SEKK Zavére€na zprava k vyhodnoceni pilotni studie EHK

Divize EHK uréend pro G¢astniky cyklu

Cyklus: VIB2/18 — VSeobecna imunohistochemie - barveni

Tento cyklus byl realizovan v souladu s dokumentem Plan EHK 2018, ktery je k dispozici na adrese www.sekk.cz
v oddile EHK. V tomto dokumentu naleznete informace, které se tykaji jak tohoto konkrétniho cyklu, tak EHK obecné.
Kontakt na poskytovatele EHK a na koordinatora EHK nal eznete na www.sekk.cz v oddile O nés.

Vzorky

Byly pouzity vzorky (histologickd skla se dozenymi tké&iovymi bloky), které byly pripraveny na pracovidti
subdodavatele.

Kazdy Ucastnik obdrzel 5 skdl (oznatenych A az E) a pro kazdé sklo bylo predepsano barveni, které ma Ucastnik
provést. Pro piipad, Ze by néktery G¢astnik nemohl predepsané barveni provést, méli Ugastnici k dispozici jesté dalsi
markery, ze kterych mohli zvalit ndhradu.

V piipadé, ze by v prabéhu barveni doSo ke znehodnoceni vétsSiho poctu vzorkd na skle (3 nebo vice), mohli s
UCastnici vyzadat ndhradni sklo — proto je nutné, aby U¢astnici zpracovani vzorki provadéli co nejdiive po jegich
dor uéeni (abychom jim piipadné nahradni sklo stacili dorucit pred stop terminem cyklu).

Hodnoceni vydedka Uéastniki
Ukolem pracovi&’ bylo:
1. Provést piedepsané barveni standardnim postupem, ktery je pouzivan v ramci rutinniho provozu laboratore
(ptipadné provést neékteré z nahradnich barveni) ainformaci o barveni zapsat do privodniho listu.
2. Zadslat nam zpét obarvend skla (vzorky EHK) spolu s vyplnénym pravodnim listem.
Hodnoceni prace (kvality barveni) Ucastnik probiha tak, Ze se sejde hodnatici tym slozeny ze 3 experti. Tento tym
hodnoti kvalitu bar veni testovacich preparati ve Skale 0 aZ 2 body pro kazdé jednatliveé sklo takto:
0 ... barveni nevyhovuje
1 ... barveni je jesté prijatelné
2 ... barveni je vyhovujici
Skla, kterd Ucastnik obarvil jinym nez predepsanym nebo ndhradnim barvenim, nebo barveni vibec neuvedl, nejsou
experty hodnocena.
Predem byly definovany podminky pro hodnoceni, tj. za co bude snizovano bodové ohodnoceni. Jednalo se zeména o
nasledujici faktory:
Akceptovatelné: nizka Uroven ocekavaného barveni, siné pozadi.
Nevyhovujici: zcela negativni nebo velmi nizka Urovein barveni v ocekavané lokalizaci, maly rozdil mezi dabym
signdlem a vysokym piibarvenim pozadi, prakticky neumoziujici hodnoceni.
Kvalita barveni konkrétniho skla se nehodnati, pokud néktery expert oznaci sklo jako nehodnatitelné.

Experti posuzuji viechny vzorky anonymné, tj. bez znalosti pracovisté, které vzor ek zadalo.

MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.
Slozeni tymu experti MUDr. Petra KaSparovd, Ph.D.
MUDr. lva Zambo, Ph.D.

Experti s na nékolika anonymnich modelovych pripadech spoleiné otestovali svd méfitka pro hodnoceni a
prodiskutovali mozné sporné body tak, aby zajistili maximalni moznou shodu v interpretaci mezi jednotlivymi experty.
Bodova hodnoceni pro jednotlivé vzorky se od jednotlivych experti séitala, soucty tedy mohly dosahnout 0 az 6 bodt
pro kazdé testovaci sklo (vzorek EHK). Dosazené sumy boda byly nasledné hodnoceny takto:

Pocet bodiz Hodnoceni Doporudeni

6 nebo 5 vyborny vysledek

4nebo 3 akceptovatelny vyd edek Je vhodné vysledky barveni zlepSit (existuje prostor pro zlepSeni).
2 améng nevyhovujici vysedek Jde o varovny signal aimpuls k okamZitému feSeni

Je-li vydedek Gcastnika na zakladé bodového hodnoceni oznaten jako ,vyborny vydedek nebo ,akceptovateny
vydedek”, je takovy vydedek celkové v ramci EHK hodnocen jako Uspésny.

