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1. Spis procedur diagnostycznych
i chirurgicznych

* Biopsja cienkoiglowa (fine needle aspiration)

* Biopsja gruboigltowa

* Otwarta biopsja nacinajaca (intralesional resection)
* Biopsja wycinajaca (marginal resection)

® Szerokie wycigcie zmiany (wide resection)

* Radykalne wyci¢cie nowotworu (radical resection)

2. Biopsja aspiracyjna cienkoiglowa

Biopsja aspiracyjna cienkoiglowa nie jest metoda
zalecana rutynowo w diagnostyce pierwotnych nowo-
tworéw tkanek miegkkich. Mozliwosci diagnostycz-
ne na podstawie jedynie materiatu cytologicznego,
zwlaszcza w przypadku nowotworéw nieztosliwych
i migsakéw z grupy o nizszym stopniu ztosliwosci, sa
ograniczone.

Wyjatek od wspomnianej zasady stanowi diagno-
styka cytologiczna prowadzona w wyspecjalizowa-
nych osrodkach diagnostycznych, w ktérych ocena
mikroskopowa uzyskanych rozmazéw jest uzupetnia-
na badaniem cytogenetycznym lub molekularnym na
obecnos¢ specyficznych aberracji chromosomowych.

W osrodkach niedysponujacych wspomnianymi
technikami molekularnymi rola badan cytologicz-
nych ogranicza si¢ do weryfikacji wznéw miejsco-
wych i odleglych przerzutéw, a w przypadku guzéw
diagnozowanych pierwszorazowo — do wykluczenia
zmian o charakterze przerzutowym (rak, czerniak,
rozrost ukltadu chtonnego).

3. Biopsja gruboigtowa (e/igobiopsy) i biopsja
nacinajaca (zntralesional resection)

Biopsja gruboiglowa uznawana jest za standardo-
wa procedure diagnostyczna dla wszystkich guzéw
tkanek miekkich umiejscowionych pod powiezig po-
wierzchowng badz zlokalizowanych w obrebie tkanki
podskoérnej, ktorych najwicksza Srednica przekracza
5 c¢m, a takze w przypadku wszystkich nowotworéw
tkanek miekkich podejrzanych klinicznie o charakter
ztosliwy. W przypadku gdy materiat tkankowy uzy-
skany droga biopsji gruboiglowej nie wystarcza do

ustalenia rozpoznania, dopuszczalne jest wykonanie
otwartej biopsji nacinajacej. W trakcie tego zabiegu
chirurg $wiadomie usuwa jedynie cze$¢ tkanki no-
wotworowej. Za tego typu procedure uwazany jest
réwniez zabieg polegajacy na chirurgicznym zmniej-
szeniu masy guza lub jego wylyzeczkowanie, a takze
zabieg, ktéry z zalozenia mial mie¢ charakter ,biopsji
wycinajacej”, ale badanie mikroskopowe preparatu
operacyjnego wykazalo, ze linia ciecia operacyjnego
przechodzi przez utkanie nowotworu.

3.1. Zalecenia dla klinicysty wilacznie
z zaleceniami postepowania z pobranym
materialem biopsyjnym

Zaleca si¢, aby material tkankowy uzyskany
droga oligobiopsji (mikrowycinki tkankowe) lub
otwartej biopsji nacinajacej zostal — bez utrwalenia
i w warunkach sterylnych — niezwlocznie przeka-
zany do pracowni histopatologicznej. Jezeli nie ma
mozliwosci, aby material trafil do pracowni w ciagu
kilkunastu minut, nalezy umiesci¢ go w 10-procen-
towym wodnym roztworze zbuforowanej formaliny
na co najmniej 3—6 godzin. W przypadku otwartej
biopsji nacinajacej zaleca si¢ dodatkowo odpowied-
nie oznakowanie materiatu (np. za pomoca klipséw
lub nici chirurgicznych) umozliwiajace ocene jego
topografii. Niedopuszczalne jest fragmentowanie
uzyskanego materialu oraz samowolne pobieranie
wycinkéow do badan dodatkowych.

