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1. Spis procedur chirurgicznych

* Biopsja aspiracyjna szpiku

* Trepanobiopsja

* Biopsja aspiracyjna cienkoiglowa wezla chlonnego
¢ Limfadenektomia

* Splenektomia

Rozpoznanie nowotworéw ukladu chlonnego
i krwiotwoérczego wymaga przeanalizowania przez he-
matopatologa danych klinicznych, morfologicznych,
immunofenotypowych oraz genetycznych. Mimo du-
zego znaczenia w diagnostyce nowoczesnych badan
immunofenotypowych i genetycznych, morfologia
komoérek nowotworowych jest nadal kluczowym ele-
mentem rozpoznania. Najlepsze wyniki uzyskuje si¢
przy réwnoczesnej wielodyscyplinarnej diagnostyce
histopatologiczno-immunohistochemicznej, cytome-
trycznej i genetycznej w jednym zaktadzie patomor-
fologii lub diagnostyki hematologicznej.

2. Szpik

2.1. Materiat do badan

Ocena zmian w szpiku w chorobach nowotworo-
wych uktadu krwiotwérczego wymaga integracji wie-
lu informacji uwzgledniajacych pelne dane kliniczne
i wyniki badan laboratoryjnych, takich jak morfologia
krwi obwodowej oraz prawidlowo wykonane rozmazy
krwi obwodowej 1 szpiku. W wigkszosci przypadkéw
wymagane sg rownoleglte badania: rozmazéw krwi
obwodowej i aspiratu szpiku oraz trepanobiops;ji.

Badania krwi obwodowej i szpiku powinny by¢
wykonane przed wlaczeniem leczenia. Klasyfikacja
WHO zaleca ocene minimum 200 i 500 komérek
odpowiednio w rozmazach z krwi obwodowej i biop-
sji aspiracyjnej szpiku, co zapewnia mozliwos$¢ wlasci-
wej oceny zawartych w rozmazach elementéw mor-
fotycznych.

Czesto konieczne jest przekazanie materiatu uzy-
skanego droga biopsji aspiracyjnej szpiku do immu-
nofenotypowania metodg cytometrii przeplywowej
oraz badan genetycznych metodami cytogenetyki
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klasycznej (kariotyp), fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (fluovescent in situ hybridization — FISH) oraz
genetyki molekularnej (reverse transcriptase polymerase
chain reaction — RT-PCR).

Materiat do badan cytogenetycznych powinien by¢
pobrany do probéwki z heparyna litowa, natomiast
do badafn molekularnych i immunofenotypowych
metodg cytometrii przeplywowej — do probowki
z antykoagulantem EDTA (ethylenediaminetetraacetic

acid).

2.2. Trepanobiopsja

2.2.1. Zalecenia dla lekarza klinicysty lub hematologa

Trepanobioptat szpiku powinien mie¢ co naj-
mniej 1,5 cm dlugosci i, jesli to mozliwe, powinien
by¢ pobrany pod katem prostym w stosunku do ko-
$ci korowej.

2.2.2. Trepanobiopsja — zabezpieczanie, utrwalanie
oraz odwapnianie materiatu thankowego

Trepanobioptaty wymagaja odwapnienia, ze
szczegblnym zwrdceniem uwagi na zapewnienie
optymalnego czasu, poniewaz zaréwno zbyt dlugi,
jak i zbyt krétki czas odwapnienia moga niekorzyst-
nie wplyna¢ na jako$¢ otrzymanych preparatéw
i mozliwo$¢ uzyskania wiarygodnych barwiei immu-
nohistochemicznych.

Material nalezy:

* zmierzy¢ i umieSci¢ w torebce biopsyjnej razem
z kartka opisang unikatowym numerem pacjenta,
data przyjecia materialu, inicjatami pacjenta, a to-
rebke zabezpieczy¢ zszywaczem i umie$ci¢ w ma-
tym, plastikowym pojemniku,

* zala¢ $wiezym utrwalaczem oksfordzkim, w ktore-
go sktad wchodza: formalina o stezeniu 36-38% —
500 ml, kwas octowy lodowaty (o stezeniu 99,5%)
— 100 ml, chlorek sodu (NaCl) — 43,5 g, woda de-
stylowana — 4500 ml,

* utrwala¢ i jednocze$nie odwapnial przez 7 dni,
trepanobioptaty codziennie przelewal $wiezym
utrwalaczem oksfordzkim, nie ptukac¢ wodg!,
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* po odwapnieniu przetozy¢é w torebce biopsyjnej do
opisanej unikatowym numerem kasetki histopa-
tologicznej i przeprowadzi¢ w procesorze tkanko-
wym.

2.3. Barwienia cytochemiczne

W ocenie rozmazéw krwi i szpiku w przypadku
nowotworéw uktadu krwiotwérczego uzywane sa
barwienia cytochemiczne.

