16

BIOANALYTIKER, ANNA ANDERSEN

AF BIOANALYTIKER ULRIK CHRISTIANSEN
KLINISK BIOKEMISK AFDELING, BISPEBJERG HOSPITAL

PATOLOGISK AFDELING, RIGSHOSPITALET

Flourescens in situ Hybridisering
(F | S H) Reducering af omkostningerne med 90 %

Udgangspunktet for vores professionsbachelorprojekt var, at en
FISH-analyse pa Rigshospitalets patologiafdeling kostede over 450
kr. Vi ville undersgge om omkostningerne til analysen kunne reduce-
res. Ved at modificere protokollen opnaede vi en besparelse pa 90 %
uden at ga pa kompromis med sensitiviteten og specificiteten.

FISH kan pavise genetiske abnormalite-
ter ved at visualisere specifikke DNA-
sekvenser. Til at pavise den gnskede
sekvens anvendes en fluorescensmaer-
ket probe, der er komplementzer til det
givne DNA. Princippet er, at DNA i cel-
len denatureres, hvorefter proben kan
hybridisere til DNA. P& den made kan
genet, sekvensen eller kromosomet vi-
sualiseres i et fluorescens-mikroskop,
(se figur 1).

Metoden er meget specifik, men pa
grund af de anvendte reagenser er ana-
lysen ogsa meget dyr. P4 Rigshospita-
lets patologiafdeling anvendes reagen-
ser og protokol fra DAKOs “Histology
FISH Accessory Kit” til alle DAKO-pro-
ber, hvilket betyder en omkostning pr.
analyse pa 455 kr. (se fig. 2). | vores
projekt forsgger vi at nedseette om-
kostningerne pa to mader, dels ved at
afprgve tre modificerede forbehandlin-
ger, der er uafhaengige af Histology
FISH Accessory kittet og dels ved at
fortynde proben.

Pa Rigshospitalets patologiafdeling
anvendes til HER-2 FISH-analyse et kit
(Dako kode K5331), der bade indehol-
der HER2-proben og reagenserne fra
Histology FISH Accessory kittet. De
eneste reagenser, der opbruges i dette
kit, er proben og pepsin, hvilket bety-
der, at der er et overskud af pretreat-
mentbuffer, vaskebuffer og stringens-
vaskebuffer.

Hvis en modificeret forbehandling
uden pepsin kan erstatte standardfor-
behandlingen, kan de overskydende re-
agenser fra HER2-kittet anvendes, hvil-
ket nedsaetter omkostningerne med
41% (se figur 2). For at kompensere for
den udeladte pepsin undersgger vi ef-
fekten af forlaenget kogetid samt en
anden kogebuffer. Den mest anvendte
buffer til immunhistokemiske analyser
er Tris-EGTA-buffer (TEG), og derfor er
det oplagt ogsa at bruge den til FISH.
Derudover undersgger vi, om det er
muligt at fortynde proben med en
kommerciel fortyndingsbuffer t-Den-

Hyb-2 fra Insitus. Dette vil kunne ned-
seette omkostningerne yderligere, (se
figur 2).

Metode

Vi har valgt at udfere forseget pa for-
malinfikseret, paraffin-indstebt vaev.
Ved test af en modificeret forbehand-
lingsmetode anvendes vaev fra raske
tonsiller fikseret i henholdsvis 24, 48
og 72 timer. Til samtlige forsgg anven-
der vi MYC-proben (Dako). Til afprev-
ning af den modificerede metodes diag-
nostiske vaerdi sammenlignes med stan-
dardmetoden pa vaev fra tre patienter
med kendt translokation, t(8:14).

Pa figur 3 ses et flowdiagram over,
hvilke forbehandlinger og fortyndinger
der undersgges. Standardmetoden er
farvet med gra baggrund. De forskellige
kombinationer af forbehandlinger byg-
ger altsa pa valget mellem 2 buffere
(pretreatment og TEG) samt kogetider
pa enten 10 eller 20 minutter. Disse la-
ves alle med ufortyndet probe. Nar den




Figur 1. Splitsignalprobesaet med to prober (red og
gren), der markerer de to omrader pa hver side af
breakpoint i MYC-genet, hvor der ofte ses translo-
kationen t(8:14) ved Burkitt’s lymfom. Tonsil (nor-
malt vaev), x1000.

optimale forbehandling er fundet, un-
dersgges det, om probefortynding er
mulig. Vi har med udgangspunkt i Insi-
tus’ produktinformation valgt at afpre-
ve fortyndingerne 1:2, 1:5, 1:10 og
1:20.

