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1. Prezentare generala a realizarii obiectivelor proiectului, cu punerea in evidenta a
rezultatelor si gradul de realizare a obiectivelor. Prezentarea trebuie sa includa
explicatii care sa justifice diferentele (daca exista) dintre activitatile preconizate si cele
realizate.

Scopul acestui proiect este de a dezvolta o metoda alternativa la imunohistochimia
duala - teste de hibridizare in situ aplicate in neoplazia mamara si hematopoietica, prin
incorporarea utilizarii colorantilor fotocromici, care pot crea o amprenta negativa a testelor
IHC pe lame, care, de asemenea, reprezinta modelul demonstrativ al proiectului nostru. Am
avut in vedere urmatoarele obiective pentru atingerea scopului proiectului:

Obiectiv_1. Investigatia tehnicii FICTION (imunofenotiparea fluorescentei si citogenetica
interfazica ca instrument al investigatiei neoplasmelor) pentru evaluarea starii HER2 in
carcinoamele invazive ale sanului prin compararea cu standardul aur actual (testarea
secventialda HER2 prin imunohistochimie (IHC) si hibridizare in situ (ISH)).

Tehnica FICTION a fost publicata pentru prima data de Weber-Matthiesen et al. cu
scopul de a permite determinarea caracteristicilor morfologice, imunofenotipice si genetice
ale celulelor individuale. Protocolul utilizat Tn acest studiu s-a bazat pe lucrarea publicata de



Maciej Giefing si Reiner Siebert. Am facut modificari semnificative protocolului in ceea ce
priveste timpii de recuperare a antigenului si reactivii, ordinea pasilor IF si FISH (protocolul
actual realizeaza primul ISH si IF) si am facut modificari majore la procedurile de spalare post
IF si FISH. Nu am putut conserva expresia IF membranoasa a proteinei HER2 urmand
protocolul original. Analiza pas cu pas ne-a permis sa identificdm etapa de denaturare la
temperatura Tnalta la 75°C ca momentul in care s-a pierdut colorarea membranoasa. Ne-am
propus sa investigam in acest studiu impactul asupra numarului de copii HER2 si numarului
de copii CEP 17 in testele FISH atunci cdnd addaugam o coloratie IF la protocol. Principala
noastra preocupare a fost reprezentata de faptul ca, in testele standard FISH, tratamentul cu
proteaza digera de obicei cea mai mare parte a membranei si citoplasmei celulelor. Din acest
motiv, protocoalele FICTION publicate nu folosesc tratamente cu proteaza. Cu toate acestea,
exista o nevoie evidenta pentru o etapa de permeabilizare care sa permita sondelor FISH sa
hibridizeze cu ADN-ul celulelor. Am demonstrat pastrarea colorarii membranoase pentru
HER2 dupd etapa de permeabilizare care a folosit procedura comuna pentru extragerea
antigenului in IHC/IF.

Din cele mai bune cunostinte, acesta este singurul studiu care a evaluat impactul
FICTION asupra numarului de copii HER2 si CEP17 comparandu-| cu procedura standard FISH.

Studiul desfasurat in cadrul proiectului a aratat o corelatie foarte mare intre cele
doua tehnici si justifica extinderea grupurilor de studiu si includerea tehnicii in studiile
clinice.

Obiectiv 2. Dezvoltarea unui protocol alternativ la testele duale IHC-ISH care incorporeaza
utilizarea colorantilor fotocromici pentru evaluarea neoplaziei mamare si limfoide.

Tn urma analizei protocoalelor de lucru pentru IHC si DDISH am identificat substantele
la care colorantii fotocromici vor fi expusi in timpul protocoalelor de colorare pentru cele
doua tehnici. De asemenea, am detaliat si etapele in care regimurile termice la care reactiile
chimice si biologice se produc ce pot avea un impact asupra stabilitatii colorantilor utilizati.

Datele din literatura sunt foarte limitate Tn ceea ce priveste expunerea la aceste
substante. Din punct de vedere al regimului termic protocoalele de lucru utilizeaza
temperaturi care variaza intre temperatura ambientala( aprox. 20°C) si 100 °C.

