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1. Spis procedur chirurgicznych

* Wideotorakoskopia (video-assisted thoracoscopy)

* Biopsja otwarta pluca

® Usuniecie plata lub ptatéw pluca metoda wideoto-
rakoskopii

* Segmentektomia

* Lobektomia

® Lobektomia z mankietem chirurgicznym oskrzela
(sleeve-lobectomia)

* Bilobektomia

* Bilobektomia z mankietem chirurgicznym oskrzela

* Pneumonektomia

* Mankiet oskrzela z guzem
Inne procedury:

* limfangiektomia

® usuniecie fragmentu oplucnej Sciennej, osierdzia,
przepony

* resekcja fragmentu $ciany klatki piersiowej

* mediastinoskopia, mediastinotomia, lobektomia
z segmentektomia

2. Zalecenia dla lekarza wykonujacego
procedure chirurgiczna

Material nalezy umiesci¢ w odpowiednio dobra-
nym naczyniu (jednorazowym, czystym, zdezynfe-
kowanym) umozliwiajacym tatwe wlozenie i wyjecie
materiatu. Na naczyniu na niezmywalnej etykiecie
nalezy poda¢ imi¢ i nazwisko chorego, stosowane
w danej jednostce oznaczenia (np. kody kreskowe),
rodzaj pobranego materiatu. Przed umieszczeniem
materiatu pojemnik powinien by¢ napetniony utrwa-
laczem — 10-procentowym zbuforowanym obojet-
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nym (pH 7,0—7,4) wodnym roztworem formaliny,
czyli 4-procentowym roztworem formaldehydu.
W materiale zawierajacym kilka elementéw tkan-
kowych (fragment drugiego plata, osierdzia, prze-
pony, tkanki ttuszczowej srédpiersia, oplucnej $cien-
nej, Sciany klatki piersiowej itp.), ktérych ocena
mikroskopowa jest istotna (np. okreslenie doszczet-
nosci zabiegu chirurgicznego), konieczne jest ich
oznakowanie. Sposéb oznakowania powinien by¢
weczesniej ustalony z lekarzem pracowni lub zaktadu
patomorfologii.
Razem z materialem lekarz powinien dostarczy¢:
* wyniki wezesniejszych badaf histopatologicznych
(jesli byty wykonywane), zwtaszcza dotyczace cho-
r6b nowotworowych,
® opis badania bronchofiberoskopowego,
® opis badan obrazowych klatki piersiowej, zwlasz-
cza tomografii klatki piersiowej, PET-TK (jesli
byto wykonywane).

W postepowaniu z formaling nalezy stosowac
wszelkie zalecane srodki ostroznosci umieszczo-
ne na etykiecie utrwalacza i ustalone zasadami
BHP. Nalezy pamieta¢, aby pobrany materiat
zostat umieszczony w pojemniku z formaling nie
pdzniej niz do 30 minut od jego pobrania, a ob-
jetos¢ utrwalacza powinna by¢ ok. 8—10-krotnie

wieksza od objetosci utrwalonego materiatu.
Nalezy bezwzglednie przestrzegac¢ pH roztworu
formaliny, gdyz wszelkie zmiany pH wptywajg na
jakos¢ badan immunohistochemicznych i mole-
kularnych, podobnie jak czas utrwalania, ktéry
nie powinien by¢ krétszy niz 6 godzin i nie dtuz-
szy niz 48 godzin.
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Po umieszczeniu materialu w naczyniu, nalezy je
szczelnie zamkna¢, tak aby zabezpieczy¢ przed wy-
dostaniem sie materiatu i utrwalacza.

Do materialu nalezy dotaczy¢ odpowiednio wy-
pelnione skierowanie na badanie patomorfologicz-
ne, w ktérym powinny sie¢ znalez¢ istotne informacje
obejmujace:

* imie i nazwisko chorego,

* date urodzenia, PESEL, ple¢,

* nazwe podmiotu kierujacego materiat do badania,

* rozpoznanie kliniczne,

* informacje dotyczace przesylanego materiatu (ro-
dzaj, strona, okolica itp.),

* dodatkowe, istotne dane kliniczne — dotycza-
ce poczatku i przebiegu choroby, opisu badania
bronchofiberoskopowego, przebytych lub towa-
rzyszacych choréb, zwlaszcza nowotworowych,
uktadowych (tkanki lacznej), $rédmiazszowych
pluc, przebytego leczenia (chemio-, radioterapia,
immunosupresja, kortykoterapia), narazenia za-
wodowego (azbest, krzem), natogdéw (palenie pa-
pieros6w czynne i bierne),

* date wystawienia skierowania,

czytelny podpis lekarza kierujacego material na bada-

nie oraz pieczatke z prawem wykonywania zawodu,

informacje o liczbie przesytanych pojemnikéw z ma-
teriatem, z wyszczeg6lnieniem rodzaju materialu

i miejsca jego pobrania dla kazdego pojemnika,

informacje o rodzaju zastosowanego utrwalacza

lub jego braku.

