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Positivkontrolle
Die Positiv-Kontrolle dient der Überprüfung eines Primär-Antikörpers. Mit Hilfe eines validierten Gewebes 
wird die Spezifität und Sensitivität überprüft. Positivkontrollen sind z. B. Gewebe, die das Zielmolekül bzw. 
die Zielstrukturen enthalten. Das Expressionsniveau der Kontrolle sollte dem erwarteten Niveau im Experi-
ment ähnlich sein. Für eine optimale Protokollkalibrierung sind empfindliche Gewebestrukturen erforderlich. 
Dies ist wichtig, um sicherzustellen, dass Färbungen im gesamten analytischen Bereich in der Routine er-
kannt werden. Hoch exprimierendes Gewebe sollte daher vermieden werden. Vertrauen Sie nicht immer auf 
die Angaben im Datenblatt - Sie finden auf der Webseite der NordiQC im Login-Bereich eine große Auswahl 
an Primärantikörper und passende Kontrollgewebe (https://www.nordiqc.org/controls.php).
Wenn Gewebestrukturen innerhalb des zu untersuchenden Gewebes genutzt werden, spricht man von einer 
internen Kontrolle: Das Epitop wird in einem Teil der Probe exprimiert. Somit können die Präanalytik und 
die Antikörperleistung kontrolliert werden. Dies ist besonders nützlich bei negativen Ergebnissen im Experi-
ment/Patienten:
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Quality time in 
der Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine wichtige Technik in der Diagnostik, um spezifische Proteine in unterschied-
lichen Geweben zu identifizieren und zu lokalisieren. Kontrollen sind in der Immunhistochemie unerlässlich, 
um die Genauigkeit und Verlässlichkeit der Ergebnisse zu gewährleisten und sicherzustellen, dass die inter-
pretierten Daten korrekt sind und nicht durch unspezifische Reaktionen oder technische Probleme beein-
flusst werden.

 Es gibt drei verschiedene Arten der Kontrolle:

MLH1 auf Kolonkarzinom
Malignes Gewebe negativ, Lymphozyten und Stromazellen positiv
Drucker A. et al. Translational oncology 6(5):520-7, 2013 

Häufiger werden externe Kontrollen verwendet, da diese den Vorteil der Validierung bieten. Das Kontrollma-
terial kann auf zusätzlichen Objektträgern gefärbt werden oder als On Slide Kontrolle auf dem Objektträger 
der Patientenprobe aufgezogen werden.
Sie finde hier eine tabellarische Gegenüberstellung (diese gilt ebenfalls für Negativkontrollen):

Prozesskontrolle
Zusätzlich zu den Gewebekontrollen werden auch Kontrollen auf der Ebene des Immunhistochemie-Ver-
fahrens selbst durchgeführt, um sicherzustellen, dass die Reagenzien und die Durchführung des Verfahrens 
zuverlässige und reproduzierbare Ergebnisse liefern. Statt des Primärantikörpers für das jeweilige Zielanti-
gen wird der Vimentin-Antikörper [V9]eingesetzt - die Gewebeschnitte werden vom gleichen Block wie die 
eigentliche Probe gewonnen. Vimentin kommt in den meisten Geweben und reagiert auf Verarbeitungs-
fehler (Fixierung etc.) empfindlich. Diese Kontrolle ist von Bedeutung, um „falsch Negative“ in zu stark 
fixierten Geweben zu erkennen. Sie zeigt an, wenn zusätzliche Verfahren, z.B. verstärkte Antigendemas-
kierung notwendig sind.

Zytomed Systems bietet Ihnen mit den Cell Control Arrays Kontrollmaterial für immunhistochemische Fär-
bungen, In-situ-Hybridisierungen und Sonderfärbungen an.

