Histopathology in veterinary oncology.
Part I. Factors essential for useful results
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The results of histopathological examination, the
pathology report, provide important information for
clinical oncologist, moreover are crucial for proper
diagnosis and treatment protocol for the tumor
bearing patient. However, there are numerous errors
that can produce false or non-relevant diagnostic
results. To achieve useful histopathological report, the
proper collection and respective handling of samples
before they are sent to the laboratory is required. The
histopathological diagnosis, histologic grade, tumor
margins examination and vessels invasion are the
most important microscopic features for treatment
planning. Also, the properly prepared cover letter
with all important information must accompany
each sample since it may influence the diagnostic
procedure and likewise the choice of therapy. In
this article, factors contributing in the outcome of
histopathological results useful for oncologic patient
and clinician were critically evaluated.
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adanie histopatologiczne polega na mi-
kroskopowej ocenie tkanek, ktére zo-
staly pobrane od zZywego pacjenta lub ze
zwlok, zostaly w nalezyty sposéb utrwa-
lone, pokrojone i zabarwione stosownymi
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metodami histologicznymi, histochemicz-
nymi i ewentualnie immunohistochemicz-
nymi. Celem tego badania jest okreslenie
ostatecznego rozpoznania lub jego przybli-
zenie, a takze uzyskanie informacji, ktére
pozwola zaplanowac odpowiednie lecze-
nie. Analiza histopatologiczna czesto takze
umozliwia okreslenie rokowania — przewi-
dywanie krétko- i diugotrwalych efektéw
leczenia. Badanie histopatologiczne moze
obejmowac ocene fragmentu lub fragmen-
tow (wycinka/wycinkéw) badz ocene calej
zmiany. W pierwszym przypadku materiat
do badania uzyskuje sie za pomoca biop-
sji wycinkowej (za pomoca skalpela po-
biera si¢ fragment wigkszej zmiany), biop-
sji gruboiglowej (biopsja tru-cut), biopsji
endoskopowej (za pomoca kleszczykéw,
w trakcie badania endoskopowego) lub
rzadziej oderwania za pomoca kleszczy
fragmentu zmiany widocznej bezposred-
nio (na skdrze, w jamie ustnej lub na pra-
ciu). Badanie calej zmiany wymaga resek-
¢ji chirurgicznej, w czasie ktérej usuwa sie
nie tylko zidentyfikowana makroskopowo

nieprawidlowo$¢ morfologiczng, ale tak-

ze zapas otaczajacej morfologicznie prawi-

dlowej tkanki (tzw. margines chirurgiczny
lub margines tkanek zdrowych).

W przypadku badania wycinka zmia-
ny efektem analizy mikroskopowej bedzie
przyblizenie lub okre$lenie rozpoznania
wstepnego, z kolei gdy wykonuje sie bada-
nie calej zmiany, oczekuje si¢ od patologa
podania informacji na temat:

— precyzyjnego rozpoznania typu no-
wotworu i stopnia jego zlosliwosci
(o ile zostal opracowany dla danego
nowotworu),

— oceny doszczetnosci zabiegu chirurgicz-
nego — ocena margineséw chirurgicz-
nych/histologicznych,

— oceny ewentualnego rozsiewu choro-
by nowotworowej — ocena zajecia na-
czyn krwiono$nych i chlonnych, ner-
woéw, weztéw chlonnych,

— oceny parametréw o znaczeniu ro-
kowniczym i terapeutycznych — o ile
istnieja dla danego typu nowotworu
i gatunku pacjenta.
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W zdecydowanej wiekszo$ci przypad-
kéw informacje te mozna uzyska¢ w toku
badania histopatologicznego, jednak pod-
stawowym tego warunkiem jest dostar-
czenie przez lekarza kierujacego repre-
zentatywnej probki lub prébek, ktére
pobrano we wlasciwy sposéb, odpowied-
nio je utrwalono, oznaczono i przestano.

Tabela 1. Kluczowe wytyczne dotyczace pobierania i zabezpieczania materiatu

do badania histopatologicznego

Ryc. 1. Rycina wyjasnia, dlaczego rozpoznanie histopatologiczne mozna postawié
w oparciu 0 ocene preparatéw dobrej jakosci. Na obu zdjeciach zaprezentowano
rentgenogramy wykonane u tego samego pacjenta, przy czym na gorze zdjecie jest
zZtej jakosci (,poruszone”), szczegbty anatomiczne sa zatarte, a wiec interpretacja
obrazu jest niemozliwa. Na zdjeciu dolnym pacjent lezat nieruchomo, jako$¢ obrazu
jest dobra, a interpretacja mozliwa do przeprowadzenia. Tak samo jest z badaniem
histopatologicznym - interpretacji mozna poddac tylko preparaty dobrej jakosci

Jednocze$nie do przestanego materia-
tu nalezy dostarczy¢ skierowanie (pismo
przewodnie) zawierajace wszelkie dane,
ktére pomoga patologowi ustali¢ infor-
macje, jakich oczekuje lekarz kierujacy
prébke. Nawet najlepszy patolog nie be-
dzie w stanie udzieli¢ oczekiwanych od-
powiedzi na pytania zadane przez lekarza

s )

e )’
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Materiat umiescié¢ w utrwalaczu tak szybko, jak to tylko mozliwe

(materiat powinien sig znalezé w utrwalaczu do 30 minut od pobrania)

- Do utrwalania uzywa sie 10% roztwor formaliny, czyli 4% roztwor

formaldehydu (formalina jest 40% wodnym roztworem formaldehydu)