3. Zasady opracowania materialu
operacyjnego

3.1. Postepowanie z materialem operacyjnym

Po dostarczeniu materialu osoba przyjmujaca ma-
terial (najczesciej diagnosta lub technik laboratoryj-
ny) sprawdzajg zgodno$¢ danych umieszczonych na
skierowaniu z opisem na pojemniku.

Material obejmujacy pluco nalezy zwazy¢, a na-
stepnie rozprezy¢ roztworem formaliny. Rozpreze-
nie wykonuje si¢ poprzez podanie formaliny nabra-
nej do strzykawki o duzej pojemno$ci bezposrednio
do drzewa oskrzelowego lub droga nakluwania igla
migzszu pluca, w kilku miejscach, az do wygladzenia
powierzchni optucne;j.

W przypadkach, w ktorych guz jest duzych roz-
miaréw, zlokalizowany obwodowo, nalezy go po-
nacina¢ prostopadle do powierzchni oplucnej, na
fragmenty grubosci ok. 0,5-1 c¢m, a powierzchnig
przekroju poprzektadaé bibula. Taki sposéb umozli-
wia lepszg penetracje formaliny do tkanek guza i za-
bezpiecza material przed cytoliza.

Szybkos¢ penetracji formaliny w tkanki wynosi
ok. 1 mm/1 godz.

Naciety guz nalezy zmierzy¢ i podad trzy wymiary.

Na koniec material nalezy umiesci¢ ponownie
w naczyniu wypelnionym formalina, a powierzchnie
pluca przykry¢ warstwa waty lub gazy, tak aby za-
bezpieczy¢ powierzchnig pluca przed wyschnigciem.

Nalezy przestrzega¢ czasu utrwalania. Najkorzyst-
niej jest pobiera¢ wycinki maksymalnie po 48 godzi-
nach od utrwalenia.

3.2. Pobranie wycinkéw do badania
mikroskopowego

Osoba przystepujaca do pobrania wycinkéw (le-
karz patomorfolog lub przeszkolony lekarz specjalizu-
jacy sic w patomorfologii) musi postgpowac zgodnie
z zasadami obowiazujacymi w przypadkach kontak-
tu z materialem zakaznym, okreslonymi przez BHP.
Powinna by¢ ubrana w jednorazowy str6j ochronny
(fartuch fizelinowy, fartuch plastikowy, rekawice, ma-
seczke chroniaca drogi oddechowe) i okulary.

Przed przystapieniem do pobrania wycinkéw ma-
terial nalezy umiesci¢ w digestorium i wyplukaé pod
biezaca woda, aby zmniejszy¢ drazniace dzialanie for-
maliny.

Wyptukany material umieszcza si¢ w miejscu prze-
znaczonym do pobierania wycinkéw, w ktérym jest
zainstalowany sprawnie dziatajacy wyciag.

Po sprawdzeniu zgodnos$ci danych umieszczonych
na skierowaniu i pojemniku lekarz przystepuje do po-
brania wycinkdw.

3.2.1. Pobranie wycinkiw

A. Material nalezy opisa¢ makroskopowo:

* zmierzy¢ material;

® poda¢ rodzaj otrzymanego materialu (pluco lub
plat itp.);

* oplucna — wyglad, grubos¢, widknienie, zmiany

zapalne, zachowana cigglo$¢, wciagnieta przez guz,

zmiany ogniskowe i guzkowe;

inne elementy tkankowe przylegajace do ptuca (optuc-

na plucna, fragmenty osierdzia, przepony, inne);

* brzeg chirurgiczny oskrzela — dlugosé, grubosé

$ciany oskrzela, zwigzany z naciekiem nowotwo-

rowym (R2), wolny od nacieku nowotworowego

(RO), okresli¢ odleglos¢ marginesu od guza;

brzeg chirurgiczny naczyniowy — dtugosé, grubosé

$ciany naczynia, zajety przez guz (V2), wolny od

nacieku nowotworowego (V0), okresli¢ odlegtos¢
marginesu od guza;

* margines migzszu pluca — w przypadkach resekji
anatomicznej guza, usuni¢cia guza z otaczajacym
migzszem istotna jest ocena marginesu odcigcia
oraz okreslenie odlegtos$ci marginesu od guza,

Fragmenty tkankowe stanowigce margines chi-

rurgiczny nalezy oznaczac niezmywalnym tuszem.
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* wezly chlonne okolicy brzegu chirurgicznego oskrze-
la (liczba, wielkos¢, kolor, zmienione przerzutowo,
wciggniete przez naciek nowotworowy w mase guza),

® guz — lokalizacja:

— plat, segment,

—zwigzany z oskrzelem (wrasta do Swiatla, nisz-
czy Sciane oskrzela, chrzastke, nacieka otaczajacy
miazsz pluca, przez ciaglos¢ nacieka wezly chlonne),

— zlokalizowany obwodowo,

— wymiary,

—zwiazek z oplucng (nacieka optucna, przekra-
cza ja, niezwigzany z oplucna — podaé odlegtos¢
w mm), nie mozna oceni¢ (optucna uszkodzona),

— ograniczenie,

— martwica, jama (Srednica),

— wylewy krwi, ztogi pylicze,

— naciekanie naczyn krwiono$nych,

— odlegltos¢ od linii cigcia chirurgicznego oskrzela
1 naczyn;

® otaczajacy guz miazsz pluca (zmieniony zapalnie,
niedodmowo, widoczne guzki satelitarne — liczba,
wielkos¢, kolor, odleglos¢ od gltéwnej masy guza),
pozostaly miazsz pluca (zmiany ogniskowe: wyglad,
wielkos¢, lokalizacja, zmiany zapalne, rozedmowe);

* wyglad oskrzeli (ocena blony $luzowej, Srednica,
rozstrzenie, zawartos¢);

* wezly chlonne wewnatrzplucne (gr. 13, 14) — licz-
ba, wielko$¢, wyglad.

W przypadku rozbieznosci pomiedzy badaniem
makroskopowym a obrazowym, dotyczacych np.
lokalizacji, wielko$ci zmiany, nalezy rozwazyé

koniecznos¢ wykonania dokumentacji fotogra-
ficznej przy uzyciu systemu wizyjnego z kamerg
lub aparatu fotograficznego.

B. Pobranie wycinkéw do badania mikroskopo-

wego:

* wypreparowaé wezly chlonne okolicy brzegu chi-
rurgicznego (kazdy wezel nalezy umiesci¢ w odreb-
nej kasetce);

® pobra¢ pierScien oskrzela brzegu chirurgicznego
oskrzela, w przypadkach gdy brzeg jest zszyty me-
talowymi szwami, dopuszczalne jest odciecie brze-
gu i pobranie kolejnego fragmentu poza zszyciem.
W opisie materiatu nalezy umiesci¢ informacje, ja-
kiej szerokosci fragment odcigto;

® pobra¢ brzeg chirurgiczny naczyniowy;

* rozcigé wszystkie dostepne oskrzela nozyczkami;

® zalecana liczba wycinkéw z guza: 2—4 (z czedci cen-
tralnej, obwodowej guza, z uwzglednieniem wy-
cinka obejmujacego otaczajacy migzsz phuca) oraz
wycinek guza z oplucna, guza z oskrzelem, wycinki
z kazdego miejsca budzacego podejrzenie nacieka-
nia (najkorzystniej pobiera¢ 1 wycinek/1 ¢m guza,
ze wzgledu na heterogenna budowe rakéw pluca);
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* guz $rodoskrzelowy — wycinek guza z oskrzelem, guza
z otaczajacym miazszem pluca, guza z kazda strukturg
podejrzana o naciekanie (naczynia, wezly chlonne, sa-
siedni ptat), z obwodowej czesci guza, z guza z ophuc-
ng, guza z marginesem chirurgicznym oskrzela,

* guz obwodowy — wycinek z obwodu guza, z guza
z oplucna z miejsca wciaggniecia oplucnej lub naj-
mniejszej odleglosci od oplucnej, z guza z miaz-
szem pluca;

W wycinku pobranym z guza znajdujgcego sie
w poblizu optucnej nalezy dodatkowo wykonaé
barwienie na wtékna elastyczne metodg van Gie-

sona (elastic van Gieson — EvG), ktdre jest za-
lecane w celu doktadnej oceny relacji nowotworu
do bton sprezystych optucnej, potwierdzenia lub
wykluczenia naciekania optucnej przez raka.

Raki gruczotowe in situ (AlS) oraz raki gruczoto-
we z minimalnym naciekaniem (MIA) moga osia-
gaé Srednice 3 cm. W przypadkach, w ktorych
istnieje podejrzenie AlS lub MIA, zmiana powinna

by¢ przebadana w catosci. Wskazowka, ze guz
moze odpowiadac AIS lub MIA, jest badanie TK
klatki piersiowej, w ktérym opisywany jest guz o ty-
pie ,matowej szyby” (ground glass nodule — GGN).

* do badania mikroskopowego nalezy pobrac:

— znalezione zmiany ogniskowe, zapalne w otocze-
niu guza i z pozostalego miazszu; miazsz pluca
nalezy oceni¢ makroskopowo i palpacyjnie, gdyz
niektére ze zmian (AAH, AIS, tumorlet) sa czesto
bardzo dyskretne i stabo widoczne,

—po jednym wycinku z pozostalych segmentéw
niezmienionego miazszu,

— wszystkie znalezione wezly chlonne wewnatrz-
plucne.

