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Suhrn

Automatické zobrazovacie cytogenetické systémy vyuzivajice fluorescencnu in situ
hybridizéaciu sa za posledné desatrocie znacne zdokonalili a dostavaju sa do vyskumnych ale aj
klinickych cytogenetickych laboratorii. Ich pouzitie pomaha zrychlit’ pracu a zvysit’ presnost’

odpoctu minimalizovanim l'udského faktoru.

V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace bola vykonana optimalizacia metody
fluorescencnej in situ hybridizacie na pouzitie pri automatizovanej analyze amplifikacie génu
HER? systétmom Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems). Optimalizované bolo
aj nastavenie klasifikacnych algoritmov, ktoré systém vyuziva na vyhladdvanie buniek vo
vzorke. Nasledne za pouzitia optimalizovanych parametrov vzoriek a predupravy bolo
vykonané vySetrenie dvadsatich pacientskych vzorkdch za pouzitia automatického

zobrazovacieho systému a porovnanie vysledkov s manuélnou metodou.

Optimalizaciou bolo zistené, Ze najlepsia hrabka rezu vzorky pouZitej na vySetrenie je
3 wm. Z reagencii pouzivanych pri priprave vzorky bol vybrany ako najvhodnejsi komercne
dostupny hybridizacny pufer a komercne dostupny roztok DAPI. Ako idedlna vol'ba sondy sa
ukazala komeréne dostupna sonda ERBB2(17q12)/SE 17 od firmy Kreatech™ alebo kit na
pripravu sondy od firmy Invitrogen™. Bolo vykonané porovnanie dostupnych klasifika¢nych
algoritmov a spomedzi nich bol na zéklade parametrov zvoleny klasifikacny algoritmus
HER2-TissueFISH-V6B. Po vysetreni 20 vzoriek optimalizovanou metdédou a porovnanim

s manudlnou sa zistilo ze v 5 pripadoch sa vysledky metod lisia.

Optimalizaciu sa podarilo Standardizovat’ metédu fluorescencnej in situ hybridizacie
a nastavenia systému pre automatickll analyzu systémom Metafer scanning and imaging
platform. Z porovnania automatickej a manualnej metddy nebolo mozné vyvodit’ Statistické
zavery, kvoli nedostatocnému mnozstvu pouzitych vzoriek. Tato praca moze sluzit' na

potencinalne zavedenie automatického zobrazovacieho systému v klinickej praxi.



Summary

Automatic cytogenetic imaging systems using fluorescent in situ hybridization have
greatly improved in last decade and are being introduced into both research and clinical
cytogenetic laboratories. Their use helps to speed up the work rate and increase the accuracy of

enumeration by minimizing the human error.

In the experimental part of this bachelor thesis, optimization of the fluorescence in situ
hybridization method was performed for use with the automated analysis of HER2 gene
amplification by Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems). The settings of
classification algorithms that the system uses to look for cells in the sample were also optimized.
Subsequently, using optimized sample parameters and pre-treatment, an examination of 20
patient samples was performed using an automated imaging system and results were compared

to a manual method.

By optimization it was found that the best section thickness of the sample used for the
examination was 3 um. From the reagents used in the preparation of samples, the most preferred
commercially available hybridization buffer and a commercially available DAPI solution were
selected. The ideal probe was the commercially available Kreatech ™ ERBB2 (17q12) / SE 17
probe or Invitrogen ™ probe kit. A comparison of the available classification algorithms was
performed and the HER2-TissueFISH-V6B algorithm was chosen. After examining twenty
patient samples by an optimized method and comparing with the manual, it was found that in

5 cases the test results were different.

Optimization has been successful for standardization of the method of fluorescence in
situ hybridization and system settings for automatic analysis by the Metafer scanning and
imaging platform. From the comparison of the automatic and manual method, statistical
conclusions could not be drawn due to the insufficient number of samples used. This work can

be used for the potential introduction of automatic imaging system in clinical practice.
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1 Uvod

Karcindém prsnika je maligne nadorové ochorenia mlieCnych zliaz. U pacientov
s karcindmom prsnika je nutné stanovenie molekularno-cytogenetickych charakteristik na
urcenie spravnej diagndzy, odhadnutia prognézy a predurcenia pacientov na konkrétne typy
liecby. Pochopenie molekularnych mechanizmov a ich zmien pri tumorigenéze bolo zékladom
pre vyvoj tzv. cielenych lieiv v ramci konceptu perosnalizovanej mediciny, ktoré znac¢ne
zlepSujui prognézu a prezitie pacientov (Giordano et Petrelli, 2008). Informéciu o tom, ¢i sa
dana cytogenetickd zmena, ktora moze byt ciel'om tychto lieCiv v nddore vyskytuje, poskytuje
cytogenetické vySetrenie. Jednym z takychto vySetreni je aj vySetrenie metodou fluorescencnej

in situ hybridizacie, ktoré je dnes beznym vySetrenim roznych cytogenetickych zmien.

V laboratériach, v ktorych je takéto vysetrenie dennou rutinou, narastd potreba
automatizacie takychto vySetreni z dovodu rychlejSieho spracovania vySetrenia a tiez vylucenia
chybovosti 'udského faktora. Automatické cytogenetické systémy vyuzivajice fluorescencnu
in situ hybridizaciu pontikaji moznost’ automatickej analyzy vzoriek a ich vyhodnotenie na
zaklade ich digitalizacie a analyzy programovymi algoritmami. Za asistencie vySkoleného
operatora su schopné znaéne urychlit a zjednodusit' inak zdihavy proces vyhodnocovania

a analyzy vzorky, navySe su schopné i archivovat’ zdznam vySetrenia pre spatnu kontrolu.

NajcastejSie vySetrovanad cytogenetickd zmena u karcindému prsnika je amplifikécia
génu HER?2. Na tento typ vySetrenia je mozné pouzit’ automaticky cytogeneticky systém za
pouzitia dudlnej sondy na fluorescencnt in situ hybridizaciu. Nevyhnutnym krokom pre
zavedenie tohto systému do praxe je Standardizacia a optimalizicia parametrov vzorky ako aj

nastaveni systému (Wolff et al., 2013).



2 Ciele prace

vypracovanie teoretickej reSerSe na tému automatické cytogenetické systémy
vyuzivajuce fluorescen¢nu in situ hybridizaciu (FISH) aich vyuzite na detekciu
amplifikacie génu HER?2 u pacientov s karcinomom prsnika

osvojenie metddy FISH a priprava fluorescencne znacenych sond

optimalizacia metdody FISH pre automatizovany odpocet pomocou pristroja Metafer
scanning and imaging platform na detekciu amplifikéacie génu HER?2

optimalizacia hrabky rezu a inych parametrov pre automatizovany odpocet
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3 Literarny prehlad

3.1 Princip fluorescenénej in situ hybridizacie

Fluorescencna in situ hybridizacia (FISH) je molekularna cytogeneticka metdda
umoziiujuca detekciu sekvencii nukleovych kyselin. Jej princip spociva vo vyuziti
komplementarity dvoch vldkien nukleovych kyselin. Pri denaturacii vplyvom vysSej teploty
(94-96 °C) alebo chemickych denaturacnych Ccinidiel napriklad formamidu, dochadza
k rozpojeniu vodikovych vizieb medzi dusikatymi bazami jednotlivych vldkien nukleovych
kyselin a vznikaju jednovldknové molekuly DNA. Po ochladeni na inkuba¢nu teplotu (obycajne
37 °C) zasa dochadza k samovol'nej renaturacii a vlakna sa parujii so svojim komplementarnym
vlaknom. Tento proces sa nazyva hybridizécia. Hybridizaciu mozno vyuzit, ak jedno z vlakien
nahradime vldknom, ktoré je fluorescencne znacené a zdroven komplementdrne k vldknu
cielovému (pozri obrazok ¢.1). Takto znaCené sekvencie sa nazyvaju sondy. Sonda sa po
renaturacii nahybridizuje na cielové vldkno. Po hybridizicii sondy je nutné odmytie
nespecificky naviazanej sondy, ktora by potom vytvarala falo$né signaly (Serakinci et Kelvraa,

2009; Wolff et Schwartz, 2005)
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Obr. ¢.1 Schematicky princip fluorescencnej in situ hybridizacie.
Legenda: zelené vlakna: fluorescen¢ne znacena sonda, modré a ¢ervené vlakno — ciel'ové vldkno
nestce hl'adanu sekvenciu.

3.1.1 Sondy na fluorescencnu in situ hybridizaciu

Vdaka sekvenciam ktoré ziskanym v Human Genome project je dnes mozné vytvorit’
sondu pre takmer akukol'vek oblast’ 'udského genomu. Zakladné vseobecné delenie sond pre

in situ hybridizaciu z hl'adiska ich principu fungovania je nasledovné:

e sondy znaCené radioaktivne
¢ sondy neznacené radioaktivne:
- priamo znacené sondy

- nepriamo znacené sondy
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Radioaktivne znafené sondy sa vyuzivaju pri in situ hybridizacii bez pouzitia
fluorescencie. Detekcia prebiecha na zdklade detekcie radioaktivity izotopov, ktoré obsahuje
sonda.

Pri pouziti fluorescencnych sond uz hovorime o fluorescencnej in situ hybridizacii.
Priame znacenie znamena, Ze fluorescencéné farbivo je naviazané priamo na DNA a je mozné
ho vizualizovat’ ihned’ po hybridizécii. Nepriame znacenie znamend, ze je na DNA naviazany
najprv haptén, napr. biotin, digoxigenin ich derivaty a pod. Na haptén sa potom naviaze
protilatka s naviazanym fluorescen¢nym farbivom a az potom sa moze vzorka vizualizovat
(Schwarzacher, 2003).

Technika zna¢enia sond zavisi na druhu pouzitej sekvencie ako aj na druhu pouzitého
znacenia. Medzi zdkladné metddy patri random priming, nick translacia alebo polymerazova
retazova reakcia (PCR). Existuji aj iné metédy priameho znadenia ako je napriklad ULS®
(Universal Likage System; Kreatech™). ULS® vyuziva komplexy platiny oznadené

fluorescen¢nou latkou, ktoré sa viazu priamo na poziciu N7 guaninovych nukleotidov,
V klinickej cytogenetike sa sondy delia na zaklade ich vyuZitia na 3 zdkladné kategorie:

e sondy repetitivnych sekvencii
e sondy lokusovo Specifické

e sondy celochromozémové

Sondy repetitivnych sekvencii sa najcastejSie vyuzivaji na detekciu alfa repetitivnych
sekvencii. Alfa repetitivne sekvencie sa nachddzaji v centromérach chromozémov, €o sa
vyuziva na pripravu centromerickych sond. Vd’aka individualite kazdého chromozému v pocte
repeticii zdkladného motivu mozno bezproblémovo pripravit’ centromerické sondy pre kazdy
chromozém (Willard er Waye, 1987). Vyuzitie centromerickych sond spociva v stanoveni
poctu kopii daného chromozdému v interfaznej a aj metafdznej bunke (centromeric enumeration
probes — CEP). Dal§im menej Eastym vyuzitim repetitivnych sekvencii st telomerické repeticie,

pomocou ktorych mozno stanovovat’ aberacie v telomerickych oblastiach.

Celochromozomové sondy alebo tzv. ,,mal'ovacie* sondy (whole chromosome probes-
WCP) st zaloZené na unikatnych sekvenciach celého chromozému alebo jeho ramienka. Takéto
sekvencie mozno napriklad ziskat’ triedenim hybridnych somatickych buniek obsahujucich
jediny chromozom alebo jeho Cast’” pomocou prietokového cytometra. Naslednou disekciou
a amplifikéciou prostrednictvom PCR mozno ziskat’ celochromozémové sondy (Jauch et al.,
1990). WCP nachadzaji vyuzitie v detekcii Struktarnej prestavby chromozoémov ako napr.
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nehomologické alebo homologické translokacie alebo aneuploidie. WCP sondy sa obycajne

deteguji v metafaznych bunkéch (Kraker et al., 1992).

NajcastejSie vyuzivanym typom sond su sondy lokusovo Specifické (locus specific
identifier — LSI). LSI sondy hybridizujui na $pecifické lokusy a poméhajt identifikovat’ pocet
kopii génu v interfaiznom jadre alebo pocet oblasti chromozému v metataznom jadre. Citlivost’
sond LSI radovo od 10 kb do 1 Mb. LSI sekvencie sa ziskavaju z casti genomu klonovanych
vo vektoroch ako BAC (bacterial artificial chromosome), Y AC (yeast artificial chromosome),
plazmidy alebo kozmidy. Selek¢nou kultivaciou baktérii alebo kvasiniek je mozné vyizolovat
klonovani DNA. Vyhodou je dostupnost’ komerénych kultir pripravenych na kultivaciu
s vlozenym konkrétnym inzertom (Strachan ef Read, 2004; Trask, 2002; Trojanec, 2012; Wolff
et Schwartz, 2005).

3.1.2 Biologicky material pouzivany pri FISH

Vzhl'adom na to, Ze tato praca sa zameriava na klinicku cytogenetiku buda popisované

len druhy biologickych materidlov vyuZivanych v klinickej cytogenetike.

Forma a druh pouzitého biologického materidlu (vzorky) zavisi od ucelu a druhu
vySetrenia. Bezné materidly pouZzivané v prenatalnej diagnostike st bunky choriovych klkov
a amniocyty. Na vySetrenia leukemickych ochoreni sa pouzivaju lymfocyty, natery kostnej

drene a krvné natery. U solidnych tumorov sa vykondvaji biopsie z miesta vyskytu tumoru.

FISH moZno vykonat’ na zivych alebo na nezivych bunkdch ktoré predtym presli
kultivaciou alebo fix4ciou vo formaline a boli zaliate v parafine (formalin fixed paraffin-
embbed; FFPE), bunkach nanesenych na mikroskopickych sklickach pomocou odstredivej sily
metodou cytospin, odtlackoch tkaniv na mikroskopickych sklickach a inych cytologickych

preparatoch.

FISH metodu mozno aplikovat’ na obrovské spektrum vzoriek, navySe FISH nevyZzaduje na
preparaty zivé bunky, ¢o je vyhodné z pohl'adu uchovania a archivacie vzoriek pred samotnym

aplikovanim FISH (Strachan ef Read, 2004; Wolff et Schwartz, 2005).
3.1.3 Metafazna vs. interfazna FISH

Metafdzne pozorovania za pouzitia prizkovacich metdd vyvinuté v minulom storoci sa
povazuju v cytogenetike stale za zlaty Standard, pretoze poskytuji najlepsi obraz o morfologii
chromozémov (Liehr et Claussen, 2002; Vorsanova et al., 2010). V biologickych materidloch

sa vSak metafdzne bunky najmi v solidnych nadoroch vyskytuji len zriedka, pretoze ich
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mitoticka aktivita je relativne nizka. Za ucelom ziskania vécSieho poctu metafaz je potrebné
kultivovat’ bunky a potom zastavit’ ich delenie za pozitia mitotického jedu. Tento proces je vSak
casovo naro¢ny (rddovo niekolko dni). Napriek zavedenej praxi rastie potreba detekcie
abnormalit v interfaznych bunkidch pomocou FISH, pretoze dostupny biologicky materidl
nemusi byt’ vhodny na klasickt analyzu prazkovacou metédou alebo metafaznou FISH, o sa
pri interfaznej FISH v podstate stat’ nemoZe, ak sa vo vzorke nachadza dostatok buniek (Iourov

et al.,2009).

