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Informationen fur die Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung und Molekularpathologie
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Immunhistochemie in der Sarkom-Diagnostik

Sichere Unterscheidung zwischen ALT/WDLPS, DDLSP und benignem Lipom

Liposarkome sind mit einer Haufigkeit von 15-20%  erhohte Expression von MDM2 und CDK4 auf [1,2].
die zweithaufigste Tumorentitdt unter Sarkomen  Der Nachweis von MDM2 und CDK4 gibt Aufschluss »
[1]. Sowohl gut differenzierte Liposarkome (WDLPS,  dariber, ob eine Target-Therapie durchgefihrt wer-
synon. Atypischer Lipoider Tumor ALT) als auch ent-  den kann, die in den p53-MDM2/CDK4-Regulations-
differenzierte Liposarkome (DDLPS) weisen eine  mechanismus eingreift [3,16].

> MDM2 (Mouse Double Minute 2 Homolog) [ i.

MDM2 und der Tumorsuppressor p53 regulieren sich gegenseitig im Zellzyklus. p53 sorgt als ,Wachter” 4
im Falle von DNA-Schaden fir einen Zellwachstumsstopp bis die geschadigte DNA repariert ist [1]. Dafur
werden Vorgdnge in der Zelle aktiviert, die fur die Transkription notwendig sind. Sind die Schaden nicht
reparabel, leitet p53 die Apoptose ein. Wenn die Aufgabe (DNA-Reparatur, Zellproliferation, Apoptose i i \
oder Transkription) erfdllt ist, inaktiviert MDM2 p53 durch einen der drei folgenden Mechanismen:

» Blockierung der p53-Transkription .‘
» Bindung an p53, um p53 aus dem Zellkern zu transportieren
» oder Beschleunigung des Abbaus. LY

Die erhohte Amplifikation von MDM2 in Sarkomen beschleunigt diese Prozesse. Die Regulation des
Zellwachstums und Reparatur von geschadigter DNA finden eingeschrankt oder nicht mehr statt und -
Tumorentstehung und -progression werden begunstigt [5,6,10]. )

MDM2 (SMP14): Humaner atypischer

Die hohe Spezifitdt des immunhistochemischen CDK4-Nachweises und die hohe Sensiti- lipomataser Tumor, gefarbt mit Anti-MDM2-
vitdt des MDM2-Nachweises geben lhnen Sicherheit bei der Diagnostik gut differenzierter Antikérper unter Verwendung von
Liposarkome. In Kombination mit dem immunhistochemischen Nachweis von p16 erhdht Peroxidase-Konjugat und DAB-Chromogen.
sich sowohl die Spezifitat als auch die Sensitivitat um fast 10% bei der Unterscheidung (mit freundlicher Genehmigung
zwischen Liposarkomen und Lipomen, Hibernomen etc. [17]. der Zeta Corporation)

Zellzyklus mit Kontrollpunkten als Angriffspunkte zur Tumortherapie

L» DNA-Schaden? L» Zellen verharren in G; bis Synthese MDM2 Amplifikationen in Tumoren wie z.8. Sarkomen
L+ Substrate ausreichend? DNA-Schaden behoben sind Abbau p53 erhohter p53-Abbau

L ansonsten leitet p53 geschadigte Zellen durchlaufen Mitose
Apoptose ein \./ Tumorentstehung
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L. Tumorentstehung



» CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4)

(DK4 sorgt dafir, dass Zellen aus der G1-Phase wei-
ter bis zur G2-Phase geleitet werden - die Zellteilung
wird vorbereitet [2]. Die Aktivierung erfolgt durch
Cyclin D. Die Zelle durchlauft den Zellzyklus weiter.
Weist die Zelle eine genomische Instabilitat auf, in-
aktiviert p16™“* (DK4. Tumorzellen zeigen oft eine

Vermehrte Teilung (z.B. Krebszelle)
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erhohte Amplifikation, um somit ihr Zellwachstum
sicherzustellen [8]. Die CDK4/6-Inhibitoren werden
durch die erhohte Amplifikation umgangen. Zudem
zeigen 50 % aller Tumore entweder Defekte oder eine
verringerte Aktivitt von p16™***, Der Kontrollmecha-
nimus ist aufgehoben - Tumore kénnen entstehen.