Na skierowaniu zalaczonym do materiatu biop-
syjnego klinicysta winien zamie$ci¢ — oprocz danych
personalnych chorego lub chorej (imi¢ i nazwisko
oraz wiek) — podstawowe dane niezbedne do dia-
gnostyki morfologicznej, tj.: miejsce pobrania wy-
cinka, umiejscowienie zmiany w stosunku do po-
wiezi powierzchownej, opis badan obrazowych oraz
wyniki wczesniej wykonanych badan diagnostycz-
nych. Wskazane jest réwniez umieszczenie danych
z wywiadu na temat kontaktu chorego lub chorej
z uznanymi czynnikami o charakterze etiopatogene-
tycznym (napromienianie, uraz, przewlekly obrzek
limfatyczny koniczyn, infekcje wirusami HHVS lub
wirusem zapalenia watroby typu B, uznane karcy-
nogeny chemiczne: polichlorek winylu, azbest).
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3.2. Ocena makroskopowa materiatu
tkankowego

Jezeli do badania otrzymano bardzo drobne mi-
krowycinki, material tkankowy winien by¢ w cato$ci
zabezpieczony do badania mikroskopowego, tj. nie-
zwlocznie utrwalony w 10-procentowym wodnym
roztworze zbuforowanej formaliny co najmniej na
3—6 godzin. W przypadku dysponowania mikrowy-
cinkami o wigkszych rozmiarach mozna je przekro-
i¢ podtuznie i jeden z przekrojow utrwali¢ w calo$ci
w 10-procentowym wodnym roztworze zbuforowa-
nej formaliny, a z drugiego pobra¢ wycinki do badan
dodatkowych (sposéb zabezpieczania materialu do
badan dodatkowych opisano w punkcie 4.2).

Postgpowanie z materialem tkankowym z otwartej
biopsji nacinajacej jest analogiczne jak w przypadku
biopsji wycinajacej (patrz punkty 4.1 1 4.2).

3.3. Zatapianie materialu w bloczkach
parafinowych i skrawanie bloczkéw

Mikrowycinki nalezy umiesci¢ w kasetkach réwno-
legle wzgledem siebie w liczbie nie wigkszej niz 2—3
mikrowycinki na jedna kasetke. Zatopione w blocz-
kach parafinowych skrawane sg nastepnie standardo-
wo na skrawki o grubosci 4 um.

3.4. Rutynowe barwienie skrawkéw
parafinowych

Skrawki parafinowe z zatopionymi mikrowycinka-
mi sa barwione rutynowo hematoksyling i eozyna.

3.5. Zalecane badania dodatkowe
(histochemiczne, immunohistochemiczne
i molekularne) (patrz punkty 4.6 1 4.7)

4. Zasady opracowania materialu
operacyjnego w przypadku biopsji
wycinajacej (marginal resection)

Pojecie biopsji wycinajacej oznacza usunigcie guza
wraz z rzekoma torebka i niewielkim marginesem
makroskopowo niezmienionych tkanek w jego oto-
czeniu. Radykalny charakter zabiegu chirurgicznego
musi by¢ potwierdzony badaniem mikroskopowym.
Jezeli badanie mikroskopowe ujawni obecnosé tkan-
ki nowotworowej w brzegu preparatu, wowczas tego
typu zabieg chirurgiczny traktowany jest na réwni
z biopsja nacinajaca.

4.1. Zalecenia dla klinicysty wlacznie
z zaleceniami postepowania z pobranym
materialem operacyjnym (surgical specimen)

Optymalnym rozwiazaniem jest niezwloczne
przekazanie calego materiatu tkankowego — w wa-
runkach sterylnych i bez utrwalenia — do pracowni
lub zakladu histopatologii. W przypadku biopsji
wycinajacej chirurg winien zwréci¢ szczegélng uwa-
ge na precyzyjne oznaczenie biegundéw preparatu
operacyjnego za pomoca klipséw lub nici chirur-
gicznych. Konieczne jest oznaczenie odpowiednio
biegunéw od strony skory (zwlaszcza gdy material
operacyjny nie obejmuje fragmentu skéry ponad
guzem), marginesu glebokiego, strony przysrodko-
wej i bocznej. Dodatkowo wskazane jest oznaczenie
ni¢mi chirurgicznymi naczyn krwiono$nych i ner-
wow, ktorych zajecie ma szczegdlne znaczenie z kli-
nicznego punktu widzenia.

W sytuacji, gdy nie ma mozliwosci, aby material
trafit do pracowni w ciagu kilkunastu minut, nalezy
umiesci¢ go w 10-procentowym wodnym roztworze
zbuforowanej formaliny na co najmniej 10—12 go-
dzin.

Na skierowaniu zalaczonym do materiatu biop-
syjnego klinicysta winien zamie$ci¢ komplet danych
klinicznych opisanych w punkcie 3.1.