Stosunek objetosci tkanki do objetosci utrwalacza 1:10 (rye. 2)

- Materiat z réznych miejsc nalezy odpowiednio oznaczy¢ lub umiescié
w osobnych naczyniach z utrwalaczem i odpowiednio opisa¢

- Naczynia powinny byé zabezpieczone w sposéb chroniacy je przed
uszkodzeniem/sttuczeniem (najlepiej specjalne plastikowe stoiki)

i powinny posiada¢ szeroki wlot (ryc. 3)

Ryc. 3. Umieszczenie materiatu o zbyt duzej objetosci w naczyniu z matym wlotem
skutkuje tym, co widaé na rycinie - sttuczenie stoja jest jedyna mozliwoscia wyjecia
z niego materiatu. Materiat tkankowy utrwalony w formalinie sztywnieje i pecznieje,
o sprawia, ze materiat, ktory bez problemu wtozono do stoja, nie moze by¢ z niego
wyjety. Problemem w tym przypadku jest to, ze personel laboratorium jest narazony
na skaleczenie w trakcie rozbijania stoja, jak i okrawania materiatu.

0 tym, e takie sytuacje nie zdarzaja sie rzadko, Swiadczy fakt, ze w laboratorium
posiadamy specjalny topdr przeznaczony do rozbijania stoi
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kierujacego, w przypadku gdy przestana
prébka jest ztej jakosci, nie zostata w od-
powiedni sposéb utrwalona lub jest nie-
oznaczona lub oznaczona w nieodpowied-
ni sposéb (ryc. 1). W wytycznych jednego
z laboratoriéw zajmujacych si¢ wykonywa-
niem badan histopatologicznych materia-
tu uzyskiwanego od ludzi jeden z punktéw

5

Ryc. 2. Ryciny wskazuja niewtasciwy sposéb ,utrwalania” materiatu
histopatologicznego - utrwalacza jest zbyt mato (bedzie to skutkowato autolizg
tkanek), materiat zostat wcidniety do naczynia (orientacja przestrzenna niemozliwa
do okreslenia), szansa na uzyskania wiarygodnego wyniku w tym przypadku jest
niewielka




Prace kliniczne i kazuistyczne

ey

RRLRLRRE ill-l-lili

| HRRRRRER RRVREANY
[THITTNT

(L lilllllt" T [T

|
1Y
A

| W
[THTLTLRLLLTANS

ARALAL AR

[EETTTI R RN

Ryc. 4. Im mniejsza jest zmiana, tym rozpoznanie jest bardziej precyzyjne

- po prawej stronie niewielka probka, ktora zmiesci sie w kasetce histologicznej
i moze zosta¢ zbadana w catosci. Po stronie lewej wigkszy guz, z ktérego

do badania zostang wybrane fragmenty - mozliwe bedzie jednak zbadanie

stosunkowo duzego obszaru guza

brzmi: ,,Zle oznaczone lub nieoznaczone
materialy beda odsytane do placéwki po-
bierajacej material do badania na koszt tej
placéwki’; co jest podyktowane §wiadomo-
$cig, jak duze znaczenie dla loséw pacjenta
moga mie¢ wszelkie zaniechania lub bte-
dy popelnione w trakcie procedury histo-
patologicznej.

Jedno z pierwszych zdan w publikacji, kt6-
ra ukazala sie¢ w ,Veterinary Pathology”
i zawierala wytyczne odnos$nie do tech-
nicznych aspektéw badania histopatolo-
gicznego w patologii chirurgicznej, brzmi:
,Procedura uzyskania optymalnego wy-
niku badania histopatologicznego zapo-
czatkowana jest przez lekarza nadsylaja-
cego material” (1).

Warunek podstawowy
- przesytamy prébki dobrej jakosci

Zasady pobierania, zabezpieczania, utrwa-
lania i przesylania materiatu do badan hi-
stopatologicznych sa dostepne w innych
publikacjach (2), dlatego w tabeli 1 podano
tylko podstawowe informacje odnosnie do
tego zagadnienia. W dalszej cze$ci opraco-
wania omdéwiono zagadnienia, ktére maja
istotne znaczenie dla uzyskania odpowie-
dzi, ktérych oczekuje lekarz kierujacy od
wyniku badania histopatologicznego (kt6-
re wymieniono powyzej).

Okreslenie rozpoznania
histopatologicznego i ocena stopnia
ztosliwosci nowotworu

W przypadku niektérych nowotwordéw
(kostniakomiesaki, miesaki wenerycz-
ne u pséw, raki przejsciowonabtonkowe,
czerniaki, raki prostaty) rozpoznanie hi-
stopatologiczne jest najwazniejszym pa-
rametrem (wazniejszym niz doszczetnosé
zabiegu chirurgicznego), ktéry warunkuje