Interfdzna FISH je schopna poskytnit informécie jednak o architektire a zlozeni
jadrového chromatinu (Stadia chromozomovych teritorii) (Bolzer et al.,, 2005), ako aj
o aneuploidiach alebo polyploidiach na zéklade centromerickych alebo
chromozém-S$pecifickych sond. Pomocou LSI sond mozZno ziskat' informaciu o zlomoch,
translokaciach, mikrodeléciach, mikroduplikdcidch, amplifikaciach a d’alSich inych
prestavbach, ktoré nie je schopné metafdzna FISH odhalit’ najmé v detekcii onkologickych
biomarkerov. Nevyhodou oproti prazkovacim metoédam je nutnost’ dopredu poznat’ o¢akévanu
abnormalitu a na zaklade toho vybrat’ sondu. Oproti metafdznej FISH je nevyhoda v nutnosti
predupravy vzorky s proteazou na odstranenie proteinov, ktoré su obsiahnuté v jadre a jadrove;j
membrane a taktiez slabsia miera hybridizacie (Trask, 2002; Vorsanova et al., 2010; Wolff et

Schwartz, 2005).
3.2 Histéria fluorescenénej in situ hybridizacie
3.2.1 In situ hybridizacia

Prvé pociatky in situ hybridizacie sa datuji do roku 1969. K znaceniu hybridiza¢ne;j
sondy bolo vtedy vyuzité znacenie radioizotopmi, ktoré obsahovala znacena RNA (J. G. Gall
et M. L. Pardue, 1969). Detekcia bola ¢asovo vel'mi ndrocnd a poskytovala len vel'mi nizke
rozliSenie, napriek vysokej citlivosti. Nevyhodu bola vysoka cena a ¢asova narocnost’ celého
procesu a taktiez nebezpecenstvo pri zaobchadzani s radioaktivnymi latkami. Metoda bola
vyvinuta aby prekonala limitacie prizkovacich metdd (banding) na identifikaciu chromozdémov
a ich prestavby, vzhl'adom na to, Ze prizkovacie metddy limituju rozliSenie, ktoré je maximalne

3 Mbp DNA (Yunis, 1976).
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3.2.2 Fluorescencna in situ hybridizacia

Az o dekadu neskor v roku 1980 bola zavedend fluorescencnd in situ hybridizacia
(FISH), ktoré vyuzivala znacenie RNA sondy priamo na 3" konci retazca DNA (Bauman et al.,
1980). Postupnym rozvojom tohto nového odvetvia in situ hybridizacie sa zaujem o FISH zacal
zvysSovat. Bolo to sposobené najmé vyssim rozliSenim, rychlostou, bezpe¢nostou a Sirokymi
moznost’ami detekcie a kvantifikacie viacerych cielovych usekov DNA. Ako prvé sa rozvinuli
v osemdesiatych rokoch met6dy nepriameho znacenia sondy prostrednictvom hapténov (biotin,
digoxigenin, fluorescein a pod.) (Manuelidis et al., 1982). Neskor v devitdesiatych rokoch sa
znacenie zdokonalilo natol'ko, Ze umoznilo efektivne priame znacenie sondy bez nutnosti

zosilnit’ signal (Kislauskis ez al., 1993).

Tento rozvoj znacne rozsiril vyuzitie a mozné ciele pouzitia FISH. Bola umoznena
vizualizacia celych metafaznych chromozémov vdaka pouzitiu celochromozdévych sond
(WCP) pripravenych klonovanim vo vektore, dnes tzv. ,,chromosome painting “. Za pouzitia
neznacene] blokovacej DNA, ktord mala za ulohu blokovat repeticie, ktoré spdsobuju
neSpecifickii hybridizaciu sondy, sa dosiahlo efektivneho znacenia celych chromozémov
(Landegent et al., 1987; Lichter et al., 1988). Moznost’ zobrazovat celé chromozémy dovolila
diagnostikovat’ trizomie a translokacie na chromozémoch, ¢o znamenalo revoltciu v oblasti

humannej cytogenetickej analyzy (Pinkel et al., 1988).

Vrokoch 1985 Startujuci Human Genome Project napomohol vzniku novych
jednolokusovych sond, ktoré mali pomoct’ mapovat’ gendm a pomohli odhalit’ miesta ¢astych
zlomov v DNA (Kearney et al., 1991; Pinkel et al.,, 1986) a boli kI"i¢ové pri identifikacii
novych translokacii spojenych s onkologickymi ochoreniami (Jaju ef al., 1999). Prvy l'udsky
jednokdpiovy gén bol detegovany prostrednictvom FISH v roku 1985, jednalo sa vtedy o gén
kodujuci tyreoglobulin (Landegent ef al., 1985). Citlivost’ FISH sa od roku 1970 do roku 1985
zvysila 10000 krat vd’aka vyvoju lepSich, presnejsSich a spol'ahlivejs$ich sond (Trask, 2002).

Zavedenie kamier s nabojovo viazanym obvodom (charge-coupled device camera alebo
CCD kamera) umoznilo kvantitativnu analyzu FISH (Arndt-Jovin et al., 1985). Digitalizacia
obrazu a jeho Upravy sa vysporiadali s dlhodobym problémom nerovnomerne;j fluorescencie
a autofluorescencie pozadia. Vdaka digitilnemu od¢itaniu pozadia bolo mozné ziskat
kvalitnejSie signaly bez neSpecifickych signalov v pozadi (Bingham et Hyvérinen, 2000).
Pouzitie kombindcie viacerych fluoroférov dovolilo vytvorit’ sondy Specifické pre celé gendmy

(Nederlof et al., 1990). Obrovskym milnikom dosiahnutym vdaka CCD kameram bola
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vizualizacia vSetkych l'udskych chromozémov vdaka spojeniu signalu z piatich sond, ktoré
mali r6znu vlnova dizku excitacie. Tato metoda je dnes znama ako M-FISH (multiplex FISH)

alebo SKY (spectral karyotyping) (Schrock et al., 1996; Speicher et al., 1996).

FISH sa stala beznou a zakladnou cytogenetickou a molekularnou technikou, ktora je
Siroko vyuzivana nielen vo vyskume ale aj v diagnostike. Najvéacsie vyhody spocivaju vo
vysokej citlivosti a Specificite. Dne$né klinické humanne aplikdcie FISH zahriiuji prenatalnu
diagnostiku, onkolégiu, patologiu, forenznu analyzu, toxikologiu, radia¢ni ochranu a mnohé
iné (De Moors et Frégeau, 2011; Gaiser ef al., 2010; Romm et al., 2016; Schunck et al., 2004).
Okrem klinickych vyuziti existuje nespocetné mnozstvo vyskumnych vyuziti v molekulérne;
biologii.
3.3 Automatizované zobrazovacie cytogenetické systémy

Intenzivne rozrastajice sa pole cytogenetiky vyzadovalo zapojenie automatizovanych
systémov do vedeckej ale aj klinickej sféry. Je potrebné rozliSovat’ medzi automatizovanymi
pristrojmi na zobrazovanie a pristrojmi na automaticku pripravu a kultivaciu vzoriek. Prvé
automatizované pristroje boli urCené pre karyotypizdciu anevyuzivali fluorescenciu ale
obyc¢ajnu svetelni mikroskopiu eventualne banding. Fluorescenénd mikroskopia v suvislosti
s in situ hybridizaciou bola vtedy este len v zrode. Najvacsim tlakom na vytvorenie takychto
systémov bolo a v si¢asnosti aj je narastajuce mnozstvo klinickej prace. Od automatizovanych
systémov sa ocakdvala predovSetkym zvySend rychlost spracovania vzoriek za sucasnej
minimdlnej asistencie obsluhy. Jednym zhlavnych doévodov na vytvorenie prvych
automatizovanych systémov bola potreba biologického monitoringu u pracovnikov
v jadrovych elektrariiach, ktori boli vystaveni ionizujicemu ziareniu. V neposlednom rade to
bola potreba eliminacie 'udského faktoru, ktory je nedokonaly v kvalitativnom posudzovani

vzoriek. Pristroje mali byt citlivejSie a rychlejsie ako ¢lovek (Rutovitz, 1968).
3.3.1 Prvé automatizované cytogenetické systémy

Prvy prototyp automatizovaného cytogenetického systému bol urceny na lokalizaciu,
pocitanie a karyotypizacu buniek v metafaze na mikroskopickych sklach. Bol vytvoreny za
podpory amerického uradu pre letectvo a kozmonautiku (NASA) v Technickom kalifornskom
institute v Pasadene v roku 1976. Pozostdval z mikroskopu s motorizovanym stol¢ekom,
kamery v podobe katdédovej trubice s fotosenzitivnou vrstvou na zachytavanie a digitalizaciu
obrazu, pocitaca na vyhodnocovanie a ilozného priestoru na ukladanie vysledkov (pozri

obrazok ¢.2) Sucastou bol aj automaticky systém na pripravu vzoriek. Tento prvy systém
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nakoniec napriek jeho nizkymi ndkladom na zadovazenie nebol rychlejsi ako operator pri praci
s beznym mikroskopom, a preto nebol nikdy pouzity na klinické testovanie. Bolo to spdsobené
najmé dlhym ¢asom spracovania a nedostatocnou rychlostou vypoctovej techniky (Castleman

etal., 1976).

Obr. €.2: Prvy automatizovany cytogeneticky systém (Castleman et al., 1976).

Az vroku 1983 bol do prevadzky zaradeny prvy uspesny systém na lokalizovanie
metafaz a karyotypizovanie, ktory sa osved¢il v klinickej praxi. Tento systém zrychlil proces
z 1 hodiny a 30 minat az 3 hodin na 30-40 mintt (Philip et Lundsteen, 1985). Po tomto roku
pocet novych modelov od ré6znych vyrobcov z roznych zemi zacal narastat’ (Lundsteen et al.,

1989).

Automatizované systémy v 80. rokoch sa zameriavali najmé na biologickt dozimetriu.
Jej podstatou bolo vyhl'adévat’ dicentrické chromozomy v metafdznych 'udskych lymfocytoch
periférnej krvi. Tato metdda sa vyuzivala vSade tam, kde chybala alebo bola nedostatocna
klasicka pristrojova dozimetria (Bender et al., 1988; Weber et al., 1992). Problémom tychto
nefluoresecencnych systémov vsak bolo Casto rozliSenie medzi dicentrickym chromozémom
a dotykom dvoch monocentrickych. Tento problém pomohla vyriesit' fluorescencna in situ
hybridizacia. Pomocou telomérickych a centromerickych sond sa jednoducho darilo odlisit

pravé dicentrické chromozémy od faloSne pozitivnych (Rutovitz, 1992).

Obrovsky rozvoj v budlcnosti by mohol znacne ovplyvnit' rozvoj pocitacovych
neurdlnych sieti, ktoré st postavené tak, aby simulovali l'udské ucenie sa na zéklade
rozpoznavania, napr. vo forme obrazkov. Implementacia neuralnych sieti do mediciny je
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pomerne stara myslienka (Lerner, 1998), avSak stale sa vyvyjajlca, ked’Zze dnesné neuralne siete
nedosahuju dostato¢nych kvalit, ich buduci vyvoj je vSak vel'mi sl'ubny (Abid et Hamami,

2016; Graham et al., 1992; Lerner, 1998; Patel et Goyal, 2007).
3.3.2 Automatizované zobrazovacie cytogenetické systémy vyuZzivajice FISH

Znacné usilie v poslednej dekdde sa venovalo rozvoju automatickej interfaznej FISH
ato hlavne z dovodu, Ze interfazna FISH je doleZitou metédou na detekciu numerickych
a Struktirnych aberacii v jadre. To je vyuZzivané hlavne klinickou cytogenetikou na diagnostiku
solidnych néadorov a leukémii (Theodosiou et al, 2007). Pociatky vyvoja automatickej
interfaznej FISH siahaju k zaciatku 90. rokov (Cremeri ef al., 1992; Nederlof et al., 1992). Prvé
pokusy o automatické odc¢itanie fluorescenénych signdlov =z tkanivovych rezov boli
publikované az koncom 90. rokov (Rodenacker et al., 1997), zaroveini bolo vtedy publikovanych
niekol’ko ¢lankov, ktoré zdokonalili segmentacné algoritmy, dolezité pri rozoznavani buniek

syst¢tmom (Netten et al., 1997, 1996).

Zaciatkom 21. storocCia sa aplikacia automatickej FISH zamerala hlavne na aplika¢né
vyuzitia v cytogenetike rakoviny, konkrétne na automatické hodnotenie amplifikdcie génu
HER?2, ktory sa vyskytuje najmé pri karcindme prsnika (Klijanienko et al., 1999; Raimondo e?
al., 2005; Stevens et al., 2007). Staviselo to najmi s uvedenim lieku trastuzumab, ktory sa
indikuje pri tzv. HER?2 pozitivnych nadlezoch karcindému prsnika (Iourov ef al., 2009). Obdobne
bola automatizacia prispdsobend na detekciu mnohych d’al§ich cytogenetickych abnormalit
tykajtcich sa onkologickych néalezov napr. trizomii chromozému 7 u pacientov s rakovinou
prostaty, aneuzoémii urakoviny mocového mechtra, rakoviny plac, krcka maternice,
reciprokych translokacii a réznych aneuzomii u hematoonkologickych ochoreni a pod. (Kajtar
et al., 2006; Katz et al., 2008; Pajor et al., 2012a; Truong et al., 1998; Wang et al., 2010).
K d’als$im neonkologickym vyuZzitiam patri napriklad prenatdlny skrining za pouzitia
amniotickej tekutiny alebo matkinej krvi (Kilpatrick et al., 2004) alebo automaticka

kvantifikacia dizky telomér (Narath et al., 2005).

Automatizované systémy prispeli k novému rozvoju v oblasti ako FISH, interfazna
FISH ¢i komparativna genomova hybridizécia. Prave ich aplikdciou do automatizovanych
systtmov sa podnietil vyvoj vylepSenych technik vyzadujicich nizSie naroky
na narocnost’ a ¢as. FISH vyrieSila problémy v oblasti biologickej dozimetrie (Rutovitz,
1992), rozsirila moznosti v klinickej a vyskumnej sfére a spristupnila nové metody, ktoré mohli

byt automatizované. Nové metody boli napr. analyza jadierka v biologickej dozimetrii,
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jednobunkovéa gélova elektroforéza (comet assay), komparativha gendémova hybridizacia,
kombinécie comet assay a FISH a pokrocilejSie metddy kombinujlice fluorescenénu a svetelnti
mikroskopiu ako napr. tissue array (A. Kallioniemi et al., 1992; Kononen et al., 1998;

McKenna et al., 2003; Olive, 1989; Rothfuss et al., 2000).
3.3.3 Stavba automatickych zobrazovacich systémov

V zéklade automaticky cytogeneticky zobrazovaci systém pozostdva z tychto
komponentov: mikroskop, digitdlna kamera s adaptérom pripojenia kamery na mikroskop
a pocitac s prislusnym softvérom. V zavislosti na finanénych moznostiach a potrebach
pracoviska pri zadovazeni takéhoto systému je mozné volit' doplnkové komponenty (pozri
niz§ie). Specidlnym menej ¢astym pripadom moze byt pouzitie sofistikovanejsich systémov
ako konfokalne mikroskopy (Pajor et al., 2012b; Umesh Adiga et Chaudhuri, 2000). V tejto

bakalarskej praci bol pouzity systém Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems)

(pozri obrazok ¢.3 a 4).