4. Cechy makroskopowe istotne dla
okreslenia stopnia zaawansowania raka

4.1. Cecha pT

* Wielkos$¢ guza.

* Ocena oplucnej plucnej (zwiazek z guzem, zmiany
ogniskowe).

* Ocena otaczajacego migzszu pluca (zapalenie, nie-
dodma z oceng ich rozleglosci, zmiany guzkowe).

* Lokalizacja w stosunku do otaczajacych struktur
anatomicznych, wneki.

* Odlegtos¢ od linii cigcia chirurgicznego (oskrzela
gléwnego > 2 cm lub < 2 cm).

4.2. Cecha pN

Ocena wezlow chlonnych wewnatrzptucnych (13,
14) i okolicy brzegu chirurgicznego oskrzela (12, 11).



Pruco

4.3. Cecha pMla

* Dodatkowy guzek lub guzki w przeciwleglym placie.

* Guzki nowotworowe w oplucne;.

* Wysick w optucnej lub osierdziu z potwierdzony-
mi komérkami nowotworowymi.

Liczba wycinkéw, ktére nalezy pobraé¢ do bada-
nia mikroskopowego, zalezy od procedury chirur-
gicznej oraz wielkosci zmiany. Zmiany do 3 cm,
jesli istnieje podejrzenie, ze odpowiadaja AlS lub
MIA, powinny by¢ przebadane w catosci! Zawsze
nalezy pobraé: marginesy chirurgicznej resekcji,
wycinki z guza, migzsz obwodowy oraz znalezio-
ne i nadestane wezly chtonne, wg zasady kazdy
wezet nalezy zbadaé oddzielnie. W zaleznosci od
rodzaju procedury nalezy pobraé:

* biopsja chirurgiczna z guzem — 6 wycinkéw,
* segmentektomia — 6 wycinkéw,
¢ [obektomia (z mankietem chirurgicznym lub bez)

— 15 wycinkow,

* bilobektomia z mankietem chirurgicznym oskrze-
la — 25 wycinkow,
* pneumonektomia — 40 wycinkow.
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STANDARDY POSTEPOWANIA Z MATERIALEM CYTOLOGICZNYM UZYSKANYM

OD CHORYCH NA NOWOTWORY PLUCA

LeEcH CHYCZEWSKI

1. Uwagi ogolne

W obecnej dobie diagnostyka patomorfologiczna,
w tym cytologiczna, ewoluuje w kierunku pobierania
mozliwie jak najmniejszej ilosci materialu tkankowego,
przy minimalnej traumatyzacji chorego. Patomorfolog
na podstawie tego minimalnego materialu powinien,
obok klasycznego rozpoznania okreslajacego mozliwie
doktadnie typ nowotworu, odpowiednio zabezpieczy¢
ten material do dalszych badan. Badania te obejmuja
opracowanie materialu metodami immunohistoche-
micznymi (IHC) lub immunocytochemicznymi (ICC),
genetyczno-molekularnymi opartymi na hybrydyzacji
in situ (FISH, CISH), klasycznymi metodami gene-
tyczno-molekularnymi opartymi na izolacji z materia-
tu komérkowego DNA/RNA i dalszego opracowania
technikami PCR. Potrzeby te wynikaja z pojawienia
si¢ nowych strategii leczenia onkologicznego (leczenie
spersonalizowane). W zwigzku z tym u chorych na
raka pluca typu gruczolowego, wielkokomérkowego

i nieokreslonego (NOS) material tkankowy przestany

do badan histologicznych i cytologicznych powinien

takze shuzy¢ do okreslenia statusu genetyczno-mole-
kularnego genu EGFR (mutacje aktywujace eksonéw

18-22), genu ALK (rearanzacje) i ewentualnie genu

K-Ras. Z powyzszych uwag wynikaja dla patologa na-

stepujace wyzwania:

* postepowanie laboratoryjne z uzyskanym do badan
materialem powinno by¢ niezwykle oszczedzajace
(,szanowanie materialu”),

* sposéb utrwalania i obrébki materialu powinien
uwzgledniaé¢ nie tylko wymogi narzucone przez
rutynowg diagnostyke morfologiczna, lecz takze
wymogi badai dodatkowych (IHC/ICC i badan
genetyczno-molekularnych).

Istotnymi czynnikami lezacymi u podstaw sukcesu
tych badan sa czas i sposéb utrwalania materiatu bio-
logicznego, dobér odpowiedniego utrwalacza i meto-
dy obrébki materiatu. Najtadszym i akceptowalnym
utrwalaczem jest roztwér zbuforowanej formaliny
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(praktyczny sposéb przygotowania takiego roztworu
zamieszczono w dalszej czesci niniejszego opracowa-
nia). Jednak utrwalacze sporzadzone na bazie alkoho-
lu wydaja si¢ najkorzystniejsze do badan genetyczno-
-molekularnych.