Kontrollierte Teilung (z.B. gesunde Zelle)
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» Féarbealgorithmen (Zeta Corporation/Merck)

Tumortyp
Lipom

MDM2

Lipoblastom

Spindelzell-Lipom & pleomorphes Lipom

Atypische Spindelzell- / pleomorphe lipomatdse Tumore

Atypische lipomatose Tumore / qut differenzierte Tumore

Entdifferenzierte Liposarkome

Myxoide Liposarkome

Pleomorphe Liposarkome

? nukledre Expression des Proteins in Verbindung mit einer 12q13-15 Amplifikation, die das Protein betrifft

» Produktinformation

Beschreibung Hersteller CE/IVD Form Verdinnung Menge Bestell-Nr.
gebrauchsfertig 7ml 12226 MP
KDKS Zeta 0,1 ml 12226 MT
m? Dot Corporation | ¥ konzentriert | 1:50- 1100 | 0,5 ml 12226Ms
1ml 12226 ML
gebrauchsfertig 7ml 12189MP
ED[TZSMP‘]zl Zeta v 0,1 ml 12189MT
W?rt:. YR Corporation konzentriert 1:50 - 1:100 0,5 ml 12189MS
1ml 12189ML
p16™e Zytomed _ 6 ml MSG123
Klon: )C2 systems || gebravhstertig 00 osml MSG123-05
Wirt: Maus . : 4
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(DK4 (DCS-31): Humanes pleomorphes
Liposarkom, gefarbt mit Anti-CDK4-Anti-
korper unter Verwendung von Peroxidase-
Konjugat und DAB-Chromogen. Beachten
Sie die nukleare/zytoplasmische Farbung
von Tumorzellen.

(mit freundlicher Genehmigung
der Zeta Corporation)
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Detektion von FGFR-Fusionen
und -Amplifikationen

Die FGF (fibroblast growth factor)-Rezeptoren
sind in den letzten Jahren zunehmend in den
Fokus der molekularen Onkologie gertckt [1].
Es handelt sich hierbei um eine Familie von vier
Rezeptortyrosinkinasen (FGFR1-4), die im phy-
siologischen Zustand eine wichtige Rolle bei
der Zelldifferenzierung und -proliferation sowie
bei der Angiogenese spielen.
FGFR2-Rearrangements sind wichtige Treiberer-
eignisse beim intrahepatischen Cholangiokar-
zinom, und mehr als 150 unterschiedliche Fusi-
onspartner von FGFR2 sind inzwischen bekannt
[2]. Die Fluoreszenz In-situ-Hybridisierung (FISH)
weist eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fur die
Detektion derartiger Rearrangements auf [3].
Mit den kirzlich zugelassenen small molecules
Pemigatinib und Infigratinib stehen erste zielge-
richtete Medikamente zur Verfigung, die durch
eine Blockade der intrazelluldren TK-Domane die
Aktivitat von FGFR2-Fusionsproteinen hemmen;
zahlreiche weitere Wirkstoffkandidaten sind in
der Entwicklung [4].

Wildtypische Kerne zeigen jeweils 2 grin-orange
Fusionssignale bei einer Hybridisierung mit der
ZytoLight® SPEC FGFR2 Dual Color Break Apart Sonde.

Auch bei bestimmten Formen des Blasenkar-
zinoms, insbesondere beim luminal-papillaren
Subtyp, treten Mutationen und Fusionen von
FGFR2 und FGFR3 gehduft auf [5]. Mit dem pan-
FGFR-Inhibitor Erdafitinib (zugelassen 2019 von
der FDA) steht hier ebenfalls eine zielgerichtete
Medikation zur Verfigung [6].
FGFR2-Amplifikationen sind vor allem bei Tu-
moren des Gastrointestinaltrakts zu finden,
sie korrelieren mit einer schlechteren Prognose
[7]. Auch hier werden zielgerichtete Medika-
mente in klinischen Studien getestet, z.B. der
monoklonale Antikorper Bemarituzumab, der
FGFR2 blockiert und somit die Weiterleitung
von Proliferationssignalen unterbindet [8].
Zytomed Systems bietet Ihnen in der gewohnt
hohen Qualitat CE/IVD-klassifizierte ZytoLight®
SPEC Break Apart und Amplifikations-Sonden
fur FGFR1, FGFR2 und FGFR3 unserer Schwester-
firma ZytoVision GmbH an sowie entsprechen-
de Vorbehandlungskits fiir die Prozessierung
von FFPE-Material und zytologischen Proben.

Ein Cholangiokarzinom mit einem
FGFR2-Rearrangement weist zahlreiche split-Signale
(grun und orange getrennt) auf.