CCD ,
Archiv
kamera

Svetelny . PC + .
: Mikrosko , Monitor
zdroj P softvér
Motorizované PC
prvky periférie

Obr. ¢.3: ZlozZenie systému Metafer scanning and imaging platform.
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Obr.¢.4: Systém Metafer scanning and imaging platform. (Prevzaté z: https://metasystems-

international.com/site/assets/files/6029/metafer2.jpg)
3.3.3.1 Mikroskop a kamera

Volba druhu mikroskopu zavisi najmd od ucelu pouzitia. Pri klasickej svetelnej
karyotypizacii postacuje svetelny mikroskop, na fluorescenéné metddy je nutné zvolit
mikroskop fluorescenény. Takyto mikroskop je potom prispdsobeny na fluorescenéné
snimkovanie motorizovanym vymennikom fluorescenénych filtrov a je pripojeny k svetelnému
zdroju s vybojkou. Mikroskop dalej obsahuje motorizovany stolcek na fixaciu
mikroskopickych skiel so vzorkami. Va¢Sinou je mozno upevnit’ do zasobnika na stolceku
niekol’ko skiel naraz, napr. 8-12. Stol¢ek sa moze pohybovat’ v osi horizontalnych osiach na
lokalizovanie a posun vzorky a vo vertikdlnej osi na zaostrovanie. Stol¢ek je schopny pohybu
v presnosti na mikrometre. Po nasnimani a rozoznani objektov vo vzorke je kazdej bunke
priradend hodnota v osiach x, y, z a vd’aka tomu je mozné podl'a potreby objekt relokalizovat’,
¢i dokonca znovu nasnimat’ za pouzitia inych parametrov. Specialnym volite’'nym doplnkom
je robotické rameno alebo vymennik, ktory zabezpecuje vymenu celych zasobnikov skiel naraz

za iny zasobnik.

Kamera je upevnena na mikroskop cez Specidlny adaptér, ktory umoziuje spravne
usmernenie svetla na svetlocitlivy ¢ip. Medzi kamerou a okuldrmi je rozdelovac svetelnych
lucov, ktory umoznuje presmerovat’ svetlo do okularu pre obsluhu alebo do kamery podla
potreby. Dnes st vyuZivané farebné alebo Ciernobiele CCD kamery, ktoré moZzu byt’ chladené

alebo nechladené.
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Na fluorescencné metody musi byt kamera obzvlast’ citliva a schopné zachytit’ aj slabé
signaly. Farebné kamery maji vyhodu v moznosti zachytit’ viacero farebne odlisnych signalov
naraz, ¢im odpada nutnost’ vymeny excitacného filtra, avSak pocet farieb rozliSovanych jednym
filtrom je limitovany na 3-4 farby. Monochromatické kamery umoznuju na druhej strane oproti
farebnym upravu integraéného ¢asu jednotlivych farieb (Pajor et al., 2012b). Po vymene filtra
je softvér schopny sam si upravit’ integraény cas kamery v pripade ak sa sila jednotlivych
farebnych signalov z fluorochromov lisi. Vysledny obraz je vytvoreny prekrytim kazdej snimky

za pouzitia jednotlivych filtrov a prip. umelym kolorovanim snimky (pozri obrazok €. 5).

Obr. ¢.5: Snimky fluorescencnych signalov jednotlivych sond a jadier znac¢enych DAPI

zachytenych monochromatickou CCD kamerou. Ich kombinacia do jednej umelo kolorovane;j

snimky vytvori vysledny obraz.
3.3.3.2 Pocitac a softvér
Cely systém je pripojeny na pocitac, preto musi byt’ dostatoéne vykonny na vypoctové
ulohy tykajuce sa analyzy a mat’ dostatocné vel'ky ulozny priestor na archivaciu. Na archivaciu
mozno vyuzit’ aj sietové servery na zdielanie medzi viacerymi stanicami ¢i pracoviskami.
Pocitacovy softvér, ktory je individudlny v zavislosti na vyrobcovi systému, riadi cely proces

snimkovania analyzy a vyhodnocovania za asistencie operatora.
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Softvér vacsinou obsahuje:

e Kilasifika¢né algoritmy Specificky vyvinuté na analyzu pomocou r6znych metdd, napr.
interfazna FISH, M-FISH, karyotypizacia atd’.

e Tréningové procedury na vylepSenie algoritmov. Operator manudlne vyznacuje
pozitivne, negativne, faloSne pozitivne a faloSne negativne signaly a softvér tieto
upravy zapracovava do algoritmov na optimalizaciu celé¢ho procesu.

e Galériu snimok ur¢enych na vizudlnu kontrolu pre operatora, ktory rozhoduje ktoré
vysledky budu oznacené ako platné v sthrnnej sprave.

e Moznost’ grafickej upravy snimok po nasnimani prostrednictvom pridania digitdlnych
filtrov ako napr. zaostrenie, od¢itanie pozadia a pod. s naslednou moznostou exportu
snimok.

e Moznost vytvorit’ po analyze sthrnnt spravu s nalezom a popisom nalezu (Pajor et al.,

2012b).
3.3.4 Vyhody automatickych systémov

Automatické systémy patria k dolezitému vybaveniu cytogenetickych laboratorii, kde
je velkéd zataz z hl'adiska poctu vzoriek. Ich tlohou je Setrit’ ¢as a minimalizovat’ chyby
I'udského faktoru sposobené najmi rutinnou pracou (napr. pocitanie chromozémov pri
karyotypizacii a pod.). Vyhodou je moznost’ digitalizacie a naslednej archivacie vzoriek, ktoré
boli nasnimané a analyzované a to v pocitaci alebo na zabezpecenej sieti. Vd’aka sietovému
archivovaniu je mozné zdielat’ v redlnom case vysledky s odbornymi konzultantmi kdekol'vek
na svete. Digitalizacia prindSa aj moznosti vylepSenia kvality obrazu vizualizaénymi
technikami ako napr. od¢itanie pozadia, zvySenie alebo zniZenie kontrastu ¢i priradenie
nepravych farieb fluorescenénym signdlom aich zlucenie do jedného obrazku. Digitalne

signaly je potom mozné 'ahko kvantifikovat’ (Blandin et al., 2008).
3.3.5 Nevyhody a limitacie

Hlavné limitacie automatického systému su v kvalite jeho pristrojovych komponentov.
KvalitnejSou kamerou mozno dosiahnut’ kvalitnejSie snimky. AvSak vysSie rozliSenie snimok
vyzaduje vyssi integracny Cas a predlzuje cely proces. Kvalitnejsi pocita¢ zasa zrychl'uje cely
proces analyzy. Nevyhodu je taktiez potreba vel'mi dobrého zabezpecenia sietovych
archivaénych systémov na ochranu proti odcudzeniu osobnych tudajov pacientov.

U automatickych systémov je potreba zaskolit’ operatorov a taktieZ Standardizovat’ systém na
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urCité parametre vzoriek, pretoze kazda cytogenetickd metdoda ma urcité Specifikd, ktoré
vyhovuji tomu konkrétnemu systému (Furrer et al., 2013; Pajor ef al., 2012b; Schunck et al.,

2004; Wolff et Schwartz, 2005).
3.4 Karciném prsnika

Karcindm oznacuje maligny nador epitelového povodu. Karcinom prsnika patri medzi
najbeznejsie maligne nadorové ochorenia mliecnych Zliaz. Vznikd z mlie¢nych zliaz prsnika,
najcastejSie z terminalnych lalo¢ikov prsnej zlazy (lobuli glandulae mammae) a ich vyvodov
(ductus lactiferus). Zékladné delenie spociva v stanoveni invazivnej formy: karcinom in situ
a invazivny karcinom. /n situ karcindm zostava na mieste svojho vzniku naproti invazivnemu,

ktory metastazuje do inych Casti tela a je ovela t'azsie lieCiteI'ny (Klener, 2002) .
3.4.1 Epidemiologia

Karcindm prsnika je najCastejSim zhubnym nadorovym ochorenim Zien
v Slovenskej a Ceskej republike (http://www.uzis.cz/; http://svod.cz/; http://www.nczisk.sk).
Toto ochorenie sa vyskytuje aj u muzov aj ked’ pomer postihnutych muzov tymto ochorenim
ku Zenam je cca 1:130. V roku 2014 bolo diagnostikovanych v ¢eskej republike 7008 novych
pripadov karcinému prsnika u zien. Incidencia kazdoro¢ne stupa a v roku 2013 prekrocila 7000
novo-diagnostikovanych pripadov v ¢eskej populécii. Mortalita v ¢eskej republike napriek
rasticej incidencii v poslednych rokoch stagnuje a dari sa ju drzat’ na priblizne rovnakej Grovni
(cca 2000 Umrti kazdy rok) ato vd’aka v€asnej diagnostike a zlepSovaniu tspesnosti liecby

(pozri graf ¢.1) (Muzik et al., 2009).

Na Slovensku je situdcia v rastucej incidencii podobna. Posledné Statistické uidaje z roku
2008 popisuju 2639 novych pripadov novo-diagnostikovanych pripadov karcinomu prsnika
u zien. Incidencia vykazuje kontinualny néarast poc¢as obdobia z rokov 1978-2008. V roku 2013
zomrelo na Slovensku 974 Zien s karcindbmom prsnika. Mortalita vykazuje od roku 2000 pokles
s miernym nevyznamnym narastom po roku 2009 nasledovany opat’ poklesom (idaje do roku

2014) (Ondrusova et al., 2015).
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Graf ¢.1: Incidencia a mortalita zhubného nadoru prsnika u zien za obdobie v rokoch

1977-2014. (http://www.uzis.cz/; http://svod.cz/).
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Karcindom prsnika bol vroku 2012 celosvetovo druhym (11,9 %) naj€astejSim
diagnostikovanym onkologickym ochorenim po rakovine pl'ic a najcastej$im druhom rakoviny
u zien (okrem nemelanémovych druhov ochoreni). V pri¢ine umrti je medzi onkologickymi

ochoreniami az na 5. mieste vd’aka relativne dobrej prognéze (Ferlay et al., 2015).
3.4.2 Rizikové faktory

Existuje mnozstvo faktorov prispievajucich ku vzniku karcindmu prsnika medzi ktoré
mozno zaradit’ genetické, hormonalne, nutri¢né ¢i faktory vonkajSieho prostredia. Vek sa
povazuje za najvacsi rizikovy faktor, vzhl'adom na to, Ze vyskyt za€ina stipat’ po 30 roku Zivota.
Karciném prsnika patri medzi hormonélne zévislé ochorenia, expozicia estrogénom u zien
z dlhodobého hladiska indukuje zvySeni expresiu niektorych onkogénov ktoré su za
normalnych okolnosti v rovnovahe, a tym prispieva k riziku vzniku ochorenia. So zvySenim
rizikom teda stvisi aj: uzivanie hormonalnej antikoncepcie, skory nastup menstruacie, neskora
menopauza alebo hormonalna terapia. Medzi genetické faktory patri najmid podmienenie
mutovanymi génmi BRCA-I a BRCA-2, ktoré zapriCinuju hereditarne formy karcindmov

prsnika a su autozomalne dominantne dedi¢né. Spomedzi d’alSich faktorov zvysujucich riziko
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mozno spomenut’ obezitu, vplyv ionizujuceho Ziarenia a nedostatok fyzickej aktivity (Klener,

2002; Konopasek et Petruzelka, 2003; McPherson et al., 2000).
3.4.3 Diagnoza a prognoza

Na presnu diagndzu je potreba vykonat’ viacero druhov vysetreni. Zakladné je klinické
vySetrenie s osobnou a rodinnou anamnézou a vysetrenie pohmatom. Medzi zobrazovacie
metddy pri vySetrovani patri mamografia, ultrasonografia, pocitacova tomografia ¢i magnetické
rezonancia. Biochemické vySetrenie sa zameriava na hodnoty nadorovy markerov. Vel'mi
dolezité je stanovit’ hladiny hormonalnych receptorov z tkanivového rezu nadoru ziskaného
biopsiou, najma estrogénovych a progesteronovych receptorov. Zo vzorky tkaniva sa vysetruj
aj molekularne-biologické charakteristiky. Ide najmé o urCenie mutacie génov BRCA-1 a 2,
d’alej stanovenie zvysenej expresie génu HER2 a vySetrenie jeho receptorovej rodiny ERBB
ainych molekuldrnych markerov (Desmedt et al., 2008; Klener, 2002; Konopasek et
Petruzelka, 2003).

Molekularne a imunohistochemické vySetrenia maji velky vyznam v stanoveni
molekularneho subtypu karcindmu prsnika. Kazdy z podtypov reaguje odliSne na rozne druhy
liecby (Blows et al., 2010). V sucasnosti sa deli na 5 hlavnych subtypov: Lumindlny A,
Luminalny B, HER?2 pozitivny, triple negativny (TNBC) atypu normalnej prsnej Zzlazy
(normal-like) (Livasy et al., 2005; Perou et al., 2000).