Einsatzmöglichkeiten:

 Etablierung neuer Marker 

 Assay-Optimierung 

 Protokollvalidierung

 Routinemäßigen IHC-Läufen

 Zytomed bietet die folgenden Arrays an:

 Der Cell Control Array ALK (IHC) enthält eine für das ALK-Protein positive Zelllinie sowie eine ALK-ne-
gative Zelllinie. Er eignet sich als qualitative Kontrolle für immunhistochemische Färbungen an ALK-
positiven Geweben. RNA kann extrahiert und Genfusionen wie z. B. EML4-ALK (E13;A20) können mittels 
RT-PCR nachgewiesen werden.

 Der Cell Control Array Bacteria plus Fungi enthält 4 Zellzylinder mit verschiedenen Erregern und Pil-
zen. Dies sind Mycobacterium bovis, grampositive und gramnegative Bakterien und Aspergillus fumiga-
tus. Antikörper gegen Mycobacterium tuberculosis reagieren schwach positiv in der Kontrolle für Myco-
bacterium bovis. Zudem kann die DNA extrahiert und in einer PCR zum Nachweis der Mykobakterien als 
Positivkontrolle eingesetzt werden.

 Der Cell Control Array Receptor enthält 4 Mammakarzinom-Zelllinien mit verschiedenen Expressions-
graden von Estrogenrezeptor (ER), Progesteronrezeptor (PR) sowie HER2 (ERBB2). Die unterschiedlichen 
Expressionsstärken ermöglichen Rückschlüsse auf die Empfindlichkeit der Färbungen. Das System ist für 
die Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung geeignet.

 Der Cell Control Array ROS1 (IHC) enthält zwei Zellzylinder mit jeweils schwacher und mittlerer ROS1-
Expression sowie eine ROS1-negative Zelllinie. RNA kann extrahiert und für den Nachweis von CD74-
ROS1-Fusions-mRNA mittels RT-PCR verwendet werden.

 Der Cell Control Array Virus dient der qualitativen Kontrolle immunhistochemischer Färbungen und der 
In-situ-Hybridisierung von virusinfiziertem Gewebe. Der Paraffinblock enthält Zellstanzen mit CMV, HSV 
Typ 1 und Typ 2, EBV und Polyomavirus/SV40 infizierten Zelllinien.

Ihre Vorteile:

 Geeignet als On-slide-Kontrollen 
neben dem Untersuchungsmaterial.

 Kein Herauslösen einzelner 
Stanzen, da diese homogen mit dem 
umgebenden Paraffin verschmolzen 
sind.

 Gute Sichtbarkeit der Schnitte 
auf dem Objektträger sowie 
leichte Orientierung im Schnitt 
durch eingebrachte Stanze von 
Herzmuskelgewebe.

 Konstant hohe Qualität durch eine 
standardisierte Herstellung im Rahmen 
unseres QM-Systems.

Interne Kontrolle
Externe Kontrolle

Verschiedene Objektträger On Slide Kontrolle

Validierung - ✓ ✓

Präanalytik ✓ - ✓

Färbevorgang ✓ - ✓

Postanalytik ✓ - ✓

Negativkontrolle
Die Negativ-Kontrolle dient der Überprüfung des Nachweissystems. Es wird geprüft, ob Komponenten des 
Nachweissystems ggf. unspezifisch am Schnitt binden. Hierzu wird der Gewebeschnitt anstelle des Primär-
Antikörpers mit einem Nicht-Immun-Serum, Aszites oder Gewebekulturüberstand inkubiert. 
Um die Spezifität des Primärantikörpers zu überprüfen werden Gewebe verwendet, von denen bekannt ist, 
dass sie das Zielmolekül nicht enthalten oder entsprechend Zelllinien, bei denen das Zielmolekül bekannter-
maßen fehlt.

                           

“For several decades, immunohistochemistry (IHC) has been considered an art rather 
than a laboratory test.”

Torlakovic EE

Alle Abbildungen: © Zytomed Systems 
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Stellenwert der In-situ-Hybridisierung 
in der Lymphomdiagnostik

MYC-Bruch bei einem Burkitt-Lymphom: Ein Fusionssignal 
und je ein separates grünes und oranges Signal 
(ZytoLight® SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe).

