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Zastosowanie techniki interfazalnej fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ do badan cytogenetycznych na skrawkach parafinowych
u dzieci z nieziarniczymi chtoniakami ztosliwymi
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Wstep. Wedtug klasyfikacji WHO wykrycie aberracji cytogenetycznych w komérkach nowotworowych pozwala na
bardziej precyzyjne okreslenie podtypu chtoniaka. Technika FISH daje mozliwos¢ analizy zmian genetycznych w ko-
morkach znajdujacych sie w réznych fazach cyklu komérkowego.

Celem pracy byto opracowanie metody diagnostyki zmian cytogenetycznych z zastosowaniem techniki FISH do jader
interfazowych, uzyskiwanych z bloczkéw parafinowych, w przypadkach nieziarniczych chtoniakéw ztosliwych u dzieci.
Materiat i metody. Badania przeprowadzono u 38 chorych z chtoniakami nieziarniczymi, w wieku od 1-16 lat
(mediana 8,3) zdiagnozowanych w latach 1993-2000. Przedmiotem badan byty fragmenty tkanki nowotworowe;j
zatopione w parafinie. W | etapie pracy doswiadczalnie opracowano metode ekstrakgji jader komoérkowych ze
skrawkéw parafinowych. W Il etapie zastosowano procedure FISH do jader interfazowych uzyskanych z bloczkéw
parafinowych od 28 dzieci.

Wyniki. Doswiadczalnie ustalono optymalne parametry izolacji jader komoérkowych ze skrawkéw parafinowych.
Po zastosowania techniki FISH do jader interfazowych uzyskano pozytywny wynik hybrydyzacji w 36/40 badanych
preparatéw (90%), od 24/28 dzieci (87,5%); aberracje chromosomowe stwierdzono u 11/28 chorych (39,3%), w tym:
w 6/17 przypadkéw chtoniaka B-komérkowego, w 2/5 limfoblastycznego i 3/6 anaplastycznego wielkokomérkowego.
Whioski. Analiza FISH na materiale uzyskanym z bloczkéw parafinowych niesie za soba trudnosci interpretacyjne.
Zastosowanie metody izolacji jader komdrkowych zwieksza wykrywalno$¢ zmian cytogenetycznych w archiwalnym
materiale biopsyjnym technika FISH. Warunkiem wykorzystania materiatu archiwalnego do analizy FISH jest stan-
daryzacja metod utrwalania materiatu w parafinie. Ocena znaczenia wykrytych zmian cytogenetycznych wymaga
dalszych badan z duza grupg pacjentéw poddanych dtugotrwatej obserwacji.

The use of interphase fluorescence in situ hybridization for cytogenetic analysis on paraffin
sections in children with non-Hodgkin lymphomas

Background. According to WHO classification, the detection of genetic alterations in tumor cells enables definition of
the subtype of lymphoma more precisely. The FISH technique allows analysis of cytogenetic changes in the cellsin any
phase of the cell cycle. The aim of this work was to develop the method of cytogenetic analysis with the use of FISH
on interphase nuclei extracted from paraffin-embedded sections, in cases of children with non-Hodgkin lymphomas.
Material and methods. The study population was 38 children with non-Hodgkin lymphoma aged from 1 to 16 years
(median age 8.3), diagnosed between 1993 and 2000. We tested paraffin-embedded malignant tissues. In the first
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stage of the work we developed the method of nuclei extraction from paraffin sections, then in the second stage we
used it with FISH analysis in material from 28 children.

Results. We devised the optimal patterns of nuclei extraction from paraffin sections. FISH performed on the extrac-
ted interphase nuclei were positive in 36/40 (90%) of tested specimens of 24/28 patients (85.7%). We detected the
cytogenetic changes in 11/28 patients (39.3%): in 6/17 cases of B-cell ymphoma, 2/5 lymphoblastic lymphoma and
3/6 anaplastic large cell lymphoma.

Conclusions. FISH analysis performed on paraffin-embedded tissues is, due to different reasons, difficult to evaluate.
The introduction of interphase nuclei extraction method allows the increase in the detection of cytogenetic alterations
by FISH in archival biopsed material. However, this technique requires an efficient fixation procedure. To define the
significance of cytogenetic aberrations in pediatric lymphomas, further studies of large series of patients with long

follow-up should be undertaken.
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Badania genetyczne zrealizowano czesciowo w oparciu o grant KBN 4PO5E 043 18 pt.:, Wykorzystanie badan genetycznych
i biomolekularnych dla diagnostyki, prognozowania i optymalizacji leczenia nieziarniczego chtoniaka ztosliwego u dzieci”.