Ne-am axat pentru acest proiect pe utilizarea clasei de coloranti fotocromi din clasa
diariletenelor. Pe langa proprietatile identificate si detaliate la A.2.4 un factor important a
fost reprezentat de disponibilitatea unui numar mai mare de reactivi si stabilitatea termica la
temperaturi ce depasesc 100 °C. Astfel am identificat compusii disponibili comercial pentru a
dezvolta metoda de laborator propusa.



Obiectivul 3. Validarea protocolului colorantilor fotocromici pentru evaluarea neoplaziei
limfoide si mamare, prin compararea acesteia cu standardul aur actual (testarea secventiala
prin IHC si ISH in HER2), cu dublarea coloratiilor IHC automatizate si cu tehnica validata
FICTION.

Am efectuat testarea carcinomului invaziv al sanului prin utilizarea protocolului de
coloranti fotocromici pentru evaluarea statusului HER2 in cele 50 de cazuri de carcinom
invaziv al sanului folosind FICTION. Am selectat 3 compusi cu stabilitate termica excelenta,
toti 3 avand puncte de topire peste 100 °C. Toti compusii au fost receptionati sub forma de
pulbere si  anume: 1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-
cyclopentena (purificat prin sublimare); (2,3-Bis(2,4,5-trimethyl-3-thienyl)maleimida)
(purificat prin sublimare); (1,2-Bis[2-methylbenzo[b]thiophen-3-yl]-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-
cyclopentena). Coloratia IHC a fost realizata folosind protocolul standard si utilizand
aparatul Ventana Benchmark Ultra. Am utilizat clona CAL -27 (Abcam) pentru anticorpul
primar pentru a avea o mai buna suprapunere cu protocolul FICTION. am utilizat titrarea
manuala a clonei si protocolul de lucru a fost oprit la pasul de contracolorare cu
hematoxiling. n etapa Il am adus imbunattiri peliculei de vopsea astfel incat nu a mai fost
necesara utilizarea unui strat suplimentar de protectie. In etapa a lll-a am utilizat o pelicul3
diferita in sensul ca, pentru a obtine o suprafata plana si pentru a permite o cat mai buna
silanare, am utilizat o lamela de sticla pe care am aplicat-o in momentul etalarii peliculei de
vopsea fotocromica amestecata cu rasina epoxidicd. Pentru etapa Il am reusit sa evaluam
comparativ rezultatele testarii IHC din cele 2 examinari. Am gasit un nivel de concordanta de
32,5 %. Cu toate acestea trebuie sa luam in considerare faptul ca majoritatea elementelor
discordante au fost datorate absentei complete a marcajului imunohistochimic. Pentru a
depasi acest inconvenient, in etapa a lll-a am utilizat o peliculd identicd pe care am
suplimentat-o cu lamela de sticla pe care silanarea s-a putut realiza mult mai bine probabil si
care a conferit o suprafata perfect plana. Rata de esec pentru etapa a lll-a a fost mult mai
mica astfel analiza comparativa aratat o concordanta de aproape 92% dupa eliminarea
cazurilor cu rezultat 0 considerat esec al tehnicii.

Pentru evaluarea protocolului colorantilor fotocromici in cazul neoplaziei limfoide am
efectuat coloratiile imunohistochimice duble pe 27 de blocuri de parafind. S-a reusit
compararea a 19 de cazuri. Pentru celelalte cazuri lame IHC utilizate pentru diagnostic fie nu
au fost disponibile fie nu au fost necesare, fie coloratia a esuat. in continuare am realizat
aplicarea protocolului de coloratie fotocromica pentru neoplaziile limfoide. Acesta a cuprins
urmatoarele etape:

Realizarea peliculei de vopsea fotocromica

Silanarea lamelor utilizate pentru protocol

Realizarea coloratiei automate pentru CD20

Activarea peliculei fotocromice

Decolorarea lamelor pentru eliminarea cromogenului utilizat pentru CD20
Realizarea coloratiei automate pentru PAX-5
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Tn prima etapd am analizat un numar total de 17 cazuri de limfoame. Tn aceast3 etap3
am utilizat o pelicula de tip fotocromic in care mediul de dilutie a avut la baza compusi micsti
din lac acrilic. Din cele 17 cazuri analizate, pentru 5 dintre ele coloratia dubla CD20-PAX5 nu
a fost posibila fie din cauza ca pelicula de vopsea fotocronica s-a desprins, fie datorita
faptului ca preparatul nu s-a colorat, fie preparatul s-a detasat complet de pe lama. Din cele
12 cazuri ramase coloratia pentru PAX-5 a reusit Tn 10 cazuri dintre acestea dupa analiza
comparativa cu coloratiile duble prin metoda standard pentru 7 cazuri concordanta a
apreciata ca fiind peste 90 % valorile sub 90 % fiind considerate coloratii reusite de focal. In a
doua etapa am analizat un numdr total de 13 cazuri de limfoame. in aceastd etapd am
utilizat o pelicula cu un singur strat care a avut la baza rasina epoxidica. Diluarea colorantului
fotocromic a fost realizata folosind tetrahidrofuran.

Analiza comparativa a rezultatelor din cele 2 etape arata faptul ca pentru cea de a 2-a
etapa rata de succes a fost mai mare, stabilitatea peliculei a fost si ea mai mare, rata de
rezultate negative pentru coloratiile IHC a fost inferioara in etapa a 2-a comparativ cu rata
din prima etapa.

Cu toate ca am obtinut aceste rezultate incurajatoare, tehnica este inca la un nivel
care nu permite momentan o examinare uzuald microscopica in special datorita unui
contrast insuficient intre fondul de vopsea activata si ariile de dimensiuni foarte mici in care
vopseaua are 1 grad mai redus de activare.

Din acest motiv evaluarea comparativa procentuala a coloratiilor standard si a celor
realizate pe lame cu pelicule fotocromice nu a fost posibila. Rezultatele de fata sunt
incurajatoare in ceea ce priveste dezvoltarea mai departe a conceptului si Tmbunatatirea
calitatii si contrastului peliculei fotocromice.

2. Prezentarea si argumentarea nivelului de maturitate tehnologica (TRL) la finalul
proiectului.

Proiectul foloseste tehnici de baza IHC si ISH, care in diferite combinatii reprezinta un
punct de plecare TRL 3, conform descrierii furnizate in pachetul informativ, si evolueaza
catre TRL 4 prin validarea intr-un mediu de laborator a conceptului propus, si anume o
metodad care incorporeaza coloranti fotocromici in protocoalele actuale IHC/ISH si
functioneaza ca un surogat pentru tehnica IHC in teste duale.



3. Gradul de atingere a rezultatelor estimate (prezentarea produsului/tehnologiei sau a
serviciului rezultat al proiectului).

Atingerea obiectivului 1 s-a tradus prin furnizarea unei metode alternative la testarea
secventialda HER2 prin IHC si ISH, metoda FICTION, care permite evaluarea simultana a
expresiei proteinei si a starii genelor, cu capacitati superioare in identificarea zonelor de
interes pe lame, care pastreaza tesutul din probele de biopsie, prin reducerea nevoii de
sectiuni suplimentare de tesut.

Prin dezvoltarea protocolului colorantilor fotocromici (obiectivul 2) am reusit sa
oferim o metoda validata de laborator (obiectivul 3) care poate fi utilizata in diferite
combinatii cu IHC si ISH, pentru evaluari in situ concomitente.

PROTOCOLUL FICTION OPTIMIZAT

1. Din blocurile de parafina efectuati sectiuni la 4 um si se intind pe lame silanate

2. Dupa sectionare, lamele se incubeaza minim 2 ore la 56°C sau peste noapte la
temperatura de 37°C pentru invechire

3. Imersati lamele Tn 3 bai consecutive de xilen, cate 5 minute in fiecare baie

4. Treceti apoi in doua bai de alcool etilic absolut, cate un minut in fiecare baie

5. Spalarea lamelor in apa curenta.

6. Asezati un suport de otel sau borcan Coplin ce contine solutie tampon citrat pH=6, 0.01 M
in oala cu presiune.

7. incalziti oala sub presiune pan3 ajunge la fierbere, se pune capacul si l3sati-o s3 fiarba 20
minute la temperatura de 100 gr C.

