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/ Sebészi kimetszés \

Formalin fixalas

v

Paraffinos blokk

v

Metszet

v

Szdvettani vizsgalatok

\Molekuléris vizsgalatok /




Klonalitas

Specifikus génatrendezddések, klonalis kapcsolat
Specifikus transzlokaciok
Onkogén/protein expresszio

Terapias valasz/rezidualis betegseg



Nativ minta feldolgozasa
* fagyasztva archivalas
* lenyomat

* RNase mentesités

* vakuumos konzervalas

Fixalas
* formalin
* alternativ fixal6szerek

Beagyazas (paraffinos blokk)
* alternativ viztelenités

Metszet
Hisztokémiai kit-ek, detektald rendszerek

Izolalo kit-ek
* FISH - CISH



A. Toxikus hatas

* Lokalis irritativ (szem, orr/garat a n. trigeminus ingerlésével, bér)

* Genotoxikus (International Agency for Research on Cancer:
FAis a group 1 carcinogen

* Fels6 léguti rak, leukemiak

B. Analitikai/ technikai tényez6k
* Kovalens keresztkotések (cross-linking), CH,OH csoportok addicioja
* Feheérje denaturacio, fehérje/DNS ill. fehérje/RNS complexek
* Emeésztéenzimek hozzaférése korlatozott
Ideje: 16-24h
tal rovid = szovet degredacio
tul hosszu = irreverzibilis denaturacio



Minél nagyobb a minta, annal problémasabb a fixalas (colon, emld, stb.)

- nagy nyirokcsomok — nagy kisertés
Neutralis pufferezett: kiméli a szdvetet, lassitja a formalin degradaciot
Romlott formalin: a nukleinsavak vizsgalatanak legfébb korlatozé tényezdje
Savanyu kémhatas: reverz transzkripcio, Taq polymerase blokkolasa
Kelatképzbédés (decalcinalas): nucleotid nick, fragment hosszusag csokken

RNAlater nem keverhetd formalinoldattal



FObb dsszetevok: methanol, PEG, sok, ecetsav

FineFix (Milestone)

RCL2 (Alphelys)

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

Referencia
* Szovettanhoz: morfolégiai megtartottsag,
* Molekularis vizsgalatokhoz: nativ fagyasztott minta
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Methods in cancer cytogenetics

CGH
aCGH

Chromosome preparation

(cell culture) /

Fluorescence

in situ hybridization
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Detection of chromosome loci in tissue sections
by in situ hybridization

FFPE section

intact cell nucleus

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
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Validation of CISH results in progress

/Dnuhle-staining chromogenic in situ hybridization as a useful alternative \
to split-signal fluorescence in situ hybridization in lymphoma diagnostics

Anke van Rijk,* Tim Svenstroup-Poulsen,® Margaret Jones,® José Cabecadas,* Juan Cruz Cigudosa,® Lorenzo Leoncini,®
Anja Mottok,” Christiane Copie Bergman,® Evi Pouliou,® Stephen Hamilton Dutoit,"® and Han J. van Krieken®

‘Radboud University Nijmegen Medical Centre, Department of Pathology, Nijmegen, The Netherlands; *Copenhagen University
Hospital Herlev, Department of Pathology, Herlev, Denmark; *LRF Immunodiagnostics Unit, Nuffield Department of Clinical
Laboratory Sciences, University of Oxford, John Radcliffe Hospital, Oxford, United Kingdom; *Servigo de Anatomia Patoldgica,
Instituto Portugués de Oncologia, Lishoa, Portugal; *Cytogenetics Unit, Spanish National Cancer Centre, (CNIO), Madrid, Spain;
Department of Human Pathology and Oncology, University of Siena, Siena, ltaly; "Department of Pathology, University of
Wuerzburg, Wuerzburg, Germany; SAPHP, Hopital Henri Mondor, Département de Pathologie, Université Paris, Faculté de Médecine,
Créteil, France; "Hematopathology Department,. Evaggelismos Hospital, Athens, Greece; “Institute of Pathology, Aarhus University

ki—luspital. Aarhus, Denmark

® Euro-FISH study (malignant lymphoma)
e 144 samples, 16 ISH probes

e 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



CISH/SISH rutinszerlen alkalmazhaté a daganatdiagnosztikdban

a bioldgiai és szovettani korlatok ugyanugy érvényesek, mint FISH kapcsan
fluoreszcenciarél chromogénre valtas lehetséges

zart, standardizalt rendszerek kaphatok

kevés a validalt, klinikailag kiprobalt teszt

jelenleg kaphatd

- Her2

- Lymphoma



Fagyasztott blokk

RNALater
‘ > RNS/DNS extractio

Lenyomat

FISH/CISH

Izolalt sejtmagok




KOoszonom a figyelmet!