Wstep

Nieziarnicze chtoniaki ztosliwe (NHL) to bardzo zr6znico-
wana grupa nowotworéw uktadu chtonnego, wymagajaca
szeroko zakrojonej diagnostyki. Do wspétczesnych narzedzi
diagnostycznych NHL naleza: badanie histopatologiczne,
immunohistochemiczne i/lub cytofluorymetryczne, kla-
syczne badanie cytogenetyczne i badania molekularne,
np. z wykorzystaniem techniki fluorescencyjnej hybrydy-
zadji in situ (FISH) lub tancuchowej reakgji polimerazy (PCR)
[1]. Wedtug wskazarh WHO okreslenie zmian genetycznych
w tkance nowotworéw uktadu chtonnego jest jednym
z istotnych kryteridow klasyfikacji NHL [2]. W wielu przy-
padkach fragmenty tkanki nowotworowej po pobraniu sg
utrwalane w formalinie, nastepnie zatapiane w bloczkach
parafinowych i z tego powodu staja sie niedostepne dla
badania cytogenetycznego metodami tradycyjnymi, w kto-
rym wymagane jest uzycie komérek w stadium metafazy.
Technika interfazowa fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(i-FISH) z wykorzystaniem odpowiednich sond DNA roz-
szerza mozliwosci analizy cytogenetycznej o materiat ar-
chiwalny z bloczkéw parafinowych, pozwalajac na ocene
liczby kopii chromosoméw, rearanzacji lub fuzji genéw [3-5].

Zasadniczym celem pracy byto opracowanie metody
diagnostyki zmian cytogenetycznych z zastosowaniem tech-
niki FISH do jader interfazowych (i-FISH), wyizolowanych
z komodrek NHL, pochodzacych z archiwalnego materiatu
biopsyjnego zatopionego w parafinie.

Drugim celem byto zastosowanie zmodyfikowanej tech-
niki i-FISH z uzyciem ukierunkowanych sond DNA do wykry-
wania zmian w obrebie wybranych genéw w utrwalonych
komorkach NHL.
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Materiat i metody
Pacjenci

Analiza retrospektywng objeto 38 dzieci z NHL w wie-
ku od 1-16 lat (mediana 8,3) leczonych w latach 1993-
-2000 w osrodkach onkologiczno-hematologicznych Pol-
skiej Pediatrycznej Grupy Leczenia Biataczek i Chtoniakéw.
Rozpoznanie NHL ustalano na podstawie obowiazujacych
w tym czasie kryteriow morfologicznych i immunofenoty-
powych, opierajac sie na klasyfikacji REAL/WHO [6], i wery-
fikowano centralnie.

Materiat i procedury przygotowania
do badarn technikq FISH

Przedmiotem badan byty fragmenty tkanki nowotworo-
wej utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie, pobrane
z guza weztowego lub pozaweztowego w trakcie rutynowej
diagnostyki wstepnej. Badania obejmowaly 2 fazy: | okres do-
$wiadczalny modyfikowania i wdrazania techniki FISH (lata
2004-2005) i Il zasadniczy etap badawczy (lata 2008-2009)
z uzyciem przetestowanej i zmodyfikowanej metody izolacji
jader komérkowych ze skrawkéw parafinowych (SP). W 1 okre-
sie badano SP réznej grubosci (4-5 pm, 20-40 pm) z tkanka
nowotworowa utrwalong w formalinie w warunkach niepetnej
standaryzacji (brak mozliwosci ustalenia stezenia procentowe-
goformaliny i czasu utrwalania). SP cienkie (4-5 pm) nanoszo-
no na adhezyjne szkietka podstawowe (SuperFrost Plus firmy
Menzel GmbH&CoKG), nastepnie odparafinowano i trawiono
proteaza z zastosowaniem zestawu Vysis (Paraffin Pretreatment
Kit1,VYSIS nr 2J0232). Z grubych SP (20-40 um) izolowano jadra
komorkowe zgodnie z ponizsza procedurg Etapu |, a nastepnie
stosowano zestaw odczynnikéw Vysis (Etap |I).



