Chioniaki u psow — stopien zaawansowania klinicznego
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htoniak nie jest jednym nowotworem, ale duza

iheterogenna grupa rozrost6w nowotworowych
wywodzacych sie z limfocytow, ktére wykazujg zroz-
nicowanie pod wzgledem wielu aspektéw, ze znacz-
nymi r6znicami odno$nie do rokowania. Rozpozna-
nie cytologiczne lub histopatologiczne ograniczajace
sie do stwierdzenia ,,chtoniak” nie moze by¢ pod-
stawg do zadnych uzasadnionych medycznie dzia-
tan. Co wiecej, w postepowaniu z psem, u ktérego
rozpoznano chtoniaka, istotne jest nie tylko okre-
$lenie typu histologicznego/cytologicznego nowo-
tworu, ale takze okreslenie stopnia zaawansowania
klinicznego choroby, bo tylko takie szerokie podej-
$cie pozwala dobraé optymalny sposéb postepowa-
nia z pacjentem (1, 2, 3).

Dwa kluczowe aspekty, ktére musza by¢ ustalone
u psa z chtoniakiem, ktéry ma by¢ poddany leczeniu,
to typ histologiczny/cytologiczny (méwi o stopniu

Zycie Weterynaryjne * 2020 + 95(5)

Clinical staging in canine lymphomas
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Two important treatment steps are crucial in dogs with lymphoma: establishment
of cytological/histological tumor subtype and its clinical staging. Cytological
examination of samples collected from peripheral lymph nodes is the first step
of lymphoma diagnosis, but this method can be also used to establishing clinical
staging - fine biopsy of spleen, liver, bone marrow and others, if necessary.
Histopathology confirms the diagnosis, according to WHO classification system,
however the entire lymph node or large its part has to be sent to laboratory.
Regardless of the method of microscopic diagnosis, immunophenotyping by
immunohistochemistry or flow cytometry allow to obtain detailed characteristics
of lymphoma.
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Ryc. 1.
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zto$liwoSci nowotworu) oraz stopien zaawansowa-
nia klinicznego (méwi o formie anatomicznej i za-
siegu choroby w organizmie pacjenta).

Badanie histopatologiczne pozwala na podziat
chtoniakéw na jednostki chorobowe, ktére mozna
zgrupowac w cztery podstawowe typy histoklinicz-
ne (ryc. 1): grupa o krétkich okresach przezycia (po-
nizej 60 dni, w tym chtoniak Burkitta, ALL, chtoniak
watrobowo-$ledzionowy, tzw. biataczka T komdrkowa
buldogdéw angielskich), grupa o umiarkowanie krot-
kich okresach przezycia (Srednio 130-250 dni, w tym
skdrny chloniak epiteliotropowy, chtoniak z obwodo-
wych komérek T, weztowy chioniak strefy brzeznej
i tzw. chloniak rozlany z matych komérek B), grupa
o umiarkowanie dlugich okresach przezycia (Srednio
325-510 dni — chtoniak z duzych rozlanych limfocy-
tow B), chtoniaki o dtugich okresach przezycia (po-
wyzej 800 dni, w tym chtoniak z duzych ziarnistych
limfocytow, przewlekta biataczka B-komaorkowa, chto-
niak ze strefy ptaszcza, chtoniak strefy T, Sledziono-
wy chloniak strefy brzeznej oraz chtoniak grudkowy).

Oile istnieje konsensus odno$nie do klasyfikacji cy-
tologicznej/histologicznej chtoniakéow u pséw (uak-
tualniona klasyfikacja kilonska zaadoptowana dla
pséw oraz klasyfikacja WHO zaadaptowana dla pséw),
to nie ma jednoznaczno$ci odno$nie metod okresle-
nia stopnia zaawansowania klinicznego tych nowo-
twordw. Wprawdzie istnieje system okresSlania stop-
nia zaawansowania klinicznego chtoniakéw u psow
(tab. 1), brak jest zgodnosSci w jakim stopniu ten sys-
tem wptywa na rokowanie, wybdr metody leczenia
oraz, w ktorych przypadkach i jakimi metodami wi-
nien by¢ okreslony. W zwigzku z powyzszym z inicja-
tywy Europejskiej Grupy zajmujacej sie chtoniakami
u pséw (The European Canine Lymphoma Network)
na konferencji, ktora odbyta sie¢ w Lugano (Szwajca-
ria) w czerwcu 2019 r., doszto do spotkania, podczas
ktorego skupiono sie na zagadnieniach dotyczacych
oceny zaawansowania klinicznego i rozpoznawania
chtoniakéw u pséw (3). Wprawdzie nie doszto do kon-
sensusu odnos$nie do postepowania, ale poruszono
i zaprezentowano wiele opinii na temat dyskutowa-
nego zagadnienia. Niniejszy artykut prezentuje naj-
bardziej aktualne informacje (w duzej mierze bazujace