4.2. Wstepne pobieranie wycinkéw do badan
dodatkowych z materialu operacyjnego
dostarczonego bez utrwalania
(w warunkach sterylnych)

Preparat tkankowy dostarczony do pracowni lub
zakladu patomorfologii w warunkach sterylnych
musi by¢ (przynajmniej do momentu pobrania wy-
cinkéw do badania cytogenetycznego) opracowywa-
ny z zachowaniem wszystkich zasad aseptyki (przy
uzyciu sterylnych narzedzi). Sekcjonowanie nieutrwa-
lonego materiatu tkankowego ogranicza si¢ do wyko-
nania pojedynczego przekroju tkanek prawidtowych
i obwodowej czgsci guza od strony najszerszego mar-
ginesu chirurgicznego. Z obwodowej czeSci guza,
z miejsc, w ktorych stwierdza sig lity naciek bez wi-
docznych ognisk rozmigkania i wylewéw krwawych,
nalezy w pierwszej kolejnosci pobra¢ wycinki do ba-
dania cytogenetycznego i umiesci¢ je w sterylnym
pojemniku wypetnionym roztworem Hanksa z do-
datkiem antybiotykéw*. W drugiej kolejnosci pobie-
ra si¢ wycinki do badan molekularnych oraz do badan

“W 100 ml plynu Hanksa nalezy rozpusci¢: 10 000 jednostek penicyliny i 10 mg streptomycyny. Przygotowany plyn transportowy
(100 ml) najlepiej rozdzieli¢ do jalowych pojemnikéw, na porcje do jednorazowego uzycia. Zachowaé bezwzglednie warunki sterylne.
Przechowywac w lodéwce w temperaturze 4°C. Przed uzyciem pojemnik z plynem transportowym nalezy ogrza¢ do temperatury 37°C.
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w mikroskopie elektronowym. Wycinki z tkanki no-
wotworowej przeznaczone do badaf molekularnych
nalezy podzieli¢ na male fragmenty o $rednicy do
0,2 c¢m i zamrozié, najlepiej w cieklym azocie, a na-
stepnie przechowywad w temperaturze —70°C. Innym
sposobem zabezpieczania materialu tkankowego do
badan molekularnych jest ich umieszczenie w me-
dium o nazwie RNAlater™ (nie wymaga zamraza-
nia). Wycinki do badan ultrastruktury sa utrwalane
w roztworze Forsmana.

Po pobraniu wycinkéw do badan dodatkowych
caly obwdd preparatu operacyjnego nalezy oznaczy¢
tuszem (dobrze jest oznaczy¢ kazdy z biegunéw pre-
paratu tuszem o odmiennym kolorze), a nastgpnie
umiesci¢ w pojemniku z 10-procentowym wodnym
roztworem formaliny w ilosci dziesieciokrotnie wiek-
szej od objetosci otrzymanego preparatu na 1012 go-
dzin.

4.3. Makroskopowa ocena preparatu
operacyjnego (surgical specimen)

Makroskopowa ocen¢ utrwalonego w forma-
linie preparatu operacyjnego rozpoczyna si¢c od
okreslenia jego wymiaru w trzech plaszczyznach
oraz od oznaczenia tuszem (badz wielokolorowy-
mi tuszami) margineséw chirurgicznych (jezeli nie
zostaly one wczesniej oznaczone w trakcie ,zabez-
pieczania” materiatlu nieutrwalonego). Nastepnie
sekcjonuje sie preparat tak, by uzyskac jego réwno-
legle przekroje prostopadte do najwezszego margine-
su chirurgicznego. Ciecia prowadzi si¢ w odstepach
co 5 mm. Na kazdym z wykonanych przekrojéw oce-
nia si¢ wymiary guza oraz szeroko$¢ marginesu nie-
zmienionych tkanek w jego otoczeniu. Zalecane jest
zaznaczenie w opisie, jakie struktury anatomiczne
znajduja si¢ w brzegu preparatu (np. powi¢z, miesiefi
szkieletowy, okostna). Opisujac makroskopowo cha-
rakter guza nowotworowego, nalezy sie skoncentro-
wal na jego:
® typie wzrostu (rozprezajacy, gdy guz jest ostro od-

graniczony od otoczenia lub naciekajacy) oraz obec-
nosci ognisk satelitarnych,;

* konsystengji (lity, lito-torbielowaty, torbielowaty);

* wejrzeniu (widknisty, thuszczowy, myksoidny/$luzo-
waty, o konsystencji migsa);

® obecnosci ognisk martwicy (réznicowac je z polami
$luzowatymi/myksoidnymi), wylewéw krwawych
i zwapnien. Nalezy oceni¢ procent powierzchni
guza zmienionej Martwiczo;

* stosunku guza do waznych struktur tkankowych,
takich jak nerwy, duze naczynia krwionosne, po-
wiez, mie$nie oraz okostna lub kos¢ (jezeli obecne
sa W preparacie).

