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ALLGEMEINE
PATHOLOGIE

Definitionen
Zell- und Gewebsreaktionen




Atiologie
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» Def.: auslosende Faktoren, Ursachen v. Erkrankungen
» Vererbt/genetisch bedingt (Keimbahn)

» Erworben I
» Somatische Mutationen

» Umweltfaktoren:
» Mangel- oder Fehlernahrung,

» physikalische Ursachen (Trauma, Temperatur,
Strahlung),

» Chemikalien, Medikamente
» Infektionen: Viren, Bakterien, Pilze, Parasite
» Psychogene Faktoren




Mutation Faktor V “Leiden”

»Haufigste genetisch bedingte Ursache fur venose
Thrombosen (Blutgerinnsel)

»5-7% der Normalbevolkerung
»Punktmutation: G1691A => Arg561Gln

»Veranderung der Proteinsequenz=>APC Resistenz
(akt. Protein C, Hemmstoff d. Blutgerinnung)

» Gerinnungsungleichgewicht=>erhohte I
Thromboseneigung
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Faktor V ,Leiden”
RFLP
DNA aus Blut, PCR
Restriktionsenzym erkennt
durch Mutation

Ansatzstelle nicht
Verschiedene lange
Nukleinsauresequenzen
Zusatzlich Bande in
Gelelektrophorese




Mogliche Folgen
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Pradisposition
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»Vererbte genetische Veranderungen, die
zu erhohtem Erkrankungsrisiko fuhren:

» Reduzierte Anpassungsfahigkeit gegenuber I
entsprechenden Pathogenen

» Bsp. Enzymdefekt mit vermindertem Einbau von
Jod in Schilddrusenhormon in Kombination mit
Jodmangel

» Reduzierte Resistenz gegenuber Erregern

» Bsp. angeborene Immundefekte




Pathogenese
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» Ablauf der Reaktion des Organismus auf Schadigung I

» Entstehung und Entwicklung einer Erkrankung

» Dauer der Reaktion auf Schaden
» Akut: Tage bis Wochen I

» Chronisch: Wochen, Monate, Jahre
» Ausgang

» Heilung

» Defektheilung

» Remission - Rezidiv

» Tod




Aufbau einer Zelle
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Lysosom
Zentriol ==
Mitochondrium
Zelimembran
Peroxisom
Zytoplasma
raves ER
glattes ER
Zellkern Golgi-Apparat
Nukleolus
Kernhtlle
freie Ribosomen .
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Bocker et al.: Pathologie, 4.A. © Elsevier GmbH. www.studentconsult.de



Zellorganellen
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» Mitochondrien I

» Endoplasmatisches Retikulum

» Golgi-Komplex

» Lysosomen I
» Peroxisomen




Endoplasmatisches
Retikulum

» Kontinuierliches intrazytoplasmatisches

University of Graz
Membransystem

» Rauhes (granuléres) ER I

» Proteinbiosynthese
» Membranproduktion
» Glattes (agranulares) ER

» Hormonsynthese

» Kohlenhydratspeicherung
» Entgiftung

» Calciumspeicher, Signaltransduktion




Plasmozytom:

Basophile Farbung des Zytoplasmas->

Hinweis auf starke Proteinproduktion




Mitochondrien
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» Zentrale Organellen des Energiestoffwechsels, , Kraftwerk®
» Oxidation von KH und Fettsauren zu H,0, CO,

» Innere Membran: gefaltet
» AuBere Membran
» Matrix

» Eigene DNA: maternal, kodiert nicht fur alle
mitochondrialen Enzyme

» Vermehrt in Zellen mit groBem Energiebedarf
» Muskulatur: Kontraktion
» Drusen: Pumpfunktion

» HE: eosinophil, feingranulares Zytoplasma




Oxyphile Zellen
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Vermehrung von Mitochondrien




Golgi-Komplex
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» Membranose Zisternen

