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1. Spis procedur chirurgicznych

* Biopsja mézgu i rdzenia
® Zabieg chirurgiczny

2. Biopsja mézgu lub rdzenia

2.1. Zalecenia dla lekarza wykonujacego
badanie biopsyjne

Material tkankowy pobierany jest z mézgu lub
rdzenia droga biopsji otwartej, a w przypadku mo-
zgu takze stereotaktycznej badz endoskopowe;j.
Wymagana jest informacja o liczbie i miejscu po-
branych wycinkéw oraz o obrazie radiologicznym
(skierowanie winno zawiera¢ wszystkie istotne
dane kliniczne, w szczegélnosci gléwne manifesta-
cje choroby i czas, jaki uplynat od chwili pojawie-
nia sie pierwszych objawdw, ktére mozna przypisaé
diagnozowanej zmianie w mézgu lub rdzeniu, jak
réwniez wyniki badaf neuroobrazowych w postaci
opisu radiologa oraz kopii badan na ptytach CD lub
wydrukach).

Wycinki pobrane droga biopsji stereotaktyczne;j,
jesli pochodza z réznych topograficznie punktéw
pobrania, powinny by¢ przystane w osobnych na-
czyniach wraz z opisem miejsca ich pobrania. Jesli
bioptaty tworza ciag wzdluz trajektorii wyznaczo-
nej przez igle biopsyjna, powinny by¢ przystane
w konsekwentnie ponumerowanych naczyniach. Je-
§li jest mozliwo$¢ wykonania doraznej diagnostyki
(»intry”), jest konieczne, aby material biopsyjny byt
przekazywany do zaktadu lub pracowni neuropato-
logii bez utrwalenia, niezwlocznie po jego pobraniu
na $wiezo, tj. bez utrwalenia. W przypadku gdy
nie ma takiej mozliwosci, material biopsyjny nalezy
utrwali¢ w sposéb, jak opisano ponizej.

2.2. Postepowanie z materialem tkankowym

Dopuszczalne jest stosowanie techniki rozmazo-
wej do celéw zaréwno doraznej (,introwej”) wstepnej
oceny bioptatéw, jak i do wykonania potrzebnych
odczynéw immunohistochemicznych, jednak wylacz-

nie przy zalozeniu, Ze przynajmniej potowa materialu
zostanie przeprowadzona do bloczkéw parafinowych.

Drobne wycinki umieszczane sa bezposrednio
w utrwalaczu, material wigkszy moze by¢ przystany
na §wiezo w celu zabezpieczenia czg$ci materiatu do
badan molekularnych, jednak decyzje zawsze podej-
muje patolog lub neuropatolog (biorac pod uwage
z oczywistych powodéw bardzo mala ilo§¢ materia-
tu biopsyjnego, poswiecenie nawet niewielkiej jego
cze$ei na badania molekularne jest usprawiedliwio-
ne jedynie wtedy, gdy nie utrudni to ustalenia roz-
poznania histopatologicznego).

Material nalezy utrwali¢ w 10-procentowym
wodnym roztworze zbuforowanej formaliny. Czas
utrwalania wynosi maksymalnie 24-48 godzin.
Wycinki do badafi molekularnych umieszczane
sa w cieklym azocie i nastepnie przechowywane
w zamrazarce niskotemperaturowej. Probki mozna
umiesci¢ rowniez w ,RNA-later™”.

2.3. Zatapianie materialu biopsyjnego w bloczkach
parafinowych i skrawanie bloczkéw

W procesie zatapiania w parafinie: wycinek z biop-
tatu nalezy ulozy¢ wzdhuz dlugiej osi.

Krojenie skrawkéw powinno si¢ odbywaé metoda
trymowania bloczka w celu uzyskania przekrojéw na
réznej gleboko$ci pobranego materiatu.

2.4. Rutynowe barwienie skrawkow

Zalecane barwienia, reakcje immunohistochemicz-
ne i badania molekularne:

* podstawowe: hematoksylina i eozyna,

* barwienia specjalne (PAS, mucikarmin, Kluver-
-Barrer, Perdrau, barwienia uzywane w celu identy-
fikacji réznych typéw zlogéw czy drobnoustrojow;

* reakcje immunohistochemiczne: GFAP, synapto-
fizyna, NF, NeuN, S-100, CD34, CD56, IDHI,
Olig1, cytokeratyny, Ki67 lub inne panele w zalez-
nosci od rodzaju zmiany (przerzut, chloniak, inne);

* badania molekularne: delecja 1p19q, amplifikacja
N-myc, C-myc, mutacje IDH1 i IDH2, metylacja
promotora genu MGMT, okreslenie grup trans-
krypcyjnych rdzeniakéw.
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3. Zasady opracowania materialu
pooperacyjnego

3.1. Zalecenia dla neurochirurga

Material z operacji neurochirurgicznych w miare
mozliwosci powinien by¢ przyslany do zaktadu lub
pracowni neuropatologii na $wiezo (bez utrwalenia)
i w calosci. W przypadku gdy nie ma mozliwosci
niezwlocznego dostarczenia materiatu do laborato-
rium, winien on by¢ utrwalony w 10-procentowym
wodnym roztworze zbuforowanej formaliny.

3.2. Postepowanie z materialem operacyjnym

Material z operacji neurochirurgicznych w miare
mozliwosci powinien by¢ przystany na swiezo.