Die 5. Auflage der WHO-Klassifikation hämatologi-
scher Neoplasien hat den bereits in der revidierten 
4. Auflage (WHO-HAEM4R) betonten Stellenwert der 
Analyse von Rearrangements in den Genen MYC, 
BCL2 und BCL6 für die korrekte Diagnose von ag-
gressiven B-Zell-Lymphomen erneut unterstrichen 
[1] (siehe Abbildung 1). Für diese Analysen stellt die 
In-situ-Hybridisierung (ISH) aufgrund ihrer hohen 
Sensitivität nach wie vor die Methode der Wahl dar, 
eine Beschränkung auf mittels Immunfärbungen 
festgestellte Expressionsmuster ist nicht sensitiv 
genug [2]. 
Es sollte zunächst immer auf ein MYC-Rearrange-
ment getestet werden und ggf. – in Abhängigkeit 
vom Ergebnis - in weiteren Analysen auf Rearrange-
ments in BCL2 und BCL6. Tumoren mit einem MYC- 
und einem BCL2-Rearrangement werden jetzt der 
neuen Entität der diffus großzelligen B-Zell-Lym-
phome/high-grade B-Zell-Lymphome mit MYC- und 

BCL2-Rearrangements zugeordnet („DLBCL/HGBL-
MYC/BCL2“). Tumoren mit einem BCL6-Rearrange-
ment sind heterogener und können in Abhängigkeit 
von ihrer Morphologie unterschiedlichen diagnosti-
schen Kategorien zugeordnet werden (siehe Abbil-
dung). Wenn ein MYC-Rearrangement mit einem der 
drei Immunglobulin-Gene IGH, IGK oder IGL vorliegt, 
erfolgt die Diagnose eines Burkitt-Lymphoms. 
Bei Tumoren, die morphologisch als Burkitt-Lym-
phome oder high-grade B-Zell-Lymphome impo-
nieren, aber kein MYC-Rearrangement aufweisen, 
sollte per ISH eine Testung auf Zugewinne und Ver-
luste auf dem langen Arm von Chromosom 11 (11q) 
durchgeführt werden. Bei positivem Test wird die 
Diagnose eines high-grade B-Zell-Lymphoms mit 
11q-Aberration gestellt („HGBL-11q“); diese Entität 
wurde in der WHO-HAEM4R als „Burkitt-ähnliches 
Lymphom mit 11q-Aberration“ bezeichnet. 

Literatur: 

[1] Alaggio R. et al. The 5th edition of the 
World Health Organization Classification of 
Haematolymphoid Tumours: Lymphoid Neo-
plasms. Leukemia 36:1720-1748, 2022

[2] Scott DW et al. High-grade B-cell lym-
phoma with MYC and BCL2 and/or BCL6 re-
arrangements with diffuse large B-cell lym-
phoma morphology. Blood 18:2060-2064, 
2018

Bezeichnung Beschreibung Form Status Bestell-Nr.

Cell Control Array ALK (IHC) 1 Stanze ALK-positiver Zellen - 1 Stanze ALK-negativer Zellen 1 Block RUO MB-CC ALK

Cell Control Array Bacteria plus Fungi 3 cores of different bacteria + 1 core of fungi 1 Block RUO MB-CC BAC

Cell Control Array Receptor 4 cores with different expression levels of ER, PR and HER2 1 Block RUO MB-CC REZ

Cell Control Array ROS1 (IHC) 3 cores with different expression of ROS1 1 Block RUO MB-CC ROS1

Cell Control Array Virus 5 cores of virus-infected cell lines 1 Block RUO MB-CC VIR

  CCA FFPE-Blöcke und Objektträger-Sets

Cell Control Arrays (FFPE-Blöcke)

  Auswahl entsprechender Antikörper von Zytomed Systems

Produkt Klon Wirt Verdünnung Menge Status Bestell-Nr.