» Besonders ausgepragt in sekretorisch aktiven

Zellen I
» Becherzellen

» Modifikation von Proteinen I
» Glykosylierung

» ,, Targeting® durch ,,Adressierungsmolekule®
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» Einfache Membran o
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» Zahlreiche hydrolytische Enzyme mit saurem
pH-Optimum
» Nucleasen, Proteasen, Glykosidasen, Lipasen,
Phosphatasen

» Abbau des durch Pinozytose, Phagozytose
aufgenommenen Materials

» z.B. Makrophagen




Peroxisomen

» Einfache Zellmembran
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» Entstehen durch Teilung

» Enzyme fur Fettsaureoxidation, zahlreiche katabole
Funktionen

» Katalase

» Vermehrung:
» Lipidsenker

» Fettreiche Ernahrung, Alkohol
» Verminderung:

» Fettleber, Bakterientoxine
» Storungen

» Biogenesestorung: Zellweger-Syndrom (Cerebro-hepato-renales
Syndrom, AR)




Zell- und Gewebsreaktionen

» Adaption
» Zellschadigung
»Zelltod




Adaptation

Reaktion auf physiologische oder
pathologische Reize

Vermehrte oder verminderte Belastungen

Organe
Zellen

Zellorganellen

einfache Atrophie

TN

nummerische Atrophie

® e o
L BN BN
® o o
o o o
Hypertrophie
L BN BN BN BN BN J
[ BN BN BN BN BN
L BN BN BN NN BN
L BN BN NN BN BN J
L BN BN BN BN BN
[ BN BN BN BN BN )
Hyperplasie

Bécker et al.: Pathologie, 4.A. © Elsevier GmbH. www.studentconsult.de
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Zellschadigung IN
» Funktionsstorungen

» Vorubergehende (reversible)
» Permanente (irreversible) I

» Interaktion zwischen Noxe und Zelle

» Storung:

» Zellmembranen, Energiehaushalt, Syntheseleistungen
» Morphologische und funktionelle Folgen
» Reparatur:

» Biotransformation, Phagozytose




Mechanismen der
Zellschadigung

» Sauerstoffmangel (Ischamie, Hypoxie)
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» wenn irreversibel - Nekrose

» Viren
» Zytopathischer Effekt

» Induktion einer Immunantwort
» Zytoskelettschaden
» Riesenzellen

» Chemische Substanzen und Medikamente
» Physikalische Faktoren
» Mangel an “essentiellen Faktoren”




Zelltod
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» Irreversibles Endstadium einer Zellschadigung

» Folge hypoxischer, toxischer, physikalischer,
immunologischer oder mikrobieller Ursachen I

» Physiologischer Vorgang im Rahmen der
Embryonalentwicklung und des normalen
Gewebeumsatzes

» Apoptose: programmierter Zelltod

» Nekrose:
» Denaturierung (Koagulation) von Proteinen und/oder

» enzymatische Auflosung/Verflussigung (Kolliquation)

» Autophagie: Abbau von Bestandteilen und Organellen




Apoptose: 0000

a) Normaler Zellverband

b) Losung der Zellverbindungen
und Kondensation des

Chromatins

c) Fragmentierung und Pyknose

des Zellkerns in der @o@
0®

apoptotischen Zelle

d) Entzindungsfreie Elimination

der apoptotischen Zellteile
(0] (&

durch Phagozytose

Bocker et al.: Pathologie, 4.A. © Elsevier GmbH. www.studentconsult.de
RGN



Myokardinfarkt

Koagluationsnekrose

a) lehmfarbene Abblassung des
Myokards im Infarktgebiet und
rotliches, resorptives
Granulationsgewebe im Randbereich
(Pfeile)

b) eosinophile Nekrosen (N) des
Infarkts
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Bocker et al.: Pathologie, 4.A. © Elsevier GmbH. www.studentconsult.de



Hirninfarkt
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Kolliquationsnekrose:

- Enzephalomalacia
alba/rubra

- Pseudozyste

© PathoPic
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DIAGNOSTISCHE
TECHNIKEN