W miare mozliwosci nalezy sporzadzi¢ dokumen-
tacje fotograficzna lub cyfrowa makroskopowego ob-
razu guza i tkanek w jego otoczeniu.

4.4. Pobieranie wycinkéw do badania
histologicznego

W pierwszej kolejnosci pobierane sa wycinki z naj-
wezszego marginesu chirurgicznego, a nastgpnie
z pozostatych biegunéw guza wraz z otaczajacymi je
tkankami prawidlowymi. Przy zalozeniu, ze ksztalt
chirurgicznego preparatu (,specymenu”) przypomi-
na sze$cian, wycinki musza by¢ pobrane z wszystkich
sze$ciu margineséw chirurgicznych. Dopuszczalne jest
niepobieranie wycinkéw z margineséw chirurgicznych
oddalonych od brzegu guza o co najmniej 5 cm (wyja-
tek w tym wzgledzie stanowia miesaki nablonkowate
— epithelioid sarcoma, i naczyniopochodne — angiosarco-
ma, ktorych wzrost charakteryzuje si¢ obecnoscia sub-
klinicznych guzkéw satelitarnych umiejscowionych
proksymalnie w stosunku do guza pierwotnego).

Guzy o $rednicy do 2—4 cm winny by¢ pobierane
w calosci do badania mikroskopowego. W przypad-
ku wigkszych guzéw zalecane jest pobranie 1 wycinka
tkankowego na kazdy centymetr najwickszej Srednicy
guza, aczkolwiek w przypadku guzéw o bardzo du-
zych rozmiarach dopuszczalne jest pobieranie mniej-
szej liczby wycinkéw, zwlaszcza gdy makroskopowo
guz ma homogenne wejrzenie. Guzy o wysokim stop-
niu zlo$liwosci (high grade), ustalonym na podstawie
wezesniejszego badania, nie wymagaja pobierania ta-
kiej liczby wycinkéw jak guzy o niskim stopniu zlo-
$liwosci. Nalezy pobiera¢ wycinki z miejsc o rézno-
rodnym obrazie makroskopowym; nie ma natomiast
potrzeby pobierania wiecej niz 1 wycinka z obszaréw
zmienionych martwiczo (material nalezy pobieraé
z pogranicza martwicy i przetrwalego guza).

W wigkszo$ci guzéw do badania wystarcza pobra-
nie do 12 wycinkéw, nie liczac wycinkéw z margine-
séw chirurgicznych. W przypadku guzéw o wyraznie
heterogennej budowie wskazane jest zabezpieczenie
wigkszej ilosci materialu do badania histologicznego.

Srednia minimalna liczba wycinkéw, ktéra pa-
tolog jest obowigzany pobra¢ z preparatu ope-

racyjnego, to 12, nie liczac wycinkéw pobranych
z margineséw chirurgicznych.

4.5. Zatapianie materialu w bloczkach
parafinowych i skrawanie bloczkéw

Pobrane wycinki nalezy umiesci¢ w plastikowych
kasetkach, a nastepnie przeprowadzi¢ rutynowo
w procesorze tkankowym do etapu przepojenia pa-
rafing. Wycinki zatopione w bloczkach parafino-
wych skrawane sa nastepnie standardowo na skrawki
o grubosci 4 um.

4.6. Rutynowe barwienie skrawkéw parafinowych

Skrawki parafinowe z zatopionymi mikrowycin-
kami sa barwione rutynowo hematoksyling i eozyna.
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Wybrane skrawki nalezy zabarwi¢ dodatkowo meto-
daq PAS oraz trichromem wg Massona, a takze wybar-
wié na obecno$¢ widkien srebrochlonnych.

4.7. Zalecane badania dodatkowe
(immunohistochemiczne i molekularne)

Zdecydowana wigkszo$¢ badan immunohisto-
chemicznych na potrzeby diagnostyki nowotworéw
tkanek migkkich wykonywana jest na rutynowo
przygotowanym materiale tkankowym utrwalonym
w formalinie i zatopionym w bloczkach parafino-
wych. Material ten jest skrawany na skrawki o gru-
bosci 4 wm i umieszczany na szkietkach podsta-
wowych powlekanych materialem zwickszajacym
adhezje (szkietka super-frost+). Przed rozpoczeciem
badania immunohistochemicznego material na wspo-
mnianych szkietkach podstawowych jest zgrzewany
w temperaturze ok. 60°C.