Til sidst afprgves den valgte modifi-
cerede metode samt standardmetoden
pa patientmateriale. Hvis der ved stan-
dardmetoden ses hybridisering i ster-
stedelen af kernerne samt translokatio-
ner, skal dette ogsa kunne ses ved den
modificerede metode.

Vurderingsmetode

Til at vurdere hvilken forbehandling og
fortynding der kan erstatte standard-
metoden, anvender vi parametrene
sensitivitet og specificitet. Hybridise-
ringsgraden, der er andelen af kerner
med signal, anvendes som udtryk for
sensitiviteten. Specificiteten vurderes
ud fra mangden af baggrundsfarvning
og uspecifikke bindinger.

Resultater/Diskussion

Forbehandling

Ved standardmetoden fandt vi hybridi-
seringsgrader pa 96-99 % (se figur 4).
Der ses lavere hybridiseringsgrad ved
alle de modificerede forbehandlinger,
med undtagelse af forbehandling D,
hvor hybridiseringsgraden er hgjere end
standardmetoden. De nedsatte hybridi-
seringsgrader skyldes sandsynligvis, at
vaevet uden proteolytisk behandling
med pepsin har nedsat permeabilitet,

METODE PRIS/GLAS BESPARELSE
Standardmetoden, ufortyndet 455 kr. -
Modificeret forbehandling, ufortyndet 270 kr. 41 %
Standardmetoden, fortyndet 1:10 229 kr. 50 %
Modificeret forbehandling, fortyndet 1:10 44 kr. 90 %

hvilket besvaerligger tilgangen af probe
til DNA. Med kombinationen af lzengere
kogetid og udskiftning af kogebuffer
ser vi altsa tendens til, at sensitiviteten
@ges.

Vi kender ikke det preecise indhold af
pretreatmentbufferen fra kittet, men vi
far oplyst, at pH er 6,55. Noget kunne
altsd tyde pa, at pH har en effekt, da
pH i TEG-bufferen er 9. Vurderet ud fra
hybridiseringsgraden er det forbehand-
ling D, der er det bedste alternativ til
standardmetoden.

Specificiteten varierer ved de for-
skellige forbehandlinger. Hgjest specifi-
citet ses ved standardmetoden samt
ved forbehandling D. Ved de resterende
modificerede forbehandlinger sas varie-
rende maengder af uspecifikke reaktio-
ner og baggrundsfarvning i form af pla-
mager.

Ud over sensitiviteten og specificite-
ten vurderede vi ogsa andre parametre,
heriblandt signalintensiteten og morfo-
logien. Signalintensiteten viste ligeledes
tilsvarende eller bedre resultater med
forbehandling D sammenlignet med
standardmetoden. Vores starste pro-
blem var morfologien, hvor der ved for-
behandling D sas et noget slgret celle-
billede. Dette kan skyldes, at pepsin er
udeladt fra forbehandlingen. Pepsins
effekt pa vaevet er, at protein fjernes
(se figur 5).

Fortynding
Forbehandling D er den modificerede
forbehandling, der i forhold til stan-

Figur 2: Oversigt over om-
kostninger pr. glas. Priserne
er udregnet pa grundlag af
listepriser for kit, probe og
fortyndingsbuffer. Omkost-
ninger til arbejdslgn, gvrige
materialer og reagenser er

ikke medregnet. Alle priser er

ekskl. moms.

dardmetoden giver starst hybridise-
ringsgrad, signalintensitet og specifici-
tet. Vi vaelger derfor at lave fortyn-
dingsforseg med vav forbehandlet ef-
ter denne metode samt med standard-
metoden. Vi har fundet, at ved stan-
dardmetoden er det muligt at fortynde
proben 5 gange, uden at specificiteten
0g sensitiviteten nedsaettes. Det er deri-
mod muligt at fortynde op til 10 gange
ved anvendelse af forbehandling D.

