VIl Congresso Regional de Histote(':*ﬁ‘logia
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“Técnica de Hibridizacao In situ e suas aplicacbes na
rotina diagnostica”
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O que ¢ a hibridizacéao in situ?

v hibridizacao /in situ € uma técnica baseada na
deteccao de pequenos segmentos de DNA ou
RNA a partir de "sondas" especificas.

v As sondas sao seqliéncias de nucleotideos
complementares desenvolvidas a partir de
segmentos conhecidos do DNA ou RNA que
se deseja identificar.



http://www.anticorpos.com.br/Anticorpos2001/C_glossario.htm
http://www.anticorpos.com.br/Anticorpos2001/C_glossario.htm
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Hibridizacao In situ

Métodos de deteccao:

Fluorescente (FISH)
Cromogénica com enzimas (CISH)
Com prata (SISH)
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ISH - Sondas

Molécula que é marcada de alguma
forma (radiacao ou fluorocromo) e
€ usada para se ligar e detectar
outra molécula




Acidos nucléicos:
Principio da complementaridade




FISH(Fluorescence in situ Hybridization)

v Utiliza sondas de DNA marcadas com fluorescéncia
para detectar anomalias cromossOmicas que estao
além do poder de resolucao da citogenética de
rotina, como microdelecoes e rearranjos
Cromossomicos complexos.
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FISH - EtaEas

v Preparacao das sondas:
- Método direto: ligacao com fluorocromo;

- Método indireto: moléculas sinalizadoras - biotina,
digoxigenina - conjugam-se com outra molécula
ligada ao fluorocromo (avidina ou anticorpos)



Protocolo

v Desparafinizacao em Xilol, alcool, agua




Protocolo

v Incubacao em solucao 0,2 N HCI — 20’
v Pré-tratamento por calor,
v Digestao enzimatica




Sem sinal

Aumento ou
diminuicéo
tempo
digestao

Sem amplificacao

inconclusivo



Protocolo

v Lavagem em solucao 2X SSC - 2’
v Desidratacao em alcool 70%,85%, 100%
v Secagem ao ar




v Aplicacao de sonda (10pul de sonda),
laminula(22x22), selante.

Cn?erﬁli@ Pipette
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FISH - protocolo

v As sondas entao colocadas sobre as laminas que sao
incubadas “overnight” em camara Umida e
escura.(Denaturacao/Hibridizacao)







FISH - Erotocolo

v No dia sequinte, a lamina € lavada para a remocao
das sondas em excesso.

v Urea 1,5M/ 0,1 x SSC em banho-maria - 45°C- 30"




Protocolo

v Lavagem em solucao 2X SSC - 2’
v Desidratacao em alcool 70%,85%, 100%
v Secagem ao ar




Contra coloracao (counterstainig)
Adicao de solucdes que irdo colorir o
resto do material cromossomico.

Mais usadas: DAPI (azul), propidium
lodice (vermelho)




Microscc’)Eio




FISH - vantagens

v Técnica rapida
v Alta eficacia de hibridizacao e detecgao
v Sensibilidade e especificidade elevadas

v Permite correlacao direta dos aspectos citogenéticos
e morfologicos, possibilitando a diferenciacao entre
condicoes malignas e benignas em casos duvidosos




Fluorescence In situ hybridization (FISH) -
vantagens

v Preservagao da morfologia em material
fixado em formalina e processado em
parafina




FISH - Limitacoes

Restrita as anormalidades que possuem sondas disponiveis

Apenas uma ou poucas anormalidades podem ser acessadas
simultaneamente

Os dados citogenéticos podem ser obtidos apenas para
cromossomas- alvo; portanto nao ¢ um método de “screening”;

Altamente sensitivo para ganhos, mas menos sensitivo para
deteccao de perda cromossomica ou delecao;

Requer microscopia de fluorescéncia e um sistema de analise
de imagem



Chromogenic in situ Hybridization (CISH)




' Chromogenic in situ Hybridization (CISH) CISH

Sondas: Polinucleotides produzidos pela
clonagem e isolamento de DNA

Alvo: DNA

=

eleccao: Deteccao indireta

Hapteno: Digoxigenin ou Biotina

Anticorpos: (ndo marcado)
Camundongo -anti-Dig
Cabra-anti-camundongo-
HRP-Polymer

Substrato: DAB




Pretratamento por calor

Descricao do Método (CISH)

Proteolise /

4
Aplicacdo da Sonda / /

Denaturacao
e Hibridizacdo )
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Lavagem
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' Descricao do metodo