© ZytoVision © ZytoVision
RH113319 SHGC-146065
RH37911 ‘ 3 o SHGC-152845
Design der ZytoLight® SPEC
7
€ | // > FGFR2 Dual Color Break Apart
Probe (nicht maRstabsgetreu)
e "CR2 © Zytovision
~535 kb ~ 355 kb

Cen «— 10026.12926.13 ———— > Tel
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» ZytoLight® SPEC FISH-Sonden*
Bezeichnung Markierung CE/IVD Menge Bestell-Nr.
50 pl (5 Tests 1-2168-50
LytoLight® SPEC FGFR1 Dual Color Break , bi( )
Griin/Orange 4
Apart Probe
200 pl (20 Tests) | 7-2168-200
50 pl (5 Tests 7-2169-50
IytoLight® SPEC FGFR2 Dual Color Break , bi( )
Grin/Orange v
Apart Probe
200 pl (20 Tests) | 7-2169-200
50 pl (5 Tests 1-2170-50
IytoLight® SPEC FGFR3 Dual Color Break , bi( )
Griin/Orange 4
Apart Probe
200 pl (20 Tests) | 7-2170-200
50 pl (5 Tests 1-2072-50
IytoLight® SPEC FGFR1/CEN 8 Dual Color , bi( )
Probe Grin/Orange v
200 pl (20 Tests) | 7-2072-200
i ®
'z,‘r':‘l’)‘e’ght SPECFGFRZ/CEN 10 Dual Color | o oange | v | 200 pl (20 Tests) | 2:2122:200
IytoLight® SPEC FGFR3/4p11 Dual Color Probe  Griin/Orange v 200 pl (20 Tests) | 7-2082-200

* 7-2168-50/-200 ist nur fur die Verwendung in Kombination mit dem ZytoLight® FISH Cytology Implementation Kit validiert.
Die anderen hier aufgefuhrten Sonden sind nur fur die Verwendung in Kombination mit dem  ZytoLight® FISH Tissue

Implementation Kit validiert.

» ZytoLight®-Kits flr die Prozessierung von ZytoLight® SPEC FISH-Sonden

Bezeichnung CE/IVD Menge Bestell-Nr.
1 Kit (5 Tests) 720285
IytoLight® FISH Tissue Implementation Kit v
1 Kit (20 Tests) 7-2028-20
LytoLight® FISH Cytology Implementation Kit v 1 Kit (20 Tests) 7-2099-20

Samtliche Preise zu unseren Produkten finden Sie auf www.zytomed-systems.de

IytoLight® ist eine eingetragene Marke unserer Schwesterfirma ZytoVision GmbH, Bremerhaven.
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Zytomed Systems Veranstaltungs-Tipp: Seminar des Johner Institutes zur IVDR

In-house Tests IVDR-konform betreiben und dokumentieren

Das Johner Institut bietet speziell far medizinische Labore ein Seminar fir die Umsetzung der IVDR-Richtlinie bzgl. Laboratory Developed Tests (LDT) an.
Ziel ist es, Einsicht in die requlatorischen Grundlagen, in die Leistungsbewertung von LDts, in die erweiterten Anforderungen an das Qualitdtsmanagement-System

sowie Uberwachung und Vigilanz zu schaffen.

Hier sehen Sie alle Termine und Themen, die vom Johner Institut rund um das Thema IVDR angeboten werden:

www.johner-institut.de/seminare/termine/
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Das CE/IVD-klassifizierte VisionArray ® -
System fur die Detektion und Genotypisierung
von HPV und Mykobakterien

Iytomed Systems nimmt die Herausforderun-
gen der IVDR an und stellt sicher, dass das Vi-
sionArray ®-System auch zukiinftig CE/IVD-klas-
sifiziert ist.

Das VisionArray ®-System unserer Schwesterfirma
42 life sciences ist ein einfaches und zuverldssiges
System zur Detektion und Genotypisierung von hu-
manen Papillomviren (HPV) und Mykobakterien.
Es handelt sich dabei um ein DNA-Chip-basiertes
Verfahren, spezifische Fangersonden sind in einem
Array auf der Oberflache eines Objekttragers im-
mobilisiert (Abb. 1). Das gesamte System ist CE/
IVD-klassifiziert und verfigt iber eine hohe Sensi-
tivitat und Spezifitat.