Tabela I. Rodzaje zastosowanych sond DNA do wykrywania wytypowanych zmian genetycznych w zaleznosci od podtypu chfoniaka

Typ NHL Nazwa sondy Rodzaj zmiany cytogenetycznej

B NHL* Sonda rozdzielcza LSI MYC (DC, BAR) Rearanzacja genu MYC (8q24)
Sonda fuzyjna LSI IGH/MYC Fuzja gendw MYC/IGH t(8;14)
CEP8 (TC,DF) Fuzja gendw MYC/IGH t(8;14)
Sonda fuzyjna IGH/BCL2 (DC,DF) Fuzja genéw IGH/BCL2 t(14;18)
Sonda punktowa LSITP53 (SO) Delecja genu TP53(17p13)

ALCL® Sonda rozdzielcza LSI ALK (DC, BAR) Rearanzacja genu ALK (2p23)
Sonda punktowa LSITP53 (SO) Delecja genu TP53(17p13)

LBL" Sonda rozdzielcza LSI TCR (DC, BAR) Rearanzacja genu TCRA/D (14q11)

Sonda fuzyjna LSI BCR/ABL (DC, DF)
Sonda punktowa LSI D135319 (SO)
Sonda rozdzielcza LSI BCL2 (DC,BAR)

Fuzja genéw BCR/ABL
Delecja 13q14
Rearanzacja genu BCL2(18qg21)

# chtoniak B-komérkowy; * anaplastyczny chtoniak wielkokomdrkowy; A chtoniak limfoblastyczny

Etap | — izolacja komorek ze skrawkow parafinowych
o grubosci 30 um obejmowata w kolejnosci: a) odparafi-
nowanie: 3 x 10 min (ok. 800 pl ksylenu); b) nawodnienie
w wodnych roztworach alkoholu etylowego o malejacych
stezeniach od 95% do 50%; c) rozdrobnienie materiatu; d)
trawienie enzymatyczne za pomoca: 1) roztworu proteinazy
K 60 min, 37°C; 2) lub roztworu pepsyny (5%), (ok. 1000 pl),
60-120 min, 37°C; e) wirowanie — 10 min, ok. 3000 rpm,
ptukanie PBS; f) utrwalanie: 3 x utrwalacz (metanol + kwas
octowy).

Etap II. Technika przygotowania preparatéw z zastoso-
waniem zestawu Vysis (Paraffin Pretreatment Kit I, VYSIS nr
2J0232; wg przepisu producenta). W miejsce cienkich SP
na szkietko podstawowe naktadano zawiesine utrwalonych
jader komérkowych, wyizolowanych zgodnie z procedurg
etapu |. Nastepnie przeprowadzano hybrydyzacje wybranej
sondy DNA zgodnie z zaleceniami producenta. Do kazdej
uzytej proby wykonywano 2 préby kontrolne na standar-
dowym materiale utrwalonym cytogenetycznie (zawiesina
komorek) dla sprawdzenia jakosci sondy i ustalenia granicy
btedu (kontrola dodatnia: 2 preparaty z badang zmiang; kon-
trola ujemna: 2 preparaty z krwi zdrowego dawcy). Przyjeto
nastepujace granice btedéw: dla sond pojedynczych (sonda
znakujgca gen TP53) 10%, natomiast dla dwukolorowych
sond rozdzielczych, znakujacych geny ALK, MYC, TCRA/Didla
sond wykazujacych fuzje genéw BCRi ABL, IGH i BCL2 oraz
IGH i MYC z uwidocznieniem centromeru chromosomu
8 wyznaczona granica btedu wynosita 5%. Szczegétowy
wykaz zastosowanych sond DNA (producent Vysis, Abbott
Laboratories) zestawiono w tabeli I. W | okresie testowano
optymalna grubo$¢ SP i 3 rodzaje enzymdw (pepsyna, pro-
teaza, trypsyna) w réznych stezeniach i czasach trawienia.
W tym okresie technike FISH zastosowano w 30 preparatach
od 10 chorych zNHL: 6 zanaplastycznym chtoniakiem wiel-
kokomorkowym (ALCL), 4 z limfoblastycznym chtoniakiem
T-komoérkowym (LBL-T). W Il okresie badano wyselekcjo-

nowany materiat archiwalny, utrwalony w zbuforowanej
formalinie (pH 7,0), a czas inkubacji nie przekraczat 48 go-
dzin. Preparaty do hybryzdyzacji DNA przygotowywano za
pomoca wczesniej opracowanej procedury dwustopniowej
zjednolitym czasem trawienia 45 min.W ten sposéb zbadano
40 preparatéw od 28 dziecizNHL: 17 pacjentéw z chfoniakiem
B-komorkowym (B-NHL), w tym 16 z chtoniakiem Burkitta (BL)
i1 —zchtoniakiem z duzych komérek B (DLBCL), 6 pacjentow
z ALCL oraz 5 pacjentéw z LBL-T.