2. Najczestszy sposob i zrédlo uzyskania
materialu cytologicznego

1. Material pobrany z oskrzela podczas rutynowe;j
bronchofiberoskopii:

* wycinki (do badan histopatologicznych),

* wydzielina oskrzelowa,

* popluczyny oskrzelowe,

® material pobrany szczoteczka,

* BAL (plukanie oskrzelikowo-pecherzykowe).

2. Material pobrany bezposrednio z guza i/lub weztéw
chlonnych $rédpiersiowych w wyniku bronchofibe-
roskopii z nakluciem poprzez $ciane oskrzela pod
kontrolg USG (EBUS) lub $ciane przetyku (EUS).

3. Material pobrany w wyniku transtorakalnej biopsji
aspiracyjnej cienkoiglowej pod kontrola tomografii
komputerowej lub USG.

4. Material pobrany w wyniku biopsji cienkoiglowej
weztéw chlonnych obwodowych (podobojczyko-
wych, szyjnych, pachowych i innych) oraz z narza-
déw podejrzanych o przerzuty nowotworowe.

5. Plyn wysickowy pobrany z jamy oplucnowej po-
przez naktucie transtorakalne grubg igla.

6. Plwocina pobrana po uprzedniej inhalacji chorego
roztworem soli fizjologicznej (obecnie procedura
stosowana rzadziej).

3. Metody laboratoryjnego postepowania
z materialem cytologicznym

Rozmazy bezposrednie (wykonywane najlepiej
na szkietkach silanizowanych, bezpo$rednio z pobra-
nego materiatu i utrwalane na szkietkach). Sa naj-
czedciej stosowana, rutynowa technika postgpowania
z materiatem cytologicznym pobieranym technika
aspiracyjna przy uzyciu cienkiej igly oraz w techni-
kach EBUS/EUS. Wskazane jest, zeby rozmazy te
wykonywal patolog badz doswiadczona laborantka,
ktéra powinna asystowaé przy wykonywaniu pro-
cedury pobierania materialu. Zapewnia to wlasciwe
wykonanie i utrwalenie rozmazéw.

Zalety tej procedury to: szybko$¢ wykonania
i diagnozy, nieobciazanie dodatkowymi kosztami,
uzyskanie dobrego obrazu detali komoérek, moz-
liwos¢ wykonania ICC (na niezabarwionych badz
odbarwionych preparatach) oraz badan genetyczno-
-molekularnych.

Wady to: reczna obrébka, wykonanie wielu roz-
mazéw (w niektérych przypadkach ponad 20),
»brudne” tlo, obecno$¢ samych jader komérkowych
pozbawionych cytoplazmy, mozliwo$¢ przesuszenia

26

komoérek, czasami koniecznos$¢ stosowania mikrody-
sekeji w celu wzbogacenia ilosci komérek nowotwo-
rowych do badan genetyczno-molekularnych.

Rozmazy przy uzyciu cytowiréwki — optymal-
na, rutynowo stosowana metoda do sporzadzenia
rozmazéw z plynéw wysigkowych jamy oplucnowej
i torbieli. Przy wiekszej objetosci pltynu mozna wy-
kona¢ wiecej rozmazéw. Utrwalanie alkoholem badz
suszenie preparatOw na powietrzu. Preparaty nadaja
sie do badan technikg FISH, a takze do technik izo-
lacji DNA i PCR.

Wady: duze zageszczenie komérek, co moze mieé
ujemne implikacje w diagnostyce (naktadanie sie ko-
moérek) oraz w przypadku technik ICC, a takze tech-
niki hybrydyzacji 7 situ.

Cytobloki — mogg by¢ komplementarng meto-
da stosowana przy innych metodach cytologicznych.
Jest to metoda polegajaca na zatopieniu osadu ko-
moérkowego w bloczki parafinowe. Dzigki temu, po
zastosowaniu typowych metod histologicznej obrobki
wraz ze skrawaniem przy uzyciu mikrotonu, mozna
uzyskaé preparaty barwione rutynowo hematoksyli-
na i eozyna, jak réwniez skrawki na badania dodat-
kowe. Zaletami cytoblokéw s3: mozliwos¢ skrojenia
licznych skrawkoéw, zachowanie pewnych elementéw
architektoniki guza, mozliwo$¢ archiwizacji do dal-
szych opracowan, tatwos¢ wykonania badan, w tym
badan kontrolnych przy stosowaniu metod ICC,
uzyskanie poréwnywalnych i optymalnych wynikéw
badan genetyczno-molekularnych. Wady to: wydtu-
zony czas badania, nie zawsze poréwnywalne wyniki
stosowanych barwief przy uzywaniu réznych utrwa-
laczy, przekroje komérek na réznych poziomach — nie
zawsze widoczne jadro i jaderko (wazne w technikach
genetyczno-molekularnych 7z situ). Metoda ta, jako
przydatna, powinna by¢ stosowana rutynowo. Poni-
zej zostala omdéwiona szerzej.