ALK (p80) 5A4 Maus 1:100 - 1:200 0.5 ml CE/IVD MSK096-05

Rabbit anti-Estrogen Receptor SP1 Kaninchen

gebrauchsfertig 16 ml CE/IVD BRB053

1:200
1 ml

RUO
RBK018

0.5 ml RBK018-05

Rabbit anti-HER2 (c-erbB-2) SP3 Kaninchen

gebrauchsfertig 6 ml

CE/IVD 

RBG026

1:100 - 1:200
1 ml RBK026

0.5 ml RBK026-05

Rabbit anti-Progesterone Receptor SP42 Kaninchen

gebrauchsfertig 6 ml

CE/IVD 

BRB038

1:200 - 1:400
1 ml RBK020

0.5 ml RBK020-05

ROS1 EPMGHR2 Kaninchen

gebrauchsfertig 6 ml

RUO

RBG071

1:100
0.5 ml RBK071-05

0.1 ml RBK071-01

Cytomegalovirus (CMV Cocktail) DDG9 + CCH2 Maus
gebrauchsfertig 6 ml

RUO
MSG121

1:10 - 1:25 0.5 ml MSK121-05

Objektträger-Sets (aufgezogen auf beschichtete Objektträger und bereits angebacken)

Bezeichnung Beschreibung Form Status Bestell-Nr.

Cell Control Slides HPV 4 Stanzen mit verschiedenen HPV-Typen 5 Schnitte RUO MB-CC HPV-S

Abkürzungen
CE/IVD: zur Verwendung in der In-vitro-Diagnostik; RUO: nur für Forschungszwecke

Bitte beachten Sie, dass die Verwendung eines nicht CE/IVD-gekennzeichneten Reagenzes zu einem LDT führt. Dieser muss vom Anwender validiert werden, um 
die regulatorischen Anforderungen der Verordnung (EU) 2017/746 über In-vitro-Diagnostika (IVDR) zu erfüllen.

Sonderanfertigung

Wir fertigen auf Anfrage Kontrollblöcke mit dem von Ihnen zur Verfügung gestellten Gewebe- oder Zellmaterial für Kontroll- und Forschungszwecke an.

Entnommen aus Alaggio R. et al. The 5th 
edition of the World Health Organization 
Classification of Haematolymphoid Tu-
mours: Lymphoid Neoplasms. Leukemia 
36, 2022.

Bezeichnung Menge Status Bestell-Nr.

ZytoLight® SPEC MYC Dual Color Break Apart Probe 50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2090-50

200 µl (20 Tests) Z-2090-200

ZytoLight® SPEC MYC/IGH Dual Color Dual Fusion Probe 50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2105-50

200 µl (20 Tests) Z-2105-200

ZytoLight® SPEC BCL2 Dual Color Break Apart Probe 50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2192-50

200 µl (20 Tests) Z-2192-200

ZytoLight® SPEC BCL2/IGH Dual Color Dual Fusion 
Probe

50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2114-50

200 µl (20 Tests) Z-2114-200

ZytoLight® SPEC ALK/EML4 TriCheckTM Probe 50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2117-50

200 µl (20 Tests) Z-2117-200

ZytoLight® SPEC 11q gain/loss Triple Color Probe 50 µl (5 Tests) CE/IVD Z-2216-50

Produktinformationen

Haben Sie Fragen zum Kontrollmaterial oder unserem Produktportfolio im Allgemeinen? Schreiben Sie gern eine E-Mail an: immunhistochemie@zytomed-systems.de

Abbildung ©:  ZytoVision GmbH

ZytoLight® ist ein eingetragener Markenname unserer Schwesterfirma ZytoVision GmbH. 

Neben ihrer hohen Sensitivität hat die ISH einige 
weitere entscheidende Vorteile: Sie ist einfach 
und schnell durchführbar (Ergebnisse liegen in-
nerhalb von 24 Stunden vor), und sie findet im-
mer im morphologischen Kontext statt. So kann 
bereits die Analyse von wenigen Tumorzellen den 
entscheidenden Hinweis für die richtige Diagno-
sestellung liefern. 

