Tipy pro fixaci tkane FFPE

Jak zajistit kvalitu RNA a podil nadoru pri

cileném testovani genové exprese metodou NGS

)
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Predanalytické zpracovani tkané zasadné ovliviiuje kvalitu RNA a uspésnost testu. VCasna fixace, vhodna
tloustka tkané, kontrolovand expozice formalinu a dostatecny podil nddoru pomahaji zvysit pravdépodobnost ziskanf{
dostate¢ného mnozstvi kvalitni RNA pro nasledné cilené testovani genové exprese metodou NGS.

1 OKAMZITE ZPRACOVAN| PO OPERACI

* Minimalizujte dobu studené ischemie: kdykoli je to
mozné, vlozte tkan do fixacniho roztoku do 30 minut od
chirurgického odbéru.

¢ Az do fixace uchovavejte tkan v chladu, ale pred
fixaci formalinem ji nezmrazujte.

» Pred fixaci se vyhnéte dlouhodobému plsobeni pokojové
teploty nebo fyziologického roztoku.

* Ocekavané zpozdéni fixace sdélte patologické laboratori.

2 POSTUPY FIXACE

* Pro rutinni zpracovani FFPE pouzijte 10% neutralni
pufrovany formalin (10% NBF).

» Tloustka tkédné je zasadni pro dostate¢nou a rovhomérnou
fixaci. Vzorek o tloustce priblizné 4 mm vyzaduje za
obvyklych podminek asi 24 hodin k Uplné fixaci.

* Obecné se doporucuje fixovat klinické tkanové vzorky v
10% NBF nejméné 6 hodin a nejdéle 72 hodin.

e Zajistéte Uplné ponoreni tkdné do dostatecného objemu
fixacniho roztoku; vzorky v nddobé tésné nestlacujte.

* Vyhnéte se nedostatecné i prili§ dlouhé fixaci. Obé mohou
nepriznivé ovlivnit kvalitu nukleovych kyselin a nasledné
molekuldrni testovani.

e Dodrzujte validované laboratorni postupy pro zpracovani
tkani a prislusna doporuceni CAP pro manipulaci se vzorky.

¢ Odkaz CAP: Practical Guide to Specimen Handling in
Surgical Pathology.

3 ODESLANi VYBRANEHO BLOKU NEBO SKLA

¢ Odeslete jeden vybrany FFPE blok s nadorovou tkani.
Patologicka laboratof z néj mlzZe vybrat nejvhodnéjsi tkan

a urcit potfebny pocet rezd.

* Odesilate-li nebarvené sklo, pouzijte Cerstvé narezané

rezy a pred molekuldrnim testovanim minimalizujte dobu
jejich skladovani.

e Pokud se predpoklada molekuldrni testovéni, vyhnéte se
zbytecné spotrebé tkané pri histologickém zpracovani.

4 VYBER VZORKU A PODiL NADORU

» Kazdy rez zaslany k genomickému vysSetreni by mél mit
plochu alespori 9 mma2.

» K provedeni testu je nutny nejméné 30% podil
invazivniho nadoru.

* Procento nadoru se vypocita jako odhadovany pocet
invazivnich nddorovych bunék déleny celkovym poctem
bunék s jadrem.

* Je-li to klinicky vhodné, mohou core-cut biopsie zajistit
valecky rychle pronika.

* Vyberte oblasti s invazivnim nadorem a zbytec¢né
nezahrnujte:

e « karcinom in situ (DCIS)

* nekrézu

* tukovou tkan

e nenadorové stromalni vazivo

* krvéceni

* rozsahly artefakt po kauterizaci nebo kompresi

5 DALSI ASPEKTY KVALITY RNA

* Vyhnéte se zbyte¢nym prodlevam mezi krajenim tkané
a izolaci RNA.

e Minimalizujte opakované vystaveni tkdné teplu, vlihkosti a
kontaminantdim z prostred.

* Dekalcifikované vzorky mohou mit narusenou kvalitu
nukleovych kyselin, proto je vhodné se jim vyhnout.

e Zaznamenejte vyznamné predanalytické okolnosti,
napriklad prodlouzenou ischemii, fixaci mimo doporuceny
rozsah nebo neobvyklé zpracovani, protoze mohou prispét k
problémidm s kvalitou RNA.