Ryc. 5. Przekréj poprzeczny nerki z rozpadajacym sie guzem - w tym przypadku
do badania pobiera sie fragmenty guza wraz z przylegajacym migzszem nerki,

w rzeczywisto$ci badaniu zostanie poddany jedynie niewielki obszar catego guza

zachowanie biologiczne i pozwala z du-
zym prawdopodobieristwem oceni¢ ten-
dencje do naciekania tkanek, wznowy
czy dawania przerzutéw (3). Zdecydo-
wanie mniejsze znaczenie maja w takich
przypadkach inne parametry mikrosko-
powe, takie jak czysto$§¢ margineséw hi-
stologicznych, stopien ztosliwosci nowo-
tworu, czy np. aktywnos$¢ proliferacyjna
komérek nowotworowych. Rozpoznanie
histopatologiczne nowotworu obejmuje
okreslenie, czy jest to zmiana niezlogli-
wa, czy zlosliwa oraz jaki jest jej typ histo-
genetyczny — z ktérej tkanki lub ktérych
komérek nowotwor sie wywodzi. Okre-
§lenie rozpoznania histopatologicznego
oraz zidentyfikowanie wszystkich niepra-
widlowosci jakie maja miejsce w obrebie
przestanego materialu beda tym bardziej
precyzyjne im wiekszy fragment zmiany
zostanie poddany zbadaniu, w praktyce
im wiekszy jest przestany material (wiek-
szy guz), tym odzwierciedlenie jego praw-
dziwej natury jest mniejsze (ryc. 4). Moz-
na wrecz powiedzied, ze jedynie dokladne
zbadanie catej masy nowotworu i otacza-
jacych go tkanek pozwoli na precyzyjna
odpowiedz na powyzsze zagadnienia. Je-
zeli wycinek zmiesci sie¢ w calo$ci w jed-
nej lub dwdch kasetach histologicznych,
to caly jego przekréj podluzny zostanie
zbadany, jezeli material jest wiekszy, to do
badania pobiera sie jedynie wybrane frag-
menty guza (ryc. 5). W przypadku zmian
duzych okreslenie rozpoznania i stopnia
zloéliwo$ci nowotworu zazwyczaj nie
nastrecza trudnosci, patolog wybiera do
badania kilka reprezentatywnych wycin-
kéw, w ktérych zapewne znajda sie ob-
szary zawierajace aktywnie proliferujace,
dobrze utrwalone komérki nowotworo-
we, a jezeli nie (niekiedy w duzym guzie,
np. naczyniakomiesaku $ledziony u psa,
90% masy stanowia wylewy krwi lub mar-
twica), to patolog pobierze z utrwalone-
go formaling guza jego dodatkowe wy-
cinki. Jezeli guz jest duzy, to mozna go

w calo$ci umiesci¢ w naczyniu z forma-
ling (w dalszym ciggu pamietajac o zasa-
dzie, ze stosunek utrwalacza do objetosci
tkanki winien wynosi¢ co najmniej 10:1),
jednak winien by¢ on ponacinany, tak
aby umozliwi¢ formalinie penetracje do
wszystkich obszaréw guza lub resekowa-
nej tkanki. Umieszczenie wycinka w zbyt
malej objetosci utrwalacza lub umieszcze-
nie go w naczyniu bez nacinania bedzie
skutkowalo postepujaca autoliza tkanek
w jego centralnych obszarach, co moze
uniemozliwi¢ okreslenie rozpoznania. Je-
zeli guz jest na tyle duzy, ze przestanie go
w calo$ci bedzie trudne z przyczyn tech-
nicznych (konieczno$¢ umieszczenia go
w kilkulitrowym wiaderku), zasadne jest
pobranie i przestanie do laboratorium do-
brze oznaczonych i opisanych reprezen-
tatywnych wycinkéw samego guza, jak
i margineséw wycinka, a pozostala jego
cze$¢ mozna do czasu uzyskania rozpo-
znania przechowywaé w lecznicy w po-
jemniku z utrwalaczem. Bardzo pomoc-
ne w takich przypadkach podczas oceny
histopatologicznej w laboratorium bedzie
wykonanie dokumentacji fotograficznej,
z zaznaczeniem miejsc, z ktérych pobra-
no przeslany material.

W przypadku malych wycinkéw zmia-
ny (biopsja tru-cut, bioptaty pobrane
w czasie endoskopii) z reguly mozliwe
jest okreslenie wstepnego rozpoznania
histologicznego, ktére ukierunkuje leka-
rza prowadzacego co do dalszych dziatan
diagnostycznych (ryc. 6). Niestety, ryzy-
ko uzyskania wyniku niediagnostyczne-
go w takich przypadkach jest duze i wyni-
ka ono z kilku mozliwych przyczyn: ma-
terial nie zawiera tkanki patologicznej,
do badania pobrano niereprezentatyw-
ny fragment zmiany (jedynie obszar mar-
twicy, wylewu krwi, obszar podscieliska
nowotworu) lub tez wycinek jest po pro-
stu za maly (po umieszczeniu w utrwala-
czu dodatkowo sie obkurczy) i stanie sig¢
niewidoczny w bloczku parafinowym.
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Ryc. 6. Kiedy do badania pobiera sie wycinek zmiany, to badanie histopatologiczne
daje ograniczony zakres informacji; takie parametry, jak doszczetno$é zabiegu
chirurgicznego czy zajecie naczyr chtonnych, nie moga zostaé okreslone.

Z lewej strony szkietko histologiczne z czterema skrawkami histologicznymi wycinka
guza dzigsta, a po prawej jego obraz histologiczny, skala w prawym dolnym rogu
wskazuje, ze bada sie naprawde niewielki wycinek, jego powierzchnia to 8 mm?