Der VisionArray® HPV Chip 1.0 detektiert 41 unter-
schiedliche HPV-Typen unterschiedlicher Risiko-
klassen (hohes Risiko; vermutlich hohes Risiko;
geringes Risiko; Array-Design Abb. 2). Als Aus-
gangsmaterial sind FFPE-Blocke, Zervixabstriche
und ThinPrep-Proben geeignet. Nach der DNA-Ex-
traktion erfolgt eine PCR-Amplifikation konservier-
ter Regionen des HPV L1-Gens mit den Consensus-
Primern des VisionArray ® HPV PreCise Master Mix.
Der VisionArray® MYCO Chip 2.0 (Array-Design Abb. 3)
detektiert M. tuberculosis und eine Reihe von kli-
nisch relevanten, nicht-tuberkulésen Mykobakterien
(NTMs). Als Ausgangsmaterial fir die DNA-Extraktion

Abb. 2: Design des VisionArray® HPV Chip 1.0

sind FFPE-Blocke, Lungenabstriche und Kulturen von
Mykobakterien validiert. Fir den Nachweis von M. tu-
berculosis wird neben einer spezifischen ITS (internal
transcribed spacer)-Sequenz auch das hochsensitive
Insertionselement 156110 verwendet. Sowohl fir den
HPV-Chip als auch fir den MYCO-Chip werden alle fir
die PCR-Reaktion notwendigen Reagenzien in einem
Mastermix zur Verfigung gestellt, so dass der Pipet-
tieraufwand minimal ist. Als Kontrolle fir eine erfolg-
reiche PCR dient das humane HLA-DQA1-Gen.

Nach der PCR nehmen die Hybridisierung und De-
tektion nur noch eine Stunde Zeit in Anspruch. Der
Nachweis spezifisch gebundener Fragmente wird
mittels einer einfachen enzymatischen Reaktion
mit dem VisionArray® Detection Kit durchgefuhrt.
Kontroll-Dots zeigen eine technisch korrekte Hy-
bridisierung und Detektion an. Das Auslesen der
Signale erfolgt mit einem einfach zu bedienenden
Scanner mit angeschlossenem Laptop, fur die Da-
tenanalyse steht eine intuitiv handhabbare Analy-
se-Software zur Verfigung. Es werden dbersicht-
liche Ergebnisberichte fur eine schnelle Erfassung
aller wesentlichen Parameter generiert.

Das VisionArray® Analysis Package steht in einer
SingleScan- (1 Chip wird gescannt) und in einer
MultiScan-Variante (6 Chips werden gescannt) zur
Verfigung (Abb. 4).

VisionArray®
HPV Chip 1.0

S
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Abb. 1: Das VisionArray ©-System
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Sonde Nr. | Sonde Nr. | Sonde Nr. | Sonde

Guide Dots HPV 39 HPV 56 HPV 70
Positivkontrolle HPV 40 HPV 57 HPV 72

HPV 6 HPV 42 HPV 58 HPV 73

HPV 11 HPV 43 HPV 59 HPV 81 (CP8304)
HPV 16 HPV 44 HPV 61 HPV 82 (1S39)
HPV 18 HPV 45 HPV 62 HPV 82 (MM4)
HPV 26 HPV 51 HPV 66 HPV 83 (MM7)
HPV 31 HPV 52 HPV 67 HPV 84 (MM8)
HPV 33 HPV 53 HPV 68a HPV 90

HPV 34 HPV 54 HPV 68b HPV 91

HPV 35 HPV 557 HPV 69

* HPV 55 wird aktuell als Subtyp von HPV 44 klassifiziert, wird aber aus Grinden der Einheitlichkeit noch als HPV 55 bezeichnet.

. High Risk HPV-Typ

. vermutlich High Risk HPV-Typ

. Low Risk HPV-Typ

. Guide Dots, Positivkontrolle
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Abb. 3: Design des VisionArray® MYCO Chip 2.0

@ @ ! M. tuberculosis complex (ITS Region) M. haemophilum
° 0 o M. tuberculosis complex (156110 Region) M. kansasii
M. abscessus M. malmoense
M. avium/M. intracellulare complex M. marinum/M. ulcerans
M. chelonae M. scrofulaceum/M. parascrofulaceum
e o ° M. chimaera M. simiae
M. fortuitum M. smegmatis
M. genavense M. szulgai
@ M. gordonae M. xenopi
@ Guide Dot ° Positivkontrolle . M. tuberculosis-Komplex Nicht-tuberkulose Mykobakterien

Abb. 4: Die SingleScan- und die MultiScan-Variante des VisionArray® Analysis Package

