Raport stiintific
privind implementarea proiectului

Dezvoltarea de solutii alternative fotocromice la testarea dubla prin
hibridizare in situ - imunohistochimie pentru evaluarea neoplasmelor
sanului si ale tesutului limfoid - DeAIPhISHIC

Obiectivul general ale proiectului. 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 Tncorporarea utilizarii colorantilor fotocromici, care pot crea o amprenta
negativa a testelor IHC pe lame, care, de asemenea, reprezinta modelul demonstrativ al proiectului
nostru.

Etapa 3

Validarea protocolului colorantilor fotocromici pentru evaluarea neoplaziei limfoide si mamare
si diseminare

ianuarie — octombrie 2022

Rezumatul Etapei 3

Activitatile concepute pentru aceastda etapa cuprind studiul de validare a protocolului
colorantilor fotocromici pentru evaluarea neoplaziei mamare si limfoide. Am inclus in studiu cazurile
selectate de carcinom invaziv evaluate prin testarea IHC/ISH Her2 secventiald standard si prin
utilizarea tehnicii FICTION. De asemenea, am inclus in studiu alte 30 de cazuri de limfom selectate
din cazurile de limfom diagnosticate in cadrul Departamentului de Patologie a IOCN, cu informatii
clinice, imagistice, patologice si de tratament disponibile. Cazurile de carcinom mamar invaziv au
fost evaluate prin utilizarea protocolului de colorare fotocromica in combinatie cu IHC si DDISH.
Rezultatele au fost comparate cu testele standard de referinta (testare IHC secventiala si ISH Her2)
si testele FICTION. Cazurile de limfom au fost evaluate prin compararea coloratiilor automate IHC
duale cu protocolul care combina IHC si colorantul fotocromic.

De asemenea am desfasurat activitati de diseminare a rezultatelor prin pregatirea si
fnaintarea spre publicare a 1 articol stiintific si o participare la un congres.

Activitatile cuprinse in Planul de Lucru pentru aceasta etapa:



Activitatea 3.1. Selectia cazurilor de limfom: 30 de cazuri de limfom selectate din dosarele de caz
ale Departamentului de patologie al IOCN, cu informatii disponibile clinice, imagistice, patologice si
de tratament + cazuri selectate din A1.1.

Activitatea 3.2. Testarea carcinomului invaziv al sanului: efectuarea protocolului de coloranti
fotocromici pentru evaluarea statusului HER2 in cazurile de carcinom invaziv al sanului folosind
FICTION.

Activitatea 3.3. Diseminare: Pregatirea manuscrisului pentru publicare intr-o revista cotata ISI.

Activitatea 3.4. Testarea limfomului: Efectuarea IHC dual in cazurile de limfom si testele cu coloranti
fotocromici pe cazurile de limfom selectate Tn A2.5.

Activitatea 3.5. Analiza datelor.
Livrabilele prevazute pentru aceasta etapa:

e Furnizarea unei metode validate de laborator
e Raport stiintific final al proiectului

e Articol publicat intr-o revista de specialitate cotata ISI

Rezultate obtinute

Activitatea 3.1.

Pentru testarea cazurilor de limfoame am selectat 29 de cazuri de limfoame care au fost
evaluate si diagnosticate in cardul Laboratorului de Anatomie Patologica al IOCN, in perioada
01/01/2021-15/07/2022.

Cazurile au fost evaluate in cadrul Laboratorului de Anatomie Patologica de un
anatomopatolog cu experienta in diagnosticului neoplaziilor tesutului limfoid.

Criteriile de includere au fost:

- Pacienti diagnosticati cu neoplasme limfoide

- Pacienti cu material tisular recoltat in cadrul sectiilor clinice ale IOCN

- Pacienti al caror material tisular recoltat a fost prelucrat in cadrul laboratorului de anatomie

patologica al IOCN

- Materialul tisular al pacientilor arhivat la parafina este disponibil in histoteca laboratorului

de anatomie patologica al IOCN.

Am ales sa lucram protocoalele de coloratie dubla imunohistochimica si protocoalele duble care
utilizeaza coloranti fotocromici folosind doar material procesat si recoltat in cadrul laboratorului de
anatomie patologica al IOCN deoarece am considerat ca este necesara minimalizarea variabilitatii
determinate de recoltarea, procesarea si examinarea cazurilor.



Deoarece materialul recoltat de la nivelul proliferarilor limfoide contine un numar crescut de
limfocite am considerat ca este necesar sa utilizdm si un material tisular tumoral care sa contina si
tesut non-neoplazic cu un numar cat mai redus de celule limfoide, utilizat cu scopul de a avea un
control negativ . Pentru aceasta am selectat un caz de carcinom mamar invaziv, recoltat prin punctie
biopsie, pentru care numarul de numarul de limfocite infiltrative (TILS) la nivelul tumorii a fost
evaluat de catre anatomopatologul care a diagnosticat initial cazul ca fiind zero.

Descrierea lotului

Tn cele ce urmeazd vom realiza o descriere sumara a lotului utilizat pentru evaluarea protocolului
de colorare fotocromica si pentru realizarea coloratiilor duble imunohistochimice. Sumarizarea
cuprinde si cazul de control negativ descris mai sus.
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Figura 1. Distributia varstei in lotul de limfoame studiat.

Mediana varstei a fost de 58 de ani. Cel mai tanar pacient inrolat in studiu a avut o varsta de 16
ani, iar cel mai varstnic a avut o varsta de 89 de ani. Distributia pe sexe a lotului a aratat un raport
de 1:1 (Figura 2). Marimile statistice care descriu distributia in functie de varsta in cadrul lotului
studiat sunt prezentate in Tabelul 1.

Vérsta
Media 54.30
Mediana 58.00
Deviatia standard 20.27
Curtoza -0.36
Asimetrie -0.61
Interval 73.00
Minim 16.00
Maxim 89.00
Numar de cazuri 30.00
Interval de incredere 95.0% 7.57

Tabelul 1. Informatiile de statistica descriptiva ale lotului de limfoame studiat.
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Figura 2. Distributia pe sexe a lotului studiat.

Din punct de vedere al tipului histologic 28 de cazuri au fost reprezentate de proliferari limfoide.
Un caz a fost reprezentant de un carcinom mamar invaziv NST, iar un alt caz a fost reprezentat de
infiltrat reactiv limfoid la nivelul unui fragment de biopsie osteomedulara (Tabelul 2).

Din totalul de 6 cazuri de limfom difuz cu celule B mari, 2 cazuri au avut un fenotip de centru
germinativ, iar un caz a fost reprezentat de un limfom difuz cu celule B mari dezvoltat in contextul
unui limfom cu celule mici / leucemie limfaticd cronica (sindrom Richter). Cazurile de limfom
Hodgkin clasice au fost in majoritate variante cu scleroza nodulara (6 cazuri), urmate de subtipul cu
celularitate mixta. Un caz a fost reprezentat de un limfom compozit de tip Hodgkin si limfom
periferic T, NOS. Din cele 3 cazuri de limfom de manta un caz a fost de tip polimorf.

Limfom cu celule mici / Leucemie limfatica cronica

Limfom compozit Hodgkin si Limfom periferic T NOS

Limfom folicular

Tabelul 2. Sumarizarea patologiei cazurilor selectate.
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Majoritatea cazurilor examinate (66% din cazuri) au fost diagnosticate initial folosind material
recoltat prin punctie biopsie. Pentru restul cazurilor s-au utilizat fragmente tisulare recoltate
chirurgical prin biopsie incizionald / excizionala (Figura 3).

= punctie biospsie = biopsie incizionald/excizionalad

Figura 3. Tipul de material tisular disponibil evaluat initial pentru diagnosticul cazurilor si utilizat
ulterior in studiul nostru.

Din punctul de vedere al tipului de tesut, majoritatea tesutului examinat a fost reprezentat de
parenchim limfoganglionar infiltrat partial sau complet de proliferari limfoide (73,33% ), urmat de
maduva osoasa hematogena (10%) (Figura 4).
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Figura 4. Tipul de tesut examinat si utilizat in studiul de fata.