8. Raciti oala sub presiune sub apa rece de la robinet si eliberati treptat aburul.

9. Deschideti capacul.

10. Puneti suportul de lame intr-un borcan Coplin cu apa distilata.

11. Uscati lamelele la aer timp de 10 de minute.

12. Fixati lamele timp de 10 min in acetona.

13. Spalati lamele in 100 ml de solutie tampon PN

14. Deshidratati lamele in 70; 85%; etanol abs. fiecare timp de 2 minute la temperatura
camerei.

15. Uscati lamele la aer timp de 5 minute |la temperatura camerei.

16. Aplicati 10 pl sonda pentru hibridizare (PathVysion LSI HER-2/neu SpectrumOrange/ CEP
17 SpectrumGreen Probes). Pipetati sonda pe regiunea marcata anterior cu stiloul cu
diamant (evitati expunerea la lumina).

17. Acoperiti regiunea de hibridizare cu sticla de acoperire de @ 10 mm). Evitati formarea
bulelor de aer.

18. Acoperiti intreaga regiune de hibridizare cu cauciuc Fixogum ciment.



19. Transferati lamele de sticla intr-o cutie metalica de hibridizare cu capac si denaturati 7
min la 75°C intr-o baie de apa.

20. Se hibridizeaza timp de 16 ore (peste noapte) la 37°C intr-un cuptor de hibridizare.

21. Puneti un borcan Coplin cu tampon de spalare 1 intr-o baie de apa la 72°C si unul la
temperatura camerei.

22. Folosind o pinceta indepartati cu atentie cimentul de cauciuc Fixogum si lamela de sticla,
se introduc in solutia tampon de la temperatura camerei apoi se spald excesul de sonda la
temperatura de 72 gr C timp de 2 minute si 15 secunde. Se transvazeaza lamele din nou in
solutia tampon aflata la temperatura camerei.

23. Se spala lamele cu 100 ml de tampon PN.

24. Incubati lamele cu 100 pl de solutia de anticorp primar pentru colorarea
imunohistochimicda a sectiunii si se incubeaza timp de 30 de minute ferit de lumina.(
Recombinant Anti-ErbB2 / HER2 antibody [clona CAL27] (ab237715), Rabbit monoclonal,
dilutie 1:50)

25. Se spala lamele cu 100 ml de tampon PN.

26. Dupa ce se spala, se adauga 100 pl de solutia de anticorp secundar si se incubeaza timp
de 30 min(Goat Anti-Rabbit IgG H&L (FITC) (ab6717), dilutie 1:10); acoperiti suportul cu
capacul atasat pentru a proteja de lumina.

27. Spalati lamele de sticla intr-un borcan Coplin cu 2x SSC, temperatura camerei, pentru 1—
10 min in 2 bai consecutive.

28. Se usuca lamele

29. Se aplica DAPI pe sectiune la intuneric

30. Se monteaza lamela.

Colorantii fotocromici de tip P utilizeaza expunerea la lumina pentru a declansa
comutarea moleculara si au avantajul ca reactia nu este in general reversibila prin utilizarea
metodelor termice. Punctul final este obtinerea unui negativ al modelului de colorare IHC pe
lamela de sticla acoperita cu colorantul de tip P. Acest lucru se realizeaza prin inversarea
reactiei fotocromice dupa ce tehnica IHC a fost efectuata prin utilizarea unei lumini de
lungime de unda specifice colorantului, care poate inversa reactia. Zonele marcate (pozitive)
din IHC vor proteja colorantul de lumina utilizatd pentru a inversa reactia fotocroma. in
zonele ecranate reactia fotocroma inversa nu va avea loc si vom obtine, pe lama de sticla,
negativul tehnicii IHC. Dupa efectuarea protocolului de colorare fotocromica, lamela este
reutilizata pentru tehnicile ISH (acelasi specimen poate fi utilizat atat pentru IHC, cat si
pentru ISH).