Podstawowe jest barwienie May-Grunwald-Giem-
sa lub podobne barwienia.

W diagnostyce zespoléw mielodysplastycznych oraz
niektérych nowotworéw mieloproliferacyjnych (my-
eloproliferative neoplasms — MPN) w rozmazach krwi
lub szpiku wykorzystuje sie barwienie blekitem pru-
skim na obecnos¢ zelaza.

W rozpoznawaniu nowotwordéw uktadu krwio-
tworczego w celu okreslenia przynaleznosci liniowej
komérek nowotworowych stosowane sg barwienia
cytochemiczne majace na celu oznaczenie aktyw-
nosci mieloperoksydazy (POX), oznaczenie aktyw-
nosci nieswoistej esterazy (NE) z uzyciem octanu
a-naftylu oraz oznaczenie zawartosci glikogenu (re-
akcja PAS).

Obecnie w wickszosci tych nowotworéw wykorzy-
stanie barwien cytochemicznych nie jest konieczne ze
wzgledu na stosowanie immunofenotypowania me-
toda cytometrii przeplywowej i immunohistochemii
w ocenie przynaleznosci liniowej komérek.

Barwienie widkien retikulinowych metoda Gomo-
riego oraz kolagenowych metoda Masson-Trichrom
w trepanobiopsji w celu oceny witdknienia podscieli-
ska szpiku jest niezbedne w réznicowaniu nowotwo-
réw mieloproliferacyjnych.

2.4. Immunofenotypowanie metoda cytometrii
przeplywowej i immunohistochemii

Immunofenotypowanie mozna wykonywaé meto-
da cytometrii przeptywowej lub immunohistochemii.

W diagnostyce ostrych bialaczek szpikowych re-
komendowane jest uzycie co najmniej 3-kolorowej
cytometrii przeptywowej. Panel przeciwcial powinien
by¢ wystarczajacy do okreslenia pochodzenia liniowe-
go rozrostu, jak réwniez nieprawidtowego profilu an-
tygenowego komoérek nowotworowych, ktéry potem
jest wykorzystywany w ocenie choroby resztkowe;j.

Immunohistochemia wykonywana w trepano-
biopsji szpiku moze by¢ pomocna w diagnostyce no-
wotwordw uktadu krwiotworczego, poniewaz obecnie
dostepnych jest wiele przeciwcial do rozpoznawania
antygenéw mieloidalnych i limfoidalnych. Niemniej
jednak cytometria przeplywowa, ze wzgledu na to,
ze jest metoda szybka (pozwala na uzyskanie wyniku
w ciagu kilku godzin), ilosciowa i jakoSciowa oraz po-
zwala na ocene wielu antygendéw réwnoczesnie, jest
metoda z wyboru w diagnostyce ostrych biataczek.

Szczegblowe immunofenotypy dla poszczegolnych
nowotworéw uktadu krwiotwérczego sa tatwo dostep-
ne w wielu publikacjach hematopatologicznych, w tym
w aktualnej klasyfikacji WHO z 2008 r. (Classification
of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues).

Orientacyjna minimalna liczba oznaczen im-
munohistochemicznych lub immunofenotypo-
wych niezbednych do ustalenia rozpoznania

nowotworéw uktadu krwiotwérczego wynosi 10.
W przypadku skomplikowanych nowotwordw licz-
ba odczytéw immunohistochemicznych ulegnie
zwiekszeniu.

2.5. Ocena komoérek blastycznych

Badania rozmazéw krwi i szpiku maja decydujg-
ce znaczenie w ocenie liczby blastéw. Liczba blastéw,
takich jak mieloblasty, monoblasty, promonocyty
i megakarioblasty (ale nie dysplastyczne megakario-
cyty), decyduje o rozpoznaniu ostrej biataczki szpiko-
wej (acute myeloid leukemia — AML) lub transformacji
blastycznej. Ekwiwalentem blastéw w ostrej biatacz-
ce promielocytowej jest liczba nieprawidlowych pro-
mielocytéw. Proerytroblasty nie s liczone jako blasty,
z wyjatkiem rzadkich przypadkéw ostrej biataczki
czystoczerwonokrwinkowej.

Ocena komérek blastycznych CD34+ metodg cy-
tometrii przeplywowej nie powinna zastgpowac oceny
liczby blastéw w rozmazach krwi i szpiku. Nie wszyst-
kie blasty wykazuja ekspresje CD34, a domieszka krwi
obwodowej i artefakty zwiazane z obrébka materiatu
moga by¢ przyczyna zlej interpretacji wlasciwej licz-
by tych komérek. Jesli jednak liczba blastow CD34 +
w badaniu cytometrii przeplywowej jest wieksza niz
w rozmazach krwi i szpiku, wymagana jest powtérna
ocena obu badan w celu wyjasnienia przyczyn roznicy.

