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Agenda for presentationen

* Genetik och FISH
* FISH inom cytologin
* Metodutveckling
* Analysens utmaningar
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Genetikens utveckling

FISH-analys
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NovaSeq-sekvenator for WGS och paneler
Al’l‘ay- ba Sera d ana lyS Bildkalla: https://ngisweden.scilifelab.se/technologies/illumina/novaseq-x-plus/



Denature
£l to separate DNA strands and
uorescently allow probe access to target DNA.
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What is FISH?

Fluorescence In Situ Hybridization
‘ Detects and localizes specific DNA sequences using
fluorescently labeled complemeantary DNA probes.

Hybridize
together to bind

probe to target
DNA.

probe signals using a
fluorescent microscope.

Bildkalla: www.ogt.com



Bildkélla: Okand/arkivbild
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Bildkalla:
https://www.researchgate.net/publication/323734514_Flo
urescent_peptide-stabilized_silver-nanoclusters_a_solid-
phase_approach_for_high-throughput_ligand_discovery




Exempel pa applikationer av FISH-analys
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Bildkalla: https://metasystems-probes.com

MDM2-amplifikation som diagnosticerar liposarkom



Exempel pa applikationer av FISH-analys
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Bildkalla: https://metasystems-probes.com/en/probes/

Analys av deletion pa kromosom 1q samt
19p, vilka tillsammans diagnosticerar
oligodendrogliom

D19S1025
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RH26548
ZNF443

MANZ2B1
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19p13.2

RH68396

19q13.3
GLTSCR1 (BICRA)
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Bildkalla: https://metasystems-probes.com/en/probesis710.2
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Bildkalla: Arkivbilder Microsoft

Fordelar med
FISH

Snabb turn-around-tid

Relativt billig analys

Kan se subklonalitet

Arbetar pa cellniva

Kan arbeta med sma mangder
tumor



FISH och urincytologi

Kanslighet (sensitivity): Formagan
att identifiera sant positiva fall

Specificitet: Formagan att
identifiera sant negativa fall

Patienten har
faktiskt
sjukdomen

Patienten har inte
sjukdomen

Positivt test

Negativt test

FALSKT
NEGATIV

FALSKT
POSITIV

SANT
NEGATIV




Joeraeal of Modecadar Driagnostics, Vil 2, Noo 4, Augost 2000
gt B Anerican Society for Deoesigarioe Pathology
etned The Associction for Molecular Pathodogy

The Development of a Multitarget, Multicolor
Fluorescence in Situ Hybridization Assay for the
Detection of Urothelial Carcinoma in Urine

Irina A. Sokolova,” Kevin C. Halling,’

Robert B. Jenkins,” Haleh M. Burkhardt,”

Reid G. Meyer," Steven A. Seelig,” and

Walter King®

From Vysis, fnc.,* Downers Grove, [finols; and the Department

if Laboratory Medicine and Patbology,” Maye Clinic and
Foundation, Rochester, Minnesota

The purpose of this study was to develop a multitar-

get, multicolor fuorescence fn sifta hybridization
(FISI) assay for the detection of urothelial carcinoma
(UC) in urine specimens. Urinary cells olvained from

ureters and renal pelvis). Most cases of UC arise in the
bladder, but renal pelvic and ureteral UC account for
approximately 5% of UC." In the bladder, non-invasive
papillary UC, UC in sitw, and UC that has invaded not
deeper than the lamina propria are referred to as super-
ficial bladder cancer. UC that has invaded into the mus-
cularis propria of the bladder is referred to as muscle-
invasive bladder cancer. Patients with muscle-invasive
disease generally undergo cystectomy in an attermpt to
prevent the development of metastatic bladder cancer.
Patients with superficial bladder cancer, on the other
hand, are followed at regular intervals (eg. every 3
months) for tumor recurrence and progression, usually
with cystoscopy and cytelogy. Numerocus studies have
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Rod = kromosom 3
Gron = kromosom 7
Aqua = kromosom 17
Gold =9p21 (CDKN2A)




TPS-kategorier for urinprover

The Paris System
for Reporting

U‘[\i\nTry (ytology

Unsatisfactory

Negative for High Grade Urothelial Carcinoma (NHGUCQC) )))/

Eva M. Wojcik

Daniel F.I. Kurtycz
Dorothy L. Rosenthal
Editors

Atypical Urothelial Cells (AUC)