Immunhistochemie
Immunfluoreszenz
Elektronenmikroskopie




Immunhistochemie

» Lokalisation v. Epitopen (Aminosauresequenz) gesuchter
Antigene

» Zellbestandteile

» Zytoskelett

» Zelladhasionsmolekile

» Hormone

» Rezeptoren

» Erreger
» Detektion und Phanotypisierung von Tumoren
» Primarer u. sekundarer Ak, Signalverstarkung
» Reaktionsmuster
» Spezifitat, Sensitivitat

» Epithelial, mesenchymal, neuroendokrin, hA&matologisch,
Proliferation...
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Detektionsmethoden
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Direkte Methode Indirekte Methode Indirekte Methode mit Signalverstarkung

olerMorde® sd=rMANd=O

[M] Markermotekal @ soiin
Avidin
{mﬁrsrl\ntik&p@f kokund&rer Antikdrper

Abb. 1-7 Immunologische Verfahren zur spezifischen Darstellung von Proteinen in Gewebe und Zellen (Immunhistologie) oder in Extrakte:
(wmm'slot).




Epitope
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» Antigene Determinanten

» Oftmals art- bzw. individualspezifisch

» Zelltypspezifische Epitope I

» Sehr selten
» CD3: Ausnahme: T-Zell Rezeptor assoziierter
Proteinkomplex (4 Peptidketten) — spezifisch fr T-
Lymphozyten
» Expressionsunterschiede zur Identifizierung von
verschiedenen Zelltypen







CD34
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» Marker fur hamatopoetische Vorstufen
(Stammzellmarker)

» Endothelmarker

|00 Genelote - expression arrays 2 probesets matched by Genednnot; 1 unigue pattert

IR TR

—————— —— ———————
I I I I I I | I I | I I
BMFE SFL TMS BRM SPC HRT MSL LWR FMC FP3T KDM LMG I

Mormalized intensity
=
T
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GeneMote - expression arrays 2 probesets matched by Genednnot; 1 unigue patterr]

-
Mormalized intensity

I | I | | | | I I I I I
BMF SFL TMS BRM SFC HRT MSL LWE FMC F3T KDM LNG




Mechanisms of HER2 Overexpression

1 =Gene Copy Number
2 = Transcription

3=Protein Synthesis b

Normal Cell Overexpressing Cell

4 p185HER2 receptors = 4 cell proliferation



Mammakarzinom: HER2 +++
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Antikorper Routinediagnostik

A-AT DOG-1 KOC- 1

AE 1/3 EBER LCA

AFP EBV Mammaglobin

ALK D5F3 E-Cadherin MAP-2

Amyloid { EMA MCT PSA
Androgen Rezeptor ERG Mealan A RCC

BerEP-4 F Xllla Mel A / 5100 Cocktail Retinoblastom
Brachyury Fibrinogen Mesothelin ROS-1
BRST-2 Fibronectin MGB S-100

clg GAL3 MIT F S-100P

c3c Gastrin MLH1 SALL-4

cdd GATA-3 MSH2 SATB-2
c5b-9 GFAP MSHE SMA

CA-125 Glut-1 Muc ( SM-Myosin
CA-19-9 GS (Glutaminsynt.) MyoF D5 SOX 10
Caldesmon 5 HT {Serotonin) NANOG S0X 9
Calponin HBME-1 Napsin A SRIF {Somatostatin)
Calretinin beta HCG Nestin STAT -6
CAMS.2 Heliobacter Neuroblastom (NB84) Surf. Apo (
CcD 3 Hep call AG NF SV -40 BK
CD 10 HHF 35 NSE SYN

CD 20 HMB45 NUT Tenascin

CD 1 HMW QCT 3/4 TFE3

CD 34 HPV ( Olig2 Thrombomodulin
CD 56 / NCAM HSP-T0 p16 TLEA1

CD 68 H3V ( pd0 Trypsin

CD 89 lgA p53 TTF-1

CD 117 (c-KIT) IgG p57 TTF-1/CK5
CD 146 lgG4 p62CT Tyrosinase
CD 163 IgM p63 Ubiguitin
CDX-2 Inhibin PAX { Vim