Jezeli aspiraty sa niediagnostyczne z powodu wiok-
nienia lub wybitnie bogatokomérkowego szpiku, po-
mocne w ocenie liczby blastéw moze by¢ immuno-
histochemiczne barwienie trepanobiopsji z uzyciem
przeciwciala anty-CD34 (jesli blasty sa CD34 +).

2.6. Badania cytogenetyczne i molekularne

W klasyfikacji WHO nowotwordéw uktadu krwio-
tworczego szczegblnie zaakcentowano warto$¢ badaf
cytogenetycznych i molekularnych. Bardziej niz kiedy-
kolwiek przedtem wyniki analiz cytogenetycznych sa
przydatne w rozpoznawaniu poszczegdlnych nowotwo-
réw. Ponadto w niektdrych jednostkach nieprawidtowo-
$ci molekularne stanowig cel terapeutyczny.

W praktyce wickszo$¢ przypadkéw AML definiuje
si¢ na podstawie cytogenetycznych nieprawidlowo-
Sci. Swiadomos¢ znaczenia badan cytogenetycznych
i molekularnych oraz znajomos¢ techniki tych badan
(kariotyp, FISH, PCR) pozwalaja na zabezpieczenie
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mozliwosci ich wykonania réwnolegle z pobieraniem
materiatu biopsyjnego szpiku.

Badania metoda FISH mozna réwniez wykonywacé
z materialu pochodzacego z wysuszonych na powietrzu,
nieutrwalonych rozmazéw, a w celu odzyskania DNA
nalezy zeskroba¢ cze$¢ takiego preparatu.

Ocena kariotypu wymaga zalozenia hodowli komo-
rek, dlatego material do tego badania musi by¢ Swiezy.
Ocenia si¢ co najmniej 20 metafaz z hodowli komoérek
szpiku. Wikazana jest ocena kariotypu z komorek szpi-
ku przy pierwszym rozpoznaniu. Ponowne badania ka-
riotypu pozwalaja na oceng odpowiedzi na leczenie lub
obserwacje ewolugji genetycznej.

Dodatkowe badania genetyczne, takie jak FISH,
RT-PCR, nalezy wykonywad, kierujac si¢ wynikami ka-
riotypu i przy podejrzeniu okreslonego rozpoznania na
podstawie danych klinicznych, wynikéw badan morfo-
logicznych i immunofenotypowych. Rekomendowane
jest badanie duplikacji FLT3-ITD, genéw fuzyjnych
charakteryzujacych podtypy AML, jak réwniez analiza
mutacji w genach NPMI i CEBPA we wszystkich przy-
padkach AML bez zaburzefi cytogenetycznych.

Obecnos¢ mutacji JAK2 V617F oraz MPL W515L
i kalretikuliny (CALR) (przy braku mutagi JAK2
VV617F) powinna by¢ oceniona we wszystkich MPN
BCR-ABL1-ujemnych. Ocena stanu mutacji genéw
KIT, NRAS, PINP11 i innych powinna mie¢ kliniczne
uzasadnienie.

2.7. Korelacja danych i raport diagnostyczny

Ze wzgledu na konieczno$¢ wielodyscyplinarnego
rozpoznawania i klasyfikacji nowotworéw uktadu krwio-
tworczego zaleca sie, aby rézne badania diagnostyczne
skorelowane byly z wynikami badan klinicznych i od-
notowane w jednym, zintegrowanym raporcie. Jesli nie
mozna rozpoznaé danej jednostki chorobowej, raport
powinien wskazywa¢ przyczyny i sugerowaé dalsze ba-
dania dodatkowe, ktére doprowadza do prawidtowe;j
diagnozy. W celu zapewnienia wysokiej jako$ci diagno-
styki nowotworéw uktadu krwiotwérczego konieczna
jest wspdlpraca doswiadczonego patomorfologa specjali-
zujacego sie w hematopatologii z hematologiem prowa-
dzacym danego pacjenta.

3. Wezel chionny

3.1. Zalecenia ogdlne

Rozpoznanie nowotworu ukladu chlonnego z okresle-
niem podtypu histoklinicznego wg aktualnej klasyfikagji
WHO powinno by¢ ustalone przez doswiadczonego he-
matopatologa na podstawie badania histopatologicznego
i immunohistochemicznego wezla chlonnego, a w przy-
padku pozawezlowej prezentacji choroby — wycinka od-
powiedniej tkanki lub narzadu. W celu doprecyzowania
rozpoznania w czesci przypadkow konieczne jest wyko-
nanie badania genetycznego i/lub molekularnego.
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W przypadku materialu konsultacyjnego zaleca si¢
ponowna ocen¢ przez hematopatologa wszystkich pre-
paratéw i co najmniej jednego bloczka parafinowego
reprezentatywnego dla badanego nowotworu; jesli ma-
terial konsultacyjny jest niediagnostyczny, wskazana jest
powtdrna biopsja chirurgiczna.

