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Sebészi kimetszés

Formalin fixálás

A sebészi minta (pl. nyirokcsomó) feldolgozásának 
KLASSZIKUS lépései

Paraffinos blokk

Metszet

Szövettani vizsgálatok

Molekuláris vizsgálatok

Standardizált módszer 
(SOP)



• Klonalitás

• Specifikus génátrendeződések, klonális kapcsolat

Molekuláris vizsgálatok malignus lymphomák
diagnosztikájában

• Specifikus génátrendeződések, klonális kapcsolat

• Specifikus transzlokációk

• Onkogén/protein expresszió

• Terápiás válasz/reziduális betegség



Natív minta feldolgozása 
• fagyasztva archiválás
• lenyomat
• RNase mentesítés
• vákuumos konzerválás 

Fixálás

A sebészi minta (pl. nyirokcsomó) feldolgozásának 
ALTERNATÍV lépései

Fixálás
• formalin 
• alternatív fixálószerek

Beágyazás (paraffinos blokk)
• alternatív víztelenítés

Metszet

Hisztokémiai kit-ek, detektáló rendszerek
Izoláló kit-ek
• FISH - CISH



A. Toxikus hatás
• Lokális irritatív (szem, orr/garat a n. trigeminus ingerlésével, bőr)
• Genotoxikus (International Agency for Research on Cancer: 

FA is a group 1 carcinogen
• Felső léguti rák, leukémiák

A formaldehid (CHO2) fixálás problémái I.

B. Analitikai/ technikai tényezők
• Kovalens keresztkötések (cross-linking), CH2OH csoportok addíciója
• Fehérje denaturáció, fehérje/DNS ill. fehérje/RNS complexek
• Emésztőenzimek hozzáférése korlátozott
• Ideje: 16-24h

túl rövid = szövet degredáció
túl hosszú = irreverzibilis denaturáció



• Minél nagyobb a minta, annál problémásabb a fixálás (colon, emlő, stb.)

- nagy nyirokcsomók – nagy kísértés

• Neutrális pufferezett: kíméli a szövetet, lassítja a formalin degradációt

A formaldehid (CHO2) fixálás problémái II.

• Neutrális pufferezett: kíméli a szövetet, lassítja a formalin degradációt

• Romlott formalin: a nukleinsavak vizsgálatának legfőbb korlátozó tényezője

• Savanyú kémhatás: reverz transzkripció, Taq polymerase blokkolása

• Kelátképződés (decalcinálás): nucleotid nick, fragment hosszúság csökken

• RNAlater nem keverhető formalinoldattal



Főbb összetevők: methanol, PEG, sók, ecetsav

• FineFix (Milestone)
• RCL2 (Alphelys)
•

Alternatív (formaldehid-mentes) fixálószerek

• Xpress Molecular Fixative (Sakura)
• Z7 (Lydikis D., Stamp G. et al.)
• HOPE (Goldmann T. et al.)

Referencia 
• Szövettanhoz: morfológiai megtartottság,
• Molekuláris vizsgálatokhoz: natív fagyasztott minta



A. Formalin B. FineFix (formaldehyde-free)

Szöveti és IHC festések formalin és FineFIX

fixálást követően 

HE

CD3



IgHV FR 3, FR2 és FR1 fragmentvizsgálat formalinban és 
FineFix formalin mentes fixálószerben történt fixálá s során

FR3 FR2 FR1 FR3 FR2 FR1

A. Formalin B. FineFix



DNS degradáció következtében keletkezett artefakt 
IgH klonalitás vizsgálata során

FR3 FR2 FR1 FR3 FR2 FR1

IgHV klonalitás 
30 min ischemiás id ő elteltével

IgHV klonalitás 
24h ischemiás id ő elteltével



Methods in cancer cytogenetics

Chromosome preparation

(cell culture)
Fluorescence

in situ hybridization

CGH

aCGH

metaphase FISH

interphase FISH

123/2010

tissue based 

FISH



• ½ - 1/3 thickness of the whole cell nucleus evaluated (4-6 µm)

• heterochromatin/euchromatin differentially represented

Detection of chromosome loci in tissue sections

by in situ hybridization

intact cell nucleus

FFPE section

cytology/imprint/smear



Detection of chromosome loci in tissue sections: 

Effect of embedding and sectioning on signal morpho logy

A. Tumour imprint B. FFPE tissue section



Chromogénes in situ hibridizáció (CISH) nyirokcsomó lenyomaton
IgVH lókusz transzlokáció kimutatása ML-ban



ValidationValidation of CISH of CISH resultsresults inin progressprogress

● Euro-FISH study (malignant lymphoma)

● 144 samples, 16 ISH probes

● Conclusions:

- CISH is as reliable as FISH (only 2.58% discrepancies)

- difficult to read FISH signals do not necesserially result in weak CISH signals

- hematoxylin background staining correlates with CISH signal intensity

(Haematologica, 95: 247-52,  2010)



● CISH/SISH rutinszerűen alkalmazható a daganatdiagnosztikában

● a biológiai és szövettani korlátok ugyanúgy érvényesek, mint FISH kapcsán

● fluoreszcenciáról chromogénre váltás lehetséges

FISHING or CISHING/SISHING?

Következtetések

● fluoreszcenciáról chromogénre váltás lehetséges

● zárt, standardizált rendszerek kaphatók

● kevés a validált, klinikailag kipróbált teszt

● jelenleg kapható

- Her2

- Lymphoma



Szövettani minták rutin feldolgozása 

molekuláris vizsgálatok céljából

Surgery

RNS/DNS extractio

Fagyasztott blokk

RNALater

Natív minta

Metszet

FFPE block

Izolált sejtmagok

RNS/DNS extractio

Lenyomat

Mikrodisszekció

FISH/CISH



Köszönöm a figyelmet!