Pentru cazurile de cancer mamar selectate din cadrul activitatii A1.1 criteriile de includere in
studiul de fata au fost:



- Pacienti diagnosticati cu carcinoame invazive ale glandei mamare

- Examinarea histopatologica realizata in Laboratorul de Anatomie Patologica al IOCN

- Statusul receptorilor estrogenici, progesteronici, HER2 si valoarea Ki-67 cunoscuta si
evaluata in cadrul in Laboratorul de Anatomie Patologica al IOCN

- Cazuricare au fost evaluate prin IHC si prin metoda FISH pentru evaluarea expresiei proteinei
HER2 si pentru evaluarea statusului genei HER2.

Examinarea histopatologica a cazurilor pentru stabilirea diagnosticului a fost realizata
conform protocolului diagnostic a departamentului. Evaluarea histopatologica a urmat
recomanddrile OMS 2019 din WHO classification of tumors of the breast, 2019, editia a 5-a.

Tipul histologic de carcinom invaziv a fost clasificat conform OMS 2019. Gradarea cazurilor
s-a realizat folosind sistemul de gradare Nottingham.

Evaluarea expresiei receptorilor estrogenici(RE) si progesteronici(RP), Ki-67 si HER2 s-a
realizat conform recomandarilor ASCO/CAP actuale.

Etapa preanalitica a cazurilor a fost in realizatd in conformitate cu ghidurile ASCO/CAP in
vigoare pentru prelevarea si procesarea specimenelor provenite de la paciente cu carcinoame
mamare.

Coloratiile imunohistochimice (IHC) pentru RE,RP si KI-67 s-au realizat in conformitate cu
protocolul de colorare IHC manuala validat al laboratorului. Coloratiile IHC pentru HER2 s-au realizat
folosind tehnica de IHC automata si automatul de colorare Ventana Benchmark Ultra.

Pentru lamele colorate pentru RE si RP s-au utilizat ca martor intern expresia acestor markeri
la nivelul parenchimului mamar glandular netumoral. Tn cazul evaludrii unui material care nu contine
aceste structuri absenta controlului intern s-a mentionat in rezultatul histopatologic. Coloratiile IHC
pentru evaluarea expresiei HER2 au fost realizate folosind pe fiecare lama un control extern
reprezentat de un fragment tisular care contine o proliferare tumorala de tipul unui carcinom
mamar invaziv cu scor IHC 3+ (pozitiv).

Lotul de studiu a fost reprezentat de 49 de pacienti cu carcinom mamar invaziv, respectiv 51
de specimene distincte prelevate, cu varsta cuprinsa intre 32 si 80 de ani, cu o medie de varsta de
57.625 anisi o mediana de 60 de ani. Distributia varstei pacientilor este detaliata in Figura 5.

Din punctul de vedere a distributiei pe sexe 97,95 % din subiecti au fost de sex feminin. Doua
din aceste cazuri au prezentat carcinoame mamare bifocale si un caz a prezentat carcinoame
mamare bilaterale. Astfel, in final, au fost examinate 51 de formatiuni tumorale provenite de la
acesti pacienti.

Din punct de vedere al localizarii formatiunii tumorale peste 92% din specimene au fost
recoltate de la nivelul parenchimului mamar (Figura 6).

Din punct de vedere al tipului de material examinat 68,62% din sectiunile examinate au fost
reprezentate de specimene biopsice, iar restul au fost specimene de excizie (Figura 7).
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Din punct de vedere al tipului histologic majoritatea cazurilor au fost reprezentate de
carcinoame mamare invazive NST/ductal invazive (‘No special type”), urmate de carcinoamele
lobulare (Figura 8). Din cele 6 cazuri de carcinoame lobulare invazive, 2 au fost reprezentate de
carcinoame lobulare invazive pleomorfe. Din categoria de carcinoame invazive mixte un caz a fost
reprezentat de tipul NST + mucinos, un caz de tipul mucinos+NST+cribriform+micropapilar, un caz
de carcinom invaziv NST+cribriform si un caz de carcinom invaziv NST+lobular invaziv. Pentru un caz
nu s-a realizat incadrarea intr-un subtip histologic.
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Figura 8. Distributia tipurilor histologice in lotul examinat

Distributia lotului Tn functie de gradul Nottingham este detaliata in Figura 9. Pentru doua
cazuri gradarea nu a fost realizata. Majoritatea cazurilor (68%) au fost reprezentate de carcinoame
de grad Tnalt, respectiv grad Nottingham 2 sau 3 (Figura 9).
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Figura 9. Distributia cazurilor in functie de gradul Nottingham



Din punct de vedere imunohistochimic, expresia RE si RP este prezentata in Tabelul 3. Patru
cazuri examinate au fost negative pentru RE si RP avand un scor Allred 0. Noua cazuri nu au exprimat
RP.

Scor Allred Numar de Scor Allred Numar de
Estrogen cazuri Progesteron cazuri
0 4 0 9
4 1 3 1
7 9 4 4
8 37 5 6
6 5
7 5
8 21

Tabelul 3. Distributia scorului Allred pentru RE si RP

Din punct de vedere al expresiei proteinei HER2, majoritatea cazurilor evaluate au avut un
scor IHC 2+ (echivoc). De asemenea, au fost incluse in lotul studiat si cazuri cu scorul 1+ (negativ) si
3+ (pozitiv) (Figura 10).
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Figura 10. Expresia IHC a HER2 in lotul studiat.

Toate cazurile studiate au fost evaluate concomitent si prin tehnica de hibridizare in situ cu
fluorescentd (FISH). Evaluarea cazurilor s-a realizat conform recomandarilor ASCO/CAP 2018. in
Figura 11 este sumarizata incadrarea cazurilor in grupele HER2 ASCO/CAP.

Tn conformitate cu recomandarile ASCO/CAP 2018 evaluarea statusului final al HER2 pentru
fiecare caz in parte se realizeaza dupa evaluarea concomitenta a scorului IHC si a rezultatelor
hibridizarii in situ. Astfel, pentru grupele ASCO/CAP 2, 3 si 4 se recomanda evaluarea in paralel a
rezultatelor IHC si FISH. Tncadrarea final3 a cazurilor este prezentat in Figura 12.



Distributia Ki-67 in lotul examinat este prezentata in figura 13. Valoarea Ki-67 a fost evaluata
pentru 48 din tumorile incluse in studiu. Valoarea Ki-67 a variat intre 5% si 65% cu o medie de 26%
si cu 0 medianad de 21%.
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Figura 11. Incadrarea cazurilor in Grupurile ASCO/CAP HER2 pentru hibridizarea in situ.
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Figura 12. Distributia cazului in functie de rezultatele testarii HER2.
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Figura 13. Distributia valorilor expresiei proteinei Ki-67.
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Activitatea 3.2.

n cadrul acestei activitati 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.

Pacienti si metode. Criterii de includere:

- Pacienti diagnosticati cu carcinoame invazive ale glandei mamare

- Examinarea histopatologica realizata in Laboratorul de Anatomie Patologica al IOCN

- Statusul receptorilor estrogenici, progesteronici, HER2 si valoarea Ki-67 cunoscuta si
evaluata in cadrul in Laboratorul de Anatomie Patologica al IOCN

- Cazuri care au fost evaluate prin IHC si prin metoda FISH pentru evaluarea expresiei proteinei
HER2 si pentru evaluarea statusului genei HER2

- Cazuri care au fost evaluate prin metoda FICTION

n cele ce urmeaza vom prezenta caracteristicile produselor selectate pentru protocolul de
coloratii fotocromice. Am selectat acesti 3 compusi deoarece acestia au stabilitate termica
excelenta, toti 3 avand puncte de topire peste 100 °C. Toti compusii au fost receptionati sub forma
de pulbere. Produsul A 1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-
cyclopentene este sub forma de pudra cristalind. Proprietatile fotocromice ale produsului se
manifesta si Tn aceasta stare. Astfel pudra de culoare alba, dupa expunerea la radiatii ultraviolete
(lumina cu o lungime de unda de aproximativ 395 de nanometri sau la lumina emisa prin filtrul DAPI),
isi schimba culoarea intr-o pudra culoare albastra.