CEA( INI 1 (BAF4T) PD-L122C3 WT-1

CG Involucrin PGP-3,5 Sonderwiinsche
Claudin ( JC pHist H3

CMmv Ker ( pan ) PIN -4 Cocktail

D2-40 Ker ( PLAP HE

Desmin Ki-B7 PMS-2 Leerschnitte {
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. Laborbestellung X
Information
E-Nummer 93211/2022 v] Liefern an | & viertler Christian v|
[ Alle Schnitte Neu :
Besteller & Viertler Christian lv ] Prioritat (keine) |V]
Quelle/Typ Block > |EK1_Cito ~ | |Immunhistochemisches Labor [V‘

[+
) Leeren & Zur Bestellung hinzufiigen ﬁ Bestellen ¥ td Bestellungen vergréBern

Myogene Marker Keratin Marker Hématologische Marker
[] Smooth Muscle Actin [1A4] [] Pan Cytokeratin [BS5] O cb3
g Mt [] Desmin [D33] [J Cytokeratin [AE1/AE3] 0] cD20cy [L26]
[ pan-TRK Assay [EPR17341] O Muscle Actin [HHF35] O Cytokeratin [CAM 5.2] [ cD30 [HRS4]
O PD-L1 [SP142] [ MyoD1 [5.8A] [ Cytokeratin 5/6 [D5/16 B4] [J CD68 [KP-1]
[ PD-L1 (SP263) Assay @ [ Myogenin [F5D] @ O cytokeratin 7 [OV-TL 12/30] [ cD138 [MI15] 3
[0 PD-L1 [ 22C3] [ Caldesmon [h-CD] [ Cytokeratin 20 [SP33] [J cD45, Leucocyte Common Anti [3)
[ SALL4 (M03) [6E3] 3
[ stat6 [D-1] Melanom Marker Neuro-endokrine Marker Rundzellige Marker
[J BAF47 (INI1) SNF5, SMARCB1 @ [ Melan-A [A103] @ O chromogranin A [LK2H10+PHE @ [J CD99, MIC2 Gene Product [12E
[0 BRG1 (SMARCA4) [EPNCIR11 @ [J Melanosome [HMB45] [J Synaptophysin [DAK-SYNAP] [0 WT1 [6F-H2]
[] SATB2 [EP281] [J Melanosome [HMB45] Magent: @ [] Neuron Specific Enolase [BBS/I @ [J ETS Translocation Variant 4, Pc
[ TFE3 (P-16) @ O s100 [ cD56 [MRQ-42] [ NKX2-2
[J TLE1 [1F5] [J Microphthalmia transcription fa [ Glial Fibrillary Acidic Protein
[ Brachyury (H-210) [] SOX-10 [SP267]
O] p40 [BC28) Vasculare Marker Proliferations Marker
[ p53 Protein [DO-7] Metastasen Marker [ Endothelial Cell CD31 [Jc70A] @ [ Ki-67 [MIB-1]
[J p63 Protein [DAK-p63] [J GATA-3 [L50-823] [J CD34 Class Il [QBEnd 10] [ Histone H3.3 G34W [RM263]
[ Trimethyl-Histone H3 (Lys27) [ Thyroid Transcription Factor [S [ Podoplanin [D2-40] Lipomatose Marker
[] Beta-Catenin [14] (] CDX2 [DAK-CDX2] O] WT1 [6F-H2] ] MDM2 [IF2]
[ Vimentin [V9] [ Estrogen Rezeptor alpha [EP1] @ [] ERG (EPR3864(2)) [ Cdk4 [DCS-35]
[ Progesteron Receptor Clone [F @ [J Von Willebrand Factor [F8/86] @ [] CD34 Class1I[QBEnd 10] @)
[J ALK [D5F3] [ Pathway anti-HER-2/neu [4B5] [ Coagulation Factor Xllla [ Retinoblastom [G3-245] 3
[ NKX3.1 [EP356] @ O PAX 8 [SP348] [ Calmodulin binding transcriptio @ GIST Marker
[J SS18-SSX [E9X9V] O EMA [E29] [ CD117 c-kit
M PRKAR1A (OTIRCT) M MiIc4 18GT71 an M Dant 19P31

~
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Welcher Antikorper?
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» Gute Quellen?
» Kataloge

» Internet (zB NordiQC) I
» Firmenvertreter
» Mundpropaganda/Erfahrung I
» Aussagen uUber Verwendbarkeit zu unterschiedlichen
Zwecken

» Immunoblot, Gefriermaterial, Paraffinmaterial etc.