Progndézu mozno stanovit’ na zéklade zaradenia druhu a Stddia karcinomu a urcenia
molekularneho subtypu . Existuje vel'mi vel’ké mnozZstvo prognostickych ukazovatel'ov z nich
najvyznamnejsie si: vel’kost nadoru, postihnutie uzlin, klinické stadium, vek, stupen malignity
a histologicky typ nadoru, pritomnost hormonalnych estrogénovych a progesteronovych
receptorov, uroven expresie HER2 génu a inych molekularne biologickych markerov, ploidia
DNA v nadorovom tkanive. Vécsia velkost’ nadoru a nepritomnost’ hormonalnych receptorov

maju vysoké riziko nepriaznivého priebehu na ochorenie (Klener, 2002).
3.4.4 HER? pozitivne karcinomy prsnika

Tento subtyp karcinbmu sa vyznaCuje nepritomnostou estrogénovych
a progesterénovych receptorov a zvysenou expresiou HER2 génu. Studie ukazali, Ze existuje
vzt'ah medzi HER2 a estrogénovymi receptormi. Zvyseny pocet estrogénovych receptorov sa
vyskytuje v bunkéch s niz§im poctom HER?2 receptorov a naopak blokovanie HER2 receptoru

mdze mat’ za nasledok narast poctu estrogénovych receptorov (Lopez-Tarruella et Schiff, 2007,
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Munzone et al., 2006). ZvySena expresia HER2 génu, a teda aj zvySeny pocet HER2 receptorov
je dolezity prognosticky faktor, ktory je spajany s agresivnejSim priebehom ochorenia (Slamon
et al., 1987; Steward et Thomas, 2013; van de Vijver et al., 1988). Dévod preco sa priklada
takd dolezitost’ stanovovaniu miery expresie HER2, je moznost cielenej liecby voc¢i HER?2

pozitivnym subtypom (Engel et Kaklamani, 2007).
3.5 HER2gén

HER?2 (human epidermal growth factor receptor 2) gén je protoonkogén lokalizovany
na dlhom ramienku 17. chromozému v oblasti q11.2-q12. Je tiezZ zndmy pod nazvami ako
HER?/neu alebo ERBB2. HER2 gén koduje transmembranovy glykoprotein HER2
pozostavajuci z 1255 aminokyselin o velkosti 185 kDa s tyrozinkinazovou aktivitou ulozeny
v plazmatickej membrane (Coussens, 1985). HER2 je c¢len rodiny tyrozinkindzovych

receptorov pre epidermalne faktory.
3.5.1 ERBB rodina tyrozinkinazovych receptorov

Doteraz identifikovani ¢lenovia rodiny ERBB su EGFR (HERI1, ERBB1), ERBB3
(HER3) a ERBB4 (HER4). Génom koédovany protein je zloZzeny z 3 domén: extracelularnej,
ktora je glykozylovanéa a homologicka s extracelularnou doménou receptoru HER1 (Downward
et al, 1984); transmembranovej, zloZenej prevazne zhydrofébnych aminokyselin
a intracelularnej s konzervovanym usekom s katalytickou tyrozinkindzovou aktivitou
(Bargmann et al., 1986) a variabilnym usekom. Extracelularna doména ma za tlohu viazat’
ligandy a intraceluldrna katalyzuje transfer v fosfatu molekuly adenozintrifostatu (ATP) na

hydroxylovu skupinu tyrozinu na ciel'ovy protein (Hunter, 1998).
3.5.2 Ligandy

Vsetky ligandy ERBB receptorov su peptidy a maji spolo¢ny motiv 45-55 aminokyselin
pomocou ktorych interaguju s receptormi. Existuje Siroka Skala ligandov, ktoré s receptory
schopné viazat' co podmienuje vel'ka skalu bunkovych odpovedi na tieto ligandy. Ligandy
vznikaji v bunke ako stucast’ va¢sieho prekurzoru, ktory prechadza viacerymi upravami az je
zaCleneny do bunkove] membrany ako transmembrdnovy protein. V membrane je jeho
extracelularna Cast’ proteolyticky odstiepena do medzibunkového priestoru, kde méze slazit

ako ligand receptorov (Massague et Pandiella, 1993).

Ligandy sa delia na 3 hlavné skupiny: prva skupina obsahuje epidermalny rastovy

faktor (EGF), transformujuci rastovy faktor alfa (TGF-a) a amfiregulin (AR). Druhd zahtia
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betacelulin (BTC) aheparin viazuci EGF (HB-EGF). Poslednou, tretou skupinou su
neureguliny (NRG-1 aZ NRG-4), ktoré st produktom alternativneho zostrihu jedného génu
(Casalini ef al., 2004; Hynes et MacDonald, 2009; Marchionni et al., 1993). V kazdej skupine
existuju este iné ligandy a agonisti, avsak pre prehl'adnost’ sa v tejto praci neuvadzaju. Kazdy
70 4 receptorov z rodiny ERBB viaze odlisné ligandy (pozri obrazok ¢.6). HER2 nema doteraz
znamy ani jeden ligand, ¢o nasvedcuje tomu Ze funguje ¢isto iba ako amplifikaény dimerizacny

partner (Harris et al., 2004; Olayioye et al., 2000).

EGF BTC NRG-1 NRG-3
TGE-a HB-EGF NRG-2 NRG-4
AR EPR

™D

Lo

ID

PR S S R "

HER1 HER2 HER3 HER4

Obr. ¢.6: Vizba ligandov na jednotlivé receptory rodiny ERBB.

Legenda: HER1-4 — jednotlivé receptory; ED — extracelularna doména; TMD — transmebranova
doména; ID — intracelularna doména; PM — plazmaticka membrana; EGF — epidermalny rastovy
faktor, TGF-a — transformujuci rastovy faktor alfa, AR — amfiregulin, BTC — betacelulin,
HB-EGF — heparin viazuci epidermalny rastovy faktor, NRG-1,2,3,4 — neureguliny 1-4; Cerveny

krizik znaci nepritomnost’ tyrozinkindzovej aktivity.
3.5.3 Aktivacia a bunkova signalizacia ERBB receptorov

Aktivacia tyrozinkinazovych receptorov vo vSeobecnosti az na vynimky vyZzaduje
dimerizaciu receptorov. Po naviazani ligandu na monomér ulozeny v plazmatickej membrane
dochadza k zmene konformécie extracelularnej domény. V ddsledku toho sa odhalia oblasti
bohaté na cystein a nastane dimerizacia dvoch receptorov (Burgess et al., 2003; Lemmon et
Schlessinger, 2010). Fyziologicky sa viazu len receptory s naviazanymi ligandmi, vynimku
tvori HER2, ktoré doteraz nema identifikovany ligand a tvori len heterodimerizacného partnera,
ked’ze v homodimerickej konfigurdcii nie je schopny aktivacie. Dimerizacia nie je Cisto
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nahodny proces, pretoze existuje urcitd preferencna hierarchia, ktora uprednostituje HER2
receptor ako dimeriza¢ného partnera (Tzahar ef al., 1996). Homodimerické kombinacie maja
slabsi efekt na signalizaciu ako heterodimerické a najsilnejSie signaly vznikaju
heterodimerizaciou prave s HER2. Je to spdsobené tym, ze intracelularna ¢ast HER2 sa viaze
preferencne k proteinom a heterodimérom trva dlhSie nez su podrobené endocytdze a CastejSie
su recyklované na povrch bunky ako ostatné kombindcie dimérov (Baulida et al., 1996; Riese

et al., 1995; Yarden et Sliwkowski, 2001).

Dimerizaciou dvoch receptorov doéjde k priblizeniu ich intracelularnych domén
a aktivacii ich katalytickych tyrozinkinazovych ¢asti. Tyrozinkinazy vzajomne autofosforyluju
svojho dimeriza¢ného partnera za ucasti ATP prenaSaju fosfatova skupinu na tyrozinové
zvySky C-koncovej intracelularnej casti receptoru. To, ktord cast konkrétne bude
fosforylovand, a ktoré d’alSie signalne molekuly budi asociované s drahou je podmienené
typom ligandu a dimerizacnym partnerom (Lemmon et Schlessinger, 2010; Olayioye et al.,
1998). HER3 receptor nedisponuje tyrozinkinazovou aktivitou na svojej intracelularnej

doméne, preto nemdze homodimér HER3-HER3 prenasat’ signal (Guy ef al., 1994).

Autofosforylaciou diméru receptorov sa spuista vnutrobunkovéd cast’ signalizancnej
drahy, ktord je velmi komplexna, vybavend viacerymi spétnovdzobnymi mechanizmami
a previazana s inymi druhmi signalizacie. Pre jednoduchost’ budii spomenuté len niektoré
signaliza¢né drahy. NajdolezitejSie aktivované signalizacné drahy st PI3K (fosfatidylinozitol-

3 kinazova drdha) a MAPK (mitogén-aktivovana proteinkinazové draha).

Na autofosforylovany receptor sa viaze protein GRB2, ktory asociuje s proteinom SOS
v blizkosti plazmatickej membrany, ktory je spistacom Ras GTPazy. Hlavnym integratnym
bodom mnohych drah je protein Ras. Aktivovany Ras v MAPK drahe spusta signaliza¢na
kaskadu serin-treonin kindz, ktora vyusti do zvySenia regulécie translacie v cytoplazme alebo
transkripcie urcitych génov v jadre prostrednictvom transkripénych faktorov. Transkribované
gény a vzniknuté proteiny maji za nasledok bunkovy rast a stimuluju potlacenie apoptozy.
V PI3K drahe Ras asociuje s PI3K a spusta kaskady, ktoré pozitivne reguluji rast a proliferaciu
a syntézu proteinov (Citri et Yarden, 2006; Hynes et MacDonald, 2009; Lemmon et
Schlessinger, 2010; Yarden et Sliwkowski, 2001).

Za fyziologickych podmienok maji ERBB tyrozinkindzové receptory klacovu rolu
vraste a diferencidcii nervového a kardiovaskuldrneho systému atiez prsnych Zliaz.

Prostrednictvom signalizacnych drah aligandov — rastovych faktorov, dochadza v bunke
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k stimulacii proliferacie, motility, diferencidcie a rastu. Deregulacia tychto drah je Castym

molekularnym patologickym prejavom u 'udskych nddorovych ochoreni (Casalini ef al., 2004).
3.6 HER? a jeho asociacia s rakovinou

Tumorigenéza u ¢loveka je viackrokovy proces, ktory prostrednictvom postupnych
genetickych zmien transformuje normalnu bunku na bunku malignu. V procese tumorigenézy
je medzi normalnym a malignym tkanivom Siroké spektrum postupnych genetickych zmien,
ktoré vedu k agresivnejSiemu a invazivnejSiemu spravaniu. Zakladné crty rakoviny sa
schopnost’ udrzat’ si chronicku proliferaciu, vyhnut' sa rastovym supresorom a odoldvat
apoptotickym mechanizmom. Bunkova proliferacia, ktora je za normalnych okolnosti prisne
kontrolovand prostrednictvom mnohych mechanizmov je vrakovinovych bunkéach
deregulovana. Jednym z najcastejSich mechanizmov deregulacie je vznik nezavislosti bunky na
rastovych faktoroch a mitogénnych signdloch na ro6znych urovniach signalizaénych dréh
prostrednictvom pocetnych genetickych a epigenetickych zmien (Hanahan et Weinberg, 2011,

2000).

HER? je protoonkogén, ktory sa v nadorovych bunkach meni na onkogén. Hlavny
mechanizmus, ktorym HER?2 vyvolava proliferativne zmeny je amplifikacia a nasledné zvysSena
expresia jeho génu. Ovel'a menej CastejSim javom je vyskyt bodovej mutacie alebo inzercie
v géne, ktora ma za nasledok expresiu receptoru napr. so zmenenou tyrozinkinazovou aktivitou
alebo odliSnou extracelularnou doménou, ¢o mé za nasledok zvysent aktivitu receptoru alebo
rezistenciu voci vybranym cielenym terapiam (Gilmer et al., 2008; Lee et al., 20006).
Diskutovanou témou s protichodnymi vysledkami $tudii je aj polymorfizmus HER?2 génu a jeho
asociacia s moznostou vzniku rakoviny (Moasser, 2007; Sun et al., 2015). ZvySena expresia
HER? génu sa pozoruje nie len pri karcinéme prsnika ale aj pri karcinome zaludka, pazeraku,
mocového mechura, endometria ¢i vajecnikov (Mimura et al., 2005; Morrison et al., 2006;

Slamon ef al., 1989).
3.6.1 Amplifikacia HER2 génu

Amplifikacia je selektivne zvySenie poctu kopii génu bez proporéného navysenia celého
gendmu  (Schwab, 1999). AmplifikovandA DNA mdze byt organizovand ako
extrachromozomalne elementy, tzv. double minutes alebo ako homogénne farbiaca sa oblast’
chromozému vo forme tandemovych zoskupeni alebo invertovanych palindromickych
duplikécii. (Albertson et al., 2003). Napriek obrovskym pokrokom v oblasti identifikacie

amplifikacii génu HER?2 zostava mechanizmus vzniku amplifikacie nejasny. Navrhnutych bolo
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niekol'’ko moznych mechanizmov na modeloch in vitro a in vivo avsak klinicky sa nepreukazali
ako relevantné. Recentné vyskumy vSak naznacujui, Ze najpravdepodobnej$im mechanizmom
amplifikacie je BFB (bridge — fusion — bridge) cyklus popisany Barabarou McClintock, pri
ktorom vznikaju tzv. homogénne farbiace sa oblasti chromozému vo forme invertovanych
palindromickych duplikacii (Marotta et al., 2017, 2012). Treba podotknut, ze v ramci
nadorovej bunky nie je amplifikovany iba gén HER?, ale aj jeho susedné gény ako napriklad
GRB?7 alebo PPARB, ktoré sa podiel’aju na signalizécii. To naznacuje, ze amplikén je ovela

vacsi ako samotny gén (Arriola et al., 2008; Stein ef al., 1994).

V doésledku amplifikécie sa zvysi pocet génov HER2 na 25-50 kopii, ¢o ma za nasledok
40-100 nasobné zvysenie expresie proteinu HER2 (O. P. Kallioniemi ef al., 1992). ZvysSeny
pocet receptorov HER2 je pri¢inou zvySenej citlivosti bunky voc¢i ligandom, pretoze HER? je
preferovanym partnerom pri dimerizécii a heterodiméry s HER2 maji ovela vysSiu efektivitu
v signaliza¢nej drahe ako homodiméry. Dereguldcia signaliza¢nej drahy vedie k zvySenej
signalizacii, o sa na bunkovej urovni prejavi ako zvySend proliferacia, rychlejsi rast ¢i
potlacenie apoptozy. Klucovi ulohu HER2 zohrdva pravdepodobne v skorych Stadiach
ochorenia, kde poskytuje proliferativnu vyhodu nddorovym bunkédm. Toto tvrdenie podporuje
aj fakt, ze viac¢sina HER2 pozitivnych karcindmov prsnika je najdena u pociatoénych in situ

karcindmov nez v pokrocilejSich invazivnych formach (Allred et al., 1992; Latta et al., 2002).
3.6.2 Stanovenie amplifikacie HER?

Na stanovenie amplifikdcie HER2 génu mozno vyuzit' niekolko molekuldrnych
vySetrovacich technik. Doélezita je reprodukovatelnost’ vysledkov, ekonomicka nenarocnost’
a jednoduchost’ vySetrenia. Americka spolocnost’ klinickej onkologie (ASCO) a spolo¢nost’
americkych patologov (CAP) vydali spolo¢ne ndvody a pravidla na testovanie HER2 génu
u karcindmu prsnika s poslednou aktualizaciou v roku 2013 (Wolff ef al., 2013). Podl’a tohto
navodu je odporac¢anou metddou imunohistochemické (IHC) vySetrenie zamerané na detekciu

HER?2 proteinu alebo in situ hybridizacia zamerana na detekciu HER?2 génu.
3.6.2.1 Stanovenie pomocou FISH

In situ hybridizaciu (FISH, CISH-chromogénna in situ hybridizacia, SISH — in situ
hybridizacia striebrom) mozno podla ASCO/CAP pouzit na detekciu HER2 génu
s jednolokusovou sondou zameranou na HER?2 alebo dualnou sondou CEP na 17. chromozom
a LSI sondou pre HER2. Vysledok hodnotenia sa interpretuje bud’ ako HER?2 pozitivny alebo

HER? negativny, podl'a poc¢tu jednotlivych signalov v bunke a ich pomeru (pozri obrazok ¢.8).
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Pri vysledku HER?2 neurcity je nutné bud’ pouzit’ viacero buniek, ak to vzorka dovol'uje, pouzit’
ina vzorku alebo porovnat’ vysledok s IHC (Wolff et al., 2013). Funkciou CEP17 sondy je
odlisit’ tzv. pravé amplifikdcie od nepravych, teda polyzoémie alebo monozomie 17.
chromozému od dizémie. Monozémie sa pri karcinnéme prsnika vyskytuju zriedka, avsak
polyzémie moézu mat’ za ndsledok zvySeny pocet HER2 kopii napriek tomu, ze nie su
amplifikované a pomer HER2/CEP17 moZe byt touto skutocnostou ovplyvneny. Klinicky
vyznam polyzdémie a jeho vplyvu na zvySenu davku HER?2 génu nie je pevne stanoveny (Hanna
et al., 2014). Ukazuje sa, Ze polyzoémia 17. chromozoému je vSak iba vel'mi zriedkavym javom
a preto sa odporuca vsetky vzorky, ktoré vykazuju zvyseny pocet CEP17 signalov hodnotit’ iba
podla HER? signalu, aby sa vyluc¢ila moznost’ faloSne negativneho vysledku (Hanna et al.,

2014; Marchio et al., 2009; Wolff et al., 2013; Yeh et al., 2009).