Tabela 1. System stopniowania zaawansowania klinicznego pséw z chtoniakiem wg WHO (2 za Owen 1980)

Stopien

| Zajecie jednego wezta lub tkanki limfatycznej w jednym narzadzie (z wytaczeniem zajecia szpiku kostnego)
I Regionalne zajecie kilku weztéw chtonnych (t zajecie migdatkéw)

n Uogdlnione zajecie weztow chtonnych

v Stopien I-11l z zajeciem watroby lub/i §ledziony
v Stopien I-1lI z zajeciem krwi lub szpiku kostnego
Podstopien
a Brak objawéw ogdlnych
b Obecno$é objawow ogdlnych (goraczka, utrata masy ciata powyzej 10%, hiperkalcemia, duszno$¢ spoczynkowa)
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na komunikatach i wyktadach zaprezentowanych na
konferencji w Lugano) dotyczace sposobéw postepo-
wania z psem, u ktérego rozpoznano chtoniaka i pla-
nowane jest postepowanie terapeutyczne.

Ocena zaawansowania klinicznego chtoniaka u psow
powinna by¢ przeprowadzona w kazdym przypadku,
zanim podejmie sie decyzje odnosnie do wyboru spo-
sobu postepowania z pacjentem i opierac sie powinna
na wytycznych WHO, ktore opracowano dla tego typu
nowotworéw u ludzi. OkreSlenie stopnia zaawansowa-
nia klinicznego jest dopetnieniem rozpoznania typu
histologicznego/cytologicznego chioniaka i obejmu-
je ocene lokalizacji i zasiegu choroby, co umozliwia
przedstawienie witascicielowi psa perspektyw odno-
$nie rekomendowanej terapii oraz wynikajacego z tego
rokowania (3, 4). Nie wiadomo jednak, czy taka bar-
dzo precyzyjna ocena stopnia zaawansowania kli-
nicznego chtoniakéw u pséw jest konieczna w kazdym
przypadku. Wobec faktu, Ze poszerzenie diagnosty-
ki niesie ze sobg zwigkszenie kosztéw oraz potrzebe
wykonania mniej lub bardziej inwazyjnych testow,
nalezy zastanowic sig, czy pelne postepowanie jest
nieodzowne w kazdym przypadku. Przyktadowo, dla
niektoérych chtoniakéw o wysokiej ztosliwosci ocena
zajecia ptuc czy szpiku kostnego bedzie istotna dla ro-
kowania (réznicowanie miedzy chtoniakiem limfo-
blastycznych i ostrag biataczka limfobastyczng), a dla
innych nie (nie wiadomo, czy zajecie szpiku kostnego
w niektorych chtoniakach o powolnym przebiegu ma
znaczenie rokownicze; 4). Badanie ultrasonograficz-
ne jamy brzusznej poparte badaniem cytologicznym
zmienionych narzadéw bedzie stuzyto do oceny zasie-
gu choroby w przebiegu chtoniaka centroblastyczne-
go — moze to wptywac na rokowanie, z kolei w chlo-
niaku $ledzionowym ze strefy brzeznej wykluczenie
pozasledzionowej lokalizacji guza pozwoli ograniczy¢
postepowanie terapeutyczne jedynie do splenektomii.

W opinii autora wydaje si¢ prawdopodobne, Ze spo-
sOb podejscia do oceny stopnia zaawansowania kli-
nicznego chtoniaka u pséw moze zaleze¢ od podty-
pu histologicznego/cytologicznego rozpoznanego
w danym przypadku i nie jest jednolity dla wszyst-
kich przypadkdow — decyzje podejmuje sie indywidu-
alnie dla kazdego podtypu chtoniaka.