Estrogen Receptor (beta)

Estrogen Receptor Clone EMR02

1L Lyophilized NCL-ER-beta P (HIER) W
Clone 6F11
2 mL Lyophilized NCL-ER-6F11/2 FP (HIER) W C Estrogen Receptor alpha (ERa) and beta (ERP) are the trans|
1 mL, 0.1 mL Lyophilized NCL-ER-6F11 F P (HIER) W C AR i s doun oniaindlhdl |

il 0gYy,
2 mL Liquid NCL-L-ER-6F11/2 FP (HIER) W C pe 8
I mL Liguid NCL-L-ER-6F11 F P (HIER) W C ly distinct in sequence =

cloned onginally frrom

7 mL ready-to-use RTU-ER-6F11 F P (HIER) W
7 mL Bond ready-to-use PA0151 P (HIER)

dentitied in

sed as multiple

tibod

parameter
therapy. T

ed charco

=
©
>
-
T
: £
Ets-1 Oncoprotein g_

Clone 1G11

product specific information I mL, 0.1 mL Lyophilized NCL-ETS-1 F P (HIER) W
Clone 6F11, raised to the full length alpha form of the « epto
molecule. Clone 11 nas been €
Jy. 183
NCL-L-ER-B6F11/2 are more economic

of clone 6F11 ! “_'”" 10 gepend or

Journal o7 Pathe

IC Carcinom

ai1salion S ',Uf_‘lt“-_ avere

TIuCosa but positive in e Jthelia

mal fibroblasts, often with increa

diacent 10 neoplastic cells



Polyklonale (vs. monoklonale) Antikorper
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» Erkennen mehrere Epitope I

» Vorteile

» Weniger anfallig auf Fixierungsunterschiede, pH

» Meist billiger
» Nachtelle

» Haufiger unspezifische Reaktionen

» Begrenzte Reproduzierbarkeit

» Begrenzte Liefermdglichkeit

» Oft nicht aufgereinigt (Gelfiltration), haufiger Hintergrund

» Ascitesfllssigkeit: hoher Anteil an unspezifischen Proteinen I



IHC - Durchfuhrung,
Interpretation
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» Gewebeaufarbeitung I

» Gewebeasservierung

» Tissue arrays

» IHC Durchfiihrung, Detektionsmethoden I
» Pitfalls, Qualitatskontrollen

» Gerate, Automatisation
» Reaktionsmuster

» Spezielle Anwendungen




University of Graz

Medical

=
©
=
-
@
L
2
C
L
3
>
N

Empfehlung 1:10




Resultat
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Dickdarm-
schleimhaut




Gute Fixierung
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Gewebeaufarbeitung

»Einer der entscheidensten Schritte der
IHC

»Fixierung - Antigen/Target retrieval

» Proteincrosslinking durch Formalinfixierung
» Enzyme, Hitze, Buffer

»Gefrierschnitte
» Schlechtere Qualitat der Morphologie
» Hoherer Aufwand
» Teure Aufbewahrung
» Fur einige Epitope trotzdem notwendig
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Gewebe-Mikroarray
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»\ortelle:

» Mehrere hundert Gewebeproben in einem

Paraffinblock I
» Gute Vergleichbarkeit in technischer Hinsicht
» Geringere Kosten fur IHC
»Nachtelile:
» Hoher Aufwand in der Herstellung

» \Wesentlich kleinerer Gewebsausschnitt zur
Beurteilung




Gewebe-Mikroarray
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Gewebe-Mikroarray
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Antigen Demaskierung
(antigen/target retrieval)

» Hitzeverfahren
» Mikrowelle: 20-30min

» Druckkochtopf
» Citratpuffer pH 6.0
» TRIS-EDTApH 9.0

» Proteolytischer Verdau

» Proteinase K, Trypsin,
Chymotrypsin, Pepsin, Pronase
etc.