Przy uzyciu ukierunkowanych sond DNA badano rézne
rodzaje pierwotnych zmian cytogenetycznych w zaleznosci
od podtypu NHL (tab. I).

Wyniki

W | etapie ustalono, ze optymalna grubos¢ SP podda-
wanych wstepnej obrébce przed zastosowaniem metody
FISH powinna wynosi¢ 30 um, przy utrwalaniu zawiesiny
jader mieszaning Carnoya, po uprzedniej hypotonizacji
0,075 M KCL. Ponadto, przy testowanym czasie trawienia
preparatéw 15-90 min, informatywne znakowanie uzyskano
u 1/6 pacjentéw z ALCL i 2/4 z LBL-T, tacznie w 5/30 (16,7%)
badanych preparatéw i u 3/10 chorych. W przypadku ALCL
wykazano rearanzacje w obrebie genu ALK, w grupie LBL-T
w jednym przypadku wykluczono delecje w regionie 13q14,
aw drugim — obecnos¢ fuzji BCR/ABL. Ze wzgledu na niska
skutecznos¢ metody badania wyniki | etapu zostaty wyta-
czone z dalszego opracowania.

W Il etapie badan wynik informatywny osiggnieto
u 24/28 dzieci (87,5%) w 90% (36/40) badanych preparatéw,
wtymw 13/17 przypadkéw z B-NHL, w 6/6 ALCL i 5/5 LBL-T.
Wsréd przypadkoéw informatywnych zmiany obejmujace co
najmniej jeden z badanych obszaréw wykazano u 11 pa-
cjentéw (tab. Il). U chorych z B-NHL (#1, 2, 3) i potwier-
dzong rearanzacjg genu MYC odsetek jader interfazowych
z wykryta zmiang wahat sie od 13% do 50%. W przypadku
#1 okreslono nastepnie partnerski gen fuzyjny, potwier-

271



Tabela Il. Aberracje chromosomowe wykryte technika FISH w komérkach
NHL wyizolowanych ze skrawkoéw parafinowych

Nr Typ zmiany Odsetek jader Liczba
pacjenta interfazowych analizo-
ze zmiang wanych
komoérek
A. B-NHL (BL):
#1 Rearanzacja MYC +(50%) 216
Fuzja MYC/IGH +(50%) 117
Fuzja BCL2/IGH - (0%) 162
Delecja TP53 nt -
#2 Rearanzacja MYC +(13%) 151
Fuzja MYC/IGH nt -
Fuzja BCL2/IGH +(27%) 126
DelecjaTP53 - (7%)* 110
#3 Rearanzacja MYC + (8%) 126
Fuzja MYC/IGH - (0%) 98
Fuzja BCL2/IGH +(64%) m
DelecjaTP53 - (0%) 127
#4 Rearanzacja MYC - (5%)* 65
Fuzja MYC/IGH -0% 128
Fuzja BCL2/IGH +(100%) 61
DelecjaTP53 - (0%) 74
#5 Rearanzacja MYC - (4%)* 122
Fuzja MYC/IGH nt -
Fuzja BCL2/IGH +(100%) 76
DelecjaTP53 - (0%) 157
#6 Rearanzacja MYC - (0%) 40
Fuzja MYC/IGH nt -
Fuzja BCL2/IGH +(87%) 97
DelecjaTP53 - (0%) 116
B.ALCL:
#7 Rearanzacja ALK + (40%) 179
DelecjaTP53 - (1%)* 125
#8 Rearanzacja ALK +(15%) 102
DelecjaTP53 - (7%)* 116
#9 Rearanzacja ALK + (14%) 104
DelecjaTP53 - (3%)* 102
C.LBL:
#10 Rearanzacja TCR A/D + (56%) 94
#11 Rearanzacja TCR A/D +(18%) 84