W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze okreslenie rze-
czywistego stopnia zaawansowania klinicznego chto-
niaka u psa moze wymaga¢ wykonania wielu badan
i testow, bo tylko takie podejScie umozliwi wykrycie
wszystkich ognisk choroby, z kolei ograniczenie sie
jedynie do podstawowych procedur diagnostycznych
zapewne bedzie skutkowato jego niedoszacowaniem.
Whbadaniach Flory i wsp. (5) wykazano, Ze zastosowanie
wiekszej liczby testéw diagnostycznych zwieksza pre-
cyzje okreslenia stopnia zaawansowania klinicznego.

Powszechnie znanym zjawiskiem przy okresleniu
stopnia zaawansowania klinicznego chtoniaka u psow
jest tzw. stage migration, czyli pojawiajace sig rdznice
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w ustalonym stopniu zaawansowania klinicznego
w zaleznosci od ilosci uzytych testow diagnostycz-
nych (5). Im wiecej testéw zostanie uzytych do zba-
dania pacjenta, tym wyzszy stopien zaawansowania
klinicznego zostanie rozpoznany — tym bardziej be-
dzie bliski prawdy.

Doktadne okreSlenie stopnia zaawansowania kli-
nicznego (clinical staging) chtoniakéw obejmuje ce-
chy anatomiczne rozrostu, takie jak zasieg choroby
oraz wystepowanie i charakter objawéw klinicznych
(podstopien A i B), musi by¢ uzupetnione o takie ce-
chy nowotworu, jak: stopien zréznicowania (stopien
ztosliwosci histologicznej), immunofenotyp oraz ce-
chy histopatologiczne komoérek chtoniaka (3). Jedy-
nie dzieki takiemu podejSciu mozliwe jest okreslenie
tzw. jednostek histoklinicznych, co z kolei pozwala
na zaplanowanie najbardziej wtasciwej terapii oraz
precyzyjne okreslenie rokowania. Oceny stopnia za-
awansowania klinicznego chloniaka przeprowadza
sie w oparciu o schemat WHO, ktéry zaprezentowa-
no w tabeli 1.

Precyzyjne okreslenie stopnia zaawansowania kli-
nicznego chtoniakéw u pséw wymaga podejscia wie-
lodyscyplinarnego, z zastosowaniem wielu testow
diagnostycznych (1, 2, 3), w tym:

- precyzyjnego zebrania wywiadu i wykonania grun-
townego badania klinicznego,

- obrazowania (USG i RTG) jamy brzusznej i klat-
ki piersiowej,

- badania biochemicznego i morfologicznego krwi,
Z 0ocena rozmazu,

- badania cytologicznego (czasami histopatolo-
gicznego) weztéw chtonnych, §ledziony, watroby,
szpiku kostnego i poptuczyn z drzewa oskrzelo-
wego (ryc. 2),

- badanie metoda rezonansu magnetycznego (MRI)
o$rodkowego uktadu nerwowego i badanie ptynu
moézgowo-rdzeniowego w przypadku podejrzenia
zajecia osrodkowego uktadu nerwowego.

Badanie kliniczne

Badanie kliniczne musi by¢ szczeg6étowe i obejmowac
zar6wno wezly chtonne, jak i catego pacjenta (ryc. 3).
Niestety brak jest jednoznacznych kryteriow wskazu-
jacych nato, czy wezet chtonny jest powiekszony — we-
dtug niektdrych autoréw na powigkszenie wezta wska-
zuje fakt, gdy jego $rednica najdtuzsza wynosi powyzej
1,5 cm, chociaz zapewne zalezne jest to od wielko$ci
psa. Objawy kliniczne inne niz powigkszenie weziow
chtonnych (podstopien b) obserwuje sie u wielu psow
z chtoniakiem, w tym u okoto 70% pséw z chtoniakiem
rozlanym z duzych komoérek B (DLBCL; najpowszech-
niejszy typ chtoniaka u psow; 3) oraz 86% pséw z chto-
niakiem T-komérkowym nieindolentnym (chtoniaki
T-komoérkowe z wytgczeniem chioniaka o powolnym
przebiegu; 3). Marconato (4) podkresla tez potrzebe
przeprowadzenia gruntownego badania kliniczne-
go po zakonczonej chemioterapii, w tym precyzyjnej
oceny wielkos$ci weztéw chtonnych, co ma celu udo-
kumentowanie odpowiedzi na leczenie (end-staging).
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Ryc. 2. Przypadek wskazujgcy na mozliwos¢ rozpoznania zajecia ptuc

przez chtoniaka badaniem cytologicznym poptuczyn z drzewa oskrzelowego.