W zwigzku z faktem, ze takie wycinki za-
wieraja w sobie tylko niewielki fragment
calej zmiany, to nie nadaja si¢ one do oce-
ny czystosci margineséw histologicznych
oraz stopnia histologicznej zlosliwosci,
a niekiedy tez oceny typu histologiczne-
go (mozna rozpozna¢ miesaka kosci, ale
juz nie da sie okresli¢, czy jest to kostnia-
komiesak czy widkniakomiesak). Nalezy
mie¢ $wiadomos¢, ze w przypadku zbada-
nia malego wycinka zmiany nowotworo-
wej jednoznaczne opracowanie leczenia,
a takze okreslenie rokowania dtugookre-
sowego w wiekszosci przypadkéw nie be-
dzie mozliwe. Nalezy dolozy¢ staran, zeby
odpowiednio zabezpieczy¢ male wycin-
ki tkankowe, poprzez umieszczenie ich
w malym naczyniu, kasetce histologicz-
nej (ryc. 7) lub na skrawku papieru. Waz-
ne jest tez, aby w skierowaniu znalazla
sie informacja o ich liczbie (w przypad-
ku zmetnienia utrwalacza czes¢ takich
wycinkéw moze nie zosta¢ odnaleziona
przez osobe przygotowujaca preparaty).

Okreslenie stopnia histologicznej zlo-
sliwosci nie jest mozliwe we wszystkich ty-
pach zmian nowotworowych, bowiem nie
przeprowadzono jak dotad stosownych
badan lub wyniki tych badan nie sa jed-
noznaczne. Okreslenie stopnia ztosliwo-
$ci nie wymaga szczegélnego przygoto-
wania probki przed wyslaniem, wytyczne
sa identyczne z tymi, ktdére opisano powy-
zej. Okreslenie stopnia zlosliwosci opiera
sie na zidentyfikowaniu okre$lonych cech
mikroskopowych nowotworu, ustaleniu
nasilenia tej cechy (zazwyczaj za pomoca
liczby — ,punktéw”), a nastepnie po zlicze-
niu punktéw z kazdej badanej cechy usta-
leniu stopnia zlosliwosci. Przyktadowy sys-
tem stopniowania histologicznego zapre-
zentowano w tabeli 2.
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Ryc. 7. Dobrym rozwigzaniem, ktre zapobiega zagubieniu lub uszkodzeniu matych
wycinkéw tkankowych (bioptaty tru-cut lub wycinki endoskopowe) wysytanych do
laboratorium, jest ich umieszczenie w kasetkach histologicznych i wiozenie do naczynia
z utrwalaczem (wspotpracujace z lekarzem laboratorium udostepnia takie kasetki)

Tabela 2. Przyktadowy system okre$lania histologicznej ztosliwosci w przypadku migsakéw tkanek miekkich
u pséw zasugerowany w podreczniku onkologii histopatologicznej pod redakcjg Donalda J. Meutena z 2017 r.

Stopien zréznicowania komérek

1 punkt miesak dobrze zréznicowany

2 punkty migsak umiarkowanie zréznicowany

3 punkty miesak niezroznicowany

Sumaryczna liczba mitoz w 10 polach widzenia (HPF - 2,37mm?)

1 punkt 0-9 mitoz

2 punkty 10-19 mitoz

3 punkty powyzej 19 mitoz

Obecnos$é obszaréw martwicy

0 punktéw brak obszaréw martwicy

1 punkt martwica zajmuje do 50% powierzchni guza
2 punkty martwica zajmuje powyzej 50% powierzchni guza
Suma punktow Stopien ztosliwosci

<3 1 stopien ztosliwosci histologicznej

4-5 2 stopien ztosliwosci histologicznej

<6 3 stopien ztosliwosci histologicznej

Ocena czystosci marginesu
histologicznego

Rola lekarza kierujacego materiat do ba-
dania histopatologicznego jest szczegdl-
nie istotna w przypadku przygotowywania
materialu, ktéry ma by¢ badany pod katem
zachowania margineséw tkanek zdrowych,
bowiem ocena doszczetnosci zabiegu chi-
rurgicznego mozliwa jest czesto jedynie
w przypadku wlasciwego zabezpieczenia
prébki (4, 5, 6). Nalezy pamietaé, ze po-
jecie ,margineséw chirurgicznych’, czy-
li rzeczywistej odleglosci pomiedzy brze-
giem usunietej tkanki a granica guza no-
wotworowego, nie jest tozsame z tym, co
widzi patolog pod mikroskopem. Badanie
histopatologiczne pozwala na ustalenie
»margineséw histologicznych’, czyli naj-
mniejszej odleglosci pomiedzy brzegiem

skrawka histologicznego i granica nowo-
tworu. Przyczyna tych réznic jest fakt, ze
tkanki usuniete z organizmu w trakcie za-
biegu chirurgicznego ulegaja natychmia-
stowemu obkurczeniu, co moze pogle-
bia¢ sie po umieszczeniu ich w utrwala-
czu (3,7, 8). Dodatkowo, po umieszczeniu
wycinka w utrwalaczu czesto ulega on de-
formacji, co w znaczny sposéb wplywa na
mozliwos¢ orientacji przestrzennej wycin-
ka i okreslenie, ktore z jego fragmentéw
nalezy zbada¢ pod katem doszczetnosci
wycinka (ryc. 8A). W badaniach przepro-
wadzonych na tkankach zwierzecych po-
twierdzono, ze w trakcie zabiegu chirur-
gicznego i utrwalania tkanek w formalinie
i dalszej obrébki probki ulegaja obkurcze-
niu. Réznica pomiedzy marginesem chi-
rurgicznym a marginesem histologicznym
moze by¢ znaczna, ,skrécenie” marginesu
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Ryc. 9. Rycina utatwia zrozumienie, dlaczego rzeczywiste zbadanie catego guza nie
jest mozliwe. Widoczny przekréj podtuzny guza usunietego ze skdry i tkanki podskornej
(dtugoscé wycinka 35 mm, szeroko$é 25 mm), niebieskie prostokaty pokazujg sposéb
krojenia guza na ,plastry” (7 plastréw o grubosci 5 mm kazdy), z ktérych kazdy mozna