» Kombinationsverfahren
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IHC Durchfuhrung

» Blockieren
»AK Bindung

»\Waschen

»Visualisierung der Immunreaktion




Visualisierung der
AG-AK Reaktion

» Enzym — Farbstoffumsetzung
» Peroxidase (1966)
» Alkalische Phosphatase (1978)

» Fluoreszenzfarbstoff
» Colloidales Gold

» Radioaktive Markierung
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brary

Coons et al 1941 - developed the
fluorescence antibody technique - the
labeled antipneumococcal antibodies with
anthracine allowing them to detect both
the erganism and the antibody in tissue
using UV excited blue fluorescence

Manuscript:

Immunelogical Properties of an Antibody Containing a Fluorescent Group

Alhert H. Coons, Hugh J. Creech and B. Norman Jones
Depariruent of Bacberiolosy and Fraromelesy, Harvard hedical Scool, and the Chendoal Laboratory, Hanvard Universily
Froc. Soc. Exp . Biol Wed. 47:200-20F 1941




Haufige Fehler
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» Fixierung
» Schnittqualitat

» Dicke, Falten etc. I
» Unzureichende oder zu aggressive Antigendemaskierung
» Antrocknen wahrend der Immunreaktion
» Zeitdauer der Inkubation
» Unzureichende Hemmung endogener Enzyme

» Peroxidase, alkalische Phosphatase etc.

» Substratlosungen zu alt




Unzureichende Fixierung
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Zu intensive Mikrowellenbehandlung
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Unzureichende Enzymhemmung
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Substrat zu alt







Automatisierung

» \orteile

» Hoher Durchsatz
» Arbeitsersparnis
» Konstante Qualitat

» Exaktes Einhalten der
Inkubationszeiten

» Reproduzierbarkeit

» Horizontal vs. vertikal

l Medical
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» Nachteile

» Kosten
» Keine “individuelle” I

Behandlung von
Schnittpraparaten und
AntikOrpern

» Kein manueller Stopp
der Farbreaktion




Automatisierung




Reaktionsmuster

»Nuklear

» Zytoplasmatisch
» Membranstandig
»Golgi

» Endoplasmatisches Retikulum

» Kombinationen




Nukleares
Reaktionsmuster

- Ki-67 (MIB-1)
Proliferation




Endoplasmatisches Retikulum
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Membranstandig
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Membran und Golgi
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CD30
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Doppelfarbungen
braun/rot
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Immunfluoreszenz IN
» UV Licht

» Fluoreszenz-markierte Antikorper

» Direkt/indirekte Methoden

» Sensitiver, teurer

» Co-Lokalisation unterschiedlicher Ag

» Hohe Auflosung notwendig

» Geeignete Farbkombinationen in der
Visualisierung

» IHC, Immunfluoreszenz

» Bsp: Autoimmunerkrankungen (Niere, Haut)




Leber CK Co-lokalisation
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Leber CK Co-lokalisation
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Leber CK Co-lokalisation
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Elektronenmikroskopie

»1000-500000x (Lichtmikroskopie bis 1000x)
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» Ultrastruktur von Zellen

» Transmissions-EM: I
» 2D schwarz-weiB Bild

» Gewebe gibt Elektronen ab (hell) od lenkt sie ab
(dunkel)

»Scanning EM

» 3D schwarz-weil} Bild

» Elektronenstrahl uber Gewebsoberflache, sek.
Elektronenabgabe

» Niedrigere Auflosung, Forschung




Elektronenmikroskopie
Technik

»Glutaraldehyd u/o Paraformaldehyd -
Fixierung

» Osmiumtetroxid - Nachfixierung

» Kunststoffeinbettung (Epon, Lowicryl)

»Schnittdicke 60-80nm
(Diamantmesser)

»Kontrastierung: Uranylacetat,
Bleicitrat




Elektronenmikroskopie
Anwendungen

»Zellorganellen
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» Mitochondrien, Peroxisomen, Endoplasmatisches

Retikulum, Golgi, Lysosomen
»Zellmembranen, -verbindungen I
» Zytoskelett

»Einschlusskorper

» Anwendungsbeispiele:
» Biopsien von Niere, Haut, Herz, Nerven, Muskel
» (Lysosomale) Speichererkrankungen
» Erreger: Viren
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A, C3 glomerulonephritis. C3 is strongly
positive in the mesangium (C3 x 40). B,
Dense deposit disease. A ribbon-like
deposition of strongly electron-dense
material is seen in the glomerular
basement membrane (electron
microscopy).