1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-
hexafluoro-1-cyclopentena (purificat prin sublimare)
Puritate / Metoda de analiza >99.0%(GC)

Formula moleculara / Greutate

Denumirea produsului

CaoH22F6S2 = 548,61

moleculara

Starea fizica (20 grade. C) Solid

Conditie de evitat Sensibil la lumina

PubChem Id-ul substantei 354334835

Aspect Pudra cristalina alba spre albastru
Puritate min. 99.0 %

Punct de topire 129.0-133.0°C

Tabelul 4. Caracteristicile produsului A (1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-
hexafluoro-1-cyclopentene) (1)

Produsul B (2,3-Bis(2,4,5-trimethyl-3-thienyl)maleimida) este sub forma de pudra cristalina.
Proprietatile fotocromice ale produsului se manifesta si in aceasta stare. Astfel pudra de culoare
galbena, dupa expunerea la radiatii ultraviolete, folosind un microscop cu fluorescenta si lumina
emisa prin filtrul DAPI (4, 6-Diamidino-2-Phenylindole HCl ) (lumina cu o lungime de unda de
aproximativ 372 de nanometri), 1si schimba culoarea intr-o pudra de culoare maronie. Acest
comportament a fost unul surprinzator deoarece specificatiile producatorului arata faptul ca virarea
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de culoare ar trebui sa fie spre o nuanta de verde (tabelul 5). De asemenea am observat ca dupa
expunerea prelungita de peste 5 minute la lumina activatoare modificarea de culoare este

permanenta spre o culoarea bruna.

Denumirea produsului

(2,3-Bis(2,4,5-trimethyl-3-thienyl)maleimida)
(purificat prin sublimare)

Puritate / Metoda de analiza

>>97.0%(T)(HPLC)

Formula moleculara / Greutate moleculara

CisH1sNO,S; = 345.48

Starea fizica (20 grade. C) Solid

Conditie de evitat Sensibil la lumina

PubChem Id-ul substantei 354334835

Aspect Pudra cristalina galben spre verde
Puritate min. 97.0 %

Punct de topire 78.0-182.0°C

Tabelul 5. Caracteristicile produsului B (1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-
hexafluoro-1-cyclopentene) (1)

Produsul C (1,2-Bis[2-methylbenzo[b]thiophen-3-yl]-3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopentena)
este sub forma de pudra cristalina. Proprietatile fotocromice ale produsului se manifesta si in
aceasta stare. Astfel pudra de culoare galbuie, dupa expunerea la lumina ultraviolete, folosind un
microscop cu fluorescenta si lumina emisa prin filtrul DAPI (4, 6-Diamidino-2-Phenylindole HCI )
(lumina cu o lungime de unda de aproximativ 372 de nanometri), isi schimba culoarea intr-o pudra
culoare rosie.

Denumirea produsului (1,2-Bis[2-methylbenzo[b]thiophen-3-yl]-

3,3,4,4,5,5-hexafluoro-1-cyclopentena)

Puritate >>97.0%

Formula moleculara / Greutate moleculara CisHuNO,S; = 345.48

Starea fizica (20 grade. C) Solid

Conditie de evitat Sensibil la lumina

PubChem Id-ul substantei 354334835
Aspect Pudra cristalina galben spre rosu
Puritate min. 97.0 %
Punct de topire 157-162 °C

Tabelul 6. Caracteristicile produsului C (1,2-Bis(2,4-dimethyl-5-phenyl-3-thienyl)-3,3,4,4,5,5-
hexafluoro-1-cyclopentene) (1).

De asemenea, am observat si pentru acest produs ca dupa expunerea prelungita de peste 5
minute la lumina activatoare modificarea de culoare este permanenta spre o culoarea bruna.
Pentru acest produs am observat o stabilitate foarte redusa a activarii (sub 12 ore). Pentru produsele
A si B am observat o durata de cel putin 72 de ore de stabilitatea colorarii.

Pe langa cei 3 produsi descrisi am utilizat de asemenea 2 produsi care sunt disponibili
comercial si pentru care informatiile disponibile furnizate de producatori au fost foarte reduse.
Proprietatile acestora observate de catre noi au fost sumarizate in tabelul 7.
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Proprietate Produs D Produs E
Stare fizica Pudra cristalina Solutie apoasa
Culoare in stadiul inactiv | Alba Alba

Culoare in stare activate

Albastru-verzui

Albastra/Magenta

Metoda de activare

Expunere la lumina UV ( 395
nm)

Expunere la lumina UV ( 395
nm)

Grad de puritate

Necunoscut

Necunoscut

Furnizor/producator

SC Albacom Biz SRL, Alba-lulia,
Romania

Stardust Colors SAS, Saint
Laurent des Arbres, Franta

Denumire comerciala

Pigment fotocromic, sensibil
solar, baza de apa, Culoare :
Verde

Vopsea Fotocromica -
FOTOCROMICA :
Albastru/Rosu Magenta

Tabelul 7. Proprietatile produselor D si E.

Produsele D si E sunt produse care sunt disponibile direct sub forma comerciala gata de
utilizat si sunt destinate in principal acoperirii suprafetelor metalice. Acest tip de produse sunt
disponibile publicului larg. Pentru ambele tipuri de produse am observat activitatea fotocromica
mentionata mai sus dupa expunerea la lampa cu lumina ultravioleta. Produsul D a fost diluat Tn
mediu apos initial si ulterior in mediu bazat pe solutia alcoolica. Etalarea pe lama de sticla s-a realizat
cu usurintd, Tnsa dupa evaluarea microscopica si chiar aprecierea macroscopica am observat faptul
ca nivelul de impuritate a produsului era foarte ridicat. Imagini microscopice cu produsul etalat sunt
prezentate in figura 14.
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Figura 14. a) Aspectul microscopic al lamei dupa dizolvarea si etalarea produsului D; se observa un
important fond de impuritati de culoare neagra alaturi de vopsea fotocromica in forma cristaling,
nedizolvata (marcate cu asterix*). b) Aspectul microscopic al lamei dupa etalarea produsului E; se
observa un important fond de impuritati de culoare neagra alaturi de vopsea fotocromica in forma
cristalina, nedizolvata (marcate cu asterix*).

Activarea s-a realizat cu usurinta dupa aproximativ 3 secunde de la expunerea la ultraviolete.
Stabilitatea produsului la lumina naturald sau artificiala este una extrem de redusa decolorarea
incepand aproape instantaneu. In figura 15 este prezentatd secventa de activare a produsului.
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Figura 15. a) Lama pe care se observa preparatul D etalat in stare inactivd; se observa pelicula de
colorant semitransparentd; b) expunerea la lumina ultravioleta (lungime de unda de 3095 nm) timp
de 5 secunde ; c) lama cu preparatul activat se observa modificarea de culoare spre o nuanta de
albastru; d) decolorare partiala la aproximativ 25 de secunde de la momentul activarii; e)
decolorarea completa la 30 de secunde de la momentul activarii.

Secventa de activare pentru cele 2 preparate (preparatele D si E) este una similara. Mai mult
decat atat, durata coloratiei este, de asemenea, una similara fiind extrem de scurtd si pentru
preparatul E. Acestea cuplate cu gradul crescut de impuritate ne-a facut sa renuntam complet la
utilizarea de solutii bazate pe aceste 2 preparate si, de asemenea, prezenta acestor impuritati in
indreptat catre preparatele grad inalt de puritate (preparatele A,B,C). Un factor decisiv a fost durata
redusa de stabilitate a vopselei in forma activata in mediul controlat de lumina artificiala si
temperatura, caracteristici care nu au fost compatibile cu activitatile propuse.

Dupa analiza materialului tisular disponibil am observat ca am ramas cu suficient material
pentru testare din lotul initial doar pentru 44 de cazuri. Testarea s-a realizat etapizat folosind diferiti
compusi si diferite pelicule active fotocromice. in prima etapd am testat randamentul produsului B
folosind o pelicula dubla alcatuita din 2 straturi primul dintre ele fiind reprezentat de lac acrilic, care
s-a utilizat pentru solubilizarea compusului B. Am utilizat activarea permanenta rezultata prin
expunerea la lumina filtrata prin filtrul DAPI. Am utilizat de asemenea un strat protector de rasina
epoxidica asezat peste stratul de produs fotocromic.

