Anleitung zur Asservierung von Tumorgewebe und Vertpichsgewebe

von Patienten der GPOH-Hirntumorstudien

A. Benétigtes Material

. diese Anleitung
. Tumorgewebe-Set:

0 Superfrost-Objekttrager fiir Tumortupfpraparate
Objekttrager-Boxen
50 ml Becher fiir das Handling mit fliissigem Stickf
1,8 ml Standréhrchen fur tiefgefrorenes Frischejmav
(6 x ROT fiir Tumor, 1 x GRUN fir Normalgewebe)

1 5 ml Citrat-Monovette fir Vergleichsblut

1 Einsendebogen

N O N

. Bleistift und Permanentmarker (fein) zum Beschriften von Objekttragern und Rblerc
. "Biocase" (Uiber das Kompetenznetz der GPOH erhdlich, falls noch nicht vorhanden)
. Sterile Kompressen, Skalpell, Pinzette, Handschel{im Operationssaal vorratig)

B. Vorgehensweise

mindestens zwei Tumorstiicke A/B sollten von morpholasch unterschiedlichen
Arealen entnommen werdenA und B werden jeweils in vier Stlicke geteilt

1 bevor das Tumorstiick in Formalin fixiert wird (fidlistologie)
mind. 10 Tupfpraparate (z. B. fir FISH) hdiste
2, 3, 4 Einfrieren in flussigem Stickstoff oder bei <70

Resektabler Tumor:

1.

Aufteilen des Tumormaterials

Gemeinsam mit dem zustandigen Pathologen Tumorlmdfien und Gewebeprobe aus unterschiedlichen,
aber mindestens zwei reprasentativen Arealen gewiAnund B (GroRRe 1 crfy wenn méglich mehrC, D

etc.; nicht vom Tumorrand, kein Bindegewebe, keiakratischen Bezirke asservieren). Falls mehr Stiicke
(C, D) gewonnen werden, neues Tumor-Réhrchenset verwebikeiBtiicke dann jeweils in 4 reprasentative
StuckeAl, A2, A3, A4 und B1, B2, B3, B4 (C1, C2, C3, C4 etc.) teilen. Vor der Weiterverarbeitung
vorsichtig steril Blut vom Tumorgewebe abtupfen. s8bnell wie mdglich verarbeiten (optimal: innerhalb
von 20 Minuten nach der chirurgischen Entnahme).

Herstellung von Tupfpraparaten und Asservierungvon Gewebe fir die histologische Diagnose

2 Gefalie fur die Histologie mit Namen, Geburtsdatuna Operationsdatum beschriften und mit gepufferte
4%iger Formalinlosung fullen. (Diese GefaRe sindhniim Tumorgewebe-Set enthalten, aber in jedem
Opera-tionssaal vorhanden). Von den Tumorted@énund B1 jeweils mindestens zehn Tumortupfpréaparate
her-stellen. Behutsame#ébtupfen der oberflachlichen Zellschicht der Tumoim auf Superfrost-
Objekttrager (ca. 6 - 8 Tupfungen pro Schnittflachegx. 10 Objekttrager pro Stick, nicht wischen).
Praparate beschriften und lufttrocknen. Danach Tienorteile A1 und B1 unzerkleinert (1) in je 1
Histologiegefall mit 4%iger Formalin-Lésung einbringend dem Pathologen Gbergeben.

Frischgewebe schockgefrieren

50 ml Becher mit flissigem Stickstoff fullen und diel locker auflegen, damit die Verdunstung gering
bleibt, jedoch auch kein Druck entsteht. 1,8 mln8tédhrchen (rot) mit Namen, Geburtsdatum,
Operationsdatum und TumorlokalisatioA, (B) beschriften. Danach aufschrauben. Deckel aufilester
Kompresse legen, R6hrchen imThermogefal® mit flissi§dckstoff vorkiihlen. Kompressen, Pinzette und
Skalpell steril auspacken und bereitlegen. Stdtitmdschuhe anziehen (zum Schutz des Gewebes vor
RNAsen an den Handen umdr Erhaltung der Sterilitat).

TumorteileA2, A3, A4, B2, B3 und B4 rasch, steril und RNAse-frei in kleine Stiicke ssilan (ca. 5 mm
Kantenlange). Dadurch wird ein gleichméRiges, rasdburchfrieren ermdglicht. Schockgefrieren des Ge-



webes durch Einfallen-Lassen der kleingeschnittenemorFstiicke in den flussigen Stickstoff (im 50 ml
Becher). Dabei nicht mit der Pinzette eintauchegi| dabei das Tumorgewebe an der Pinzette haftebdnli
Darauf achten, dal3 die Gewebestiicke nicht an dadWes 50 ml Bechers haften. Aus vorgekuhlten 1,8 m
Rohrchen flissigen Stickstoff dekantieren. DabeadBachten, dal’ sich kein flissiger Stickstoff miem

1,8 ml Réhrchen befindet! Schockgefrorenes Tumoaipmvaus dem 50 ml Becher in die roten 1,8 ml
Roéhrchen transferieren, dabei naghund B trennen, verschlieBen (Schraubdeckel) und im iigss
Stickstoff gefroren halten.

Auf dem Einsendebogen die Dauer vom Zeitpunkt den&mnhe des Tumorgewebes bis zum Einfrieren
notieren.

Nichtresektabler Tumor:

1.

2.

Aufteilung des Tumormaterials

Unter Einbeziehung eines Pathologen von untersébiedi Arealen mindestens 2 reprasentative Tumor-
stiickeA undB (GréRe ca. 1 cf entnehmen (nicht vom Tumorrand, méglichst keindBmewebe, keine
nekrotischen Bezirke asservieren). Vor der Weitemeitung vorsichtig und steril Blut vom Tumorgeweb
abtupfen A undB in jeweils 4 reprasentative Tumorstieke, A2, A3, A4 undB1, B2, B3, B4 teilen.

und 3. Verfahren wie bei resektablem Tumor.

Falls bei einem gréReren Operationspraparat déwokgte nicht das gesamte restliche Tumorgewebe @i D
gnostik braucht, Ubrig gebliebenes Tumorgewebengtdineiden, in 50 ml Becher einfrieren und versende
Welches Tumorgewebe zusatzlich eingefroren werdan,kentscheidet der Pathologe !

C.

Gewinnen von Vergleichs-DNA aus Citratblut

Blut:

5-

10 ml Begleitblut vom Patienten gewinnen, ircMainer-Citrat-Monovetten transferieren, gut dan@cthen

(nicht schiitteln) und unsepariert im Thermogefa¥lisisigem Stickstoff einfrieren.

D

1.
2.

. Versand

Einsendebogen vollstéandig ausfiillen und mit deatekial im Biocase verschicken.

Tumorteile A1 und B1 bzw. C1, D1 usw. (in 4% Formalin) und bei resektablem Tumortlidkes
Tumorgewebe vom zustéandigen ortlichen Pathologemiei lassen.

Schockgefrorene Tumorteile2, A3, A4 sowie B2, B3, B4 (evtl. C2, C3, C4 etc.) und Vergleichsblut bis
zum Versand bei -70°C oder in flissigem Stickskadfern. Der Versand erfolgt tiefgefroren auf Traubis

im "Biocase". Zehn luftgetrocknete Tumortupfpraparatd evtl. Serum im unteren Fach des Biocase (nicht

auf Trockeneis) beilegen.