Zalecana podstawowa lista odczynéw immuno-
histochemicznych obejmuje barwienie skrawkow
na obecno$é: cytokeratyn (AE1/AE3), EMA, biatka
S100, aktyny gladkomig$niowej (SMA), desminy,
miogeniny, antygenéw CD31, CD34 i CD117 oraz
antygenu proliferacyjnego Ki67.

Inne odczyny pomocne w diagnostyce (wykony-
wane w drugiej kolejnoéci) to reakcje na obecnosé
kaldesmonu, B-kateniny oraz antygenéw: HMB45,
ALK-1, MDM2, CDK4, INI-1.

Liste badan cytogenetycznych i molekularnych na
potrzeby diagnostyki miesakéw czytelnik znajdzie
w innych opracowaniach po§wieconych patomorfologii
nowotworéw tkanek miekkich. Nalezy pamietaé, ze
wybrane badania molekularne (przede wszystkim tech-
nikg FISH, ale takze PCR) mozna wykona¢ z materia-
tu utrwalonego w formalinie i zatopionego w blokach
parafinowych. Warunkiem uzyskania warto$ciowego
materiatu genetycznego (DNA/RNA) jest odpowied-
nie buforowanie wodnego roztworu formaliny.

5. Zasady opracowania materialu
operacyjnego w przypadku odjecia
koficzyny lub jej fragmentu

Zalecenia post¢powania z materialem operacyjnym
sa analogiczne jak w punkcie 4. Wyjatek stanowia:

* pobieranie wycinkéw z marginesu chirurgicznego pre-
paratu (obejmuje jedynie wycinki z proksymalnego
marginesu preparatu operacyjnego); obowiazuje po-
branie pelnego przekroju marginesu tkanek miekkich
oraz pobranie wycinkéw z marginesu kosci i szpiku;

® ocena stosunku guza do okostnej i kosci i pobranie
wycinkéw z tkanki kostnej w rzucie guza;

* sekcjonowanie tkanki tluszczowej (w szczegdlnosci
w miejscach spltywu tkanki limfatycznej) na obec-
n0$¢ przerzutowo zmienionych weztéw chtonnych.

6. Ocena wezléw chlonnych

Z. wyjatkiem miesaka nablonkowatego, miesaka
jasnokomorkowego tkanek miekkich oraz peche-
rzykowatej odmiany rhabdomyosarcoma, przerzuty
do weztéw chlonnych u chorych na miesaki tkanek
migkkich obserwowane sa rzadko. Niemniej jed-
nak stwierdzenie przerzutowo zmienionych wezléw
chlonnych w kazdym z wyzej wymienionych materia-
téw operacyjnych winno by¢ odnotowane w raporcie
ze wzgledu na jego prognostyczne znaczenie. Kazdy
znaleziony wezet chlonny winien by¢ pobrany do ba-
dania mikroskopowego.

7. Ocena odpowiedzi na leczenie chemiczne
i leczenie napromienianiem

Dotychczas nie wypracowano jednolitego systemu
oceny efektéw przedoperacyjnego neoadiuwantowego
leczenia chemicznego oraz leczenia napromienianiem
u chorych na miesaki tkanek miekkich. Odpowiedz
na leczenie jest najczeSciej wyrazona odsetkiem po-
wierzchni przetrwalego utkania nowotworu. Celem
jej oceny nalezy pobra¢ do badania wycinki z prze-
kroju poprzecznego obejmujacego najdiuzsza o$ guza,
unikajac ognisk rozmi¢kania; wymagane jest pobranie
do badania histologicznego przynajmniej 1 wycinka
z pogranicza martwicy i przetrwalej tkanki nowotwo-
rowej. Badanie mikroskopowe tego wycinka pozwa-
la na potwierdzenie, ze opisane obszary guza zostaly
trafnie uznane za zmienione martwiczo. Obraz ma-
kroskopowy guza moze by¢ mylacy; czasami obszary
guza uznane makroskopowo za zmienione martwiczo,
faktycznie w badaniu mikroskopowym okazuja si¢
fragmentami guza z cechami §luzowatego zwyrodnie-
nia lub obrzeku podscieliska.
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