Etapa I. Realizarea coloratiilor IHC

Coloratia IHC a fost realizata folosind protocolul standard si utilizdnd aparatul Ventana
Benchmark Ultra. Am utilizat clona CAL27 (Abcam) pentru anticorpul primar pentru a avea o mai
buna suprapunere cu protocolul FICTION. Am utilizat titrarea manualda a anticorpului primar si
protocolul de lucru a fost oprit la pasul de contracolorare cu hematoxilina.

Din pacate cazurile testate nu au putut fi analizate deoarece pelicula de vopsea fotocromica
a fost partial dizolvata de solventii care au patruns sub stratul de protectie de rasina epoxidica prin
partea laterald a acestuia si au dizolvat stratul de vopsea activa.

Tn aceastd etapd am testat 15 cazuri. Pentru 4 cazuri materialul tisular s-a epuizat.
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Figura 16. Detasare partiala sau completa a peliculei active sau a peliculei de protectie.

Etapaall-asialll-a

in etapa Il am adus imbunatatiri peliculei de vopsea astfel incat nu a mai fost necesars
utilizarea unui strat suplimentar de protectie. Am utilizat tetrahidrofuran((CH.)4O) ca solvent pentru
colorantul fotocromic, intr-o concentratie de 50 de miligrame/0.3 ml. Am utilizat un singur strat in
care am putut sa includem atat colorantul cat si rusina epoxidica de protectie. Protocolul de lucru a
fost similar cu cel prezentat anterior. Am utilizat, de asemenea, silanarea peliculei de vopsea
fotocromica, conform protocolului detaliat mai jos la activitatea A.3.4. Am utilizat produsul B, activat
permanent.

n etapa a lll-a pentru a obtine o suprafata pland si pentru a permite o cat mai buna silanare,
am utilizat o lameld de sticla pe care am aplicat-o in momentul etalarii peliculei de vopsea
fotocromicd amestecatd cu risind epoxidica. in etapa a Ill-a am utilizat preparatul A, care a fost
activat dupa realizarea tehnicii IHC si anterior decolordrii cromogenului. Pentru decolorare am
utilizat protocolul detaliat in activitatea 3.4.
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Nr HER2 IF- Etapa I / HER2 . HER2 . DDSIH etapa lI- DDSIH etapa lll- | Contrast
caz FICTION Mat?rlal Fotocromic | Fotocromic Fotocromic Fotocromic HER2
epuizat etapa ll etapallll
22 2+ 0 - -
41 2+ 0 - -
27 2+ 0 - -
23 2+ 0 - -
15 2+ 0 - -
2 2+ 0 - -
13 2+ 0 - -
35 2+ 1+ semnale absente absent
16 2+ 1+ semnale absente absent
semnale
48 2+ 2+ centromerice focal
absente
49 2+ 2+ semnale prezente focal
50 2+ 2+ semnale prezente focal
21 2+ 2+ semnale absente absent
17 2+ 2+ Silver dust absent
47 2+ 3+ detasare absent
3 3+ 3+ detasare absent
43 2+ detasare - -
40 2+ - -
30 2+ - -
19 2+ - -
39 1+ 1+ semnale absente absent
37 2+ 1+ semnale absente absent
38 2+ 2+ Silver dust focal
34 2+ 2+ Silver dust absent
semnale
33 2+ 2+ centromerice absent
absente
42 2+ 2+ semnale absente absent
6 2+ 2+ semnale absente absent
12 2+ 2+ semnale absente absent
7 2+ 2+ Silver dust absent
10 2+ 2+ Silver dust absent
11 2+ 2+ Silver dust absent
4 2+ 2+ Silver dust absent
36 1+ X
32 2+ X
44 epuizat epuizat
31 1+ X
46 2+ X
45 epuizat epuizat
20 2+ X
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28 2+ X
25 2+ X
29 2+ X
26 2+ X
24 2+ X

18 1+ X

14 2+ X

1 2+ X

5 2+ X

8 epuizat epuizat
9 2+ epuizat

Tabelul 8. Sumarizarea rezultatelor comparative intre tehnica FICTION si protocolul de lucru care utilizeaza
lame cu pelicula activa fotocromica.

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. Daca eliminam cazurile cu marcaje absente, rata de concordanta este de 66 %.
Diferenta dintre cele 2 tehnici poate fi explicata mai ales prin faptul ca pentru o buna parte din cazuri
tehnica IHC a esuat. Mai probabil, tinand cont ca am utilizat o etalare manuala a peliculei, acest fapt
poate fi explicat prin grosimea inegala si lipsa de planeitate a suprafetei pe care preparatul a fost e
etalat.

Pentru a depasi acest inconvenient, in etapa a lll-a am utilizat o pelicula identica 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. Dincolo de acestea, evaluarea rezultatelor IHC pentru protocolul
care utilizeaza lame fotocromice presupune aprecierea coloratiei in absenta unui fond de
contracolorare cu hematoxilina ceea ce a avut impact cu siguranta asupra rezultatelor evaluarii. De
asemenea, am fost obligati sa utilizam doar obiectivele mici pentru evaluarea HER2. Rata de esec
pentru etapa a lll-a a fost mult mai mica. Astfel analiza comparativa a ardtat o concordanta de
aproape 92% dupa eliminarea cazurilor cu rezultat 0 considerat esec al tehnicii.

Tehnica DDISH a fost evaluata pe 21 cazuri. Din aceste cazuri doar aproximativ 20% am avut
semnale care ar putea fiinterpretate(4/21). Am atribuit aceasta rata redusa de succes a tehnicii mai
probabil grosimii suplimentare addugate de aceasta pelicula. Tinand cont de aceste observatii este
necesara obtinerea unei pelicule mai subtiri in limitele de toleranta ale aparatului automat de
hibridizare in situ pentru putea repeta testarea.

Am putut, de asemenea, sa evaluam prezenta unei diferente de contrast intre zonele care
au fost protejate de activarea prin expunere la lungimea de unda corespunzatoare, prin prezenta
cromogenului utilizat in timpul tehnicii IHC fata de zonele care au fost activate complet. Astfel in
aproximativ 24% din cazuri am reusit sa identificam cel putin focal sau izolat un contrast suficient
pentru a putea identifica zonele care exprima HER2 (Figura 17).
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Figura 17. Protocol de testare fotocromica, carcinom mamar invaziv, notati prezenta de zone liniare
de culoare mai deschisa(marcate cu sageti albastre) comparativ cu fondul de culoare mai inchisa.

Activitatea 3.3.

n cadrul acestei activititi am realizat diseminarea rezultatelor obtinute in cadrul proiectului.
Astfel am pregatit un articol intitulat “FICTION technique - a candidate for the assessment of the
HER2 status in breast invasive carcinomas” pe care I-am inaintat pentru publicare in Revista Applied
Immunohistochemistry & Molecular Morphology, care este specializata in tehnologiile de
identificare si detectie recent dezvoltate si aplicatiile acestora in cercetare si diagnosticare pentru
imunohistochimia aplicata si morfologia moleculara. Aceasta este indexatd in Web of Science (ISI) si
are un Factor de Impact de 1.992:

https://journals.lww.com/appliedimmunohist/pages/default.aspx

Rezumatul articolului:

Scopul acestui studiu a fost de a evalua tehnica FICTION ca un posibil candidat pentru
evaluarea statusului HER2 in carcinoamele invazive de san (IBC), in contextul actualizarii in 2018 a
ghidurilor de testare HER2 si a o compara cu imunohistochimia secventiala standard - tehnici de

......
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diagnosticate cu cancer mamar invaziv. Analiza comparativa pentru testele de imunohistochimie
(IHC) si imunofluorescenta (IF) a aratat diferente semnificative (83,67% concordanta categoriald
intre IHC si IF), iar procentul de celule care au prezentat orice grad de exprimare a proteinei HER2
folosind cele doua tehnici a fost 60,71% IHC vs. 73,77% pentru IF (p=0,00026). S-a observat un acord
foarte bun pentru testul de hibridizare in situ. Sonda centromera (CEP17), numarul mediu de copii
HER2 si rapoartele HER2/CEP 17 au aratat in mai mult de 90% o concordanta atunci cand au fost
evaluate prin utilizarea graficelor Bland-Altman. Concordanta clasificarii cazurilor de grup ASCO/CAP
prin utilizarea ambelor teste ISH (FICTION si FISH standard) a fost ridicata (85,7%). Impactul asupra
clasificarii finale a cazurilor pentru statutul HER2 nu a fost semnificativ deoarece acordul a fost de
100% pentru clasificarea finald a cazurilor (HER2 pozitiv/negativ). Studiul nostru a relevat un acord
moderat intre rezultatele IHC si IF ale evaludrii expresiei proteinei HER2 si un acord excelent intre
examinarea ISH a celor doua tehnici, cu impact minim asupra numarului de copii pentru ambele
sonde centromerice si HER2, fara impact asupra statusului final HER2 a cazurilor.