Na ryc. A obraz RTG klatki piersiowej opisany przez radiologa jako zmiany
naciekowe tkanki ptucnej. U pacjenta pobrano poptuczyny z drzewa oskrzelowego,
a w badaniu cytologicznym rozpoznano chfoniaka z duzych komérek blastycznych,
prawdopodobnie centroblastycznego (ryc. B; barwienie odczynnikiem Giemsy,
powiekszenie 400x). Z kolei barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem
przeciwciat anty-CD79a potwierdzito inmunofenotyp B (bragzowa barwa
cytoplazmy komorek we wstawce)

Ryc. 3. Najpowszechniejsza nieprawidtowoscig w badaniu klinicznym
u psow z chtoniakiem jest obwodowa limfadenomegalia — u pacjenta na rycinie
powiekszone wezty chtonne Zuchwowe sa widoczne nawet z dystansu

Ryc. 4.

Obraz RTG klatki
piersiowej psa

z chtoniakiem
ukazuje masywne
powiekszenie
Srédpiersia —
zapewne zajecie
weztéw chtonnych
$rédpiersiowych
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U ludzi z chtoniakiem DLBCL do klasyfikacji stopnia
zaawansowania klinicznego wprowadzono okresle-
nie ,,objaw6w-B” (B-symptoms; BS), ktory to zespot
objawow lepiej koreluje z rokowaniem niz parametr
okreslony jako ,,podstopien B” (substage B; SSB). Do
,,0bjawéw B” u ludzi z chtoniakiem nalezga: niewyja-
$nionego pochodzenia goraczka przekraczajaca 38°C,
utrata masy ciata o co najmniej 10% w ciggu ostatnich
6 miesiecy oraz nocne poty (1). W badaniach Skor i wsp.
(1) badacze podjeli probe poréwnania przydatnosci ro-
kowniczej SB i SSB u 55 pséw z weztowym chionia-
kiem DLBCL. Do ,,objaw6éw B” zaliczono: utrate masy
ciata o wartosci co najmniej 10%, goraczke o niewyja-
$nionej etiologii oraz wystepowanie dusznosci spo-
czynkowej, zas$ jako , podstadium B” uwzgledniono

jakiekolwiek objawy kliniczne, z wytaczeniem lim-
fadenomegalii. Chociaz analiza uzyskanych wynikow
wskazata, ze obydwa sposoby klasyfikacji byty nega-
tywnie skorelowane z wynikami leczenia (stosowa-
no standaryzowany schemat CHOP), to stwierdzono,
ze SB lepiej koreluje z parametrami rokowniczymi
oceniajgcymi wyniki leczenia, niz SSB. Przyktado-
wo, okres wolny od postepu choroby (PFS) wynosit
dla pséw z BS— i BS+, odpowiednio 330i 95 dni, a dla
pséw SSB— i SSB+, odpowiednio 2401160 dni (1). Auto-
rzy badania rekomenduja wykorzystanie ,,objawéw B”
u pséw z DLBCL, jednak sugeruja przeprowadzenie ba-
dan na wigkszej populacji psow, ktdra obejmowataby
pacjentéw z réznymi typami chtoniaka.

Badania obrazowe

Badania obrazowe klatki piersiowej moga wyka-
za¢ obecno$¢ limfadenopatii w obrebie klatki pier-
siowej, masy w $rddpiersiu lub zmian naciekowych
ptuc (ryc. 2a, ryc. 4; 2). Zmiany w obrebie $rodpiersia
najczesciej obserwuje sie u 77% pséw z chioniakiem
T-komoérkowym o umiarkowanej lub wysokiej ztosli-
wosci (1). Nie wiadomo jednak, czy badanie obrazo-
we klatki piersiowej powinno by¢ wykonane u kazde-
go pacjenta z rozpoznanym chtoniakiem, czy jedynie
w przypadku tych psow, u ktérych takie badanie moze
miec¢ znaczenie prognostyczne (2). Badanie USG jamy
brzusznej moze ujawnic limfadenomegalie trzewna,
zmiany w obrebie Sledziony (ryc. 5) i watroby (zaréw-
no zmiany ksztattu, wielko$ci, jak i struktury), a tak-
ze umozliwia ocene zmian w obrebie Sciany przewodu
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pokarmowego (nie zawsze jednak naciek $ciany je-
lita przejawia si¢ zmianami echostruktury tej Scia-
ny). Inne metody obrazowania, takie jak tomografia
komputerowa czy rezonans magnetyczny, wykonuje
sie w oparciu o oceng kliniczng pacjenta (2).