Abb. 1
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Probenvorbereitung von Nukleinsäuren aus
FFPE-Gewebe für molekulargenetische Analysen

Mit der fortschreitenden Entwicklung zielgerichteter Krebstherapien nimmt auch der Anspruch an die Mo-
lekularpathologie stetig zu. Immer mehr Biomarker müssen an oft sehr kleinen Gewebebiopsien bestimmt 
werden. Die Gewebevorbereitung und die Isolation von qualitativ und quantitativ ausreichenden Nuklein-
säuren sind dabei zentrale Schritte, die den Erfolg molekularpathologischer Analysen maßgeblich beein-
flussen. Im Folgenden sollen die wesentlichen Stellschrauben in der molekulardiagnostischen Präanalytik 
aufgezeigt werden.

   Fixierung

In der Pathologie kommt zur Konservierung der 
Gewebemorphologie und dem Erhalt von Biomar-
kern (DNA, RNA, Proteine) überwiegend Formalin 
zum Einsatz. Durch den Fixierungsprozess werden 
Nukleinsäuren und Proteine quervernetzt, die DNA 
fragmentiert dabei jedoch stark. Infolgedessen 
nimmt die Menge an verwertbarer DNA für moleku-
lardiagnostische Methoden, zum Beispiel für PCRs 
und NGS, signifikant ab.  Weiterhin führt die Fixie-
rung zu Sequenzierartefakten, also Veränderungen 
in der Basenabfolge der DNA bzw. RNA, die nicht in 
der ursprünglichen Probe zu finden sind. Um diese 
Effekte zu minimieren, sollten einige Punkte beach-
tet werden [1-4].     
Die entnommenen Biopsien sollten zunächst so 
schnell wie möglich nach Entnahme in Formalin fi-
xiert werden, um dem natürlichen Zerfallsprozess 
entgegenzuwirken. Der pH-Wert des Formalins ist 
für den Erfolg der Analyse entscheidend, da ein 
niedriger pH-Wert zur Degradation der DNA führt. 
Daher sollte ausschließlich neutral gepuffertes For-
malin verwendet werden, für die Isolation von RNA 
empfiehlt sich phosphatgepuffertes Formalin. Das 
Versenden von vorbefüllten Probenbehältnissen an 
Einsender und chirurgische Abteilungen kann dabei 
helfen, die Qualität des Formalins sicherzustellen 
[1,3,4].    
Eine ausreichende Fixierung wird zudem durch 
das Volumenverhältnis zwischen Probe und For-
malin sowie durch die Fixationszeit maßgeblich 
beeinflusst. Das Verhältnis zwischen Gewebe und 
Formalin sollte mindestens 1:10 betragen. Für Biop-
sien wird eine Fixationszeit von 5 bis maximal 18 
Stunden empfohlen, große OP-Präparate sollten vor 
dem Fixieren zerteilt und je nach Größe zwischen 
12 und 36 Stunden bei Raumtemperatur in Formalin 
gelagert werden [3,4].
Bei Knochenmaterial sollte eine säurebasierte Ent-
kalkung vermieden werden, da Säuren ebenfalls 
zu einer starken DNA-Fragmentierung führen. Eine 
Entkalkung auf EDTA-Basis ist daher die Methode 
der Wahl [3,4].

   Einbettung

Die Bedingungen zur Entwässerung und Paraffi-
nierung des Gewebes sind nicht ganz so entschei-
dend wie die Fixationsbedingungen. Dennoch 
sollte auf qualitativ hochwertige, nicht recycelte 
Reagenzien und den regelmäßigen Austausch der 
Reagenzien geachtet werden. Ist der Alkohol ver-
wässert, kann das Gewebe nicht vollständig von 
Paraffin durchdrungen werden und degradiert 
schneller [3]. 