Biopsja gruboiglowa nie jest polecana, z wyjatkiem
warunkéw klinicznych niepozwalajacych na bezpieczne
uzyskanie materialu diagnostycznego metoda biopsji
chirurgicznej.

Pomocnymi, a niejednokrotnie diagnostycznymi ba-
daniami w rozpoznawaniu chtoniakéw moga by¢ bada-
nie cytologiczne i cytometria przeplywowa materiatu
z biopsji aspiracyjnej cienkoiglowej wezta chfonnego lub
narzadu pozawezlowego. W czesci przypadkéw ocena
powinna by¢ uzupelniona badaniem genetycznym lub
molekularnym. Metoda ta jest szczegélnie polecana
w ocenie zmian rezydualnych i nawrotowych, w przy-
padku trudnej dostepnosci zmian do biopsji chirurgicz-
nej oraz u chorych wymagajacych natychmiastowego
leczenia.

W diagnostyce biataczek standardowym postepowa-
niem jest ocena cytologii i fenotypu komorek biatacz-
kowych metoda cytometrii przeplywowej oraz badania
genetyczne i/lub molekularne.

3.2. Material do badaA

Rozpoznanie chtoniaka moze by¢ ustalone na pod-
stawie badania réznych materialéw w zalezno$ci od
obrazu klinicznego. Wycinki pobierane droga chirur-
giczna najczesciej pochodza z weztéw chlonnych lub
tkanek pozaweztowych: skéry, przewodu pokarmo-
wego, szpiku kostnego, $ledziony, grasicy i migdal-
kow. W diagnostyce chtoniakéw lub bialaczek ocenia
si¢ rowniez krew obwodowa, aspirat szpiku, trepa-
nobiopsje, rzadziej plyn moézgowo-rdzeniowy, plyn
z oplucnej i otrzewne;.

3.2.1. Zalecenia dla chirurga

Wezly chlonne powinny by¢ pobierane w calosci
z torebka; jesli wezly sa zrosniete w niedajacy sie
usunaé konglomerat, nalezy pobraé¢ gleboki wyci-
nek klinowy. Pobieranie sasiedniego luzno lezacego
wezla jest niecelowe, poniewaz najcze$ciej nie jest on
zajety przez proces chorobowy i rozpoznanie odwle-
ka si¢ do nastgpnego pobrania.

Tkanka otrzymana do badania histopatologicz-
nego powinna by¢ materialem $wiezym, dostar-
czonym bezzwlocznie po biopsji chirurgicznej do
zaktadu patomorfologii. W razie braku mozliwo$ci
dostarczenia $wiezego materiatu nalezy go utrwali¢
w 10-procentowej zbuforowanej PBS (phosphate-buf-
Jered saline) formalinie. Utrwalone w ten spos6b ma-
terialy sa przydatne do badan dodatkowych, m.in.
molekularnych i FISH.
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W celu zapewnienia optymalnej reaktywnosci
przeciwcial w badaniach immunohistochemicznych
i mozliwosci przeprowadzenia badad genetycz-
nych (degradacja DNA) nalezy unika¢ nadmierne-
go wydluzania czasu utrwalania tkanek (zaleca si¢
24-72 godzin, w zaleznosci od wielkosci wycinka).
Lekarz klinicysta, przesylajac material do badania,
powinien zalaczy¢ petng dokumentacje kliniczng
chorego obejmujaca wiek chorego, wyniki badan
laboratoryjnych (m.in. morfologii krwi obwodowej
z rozmazem, stezenia LDH), badan obrazowych (ul-
trasonografii, tomografii komputerowej, rezonansu
magnetycznego, pozytonowej tomografii emisyj-
nej), wyniki wezesniejszych badan histopatologicz-
nych, cytometrycznych i genetycznych, informa-
¢je o niedoborach immunologicznych i przebytych
istotnych infekcjach oraz opisa¢ dotychczasowy
przebieg choroby.

Badanie cytologiczne ze §wiezego wezta typu rouch
imprint moze stuzy¢ do analizy genetycznej metoda
FISH.

W o$rodkach referencyjnych fragment $wiezego
wezla powinien by¢ biobankowany, co zapewnia naj-
wyzsza jako§¢ badaf genetycznych.

W przypadku podejrzenia zmian zapalnych nalezy
pobraé fragment do hodowli bakteryjne;j.

3.3. Ocena makroskopowa wezla chlonnego

W trakcie oceny makroskopowej nalezy kazdora-

ZOWO:

* podac liczbe wezléw chlonnych, ocenié, czy wystepu-
ja pojedynczo, czy w formie konglomeratu, czy wezet
dostarczono w calosci, czy jedynie jego fragment,

* poda¢ wymiary wezta lub wezléw w centymetrach,

® oceni¢ torebke: w calosci, bez uszkodzenia lub
z uszkodzeniem,

* dokonac oceny wezta na przekrojach: opisaé jego
barwe (jednolita, niejednorodna lub z pigmentacja),
budowe (homogenna, guzkowa, z wibknieniem)
i konsystencje (mickka lub spoista) oraz obecnos¢
wylew6w krwi lub ognisk martwicy,

® oceni¢ wczeSniejsze utrwalenie weztéw chtonnych:
dobrze utrwalone lub niepelne utrwalenie w czesci
centralnej wezta chlonnego.