Zpisob usporadani tohoto cyklu je inspirovan systémem a webovymi strankami NORDIQC, etablovaného evropského
poskytovatele EHK pro imunohistochemii. Velmi doporucujeme pii vybéru priméarnich protildek a optimalnich
protokolt prostudovat pravé tyto stranky (www.nordigc.org).

Hodnoceni experty vychazi z hodnoticich kritérii NORDIQC, nicméné na zakladé nékterych ohlasi na vysedky
minulych cykla a po diskuzi ve vyboru SCP bylo expertam doporuceno, aby své hodnoceni pongkud , zmekgili* tak,
aby nulovy pocet bodi dostavaly jen ty preparaty, které dle ndzoru expertanelze pouzit v rutinni praxi.
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K omentar supervizora
Tohoto cyklu se zUcastnilo 72 pracovi&t’, z nich 11 ze Slovenska.

Vybeér tkédni pro EHK i vnitini kontroly se fidi obecnym pravidlem: spravné fungujici metoda dobie obarvi i vzorky
snizkou Urovni exprese antigenu. Proto se do kontrol zafazuji tkané, kde je pii dostatedné senzitivni metodé vys edek
barveni daby. V tomto cyklu je to napi. slaba pozitivita CK AEL/AE3 nebo E-cadherinu v hepatocytech, nebo slaba
pozitivita Glypicanu 3 ve stromalnich buiikach choriovych kiki.

Vydedky v tomto cyklu byly piekvapiveé slabSi nez v predchozich, piestoze testovany byly ty negjobycgnéjsi a ngjicastéji
pouzivané pratildtky. Celkova Uspésnost byla u nékterych barveni pod 80 %. Naopak, u specidlnich pratiléatek, jako
MSH2 nebo hepatocytarni antigen je Uspésnost absolutni. Bohuzel se ndm nedati dostat na 100 % kvalitu prikazu
Ki 67. Stde existuji pracovisté, kteratento klinicky extrémné zavazny marker barvi dabg.

Prosime ététe individualni komentare, které
naleznete ve svych vysledkovych listech.

Poznamky k jednotlivym testiim

Vzorek A

S-100 (Gspesnost 97 %): Nekteré reakce maji vyraznéjsi pozadi (jako nevyhovujici jsme oznagili preparédty, u nichz
podle naSeho nazoru hrozi faledné pozitivni zhodnoceni), jiné jsou slabé (coz se projevovalo zejména na buitkach
Langerhansovych ostravki a adipocytech, pripadné na dendritickych buitkach v tonzile). Doporucujeme zvézit, zda je
nutno pouzivat antigen retrieval (nékteré protilatky jgj nevyzZaduji a aplikace retrievalu vede k néartstu pozadi!) a zda
nelze primarni protildtku vice / méné fedit.

Vimentin (Uspédnost 100 %): Bez komentére.

Vzorek B

Hladkosvalovy aktin (SMA) (GspéSnost 78 %): | zde jsme se setkali sobéma extrémy — jednak neobycegné dabé
vydedky barveni (3 laboratore), jednak neobvykle silné faleSné barveni ve vSech bunéenych jadrech prakticky ve vech
tkanich a v3ech populacich. Tyto vysledky jsme nemohli nez oznagit za nevyhovujici, tento problémem se tyka deseti
laboratori z 61! Moznych vysvétleni je vice, nelze vyloudit, Ze je na trhu Spatna Sarze protilatky (v zadném piipadé ae
nemame dost informaci na to, abychom v tomto sméru mohli ¢init jakékoli zavéry). Lze také uvazovat o vlivu vysokych
letnich teplot natkang pii transportu (vSichni ale vime, Ze tkatové fezy jsou v termostatu vystaveny pomeérné vysokym
teplotdm beze zmeény reaktivity a navic vSechna skla byla transportovéna za stejnych teplot — pro¢ by tedy bylo
ovlivnéno jen 10 z nich). Nahodna kumulace stejné chyby v deseti laboratorich je velmi malo pravdépodobna. VSem
Ucastnikam, kterych se uvedeny problém tyka, zasilame individudni komentéte a velmi prosime o zpétnou vazbu
(e-mail nebo telefon) a pomoc pri hledani priciny této neobvyklé situace.

Desmin (GspéSnost 100 %): Bez komentate.

Vzorek C

Hepatocytar ni antigen (Uspésnost 100 %): VétSina vysledkn je velmi dobrych, néktera skla méla pozitivitu v jétrech
»jen” sttedné silnou a hned se to projevilo niZsi az negativni reakci v hepatocelularnich karcinomech. Je tedy potieba
nastavit reakci tak, aby sejatrabarvilavelmi silng. ,,Low-expressor” pro kontrolni tkané bohuzel neni k dispozici.