Gelegentlich kommt es dennoch vor, dass die 
Konzentration der isolierten Nukleinsäure zu 
gering für nachfolgende Anwendungen ist. Um 
dieses Problem zu lösen, kann man auf einige 
kommerzielle Lösungen zur Aufkonzentration von 
DNA zurückgreifen.
Bei sehr kleinen Biopsien kann zudem eine Auf-
reinigung über magnetbasierte, manuelle Kits 
eine bessere Ausbeute erzielen. In einem Ver-
gleich zwischen dem AmoyDx® Magnetic FFPE 
DNA Extraction Kit mit einem gängigen kommer-
ziellen säulenbasierten Kit (Kit Q) wurden mit 
dem AmoyDx® Kit deutlich höhere DNA-Konzen-
trationen erzielt (Abbildung 2).

  KONZENTRATIONSMESSUNG 
Die Quantifizierung von DNA und RNA erfolgt 
meist mit spektrophotometrischen (z.B. Nano-
dropTM*) oder fluorometrischen (z.B. QuantusTM* 

oder QubitTM*) Methoden. Da die spektrophoto-
metrische Messung wesentlich höhere Werte (2 
– 10x) ergibt als fluorometrische Methoden, sollte 
man darauf achten, welche Quantifizierungsme-
thode für die Validierung der Downstream-Appli-
kation verwendet wurde [2].

   Herstellung von FFPE-Schnitten
Je nach präanalytischen Bedingungen altern 
FFPE-Proben unterschiedlich schnell. Durch Oxi-
dation und Hydrolyse degenerieren DNA und 
RNA über die Jahre. Sobald Schnitte mit einem 
Mikrotom hergestellt wurden, sollten sie für die 
DNA- und RNA-Isolation so schnell wie möglich 
weiterverarbeitet werden, um oxidative Prozesse 
zu vermeiden. Die RNA-Ausbeute ist meist bes-
ser, wenn die ersten Schnitte verworfen werden. 
Um eine Kontamination zwischen verschiedenen 
Proben zu vermeiden, sollte niemals dieselbe Mi-
krotomklinge oder dasselbe Skalpell für die Mi-
krodissektion verschiedener Blöcke verwendet 
werden. Wenn möglich, sollten Gewebe der glei-
chen Tumorentität nicht hintereinander geschnit-
ten werden. Werden die Schnitte im Wasserbad 
gestreckt, ist auf die Sauberkeit des Wassers zu 
achten, um eine Übertragung von Geweberesten 
zwischen unterschiedlichen Proben zu vermei-
den. Ein Protokoll der Probenreihenfolge während 
der Mikrodissektion kann helfen, bei identischen 
Analyseergebnissen die Wahrscheinlichkeit einer 
Kontamination zwischen den Blöcken zu überprü-
fen [2,3].  

   Isolation von Nukleinsäuren
Für die Isolation von DNA und RNA aus FFPE-Ge-
webe stehen verschiedene manuelle und

automatisierte Kits zur Auswahl, die sich in der 
Methode (magnet- und säulenbasierte Aufrei-
nigung) sowie dem regulatorischen Status (CE/
IVD und RUO) unterscheiden. Zu Beginn der Ex-
traktion erfolgt üblicherweise die Lösung des Pa-
raffins, z. B. mit Xylol, gefolgt von einem Verdau 
des Gewebes durch Proteinase K. Dieser Schritt 
dauert bei den meisten Protokollen eine Stunde, 
die DNA-Ausbeute kann jedoch bei vielen Proben 
verbessert werden, indem der Verdau über Nacht 
durchgeführt wird. Eine Änderung des Protokolls 
bei CE/IVD-zertifizierten Produkten bedarf aller-
dings einer Validierung durch den Anwender [2].
Das Extraktionsvolumen der DNA bzw. RNA am 
Ende der Aufreinigung variiert je nach Kitherstel-
ler und ist technisch bedingt bei automatisierten 
Methoden oft höher. Die manuellen IVDR-kon-
formen AmoyDx® Aufreinigungskits für DNA und 
RNA aus FFPE-Gewebe ermöglichen eine hohe 
Ausbeute an hochwertiger DNA bzw. RNA, die in 
einem geringen Volumen eluiert werden kann.
So erzielte das AmoyDx® FFPE DNA/RNA Kit im 
Vergleich zu einem gängigen kommerziellen Pro-
dukt (Kit T) eine durchschnittlich doppelt so hohe 
Konzentration bei der DNA-Extraktion und eine 
um ein Drittel höhere RNA-Konzentration (Abbil-
dung 1).