3.4. Pobieranie wycinkéw do badania
histopatologicznego

Wezet chtonny powinien by¢ przebadany w ca-
fosci.

® Wezet chlonny nalezy przecia¢ wzdtuz osi dtugiej na
rownolegle cienkie plastry, nie grubsze niz 0,5 cm.
* Wycinki powinny by¢ umieszczone w oddzielnych

kasetkach.

3.5. Badania immunofenotypowe i genetyczne

Immunofenotypowanie jest podstawowag pro-
cedurg w diagnostyce nowotwordw uktadu
chtonnego. Zgodnie z przedstawionymi ponizej
rekomendacjami dotyczacymi paneli immunohi-
stochemicznych orientacyjna minimalna liczba
odczynéw immunohistochemicznych lub immu-

nofenotypowych, kiére powinien oceni¢ hemato-
patolog w celu ustalenia rozpoznania nowotwo-
réw uktadu chtonnego, wynosi 10. W przypadku
nowotworéw o skomplikowanym utkaniu, liczba
odczynéw immunohistochemicznych moze ulec
zwiekszeniu.

Immunofenotypowanie mozna wykonywaé meto-
da cytometrii przeplywowej lub immunohistochemii,
a kazda z nich ma swoje zalety i wady. Cytometria
przeplywowa jest metoda szybka (pozwala na uzyska-
nie wyniku w ciagu kilku godzin), iloSciowa i umozli-
wia ocen¢ wielu antygenéw réwnocze$nie. Wykrycie
antygenu nie pozwala jednak na korelacje z archi-
tektura nowotworu. Immunohistochemia wymaga
godzin lub dni, a ocena iloSciowa jest subiektywna,
lecz najwazniejsza jej cechg jest mozliwos¢ korelacji
odczynu z architektura i cytologia nowotworu. Nie
wszystkie przeciwciala sa dostepne w immunohisto-
chemii, zwlaszcza dla tkanek utrwalanych, ale waz-
ng zaleta tej metody jest mozliwo$¢ jej zastosowania
w przypadku archiwalnych materiatéw zatopionych
w parafinie. Obie techniki moga by¢ wykorzystywa-
ne w diagnostyce chtoniakéw i sa Zrédtem istotnych
klinicznie informacji, w tym identyfikacji czaste-
czek koniecznych do zastosowania terapii celowanej:
CD20, CD22, CD30, CD52.

Material do badan cytometrycznych (krew obwo-
dowa, szpik, zawiesina komoérek z biopsji aspiracyjnej
cienkoiglowej) nalezy pobiera¢ do probéwek z EDTA
(ethylenediamineterraacetic  acid). Istnieje mozliwos¢
przesylania fragmentu $wiezej tkanki we wlasciwym
podfozu transportowym do pracowni cytometrii.

Znaczenie badafd molekularnych w nowotwo-
rach uktadu chlonnego stale ro$nie; umozliwiaja
one okreslenie klonalnosci i pochodzenia komérek
nowotworowych. W szczegélnych jednostkach cho-
robowych badania te sg niezbedne do ustalenia osta-
tecznego rozpoznania oraz monitorowania choroby
resztkowej.

Do badan genetycznych material biologiczny
(10 ml krwi obwodowej lub 2 ml szpiku kostnego)
nalezy pobra¢ do probéwki z odpowiednim antyko-
agulantem. W przypadku badan cytogenetycznych
wlasciwym antykoagulantem jest heparyna litowa,
natomiast material kierowany na badania moleku-
larne nalezy pobra¢ na EDTA i maksymalnie w ciagu
24 godzin dostarczy¢ do pracowni genetyki. Material
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powinien by¢ dostarczony do laboratorium w tempe-
raturze +4°C; zamrozenie materialu biologicznego
wyklucza wykonanie badania. W przypadku dia-
gnostyki nowotworowo zmienionej tkanki wycinek
nalezy umiesci¢ w folii aluminiowej i odpowiednio
opisac.

Najlepszg metodg pozwalajacg na zachowanie
DNA i RNA jest zamrazanie tkanek. Na czas trans-
portu tkanke nalezy umiesci¢ w suchym lodzie. Dal-
sze przechowywanie materialu wymaga powolnego
zamrazania poprzez utrzymanie probki w alkoholu
izopropylowym przez 24 godziny, a nastepnie zanu-
rzenie w cieklym azocie — procedury te sa wykonywa-
ne w pracowni genetyki.