Na FISH vysetrenie solidnych tumorov sa najcastejSie pouzivaju preparaty fixované vo
formaline a zaliate v parafine (FFPE) vo forme malého blocku, ktoré mézu byt takto
archivované vel'mi dlho bez straty na kvalite. Rezy hrubé 3-6 um z tychto blockov sa nafixuju
na pozitivne nabité mikroskopické sklicka anaslednou deparafinizaciou a procesom
preduipravy sa pripravia na hybridizaciu so sondou (Lim ef Lim, 2017; Mueller e O’Malley,
2003).
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Obr. €.8: Navod na interpretaciu vysledkov podl'a ASCO/CAP pri testovani dualnou sondou.
(Upravené podl'a Wolff et al., 2013)
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Rutinné vySetrovanie HER2 amplifikdcie pomocou FISH metdody nesie zo sebou
nevyhody z pohladu Casovej néarocnosti na vySetrovanie vzoriek a pravdepodobnost’ zlej
interpretacie vysledkov na zdklade l'udského faktoru a subjektivneho podhladu. Tieto
nevyhody pomahaju eliminovat’ automatické cytogenetické systémy, ktoré umoznuju rychlu
analyzu FISH. Automaticky systém dokdze za pomoci operatora analyzovat’ naskenované
snimky, vyhodnotit’ pocet signalov v bunkach a vyhotovit’ findlnu spravu so zdverom (Stevens

etal.,2007).
3.6.3 Cielena liecba karcinomu prsnika

HER?2 je dolezitym terapeutickym cielom Specialnych biologickych lie€iv, ktoré mézu
inhibovat’ signalizaciu na réznych urovniach. Rozvoj tychto lie¢iv koncom osemdesiatych
rokov podnietilo najmé zistenie, ze HER2 je spdty so zlou prognozou a mortalitou v skorych
Stadiach. Jednym z prvych lieciv bol trastuzumab ktory bol schvaleny americkou FDA (food
and drug administration) pod obchodnym nazvom Herceptin® ako prvii terapeuticku protilatku

cielent na Specificky molekularny marker spojeny s rakovinou (Cobleigh et al., 1999).

Trastuzumab je humanizovana monoklonalna protilatka proti extracelularnej doméne
HER?2 receptoru. Mechanizmus ucinku doteraz nie je presne znamy. Publikécie naznacuju, ze
hlavné mechanizmy su najmd blokacia dimerizacie, blokacia samovolnej aktivacie
a dimerizacie bez pritomnosti ligandu u mutantnych foriem receptoru alebo zvySena
endocytoza receptoru (Hudis, 2007; Valabrega et al., 2007). Doélezitym je protilatkovy
cytotoxicky uc€inok spdsobeny aktivaciou NK (natural killer) bunkami (Cooley et al., 1999).
Trastuzumab sa poddva bud’ samotny alebo v kombinacii sbeznou chemoterapiou
v pokrocCilych, ale aj skorych Stddiach karcindbmu prsnika. Rovnaky mechanizmus ma
pertuzumab, ktory je takisto humanizovanou monoklonalnou protildtkou ibaze rozoznava

odli$ny epitop na extracelularnej doméne HER2 (Petruzelka, 2009).

Lapatinib je d’alsim typom cieleného biologického lieciva. Jeho princip spociva
v inhibicii tyrozinkindzovej aktivity intracelularnej domény diméru dvoch receptorov, najma
HER1 a HER2. Lapatinib kompetetivne inhibuje ATP viazucu doménu v protein kindzovej
Casti intracelularnej domény, a tym blokuje jej Cinnost’. Jeho vyhodou je, Ze je GCinny aj
u mutantnych receptorov, ktorym chyba extracelulirna doména a trastuzumab na nich

nefunguje (Moy et Goss, 2006; Segovia-Mendoza et al., 2015).
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4 Material a metody

4.1 Izolacia plazmidu

Na izolaciu plazmidu bol vyuzity Plasmid Mega kit 25 (QIAGEN). Izolované boli

bakterialne plazmidy obsahujuce inzert so sekvenciou pre gén HER? as alfa repetitivnou

sekvenciou centromerickej oblasti 17. chromozému. Pouzité boli bunkové linie bA6N23 pre

gén HER2 a p717-14 pre centromerick oblast’ 17. chromozému.

1.

10.
11.

12.
13.

14.
15.

16.

Bakterialna linia, obsahujuca plazmidy s inzertom sekvencii pre dany gén alebo oblast’
chromozdému, bola inokulovana do 1 I LB média s 50 mg ampicilinu.

Baktérie boli centrifugované 15 mintt v predchladenej centrifuge pri 4 °C a pri 6000 g.
Sediment bol resuspendovany v 50 ml puftri P1 (sucast’ kitu).

Nasledne bolo pridanych 50 ml pufru P2 (sticast’ kitu) a roztok bol opatrne premieSany

prevratenim 4-6x a ponechany stat’ 5 minut pri izbove;j teplote.

. Potom bolo pridanych 50 ml pufru P3 (stcast’ kitu) a roztok znovu opatrne premieSany

prevratenim 4-6x a ponechany stat’ 30 minut pri izbovej teplote.

Roztok bol nasledne centrifugovny 30 min pri 2000 g a pri 4 °C.

Kolona QIAGEN:-tip bola upevnena na 1000ml zbernti nadobu a kolénu premytéd 35 ml
QBT pufru (stcast’ kitu).

Na kolonu bol naliaty ¢iry supernatant po centrifugécii z kroku €.6 a ponechany volne
pretiect’.

Kolona bola premyta 200 ml QC pufru (sucast’ kitu) a preteCena tekutina bola vyliata
z nddoby do odpadu. Kolona bola umiestnené na nov €isti zbernti nadobu.

Bola eluovand DNA z valca naliatim, 35 ml QF pufru (stc¢ast’ kitu).

K eluatu bolo pridanych 24,5 ml ¢istého izopropanolu, roztok bol zamieSany a preliaty
do cistej centrifugacnej falkony.

Falkona bola centrifugovana 30 minut pri 15000 g a pri 4 °C.

Supernatant bol opatrne vyliaty do odpadu a k sedimentu bolo pridanych 7 ml 70%
etanolu izbovej teploty.

Roztok bol znova centrifugovany 10 minuat pri 15000 g a pri 4 °C

Supernatant bol vyliaty do odpadu a sedimentovana peleta ponechana vyschnut’ cca 20
minut.

Peleta bola rozpustena v 10 ml TE pufru.
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4.2 Znalenie a priprava sondy pomocou kitu BioPrime® Array CGH Genomic labeling

system

CGH

Sonda bola pripravena z vyizolovanych plazmidov pomocou kitu BioPrime® Array

Genomic labeling system (Invitrogen™) vyuZivajuceho metédu nahodného

znaCenia random primed labeling. Vsetky pipetovania pocas pripravy boli vykonavané

v laminarnom boxe a ochrannych rukaviciach.

1.

10.

500 ng DNA vyizolovaného plazmidu bolo rozriedenych pipetovanim do 21 pl sterilnej
deionizovanej vody do 1,5ml mikrosktimaviek.

Do skuamavky bolo dalej pridanych 20 pl roztoku 2,5x Random primers solution
a skimavka bola jemne premieSana.

Uzavreta mikroskiimavka sa ponechala inkubovat’ vo vodnom kupeli pri 95 °C po dobu
5 minat a potom bola okamzZite prenesend na l'ad, kde sa ponechala d’alSich 5 minut.
Pocas toho ako bola mikroskimavka na l'ade bolo do nej pridané: 1,5 pl 10x dUTP
Nucleotide mix, 3 ul Cy3™ - dUTP pre alfa repetitivnu sekvenciu centromerickej oblasti
17. chromozému alebo 3 ul Cy5™ - dUTP pre gén HER?2 a 1 pl Exo-Klenow Fragment.
Po vychladeni na l'ade bola skimavka jemne premieSané a kratko centrifugovana po
dobu cca 5 sekund.

Uzavretd mikroskimavka bola inkubovana v termobloku 2 hodiny pri nastavenej
teplote na 37 °C bez pristupu svetla.

Po inkubécii bolo do skimavky pridanych 200 pl pufru Binding Buffer B2 a roztok bol
premiesany na trepacke.

Na novu ¢ista 1,5ml mikroskimavku bola umiestnena precistovacia kolona (sucast
kitu) a na kolonu bol naneseny cely objem roztoku z predoslej mikroskiimavky.

Bola vykonana centrifugacia pri 10000 g 1 minutu, tekutina o pretiekla do
mikroskiimavky bola vyliata do odpadu. Mikrosktimavka bola znova vyuzita.

Na kolonu bolo napipetovanych 650 pl pufru Wash Buffer W1 a kolony
s mikroskiumavkami boli centrifugované pri 10000 g 1 minttu, tekutina ¢o pretiekla do
mikroskiimavky bola vyliata do odpadu. Mikroskiimavka bola znova vyuzitd. Nasledne
bola skiimavka s kolénou cnetrifugovana este pri 16000 g po dobu 3 minut.

Po centrifugacii bola koléna prenesena na novu 1,5ml mikroskiimavku a stara
mikroskimavka bola vyhodend do odpadu. Na kolonu bolo napipetovanych 55 ul pufru
Elution Buffer E1. Kolén sa ponechala inkubovat’ po dobu 1 mintty pri izbovej teplote

a potom bola centrifugovana pri 13500 g po dobu 2 minnt.
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11. Koloéna bola vyhodena do odpadu a k preteCenému roztoku bolo pridanych 25 pul Cot-1

blokovacej DNA, 7,5 pl octanu sodného o koncentracii 3 mol/l a pH 5 a 206 pl ¢istého

etanolu.

12. Vzorky boli vloZené na 20 mintt do mraznicky pri -80 °C. Nasledne boli centrifugované

15 minut pri 13000 g v predchladenej centrifuge pri 4 °C.

13. Supernatant bol vyliaty a sedimentovana peleta sa nechala vysusit’ cca 20-25 min.

Sedimentovana peleta bola resuspendovand v 50 pl hybridizaéného pufru a bola

uchovavand v mraznicke pri -18 °C.

4.3 Znacenie a priprava sondy pomocou kitu Platinum bright

Sonda bola pripravena z vyizolovanych plazmidov pomocou Platinum bright nucleic

acid labeling kitu (Kreatech™) vyuZivajuceho metodu priameho znacenia ULS®. Samotnému

znaCeniu predchadzala sonifikdcia neznafenej DNA, ktord musi byt pred znacenim

fragmentovana na fragmenty 1000 bp a menSie. VSetky pipetovania pocas pripravy boli

vykonavané v lamindrnom boxe a ochrannych rukaviciach.

1.

1 pg DNA vyizolovaného plazmidu bol rozriedeny pipetovanim do 100 pl sterilnej
deionizovanej vody do Specidlnych 0,5ml mikroskiimaviek uréenych pre sonifikator.
Sonifikator bol vopred naplneny vychladenou vodou a boli do neho vlozené uzavreté
vzorky. Sonifikacia bola nastavena na 20 cyklov. Kazdy cyklus pozostaval z 30 sekund
zapnutej sonifikécie a 90 sekund vypnutej sonifikacie.

Po sonifikdcii bol roztok fragmentovanej DNA zakoncentrovany na vakuovej odparke
na konec¢ny objem 16 pl.

Po zahusteni bol pridany v laminarnom boxe 2 pul ULS dye (orange/red pre gén HER?2,
green pre alfa repetitivnu sekvenciu centromerickej oblasti 17. chromozému) a 2 pl 10x
labeling solution. Roztok bol premieSany pipetovanim.

Uzavreté mikroskumavky boli inkubované vo vodnom kupeli 30 minut pri nastavene;j
teplote na 85 °C. Po inkubacii boli vzorky premiestnené do I'adu az do ich d’alSieho
pouZitia.

Tekutad napln precistovacich kolon bola resuspendovana. Bol povoleny horny uzaver
a odlomeny spodny uzéaver a kolona umiestnena na prazdnu 2ml mikroskimavku.

Bola vykonand centrifugacia pri 20000 g 1 minttu, tekutina ¢o pretiekla do

mikroskimavky bola vyliata do odpadu. Mikroskiimavka bola znova vyuZzita.
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10.

11.

12.

Na koléonu bolo nanesenych 300 pul sterilnej deionizovanej vody a kolony
s mikroskimavkami boli centrifugované pri 20000 g 1 minatu. Mirkoskimavka aj
s preteCenou vodou bola vyhodena a koldéna nasadend na novi mikroskiimavku.

Na kolénu boli nanesené vzorky, ktoré boli doteraz ulozené v 'ade a bola vykonana
centrifugacia pri 20000 g 1 minutu. Po centrifugécii bola koléna vyhodena aby zostala
iba skimavka so vzorkou , ktord pretiekla cez kolonu.

Ku vzorkédm bolo pridanych 3 pl octanu sodného o koncentracii 3 mol/l apH 5, 10 pl
Cot-1 blokovacej DNA a 83 pul ¢istého etanolu. Vzorky boli prevratenim skuamavky
premieSané.

Vzorky boli vloZzené na 30 minit do mraznicky pri -80 °C. Néasledne boli centrifugované
30 minut pri 20000 g v predchladenej centrifiige pri 4 °C.

Supernatant bol vyliaty a sedimentovana peleta sa nechala vysu$it' cca 20-25 min.
Sedimentovand peleta bola resuspendovana v 25 pl hybridizaéného pufru a bola

uchovavana v mraznicke pri -18 °C.

44 FISH

Na FISH boli pouzité tkanivové rezy o hrubkach 2-5 um fixované vo formaline a zaliate

v parafine (FFPE). Tieto rezy boli fixované na podlozné mikroskopické sklicko s pozitivne

nabitou stranou. Sklicka boli upravené procesom predipravy andledne na nich bola

nahybridizovand sonda.

1.

Skla s fixovanymi rezmi boli tri krat premyté v xyléne po dobu 7 minut a potom premyté
v ¢istom etanole dva krat po dobu 5 minut.

Boli ususené v hybridizéri cca 3-5 minut nastavenom na konstantné udrzovanie 49 °C.
Skla boli umiestnené do kyseliny chlorovodikovej o koncentracii 0,2 mol/l na 20 minut
a potom do deionizovanej vody na 3 minuty.

Nasledne boli skla premyté premyvacim pufrom po dobu 3 minnt.

Potom boli skld umiestnené na 20 min do roztoku tiokynatanu sodné¢ho o koncentracii
1 mol/l vyhriateho na 80 °C vo vodnom kupeli.

Sklé boli premyté deionizovanou na 1 minttu a potom dvakrat premyvacim pufrom po
dobu 5 minnut.