0 Notes

© Gattuso, Diff. Diagn. Surg. Path.




Vermehrung von Mitochondrien
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Kristalline Einschliisse
in Mitochondrien
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ViruseinschluBbkorper
(Zellkern)
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MOLEKULARPATHOLOGISCH
METHODEN




Methoden
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» Proteinnachweis, -quantifizierung
» Western Blot, Immunhistochemie

» DNA Nachweis / Quantifizierung
» Southern Blot, in-situ Hybridisierung, (quantitative) PCR

» RNA Quantifizierung
» Northern Blot, Quantitative RT-PCR, cDNA-Chip
» Mutationsanalyse
» RFLP, Sequenzierung, Schmelzpunktanalyse, Hybridisierung
» Deletionsanalyse
» PCR, Sequenzierung
» Translokationsanalyse
» Southern Blot, (RT-)PCR, FISH




Extraktion Nukleinsauren

» FFPE, nativ, frozen; body fluids, FNA, Blut etc.
» DNA/RNA lsolierung (Kits, Automatisierung)

» Quantifizierung, Qualitatskontrolle:

» Konzentration: Spectrophotometer (UV Absorption,
260nm)

» Reinheit/Purity: A ;40 - 320): A280-320) Fatio

» Integritat: Fragmentlangenanalyse,
Gelelektrophorese

» DNA: FFPE (<100bp-1kb), frozen (bis 30-40kb)
» RNA: 28S (~5kb) und 18S (-2 kb) ribosomale RNA (rRNA)

» Qualitdt abhdngig v. Ausgangsmaterial und prda-
analytischen Faktoren (zB. Fixierung, Lagerung)!

l Medical
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RNA/DNA Qualitat
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Representative results for RNA integrity on Agilent Bioanalyzer. (A) Genomic DNA extracted from corresponding FFPE, PFPE,

Viertler et al, J Mol Diagn. 2012

and snap-frozen (CRYO) samples of 5 human colorectal cancer

cases was separated on 1% agarose gels and visuali ith
ethidium bromide.

(B)Long-range PCR was performed using the QIAGEN
LongRange PCR Kit. Primers 33093F and 38185R w ed
for amplification of a 5093 base pair (bp) fragment of n

tuberous sclerosis complex.
(C)Multiplex PCR of eight fragments of different human genes
(222-955 bp).



Gelelektrophorese

»Methode zur Separierung, ldentifizierung

und Aufreinigung von Nukleinsauren
(60er)

»Negativ geladene Nukleinsauren wandern
im elektrischen Feld auf einem Gel von
Kathode zu Anode abhangig von Grofe,

Konormation, Ladung, Porengrofe des
Gels

»Agarose und Polyacrylamid Gele und
Variationen (pulse field, capillary etc.)

» Visualisierung von DNA (Ethidiumbromid,
SYBR)




In situ Hybridisierung
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» Direkte Visualisierung v. NS in Zellen/Gewebe
» HE/Lichtmikroskopie:
» CISH
» Chromogen
» MISH
» Metallographisch (Silver/SISH)
» SISH/CISH

» zB. HER2 Amplifikationsbeurteilung mit dualer Probe, Ratio HER2
zu Zentromer Ch17 Signale

» Fluoreszenzmikroskopie:
» FISH

» Fluoreszenz

» Multiple Probes moglich
» zB. MDM2/CDK4 Amplifikation Liposarkom




In Situ Hybridisierung
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Fixed tissue Microscope lad
section slide
\ /\.