La momentul redactarii acestui raport articolul este in curs de evaluare.

Activitatea 3.4.

Aceasta activitate a constat in efectuarea IHC dual si a testelor cu coloranti fotocromici pe
cazurile de limfom selectate in activitatea A2.5.

Efectuarea coloratiilor duble imunohistochimice

Pentru aceasta activitate s-au utilizat cazurile selectate din cele prezentate la activitatea
A2.5. Aceste cazuri au fost de asemenea utilizate si incluse in cazurile prezentate in cadrul activitatii
3.1

Protocolul imunohistochimic de dubla colorare automata

Blocurile de parafina selectate au fost sectionate la o grosime de 4 micrometri. Sectiunile
obtinute au fost etalate pe lame silanate siincubate peste noapte la 37 °C. Deparafinarea s-a realizat
folosind 2 bai succesive de xilen, urmate de 3 bai succesive de alcool in concentratie crescanda (75%,
85% 95%) si spalare. Lamele ulterior au fost introduse in automatul de colorare Ventana Benchmark
Ultra. Protocolul de lucru a fost cel prezentat in Figura 18.
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Rezultatele testelor IHC duble

Coloratiile imunohistochimice duble au fost realizate cu succes pe 27 de blocuri de parafina.
Pe 2 sectiuni coloratiile au fost pozitive pentru CD 20, insa nu s-a observat colorare nucleara pentru
PAX 5. Un caz a fost pozitiv pentru PAX 5 si nu a prezentat colorare membranara pentru CD 20. De
asemenea, un caz a fost foarte slab pozitiv pentru coloratia pentru CD20. Cazurile negative
(controalele negative) au avut fie valori mai mici de 1 %, fie au fost complet negative.

Detalierea rezultatelor pentru coloratiile imunohistochimice duble s-a realizat in forma
sumarizata in Tabelul 9.

Pentru evaluarea coloratiilor fiecare lama a fost examinata la obiectiv mic si s-a notat
procentul de celule CD20 pozitive atat pe lamele colorate dublu cat si pe lamele colorate initial.
Evaluarea celor 2-a seturi de lame a fost realizata independent de catre 2 examinatori, care nu au
am avut cunostinta unul de rezultatele celuilalt (Figura 19). 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.

Figura 19. Limfom difuz cu celule B mari. Coloratie imunohistochimica dubld CD20/PAX5. Se
observa cromogenul rosu (FAST RED) care pozitiveaza limfocitele B membranar. Datorita absentei
expresiei nucleare a PAX5 cazul ca fost considerat ca esec al tehnicii IHC.
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Indicator | Coloratie dubla- Coloratie dubla- Procent CD20 Procent CD20
caz CD20 PAX 5 (dubla) (initial)
1 Reusita Reusita 35 -
2 Reusita Reusita 15 -
3 Reusita Reusita 98 -
4 Reusita Reusita 20 -
5 Reusita Reusita 70 -
6 Reusita Reusita 85 -
7 Reusita Reusita 45 45
8 Reusita Reusita 95 98
9 Reusita Reusita 95 98
10 Reusita Reusita 90 80
11 Nereusita Reusita - 65
12 Reusita Reusita 40 60
13 Reusita Reusita 50 55
14 Reusita Reusita 60 80
15 Reusita Reusita 25 45
16 Reusita Reusita 98 95
17 Reusita Reusita 75 -
18 Reusita Reusita 0 -
19 Reusita Reusita 95 85
20 Reusita Reusita 40 45
21 Reusita Reusita 95 95
22 Reusita Reusita 70 -
23 Reusita Reusita 95 90
24 Reusita Reusita <1 <1
25 Reusita Nereusita 60 70
26 Reusita Reusita 0 0
27 Reusita Reusita 98 98
28 Reusita Nereusita 55 -
29 Reusita Reusita 60 55
30 Reusita Reusita 30 30

Tabelul 9. Rezultatele coloratiilor IHC duble realizate folosind CD20 si PAX 5.
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2000 pm

Figura 20. Limfom periferic cu celule T NOS; coloratie CD20 initiala efectuata in scop diagnostic
care prezinta parenchimul limfonodular netumoral; limfocitele B au fost aproximate aici ca
reprezentand 55 % din celularitate. b) Coloratie imunohistochimica dubla CD20/PAX5; limfocitele
B au fost aproximate aici ca reprezentand 60 % din celularitate. c) Coloratie imunohistochimica
dubla CD20/PAX5 detaliu (CD20 pozitiv membranar, PAX5 pozitiv nuclear). Se observa faptul ca
limfocitele de talie nucleara mare sunt negative pentru cele doua coloratii ( fiind vorba de un
limfom cu celule T).
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Cu toate ca mediile celor 2 evaluari prezentate in tabelul 9 au fost diferite, diferentele
observate nu au fost semnificative statistic in momentul in care am testat lotul folosind testul t
pentru esantioane cu variante egale. Valoarea lui p fost mai mare de 0.05.
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Figura 21. Scatter plot demonstreaza concordanta buna pentru evaluare CD20 prin cele doua
metode (IHC simplu si IHC dublu).

Am utilizat pentru evaluarea concordantei coeficientul p al lui Pearson. Astfel am obtinut o

valoare de 0.96 a coeficientului Pearson.

Procent CD20 (dubla) Procent CD20 (initial)

Media 61.66 64.44

Mediana 60 Mediana 70
Deviatie standard 33.54 Deviatie standard 31.26
Varianta 1125.06 Varianta 977.58
Interval 98 Interval 98
Minim 0 Minim 0
Maxim 98 Maxim 98
Numar de cazuri 19 Numar de cazuri 19

Tabelul 10. Comparatie intre rezultatele coloratiei IHC duble si coloratia initiala cu CD20
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a)

5000 pm

absenta coloratiei imunohistochimice (punctie biopsie mamara, carcinom mamar invaziv cu TILS
evaluat la 0%); b) Control negativ, imagine de detaliu, punctie biopsie mamara, carcinom mamar
invaziv; c) Limfom Hodgkin, coloratie dubla IHC (CD20, PAX5); se observa celule Reed-Sternberg si
Hodgkin pozitive in coloratiile pentru PAX5 (coloratie maro nucleara) si negative in coloratia
pentru CD20 (cromogen rosu); limfocitele B asociate exprima CD20 si PAX5.
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Aplicarea protocolului de coloratie fotocromica pentru neoplaziile limfoide
Etapa I: Pelicula dubla + activare permanenta

Utilizdnd aceste rezultate cazurile au fost sectionate din nou si au fost utilizate pentru a
realiza coloratiile fotocromice. Sumarizarea protocolului de lucru folosit:

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

ok wnNeR

1. Realizarea peliculei de vopsea fotocromicda

Realizarea peliculei de vopsea fotocromica asa cum am aratat anterior s-a dovedit a fi o
provocare din mai multe puncte de vedere.