3.5.1. Rekomendowane panele immunobistochemiczne
w diagnostyce chloniakiw wg WHO, BCSH
(British Committee for Standards in Haematology)
i NCCN (National Comprehensive Cancer
Network)

Interpretacja immunofenotypu powinna by¢ sko-
relowana z obrazem klinicznym i cechami histopato-
logicznymi chtoniakéw:
® odczyn »5 chloniak — panel podstawowy: CD45
(LCA), CD19/CD20, CD2/CD3, Ki67, BCL2,
(EBV-EBER ISH, jezeli istnieje podejrzenie ostrej
infekcji wirusem Epsteina-Barr — EBV),

® chloniak vs przerzut raka lub czerniaka — panel na
niezréznicowany nowotwér: CD45, cytokeratyny,
S-100, Melan A (+/— panel podstawowy),

® chloniaki z matych komérek B [przewlekta bialacz-
ka limfocytowa/chloniak limfocytowy (chronic lym-
phocytic leukemialsmall lymphocytic lymphoma — CLL/
SLL), chloniak z komérek plaszcza (mantle cell lym-
phoma — MCL), $ledzionowy chloniak strefy brzez-
nej z komoérek B (plenic B-cell marginal zone lympho-
ma — SMZL), bialaczka wlochatokomérkowa (bairy
cell leukemia — HCL), chloniak limfoplazmocytowy
(lymphoplasmacytic lymphoma — LPL), pozawezlowy
chtoniak strefy brzeznej MALT (extranodal marginal
zone lymphoma of miucosa-associated lymphoid tissue —
MALT lymphoma), weztowy chloniak strefy brzeznej
(nodal marginal zone lymphoma — NMZL), chloniak
grudkowy (follicular lymphoma — FL)}: panel podsta-
wowy + CD5, CD10, CD23, cyklina D1, BCL6,
CD43 (CD25, CD103, CD110),

® chloniaki ze $rednich komérek B +/— obraz gwiaz-
dzistego nieba, rozlany typ wzrostu {chtoniak Bur-
kicta (Burkitt lymphoma — BL), chioniak rozlany
z duzych komérek B (diffuse large B-cell lymphoma —
DLBCL), MCL wariant blastoidny, chtoniak z komé-
rek B, nieklasyfikowalny, z cechami posrednimi po-
miedzy chloniakiem rozlanym z duzych komérek B
a chloniakiem Burkitta (B-cell lymphoma, unclassi-
fiable, with features intermediate between diffuse lar-
ge B-cell lymphoma and Burkitt lymphoma — BCLU,
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DLBCL/BL), chloniak limfoblastyczny z komérek B
(B lymphoblastic lymphoma — LBL)}: panel podstawo-
wy + CD5, CDI10, cyklina D1, BCL6, TdT, MYC;
FISH dla MYC, BCL2, BCLO,

chloniaki z duzych komérek B (DLBCL, MCL wa-
riant pleomorficzny) — panel podstawowy + pa-
nel chtoniaka z duzych komérek B: CD5, BCL6,
CD10, IRF4/MUMI, CD138, cyklina D1, MYC
(CD30, CD15, ALK1),

chtoniaki z komoérek B — lokalizacja skérna {pier-
wotny skérny chioniak strefy brzeznej (primary cuta-
neous marginal zone lymphoma — PCMZL), pierwotny
skorny chloniak z o$rodkéw rozmnazania (premary
cutaneous follicle center lymphoma — PCFCL), pierwot-
ny skérny chioniak rozlany z duzych komoérek B
typu kotczynowego (primary cutaneous DLBCL,
leg rype — PCLBCL)}: panel podstawowy + CDS5,
CD10, BCLG6, IRF4/MUMI, CD21/23,

chtoniak Hodgkina: panel podstawowy =+ panel
chtoniaka Hodgkina: CD30, CD15, Pax5, EBV-
-LMP1/EBER (ISH) {CD57, BOBI1 i OCT?2, jezeli
podejrzewa si¢ chfoniak Hodgkina guzkowy z prze-
waga limfocytdw (nodular lymphocyte predominant
Hodgkin lymphoma — NLPHL)},

chtoniaki z komérek T — lokalizacja wezlowa,
morfologia nieanaplastyczna {biataczka/chloniak
z komérek T dorostych (adult T-cell leukemiallym-
phoma — ATLL), chloniak z komérek T angioim-
munoblastyczny (angioimmunoblastic T-cell lympho-
ma — AITL), chloniak z obwodowych komoérek T,
blizej nieokreslony (peripheral T-cell lymphoma, not
otherwise specified — PTCL, NOS), chloniak z duzych
komorek anaplastyczny, ALK+ (anaplastic large cell
lymphoma, ALK-positive — ALCL, ALK+), wariant
z malych komoérek i bogaty w histiocytyl — pa-
nel podstawowy + panel chloniaka z komérek T:
CD4, CD5, CD7, CD8, CD30, ALK1; TdT, jezeli
podejrzany T-LBL; CD10, CD21, CD23, BCLG,
PD1, CXCL13 i EBV-EBER ISH, jezeli podejrzenie
AILT; CD56, CD57, granzym B, jezeli podejrzewa
sie chloniak/biataczke z komérek NK,