Cytologia plynna (liguid-based cytology — LBC).
Nie jest w powszechnym uzyciu, poniewaz wyma-
ga posiadania dos¢ drogiego aparatu. Jej zaletg jest
zautomatyzowanie procesu wykonania rozmazu z po-
zbyciem si¢ zbednych elementéw (krew, $luz), dzie-
ki czemu uzyskujemy ,czysty” obraz rozmazu. Inne
zalety to tatwos¢ transportu, zbierania materialu do
badan i wykonania rozmazéw. Komérki na szkietku
tworzg pojedynczg warstwe, co ulatwia interpretacje
badan ICC, szczegdlnie za$ badan metoda FISH i in-
nych badan genetyczno-molekularnych. Niewatpliwa
zaleta jest zredukowane pole do analizy mikroskopo-
wej (oszczedno$¢ czasu patomorfologa). Wadami me-
tody sa: dos¢ mata , komdrkowos¢” preparatu, obkur-
czenie komoérek (w metodzie jako utrwalacza uzywa
si¢ przewaznie metanolu), brak elementéw architek-
toniki, brak informacji na temat wynikéw badan przy
zastosowaniu niektorych przeciwcial (nie wszystkie
przeciwciala zbadano przy zastosowaniu tej stosunko-
wo nowej i wchodzacej do uzytku metody).
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4. Techniki sporzadzania cytoblokéw

Do sporzadzenia cytobloku (CB) moga postuzy¢:
plyn z jamy oplucnowej, material cytologiczny po-
brany przy nakhuciu cienka igla poprzez sciane klatki
piersiowej, $ciane oskrzela badz przez Sciang przelyku,
popluczyny oskrzelowe, material pobrany szczotecz-
ka i inne. Przed sporzadzeniem cytobloku material
cytologiczny powinien by¢ wstepnie oceniony pod ka-
tem komoérkowosci w rozmazie bezposrednim wyko-
nanym prosta, rutynowa metodg. Material z cienkiej
igly moze zawiera¢ fragmenty tkanki, konglomeraty
komérek nowotworowych i pojedyncze komorki. Jest
to wysoce efektywna i bardzo przydatna metoda wy-
krywania komoérek nowotworowych. Jezeli rutynowa
metoda sporzadzenia rozmazu jest niewydolna, to od-
powiedz diagnostyczna mozna nierzadko uzyskaé na
podstawie badania cytobloku. Dzigki temu unika si¢
procedury ponownego pobierania materiatu, trauma-
tyzowania chorego i mnozenia kosztéw. Dodatkowe
informacje, jakie mozna uzyska¢ z badania cytoblo-
ku, ocenia si¢ na 15-55% przypadkéw. Cytoblok,
przy pozyskaniu materiatu cienka igly, zwicksza moz-
liwo$¢ rozpoznania komoérek nowotworowych w po-
wiazaniu z cytologia rutynowa nawet o 10%.

Cytobloki mozna wykona¢ w sposéb niezwykle
prosty badZz tez przy uzyciu bardziej zaawansowa-
nych metod, a nawet w systemie w pelni zautoma-
tyzowanym (Cellient™ CB). Podstawowymi etapami
obrébki materialu jest jego utrwalenie, odwirowanie,
przeprowadzenie i przeniesienie do parafiny. Proble-
mem jest zastosowanie odpowiedniego utrwalacza
i stworzenie Srodowiska, w ktérym osad zachowalby
integracje. W systemach automatycznych stosowane
sg utrwalacze alkoholowe (metanol i etanol w LBC
i metanol w automatycznym systemie cytoblokéw).
Alkohol pozwala na zachowanie kwaséw nukleino-
wych o wysokiej jakosci. Utrwalanie w zbuforowa-
nym roztworze formaliny jest mniej polecane z uwagi
na fragmentacje¢ i denaturacje DNA, a takze gorsze
zachowanie morfologicznych szczegétéw jadra. Sub-
stancje najczeSciej uzywane jako $rodowisko, ktore
pozwala na utrzymanie integracji osadu (spajaja ko-
morki), to plazma z trombina lub agar.

Ponizej podano krotka charakterystyke stosowa-
nych metod.

Prosta sedymentacja — najwcze$niej stosowana
metoda, obarczona ryzykiem duzych strat komoérek.
Osad utrwala si¢, przeprowadza technikami histolo-
gicznymi, zatapia w parafinie w probdwce.