Badanie biochemiczne i morfologiczne krwi

Oprocz stwierdzenia obecnosci komérek nowotworo-
wych w badaniu cytologicznym rozmazoéw krwi ob-
wodowej, rutynowe badanie krwi nie pozwala na roz-
poznanie tego typu nowotworu, bowiem spektrum
mozliwych nieprawidlowosci badania morfologicznego
ibiochemicznego krwi jest duze (2). U pséw z chtonia-
kiem obserwuje si¢ zaréwno leukocytoze/leukopenie,
niedokrwisto$é¢/nadkrwistos¢ (niekiedy ze zmieniong
morfologig erytrocytéw), nadptytkowos$¢/matoptyt-
kowo$¢. Wyniki badania morfologicznego krwirzadko
koresponduja z zajeciem szpiku kostnego, chociaz wy-
soka reakcja biataczkowata wskazuje na zajecie szpiku
kostnego (2). Co wazne, oprocz samej wartosci leukocy-
tozy istotne w ocenie zajecia krwi jest badanie mikro-
skopowe rozmazu z oceng morfologii komdrek limfo-
idalnych przez doswiadczonego cytologa klinicznego.
Limfocytoza, nawet o duzym nasileniu, moze wynika¢
z odczynowego rozrostu tej linii komérkowej, w prze-
biegu réznych proceséw patologicznych — reakcja bia-
taczkowata. Wbadaniu biochemicznym notuje sie zmia-
ny wskazujace na zajecie, uszkodzenie watroby i/lub
nerek, niekiedy zmiany poziomu biatka, z mozliwg
gammapatia monoklonalng. U czesci pacjentdw, z re-
guty z chtoniakiem T-komérkowym, rozpoznaje sig hi-
perkalcemig, dlatego tez okreSlenie kalcemii powinno
by¢ wykonane u kazdego psa z rozpoznanym/podej-
rzewanym chloniakiem — hiperkalcemia jest czynni-
kiem o niekorzystnym znaczeniu rokowniczym. Oprocz
przestanek, ktére sugerujg, ktore narzady moga by¢
objete zmianami naciekowymi w przebiegu chlonia-
ka, to badanie krwi jest nieodzowne przy planowaniu
leczenia, ale takze moze pomoc w wyborze kolejnych
testow, ktore nalezy przeprowadzi¢ (np. biopsja szpi-
ku kostnego, czy biopsja watroby).

Badanie histopatologiczne

Badanie histopatologiczne jest podstawg rozpoznania
chloniaka oraz okreslenia jego podtypu histologicz-
nego w klasyfikacji WHO. Badanie to umozliwia ocene

Ryc. 6. Barwienie immunohistochemiczne jest nieodzowne

do okreslenia immunofenotypu komadrek chtoniaka.

Na ryc. A widoczny wezet chtonny zajety przez chtoniaka z duzych
blastycznych limfocytéw (zwraca tu uwage grudka chtonna
utworzona z matych dojrzatych limfocytéw — pozostatosé
prawidtowej grudki chfonnej); barwienie hematoksylina-eozyna,
powiekszenie 100x. Na ryc. B ten sam wezet zabarwiony
immunohistochemicznie przeciwciatem anty-CD3 — widoczna
dodatnia rekcja cytoplazmatyczna w komérkach nowotworowych
(brazowa barwa cytoplazmy - chtoniak T-komérkowy)

oraz prawidtowych limfocytach T grudki chtonnej, z kolei
wiekszo$¢ komérek grudki chtonnej nie wykazuje reakcji barwnej
(sinoniebieskie jadra komdrkowe), co wskazuije, ze s to dojrzate
prawidtowe limfocyty B
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morfologii komorek, okreslenie architektoniki po-
branej tkanki, okreslenie relacji liczbowych poszcze-
gblnych komdrek widocznych w obrebie pobranego
materiatu, ocene aktywnosci proliferacyjnej, a tak-
ze wykonanie barwienia immunohistochemicznego
z okres$leniem immunofenotypu komérek nowotwo-
rowych (antygeny réznicowania — CD; ryc. 6) oraz in-
nych cech komoérek nowotworowych (nasilenie proli-
feracji — ocena Ki67, ekspresja biatek zaangazowanych
w apoptoze — biatko Bcl-2, surwiwina). Niestety, nie

Ryc. 5.