chloniaki z komérek T — morfologia anaplastyczna
(ALCL): panel podstawowy + CDS, CD7, CD30,
EMA, CD15, PAXS, ALK1, EBV-EBER, biatka
ziarnistosci cytotoksycznych (granzym B, perfory-
na, TIA1), CD25, MUM],

chtoniaki z komoérek T — lokalizacja skérna {pier-
wotnie skorne choroby limfoproliferacyjne CD30+
(lymphoproliferative diseases CD30+ —LPD CD30+),
ziarniniak grzybiasty (mycosis fungoides — MF), zesp6t
Sézary’ego (Sézary syndrome — SS), chloniak z komé-
rek T tkanki podskérnej typu zapalenia tkanki pod-
skornej (subcutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma
— SPTCL), pierwotny skérny chloniak z komérek
T gd (primary cutaneous gammaldelta T-cell lymphoma
— PCGD-TCL), pierwotny agresywny skorny chlo-
niak epidermotropowy z cytotoksycznych komoérek
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T CD8+ (primary cutaneous CD8-positive aggressive
gpidermotropic cytotoxic T-cell lymphoma — AECTCL),
pierwotny skérny chtoniak z matych/$rednich ko-
mérek T CD4+ (primary cutaneous CD4-positive
smallfmedium ‘T-cell lymphoma), pozaweztowy chio-
niak z komérek NK/T typu nosowego (extranodal
NK/T-cell lymphoma, nasal type — ENKTCL), PTCL-
-NOS, nowotwor blastyczny z plazmacytoidnych
komoérek dendrytycznych (blastic plasmacytoid den-
dritic cell neoplasm — BPDCN)} — panel podstawowy
+ CDs5, CD7, CD4, CD8, CD30, CD56, biatka
ziarnisto$ci cytotoksycznych (perforyna, granzym B,
TIA1), EBV-EBER; opcjonalnie: CD25,

® chloniak »5 biataczka szpikowa: panel podstawo-
wy + panel szpikowy: mieloperoksydaza, CD33,
CD34, CD163 (pbzniej, w razie potrzeby: CD14,
CD15, CD61, CD117, glikoforyna A/CD71).

4. Sledziona

Splenektomia moze by¢ wykonana z powodu
chor6b limfoproliferacyjnych: chloniakéw i biata-
czek, pierwotnie lub wtérnie zajmujacych sledziong,
nowotworéw mieloproliferacyjnych, zmian o cha-
rakterze odczynowym, choroby Castlemana, limfo-
proliferacji autoimmunologicznych, innych choréb
hematologicznych oraz zmian niechematologicznych
— nowotwor6éw litych oraz zmian nienowotworo-
wych (incydentalne, pourazowe wycigcie $ledziony,
zmiany nowotworopodobne).

Do oceny zmian w $ledzionie niezbedne sg istot-
ne dane (wczesniejsze rozpoznanie chloniaka lub
biataczki, nowotworu mieloproliferacyjnego, stop-
nia powickszenia weztéw chionnych, obecnos¢ orga-
nomegalii, wyniki badaf hematologicznych, objawy
kliniczne, wezesniejsze niedobory immunologiczne,
w tym status HIV, przebyte istotne infekcje (H. py-
lori, EBV, HTLV-1).

Wytyczne CAP nie precyzuja osobnego poste-
powania ze §ledziona, niniejsze zasady opieraja sie
gléwnie na zaleceniach badania makroskopowego wg
Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology, wyd. 10,
2011.

4.1. Postepowanie z materialem
pooperacyjnym

Nalezy zwazy¢ i zmierzy¢ $ledzione w trzech wy-
miarach.

Nieutrwalona $ledziong nalezy pociaé na réwnoleg-
te cienkie plastry 3 do 4 mm bardzo ostrym nozem,
nie nalezy ptukac powierzchni przekrojéw pod bieza-
cg woda. Kazdy przekr6j nalezy oceni¢ doktadnie na
obecno$¢ zmian ogniskowych.

Male zmiany ogniskowe widoczne na przekro-
jach nalezy pobra¢ w formie sze$ciennych wycin-

kéw z miazszem otaczajacym, wicksze zmiany nale-
zy wycia¢ w calosci i utrwali¢ w osobnym naczyniu
w 10-procentowym roztworze formaliny zbuforowa-
nej PBS na co najmniej kilka godzin lub cala noc.

W przypadku podejrzenia zmian zapalnych nalezy
pobrac fragment do hodowli bakteryjne;j.