+ obecnos¢ zmiany; - brak zmiany; nt — nie testowano; * w zakresie granicy
btedu

dzajac obecnos¢ typowej fuzji IGH/MYC. W przypadkach
#2 i #3 gen partnerski pozostat nieznany: w #3 rearanza-
¢ji MYC nie towarzyszyta fuzja IGH/MYC, za$ w #2 badania
w kierunku fuzji MYC/IGH nie przeprowadzono z powodu
braku materiatu. W przypadku #4 prawidtowy status genu
MYC potwierdzony zostat wykazaniem braku fuzji MYC/IGH.
W grupie 5 pacjentéw z B-NHL (#2, 3, 4, 5, 6) ujawniono
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obecnos¢ fuzji IGH/BCL2, ktéra wystepowata w zmiennym
odsetku komoérek (27-100%). Fuzji IGH/BCL2 w 2 przypad-
kach towarzyszyta rearanzacja MYC (#2 i #3). Status genu
TP53 pozostat niezmieniony w 5 badanych przypadkach
B-NHL. W grupie dzieci z ALCL u 3/6 wykazano obecnos¢
rearanzacji genu ALK(2p23) i brak delecji TP53. W ostatniej
badanej grupie T-LBL u 2 pacjentéw stwierdzono rearan-
zacje genu TCR A/D, podczas gdy u 3 pozostatych zmiana
ta nie ujawnita sie. Analiza wynikéw leczenia w badanej
grupie dzieci wykazata, ze wszyscy pacjenci z pojedynczymi
lub dwoma zmianami genetycznymi zyja wolni od choroby
przez6,5-101lat. U 1 chorego z B-NHL, ktéry zmart z powodu
progresji, nie wykryto zmian genetycznych klasycznych
dla BL. W grupie ALCL u pacjenta z najsilniej wyrazonymi
zmianami cytogenetycznymi (40% komorek z rearanzacja)
doszto do wczesnego nawrotu chtoniaka i zgonu z powodu
progresji.

Omoéwienie

W poréwnaniu z klasycznym badaniem cytogenetycz-
nym technika FISH charakteryzuje sie wyzszym poziomem
rozdzielczosci i umozliwia analize cytogenetyczna komoérek
interfazowych, pochodzacych réwniez z bloczkéw parafino-
wych. Metoda ta jest technicznie trudniejsza od typowego
badania FISH i ma swoje ograniczenia. W | okresie badan
wydajnos¢ techniki FISH byta stosunkowo niska. W wiek-
szosci przypadkéw morfologia komérek wskazywata na
znaczny stopien degradacji materiatu. Nie uzyskiwalismy
specyficznego znakowania DNA sondami pomimo sto-
sowania zréznicowanych warunkéw deparafinizacji, tra-
wienia wstepnego, utrwalania preparatéw czy sposoboéw
denaturacji preparatéw i sond. Stwierdzilismy, ze przyczy-
na degradacji DNA byto prawdopodobnie nieprawidtowe
utrwalanie tkanek w formalinie. Ustalilismy, ze warunkiem
koniecznym jest stosowanie zbuforowanej formaliny, a czas
utrwalania nie powinien przekracza¢ 48 godz. Kolejnym
istotnym problemem, ktéry mégt negatywnie wptynac na
wynik hybrydyzacji z sondami DNA, byta grubos¢ SP. Przy
zastosowaniu cienkich SP o rutynowej grubosci (4-5 pm)
czesc¢ jader komoérkowych ulega przecieciu, co powoduje
utraty sygnatéw z DNA. Z kolei w przypadku zbyt grubych SP,
w czesci srodkowej preparatu istnieje niebezpieczenstwo zli-
czania dodatkowych, naktadajacych sie na siebie sygnatéw
zkomorek lezacych ponizejlub powyzej. Najbardziej miaro-
dajny wynik mozemy zatem uzyska¢, gdy badane komorki
utozone sg jednowarstwowo na powierzchni szkietka. W tym
celu zastosowalismy metode ekstrakgji jader komérkowych
z zaparafinowanej tkanki [7]. Dyspersja odparafinowanego
materiatu pozwolita na przygotowanie zawiesiny komorek,
ktore po natozeniu na szkietka podstawowe i po utrwaleniu
badalismy technika i-FISH. Optymalne warunki trawienia
uzyskaliSmy stosujgc proteinaze przez 30-60 minut. Przy
uzyciu wyselekcjonowanego materiatu pod wzgledem pra-