Obraz USG
$ledziony psa

z chtoniakiem
T-komérkowym
0 wysokiej
ztosliwosci
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wkazdym przypadku, w ktdrym wykonano barwienie
immunohistochemiczne z zastosowaniem dwoch prze-
ciwciat (CD3, CD 79alfa lub CD20), mozliwe jest okre-
$lenie jednoznacznego rozpoznania — w okoto 20%
przypadkow nie da sie jednoznacznie okresli¢ rozpo-
znania podtypu histologicznego (2). Wobec powyzZsze-
go poleca sie stosowanie bardziej rozbudowanego pa-
nelu przeciwciat (CD20, CD21, CD79alfa, PAX-5 — dla
chioniakéw B — komérkowych; CD3, CD4 i CD8 — dla
chioniakéw T-komoérkowych; dodatkowo Bcl-2, Bcl-6,
MUM-1 dla $ledzionowych chtoniakow o niskiej ztosli-
wosci), jednak taka procedura zwieksza koszty bada-
nia. Badanie histopatologiczne moze obejmowac ba-
danie wycietego wezta chtonnego (biopsja wycigeciowa)
lub jego fragmentu (biopsja wycinkowa), guza poza-
wezlowego, a w niektérych przypadkach duzych biop-
tatéw pobranych za pomoca biopsji rdzeniowej. Prefe-
rowang metoda jest badanie catego wezta chtonnego
(1, 2, 3, 4), gdyz zaréwno badanie bioptatéw tru-cut,
jak i wycinkéw wezta moze by¢ niewystarczajace, nie
tylko do rozpoznania typu histologicznego, ale nawet
rozpoznania chtoniaka w ogdle (z wtasnych doswiad-
czen wynika, ze badanie bioptatéw tru-cut pobranych
z weztéw chtonnych umozliwia rozpoznanie chtonia-
ka jedynie w cze$ci przypadkéw, a okreSlenie podty-
pu histologicznego u nielicznych pacjentéw). Trzeba
wyraznie podkresli¢, ze jedynie badanie stosunkowo
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duzych bioptatéw o wysokiej jakosci pozwala na trafne
rozpoznanie — jedynie wycinki, ktére ukazujg archi-
tektonike zajetego wezta beda nadawaty sie do bada-
nia. Pomimo Ze badanie histopatologiczne powin-
no by¢ podstawg rozpoznania chtoniakéw u pséw, to
w praktyce stosuje sie je jako metode drugiego rzu-
tu, w sytuacji, gdy badanie cytologicznie nie pozwa-
lana postawienie rozpoznania. Wydaje sie jednak, ze
taka ocena histopatologiczna powinna by¢ wdrozo-
na u tych pacjentéw, u ktérych stan ogélny pozwala
na zabieg w znieczuleniu og6lnym, wtasciciel akcep-
tuje wyzsze koszty diagnostyki, a precyzyjne rozpo-
znanie podtypu histologicznego bedzie wptywato na
dobér schematu terapii.