CISH
)
lavagem o
J(
L
Aplicaggo do 2° Anticorpo |

Lavagem

Coloracao,
contracoloracéo,
montar




CISH - vantagens

v Analise por microscopia optica
v Facil deteccao de células normais e tumorais
v Morfologia preservada

v

v

Reacao estavel podendo ser armazenados
Dor longos periodos

Pode ser usado em material fresco ou

narafinado

v Estocado em temperatura ambiente



CISH - desvantagens

v Dificil interpretacao
v Limitacao do numero de sondas (cores)




SISH




Dual ISH Her2/Cr17 (CISH + SISH)

Her2 Cromossomo 17
v Sonda Gendmica v Sonda de Oligonucleotideo
v DNP DNP

v
v ~200.000 bp v ~45bp
v

v Silver Enzyme _ Alkaline Phosphatase
Metalographic Detection Naphthol Fast Red

Detection

1 lamina
2 sistemas de deteccado = 2 cores = sinal preto para Her-2, sinal vermelho
para Crl7



Sistema de Deteccao Ultraview SISH

[UItravieW SISH Detection Kit : \
v Silver A : silver acetate
Silver B : hydroquinone .

v Goat anti-Rabbit HRP
\ antibody (Multimer antibody) j

Silver
precipitates

fzabbit anti-DNP antibodﬂ

(Rabbit monoclonal)

[Target]




Sistema de Deteccao Ultraview SISH

Silver C : H,O, E G Ag+ Ag

A +
. _ H20:2
Silver B : 2., HzOz

Hidroquinona Agt
Silver A : Acetato de @OH ¥ ‘@‘ Ag"'
Prata H-0> @OH

Inicio da



Sistema de Deteccéao Ultraview AP Red ISH

v ultraView AP Red ISH Naphthol
v ultraView AP Red ISH Fast Red

fzabbit anti-DNP antibodﬂ

(Rabbit monoclonal)

[ Probe

%

Chri7 ONLY] ™\ /'

[ Target ] J y
Chr17 ONLY \{




Sistema Dual ISH Her2/Crl7 - Resumo

Brightfield Double /In Situ Hybridization Application

In Situ Hybridization In Situ Hybridization
Gene Chromosome Centromere

Silver, Hydroquinone, & H,0, » Fast Red & Naphthol Phosphate ‘

2reacdes ISH ©  re i \_.\_z. ‘
GOEs - o A bt _,\ L AP-conjugated

sequencials Antibody ‘—':;o::)::;ﬁ—Rabbn
n y

Rabbit

Rabbit
Anti-DNP Antnbody Antl-DNP Antibody
DNP-labeled (D;:mmp.bbeome'ed
DNA Probe =

Centromere Oligoprobe
: ” o gopr
.I..LI..I.LI..I.I.I. 2 FUBERERNE Y
Gene Target : Chromosome Centromere
Target




SISH - vantagens

Analise por microscopia Optica
Facil deteccao de células normais e tumorais
Morfologia preservada

Reacao estavel podendo ser armazenados por longos
periodos

Pode ser usado em material fresco ou parafinado
v Estocado em temperatura ambiente
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v AplicacOes na rotina diagnostica




FISH




ALTERACOES NUMERICAS
(Delecoes)

No, Brian! Don't do it!




DelecOes

v Hemizigoticas (perda de 1 alelo)
v Homozigoticas (perda dos 2 alelos)

D O O

Célula normal Delecao hemizigotica Delecdo homozigética

© Centromero do cr Z
® Gene de interesse



Delecao de PTEN

British Journal of Cancer (2007) 7, 478 — 685

@ © IOF Cancer Fesearch UK AR nghts reserved 0007 - 090007 F3000
whiww. bjcancer.com

FISH analysis of 10/ prostate cancers shows that PTEN genomic
deletion i1s associated with poor clinical outcome
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FISH analysis of 107 prostate cancers shows that PTEN genomic
deletion Is associated with poor clinical outcome

Biochemical recurrence-free >

Kaplan—-Meier survival by PTEN

Not deleted, n=60
1

Hemizygous deletion, n=42

Homozygous deletion, n=5

30 60 90 120
Months



DETECTANDO TRANSLOCACOES

“Ever get the feeling that we're being watched?>"



Translocacao

v Tipos de sondas

v Dual fusion (marcacao dos dois genes envolvidos;
translocacdo vista pela juncao dos sinais)

v Break apart (marcacao das extremidades de um tnico
gene; translocacao vista pela separacao de sinais)