Prima dificultate intampinata a fost reprezentata de obtinerea unui amestec potrivit pentru
examinarea microscopica. Asa cum am aratat anterior, utilizarea solventilor pe baza de solutie
apoasa de alcool etilic in diferite concentratii au dus la o dizolvare partiala a colorantului, ceea ce
nu a permis utilizarea acesteia pentru realizarea peliculei active fotodinamic.

fn urma studiului literaturii am decis sd utilizdm proprietatea generald a colorantilor
fotocromici de dizolvare in lacuri pe baza de acril. Am utilizat un lac disponibil comercial transparent
cu grad bun de etalare (Lac transparent Pentart lucios). Proprietatea de dizolvare a colorantului este
datorata faptului ca majoritatea lacurilor pe baza de acril contin o cantitate variabila de
formaldehida, toluen si alti solventi.

Am utilizat pentru coloratii produsul C care a demonstrat o solubilitate excelenta in lac.
Tinand cont de urmatoarea etapa si anume silanarea lamelor (vezi protocolul detaliat mai jos) cu
toate ca baza vascoasa a lacului a permis o etalare si o aderenta foarte buna trecerea prin solutia
de acetona ce urmeaza sa fie efectuata si in amestecul de acetona si alcool etilic sau acetona si silan
asa cum era de asteptat a dus rapid la detasarea si dizolvarea peliculei.

Pentru a evita acest eveniment a fost necesar utilizarea unui al 2-lea strat de protectie pentru
stratul activ. Tindnd cont de numeroasele procese prin care lama va fi trecuta, vezi protocoale de
mai jos, a fost necesara utilizarea unei pelicule realizat din rasind epoxidica. Astfel am utilizat, de
asemenea, un preparat disponibil comercial transparent (Adeziv Bison Bicomponent Transparent (5
Minute)), cu uscare rapida. Conform specificatiilor producatorului aceasta rasina poate fi utilizata
pe diferite medii inclusiv pentru realizarea unei pelicule de protectie a lacului. De asemenea,
caracteristicile produsului au fost extrem de compatibile cu specificatiile pe care stratul de protectie
trebuie sa le indeplineasca protectie termica, chimica, mecanica.

Etalarea ambelor pelicule s-a realizat manual. Rezultatul final a unei lame etalate si modul
de activare sunt prezentate in Figura 23 si Figura 24.
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Strat Strat activ

protector — <

I ~ Vopsea
Rasina LAMA DE STICLA fotocromica +
epoxidica lac

d)
Figura 23. a) diagrama lamei de sticla si a peliculei utilizate. b) lame de microscopie cu pelicula
activa etalata, fara strat protector, vopsea inactiva; c) lama de microscopie cu pelicula etalata si
strat de protectie aplicat; zonele de culoare galbena sunt zone inactive; zonele de culoare rosie
bruna sunt zone in care colorantul fotocromic a fost activat, intensitatea activarii fiind dependenta
de durata de expunere si de concentratia colorantului; zona din stanga imaginii care contine in
mijlocul ei o arie de culoare rosie cu o arie circulara de culoare galbena este o zona in care
colorantul a fost activat si ulterior in zona de culoare galbena am fost inactivat prin expunerea la
lumina cu lungimea de unda corespunzatoare d) imagine de microscopie in care se observa
interfata dintre zona activa, semicercul de culoare rosie bruna, si fondul de vopsea inactiva de
culoare galbena.
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Figura 24. Lama activata permanent. Colorant fotocromic utilizat: preparatul C.

2. Silanarea lamelor

Silanarea s-a realizat manual prin imersia succesiva in urmatoarele solutii:

Recipientul 1- alcool absolut+ acetona(1:1)............. 5 minute

Recipientul 2- acetond........ccccceeeevvcvieeeeciiciiieee e 3 minute

Recipientul 3- acetona (600 ml)+20-21ml de silan.... 3 minute

Recipientul 4- acetond.........cccoeeveeviiiiiieriiereeeeee e, 2 minute

Recipientul 5- acetona.......cccccceeeeeiiieccccciiieeeee, 3 minute

L0 LYo | < TR 1 minut

3. Realizarea coloratiei automate pentru CD20 pentru protocolul de vopsele fotocromice

Blocurile de parafina selectate au fost sectionate la o grosime de 4 micrometri. Sectiunile
obtinute au fost etalate pe lame preparate conform etapelor de mai sus si incubate peste noapte la
37 °C. Deparafinarea s-a realizat folosind 2 bai succesive de xilen, urmate de 3 bai succesive de
alcool in concentratie crescanda ( 75%, 85% 95%) si spdlare. Lamele ulterior au fost introduse in
automatul de colorare Ventana Benchmark Ultra. Protocolul de lucru a fost cel prezentat in figura
de mai jos (figura 25) si reprezinta o captura din soft-ul aparatului.

Am utilizat un protocol de lucru modificat, astfel incat contracolorarea cu hematoxilina nu s-
a mairealizat. Acest lucru a fost necesar deoarece coloratia nucleara ar fi putut interfera cu activarea
peliculei in zona corespunzatoare nucleului.

4. Activarea lamelor colorate cu CD20

Proprietatile fotocromice ale preparatului C au fost activate prin expunerea zonelor de
interes timp de 1 minut la o lumina emisa prin filtrul DAPI (4, 6-Diamidino-2-Phenylindole HCl )
(lumina cu o lungime de unda de aproximativ 372 de nanometri), ceea ce a dus la virarea spre rosu
a culorii galbene in zona expusa. Am observat de asemenea o proprietate a colorantului care apare
dupa expunerea prelungita la lungimea de unda de 372 de nanometri (dupa aproximativ 5 minute).
Astfel, dupa expunerea preparatului la aceasta lungime de unda colorarea maro sau bruna se
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permanentizeaza. Aceastda proprietate este utila pentru a realiza o activare permanenta. De
asemenea, am observat ca dupa trecerea prin intreg protocolul de lucru rasina epoxidica capata de
asemenea, uneori o culoare galbuie, ceea ce face dificila realizarea unui contrast suficient in final.

5. Decolorarea lamelor pentru eliminarea cromogenului utilizat pentru CD20
Dupa activarea peliculei lamele au fost supuse la 2 bai de acetona a cate 30 de minute fiecare
separate o baie de 5 minute in apa curenta.

6. Realizarea coloratiei automate pentru PAX-5

Coloratia pentru PAX-5 a fost realizatda automat folosind aparatul de colorare Ventana
Benchmark Ultra. Protocolul de lucru pentru PAX-5 a fost unul adaptat fata de protocolul de lucru
standard in sensul ca, pentru a evalua viabilitatea metodei si pentru a asigura un contrast bun fata
de portiunea inactivata a vopselei fotocromice, am considerat oportuna modificarea protocolului
astfel Tncat etapa de contracolorare cu hematoxilina sa fie realizata manual ulterior unei examinari
microscopice fara aceasta.

Pentru vizualizarea preparatului am utilizat montare simpla cu apa lamele sau preparatul a
fost examinat folosind doar obiectivele mici fara lamela.

Protocolul detaliat este prezentat ca o captura din softul aparatului de imunohistochimie in
Figura 26.
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Figura 25. Protocolul de lucru automat pentru coloratia pentru CD20 realizata utilizand lame cu
peliculd fotocromica.
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Descrierea lotului testat in etapa | si etapa Il
Datorita dificultatilor intampinate pentru testare cazurilor de tumori mamare am

considerat necesara divizarea lotului si testarea separata a diferitelor tipuri de pelicule propuse.
Astfel, in Tabelul 11 am descris sumar cazurile testate in fiecare etapa.