Skla boli umiestené do protedzového pufru vyhriateho v inkubatore na 37 °C do ktorého
bol 10 minut pred samotnym umiestnenim skiel pridany pepsin na vyslednu

koncentraciu 0,5 mg/ml. Enzym bol ponechany posobit’ v inkubatore po dobu 55 mindt.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Po inkubacii boli skla dvakrat premyté premyvacim pufrom po dobu 5 minut.

Skla boli ususené v hybridizéri cca 3-5 minat nastavenom na konStantné udrzovanie
49 °C.

Sklé boli umiestnené do 10% pufrovaného formalinu na 10 minuat a nasledne premyté
dvakrat premyvacim pufrom po dobu 5 mintt a deionizovanou vodou 1 minutu.

Skla boli usuSené v hybridizéri po dobu 10 minut nastavenom na konstantné udrzovanie
49 °C.

Nasledne bolo na tkanivo napipetovanych opatrne 5-10 pl (podla velkosti tkaniva)
zmiesanej dudlnej sondy HER2/CEP17 a prilozené krycie skli¢ko tak aby sa vytladili
vSetky vzduchové bubliny a cely povrch tkaniva sa pokryl sondou.

Okraje krycieho sklicka boli zalepené gumenym kaucukovym cementom aby sa
predislo vyschnutiu.

Takto pripravené sklicka boli vlozené do hybridizéru a nastavena teplota denaturacie na
85 °C po dobu 1 minuty a teplotu hybridizacie 37 °C po dobu 12-24 hodin.

Po hybridizacii boli odstranené krycie sklicka a skla premyté v najprv v premyvacom
rozotku I vyhriatom vo vodnom kupeli na 73°C po dobu 1 minuty a 45 sekind a potom
v premyvacom roztoku II izbovej teploty po dobu 30 sekind.

Skla boli kratko oplachnuté a nechané ususit’ pri izbovej teplote bez pristupu svetla cca
30 mintt.

Na tkanivo bolo nanesenych cca 5 ul DAPI roztoku (podl'a velkosti tkaniva) a priloZzené
Cisté krycie sklo, tak aby sa vytlacili vSetky vzduchové bubliny.

Skla boli uchovavané v tme a v chladnicke pri teplote cca 5 °C.

4.5 OdCditanie fluorescen¢nych signalov

Odc¢itanie prebehlo na pristroji Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems).

Mikroskopické skld s tkanivom a nahybridizovanou sondou boli vlozené do mikroskopu

a naskenované softvérom Metafer4. Vyuzity bol fluorescenény rezim na interfaznu FISH

a nastavené zvicSenie 400x za pouzitia filtrov pre excitatné oblasti farbiva DAPI, FITC

a TRITC. Bol zvoleny klasifika¢ny algoritmus, ktory je ur¢eny na analyzu signalov génu HER?

a centromerickej oblasti 17. chromozomu. Po naskenovani prebehla analyza, ktoru vykonal

softvér a vyznacenie minimalne 100 jadier (ak to kvalita vzorky umoziiovala). Bola vyhotovena
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zaverecna sprava s priemernymi signalmi HER2 na bunku, CEP17 na bunku a HER2/CEP17

pomer. Vyhodnotenie vykonal softvér v sulade s najnov§imi odporuc¢aniami ASCO/CAP.
4.6 Pouzité chemikalie

70%, 96% etanol (Fagron), Xylén (Mikrochem), izopropanol (Lach-Ner), octan sodny
(Lach-Ner), deionizovana voda, deionizovana sterilnd voda (Ambion), Cot-1 DNA — FISH
grade Cot (Kreatech), hybridization solution (Cytocell), formamid (Ambion), dextran sulfat
(Sigma-Aldrich), laurylsiran sodny (Lach-Ner), Salmon sperm (Thermo Fisher Scientific),
aktivne uhlie (Sigma-Aldrich), glycerol 99% (Sigma-Aldrich), 4',6-diamidino-2-fenylindol
dihydrochlorid (Sigma-Aldrich), p-fenyléndiamin (Sigma-Aldrich), DAPI Antifade (Vysis),
35-38% kyselina chlorovodikova (Lach-Ner), tiokyanat sodny (Sigma-Aldrich), chlorid sodny
(Sigma-Aldrich), citrat sodny (Sigma-Aldrich), chlorid draselny (Lach-Ner), dodekahydrat
hydrogénfosforecnanu  sodného  (Sigma-Aldrich), dihydrogénfosfore¢nan  draselny
(Sigma-Aldrich), TRIS (Sigma-Aldrich), EDTA (Sigma-Aldrich), pepsin-2500 U/mg
(Sigma-Aldrich), NP-40 (Vysis), LB broth base (Invitrogen), kau¢ukovy cement (Marabu),
NaOH na tpravu pH roztokov (PENTA), ampicilin (Sigma-Aldrich), komer¢na dualna sonda
ERBB2(17q12)/SE 17 (Kreatech)

4.7 Pouzité roztoky

zasobny roztok 20x SSC
e 175gNaCl
e 88 g citratu sodné¢ho

e Doplnit do 1 1 deionizovanou vodou, upravit’ pH na 5,3
premyvaci pufer

e 100 ml zdsobného roztoku 20x SSC

e doplnit’ do 1 1 deionizovanou vodou, upravit' pH na 7,0
proteazovy pufer

e 0,9% roztok NaCl, pH upravit’ na 2
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10x zasobny roztok PBS

e 80 gNaCl

e 2gKC(CI

e 30,1 g Na2HPO4 -12H>0
e 2 g KH>PO4

e Doplnit do 1 | deionizovanou vodou
pufrovany glycerol

e 1ml10x PBS

¢ 9 ml deionizovanej vody
e 90ml glycerolu

e lyzicka aktivneho uhlia

e prefiltrovat roztok
10% pufrovany formalin

e 40 ml formaldehydu
e 100 ml zédsobného 10x PBS

e doplnit’ do 0,5 1 deionizovanou vodou a uchovévat’ v tme

premyvaci roztok |

e 20 ml zadsobného roztoku 20x SSC
e 3 ml NP-40

e doplnit’ do 1 1 deionizovanou vodou, upravit' pH na 7

premyvaci roztok II

e 100 ml zasobného roztoku 20x SSC
e 1 ml NP-40

e doplnit’ do 1 I deionizovanou vodou, upravit' pH na 7
LB médium

e 20 g LB broth base
e 47 gNaCl

e doplnit’ do 1 1 vodou a autoklavovat’
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TE pufer

e 200 ul 0,5mol/l TRIS
e 200 ul 0,05 mol/l EDTA

e 9,6 ml deionizovanej vody
koncentrat DAPI

¢ 5 mg4',6-diamidino-2-fenylindol dihydrochloridu

e doplnit’ do 50 ml deionizovanej vody
roztok DAPI

¢ 1 ml pufrovaného glycerolu
e 2 zrnk4 p-fenyléndiaminu
e premiesat, centrifugovat’ 5 mintt pri 10 000 g

e 15 ul koncentratu DAPI, premiesat’ a kratko centrifugovat’, uchovavat’ v chladnicke
hybridiza¢ny pufer

¢ 5 ml formamidu

e 2 ml 50% dextran sulfatu
e 100 ul 10% SDS

e 16,5 ul 0,05mol/l EDTA
e 250 pl Salmon sperm

e doplnit’ do 10 ml deionizovanou vodou
4.8 Pomocky

Tkanivové karcinomu prsnika fixované vo formaline a zliate v parafine narezané na hrabku
2,3,4,5 um, pozitivne nabité mikroskopické podlozné skla (Superfrost™ Plus Adhesion Slides
— Thermo Fisher scientific), krycie mikroskopické skla roznych velkosti (Thermo Fisher
scientific) Spicky do mikropipiet (Eppendorf dualfilter tips), mikroskimavky, pasteurove
pipety, ochranné rukavice, odmerné valce, bunicita vata, ladova triest’, centrifugacné falkony,
centrifuga¢né mikroskumavky, kadi¢ky, d6zy na mikroskopické skla podl'a Coplina, reagenéné

autoklavovatel'né fl'ase
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4.9 Pouzité kity

BioPrime® Array CGH Genomic labeling system (Invitrogen'), Platinum bright nuleic acid

labeling kit (Kreatech™), Plasmid mega kit 25 (Qiagen),
4.10 Pouzité pristroje

Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems): plne motorizovany mikroskop
Axio Imager 2 (Zeiss), svetelny zdroj X-cite exacte (Lumen Dynamics), kamera CoolCubelm
1360x1024 pixelov, 6.45 um x 6.45 um, 2/3" CCD, monochromaticka (MetaSystems), pocita¢
DELL (Intel® Core ™ 17, RAM 4GB, Windows7 x64, softvér Metaferd v 3.12.151),
mikropipety (research/plus-Eppendorf), laminarny box (Herasafe KS12 — Thermo Fisher
Scientific), digestor (N1200 — Merci) minicentrifiga (miniSpin plus — Eppendorf), chladena
centrifiiga (Rotina 420R — Hettich), centrifiga (Smart 15 — Hanil), vahy (ED4235 — Sartotius),
viriva trepacka (Lab dancer-IKA, C24 — New Brunswick), vodny kupel’ (TW8 — Julabo, EDS5 —
Julabo), termoblok (BSH200-Benchmark Scientific), hybridizér (Hot-Brite — Vysis, 5500-24 —
Leica), magneticka mieSacka (Arec-x — Velp scientific), pH meter (Hanna instruments),
kombinovana chladni¢ka s mrazdkom (Gorenje, Liebherr), inkubator (Memmert), vyrobnik

I'adu (GB 902 — Brema) , vakuovy rota¢ny koncentrator (Concentrator 2301 — Eppendorf)
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5 Vysledky

V prvej casti experimentdlnej casti bola prevedend optimalizicia za ucelom
Standardizacie metody FISH pre automatizovany odpocet miery amplifikacie génu HER2
pristrojom Metafer scaning and imaging platform. Druha Cast’ sa zameriavala na vySetrenie
vzoriek pacientiek s diagnézou karcindm prsnika, uktorych bola posudzovand miera
amplifikacie génu HER2 pomocou optimalizovane] metddy na pristroji Metafer. Ziskané
vysledky boli porovnavané stdajmi a vysledkami manudlneho odpoctu FISH signalov

z databaze laboratoria cytogenetiky Ustavu molekulérnej a translaénej mediciny.
5.1 Optimalizacia automatizovanej FISH
5.1.1 Optimalizacia metody FISH

Na optimalizaciu bola pouzitd 1 bioptickd vzorka solidneho tumoru fixovand vo
formaline a zaliata v parafine bez zistenej amplifikacie génu HER2. Vzorka pochéadzala od
pacientky s diagnostikovanym karcinomom prsnika, ktoré poskytol archiv Ustavu patologie
Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Optimalizacia prebehla celkovo v 5
pokusoch. V kazdom pokuse boli pouzité rezy tkaniva o hribke 2,3,4 a5 pm, ktoré boli
fixované¢ aupravené pre FISH vySetrenie na mikroskopickych podloznych sklach. Pre
posudenie prekrytia a hustoty rozmiestnenia buniek boli vzorky pomocou softvéru Metafer4
iba naskenované a neprebehlo hodnotenie poctu signdlov a vyhodnotenie vysetrenia vzorky.
Vsetky pripravené sondy boli dudlne sondy LSI HER2/CEP17. Kazdej novej priprave sondy
predchéadzala selek¢na kultivacia kultivacia baktérii s plazmidovym inzertom pre sekvenciu
HER? a centromericku oblast’ chromozomu 17 a nésledna izolacia plazmidovej DNA. Cielom
optimalizacie bolo zistit, akd hrabka rezu vzorky, sonda a reagencie poskytuju najlepsie
a najreprodukovatelnejSie vysledky pri diagnostike prostrednictvom automatizovaného

odpoctu pomocou pristroja Metafer scaning and imaging platform.

V prvom pokuse bola pripravend a pouzita dualna sonda ¢.1 pomocou kitu od vyrobcu
Invitrogen . Pri priprave sondy bol pouzity laboratérne pripraveny hybridizaény pufer. Sonda
bola nahybridizovand na vSetky vzorky a bol pouzity laboratorne pripraveny roztok DAPI.
V bunkéch sa po hybridizacii nevyskytovali ziadne signaly a v okoli buniek bolo vela

nespecifickych signalov. Laboratorne pripraveny hybridizacny pufer teda nie je vhodny.

V druhom pokuse bola pripravend a pouzitd nova dualna sonda ¢.2 pomocou kitu od

rovnakého vyrobcu Invitrogen™. Pri priprave sondy bol pouzity komeréne dostupny
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hybridiza¢ny pufer. Sonda bola nahybridizovana na vSetky vzorky a bol pouzity laboratorne
pripraveny roztok DAPI. V bunkdch sa po hybridizacii nachadzali signily s minimom
nespecifickych signalov v okoli buniek. Tato sonda je teda vhodnd na odpocet signalov
HER2/CEP17 v diagnostike a zaroven bolo zistené, Zze komerény hybridizacny pufer je

vhodne;jsi ako laboratorne pripraveny.

V tretom pokuse bola pouzitd dudlna sonda ¢.2 z druhého pokusu. Pri priprave sondy
bol pouzity komeréne dostupny hybridizacny pufer. Sonda bola nahybridizovana na vsetky
vzorky a bol pouzity komercne dostupny roztok DAPI. V bunkidch sa po hybridizacii
nevyskytovali ziadne signaly a v okoli buniek bolo vel'a neSpecifickych signalov. Z tohto
pokusu bolo zistené, ze komerény DAPI roztok je vhodnejsi kvoli lepsej viditelnosti jadier

buniek nez laboratorne pripraveny.

Vo stvrtom pokuse bola pripravend novd sonda ¢.3 pomocou kitu od vyrobcu
Kreatech™. Pri priprave sondy bol pouzity komeréne dostupny hybridiza¢ny pufer. Sonda bola
nahybridizovana na vsetky vzorky a bol pouzity komer¢ne dostupny roztok DAPI. V bunkéach
sa po hybridizacii nevyskytovali Ziadne signaly a v okoli buniek bolo vel'a nesSpecifickych

signalov a preto nie je sonda vhodna na vyuzitie v diagnostike.

Ako najvhodnejsia hrabka rezu bola na zdklade predtym ziskanych snimok a prace
s tkanivom vybrand hribka 3 um. S touto hrubkou boli vykonané vsetky d’alSie testy. Pri rezoch
s hrubkou 4 um a5 pm dochadzalo k prekrytiu jednotlivych buniek ateda aj jadier ¢o by
znemoznovalo odpocet. Na obrazku €. 9 je porovnanie fotografii hrabok rezov tkanivom ako

boli zachytené prostrednictvom softvéru Metafer4 v druhom pokuse.

Na posledny piaty pokus bola z dovodu predoslej neuspesnosti pokusov s komercne
dostupnymi kitmi na pripravu sond pouzitd komeréne dostupna dudlna sonda
ERBB2(17q12)/SE 17 od vyrobcu Kreatech™, ktora bola pomenované ako sonda &. 4. Sonda
bola nahybridizovana na vzorku s hrubkou rezu 3 pm a bol pouzity komer¢ne dostupny roztok
DAPI. V bunkach sa po hybridizacii nachadzali signaly s minimom neSpecifickych signalov

v okoli buniek. Tato sonda je teda vhodna na odpocet signdlov HER2/CEP17 v diagnostike.