Lol (DL

@ GeneA @ Extremidade 1 do gene A
® GeneB @® Extremidade 2 do gene A

Dual Fusion Break Apart



Importancia das Translocacoes Cromossomicas

v S&0 consistentemente encontradas nos tumores
v S&0 tumor-especificas
v Oportunidade de utilizacao em:

v Entender o fenOmeno bioldgico

v Auxiliar no diagnostico

v Potencial alvo terapéutico




TranslocacOes em Sarcomas

Tumor translocacao
. t(11;22), t(21;22),
PNET/Ewing ¢(7:22), t(1:16)
Sa cels. Claras t(12;22)
DSCRT t(11;22)(p13;q12)
Lipo Cels redondas t(12;16)
Rabdiomiosa alveolar t(2;13); t(1;13)
Sa sinovial t(X;18)
Sa Alveolar de PM t(X;17)
/. 12;16), ;
Liposa Mixoide « 0), W(12;22)




Break apart probe

Quebra do
gene SYT

Gene SYT
sem quebra




LINFOMAS

Mlorld Health Organization Classification of Tumours
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Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues
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Tumor

Linfoma folicular

Linfoma de células do

manto

Linfoma de células da zona

marginal

Linfoma
linfocitico/leucemia
linfocitica cronica

Linfoma difuso de grandes

células B

Linfoma de Burkitt

Alterac 6es
Cromossomicas
t(14;18) (q32;q21)
t(2;18) (p12;q21)

t(11;14) (q13;32)
delecao 11q22-23

t(11;18) (q21;q21)
t(14;18) (q32;q21)
t(3;14) (p14.1;q32)

DelecoOes de 13q14,
11q22-23, 17p13, 6q21
Trissomia 12

t(14;18) (q32;q921)
rearranjos de 3q27

t(8;14) (q24;q32)
t(8;22) (q24;q11)
t(2;8) (p12;:q24)

Linfomas B

Genes envolvidos

IGH-BCL2
IGAL-BCL2

IGH-BCL1
ATM

API2-MALT1
IGH-MALT1
IGH-FOXP1

desconhecidos

IGH-BCL2
BCL6

IGH-CMYC
IGx-CMYC
IGAL-CMYC



Linfoma do Manto:Translocacao t(11/14)

Célula normal

t (11;14)



ALTERACOES NUMERICAS
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Algumas Aplicacoes

v Cancer de Mama e Estomago:

v A superexpressio de oncogenes tem papel
importante na progressao de varios tumores.




Detectando HER-2 - Imunoistoquimica

HercepTest > Guidelines for Scoring HercepTest
HERZ2 protein

Score overexpression Staining

to report assessment pattern

] Megative Mo staining is observed, or faint membrane staining present in less than 10% of infiltrating
tumor cells.

1+ Megative A faint/barely perceptible membrane staining is detected in more than 10% of the infitrating
tumor cells. The cells exhibit incomplete membrane staining.

2+ Fositive A weak to moderate complete membrane staining is observed in more than 10% of the
infiltrating turnor cells.

3+ Fositive A strong complete membrane staining is observed in more than 10% of the infilrating
tumor cells.

Score 1+ Score 2+ Score 3+

www.dakocytomation.com
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Cromossomo 17 em vermelho e os
genes HER-2 em preto.

Cromossomo 17 em verde e 0s genes Her2 em laranja.



Detectando HER-2 — ASCO GUIDELINE
2007

» Quando ha positividade de expressao de proteina uniforme e
homogénea, muito provavelmente, o tumor apresenta amplificacao
do gene




HerceEtin

v O Trastuzumabe (Herceptin) € um anticorpo

monoclonal desenvolvido para bloquear o receptor
de membrana

v Apenas se beneficiam desse tratamento: IHQ 3+ ou
FISH+/SISH+

WO .

§ — wnomre 8
Trastuzumab y
HERCEPTIN ‘

RLEP ALARIGE RATE :
» -
™




CISH

Deteccao agentes virais : EBV - HPV




Consideracoes Finais

v Hibridizacao in situ
v Técnica baseada na deteccao de alteracoes
cromossOmicas estruturais e/ou numéricas

v Util no diagnéstico e prognéstico das neoplasias

v Também utilizada para deteccao de infeccoes
virais

v Pode ser utilizada em material parafinado
v Preserva a morfologia



XX Congresso Brasileiro
de Histotecnologia Belo Horizonte
Novembro- 2017