Nr. Etapa de | Diagnostic Material
caz | testare
1 I Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara excizie
2 I Limfom compozit Hodgkin si Limfom periferic T NOS. excizie
3 I Limfom folicular biopsie
4 Il Limfom Hodgkin clasic, subtipul cu celularitate mixta. excizie
5 I Limfom limfocitic cu celule mici/leucemie limfocitica cronica excizie
(SLL/CLL).
6 Il Limfom cu celule de manta biopsie
7 Il Limfom Hodgkin forma clasica cu celularitate biopsie
8 Il Limfom folicular biopsie
9 I Limfom cu celule mari B dezvoltat in contextul unei Leucemii biopsie
limfatice cronice Sindrom Richter
10 Limfom Hodgkin nodular cu predominanta limfocitara pe fond excizie
de transformare progresiva a centrilor germinali.
11 Limfom limfocitic cu celule mici/leucemie limfocitica cronica biopsie
(SLL/CLL).
12 Il DLBCL tip Germinal center biopsie
13 Il Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara biopsie
14 I Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara biopsie
15 I Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara biopsie
16 I DLBCL tip Germinal center excizie
17 I DLBCL excizie
18 I Carcinom mamar invaziv, NST, grad histologic Nottingham biopsie
G1(2;2;1; scor total=4).
19 I Limfom cu celule B excizie
20 I Limfom de manta biopsie
21 I Limfom de manta polimorf biopsie
22 Il Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara biopsie
23 1] DLBCL excizie
24 Il Infiltrat non- limfoid medular biopsie
25 I limfom cu celule B biopsie
26 I Limfom anaplazic ALK negativ excizie
27 Il Limfom folicular biopsie
28 Il DLBCL biopsie
29 I Limfom periferic cu celule T NOS biopsie
30 I Limfom Hodgkin forma clasica cu scleroza nodulara biopsie

Tabelul 11. Etapele de testare a cazurilor de limfom.
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Evaluarea coloratiei pentru CD20

Evaluarea lamelor s-a realizat prin comparatie cu coloratiile imunohistochimice duble
realizate folosind anticorpii CD20 si PAX-5. Fiecare lama a fost evaluata dupa fiecare etapa a
protocolului de colorare.

Astfel, coloratia pentru CD20 a fost evaluata folosind obiectivele mici 10x si 4 x si folosind
acoperire simpla cu lamela a lamelor, in mediu apos. Coloratia a fost clasificata ca fiind reusita daca
s-a observat o distributie similara a pozitivitatii pentru CD20 comparativ cu coloratia dubla.
Decolorarea a fost evaluata in mod similar si a fost considerata reusita daca dupa aceasta etapa nu
se mai observa cromogen rosu in zona preparatului folosind obiectivele mici. Coloratia pentru PAX5
a fost evaluata similar cu cea pentru CD20 astfel cd a fost consideratad pozitiva sau reusita daca
evaluarea comparativa cu lama colorata dublu a ardtat o coloratie similara. Rezultatele au fost
sumarizate in tabelul 12.

Nr | . | cD20lama PAXS lama | Contrast
Diagnostic Material . . | Decolorare . o fata de
caz fotocromica fotocromica
fundal
3 Limfom folicular biopsie Esec Nereusita - -
Limfom Hodgkin forma
14 | clasica cu scleroza biopsie Esec Nereusita - -
nodulara
21 Lmqfom de manta biopsie Esec Nereusita - -
polimorf
Limfom periferic cu celule
T NOS
Limfom Hodgkin forma
30 | clasica cu scleroza biopsie Esec - - -
nodulara
Limfom Hodgkin forma
1 clasica cu scleroza excizie Reusita Nereusita Reusita Absent
nodulara
Limfom compozit
2 Hodgkin si Limfom excizie Reusita Completa Nereusita -
periferic T NOS.
Limfom limfocitic cu
celule mici/leucemie
limfocitica cronica
(SLL/CLL).
Limfom cu celule mari B
dezvoltat in contextul L - . -
9 . . . biopsie Reusita Partiala Reusita Focal
unei Leucemii limfatice
cronice Sindrom Richter
Limfom Hodgkin nodular
cu predominanta
10 | limfocitara pe fond de excizie Reusita Partiala Reusita Focal
transformare progresiva a
centrilor germinali.

29 biopsie Esec Nereusita - -

excizie Reusita Partiala Reusita Focal
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Limfom limfocitic cu

11 c.eIuIe.r’r.1|C|/Ieuc.em|e biopsie Reusita Completa Reusita Focal
limfocitica cronica
(SLL/CLL).
Limfom Hodgkin forma

15 | clasica cu scleroza biopsie Reusita Partiala Partiala Absent
nodulara
Carcinom mamar invaziv,

18 mz&ii;ahimséilég;; 1 biopsie Reusita Reusita Reusita Absent
scor total=4).

19 | Limfom cu celule B excizie Reusita Partiala Focala Absent

20 | Limfom de manta biopsie Reusita Completa Nereusita -

25 | Limfom cu celule B biopsie Reusita Partiala Focala Absent

26 L'mf°T“ anaplazic ALK excizie Reusita Completa Reusita Absent
negativ

Tabelul 12. Rezultatele evaluarii CD20 si PAX-5 pentru cazurile de limfom etapal I.

Nr | . | cD20lama PAXS lama | Contrast
Diagnostic Material . . | Decolorare . o fata de

caz fotocromica fotocromica

fundal

Limfom Hodgkin clasic,

4 subtipul cu celularitate excizie Reusita Reusita Reusita Focal
mixta.

6 Limfom cu celule de biopsie Nereusits i i i
manta

2 Limfom Hodgkin forma biopsie Nereusit3 ) ) )
clasica cu celularitate

8 Limfom folicular biopsie Reusita Reusita Reusita Absent

12 DLBCL tip Germinal biopsie Reusita Reusita Reusita Absent
center
Limfom Hodgkin forma

13 | clasica cu scleroza biopsie Reusita Reusita Reusita Focal
nodulara

16 DLBCL tip Germinal excizie Reusita Partiald Nereusita Focal
center

17 | DLBCL excizie Reusita Partiala Reusita Focal
Limfom Hodgkin forma

22 | clasica cu scleroza biopsie Reusita Reusita Nereusita -
nodulara

23 | DLBCL excizie Reusita Partiala Reusita Absent

24 Infiltrat non-limfoid biopsie Nereusita Nereusita - -
medular

27 | Limfom folicular biopsie Reusita Partiala Reusita Absent

28 | DLBCL biopsie Reusita Reusita Reusita Focal

Tabelul 13. Rezultatele evaluarii CD20 si PAX-5 pentru cazurile de limfom etapal Il.
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Activitatea 3.5.

Tn cadrul acestei activitdti am analizat comparativ rezultatele celor 2 etape de testare a
limfoamelor.

Etapall

n prima etapd am analizat un numar total de 17 cazuri de limfoame. Tn aceasti etapd am
utilizat o pelicula de tip fotocromic in care mediul de dilutie a avut la baza compusi micsti din lac
acrilic. Pentru a proteja pelicula activd am utilizat o peliculd secundara de rasina epoxidica cu rolul
de a proteja pelicula activa care contine vopseaua.

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. Desprinderea peliculei fotocromice s-a
produs de cele mai multe ori datorita pdatrunderii reactivilor intre stratul de rdsind epoxidicd si
lama de sticla ceea ce a permis ca solventi precum si xilenul sau alcoolul sa dizolve partile laterale
ale peliculei de lac si sa detaseze complet sau partial stratul de rasina epoxidica, fapt ce nu a permis
evaluarea microscopica. Mai mult decat atat lipsa de uniformitate a stratului a dus in final la
detasarea preparatului sau la imposibilitatea ca reactivii utilizati pentru realizarea coloratiei CD20
sd ramana pe suprafata lamei. Reamintim faptul ca coloratiile IHC au fost realizate cu ajutorul
aparatului de colorare automat Ventana Benchmark Ultra. De asemenea, la acestea se adauga si
esecul decolorarii preparatelor cel putin intr-o masura in care sa permita cel putin focal activarea
mai redusa a vopselei fotocromice in regiunile de interes (Figura 27).

Din cele 12 cazuri rdmase coloratia pentru PAX-5 a reusit in 10 cazuri dintre acestea dupa
analiza comparativa cu coloratiile duble prin metoda standard pentru 7 cazuri concordanta a
apreciata ca fiind peste 90 % , iar valorile sub 90 % fiind considerate coloratii reusite de focal.
Evaluarea contrastului intre fondul de colorant activat si aria mai putin activata datorita prezentei
marcajului imunohistochimic pentru CD20 s-a realizat pe aceste 10 cazuri. Astfel 4 din 10 cazuri au
demonstrat dupa examinare microscopica prezenta cel putin focala a unui contrast vizibil intre aria
perinucleara in care activarea colorantului fotocromic este de intensitate mai redusa comparativ cu
activarea mai intensa din zonele in care coloratia pentru CD20 a fost absenta.