widtowego utrwalenia w formalinie (etap II) uzyskalismy
znakowanie na wiekszosci badanych preparatéw (90%).
W publikacjach dotyczacych techniki i-FISH w SP wykazano,
ze metoda ta charakteryzuje sie wysoka czutoscia (85-100%)
i 100% specyficznoscia, ale ma swoje ograniczenia [4, 7, 8].
Paternoster i wsp. podkreslaja, ze istotnie negatywny wptyw
na stopien degradacji materiatu wyjsciowego moze mie¢:
odstep czasowy pomiedzy pobraniem tkanki a jej utrwa-
leniem, wiek bloczkéw parafinowych powyzej 10 lat i zbyt
duza wieloetapowos¢ metody, stwarzajaca ryzyko utraty
pewnej liczby jgder komdrkowych [7]. Metoda izolacji jader
komorkowych z SP nie jest pozbawiona wad, gdyz wymaga
duzej ilosci tkanki i jest czasochtonna. Paternoster i wsp.
zastosowali biopsje cienkoigtowe bloczkéw parafinowych
[4], co pozwolito im na pobranie komdrek z interesujgcego
regionu tkanki nowotworowej, a czas ekstrakcji jader skrocit
sie do 2 godz. Z kolei Godon i wsp. dowiedli, ze wysoka czu-
fos¢ i swoistos$c techniki FISH nie zalezy od tego, z jakiego
rodzaju materiatu pochodza komérki nowotworowe [9].
W przeciwienstwie do innych, Haralambieva i wsp. oceniajac
technike FISH na cienkich SP, odnotowali 20% przypadkéw
fatszywie pozytywnych [10]. O trudnosciach technicznych
Swiadczy tez duza ilos¢ odmiennych protokotéw postepo-
wania publikowanych przez badaczy. W naszym przypadku
opracowanie optymalnego protokotu trwato okoto 2 lata,
wymagato duzego naktadu pracy i byto kosztochtonne.
Spektrum cytogenetycznych czynnikéw diagnostycznych
i rokowniczych, w szczegélnosci w chorobach nowotworo-
wych, jest z roku na rok coraz szersze, a ich wykrycie moze
w wielu przypadkach rozstrzyga¢ o prawidtowym rozpo-
znaniu i leczeniu [11-13]. Dzisiaj nikt nie ma watpliwosci,
ze techniki cytogenetyczne, w tym FISH, powinny stanowic
jedne z podstawowych narzedzi wspotczesnej diagnostyki
NHL. Z kolei precyzyjna diagnoza umozliwia optymalizacje
terapii, co zwieksza szanse chorego na petne wyleczenie.
W naszych badaniach zmiany cytogenetyczne zostaty po-
twierdzone u czesci chorych. Niektére ze zmian wykryte
w B-NHL potwierdzaly rozpoznanie klasycznego chtonia-
ka Burkitta, inne wskazywaty na wystepowanie chtoniaka
atypowego (Burkitt-like), wspdétczesnie klasyfikowanego
jako chtoniak o cechach posrednich pomiedzy DLBCL i BL.
Zwraca uwage fakt, ze w przypadku typowego BL odsetek
komorek z rearanzacjg MYC byt wysoki (50%), a obecnos$¢
fuzji MYC/IGH potwierdzita obecnos¢ charakterystycznejdla
BL translokacji t(8;14)(q24;932). Wyniki badan sugeruja, ze
charakter wykrytych zmian cytogenetycznych moze miec
zZnaczenie prognostyczne.

Whioski

Wyniki pracy pozwolity na opracowanie metody wyko-
rzystania tkanki nowotworowej z bloczkéw parafinowych
do badan cytogenetycznych i potwierdzajg przydatnos¢
techniki i-FISH do optymalizacji diagnostyki NHL.

Analiza FISH na materiale uzyskanym z bloczkéw pa-
rafinowych niesie za soba trudnosci interpretacyjne. Za-
stosowanie metody izolacji jader komdrkowych zwieksza
wykrywalnos¢ zmian cytogenetycznych w archiwalnym ma-
teriale biopsyjnym technika FISH. Warunkiem wykorzystania
materiatu archiwalnego do analizy FISH jest standaryzacja
metod utrwalania materiatu w parafinie. Ocena znaczenia
wykrytych zmian cytogenetycznych wymaga dalszego ca-
tosciowego badania z duza grupa pacjentéw poddanych
dtugotrwatej obserwacji.
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