Patolog lub neuropatolog po wstepnej ocenie
otrzymanego materiatu z operacji neurochirurgicznej
w pierwszej kolejnosci zabezpiecza wycinki tkankowe
do badan molekularnych. Wycinki te moga by¢ uzyte
do badan molekularnych dopiero po dokonaniu pet-
nego ostatecznego rozpoznania histopatologicznego.
W przypadku materiatu o duzej objetosci dokonuje sie
wstepnego rozcigcia wigkszych kawaltkow i zapewnia
optymalne warunki utrwalenia, w tym naczynie od-
powiedniej wielkosci ze standardowym utrwalaczem
formalinowym (10-procentowy roztwor zbuforowane;
formaliny). Czas utrwalania wynosi 24—48 godzin.

3.3. Ocena makroskopowa materiatu
operacyjnego

Material z operacji neurochirurgicznych jest

w wickszo$ci przypadkéw znacznie pofragmento-

wany i rzadko pozwala na topograficzna orientacje

operowanej zmiany. Przypadki, w ktérych istotna
jest wlasciwa ocena i opis topograficzny materiatu,
to resekcje padaczkorodnych zmian kory mézgowej,

w ktérych istotne jest dokonanie doktadnego opisu

wycietej zmiany oraz pobranie jej do bloczkéw para-

finowych w taki sposéb, aby mozna bylo uzyskiwaé
na skrawkach przekroje w plaszczyznie prostopadte;j
do powierzchni kory mézgowej. Ocena margineséw
resekcji jest wymagana tylko w przypadku guzéw
ostonek nerwéw, o ile zostaly usuni¢te w jednym blo-
ku, lub tkanek otaczajgcych resekowane guzy opon.

Makroskopowy opis materialu powinien zawiera¢
dane dotyczace:

¢ ilosci: do 5 fragmentéw ich liczba powinna by¢ poda-
na dokladnie; powyzej wystarczy okrelenie: , liczne”;

* wielko$¢ — najwiekszy rozmiar najwiekszego (jesli
wiecej niz 1) w centymetrach lub milimetrach;
ogblna oszacowana objeto$¢ w centymetrach lub
milimetrach sze$ciennych;

* najwazniejszych dostrzegalnych makroskopowo
cech (np. obfita tres¢ krwawa) lub szczegdtéw ana-
tomicznych (np. obecno$¢ opony twardej towarzy-
szgcej oponiakowi, kosci itp.).
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3.4. Pobieranie wycinkow

Poza szczegélnie duzymi oponiakami i zmiana-
mi kostnymi lub obejmujacymi kos$¢, zasada po-
winno by¢ pobranie i przeprowadzenie do blokéw
parafinowych calego materialu z operacji neurochi-
rurgicznych, w tym réwniez tresci krwiakéw, ponie-
waz czesto znajdujg si¢ w niej ,ukryte” naczyniowe
zmiany malformacyjne albo nacieki nowotworowe
(krwotok do nowotworu jest do$¢ czestym zjawi-
skiem, a niekiedy nawet ujawniajacym obecno$¢ guza
mozgu). Wszystkie operowane zmiany o relatywnie
duzych rozmiarach, tzn. duze oponiaki lub resekcje
znacznej czeSci plata moézgu, ktére moga sie zmiesci¢
w 8 standardowych bloczkach parafinowych (kaset-
kach), powinny by¢ pobrane i przeprowadzone do pa-
rafiny w calosci. Jesli materiat jest wickszy, niz mozna
w sposob wlasciwy umiesci¢ w 8 bloczkach, nalezy do-
kona¢ selekcji, pomijajac np. strefy martwicy lub krwo-
toku. Limit 8 bloczkéw nie dotyczy materialow
osobno przysylanych i opisywanych na skierowa-
niu oraz w szczegdlno$ci materialéw obejmujacych
liczne drobne fragmenty tkanek, a takze w przy-
padkach, gdy w calym pobranym do 8 bloczkéw
materiale jest wylacznie lub niemal wylacznie tre$¢
krwawa lub martwicza, lub tkanka mézgu histolo-
gicznie w granicach normy. Materialy $redniej wiel-
kosci (faczna objetos¢ ok. 0,54 cm?) powinny by¢ zato-
pione w catosci w 3—5 bloczkach parafinowych.

Minimalna liczba wycinkdéw, ktéra patolog jest
obowigzany pobra¢ w ramach niniejszej proce-
dury, wynosi:

* dla mikromateriatu biopsyjnego — 2,

e dla materiatu operacyjnego Sredniej wielkosSci
(0,5 do 4 cm?®) — 3,

e dla wiekszych materiatéw — 6.

3.5. Barwienia podstawowe, histochemiczne,
immunohistochemiczne i molekularne

Ze wszystkich pobranych materiatéw wykonuje sie
preparaty barwione hematoksyling i eozyng. Barwie-
nia specjalne, w tym w szczeg6lnosci immunohisto-
chemiczne (IHC), wykonuje si¢ na skrawkach z wy-
branych bloczkéw parafinowych.

Zalecane reakcje IHC i badania molekularne:

* reakcje immunohistochemiczne (jak réwniez bar-
wienia specjalne) jak w punkcie 2.4,

* skapodrzewiaki: badanie utraty heterozygotyczno-
$ci LOH 1p/19q,

* glejaki: status promotora genu MGMT,

* gruczolaki przysadki: obligatoryjnie profil immuno-
ekspresji hormondw,

® przerzuty — panele reakcji immunohistochemicznych,

* immunoekspresja zmutowanego produktu genu
IDHI (wspomagajaca roznicowanie gwiazdziaka
i gliozy odczynowej).