Trebuie mentionat de la inceput ca am utilizat ca reper zone in care am avut o densitate
mare a celulelor PAX 5 pozitive. Trebuie mentionat, de asemenea, faptul ca la microscop contrastul
intre cele 2 nuante ale colorantului fotocromic a fost deosebit de dificil de identificat si a necesitat
accentuarea contrastului fie prin indepartarea condensatorului de lama, fie prin scoaterea acestuia
din axul luminos.

In figura 28 este exemplificat un caz in care am analizat comparativ coloratia dubl3
secventiald standard IHC si coloratia secventiald realizatd pe lama fotocromica. Tn acest caz am
observat doar focal, la examinarea microscopica, un contrast suficient pentru a putea identifica
ariile pozitive in coloratia initiala CD20. Imaginea realizatd dupa decolorare completa arata prezenta
unui contrast bun intre fundalul lamei si aria mai putin activa de la nivelul zonelor in care coloratia
cu CD20 a fost pozitiva. Dupa realizarea coloratiei cu PAX 5 s-au observat zone de culoare mai
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deschisa perinuclear, care corespund zonelor CD20 pozitive. Imaginea prezentata a fost realizata
prin accentuarea contrastului la microscop cu ajutorul condensorului de lumina. Pentru a evidentia
diferenta dintre ariile care au fost activate mai putin, membranare, am utilizat un software de
prelucrare de imagine Irfanview, versiunea 4.60, si am utilizat functia acestuia de inlocuire a
culorilor (Replace color). Am selectat ariile perinucleare si am observat faptul ca in momentul in care
am oferit 15 grade de tolerantd culorii selectate, optiune disponibila in meniu, am putut sa
reconstituim ariile CD20 pozitive fara ca inlocuirea de culoare sa se produca si la nivelul fondului
activat complet. Rezultatele obtinute au fost doar focale in imaginea de mai jos din acelasi preparat
observam ca nu putem evidentia un contrast suficient intre fondul activat si ariile perinucleare.

Etapalll

in a doua etapd am analizat un numér total de 13 cazuri de limfoame. Tn aceastd etapd am
utilizat o peliculd cu un singur strat care a avut la baza rasina epoxidica. Diluarea colorantului
fotocromic a fost realizata folosind tetrahidrofuran. Pentru realizarea peliculei am diluat 100 mg de
compus A fotocromic in 0,3 ml de THF. Amestecul rezultat -am amestecat, fara dificultate cu 5 ml
de rasina epoxidica. Amestecul astfel obtinut I-am etalat pe lame silanate si imediat dupa etalare a
fost acoperit cu o lamela de sticla pentru protectie si pentru obtinerea unei suprafete plane. Lamele
au fost ulterior silanate pentru a obtine o suprafata aderenta. activarea peliculei de vopsea
fotocromica s-a realizat dupa colorarea cu CD20 fara contracolorare nucleara. Fondul de vopsea
activata are acum o culoare albastra.

Din cele 13 cazuri analizate pentru 4 dintre ele coloratia dubla CD20-PAX5 nu a fost posibila
fie datorita faptului ca preparatul nu s-a colorat, fie preparatul s-a detasat complet de pe lama.
Reamintim faptul ca coloratia IHC a fost realizata cu ajutorul aparatului decolorare automat Ventana
Benchmark Ultra. De asemenea, la acestea se adaugd ca dificultate si decolorarea partiala a
preparatelor cel putin intr-o masura in care sa permita cel putin focal activarea vopselei fotocromice
in regiunile de interes.

Evaluarea contrastului intre fondul de colorant activat si aria mai putin activata datorita
prezentei marcajului imunohistochimic pentru CD20 s-a realizat pe aceste 9 cazuri. in 5 din 9 cazuri
am demonstrat dupa examinare microscopica prezenta cel putin focala a unui contrast vizibil intre
aria perinucleara in care activarea colorantului fotocromic este de intensitate mai redusa
comparativ cu activarea mai intensa din zonele in care coloratia pentru CD20 a fost absenta.
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Magnification: 50 x

Figura 27. a) Lama de microscopie utilizata pentru realizarea coloratiei CD20 cu pelicula
fotocromica partial detasata; observati faptul ca pelicula de rasina epoxidica superficiala este
intacta. b) coloratie pentru CD20 fara contracolorare cu hematoxilind in care se observa
decolorarea partiala dupa primul timp de acetona al preparatului; notati fundalul de culoare
galben brun datorat activarii peliculei de vopsea fotocromica inainte de pasul de decolorare; c)
acelasi preparat care se observa decolorarea aproape completa dupa al 2-lea timp de imersie in
acetona; observati ca pelicula de vopsea fotocromica este neafectata de procedura de decolorare.
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Figura 28. a) Leucemie limfatica cronicd/ limfom cu celule mici- coloratie dublad standard IHC (CD20 cu
cromogen rosu, PAX 5 cu cromogen brun). b) imagine de detaliu, acelasi preparat c) preparat decolorat
complet dupa expunerea prelungita la acetonad; se observa prezenta de contururi celulare de culoare mai
deschisa comparativ cu fondul activat; d) aceeasi imagine ca la punctul c) ariile de culoare albicioasa
corespunzatoare membranelor limfocitelor CD20 pozitive au fost Tnlocuite folosind software-ul de prelucrare
de imagini cu culoarea rosie; se observa faptul ca ariile Tn care celularitatea este absentd complet (fondul de
colorant fotocromic activat) nu s-au colorat automat cu softul de prelucrare de imagini; e) acelasi caz
coloratie PAX5 5 in care se observa cu ajutorul contrastului crescut ariile de culoare mai deschisa comparativ
cu fondul de culoare mai inchisa care corespund zonelor CD20 pozitive; f) aceeasi imagine ca la punctul e)
am utilizat softul de prelucrare de imagine pentru a reconstitui zonele CD20 pozitive g) acelasi preparat arie
PAX 5 pozitiva, dar fara contrast suficient pentru a putea identifica pozitivitatea membranara anterioara.

Figura 29. Coloratie pentru PAX 5 esuata; observati celulele care nu prezinta coloratie pentru PAX 5 nuclears;
de asemenea decolorarea coloratiei pentru CD20 a fost doar partial reusita. Observati in jurul restului de
decolorant FAST RED un halou de culoare albastru deschisa(sdageata neagrd) corespunzand ariei membranare
si partial citoplasmatice pozitiva in CD20 .
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Figura 30. a) Limfom Hodgkin clasic, subtipul cu celularitate mixta, lama cu colorant fotocromic
activat (preparatul A), coloratie cu PAX-5, realizata ulterior pasului de colorare cu CD20, activarii
peliculei fotocromice si decolorarii cromogenului FAST RED. B) detaliu imaginea a); observati
prezenta unui halou perilimfocitar, in jurul celulelor PAX5 pozitive si absenta acestuia in zonele PAX-
5 negative; c) aceeasi imagine prelucrata prin IrfanView folosind functia Replace Color cu 10 grade
de toleranta; d) coloratie secvential IHC dubld standard CD20-PAX5, arata pozitivitate similara
(aceeasi zona ca la punctul c)).

Concluzii

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 cd am obtinut aceste rezultate incurajatoare, tehnica este inca la un nivel care nu
permite momentan o examinare uzuala microscopica in special datorita unui contrast insuficient
intre fondul de vopsea activata si ariile de dimensiuni foarte mici in care vopseaua are un 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 imbunatatirea calitatii si contrastului peliculei
fotocromice.
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Management de proiect

Tn cadrul acestei activititi am urmdrit in continuare dezvoltarea coordonat3 si coerenti a

intregului proiect pana la atingerea obiectivelor de etapa si a obiectivului final cu incadrarea in
bugetul alocat si Tn conformitate cu planul de monitorizare privind integrarea tuturor activitatilor
de implementare a proiectului, controlul riscurilor si costurilor, comunicarea interna si externa si
asigurarea obtinerii de rezultate. Am avut Tn vedere actualizarea website-ului proiectului si
intocmirea Raportului Stiintific final al proiectului.

Director proiect, Dr. Bogdan FETICA
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