Anvendelighed pa Rigshospita-
let og andre patologiafdelinger
Den modificerede metode (D) har vist
sig reproducerbar ved at give samme
resultater i 5 analyseomgange. Den
mulige besparelse pa 90 % skal imidler-
tid ses i forhold til de udgifter, der er
forbundet med indkering af en ny me-
tode. Ved andring af forbehandling skal
proceduren testes pa mange forskellige
vaev og med flere forskellige typer af
prober. Fortynding af prober kraever, at
en given fortynding testes pa de typer
af vaev, der almindeligvis undersgges.
Dette kan saledes ske for en probe ad
gangen, mens en &ndring af forbe-
handling vil kraeve test af samtlige pro-
ber. Hele proceduren er kraevende tids-
maessigt og gkonomisk, og det er ogsa
arsagen til, at hverken den modificere-
de forbehandling eller fortynding af
proberne endnu anvendes rutinemaes-
sigt pa patologiafdelingen pa Rigshospi-
talet.

For andre patologiafdelinger vil den
storste skonomiske gevinst selvfalgelig
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Figur 3: Flowdiagram over valg af forbehandling og
fortynding. Gra baggrund angiver standardmetoden,
mens bogstaverne angiver en given modificeret
forbehandling.

Forsggene til at nedsaette omkostningerne for
analysen kan inddeles i tre faser: 1) Afprevning af
modificerede forbehandlinger (A-D). For eksem-
pel angiver A, at pepsin er udeladt, samt at der

er anvendt pretreatmentbuffer i 10 min. Herefter
udvalgte vi den forbehandling, der kunne erstatte
standardmetoden, uden at sensitiviteten og specifi-
citeten blev nedsat. 2) Fortynding af probe og valg
af den sterste fortynding, der gav samme resultat
som standardmetoden. 3) Afprgvning og sammen-
ligning med standardmetoden pa patientmateriale
med kendt translokation.

Figur 5: A. HE-snit af tonsil med forbehandling
efter standardmetoden (Flourescensmikroskop
x4000). B. HE-snit af tonsil med forbehandling D
(Flourescensmikroskop x4000). Lysende omrader
er protein.
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opnas ved bade at modificere for-
behandlingen og fortynde proberne.
Vi finder det hensigtsmaessigt at
starte med at fortynde prober med
t-DenHyb-2, da dette ikke kraever
et stort indkgringsarbejde. Samtidig
er besparelsen ved fortynding af
prober lidt stgrre end besparelsen
ved at &ndre forbehandlingen. @n-
sker man sa at nedsaette omkost-
ningerne til analysen yderligere, kan
forbehandlingen modificieres. Der-
udover skal en @&ndring ogsa tilpas-
ses lokale forhold pa afdelingerne,
séledes at den diagnostiske anven-
delighed opretholdes. Efter denne
indkgring vil besparelserne dog vae-
re store.

ORDFORKLARING

Probe

Fragment af DNA, der er komplemen-
teert til det stykke DNA, man @nsker
at undersgge. Det medfegrer, at proben
kun kan binde det specifikke stykke
DNA, der har samme nukleotidopbyg-
ning. Fragmenterne er opbygget af
flourescensmaerkede nukleotider og er
typisk 100-1000 basepar lange.

Denaturering

Denaturering af DNA er en strukturel
@&ndring forarsaget af udefrakommen-
de pavirkninger. | vores tilfeelde medfe-
rer opvarmning af DNA, at hydrogen-
bindingerne mellem enkeltstrengene
brydes, og DNA bliver enkeltstrenget.

Hybridisering

Kaldes ogsa annealing. Nar temperatu-
ren saenkes, kan proberne binde (hybri-
disere) til de komplementzere sekven-
ser pa det enkeltstrengede DNA.

Proteolytisk behandling

Behandling med enzymer, der nedbry-
der protein. Et af de mest anvendte
proteolytiske enzymer er pepsin.

Pepsin

Pepsin nedbryder peptidbindinger i
proteiner, primart ved carboxylsyre-
grupper i aromatiske aminosyrer som
for eksempel tyrosin. | formalinfikseret
vaev betyder det, at peptidbindinger i
naerheden af methenbroer gdelaegges.
Effekten af dette er, at permeabiliteten
i vaevet og dermed tilgaengeligheden til
DNA gges. Pepsin kan i vores tilfaelde
udelades, fordi vi skaber permeabilitet i
vaevet ved at anvende en anden koge-
buffer samt en forlaenget kogetid.