pokroi¢ na 1000 skrawkéw o grubosci 5 pm kazdy, co facznie daje 7000 skrawkéw,
czyli 7000 szkietek histologicznych. Pamietajmy, ze to tylko potowa guza!
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Ryc. 8. Sposdb zabezpieczania materiatu ma kluczowe znaczenie, gdy ma by¢
oceniona doszczetno$é zabiegu chirurgicznego. Na rycinie A widoczny $cisniety

i skrecony wycinek skory wraz z guzem - w tym przypadku nie ma mozliwosci
zidentyfikowania brzegéw chirurgicznych, dlatego tez ocena czystosci margineséw
nie jest mozliwa. Na rycinie B widoczne sa dwa wycinki zmienionej skory rozpiete
na grubej tekturze - brzegi chirurgiczne sa doskonale widoczne, a wigc ocena
margineséw histologicznych w tym przypadku nie bedzie problemem

wynosi nawet do 30-50% pierwotnego wy-
miaru resekowanej tkanki; z reguly dlugos¢
»zmniejsza si¢” 0 20%, a szeroko$¢ ,zmniej-
sza si¢” 0 15% (3, 8). Zmniejszenie tej roz-
nicy mozna uzyskaé poprzez rozpinanie
wycinka na twardym materiale — korek,
tektura (ryc. 8B).

Ocena doszczetnosci zabiegu chirur-
gicznego pozwala z duzym prawdopo-
dobienistwem okresli¢ rokowanie dla pa-
cjentéw onkologicznych, a w niektérych
przypadkach ma wieksze znaczenia dla
pacjenta niz samo rozpoznanie. Idealnie
byloby zbada¢ 100% powierzchni margi-
nesu chirurgicznego, jednak jest to nie-
realne ze wzgledéw technicznych. Przy-
ktadowo, guzek skérny usuniety wraz
z zapasem otaczajacej go skéry, tacz-
nie o wymiarach 35x25x10 mm, bedzie
mozna wstepnie podzieli¢ na 7 ,plas-
trow” o grubos$ci 5 mm, z kolei kazdy
z owych siedmiu plastréw mozna pokroi¢
na 1000 skrawkdéw parafinowych o grubo-
$ci 5 um, czyli, zeby zbada¢ caly taki guz
i oceni¢ wszystkie jego marginesy, nalezy

.i
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wykonac i zbadac 7000 preparatéw histo-
logicznych, o kosztach takiego badania nie
wspominajac (ryc. 9)! Dostepna jest tech-
nika histologiczno-chirurgiczna (histolo-
gia 3D, chirurgia mikrograficzna Moh-
sa), w trakcie ktérej ocenia sig czysto$é
wszystkich margineséw chirurgicznych,
wykonujac badanie mikroskopowe w trak-
cie trwania zabiegu chirurgicznego (ba-
danie $rédoperacyjne). U ludzi stosuje si¢
ja w przypadku ztoéliwych nowotworéw
skory, najczesciej w rakach podstawnoko-
moérkowych i wiaze sie z wysokim kosztem
(przykladowo, w jednej z klinik chirurgii
onkologicznej dla ludzi w zaleznosci od
wielkosci guza koszt procedury miesci
sie w granicach 2500-8000 zl). U zwie-
rzat zblizong technike histologiczna oce-
niano w migsakach poiniekcyjnych u ko-
téw, guzach z komorek tucznych u pséw,
rakach plaskonabtonkowych u pséw, ko-
téw i koni (4, 6, 9).

W przypadku niewielkich zmian skoér-
nych/podskérnych lub drobnych zmian
w narzadach teoretycznie mozliwe jest

Ryc. 10. Na rycinie zademonstrowano praktyczne podejscie do badania
histopatologicznego. Z guza przedstawionego na rycinie w praktyce pobiera
sie 3 wycinki (schematyczne oznaczone czerwonymi prostokatami), jeden z osi
poprzecznej guza i dwa wycinki z osi podtuznej

zbadanie wszystkich margineséw, w me-
dycynie weterynaryjnej oceny margine-
sow chirurgicznych dokonuje si¢ gléwnie
wlasnie w przypadku guzéw skory i tkanki
podskdrnej (3). Trzeba mie¢ $wiadomo$¢,
ze nawet niewielki guz wraz z otaczajaca
go tkanka mozna zbadac tylko cze$cio-
wo, pobierajac do oceny reprezentatywne
prébki tkanek (zazwyczaj w takich przy-
padkach pobiera si¢ 2—4 wycinki réwno-
legle i prostopadte do osi dlugiej wycinka;
ryc. 10). Zwiekszenie badanej powierzchni
marginesu mozna uzyskacd, stosujac tech-
nike, w ktérej pobiera sie wycinek réwno-
legly do marginesu chirurgicznego, jednak
w tym przypadku nie da si¢ oceni¢ odle-
glosci komérek nowotworowych od mar-
ginesu chirurgicznego (w rzeczywistosci
mozna w ten spos6b oceni¢ do 1-5% rze-
czywistych margineséw — ryc. 11; 3).