Tn timpul protocolului ISH, cromogenul utilizat in timpul tehnicii IHC este ndepartat
din esantion, dar este conservat pe lamela de sticld ca amprenta negativa. in lamele care nu
au fost acoperite cu un colorant de tip P care inverseaza colorarea IHC are ca rezultat un
specimen mai colorat sau mai transparent in functie de momentului activarii lamei.
Deoarece colorantii fotocromici de tip P sunt mai putin influentati de variatiile termice



necesare pentru realizarea protocolului ISH, amprenta va fi pastrata, iar examinatorul va
putea vedea un negativ al colorarii IHC pe diapozitivul final ISH.

PROTOCOLUL DE COLORARE FOTOCROMICA

Lame de microscopie pe care s-a aplicat
colorant fotocromic (transparent)

Expunere la UV

Lame de microscopie pe care s-a aplicat
colorant fotocromic dupd expunere

(schimbarea culorii)

Specimenul este etalat si se efectueazd
protocolul IHC

- celule pozitiva prin IHC
- celuld negativa

Expunere la lumina cu o lungime
de unda selectata pentru
inversarea reactiei fotocromice

Colorantul fotocromic devine
transparent (zonele care sunt
ferite de expunere la lumina nu se
decoloreazi)

Specimenul este reutilizat si se
efectueazs ISH

#* - celule pozitiva prin ISH
- celuld negativa prin 15H
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/
/
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/
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Pentru implementarea protocolului am dezvoltat pelicule active fotocromic capabile sa
reziste tuturor proceselor chimice si termice la care este supus un preparat in timpul realizarii

testarilor IHC si ISH.

4. Impactul rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat obtinut.

Am aplicat Protocolul FICTION optimizat cu succes pe specimene recoltate de la
nivelul glandei mamare, de la nivelul limfoganglionilor limfatici locoregionali ce contin
metastaze si pe sectiuni de la nivelul tegumentului infiltrat tumoral. De asemenea, am
aplicat protocolul de mai sus pe sectiuni prelevate prin punctie biopsie sau pe specimene de
excizie cu si fara terapie neoadjuvanta. Rezultatele obtinute au fost comparabile cu tehnica
standard de evaluare secventiala IHC-ISH.

Colorantii fotocromici au castigat atentie in domeniul stiintelor vietii datorita unei
cereri in crestere pentru comutatoare moleculare controlabile si in alte domenii industriale,
cum ar fi circuitele optice (comutatoare si porti logice), tehnologia informatiei si
nanotehnologia.

Dezvoltarea si validarea unui protocol de colorare fotocromatica are ca rezultat o
metoda care creeaza o amprenta negativa a modelului de colorare IHC pe lamele de sticla
acoperite cu coloranti fotocromici. Din cele mai bune cunostinte, aplicarea colorantilor
fotocromici pentru imbunatatirea microscopiei cu filiere stralucitoare nu a fost niciodata
incercata. Rezultatele obtinute ne-au permis sa obtinem o testare in laborator a conceptului.

5. Detalii privind exploatarea si diseminarea rezultatelor proiectului.

Utilizarea unui singur specimen atat pentru tehnicile IHC, cat si pentru cele ISH se
traduce printr-o utilizare mai buna a materialului disponibil, limitat, biopsie si intr-o scadere
a sanselor de a pierde zone de interes pe specimene.

Fluxul de lucru de mai sus poate functiona, de asemenea, ca o alternativa la tehnica
dubla IHC.

Obiectivul nostru principal realizat prin desfasurarea activitatilor din cadrul acestui
proiect este implementarea tehnicii in evaluarile in camp luminos.