Badanie cytologiczne
w rozpoznawaniu chtoniakow u psow

Chociaz podstawa rozpoznania chtoniaka jest badanie
histopatologiczne, to w codziennej praktyce wetery-
naryjnej zdecydowana wiekszo$¢ rozpoznan u psow
okreslana jest badaniem cytologicznym bioptatéw
cienkoigtowych. Wedtug wielu autoréw badanie cyto-
logiczne to w wiekszosci przypadku metoda z wybo-
ru, a przy okazji wiarygodna w rozpoznawaniu chto-
niakéw o wysokiej zto§liwosci (badanie cytologiczne
pozwala na rozpoznanie chioniaka u psa w 80-90%
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Ryc. 7. Rycina prezentuje rokownicze zastosowanie cytodiagnostyki chtoniakéw u pséw w oparciu o klasyfikacje kiloriska; preparaty
barwione odczynnikiem Giemsy; powiekszenie 200x. Na ryc. A obraz cytologiczny chtoniaka z komérek srednich z makrojaderkami (WHO:
chioniak strefy brzeznej) — chtoniak o powolnym przebiegu, o ile ograniczony jest do $ledziony, to splenektomia czesto daje catkowite
wyleczenie i pacjent nie wymaga chemioterapii uzupetniajacej. Ryc. B — obraz cytologiczny chtoniaka z komérek jasnych (WHO: chtoniak
weztowy strefy T) — kolejny przyktad chtoniaka o powolnym przebiegu — wielu pacjentéw bez chemioterapii przezywa 2-3 lata od momentu
rozpoznania. Ryc. C — chtoniak centroblastyczny (WHO: zazwyczaj chtoniak DLBCL) — chtoniak o umiarkowanej ztosliwosci — w przypadku
wiasciwego schematu chemioterapii szansa na przezycie dtuzej niz rok jest wysoka. Ryc. D — chtoniak plazmocytoidny (WHO: chtoniak

z obwodowych komorek T, blizej niesprecyzowany) — rokowanie jest niekorzystne, okresy przezycia rzadko przekraczaja kilka miesiecy
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przypadkéw). W onkologii medycznej badanie cyto-
logiczne jest uzywane jako metoda rozpoczynaja-
ca diagnostyke chtoniakéw i jest niewystarczajaca
do okreslania typéw histologicznych w klasyfikacji
WHO. W chtoniakach u pséw, u ktérych rozpoznanie
opiera sie na badaniu cytologicznym, stosuje sie sys-
tem uaktualnionej klasyfikacji kilonskiej (updated the
Kiel classification), przy czym uzupetnienie barwienia
podstawowego barwieniem immunocytochemicznym
(ocena immunofenotypu komodrek nowotworowych)
zdecydowanie zwigksza wiarygodnosc¢ rozpoznania.
W zwigzku z tym, Ze nie w kazdym przypadku takie
barwienie mozna wykonac¢ (brak zgody wtasciciela na
pokrycie dodatkowego kosztu, brak dostepnego mate-
riatu do barwien dodatkowych), rozpoznanie podtypu
cytologicznego musi by¢ traktowane z ostroznoscia
(autor w takich przypadkach umieszcza w komen-
tarzu wyniku badania cytologicznego formute ,,roz-
poznanie morfologiczne” — co oznacza, ze okresle-
nie podtypu cytologicznego nie zostato potwierdzone
barwieniem immunocytochemicznym). Chociaz nie
zawsze badanie cytologiczne pozwala na oszacowa-
nie podtypu cytologicznego chloniaka, to metode te
nalezy uznac za wiarygodna, w wiekszosci przypad-
kow mozna ustali¢ rozpoznanie chtoniaka blastyczne-
go/chtoniaka o umiarkowanej lub wysokiej ztosliwo-
$ci, co wiecej takie réznicowanie ma istotng warto$¢
prognostyczna (ryc. 7). Wedtug obserwacji wtasnych
ocena nasilenia proliferacji komérek nowotworowych
wbadaniu cytologicznym moze mie¢ warto$¢ progno-
styczng w chioniakach centroblastycznych u pséw
(6), z kolei w badaniach Purzyckiej i wsp. (1) wykaza-
no taka przydatnos¢ takze w przypadku chioniakéw
T-komoérkowych o wysokiej ztosliwosci.