W przypadku zmian wiekszych mozli-
we jest zbadanie tylko wybranych (,na $le-
po”) fragmentéw guza (w tym wybranych
margineséw chirurgicznych), tych, kto-
re operator uzna za ,podejrzane’, jednak
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w takich przypadkach owe obszary musza
zosta¢ oznaczone przez operatora za po-
moca tuszu (badZ mniej preferowany spo-
s6b za pomocy igiel lub nitek chirurgicz-
nych) z jednoczesnym opisem, co i w jaki
sposéb zostalo oznaczone (np. jeden we-
zelek — margines doczaszkowy, dwa we-
zelki — margines doogonowy; tusz zélty
— marginesy boczne, tusz zielony — mar-
gines dolny). Nie ma zadnych jednoznacz-
nych zasad, jakie obowiazuja przy wybo-
rze, ktére fragmenty duzej prébki nalezy
pobra¢ do badania margineséw histolo-
gicznych, dlatego w rzeczywistosci nie
musza by¢ one reprezentatywne dla cate-
go wycinka. Im wiecej pobranych wycin-
kéw, tym szansa na zbadanie wszystkich
marginesow jest wieksza, jednak koszt ba-
dania histologicznego zwieksza sie i moze
nie by¢ akceptowany przez wtasciciela. Po-
miniecie procedury oznaczania margine-
s6w chirurgicznych bywa przyczyna za-
falszowan wyniku oceny margineséw hi-
stologicznych (3).

Dla uzyskania wiarygodnej oceny do-
szczetnosci zabiegu chirurgicznego zdecy-
dowanie najbardziej korzystne jest ozna-
czenie wycinka za pomoca tuszu tuz po
zabiegu (preferowany czas do 30 minut od
resekcji), na nieutrwalonej tkance, przez
operatora, ktéry zmiane wycinatl i jest
najlepiej zorientowany odnoénie do jej
umiejscowienia. Przed barwieniem ma-
terial nalezy osuszy¢ z nadmiaru ptynéw
(w tym formaliny), a nastepnie zastoso-
wac tusz wodoodporny, przeznaczony do
tego celu i za pomoca gazika lub wacika
zabarwi¢ te obszary, ktére maja by¢ zba-
dane. W dalszej kolejnosci nalezy umoz-
liwi¢ wyschniecie tuszu (okoto 5-10 mi-
nut, zapobiegnie to wyplukaniu tuszu

Prace kliniczne i kazuistyczne
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Ryc. 11. Na rycinie zademonstrowano spos6b pobierania wycinkdw, ktdry zwieksza szanse na wiarygodng
ocene doszczetnosci zabiegu chirurgicznego. Czerwone prostokaty wskazuja sposob pobierania wycinkéw dla
oceny czystosci marginesow histologicznych, za$ niebieski prostokat wskazuje na miejsce pobrania wycinka,
ktdry stuzy do okreslenia rozpoznania i typu histologicznego nowotworu. Nalezy pamigtaé, ze wigksza cze$é
objetosci wycinka i tak nie zostanie zbadana, a koszt badania w takiej sytuacji bedzie wyzszy

z tkanek przez formaling) i umiesci¢ wyci-
nek w utrwalaczu. Jezeli wycinek jest duzy,
to w pierwszej kolejnosci nalezy oznaczy¢
marginesy, umozliwi¢ wyschniecie tuszu,
a nastepnie material pokroi¢ na mniejsze
fragmenty. Duzg zaleta oznaczania margi-
neséw chirurgicznych tuszem jest fakt, ze
tusz jest doskonale widoczny w skrawku
na szkietku mikroskopowym (ryc. 12 13).
W uzasadnionych przypadkach margine-
sy chirurgiczne mozna oddzieli¢ od gléw-
nej masy guza i przeslac je w oddzielnym
naczyniu (oznaczonym ,marginesy chi-
rurgiczne”), jednak waskie paski tkan-
ki czesto ulegaja skreceniu i trudno jest
uzyskac z nich dobrej jakosci preparat hi-
stopatologiczny.

Ocena zajecia naczyn krwiono$nych
i chtonnych oraz weztow chtonnych

Uzyskanie informacji odno$nie do zaje-
cia naczyn krwiono$nych i/lub chtonnych
wymaga przestania nie tylko wycinkéw sa-
mego guza, ale takze tkanek otaczajacych
guz, dlatego najczesciej nie jest to moz-
liwe w przypadku, gdy do badania prze-
kazano jedynie drobne jego fragmenty —
biopsja wycinkowa, biopsja tru-cut (jezeli
jednak w malym wycinku widoczne jest za-
jecie naczyn, mozemy ten fakt odnie$¢ do
calego wycinka — stwierdzono zajecie na-
czyn krwiono$nych). Fakt zdeformowania
wycinka takze moze wplywac na rezultat
badania, gdyz w takich przypadkach moze
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Ryc. 12. Obraz histopatologiczny marginesu histologicznego guza usunietego

z okolicy miedzytopatkowej od kota. W tym przypadku lekarz kierujacy oznaczyt
brzegi chirurgiczne wycinka zielonym tuszem, co doskonale uwidacznia

granice i wskazuje na niedoszczetno$¢ resekcji chirurgicznej - komaorki
nowotworowe sg widoczne na granicy wycinka. Barwienie hematoksylina-eozyna,
powigkszenie 200
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Ryc. 13. Obraz histopatologiczny marginesu histologicznego guza usunietego