Protocolul optimizat pentru utilizarea tehnicii FICTION a fost diseminat intr-un articol
submis pentru publicare in revista cotata ISI Applied Immunohistochemistry & Molecular

Morphology.
De asemenea rezultatele preliminare validarii protocolului FICTION, au fost prezentate la o

conferinta si publicate Tn abstract Medicine and Pharmacy Reports, revista BDI.



Prezentarea livrabilelor/indicatorilor obtinuti la finalul proiectului comparativ cu cei propusi.

Nr. | Livrabile/indicatori planificati Nr. | Livrabile/indicatori realizati Nr.
crt.
1. | Protocolul FICTION optimizat 1 | Protocolul FICTION optimizat 1
2. | Raport privind utilizarea tehnicii 1 | Raport privind utilizarea tehnicii 1
FICTION pentru evaluarea statusului FICTION pentru evaluarea
Her2 in carcinoamele invazive ale statusului Her2 in carcinoamele
sanilor invazive ale sanilor
3. | Raport privind colorantii candidati 1 | Raport privind colorantii 1
identificati pentru protocolul candidati identificati pentru
colorantilor fotocromici; protocolul colorantilor
fotocromici;
4. | Lucrare prezentata la o conferinta 1 | ”Application of FISH and FICTION 1
stiintifica for the assessment of the HER2
status in breast invasive
carcinomas - a pilot study”
(Aplicarea FISH si FICTION pentru
evaluarea statutului HER2 in
carcinoamele mamare invazive -
un studiu pilot)
E-poster prezentat la Conferinta
Zilele Universitdtii de Medicina si
Farmacie ,luliu Hatieganu”, Cluj-
Napoca, 6-10 decembrie 2021.
5. | Furnizarea unei metode validate de 1 | Protocolul De Colorare 1
laborator Fotocromica
6. | Articol publicat intr-o revista de 1 | ”FICTION technique - a candidate | 1

specialitate cotata ISI

for the assessment of the HER2
status in breast invasive
carcinomas” in Revista Applied
Immunohistochemistry &
Molecular Morphology (in
evaluare)

Director de proiect
Dr. Bogdan FETICA

Data: 31.10.2022




Rezultatele obtinute in cadrul proiectului

In cadrul proiectului de fatd ne-am axat pe combinarea unor tehnici utilizate in
practica medicald de zi cu zi (imunohistochimia si hibridizarea in situ) pentru stabilirea
diagnosticului, prognosticului si pentru a prezice rdspunsul la tratament pentru diferite tipuri
de neoplazii. Nevoia implementdrii acestui proiect a reiesit mai ales din experienta
acumulatd in practica diagnosticd si din problemele pe care le-am intdmpinat in momentul
aplicdrii acestor tehnici.

Am identificat in tehnica FICTION o metodd care sd rdspundd acestor probleme prin
combinarea tehnicilor care evalueazd expresia anumitor gene precum proteina membranard
Her2 (tintd terapeuticd in anumite cancere ale
glandei mamare) si factor de prognostic cu
evaluarea statusului genei care o codificd. Am
reusit s adaptdm si sa validdm pe lotul de
cazuri studiat un protocol FICTION pentru
testarea cancerelor sdnului. Utilizarea unui
astfel de protocol permite, de asemenea,
economisirea materialului tisular recoltat de la
pacient, un deziderat care a cdstigat amploare
in ultimii ani, mai ales Tn contextul

implementdrii unei aborddri multidisciplinare
personalizate a pacientului oncologic.

Pornind de la aceastd necesitate am incercat cu ajutorul colorantilor fotocromici sd
implementdm o metodd prin care sd putem sd stocdm pe lama de sticld utilizatd in timpul
examindrii imunohistochimice a unor informatii referitoare la expresia unor markeri si sd
reutilizim acelasi tesut pentru a face determindri de hibridizare in situ pentru a imbundtdti
acuratetea rezultatelor testdrilor predictive si prognostice. Am reusit sd dezvoltdm aceastd
tehnicd unica si am reusit sG obtinem primele rezultate care pot sd valideze conceptul propus.

In numele intregii echipe de cercetare,
Dr. Fetica Bogdan
Medic primar anatomopatolog,

Doctor in stiinte medicale