FORMALIN ist eine 37 %-ige Formaldehyd-Lösung. Zur Herstellung von FFPE-Gewebe wird üblicher-
weise 10 %-iges Formalin verwendet, das entspricht einer Formaldehyd-Konzentration von etwa 4 %. 
Formaldehyd reagiert mit verschiedenen funktionellen Gruppen von Nukleinsäuren und Proteinen und 
stellt dadurch Quervernetzungen zwischen Makromolekülen her, die diese vor der natürlichen Degra-
dation schützen.  

FORMALININDUZIERTE QUERVERBINDUNGEN entstehen zwischen Proteinen, DNA, beiden Molekül-
gruppen untereinander sowie zwischen DNA und Formaldehyd. Beim Lösen der Querverbindungen 
während der Entparaffinierung wird die DNA fragmentiert, Basen können dabei ausgetauscht und sogar 
verloren gehen.

SEQUENZIERARTEFAKTE entstehen z. B. aus der Deaminierung von Cytosin zu Uracil, insbesondere bei 
methylierten Cytosinresten in CpG-Inseln, oder der Abspaltung von Purinbasen, die von Polymerasen 
oft durch Adenin ersetzt werden oder zu kurzen Deletionen führen. Außerdem reduziert die formal-
dehydinduzierte Quervernetzung der DNA die Stabilität doppelsträngiger DNA (durch Konformations-
änderungen, die aus der Zerstörung der Wasserstoffbrücken zwischen den DNA-Strängen und Querver-
netzungen zwischen Histonen und DNA resultieren) und führt zu einer partiellen DNA-Denaturierung 
[1,2]. In Vergleichsstudien zwischen formalinfixiertem und frischem Gewebe aus Kolorektalkarzinomen 
wurden in 5 % der Proben (53 von 993 Proben) Sequenzierartefakte in KRAS Codon 12/13 gefunden. In 
einer ähnlichen Studie an Lungentumoren wurde sogar in 42 % der Proben (15 von 36 Fälle) eine EGFR 
T790M-Mutation detektiert. Die Anzahl an falschpositiven Mutationen nimmt mit der Lagerungszeit, der 
Fixierungsqualität, einer geringen DNA-Template-Menge und niedriger Sequenziertiefe zu [1,5].

PARAMETER FÜR DIE FIXIERUNGSQUALITÄT: In ungepuffertem FORMALIN reagiert Formaldehyd unter 
Einwirkung von Luftsauerstoff zu Ameisensäure.Dadurch sinkt der pH in der Probe und begünstigt durch 
die Hydrolyse der N-glycolysischen Bindung von Purinbasen am Zucker-Phosphat-Rückgrat die Degra-
dation von Nukleinsäuren [1,3]. UNTERFIXIERTES GEWEBE kann zur Degradation von Nukleinsäuren 
führen, die Folge sind eine geringe Ausbeute an amplifizierbarer DNA, Sequenzierartefakte und eine 
Verfälschung der Genexpression, die für manche Analysen auf RNA-Ebene relevant ist. Eine ÜBER-
FIXIERUNG dagegen hat die exzessive Verlinkung von Nukleinsäuren und Proteinen zur Folge, die bei 
der Nukleinsäure-Extraktion schwer zu lösen ist, zu einer starken Fragmentierung der DNA führt und 
weitere Änderungen in die Basenabfolge der DNA einfügt.
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AmoyDx Kit Q

* Qubit ist ein Markenname der Firma Thermo Fisher 
Scientific Inc. NanoDrop ist ein Markenname der Firma 
NanoDrop Technologies. Quantus und ReliaPrep sind 
Markennamen der Firma Promega Corporation.