z okolicy miedzytopatkowej kota. W tym przypadku lekarz kierujacy oznaczyt brzegi
chirurgiczne wycinka niebieskim tuszem, dolny margines wycinka jest doskonale
widoczny (niebieska przerywana linia na gorze ryciny), a zmierzony w programie
komputerowym dystans pomiedzy marginesem chirurgicznym a komérkami
nowotworowymi (czerwona linia) wynosi 865 pum. Barwienie hematoksylina-eozyna,
powiekszenie 20x
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Ryc. 14. Obraz mikroskopowy granicy pomiedzy rakiem przejsciowo

v nabtonkowym pecherza moczowego i warstwa migsniowa. Na rycinie A widoczny

dochodzi¢ do pekania czy zgniatania tka-
nek, a tym samym identyfikacja naczyn
krwionos$nych moze nie by¢ mozliwa. Nie-
kiedy do jednoznacznego okreélenia, czy
doszlo do inwazji do naczyn, konieczne
moze by¢ zastosowanie barwienia immu-
nohistochemicznego z uzyciem przeciw-
cial identyfikujacych komoérki $rédblon-
ka naczyniowego (przeciwciala anty-czyn-
nik VIIL; ryc. 14), co z kolei moze wykluczaé
te wycinki, ktore zbyt dlugo przetrzymywa-
no w formalinie (utrwalanie tkanek w for-
malinie przez okres dtuzszy niz 24 godzi-
ny moze zmienia¢ wlasciwosci antygeno-
we biatek i zafalszowywac wyniki barwienia
immunohistochemicznego). Niekorzystny
wplyw na wyniki tego barwienia moze mie¢
tez niedostateczne utrwalenie tkanek oraz
ich odwapnianie (odwapni si¢ najczesciej
nowotwory kosci oraz zlozone guzy gru-
czolu sutkowego; 10).

Ocena zajecia regionalnych weztéw
chtonnych dostarcza istotnych informacji
o znaczeniu rokowniczym, pozwala tez za-
planowa¢ odpowiednie leczenie uzupelnia-
jace do zabiegu chirurgicznego. W onkolo-
gii weterynaryjnej wezly chlonne bada sie
histologicznie w dwéch przypadkach, po
pierwsze dla okreslenia lub sprecyzowania

rozpoznania chloniaka lub podtypu chlo-
niaka oraz w celu potwierdzenia albo wy-
kluczenia przerzutéw nowotwordw nielim-
foidalnych do wezléw chlonnych (ryc. 15).
Do badania tego drugiego niezbedne moze
by¢ pobranie catego podejrzanego wezlta
chlonnego (badanie wycinkéw lub biop-
tatéw tru-cut moze nie by¢ reprezenta-
tywne, bowiem przerzuty moga wystepo-
wac wieloogniskowo lub ogniskowo badz
sa niewielkie i fatwe do przeoczenia pod-
czas pobierania prébki do badania) i wy-
konanie seryjnych skrawkéw z podtuzne-
go przekroju wezla, co zwigksza szanse na
wykrycie ewentualnych komérek nowo-
tworowych w badanym wycinku, jednak
nie daje absolutnej pewnosci w przypadku,
gdy komérek nowotworowych w wybra-
nych skrawkach sie nie wykrywa. Niestety,
w niektoérych przypadkach do wykazania
obecnosci nielicznych ognisk przerzuto-
wych do wezléw chlonnych (mikroprze-
rzuty) niezbedne jest wykonanie bardzo
licznych skrawkéw parafinowych zabar-
wionych metoda immunohistochemiczna
(np. wykrywanie pancytokeratyny, ktéra
umozliwia wykrycie pojedynczych komé-
rek nowotworowych w wezle chtonnym).
W ostatnio opublikowanych badaniach

obszar mie$ni gtadkich ponizej guza, w centrum ryciny widoczne skupisko
komadrek nowotworowych w jamistej przestrzeni, ktdra moze byé naczyniem
; krwiono$nym; barwienie hematoksylina-eozyna, powiekszenie 200x.
Na rycinie B ten sam obszar guza w innym skrawku zabarwionym metoda
immunohistochemiczna na obecnos¢ komarek Srodbtonka (przeciwciato
anty-czynnik VIII; reakcja dodatnia to ciemnobrazowa barwa - na gorze
ryciny widoczne ciemnobrazowe struktury, ktére sa komérkami Srodbtonka
matego naczynia krwiono$nego). Wida¢ wyraznie, ze skupisko komorek
nowotworowych (0znaczone strzatka) znajduje sie w przestrzeni, ktdra nie jest
ograniczona komdrkami sroédbtonka, co Swiadczy, ze komérki nowotworowe
nie znajduja sie ani w naczyniu krwiono$nym, ani w naczyniu limfatycznym
- wniosek: brak zajecia naczyn krwionosnych przez komérki nowotworowe.
Barwienie immunohistochemiczne, powigkszenie 200x

Ryc. 15. Obraz histopatologiczny wezta chtonnego krezkowego od psa

z gruczolakorakiem okreznicy - widoczne komarki limfoidalne w wezle
chtonnym oraz cewki komérek morfologicznie odpowiadajace komérkom
nabtonka okreznicy - wniosek: zajecie wezta chtonnego krezkowego
przez gruczolakoraka okreznicy. Barwienie hematoksylina-eozyna,

powiekszenie 100

wykonanych na wezlach chlonnych po-
branych od pséw z réznymi rodzajami ra-
kéw wykazano, ze az w 25% przypadkéw
w wezlach, ktére w toku rutynowego ba-
dania histopatologicznego uznano za wol-
ne od komérek nowotworowych, barwie-
niem immunohistochemicznym skrawkéw
seryjnych, stwierdzono obecno$¢ mikro-
przerzutéw lub izolowanych, pojedynczych
komorek nowotworowych (11).