E-cadherin (Gspédnost 85 9%): VSechny nevyhovujici vysledky jsou shodné velmi slaba barveni, vhodny kontrolni
materidl jsou jatra, vSechny hepatocyty musi vykazovat alespoi slabou membranovou pozitivitu.

CK AEV/AE3 (Uspédnost 70 %): | zde jsme zaznamenali oba barevné extrémy — ¢ast vzorka byla s vydovené dabym
barvenim (zcela negativni jaterni parenchym a ruku vruce stim i falené negativni hepatocelularni karcinomy,
neobarveni ¢asti dlazdicového epitelu a dokonce i celych apendikanich krypt), Sest laboratori naopak velmi silng
nabarvilo i hladkou svalovinu ve vzorcich ze stény GIT (pfitom ostatni tkané kromé epiteli byly negativni, nelo o
diftzni pribarvovani ale o pomérné , specifickou” pozitivitu v hladkém svalu). Podobné jako u SMA tento fenomén
nedovedeme jednoznadné vysvétlit, zatim jsme jg v predchozich cyklech nezaznamendli. VSem G¢astnikaim, kterych se
uvedeny problém tyka, zasilame individudlni komentére a velmi prosime o zpétnou vazbu (e-mail nebo telefon) a
pomoc pii hledani priciny této neobvyklé situace.
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Vzorek D
M SH-2 (Gspédnost 100 %): Bez komentéie.

p53 (Uspésnost 84 %): VSechna nevyhovujici skla shodné vykazovala slabou Uroven barveni. K nastaveni reakce je
tieba pouzit normalni tkané svysSi prirozenou proliferaci (tonzila, apendix), kde by méla byt jasna, daba az stiedné
silnd heterogenni pozitivita v ¢asti bunék, zeména v bazich krypt resp. v germindlnich centrech folikuld. Protein p53 je
ubikvitné exprimovan ve vSech buiikéach, je ale velmi rychle degradovan a nabarvime jg pouze slabé pravé jen v silné
proliferujicich nenadorovych populacich (kam de patii i nékteré fibroblasty a lymfocyty ve stromatu nadori!). Jedinou
smysluplnou aplikaci imunohistochemie p53 je rozpoznani mutaéniho fenotypu, ktery je dvgji: extrémné silna exprese
ve vSech nédorovych buiikéch (mutovany protein se v bunice hromadi) NEBO zcela negativni exprese (mutace vede
k tomu, Ze protein vibec nevznikne). V piipadé slabé nastaveného barveni p53 dokaZzeme vétSinou urcit prvni typ
mutace, ale druhy typ s absenci proteinu neuréime, protoze sklo s negativitou ve stromalnich i v nadorovych bunkach je
NEHODNOTITELNE! Toto jsou pripady, které jsme oznacili za nevyhovujici, protoze provedené barveni neslouzi
danému (ajedinému) ucelu.

Ki 67 (Gspédnost 88 %): VétSina barveni je zcda v poradku, jako nevyhovujici jsme oznalili pripady se dabsi
pozitivitou — pozna se zefména na germindnich centrech. Jako vzdy v predchozich cyklech jsme na Ki 67 byli ponékud
piisnéjSi nez na jiné antigeny, nebot’ jde v moderni klinické onkologii o nesmirné dalezity marker a nemizeme
pripustit, aby byl v nékterych laboratorich systematicky podhodnocovan. Mohlo by to vést k poskozeni onkologickych
pacient. Nabizime zde pomoc — v piipadg, ze jste sKi 67 neuspéli nyni ¢i v predchozich cyklech, nevéhete se obratit
na supervizoranebo jinou IHC laboratot, k niz mate davéru, a pokuste se ngjit feSeni — obvykle stagi jen malo.

Vzorek E

Glypican 3 (Uspédnost 74 %): Prestoze jde o pomérné specialni protilatku, ¢asto jsme se setkali snizkou pozitivitou.
Pokud je trofoblast jen slabé pozitivni, stroméni butiky choriovych kika jsou negativni, pak prakticky vzdy jsou i oba
hepatocelularni karcinomy negativni (do kontrolniho materidlu byl zamérné vybran jeden HCC se silnou a jeden se
slabou expresi Glypicanu 3). Takovéto barveni pak neplni sviij U¢d — podporit dg. malignity — a tyto piipady jsme se
rozhodli oznagit za nevyhovujici.

CK 20 (Uspésnost 96 %): Bez komentére.
CK AEL/AE3 (Gspésnost 89 %): Komentér viz vyse.