Suspicious for High Grade Urothelial Carcinoma (SHGUC)

Positive for High Grade Urothelial Carcinoma (HGUC)

@ Springer

Bildkalla: https://www.amazon.se/-/en/Paris-System-Reporting-Urinary-
Cytology/dp/3030886859



Maria Johansson
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, underskoterska vid Endoskopienheten, Muhammed Al-Jabouri, assisterande operatér och Urban Arnelo, huvudoperator,
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Nationell hégspecialiserad vard for PSC
tilldelas Norrlands universitetssjukhus

f Nin v R

Region Vasterbotten och Norrlands universitetssjukhus far som en av fem enheter i
landet tillstand att bedriva nationell hogspecialiserad vard for avancerad invasiv

diagnostik och behandling av primar skleroserande kolangit (PSC).

Bildkalla: Intranatet Region Véasterbotten

Nationell
hogspecialiserad vard:

Offentligt finansierad vard
som bedrivs vid som mest
fem enheter i landet.
Endast ett fatal vardgivare
kan uppfylla kraven pa
kompetens, tillganglighet
och arbete |
multidisciplinara team.



Metodutveckling

Inkdp och test av prober pa olika material
Validering av metoden - dubbelanalys med
Karolinska

Studiebesok hos andra som kor metoden
Morfologigenomgangar for FISH-personal
Utokat personalstyrka genom samarbete

med cytodiagnostiker

) e . . ®o»
Battre stod for morfologiskt guidad analys i



IDS7 — mer exakt analys av samma celler
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Analys och tolk SH - Pariskriterier

« Celler réknas sOm avvikande Aar
det finns en gain (>2 signaler) for
tva eller fler av 3/7/17 eller en
homozygot del.etion§‘p21 (nell «

The Paris System
for Reporting
inary Cytology

signaler).
! . - Eva M. Wojcik
* Testet ar positivtom = 4 av 25 Daniel F. Kurtycz
J Dorothy L. Rosenthal
analyserade celler har denna gain, Editors
eller om = 12 aw25 celler har nall 2 Second Ediion
9p21.

@ Springer



Homozygot deletion av 9p21 (samt extra
signal av rod markor)

Bild ur IDS7 pé cytologiskt avvikande celler Motsvarande celler i FISH-mikroskop



Aneuploidi

Bild ur IDS7 pa cytologiskt avvikande celler Motsvarande celler i FISH-mikroskop
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UroVysion

CEP 3-Red /CEP 7 - Green / CEP 17 - Aqua / .S CDKN2A ©p21
Analysera minst 25 morfologiskt abnorma celler.

Abbott Cat Nr: 02J27-020
Om ett av foljande kriterier har uppnatts avslutas analysen:
Sikerhetsaspekter: Tank pa att immersionsolja r irriterande, anvand skyddshandskar. o Minst 4 av 25 celler visar okning av 2 eller fler kromosomer (3, 7 eller 17) i samma cell
e Minst 12 av 25 celler saknar 9p21-signaler (homozygot deletion)
Fortsalt annars analysen tills minst ett av kriterierna har uppnatts eller tills hela provet har analyserats.
Glas nummer: |
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Kvalitetskontroll-
program -
Samarbete med
ovriga
laboratorier |
Sverige
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Bildkalla:https://stalvik.se/landsfakta-x-y/sverige-fakta/sverige-karta/



Morfologiskt riktad analys vs spotcounter

Bildkalla: https://metasystems-international.com/en/products/metafer/



Analytiska knepigheter - Tetraploidi
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Analytiska knepigheter — overlappande celler
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Analytiska knepigheter — overlappande celler




Analytiska knepigheter — svaga signaler och
bakgrundsfluorescens




Analytiska knepigheter — svaga signaler och
overlapp




The Paris System
for Reporting
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Lang (pre)analysprocess leder till
svarigheter att felsokal!




Sammanfattning

* UroVysion-FISH bidrar till
specificitet och sensitivitet vid
urin-och gallgangsdiagnostik.

* UroVysion ar en riktad, ofta
morfologiskt guidad genetisk
analys.

* Det finns en del analytiska
utmaningar vid FISH-analys av
urin och gallgang
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