Warto jeszcze doda¢, ze odnalezienie
regionalnego wezta chlonnego, ktéry zo-
stal usuniety razem z resekowanym blo-
kiem tkankowym (amputowana konczy-
na, wycieta cata listwa mleczna), moze by¢
trudne w materiale utrwalonym w forma-
linie (1), dlatego wskazane jest wyizolowa-
nie takiego wezla zaraz po zabiegu chirur-
gicznym i umieszczenie go w oddzielnym
naczyniu z formaling lub oznaczenie lo-
kalizacji wezta za pomoca nici chirurgicz-
nej (o czym stosowna informacja winna si¢
znalez¢ w skierowaniu).

Warunek dodatkowy
- skierowanie dobrej jakosci

Precyzyjne wypelnienie skierowania (pi-
sma przewodniego; ryc. 16) ma kluczowe
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‘::L‘“’“ d:}”“ nuge o T i ae statystyczna wynikéw badan wlasnych

AL
M’ T‘a{“ obejmujacych preparaty cytologiczne
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f“t Tww ¢ 3 ! Wsricer wykazala, ze przydatno$c¢ diagnostycz

oa o Lk..* na wyniku byla dodatnio skorelowana
z iloscia informacji zawartych w skie-

rowaniu (12). Bazujac na podstawie wta-
snych doswiadczen, mozna przyjaé, ze po-
dobnie jest w przypadku badania histopa-
tologicznego. Dobrym przykladem jest tu
dobrze zréznicowany widkniakomiesak
szczeki u duzych pséw. Nowotwdér ten,
pomimo swojej biologicznej zlosliwosci
charakteryzuje si¢ obrazem histologicz-
nym typowym dla wiékniaka, dlatego tez
Roclzl cmiany: quz odgraniczony. guz nacieksiaey finne: .- brak informacji odnoénie do rasy/wielko-
pus e T $ci psa oraz lokalizacji guza w skierowa-

niu moze skutkowa¢ pomylka. Precyzyj-
ne wypelnienie skierowania zaoszczedzi
czas zaré6wno osobie przygotowujacej pre-
parat histologiczny, jak i samemu patolo-
gowi, ktéry ocenia preparaty histologicz-
ne. Dodatkowo, na podstawie informacji
dostepnych w skierowaniu patolog moze
dokonac interpretacji obrazu mikroskopo-
wego, ktéry widzi, i z pewnoscia opatrzy

Tempo Warosta: - . . . ...eiiiosioCaaa e e

Mikrobiologia

Razpomnanie/objawy:
Stosowane antybiotyki .
_______ e ey R R
?IL 051 Q Ryc. 17. Przyktad wspotczesnego skierowania, ktory
ukazuje, ze niektérzy koledzy poktadajg zbyt duzg
............. wiare w umiejetnosci zawodowe patologéw. Zwraca
--------------------- S uwage brak jakichkolwiek informacji przydatnych

w okresleniu rozpoznania histopatologicznego i jego
interpretacji

Tabela 3. Podstawowe informacje, ktére powinny sie znalezé w skierowaniu do badania histopatologicznego

- Miejscowosé i data

- Lecznica zlecajaca

- Dane wiasciciela

- Dane pacjenta (gatunek, wiek, ptec i status ptciowy, rasa)

- Przedmiot badania (typ zmiany - zmiana ptaska, owrzodzenie, guz, brodawka itp.; lokalizacja, wielko$¢,
wyglad makroskopowy)

- Metoda pobrania prébki (biopsja wycinkowa, wycieciowa, trepanobiopsja, biopsja cienkoigtowa,
preparat odciskowy itp.) oraz liczba wycinkéw w przypadku mniejszych probek

- Objawy kliniczne potencjalnie zwigzane ze zmiana (kulawizna, $wiad, smoliste stolce, wymioty itp.)

- Historia medyczna pacjenta (wczesniejsze powazne choroby, w tym zmiany nowotworowe,
w tym wykonywane iniekcje wraz z ich lokalizacjg)

- Dotychczasowe leczenie (ograniczamy sie do istotnych informacji)

- Wyniki badan dodatkowych (nalezy podac¢ stwierdzone nieprawidtowosci w wynikach badania krwi,
badan obrazowych, wyniki testéw serologicznych)

- Wyniki wezesniejszych badan obejmujacych badang zmiane (badanie cytologiczne, badania obrazowe
zmiany, badania mikrobiologiczne)

- Rozpoznania réznicowe lekarza zlecajacego

- Pieczeé i podpis osoby zlecajgcej
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: Ryc. 16. Przyktad listu przewodniego z 1935 r. dotgczonego do prébek przekazanych do badania
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wynik stosownym komentarzem, przy-
datnym z punktu widzenia lekarza klini-
cysty (warto korzysta¢ z wiedzy, jaka po-
siada patolog), w przypadku braku infor-
macji klinicznych taka interpretacja jest
trudna i bywa ryzykowna (ryc. 17). W tabe-
1i 3 zaprezentowano zestaw podstawowych
informacji, ktére nalezy umiesci¢ w skie-
rowaniu zataczonym do materialu kiero-
wanego do badania histopatologicznego.
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