Na zaklade tspeSnosti hybridizacie a moznosti d’alSej Uspesnej reprodukovatelnosti
pokusu boli vybrané komer¢ne dostupna dudlna sonda ERBB2(17q12)/SE 17 od vyrobcu
Kreatech™ spolu s kitom Invitrogen™ pre pripravu vlastnej sondy, ktorych vysledky boli
porovnatel'né. V tabulke ¢.1 je prehlad vsetkych pokusov aich jednotlivych obmien pri

testovani.
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Ako najoptimalnejSie parametre a reagencie predupravy boli zvolené nasledovné:
hrubka rezu 3 pm, komerény roztok DAPI, komerény hybridizacny pufer a komerénéd duédlna

sonda ERBB2(17q12)/SE 17 od vyrobcu Kreatech™ a kit Invitrogen'™ pre pripravu sondy.

Sucastou zlozenia komerénej sondy je vlastny hybridiza¢ny pufer.

Obr. €. 9: Porovnanie roznych hrubok rezu vzoriek tkaniva v pokuse ¢.2.
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Tabul’ka ¢.1: Prehl'ad optimalizacnych pokusov a obmeny parametrov pri testovani.

v . , Hrubky
C. C. Pouzity Hybridiza¢ny DAPI Uspesnost’
rezov
pokusu | sondy | Kkit/sonda pufer roztok hybridizacie
[nm]
Invitrogen'~ | laboratérne | laboratorne
1 1 ) ) ) neuspesna 2,345
kit pripraveny pripraveny
Invitrogen™ komeréne laboratorne
2 2 ] ) uspesna 2,3,4,5
kit dostupny pripraveny
Invitrogen'" komeréne komeréne
3 2 ) neuspesna 2,3.4,5
kit dostupny dostupny
Kreatech™ komeréne komeréne
4 3 ) neuspesna 2,3.4,5
kit dostupny dostupny
Kreatech™
komercne
5 4 komer¢na sucast’ sondy uspesna 3
dostupny
sonda

5.1.2 Nastavenie Klasifikatora v softvéri Metafer4

Na odpocet anasledné vyhodnocovanie signdlov HER2/CEP17 pomocou
automatizovanej FISH bol pouzity softvér Metafer4, ktory je sucastou systému Metafer
scanning and imaging system. Vzhl'adom na neschopnost’ softvéru za pouzitia klasifikatora
PathVysionV2 rozliSovat’ jednotlivé jadrd bola externou servisnou firmou vykonana
aktualizdcia softvéru Metaferd zverzie 3.10.156 na verziu 3.12.151. Klasifikator
PathVysionV?2 bol aktualizovany na najnovsiu verziu a taktiez boli pridané nové klasifikatory:
HER2-TissueFISH-V6A, HER2-TissueFISH-V6B, HER2 TissueFISH-V6C,
HER2 TissueFISH-V6D. Vsetky klasifikatory boli otestované na vzorke z piateho pokusu
v kapitole 5.1.1 s optimalizovanymi parametrami v tzv. tréningovom rezime klasifikatorov
(classifier training) softvéru Metafer4. Porovnavané vlastnosti klasifikatora boli: schopnost’
rozliSovat’ jadra, najmd moznost manualne po naskenovani pridavat a oznaCovat jadra

a moznost vyhotovenia zaverecnej spravy vzorky. Cielom tejto experimentalnej Casti bolo
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ndjst’ optimalny klasifikator na automatizovany odpocet pomocou systému Metafer scanning

and imaging platform.

V tabulke ¢.2 je prehlad klasifikatorov aich zistenych vlastnosti. Klasifikatory
HER2-TissueFISH-V6A a HER2-TissueFISH-V6B poskytovali ako jediné moznost
manualneho  oznaCovania a  pridavania  jadier po  analyze.  Klasifikatory
HER2-TissueFISH-V6A, HER2-TissueFISH-V6B aPathVysionV2 nemali moZnost’
manudlneho oznaCovania jadier, iba moznost' odmietnutia najden¢ho a vyznaceného jadra
v pripade, ak by operator zhodnotil, Ze sa nejednd o jadro ale o artefakt alebo vézivo v tkanive.
Klasifikator PathVysionV2 navyse nedisponoval moznostou vyhotovit’ zavereéni spravu
s vysledkom (v sulade s odportcaniami ASCO/CAP) (Wolff et al., 2013) priCom ostatné
klasifikatory tato moZnost mali. Vyslednd sprava obsahovala teda iba informaciu
o priemernom pocte signadlov HER2, CEP17 a pomeru priemerov HER2/CEP17. Taktiez bola
zhodnotena efektivita oznacovania jadier klasifikdtorom. Najviac jadier v jednej ulozenej
snimke testovacej vzorky rozlisili zhodne klasifikditory HER2-TissueFISH-V6B
a HER2-TissueFISH-V6D a to celkom 89 ndjdenych jadier. Ostatné klasifikatory zhodnotili
snimky rovnako, 61 najdenych jadier. Bolo zistené, Ze klasifikdtory V6B a V6D vyuzivaju
rovnaky algoritmus oznacovania jadier pretoze ich vysledok bol zhodny. Obdobne aj V6A
a V6C spolu sPathVysionV2 vyuzivaji rovnaky algoritmus. Porovnanie efektivity
oznacovania jadier klasifikatorov HER2-TissueFISH-V6A a HER2-TissueFISH-V6B je

zachytené na obrazku €. 10.

Po porovnani vSetkych dostupnych klasifikatorov a zhodnoteni vysSie spomenutych
kritérii bol na dalSie testovanie vybrany klasifikaitor HER2-TissueFISH-V6B. Tento
klasifikator preukazal najlepSie vlastnosti, parametre a moznosti manualneho oznacovania

jadier.
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Tabul’ka ¢.2: Prehl'ad klasifikatorov a ich vlastnosti.

Pocet
Manualne Vyhodnocovacia
Klasifikator rozliSenych
oznacovanie jadier sprava

jadier
HER2-TissueFISH-V6A 61 ano kompletna
HER2-TissueFISH-V6B 89 ano kompletna
HER2-TissueFISH-V6C 61 nie kompletna
HER2-TissueFISH-V6D 89 nie kompletna
PathVysionV2 61 nie iba vypocet
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Obr. ¢. 10: Porovnanie oznacovania jadier klasifikdtorov HER2-TissueFISH-V6A (horna

cast’) a HER2-TissueFISH-V6B (dolna Cast).
Legenda: biele $ipky oznacuju skupiny buniek ktoré klasifikator HER2-TissueFISH-V6A neoznacil
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5.2 VySetrenie vzoriek automatizovanym systémom a porovnanie s manuilnym

odpoctom

Na vySetrenie bolo pouzitych dvadsat ndhodne vybranych bioptickych vzoriek
solidneho tumoru. Vzorky pochadzali od pacientiek s diagnostikovanym karcindbmom prsnika,
ktoré poskytol archiv Ustavu patologie Lekarskej fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
VSsetky vzorky boli vySetrené metddou automatizovaného odpoctu FISH signdlov na pristroji
Metafer scanning and imaging system za pouzitia optimalizovanych parametrov, reagenicii
predupravy a nastaveni klasifikatora softvéru, ktoré boli popisané v kapitole 5.1. Vysledky
odpoctu a zavereéné vyhodnotenia boli porovnavané s udajmi a vysledkami manuélneho
odpo¢tu FISH signalov z databaze laboratoria cytogenetiky Ustavu molekularnej a transla¢ne;
mediciny. V oboch metédach bolo vyhodnotenych 100 jadier (pokial’ to kvalita vzorky
nedovolovala tak minimalne 50) a vypocitany priemerny pocet signdlov sondy HER2 na bunku,
CEP17 na bunku apomer priemerov HER2/CEP17. Metodika vyhodnotenia bola v oboch
metodach v stilade s najnovsimi odporucaniami ASCO/CAP (Wolff et al., 2013). Cielom tejto
experimentalnej casti bolo demonStrovat’ presnost’ a fungovanie optimalizovanej metody

automatického odpoctu v porovnani s manualnym odpoctom.

Vysledky su uvedené tabulke ¢.3. Hodnoty pri automatickom odpocte softvér
nezaokruhl'uje iba zobrazi dve desatinné miesta zistenych priemerov a pomerov. Vysledné
hodnotenie automatického odpoctu sa u 15 z 20 vzoriek zhoduje s manualnym odpoctom. Vo
vzorkach ¢. 1, 6, 10, 13 a 18 sa vysledné hodnotenia odpoctov nezhoduju s manudlnym
odpo¢tom. V niektorych pripadoch boli zaznamenané nespravne hodnotenia softvéru
v automatickom odpocte signalov z jednotlivych jadier. Najviac pripadov tejto chyby bolo
zaznamenanych vo vzorkéach €. 3, 8, 11, 12, 17 a 19, teda najmi u vzoriek, ktoré boli manuélne
predtym vyhodnotené ako amplifikované. Ako priklad st na obrazku €. 11 zachytené uz
analyzované jadra priamo v softvérovom rozhrani, kde je nazorné ukazané ako softvér oznacuje
signaly v jadrach. V pripade A iSlo o nespravne interpretovanie poctu signalov sondy CEP17
kde softvér napocital 3 signaly namiesto 5. V pripadoch C,D a E iSlo o nespravny resp.
nepresny vypocet signalov HER?2. Softvér v tychto pripadoch vyhodnotil mensi pocet signalov

ako sa v jadre skuto¢ne nachadzal.

V Grafoch €. 2, 3 a4 si porovnania automatickej a manualnej metody v priemernych
poctoch signalov HER2 a CEP17 sondy a ich pomerov v jednotlivych vzorkach. Vzhl'adom na

nizky pocet vzoriek a charakter tejto prace nebolo vykonané Statistické hodnotenie.
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Obrazok ¢.11: Ukazka nespravnej automatickej detekcie signdlov v jednotlivych jadrach.

Legenda: A, B, C, D su jednotlivé bunky pricom na 'avom policku z dvojice je snimka bez vyznacenia signalov
a na pravom je ¢ervenym (HER?2) alebo zelenym (CEP17) kriZikom oznacené miesto detekcie ako to
vyhodnotil softvér. V kazdom z policok je vpravo a vl'avo dole vyhodnoteny pocet signalov.

Tabul’ka ¢.3: Vysledky automatického odpoctu a vysledky manuélneho odpoctu a ich

vyhodnotenie.
y . HER?2 )
C. vzorky Metoda CEP17 | HER2 Vysledok testu
/CEP17
Manualne 2,47 13,54 5,48 HER? pozitivny
1
Automaticky | 2,68 4,13 1,53 HER?2 neurtity
Manualne 2,51 3,68 1,47 HER? negativny
2
Automaticky | 2,43 2,7 1,1 HER? negativny
Manualne 4,11 20 4,87 HER? pozitivny
3
Automaticky | 2,77 26,95 9,75 HER? pozitivny
Manualne 2,09 2,13 1,02 HER?2 negativny
4
Automaticky | 2,12 2,06 0,97 HER?2 negativny
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.

HER?2

C. vzorky Metoda CEP17 | HER?2 /CEP17 Vysledok testu
Manualne 2,06 2,1 1,02 HER? negativny
5
Automaticky 1,99 2,01 1,01 HER?2 negativny
Manualne 2,04 2,04 1 HER?2 negativny
6
Automaticky | 2,07 5,39 2,6 HER? pozitivny
Manualne 1,99 1,99 1 HER? negativny
7
Automaticky 1,83 2,02 1,1 HER?2 negativny
Manualne 2,02 20 9,89 HER? pozitivny
8
Automaticky | 2,38 13,54 5,67 HER? pozitivny
Manualne 2,82 4,16 1,47 HER?2 neurdity
9
Automaticky | 2,78 4 1,44 HER?2 neurCity
Manualne 2,74 5,47 2 HER?2 neurdity
10
Automaticky 421 3,94 0,93 HER?2 negativny
Manualne 2,13 19,52 9,18 HER? pozitivny
11
Automaticky | 3,17 13,02 4,1 HER? pozitivny
Manualne 3,76 17,96 4,78 HER? pozitivny
12
Automaticky | 3,18 12,93 4,06 HER? pozitivny
Manualne 4,74 5,24 1,11 HER?2 neurdity
13
Automaticky | 3,17 3,34 0,94 HER? negativny

52




.

HER?2

C. vzorky Metoda CEP17 | HER?2 /CEP17 Vysledok testu
Manualne 1,76 1,95 1,11 HER?2 negativny

14
Automaticky | 2,15 2,57 1,19 HER?2 negativny
Manualne 1,73 7,65 441 HER?2 pozitivny

15
Automaticky | 2,98 10,73 3,6 HER? pozitivny
Manualne 2,08 20 9,62 HER? pozitivny

16
Automaticky | 3,88 18,01 4,64 HER? pozitivny
Manualne 1,74 14,09 8,1 HER? pozitivny

17
Automaticky 1,86 10,83 5,82 HER? pozitivny
Manualne 2,21 15 6,79 HER? pozitivny

18
Automaticky | 2,26 2,93 1,29 HER?2 negativny
Manualne 2,68 17,71 6,62 HER? pozitivny

19
Automaticky | 3,06 16,29 5,31 HER? pozitivny
Manualne 2,71 2,73 1,01 HER? negativny

20
Automaticky | 2,31 3,67 1,58 HER? negativny
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Graf ¢. 2: Porovnanie priemernych poctov signdlov CEP17 sondy na jadro vyhodnotenych

automaticky a manuélne.
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Graf ¢. 3: Porovnanie priemernych poctov signalov HER2 sondy na jadro vyhodnotenych

automaticky a manualne.

Priemer HER2
30
@]
—
©
L 5
@
c
>
9O 20
O
C
o0
215
Q
>0
(@]
Q10
N>
C
—
Q
e 5
—
& hlinndn |l 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Cislo vzorky

B Manualne ® Automaticky

54



Graf ¢. 4: Porovnanie pomeru priemerov signalov HER2/CEP17 vyhodnotenych automaticky

a manualne.
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6 Diskusia

Automatizované systémy vyuzivajuce FISH st schopné znacne ulahéit’ pracu
cytogenetikom a patolégom najmi na pracoviskach, kde je klinické vySetrovanie metdédou
FISH dennou rutinou. Pomahaju znizit’ ¢as potrebny na vyhodnotenie vzoriek a tiez su schopné
objektivne interpretovat’ poéty signalov na zéklade vypoétovych algoritmov. Standardizacia
metodiky FISH pre automatickll analyzu je nevyhnutny proces pre zachovanie konzistentnych

vysledkov klinickych testov.