Metoda ptukania igly aspiracyjnej sola fizjolo-
giczng — material cytologiczny z igly aspiracyjnej wy-
plukuje sie 30-40 ml soli fizjologicznej lub medium
RPMI (medium stosowane w hodowlach komorko-
wych, pozwala na dluzsze przetrzymywanie komo-
rek bez ich destrukcji), po czym zawiesine komérek
nalezy odwirowaé (przy stosowaniu soli fizjologiczne;j

bezposrednio po wyplukaniu materiatu z igly). Przy
zastosowaniu soli fizjologicznej zawiesing, przed wy-
konaniem cytobloku, mozna uzy¢ do celéw badan
metoda cytometrii przeplywowej badz do badad mi-
krobiologicznych. Alternatywnie plukanie mozna
przeprowadzi¢ zbuforowanym roztworem formaliny
badz 50-procentowym roztworem etanolu. Po odwi-
rowaniu osad nalezy zintegrowaé przy uzyciu agaru
badz plazmy z trombina, po czym utrwali¢ i przepro-
wadza¢ rutynowymi technikami histologicznymi do
zatopienia w parafinie. Metoda ta jest powszechnie
uzywana, latwa w wykonaniu i szybka. Daje dobre
wyniki w badaniach metodami ICC i genetyczno-mo-
lekularnymi.

Metoda wytworzenia skrzepu w aspiracyjnej
igle (tissue coagulum clot — TCC) — w metodzie tej nie
plucze sie igly aspiracyjnej z zawartoScig materiatu
cytologicznego, pozwalajac na wytworzenie skrze-
pu z materiatu cytologicznego bedacego mieszaning
zaaspirowanych komérek nowotworowych i krwi.
Skrzep usuwa si¢ z cylindra igly na filtracyjng bibule,
nieco podsusza (krétko, aby zachowaé morfologi¢ ko-
moérek), po czym umieszcza w pojemniku z roztwo-
rem zbuforowanej formaliny. Nast¢pnie material jest
przeprowadzany rutynowo do kostki parafinowe;j.
Zaleta tej metody jest zachowanie wszystkich komé-
rek. Uzyskuje sie takze dobre rezultaty w badaniach
ICC. W laboratorium autoréw czasami skrzep usu-
wany jest z igly i doprowadzany do cytobloku, nieza-
leznie od materiatu ptynnego, z ktérego wykonywane
sa bezposrednie rozmazy. W niekt6rych przypadkach
wlasnie w skrzepie, a nie w rozmazach znajduja si¢
komoérki nowotworowe.

Metoda wytworzenia skrzepu przy uzyciu pla-
zmy z trombina lub przy udziale samej trom-
biny — do odwirowanego osadu dodajemy plazmy
z trombing badz sama trombine. Aby nie doszlo do
wytworzenia zlepdéw (agregatdw) komorek, poleca sie
wstrzgsaé probowke z zawartoscig. Po wytworzeniu
skrzepu nalezy go potraktowac rutynowymi metoda-
mi histologicznymi. Zalety tej metody to: prostota
w wykonaniu, niski koszt, dostepnos¢ odczynnikéw,
optymalne zachowanie morfologii komérek, mozli-
wos¢ wykonania dalszych badan (ICC i badan gene-
tyczno-molekularnych).

Metody zatapiania komérek w agarze, kolo-
idalnej torebce oraz innych mediach — do zatopie-
nia komérek w celu zapobiezenia dezintegracji osadu
stosowane sa takze takie media, jak agar, HistoGel™,
zelujaca albumina, kolodium, pre-zelujacy krochmal,
pianka zelatynowa, pianka alkoholu poliwinylowego
oraz inne. Ogoélne zasady postepowania z zatopionym
w tych mediach materialem sa podobne do opisanych
powyzej. W przypadku skapego materiatu poleca si¢
stosowanie koloidalnych torebek (z nitrocelulozy).
Torebka jest wytwarzana z plynnej nitrocelulozy na
wewnetrznych $ciankach stozkowej probéwki, przyj-
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mujac jej ksztalt. Po wirowaniu zageszczony osad ko-
moérkowy znajduje sie w stozku. Po wyjeciu torebki,
odcina si¢ jej stozkowaty koniec z zawartoscig i prze-
prowadza w sposéb rutynowy. Zaleta tej metody jest
skoncentrowanie komoérek w mniejszej objetosci.

Metoda Shandon™ Cytoblock™ — metoda opar-
ta na wirowaniu materialu w cytowiréwce (Thermo
Shandon Cytospin) przy uzyciu specjalnych kasetek
do cytoblokéw i odczynnikéw zgrupowanych w ze-
stawie (kit). Jest mato informacji na temat wydolno-
$ci tej metody w badaniach ICC i genetyczno-mole-
kularnych. Wada sa podwyzszone koszty.