Nalezy pobraé cztery preparaty odciskowe z prze-
kroju — dwa na barwienie HE i dwa na barwienie
May-Grunwald-Giemsa lub barwienie podobne, np.
Wright-Giemsa.

W przypadku podejrzenia chloniaka lub nowo-
tworu mieloproliferacyjnego nalezy, szczegélnie
w osrodkach referencyjnych, pobraé¢ nieutrwalone
wycinki do badafi molekularnych, dodatkowych ba-
dan genetycznych (FISH, RT-PCR, ocena kariotypu
z hodowli komérkowej) oraz do cytometrii przeply-
wowej. Dokladny sposéb postgpowania jest opisany
dla weztéw chlonnych.

W przypadku podejrzenia anemii sierpowatej
konieczne jest utrwalenie fragmentu tkankowego
Sledziony natychmiast w 10-procentowej formalinie
zbuforowanej PBS.

Nalezy odszuka¢ wezly chlonne wneki, okotoaor-
talne lub krezki oraz $ledziony dodatkowe. Nalezy
ostroznie odcia¢ struktury wneki $ledziony do osob-
nego pojemnika.

W celu lepszej oceny miazgi czerwonej w cho-
robach z hipersplenizmem mozna zastosowad na-
strzykniecie $ledziony formaling przez tetnice Sle-
dzionows.

W przypadku oceny stopnia zaawansowania chlo-
niakéw moga by¢ nadestane dodatkowe klinowe wy-
cinki z watroby z plata prawego i lewego — nalezy je
pociaé na cienkie plastry i przechowa¢ w osobnym,
opisanym naczyniu.

4.2. Ocena makroskopowa

W trakcie oceny makroskopowej materialu opera-
cyjnego nalezy kazdorazowo:

* zwazy(¢ i zmierzy(¢ $ledzione,

* opisac zawarto$¢ wneki — okresli¢ rodzaj i liczbe na-
czyn, podaé informacje o obecnosci weztéw chlon-
nych i §ledziony dodatkowej,

* oceni¢ torebke [kolor, konsystencja, ciaglos¢, rodzaj
oraz wielko$¢ uszkodzenia (lokalizacja, dlugosc,
gleboko$é), zmiany ogniskowe, nacieki nowotwo-
rowe},

* opisa¢ powierzchnie przekroju miazszu {kolor, kon-
systencja, ocena miazgi biatej (grudek chlonnych
§ledziony, wléknienia, guzkéw lub masy guzowej,
nacieku rozlanego?)}.

4.3. Pobieranie wycinkéw do badania
histopatologicznego

Wycinki nalezy pobra¢ z makroskopowo zmie-
nionych miejsc lub podejrzanych makroskopowo
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o zmiany patologiczne, przy czym liczba wycinkéw

zalezy od wielko$ci zmian.

Nalezy pobraé nastepujace wycinki:
¢ z makroskopowo zmienionych miejsc lub podejrza-

nych makroskopowo o zmiany patologiczne, przy

czym liczba wycinkéw zalezy od wielkosci zmian;

* z wszystkich wezlow chlonnych zgodnie z zasadami
opisanymi dla weztéw chlonnych, wlasciwie ziden-
tyfikowanych co do lokalizacji;

® ze §ledziony dodatkowe;j;

* wszystkie wycinki z klinowej biopsji watroby z roz-
réznieniem na plat prawy i lewy.

Ostateczny wynik hematopatologiczny musi za-
wiera rozpoznanie wg najnowszej klasyfikacji WHO
na podstawie przeanalizowanych lacznie wszystkich
znanych danych klinicznych, histopatologicznych,
immunofenotypowych (immunohistochemia i cy-
tometria przeptywowa), molekularnych i cytogene-
tycznych. Pierwotne chloniaki $ledzionowe zajmuja
jednoczesnie szpik kostny i w niektérych przypad-
kach wezly chlonne wneki sledziony, a takze moga
wystapi¢ jako postal biataczkowa bez limfadenopa-
tii — nalezy wykonaé korelacje wynikéw z tych lo-
kalizacji. Wynik poczatkowy (wstepny) moze by¢
dalej uzupetniony na podstawie badan dodatko-
wych. Zalecane podstawowe panele immunohi-
stochemiczne dotyczace diagnostyki nowotworéw
uktadu chlonnego wystepujacych w $ledzionie opi-
sane sa w akapicie dotyczacym wezléw chlonnych.

Minimalna liczba wycinkéw pobieranych ze Sle-
dziony wynosi:
* w przypadku gdy nie stwierdza sie zmian ma-
kroskopowych: 3 wycinki, w tym 1 z wneki oraz
2 z migzszu razem z torebka;

e w przypadku zmian widocznych makroskopowo
liczba pobieranych wycinkéw zalezy od rozmia-
row i ilosci zmian oraz liczby weztéw chtonnych
i obecnosci dodatkowej sledziony i wynosi 5.
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