Formalni nedostatky a technické problémy

Témet vSchni Geastnici ndm spolu se skly zadali i korektni popis zpisobu zpracovani skel (tj. v privodnim listu
zakrouzkovali, jaké barveni provedli, nebo zakrouzkovali, Ze dané sklo nezpracovali).

Jeden Ugastnik ale pravodni list vitbec nevyplnil (tj. nezakrouzkoval viibec nic), a proto jsme jej z cyklu vyradili. Dal§
dva pak pravodni list vyplnili nedpiné (vynechali néktera skla). Skla, pro kterd U¢astnik neuvede pouZzité barveni,
nezpr acovavame (experti je nehodnati, viz vyse).

DalSi problém, na ktery opakované narédzime, spociva v tom, Ze néktefi G¢astnici nam vracgi skla, ktera pred viozenim
do krabicek zigimé nebyla sucha — disledkem je, Ze se skla do krabicek prilepi ajgich vyjmuti je velmi obtizné amize
vést k poSkozeni skla. Proto prosime, abyste skla do krabiéek vkladali vzdy sucha.

Ugastnici, kterych se vy3e uvedené pripominky tykaji, naleznou ve svych privodnich listech individudlni komentéie.

Dlouhodoba Uspésnost

V nadedujici tabulce je uveden piehled celkové GspéSnosti Geastniki tohoto cyklu za posledni 2 roky. V zahlavi
sloupchi jsou uvedena jednotliva pasma Uspésnosti (0% ... nulova Uspédnost; 50 % ... Uspédnost 1 az 50 %;
75% ... UspeEdnost 51 az 75 % atd.). Na dalSich 2 réadcich je pak absolutni a relativni pocet Ugastniki, ktefi prisusné
Uspésnosti dosdhli.

Uspédnost| 0% 50 % 5% 80 % 85% 90 % 95 % 99 % 100 %

absolutni 0 0 2 3 5 15 22 0 25
relativni - - 28% | 42% | 69% 21% 31% - 35%

Pocet

Poznamka: Svou vlastni celkovou Uspésnost za posledni 2 roky naleznete ve svém vysledkovém listu.

Tietina Ucastnika tohoto cyklu vykazuje za posledni 2 roky Spickovou (100%) Uspésnost.
Celkova Uspédnost vetsiny eastnikii tohoto cyklu je vetsi nez 80 %.
Uspésnost 80 % nebo nizsi zaznamenalo 5 (tj. 6,9 %) G¢astniki — tento stav by mél byt vniman jako impuls ke zl epSeni.
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Odborna MUDr. Pavel Fabian, Ph.D.
supervize: Masarykiiv onkologicky Ustav
Zluty kopec 7
Brno

e-mail: fabian@mou.cz
Seznam vSech supervizort veéetné kontaktt nané je k dispozici na adrese www.sekk.cz v oddile EHK.

Zavéretna zprava svyjimkou priloh je vefgna (je zverginéna jako soucast souhrnnéno vyhodnoceni cyklu na
www.sekk.cz). Jednatlivé prilohy, oznagené kodem konkrétniho Ucastnika EHK, jsou uréeny pouze pro potiebu tohoto
Ucastnika.

Prilohy
Jako prilohu této zpravy jednatlivi Geastnici cyklu dale dostavaji:
Nazev pifilohy Pomamka
OsvédCeni o Ucasti Dostavaji Ucastnici, ktefi splnili podminky pro jeho vystaveni.
Vydedkovy list Dostavaji Ucastnici, ktefi uvedli kvalitativni vysedky.

(kvalitativni vysledky) Ve vydedkovém listu naleznete bodové hodnoceni barveni, které provedl tym experti
pro jednatlivd skla (symbolika je vysvétlena v legendg€). MiZete zde porovnat své
vydedky s anonymizovanymi vydedky (pocty bodi) ostatnich Ggastnika.

Na konci vydedkového listu kazdy Gcastnik nalezne svou celkovou Uspésnost — tedy
kolik procent vydedki zkouSek byl o o¢ekavanych (spravnych) nebo alespori
akceptovatelnych.

Poznamky:
. Vysvkéytlenl' obsahu jednotlivych zprav naleznete na adrese www.sekk.cz v oddile EHK pod odkazem Zpréavy pro Gcastniky EHK.
- Souhrnny prrehled vysledk:: tohoto cyklu je k dispozici na adrese www.sekk.cz.
Prilohy jsou identifikovany svym nézvem, oznacenim cyklu a kédem Gcastnika.
Zarovei Uéastnikiam vracime vSechna skla, ktera nam zadali.
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