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Detekované neshody mezi RL a LLs >1 nebo >2 IHC stupné, v prubéhu existence RL

Pirehled dosavadnich zkusenosti a problemu

Neshod
aRL
vs.LLs.
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Shoda mezi centralni IHC a centralni FISH
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Shoda mezi centralni IHC a centralni FISH:
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n cecemenn. Shoda FISH mezi lokalnimi (LL) a referenéni (RL)
| laboratori (data ze 3-4 laboratori).

MEDICINE

M¢sice ¢innosti RL Pocet pacientek | Shoda (%) / pocet

0-6 1 100,00 (1/1)
7-12 14 71,40 (10/14)
13-18 13 100,00 (13/13)
19-24 9 100,00 (9/9)
25-30 10 90,00 (9/10)
31-36 100,00 (9/9)
37-42 87,50 (7/8)
43-47 100,00 (5/5)
0-47 93,61 (63/69)
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é ABORATORY OF Poéty vysetirenych pacientek v RL
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ProvysSetrenost a vysetritelnost vzorki v LL a RL

vysledky z LL
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vySetritelnost IHC/FISHv RL
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Detekce amplifikace her2/neu
genu metodou RQ-PCR

Berkovcova J., Trojanec R., Radova L.,
Hajduch M.
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RQ-PCR s TagMan sondou

reverse primer

1. zahdjeni syntézy nového fetézce

?'H' 2. 5’exonukledzova aktivita Taq polymerasy

3. odStépeni sondy ?-, = ﬁ

w o W o

R = reporter dye 4. syntéza kompletni
Q = quencher dye
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Referencni geny

Chromozom 4 Chromozom 17

Chromozom 2

Glucosidase | ﬁg[i = Deoxycytidine Epsin 2
(2p13-p12) ::1: kinase (17p11.2)
4322 (4913.3-g21.1) her2/neu
£ (17g21.1)

 Referenéni geny ... gscl — na chromozomu 2
dck — na chromozomu 4
epn2 — na chromozomu 17



S Mapovani pogtu kopii CH17 s pouzitim dalsich

MEDICINE

sond u nadoru polyzomickych v CEP17
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Duplexni RQ-PCR

Rotor Gene 3000 (Corbett-Research)

... rozliSeni fluorescence o ruznych vinovych délkach
» Proba her2/neu ... BHQ1-FAM
» Proba referencniho genu ... BHQ1-HEX
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Teoretické stanoveni citlivosti

metody
o ... K~ pocet nadorovych bunek
n.lIn
K> N o . n ~ celkovy pocet bunék v reakci
... X ~ pocet kopii her2 genu v bunce
Vysledné:

3 kopie her2 genu = 30% pozitivhi DNA
20 kopii her2 genu = 20% pozitivni DNA
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Stanoveni citlivosti metody RQ-PCR

VysSetreni pozitivnhi bunécné linie CALUS3
(> 20 kopii genu her2/neu v bunce)

- fedéni pozitivnich bunék negativnimi — izolace DNA z 10°
bunék — vySetreni z 50ng DNA (~ cca 8400 bunék/reakci)

10°2 10% 7891 0,96

10°2 10°]  6073] 0,99

Zaver:
» Hranicni hodnoty ... od 1% pozitivni DNA
> Pozitivita ... od 10% pozitivni DNA



Porovnani vysetreni tkanovych
preparatu metodou FISH a RQ-PCR

» celkem paralelné
vySetreno 125
pacientek

» shoda v 91%

» VvV 9% chybne
zhodnocen pozitivni
vysledek FISH jako
negativni RQ-PCR
(v 50% pripadu

detekovana polyzomie
metodou RQ-PCR)
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Korelace jednotlivych RQ-PCR s FISH
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RozSireni vySetritelnosti vzorku

| FISH| IHC |GSC1 | DCK |EPN2 |zdvér RQ-PCR
| linelze| 0 | 116 | 033 ] 0,68 |negafivni |
| 2|nelze | 1+ |  nelze
| 3nelze| 0 | 093 | 029 | 0,68 |negafivni |
| 4nelze | 1+ |  nelze
| Sinelze| 0 | 148 | 143 |nelze |negafivni |

| Glnelze | 0 | 178 | 034|127 |negafivni
| 7lnelze| 0 | 081 |062] 091 negafivni |
 8nelze | 3+ | 558 | 2.6 | 3,34

| Olnelze | 0 | 105 | 038 0,75 |negafivni
| 10/nelze| O |  nele

Mozneé vysSetrit dalSich témer 75% pacientek, u kterych nelze
vysledek amplifikace genu her2/neu stanovit metodou FISH.
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Jak dal v testovani Her-2?

e chybovost vysetieni v IHC zistava dlouhodobé stabilni, pres
20% vzork se lisi o vice nez 2 IHC stupn¢

e riziko falesné negativnich vzorka v primarnim screeningu, tyto
pacientky vypadnou z indikacnich kriterii

* vysoka shoda ve vysetieni FISH - pravdépodobn¢ dana malym
poctem vysetiujicich center (zkusenost z CAP)

o ¢ast vzorku je Spatn¢ fixovana a neumoznuji provedeni FISH,
castec¢neé reseno novou technikou RQ-PCR



LABORATORY OF
EXPERIMENTAL
MEDICINE

Jak dal s Referenc¢ni laboratori?

Predpokladané zvyseni indikace trastuzumabu s jeho zavedenim
do adjuvance je s ohledem na platbu z pausalu malo pravdépodobne,
redlné dochazi k omezeni indikace vysetieni az o0 40-50%

e Po redlném zavedeni léciva do adjuvance predpokladame
narast poctu vysetreni 2-3x

Konfirmacni diagnostika:
- Systém dvou akreditovanych referencnich laboratori
- Jedna akreditovana referencni laborator provadgjici dohled nad
kvalitou vySetieni systemem externi kontroly kvality na zakladg
kterého budou certifikovany lokalni pracoviste