-H00

Scanner 8100; Slide Holder SingleScan; Hand Scanner; PC with preinstalled VisionArray ® Scanner V600 Photo; Slide Holder MultiScan; PC with preinstalled VisionArray ®
Analyzer Software SingleScan; USB-Hub; External Hard Drive; Computer Mouse Analyzer Software MultiScan; USB-Hub; External Hard Drive; Computer Mouse
» VisionArray® Chips
Bezeichnung CE/IVD Menge Bestell-Nr.
. . 10 Arrays (10 Tests) VA-0001-10
VisionArray® HPV Chip 1.0 v/
5 x 10 Arrays (50 Tests) VA-0001-50
. . 10 Arrays (10 Tests) VA-0005-10
VisionArray® MYCO Chip 2.0 v/
5 x 10 Arrays (50 Tests) VA-0005-50
» VisionArray® Reagenzien
Bezeichnung CE/IVD Menge Bestell-Nr.
VisionArray ® Detection Kit v 1Kit (50 Tests) VK-0003-50
VisionArray ® HPV PreCise Master Mix 4 1Kit (50 Tests) ES-0007-50
VisionArray® MYCO PreCise Master Mix 2.0 v 1Kit (50 Tests) ES-0008-50
> VisionArray® Gerate und Software
Bezeichnung CE/IVD Menge Bestell-Nr.
. © i i
VisionArray® Analysis Package SingleScan v 1 Set E-4060-1 VisionArray ™ ist eine eingetragene
VisionArray® Analysis Package MultiScan v 1 Set E-4070-1 Marke unserer Schwesterfirma
y y 9 _ 42 life sciences GmbH, Bremerhaven.
VisionArray® Mini Slide Centrifuge 1 Sttick E-4051-1

* Bei dieser Zentrifuge handelt es sich um allgemeine Laboraustiistung, das Gerat ist deswegen nicht CE/IVD-klassifiziert. Alle Abbildungen: © 42 life sciences



Coming soon:

AmoyDx® Master Panel for Tissue

Das in Kurze erhéltliche AmoyDx® Master Panel
for Tissue ermdglicht eine umfassende moleku-
larpathologische Analyse von DNA sowie RNA aus
FFPE-Material. Der Fokus liegt bei diesem breit
anwendbaren RUO Panel unter anderem auf den
Tumorentitdten Non-Small Cell Lung Cancer (EGFR,
MetEx14, ALK-, RET, ROS1-Fusionen), Kolorektalkar-
zinom (MSI, KRAS, NRAS, Lynch-Syndrom-relevante
Gene), Brustkarzinom und Ovarialkarzinom (BRCA1
und 2). In insgesamt 571 Genen konnen Mutatio-
nen (SNVs), Insertionen/ Deletionen (InDels) und
Kopienzahlverdnderungen (CNVs) analysiert wer-
den. Gleichzeitig werden in DNA aus FFPE-Gewebe
der MSI- und der TMB (Tumor Mutation Burden)-
Status erhoben sowie eine HLA (Human Leucocyte
Antigen)-Typisierung vorgenommen. An DNA und
RNA konnen parallel Genfusionen von 347 Genen

codetektiert werden. Zusatzlich wird die Expression
von 2396 Genen erfasst.

Das Panel basiert auf der Hybrid Capture-Technolo-
gie. Die Verwendung von UIDs (Unique Identifiers)
in den im Kit enthaltenen Adaptern erméglichen die
Exklusion von PCR-Fehlern wahrend der Datenana-
lyse. Die Sequenzierung erfolgt auf einem Illumina
NextSeq 500/550® oder NovaSeq 6000°® Sequen-
zierer. Der Daten-Output pro Probe betragt fir DNA
10 GB, fur RNA 1,5 GB. Die Sequenzdaten werden auf
der lokalen Workstation des AmoyDx® NGS Analysis
Systems (ANDAS) analysiert.

Das AmoyDx® Master Panel for Tissue ist ausschlieR3-
lich fir Forschungszwecke zugelassen. Das Panel
wird zukinftig auch in einer Variante fir ¢fDNA aus
Liquid Biopsies erhdltlich sein und ist voraussichtlich
im Laufe des zweiten Quartals 2022 verfiigbar.
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NGS-Analyse von 571 Genen

Erhaltlich far FFPE-Material (DNA und
RNA) und Liquid Biopsy (cfDNA)
Erfasst SNVs, InDels, CNVs, Genfusi-
onen, MSI- und TMB-Status, HLA-
Typing, chemotherapierelevante
SNPs in DNA sowie Fusionen und
Genexpressionen auf RNA-Ebene

Hybrid-Capture Verfahren (ddCAP)

Verwendung von UID- (unique
identifier) Sequenzen zur effizienten
Identifizierung von PCR-Fehlern

Geeignete Sequencer: Illumina Next-
Seq 500/550° und NovaSeq 6000°®
Lokale Datenanalyse auf dem
ANDAS-System von AmoyDx®

Nur fiir Forschungszwecke (RUO)

NextSeq500®, Next5eq550® ,NovaSeq®
sind eingetragene Markennamen der
Firma Illumina, Inc., 92122, San Diego, US
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