Bezeichnung Menge Status Bestell-Nr.

AmoyDx® FFPE DNA Kit

Für die Aufreinigung von DNA aus FFPE-Gewebe
1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-FF01

AmoyDx® FFPE RNA Kit

Für die Aufreinigung von RNA aus FFPE-Gewebe
1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-FF04

AmoyDx® FFPE DNA/RNA Kit
Für die Aufreinigung von DNA und RNA aus FFPE-Gewebe

1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-FF03

AmoyDx® Magnetic FFPE DNA Extraction Kit
Für die Aufreinigung von DNA aus FFPE-Gewebe

1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-MF01

AmoyDx® Tissue DNA Kit
Für die Aufreinigung von DNA aus Gewebe oder Pleura-Erguss

1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-TI01

AmoyDx® Tissue RNA Kit
Für die Aufreinigung von RNA aus Gewebe oder Pleura-Erguss

1 Kit (36 Tests) CE/IVD ADX-TI02

 Produktinformationen
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In einer im April 2023 erschienenen Publikation von C. Feng in Breast wurde der HRD-Status an 147 Proben von Brustkrebs-Patienten untersucht. In der 
Studie wurde das AmoyDx® HRD Complete Panel verwendet, bei dem der HRD-Status ermittelt wird. Verschiedene Subtypen des Mammakarzinoms korre-
lierten dabei unterschiedlich stark mit der Rate an HRD-positiven Fällen. Bei diesem NGS-basierten Assay gilt ein „Genomic Scar Score“ (GSS) zwischen 50 
und 100 und/oder eine pathogene/wahrscheinlich pathogene BRCA1/2 Mutation als HRD-positiv. 
Die HRD-Positivitätsrate bei Patienten mit triple-negativem Brustkrebs war höher als bei den Subtypen Luminal A, Luminal B (HER2-), Luminal B (HER2+) 
und HER2+. Zudem waren 42,1 % der triple-negativen Mammakarzinome genomisch instabil und BRCA1/2-negativ. HRD-positive Tumore waren mit größerer 
Wahrscheinlichkeit ER/PR-negativ und wiesen eine höhere Ki-67-Expression auf.

Eine neoadjuvante Chemotherapie leitete bei 50 % (6/12) der HRD-positiven Patienten eine pathologische Komplettremission ein. Im Vergleich dazu spra-
chen nur 8,3 % (2/24) der HRD-negativen Patienten auf die Therapie an. HRD-positive Patienten (29,4 % [15/51]) hatten dagegen ein tendenziell höheres 
Risiko für ein Krebsrezidiv oder eine Metastasierung im Vergleich zu HRD-negativen Patienten (13,5 % [13/96]).
Die Autoren folgern, dass mit dem alleinigen Nachweis von Mutationen in BRCA1/2 ein großer Teil der Patienten übersehen würde, die auch von PARPi-
Therapien profitieren könnten. Dies betrifft insbesondere Patienten mit triple-negativem Brustkrebs.

Feng C et al. Relationship between homologous recombination deficiency and clinical features of breast cancer based on genomic scar score. Breast 69:392-400, 2023

Lesetipp

Subtyp Anzahl der Patienten HRD-positive Fälle HRD + und BRCA1/2-mutiert HRD + und BRCA1/2-WT 

Luminal A 19 1 (5,3 %) 1 (5,3 %) 0 (0 %)

Luminal B (HER2-) 59 17 (28,8 %) 5 (8,5 %) 12 (20,3 %)

Luminal B (HER2+) 19 6 (31,6 %) 1 (5,3 %) 5 (26,3 %)

HER2+ 7 3 (42,9 %) 0 (0 %) 3 (42,9 %)

Triple-negativ 38 23 (60,5 %) 7 (18,4 %) 16 (42,1 %)

Zusammenhang zwischen homologer 
Rekombinationsdefizienz (HRD) und Mammakarzinom-Subtypen
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