Optimalizacia FISH metody prebehla za pouzitia 3 sond. Dve sondy boli pripravené
pouzitim dvoch roznych kitov a tretia pouZitd sonda bola komeréne dostupné. Na optimalizaciu
bola pouzitd jedna vzorka pacientky, u ktorej nebola preukdzana amplifikdcia génu HER?2.
Sucast’ou optimalizécie bola aj vol'ba vhodnych reagencii na pripravu vzorky a to hybridizacny
pufer a DAPI roztok. NajlepSie vysledky boli dosiahnuté so sondou pripravenou kitom
(Invitrogen'") a s komeréne dostupnou sondou ERBB2(17q12)/SE 17 (Kreatech™). V prvom
pokuse bola hybridizacia netispesnd, pravdepodobne kvoli hybridizacnému pufru. V druhom
pokuse bola pripravena nova sonda pomocou rovnakého kitu a hybridizacny pufer bol zmeneny
na komercne dostupny najmé z dovodu stalosti zlozenia, ktoré je v komercne dostupnom pufti
garantované. Hybridizdcia bola v tomto pokuse Uspe$nd. V tretom pokuse bolo pouzity
namiesto laboratérne pripraveného komercne dostupny roztok DAPI, ten preukazal ovela
lepSiu moznost’ rozoznania jadier. Vo Stvrtom pokuse bola pripravend nova sonda za pouzitia
iného kitu na pripravu sondy (Kreatech™). Pouzitie tohto kitu sa ukézalo ako nevhodné
zdovodu neuaspesnej hybridizacie sondy napriek pouzitému komeréne dostupnému
hybridizaénému pufru a ¢asovej narocnosti pripravy sondy. V poslednom pokuse bola pouzita
komeréne dostupna sonda, ktorej vysledky hybridizacie boli rovnako uspesné ako vysledky so
sondou pouzitou v druhom pokuse. Jej najvac¢Sou vyhodou bola stalost’ zlozenia a kvalita
pripravy garantovana vyrobcom, na druhej strane je vSak takato sonda financne nakladne;jsia,
apreto sa v d’alSej prace tejto bakalarskej prace pracovalo s oboma sondami — komeréne
dostupnou a kitom na pripravu (Invitrogen . Z reagencii mali lep$i vplyv na vysledne
moznosti hodnotenia vzorky komeréne dostupny roztok DAPI akomercne dostupny
hybridiza¢ny pufer. Ich vyhoda spociva v garantovanom zlozeni a vylucuje mozné chyby pri
priprave vlastnych laboratérnych reagencii, ¢o je ziadlice z pohl'adu zachovania konzistencie

vysledkov.
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Pokracovanim optimalizacie FISH metody na automaticky odpocet a analyzu bolo
urcenie vyhovujtcej hrubky rezu vzorky. Posudzované hribky rezov tkaniva boli 2,3,4 a 5 pm.
Na zaklade porovnani viditeI'nosti buniek a jadier, ich prekryvu a prace s tkanivom bola ako
najvhodnejsia vybrana hrubka 3 um. Hribka 2 pm bola nevhodna kvoli zlej praci s tkanivom
hlavne po procese natravenia protedzou, kedy dochadzalo k odlu¢ovaniu rezu z podlozného
sklicka alebo dochadzalo k "vyliatiu" obsahu jadier a preto nebolo mozné spravne vymedzit’
okraje buniek. Hriibky 4 a 5 um boli postidené ako nevyhovujice kvoli prekryvu buniek a teda
nebolo mozné rozlisit’ jednotlivé bunky so signalmi. V publikovanych ¢lankoch vyuzivajucich
rovnaky pristroj na automaticky odpocet vzoriek karcindmu prsnika je uvedend ako vhodna na
pouzitie hribka 4 um (Furrer et al., 2013) alebo rozmedzie 4-6 um (Schunck et Mohammad,
2011).

V druhej cCasti optimalizacie boli vykonané nastavenia a Upravy softvéru Metafer4,
ktory je sucastou systému Metafer scanning and imaging platform. Na automaticky odpocet
bolo k dispozicii 5 klasifikacnych algoritmov, tzv. klasifikatorov. Ako najvhodnejsi pre
vykonavanie klinickych testov bol zvoleny klasifikator HER2-TissueFISH-V6B, a to z dovodu
jeho najlepsieho vykonu v poéte nijdenych buniek v zaznamenanom zornom poli. Dalsi dévod
volby tohto klasifikatora spoc¢ival v moznosti manualne oznacovat’ bunky operatorom, ¢o je
dodlezita vlastnost’ najma pri vzorkach s vel’kym nahustenim buniek, kedy klasifikator zlyhava
anie je schopny najst a vyznacit’ dostatony pocet buniek. Operator je potom schopny po
naskenovani vzoriek manudlne vyznalit potrebny pocet jadier, ktory softvér zahrnie do
findlneho vyhodnotenia. Ostatné klasifikatory bud’ tuto moznost manualneho oznaCovania

buniek nemali alebo nedosahovali potrebny vykon.

V poslednej casti bolo vykonané vySetrenie amplifikdcie HER2 génu pomocou
automatického odpoctu pristroja Metafer scanning and imaging platform a porovnanie
automatického odpoctu na uz optimalizovanych vzorkach s manudlnym odpoc¢tom. Bolo
pouzité¢ uz nastavenie klasifikatora podla predoslych zisteni. Vysledok vySetrenia sa u 15
vzoriek zhodoval s manualnym odpoctom a u 5 vzoriek vyhodnotil softvér vysledky odlisne
v porovnani s manualnym odpoctom. I$lo o vzorky ¢islo 1, 6, 10, 13 a 18. Chybu vo vysledku
vo vzorke 6 mozno vysvetlit' tak, ze vjednom z nasnimanych zornych poli sa nachadzala
izolovand skupina buniek s amplifikaciou v HER2 géne, ¢o malo vplyv na celkové hodnotenie
vzorky a softvér teda vzorku vyhodnotil ako pozitivnu zapocitanim amplifikovanych buniek do
priemeru. Podl'a najnovSich odporu¢ani ASCO/CAP sa vSak ako amplifikované vzorky

hodnotia iba tie, u ktorych sa amplifikéacia vyskytuje v 10 % a viac celej populéacie buniek vo
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vzorke (Wolff et al., 2013). Teda ak sa aj amplifikované bunky vo vzorke nachadzaju musi ich
byt asponi 10 % a viac aby sa vzorka mohla povaZzovat' za HER?2 pozitivnu. Softvér vSak tento
fakt nedokaze rozlisit, preto je vZdy nutné kontrola operatorom po odpocte. Vo vzorke ¢islo 18
vysiel pri automatickom odpocte negativny vysledok oproti manudlnemu odpoctu, kde bol
vysledok pozitivny. Taktto chybu mohla zapri¢init' heterogenita tumoru, t.j. vyskyt oboch
amplifikovanych aj neamplifikovanych populacii buniek vo vzorke. Nespravnou volbou
zornych poli boli naskenované zorné polia iba s negativnou populéciou pricom pozitivne
populacie boli chybne vynechané. Je mozné, Ze pozitivne populacie sa v danom reze ani
nevyskytovali, ale vyskytovali sa v reze z tkaniva, ktory bol pouzity v manudlnom odpocte.
Obdobne vysvetlenie mozno pouzit’ na nezrovnalosti vo vzorke ¢.1, 10 a 13. Minimalizovat
nespravnu interpretadciu heterogénnych populacii vo vzorke je mozné pred samotnym
predupravy vzorky skontrolovat, ¢i rez obsahuje nadorové bunky a (podla doporuceni
ASCO/CAP) pri hodnoteni vzorky d’alSou osobou, pripadne pri automatickom odpocte vyuzit
spolupracu druhého operdtora na manualne oznaCovanie buniek a posudzovanie vhodnych

a nevhodnych buniek (Wolff et al., 2013).

Zaznamenané boli aj chybné detekcie v pripade automatického odpoctu a to najmi vo
vzorkach 3, 8, 11, 12, 17 a 19. I$lo o vzorky, ktoré boli v oboch metédach zhodné vyhodnotené
ako amplifikované a mali vysoky pocet priemernych HER?2 signalov na bunku (10 a viac).
V tychto pripadoch napriek spravnemu vyhodnoteniu vzorky softvér nespravne kvantifikoval
signaly vo vSetkych pripadoch. V pripade, kedy sa cervené signaly HER?2 zlu¢uju do klastrov
anie je mozna identifikacia jednotlivych bodov, zmena systému hodnotenia. Systém
vyhodnocuje pomer plochy Cerveného signdlu HER2 ku signalu CEP17 ana zaklade tohto
pomeru vypocita priblizny pocet signalov HER?2, ¢o sa ukézalo u softvéru ako problematické.
RieSenim by mohlo byt posudenie spravnosti vypoctu softvéru a Gprava priemerného poctu
signalov jednym alebo viacerymi operatormi. Na spravnosti hodnotenia zavisi aj hustota buniek
vo vzorke. Vzorky s vel'kym nahustenim buniek vedl'a seba softvér nedokaze ti¢inne detegovat’
a Casto oznacuje nespravne bunky alebo artefakty, ktoré nie st vhodné. Uinnost’ zafarbenia
vzorky s roztokom DAPI je vel'mi ddlezita, pretoze na zéklade DAPI filtra systém rozoznava
bunky ajadrd vnich. Pri nedostatocnom zafarbeni vznikaju problémy s nespravnym
oznaovanim jadier. V oboch pripadoch je potom nutny zasah operatora a zdlhavé napravy

prostrednictvom manuélneho oznacovania.

Vzhl'adom na nizky pocet vyhodnotenych vzoriek a charakter prace nebolo mozné

vyvodit’ zavery o presnosti a efektivite pri klinickom pouziti. Stadie, v ktorych bolo vykonané
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porovnanie manudlneho odpoc¢tu s automatickym odpoctom pri klinickom stanoveni
amplifikacie génu HER2 u karcindému prsnika poukazuju na vysokua spolahlivost’ a presnost’
systémov pri klinickom pouZiti a to aj v starSich publikaciach. Poukazuju vSak na nutnost’
Standardizacie procesu pre dosiahnutie konzistentnych vysledkov (Logt et al., 2015;
Ohlschlegel et al., 2013; Stevens et al., 2007; Tubbs et al., 2006). V publikacii, ktora vyuZivala
na porovnanie rovnaky systém Metafer scanning and imaging platform bola takisto zistena

vel'mi dobra spolahlivost’ systému (Furrer ef al., 2013).

59



7 Zaver

Sucasny smer vyvoja klinickej praxe je koncept personalizovanej mediciny, kde st
pacienti selektovani na zaklade presnych molekuldrno-cytogenetickych charakteristik. Presné
urcenie klinického obrazu a histologického podtypu je dnes predpokladom pre presnu a cielenu
liecbu nadorovych ochoreni. V laboratoridch st denne spracované desiatky vzoriek a s ich
zvySujicim sa poctom je tiez vyvijany tlak na automatizované systémy, ktoré by pomohli
minimalizovat’ I'udsky faktor a tiez zvysit' rychlost’ a presnost odpoctu, v tomto pripade
amplifikaciu génu HER?. Identifikacia amplifikacie HER2 pomocou vysetrenia metody FISH
ma znacny diagnosticky a prognosticky vyznam a okrem toho predurcuje pacienta na cielent
liecbu Specialnymi biologickymi lie¢ivami.

Na trhu existuje uz rada takychto automatizovanych pristrojov medzi ktorymi je aj
Metafer scanning and imaging platform (MetaSystems), ktory bol vyskuSany v ramci tejto
bakalarskej prace. Pre exaktné automatizované odpocty FISH signdlov u nadorov je vSak
potrebné optimalizovat podmienky predipravy. Bolo zistené, ze pre presny odpocet FISH
signalov je optimalna hrubka rezu tkaniva 3 pm. Dalej bolo zistené, Ze komeréne dostupny
roztok DAPI pouzity spolu s komeréne dostupnym hybridizaénym pufrom poskytovali lepSie
a konzistentnejSie vysledky z pohladu rutinne vykondvaného vySetrenia ako laboratorne
pripravené roztoky. Ako najvhodnejsi kit na pripravu sondy bol vyhodnoteny kit od firmy
Invitrogen'" a porovnatelné vysledky dosahovala komeréne dostupnd sonda ERBB2
(17q12)/SE 17 od vyrobcov Kreatech™. Pri cytogenetickom odpoéte bol zisteny ako
najucinnejsi algoritmus alebo tzv. klasifikdtor HER2-TissueFISH-V6B, ktory dosahoval
najlepSie vysledky vo vsetkych sledovanych kritéridch. Na zaklade toho bol vykonany
automaticky odpocet FISH signdlov v dvadsiatich ndhodnych pacientskych vzorkach suz

optimalizovanymi parametrami a tie boli porovnané s manualnym odpoc¢tom.

Hoci literatiira dokumentuje vel’'mi dobru spol'ahlivost’ automatizovanych systémov pre
FISH odpocty, je vZdy potrebna presnd optimalizacia a aj napriek tomu st tu isté limitécie.
Vzhl'adom k prognosticko-prediktivnej hodnote vysledkov vzoriek jednotlivych pacientov, sa
stile v Cytogenetickom laboratoriu Ustavu molekularnej a translaénej mediciny vyuziva

manualny odpocet.
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8 Zoznam pouzitych skratiek

ASCO/CAP — Americkd spolocnost’ klinickej onkolégie (American society of cilincal

oncology) a spolo¢nost’ americkych patolégov (College of american pathologists)
ATP — adenozintrifosfat
BFB — bridge-fusion-bridge

BRCA-1,2 — gény prispeivajuce k riziku vyskytu hereditarneho karcindému prsnika (breast

cancer type 1 susceptibility gene)

BTC — betacelulin

CCD — nabojovo viazany obvod (charge-coupled device)

CEP — centromerickd sonda (centromeric enumeration probe)

CISH — chromogénna in situ hybridizacia

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenylindol

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dUTP — deoxyuridin trifosfat

EDTA — kyselina etyléndiamintetraoctova

EGF — epidermalny rastovy faktor (epidermal growth factor)

ERBBI1-4 — synonymné oznacenie HER1-4

FDA — Food and drug administration

FFPE — fixované vo formaline a zaliate v parafine (formalin fixed, paraffin embbed)
FISH — fluorescen¢na in situ hybridizacia

FITC — fluorescein izotiokyanat

GRB2 — growth factor receptor bound protein 2

GRB7 — growth factor receptor bound protein 7

HBEGF - heparin viaztci epidermalny rastovy faktor (heparin binding epidermal growth
factor)

HER 1-4 —receptor (gén) 'udského epidermalneho rastového faktora (human epidermal growth

factor receptor)
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Kb — kilobaz

LB - Luria-Bertani

LSI — lokusovo Specificka sonda (locus specific identifier)
MAPK — mitogénom aktivovana protein kindza

Mb — megabaz DNA

Mbp — megaparov bazi

M-FISH — multiplexna FISH

NASA — americky urad pre letectvo a kozmonautiku (National Aeronautics and Space

Administration)

NK — natural killer

NRG1-4 — neuregulin 1-4

PBS — Phosphate-buffered saline

PCR — polymerazova ret'azova reakcia (polymerase chain reaction)
PI3K — fosfatidylinositol-3-kindza

PPARB — Peroxisome Proliferator Activated Receptor Delta gene 2
RNA — ribonukleova kyselina

SISH — in situ hybridizacia striebrom

SKY — spektralna karyotypizacia (spectral karyotyping)

SOS — Son of sevenless

SSC — saline-sodium citrate

TNBC - trojity negativny subtyp karcindmu prsnika (¢riple negative breast cancer)
TRIS — tris-(hydroxymetyl)-aminometan

TRITC — tetrametylrodamin izotiokyanat

WCP — celochromozémova sonda (whole chromosome probe)
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