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HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

Å EmlŖ cc. esetsz§m/HER2+ eset: immunreakci·k sz§ma, h§ny FISH valid§ci·,

kezelnek-e, m§shol k®sz¿lt primer HER2 meghat§roz§s alapj§n

Å (F)ISH valid§l§s:       csak 2+ vagy minden 2+ ®s 3+ esetbŖl

Å Szºvetrºgz²t®s:       (hŖm®rs®klet)  kezdet®ig eltelt idŖ <15 perc; 15-30 perc, 30-60 perc, >60 perc

Å Antig®nfelt§r§s: m·dja, idŖ, hŖm®rs®klet, puffer eszkºz/berendez®s

Å Kontrollok:         + Kontroll (1x3+; 1x3+ ®s 1x2+; 1x3+, 1x2+ ®s 1x negat²v; ill. sejtvonal) 

- Kontroll (norm§l h§m pozitivit§sa sz§m²t/nem sz§m²t)

Å £rt®kel®s:            ASCO/CAP 2007, vagy 2013 (30%, vagy 10%, ill. (F)ISH hat®r®rt®kek)

Å Primer antitest (H²g²t§s, inkub§ci·s idŖ):   Herceptest, 4B5, SP3, CB11, poliklon§lis, EP1045Y, A24-V

Å Detekt§l· rendszer: EnVision+, Super-sensitive Polymer-HRP, Super-sensitive (biotin, vagy polimer) HRP, Vector elite, Impress,      

iView (biotin), UltraView (polimer), BondMax polymer Refine, UltraVision HRP polymer, Histols-MR

Å ElŖh²v§s:                  DAB, AEC, VIP (kitek, gy§rt·k), elŖh²v§si idŖ

Å Automatiz§l§s:   Sequenza (Shandon/Tecan), Ventana-Nexes, Ventana-BenchMark Ultra, Ventana-BenchMark XT,           

Dako/LabVision-Autostainer, Leica-BondMax, BioGenex-OptiMax



HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

Szºvetrºgz²t®s

szobahŖ:19 labor

4 oC-on:    5 labor  

QC Labor BQC Labor A



Szºvett§rol§s ®s sz§ll²t§s hŤtve

Stabilit§s: DNS > Feh®rje > RNS

Az RNS integrit§sa kritikus az mRNS

szintŤ expresszi·svizsg§latokhoz ®s 

a cDNS alap¼ vizsg§latokhoz 

(pl. szekven§l§s)

4oC-ra hŤteni! formalinban 

vagyan®lk¿l

MOLEKULĆRIS MEGŕRZ¥TTS£G



HŤtºtt rºgz²t®s, 4oC-os formalinban
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Pre-analitika ïOptimaliz§lt munkamenet
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Szºvetrºgz²t®s formalinban

Bussolatti

Å10%-os formalin 16-24h 4oC-on

Å95%-os alkohol 2 ·ra 4 oC-on

ÅStandard szºvet-processz§l§s, ~40oC

4 oC-on a penetr§ci· 

m®lyebb szºvetbe is 

megfelelŖ

HŕM£RS£KLET    :

-Penetr§ci· romlik

(heterog®n rºgz²t®s)

- Keresztkºt®s gyorsul 

Rºgz²t®s

RNAse

Penetr§ci·

~2 mm-es szºvet



ÅFelt§r§si IdŖ: Norm§l eloszl§s

ÅHat®konys§g/reagenstakar®koss§gmiatt 

a gºrbe jobbsz®le ir§ny§ba c®lszerŤ tolni.

HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

Magas: pH 8-10

Alacsony: pH 6

Antig®nfelt§r§s

ÅA hat®konyabbmagas pH-j¼felt§r§s m§r beelŖzte a citr§tot

Å1 labor pH7,6-os puffet ²rt, ha nem el²r§s akkor szokatlan 

(az antig®nfelt§r§snem-neutr§lis pH-n mŤkºdik legjobban)

Hat®konys§g: magas pH, ill. hosszabb felt§r§s



NORDIQC (Skandin§v orsz§gok) 13-14. fordul· 

Fals negat²v: 2559 (Slides)metszetbŖl 740 ( 29 %)

T¼lh²g²tottprimer antitest Overdiluted primary antibody 247 ( 33 %)

El®gtelenHIER Insuffiecient HIER 243 ( 33 %)

Nem megfelelŖ primer antitest107 ( 14 %)

Nem ®rtelmezhetŖ ok 41 ( 6 %)

Fals pozit²v: 102 ( 4%)

T¼l tºm®ny primer antitest   Concentrated primary antibody 51 ( 50 %)

Nem megfelelŖ minŖs®gŤ primer antitest16 (16 %)

T¼lzott antit®nfelt§r§s 13 (13 %)

A detekt§l· rendszer nemspecifikus reakci·ja19 (19 %)

Nem ®rtelmezhetŖ ok 3 ( 2 %)

IHC leggyakoribb hibalehetŖs®gek



4 oC-on

Ćlnegativi§s

Å Friss metsz®s (max. 3 nap)

Å Metszett§rol§s
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tŀǘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳ IHC ïHer2EmlŖ vagy gyomor cc.

T¼lrºgz²tett szºvetek



tŀǘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳIHC ïHer2

T¼lrºgz²tett szºvetek

EmlŖ cc.



tŀǘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳ IHC ïHer2EmlŖ vagy gyomor cc.

J·, kºzepes, gyenge reakci·k



HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

Poliklon§lis: Herceptest, vagy                      monoklon§liseg®r: 4B5, CB11

ny¼l: SP3, EP1045Y, A24V

ÅA poliklon§lisHER2 kiszorul (a Herceptest dr§ga), 

hajlamos a reakci· over-grad§l§s§ra, antig®nfelt§r§sra

Å4B5:a legink§bb elfogadott a klinikumban, a legelterjedtebb 

ÅSP3: elŖnye, hogy csak a 3+ ®s a val·di 2+ estekben pozit²v 

ÅCB11: nehezebb ®rt®kelni, gyullad§sos sejtekben §lpozit²v

ÅĐjabb kl·nokkal m®g kev®s a klinikai valid§ci·. 

Primer antitest 

ÅInkub§l§siidŖ: norm§l eloszl§s

ÅManu§lisan:ink§bb 40-60 perc javasolt

ÅAutomat§val: ak§r 15-20 perc alatt

(reagens megtakar²t§s ®rhetŖ el h²gabb antitest     

hosszabb inkub§ci·s idejŤ alkalmaz§s§val)



tŀǘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳ IHC ïHer2Gyomor cc.

m4B5

rSP3 mCB11



HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

Detekt§l· rendszer 

Biotinos, vagy polimer konjug§tum?

Å27/28 labor polimer konjug§tumothaszn§l 

Å1/28 labor haszn§l biotinos iView rendszert (Ventana?)

ÅUltraView a leggyakoribb, de a tºbbi rendszer is alkalmas

ÅK®tl®p®ses ®s 3 l®p®ses m·dszerek (ut·bbi pl. Novolink)

ÅInkub§l§siidŖ: nem-norm§lis eloszl§s 

ÅA 30-szobahŖn manu§lisan is megfelelŖ

ÅAutomat§vallehet rºvidebb is, ®sszerŤen

15-20 perc javasolt.

(reagens megtakar²t§s, nagyobb primer antitest     

h²g²t§s hosszabb inkub§ci·s idejŤ detekt§l§ssal)

5 labor 37oC           

4 Ventana

1 BondMax



tŀǘƘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳIHC-Her2 Saj§t metszet

3+

ĂT¼lò®rz®keny reakci·Endog®n biotin

~1+

Endog®n biotin

0+

ErŖs citoplazma

~1-2+



Norm§l h§mpozitivit§s

tŀǘƘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳImmunhisztok®mia



HER2 ET¦D felm®r®s (2014)

ElŖh²v§s 

DAB, vagy m§s kromog®nkit? 



tŀǘƘƻƭƽƎƛŀƛ tǊƻƎǊŀƳIHC-Her2 Saj§t metszet

Hi§nyos ErŖs citplazma

ErŖs str·ma Sz®tesŖ szºvet