Metoda Cellient™ — jest pierwszym w pelni
zautomatyzowanym systemem do uzyskiwania cyto-
blokéw. W metodzie tej w materiale identyfikowane
sg drobne fragmenty tkanki i automatycznie przeno-
szone do zautomatyzowanej obrébki histologiczne;j
(doprowadzane do kostki parafinowej). Proces ten
trwa zaledwie niecalg godzine. Technika oparta jest
na filtracji z zastosowaniem prézni. Do utrwalania
materialu stosowany jest metanol, co moze dawal
blednie pozytywne rezultaty przy stosowaniu barwie-
nia ICC na obecno$¢ receptora progesteronowego,
o czym nalezy pamictaé. Poza tym system daje do-
skonale rezultaty w pozostatych technikach zaréwno
ICC, jak i genetyczno-molekularnych. Uzyskuje sie
jednolicie roztozone komorki, z doskonale zachowa-
nymi detalami jadra i cytoplazmy, przy minimalnych
stratach ilo$ci komoérek. Zaleta jest pelna automatyka
i krotki czas uzyskania kostki parafinowej. Wadg jest
wysoka cena aparatury i odczynnikéw.

Rola techniki cytoblokéw w badaniach meto-
dami ICC i genetyczno-molekularnymi — techni-
ka cytoblokéw daje mozliwos¢, obok rutynowego,
podstawowego badania cytologicznego, dalszych
badan materiatu, np. metodami ICC i genetyczno-
-molekularnymi. Stad tez powinna by¢ wprowa-
dzona do rutynowych procedur morfologicznego
opracowania materialu cytologicznego. W wielu przy-
padkach dotarcie do guza nowotworowego jest moz-
liwe jedynie poprzez zastosowanie technik biopsji
aspiracyjnej cienkoiglowej badZ rozpoznanie opiera
si¢ na badaniu cytologicznym materialu pobranego
z plynu z jamy ciata. Wowczas technika cytobloku
jest szczegblnie przydatna w ustaleniu szczegbtowe-
go rozpoznania przy zastosowaniu odpowiedniego
panelu przeciwcial w badaniach ICC i badan gene-
tyczno-molekularnych. Odnosi si¢ to szczegdlnie do
materialu uzyskanego w wyniku procedury EBUS-
-TBNA. Sporzadzenie cytobloku i zastosowanie od-
powiedniego panelu przeciwcial w badaniach ICC
pozwala wowczas w ponad 97% na postawienie do-
ktadnej diagnozy zaréwno morfologicznej, jak i ge-
netyczno-molekularnej. Ocenia si¢, ze w przypadku
braku cytobloku rozpoznanie na podstawie samego
rozmazu cytologicznego mozna sprecyzowac jedy-
nie w 44% przypadkéw. Badania wykazujg takze,
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ze polaczenie metod konwencjonalnych rozmazéw
cytologicznych z technika plynnej biopsji (LBC) i cy-
toblokiem poprawia czuto$é¢ procedury EBUS-TBNA
w ocenie stopnia zaawansowania raka pluca (szaging).
Cytoblok pozwala takze zwickszy¢ odsetek (do 60%)
przypadkéw oznaczenn molekularno-genetycznych
genu EGFR w materiale cytologicznym dyskwalifi-
kowanym z powodu malej liczby komérek. Do badan
genetyczno-molekularnych genu EGFR powinno si¢
kwalifikowal material cytologiczny, ktéry zawiera
20-70% komorek nowotworowych i nie mniej niz
100 komoérek nowotworowych. Jezeli tych komérek
jest mniej niz 20%, wéwczas wskazana jest mikrody-
sekcja w celu wzbogacenia materialu przeznaczone-
go do badan genetyczno-molekularnych. Do badan
genu K-RAS i ALK preferowane sa rozmazy bezpo-
$rednie, rozmazy z cytowiréwki i LBC. Uwaza sig,
ze do tych oznaczenn wystarczy obecno$¢ w rozmazie
nawet 5% komoérek nowotworowych. Kwalifikacji
materiatu cytologicznego do badan genetyczno-mo-
lekularnych powinien bezwzglednie dokona¢ wykwa-
lifikowany patolog.

W podsumowaniu nalezy jeszcze raz podkreslic,
ze w oznaczeniach genetyczno-molekularnych pro-
wadzonych na materiale cytologicznym wazny jest
sposOb utrwalania materiatu (preferowany utrwalacz
alkoholowy), dostateczna ilo§¢ komérek nowotwo-
rowych, w miare duza homogenno$¢ materialu, jak
réwniez udziat patologa w kwalifikacji materiatu.

Przepis na wykonanie roztworu formaliny
zbuforowanej (wg DAKO):
® 100 ml formaliny 39%,
* 6,5 g Na,HPO,,
* 4,5 g NaH PO, X 2H,0.
Odczynniki zmiesza¢ i uzupetni¢ do 1 dcl H,O.
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