Labeled
probe

Proteinase digestion

Probe hybridization g\

Wash
Detection

& Figure 1-22: In situ hybridization (ISH). Slide-mounted tissues are pretreated/protease digested to
facilitate labeled probe access to nucleic acid targets for hybridization. Chromogenic ISH involves
the detection of a hapten-labeled probe with enzyme-labeled secondary reagents and a
chromogenic substrate. Fluorescence ISH involves the use of fluorophore-labeled probes or

fluorescence-labeled secondary detection reagents.
(Modified from Leonard DGB [ed]: Diagnostic Molecular Pathology. Philadelphia, WB Saunders, 2003.)
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HER2 Dual ISH (Ventana)

HER2 Amplifikation (schwarz, SISH, silver)
Ch17 Zentromer (rot, CISH)

© Gattuso, Diff. Diagn. S
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HER2 FISH assay (PathVysion, I\AS
Abbott)

Verhaltnis HER2
(rot)/Cen17 (grin)
A) Keine
Amplifikation
B) Amplifikation

© Gattuso, Diff. Diagn. Surg. Path.



Amplifikation FISH (WDM2/CDK4)
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Detektion von DNA/RNA
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Keine Aussage uber Lebens- oder
Vermehrungsfahigkeit

Keine Screeningmethode

Hohe Sensitivitat

» Viren

» HPV, CMV, EBV, Hep C, VZ etc.

» Bakterien

» Staph. aureus, E. coli, Pseudomonas aerug. I
etc.

» Parasiten
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RNA In-situ Hybridisierung
HPV high risk (16/18)
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HPV RNA im Cervixepithel bei LSIL (A: CIN 1), HSIL (B: CIN I, C: CIN Ill). RNAscope CIS
(Advanced Cell Diagnostics).



PCR
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» In vitro Amplifikation von DNA durch automatisierte
Zyklen von Denaturierung, Annealing,
Extension/Synthese in Thermocycler

» End-point PCR:

» 30-50 Amplifikationszyklen

» Analyse des PCR Produkts (Gel)
» Real time quantitative PCR:

» ,,Cylcle by cycle monitoring® durch Messung des
Fluoreszenzsignals des Amplicons

» Reverse Transcription PCR: RNA Expression, cDNA Synthese
» Digitale PCR:

» Viele ReaktionsgefalRe, hohe Sensitivitat
» Absolute Quantifizierung (vs relativ zu Standardkurve)




Durchfuhrung - PCR
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» Denaturierung 56 D
lDNA denaturation (95°C) o
»Primer Annealing S T 3
l N L5
. . Primer annealing (40° to 60°C)
’Synthese/Amp“f'ka“O 5':|P! T -l| T T T T T T T T T 1 |,g E’SE E
3;5_;%%’ | | | 1 | | | | 1 | | Fl,rlrlnelr21=5; (%‘
n l DNA synthesis (72°C)
500
>Trennung der A o A O THTelrzﬁ?"
3= 5
Produkte naCh GI’OBG lHepeatcycleSO-SOtlmes .
i, e s peR
» |dentifizierung und U o T

An alyse Cycle 2 Cycle3  30to 50 cycles
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Anwendungen

» Erregerdiagnostik

l Medical
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» Genetische Erkrankungen

» Hamatologische Erkrankungen (zB bcr-abl
Translokation bei CML)

» Sarkome (Genfusionen zB EWS/FLI1 Ewing)

» Charakterisierung solider Tumore (zB HNPCC,
Mammakarzinom)

» |ldentitatstestung
» Zirkulierende Tumor/Pathogen Signaturen
>...




HPV 18 - PCR
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Nachweis von Erreger-DNA
mittels PCR

Vorteile Nachteile

»Un-/schwer » Aufwand
kultivierbare »Kontaminations-
Organismen gefahr (falsch

> Leitfaktor positive Ergebnisse)

» Hohe Sensitivitat , ,
»Keine Screening-

methode
»Keine Aussage L’lberl

NEU: NGS basierte 16s rRNA Sequenzierung aku te Erkran kU ng



