz Gspé$na (obr. ¢. 10)
a diwod této chyby se nepodatilo zjistit.
Ve vétsSim mnozstvi pripadi pak také
byla pozorovana absence signal v ¢asti
vzorku, v zadném z ptipadu to ale neved-
lo k nemoznosti dany vzorek hodnotit
(vzdy byla pritomna i oblast nadoru s pl-
nohodnotnou detekci). I pres vySe zmi-
néné vsak pocet opakovanych vySetfeni

z divodi preanalytickych a zejména pak

analytickych chyb vyrazné poklesl oproti
ptivodnimu postupu az o 10 %, coZ nejlé-
pe ilustruje tabulka porovnavajici pocty
vy$etteni a jejich opakovani za rok 2019
(tab. ¢. 1).

Zaveér

Optimalizovand metoda Dual ISH de-
tekce amplifikace genu ERBB2 prinasi
jednoznacné lepsi vysledky v porovnani
s pavodnim postupem. Cena za test jed-
noho skla je sice vys$si v porovnani s pi-
vodnim postupem, nicméné pokles poétu
opakovanych vySetfeni tento fakt plné
kompenzuje, nebot nedochdzi ke zvyse-
ni celkovych nakladii na vySetfeni. Nova
metoda je vyrazné robustnéj$i a na zakla-
dé nasich zkusSenosti muzZeme prechod

na ni plné doporucit.

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