Badanie cytologiczne w chloniakach

o niskiej ztosliwosci

Wydaje sig, ze badanie cytologiczne moze by¢ niewy-
starczajgce do rozpoznania chtoniakéw o niskiej zto-
§liwosci (chtoniaki utworzone z matych dojrzatych
limfocytéw), bo komdrki nowotworowe w takich przy-
padkach sg praktycznie nie do odréznienia od limfocy-
tow prawidtowych. Jednak niekt6rzy autorzy sugeruja
(z czym nie sposob sie zgodzic), ze chociazby w przy-
padku chtoniakéw z komoérek jasnych (chtoniaki strefy
T o powolnym przebiegu) diagnoza jest zdecydowa-
nie tatwiejsza w badaniu cytologicznym niz w bada-
niu histopatologicznym (w tym drugim przypadku
nieodzowne jest barwienie immunohistochemiczne).
Wedtug opinii autora w przypadkach ,,oczywistych” —
np. chtoniak z komorek strefy brzeznej — rozpozna-
nie takze nie powinno nastrecza¢ trudnosci. W ta-
kich przypadkach, kluczowa dla rozpoznania nie jest
ocena morfologii komoérek rozrostu (jak powiedziano
wczesniej, komorki chtoniakéw o niskiej ztosliwosci
sa morfologicznie identyczne z prawidtowymi lub od-
czynowymi limfocytami matymi), ale wysoki odsetek
tych komoérek wsrdd wszystkich komérek w rozma-
zach. Przyktadowo, jezeli rozmazy zawierajg obfito$¢
matych limfocytow, tak jak w niepobudzonym wez-
le chtonnym (niekiedy powyzej 90% komarek limfo-
idalnych), a materiat pobrano z powigkszonego wezta
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— to wydaje sie oczywiste, ze ten wezel nie moze by¢
normalny. Z kolei w nienowotworowym wezle pobu-
dzonym oprécz matych limfocytéw powinny by¢ tez
obecne mniej lub bardziej liczne blasty, ktére zazwy-
czaj sa nieliczne w chtoniaku o niskiej ztosliwosci.

Stosowanie klasyfikacji WHO

do oceny cytologicznej chtoniakéw

Nalezy jednoznacznie podkresli¢, ze do okreSlenia
podtypu histologicznego w klasyfikacji WHO niezbed-
najest ocena architektoniki tkankowej — badania hi-
stopatologicznego. W badaniu cytologicznym nalezy
stosowac klasyfikacje kilonska. Wiekszo$¢ typow cy-
tologicznych chtoniakéw w klasyfikacji kilonskiej ma
swoje odpowiedniki w klasyfikacji WHO, jednak taka
bezposrednia translacja moze by¢ obarczona btedem
iwkazdym przypadku musi by¢ szacunkowa. Przykta-
dowo, chtoniak rozlany z duzych komérek B (DLBCL;
klasyfikacja WHO) to zazwyczaj chtoniak centrobla-
styczny lub immunoblastyczny (klasyfikacja kilon-
ska), jednak z powodu tego, zZe badanie cytologiczne
nie daje mozliwos$ci okreslenia architektoniki tkanko-
wej (rozlany lub grudkowy uktad komoérek), nie moz-
namie¢ pewnosci rozlanego charakteru nacieku, dla-
tego okreslenie w badaniu cytologicznym DLBCL nie
jest uzasadnione.

Zastosowanie cytologii w ocenie stopnia
zaawansowania klinicznego chtoniakow u psow

Badanie cytologiczne stuzy tez do okreSlenia, czy
doszto do zajecia innych lokalizacji przez chtoniaka
(ryc. 8). Decyzje o wykonaniu takiego badania podej-
muje sie¢ w oparciu o badania obrazowe (cechy zajecia
ptuc w obrazie RTG, cechy zajecia trzewi w badaniu
USG jamy brzusznej; badanie ptynu mézgowo-rdze-
niowego w oparciu o badanie MRI). Nie ma niestety
jednoznacznych danych na temat wplywu zajecia na-
rzadoéw wewnetrznych (poza osrodkowym uktadem
nerwowych) na rokowanie i wybdr schematu lecze-
nia u pséw z chtoniakiem.

Biopsja cienkoigtowa wezléw chtonnych - wska-

zowki praktyczne

- W przypadku uogdlnionego powiekszenia weziow
chlonnych do badania cytologicznego nalezy po-
bra¢ kilka bioptatéw (2—3 bioptaty) z kilku weztéw
chtonnych (2—3 wezty), a jezeli planuje sie wykona-
nie barwienia immunocytochemicznego — biopta-
ty dodatkowe (minimum 2).

- Zdos$wiadczen wlasnych wynika, Ze bez probleméw
mozna pobrac 10 bioptatéw od jednego pacjenta.

- Zuwaginato, ze populacja komérek w wezle chton-
nym jest zazwyczaj bardzo bogata, autor nie po-
leca stosowania aspiracji (stosowania strzykawki)
w trakcie biopsji powiekszonych weztéw — biop-
sja nieaspiracyjna jest zazwyczaj wystarczaja-
ca do pozyskania bogatokomdrkowych bioptatow
dobrej jakosci.
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Ryc. 8. Rycina prezentuje zastosowanie cytodiagnostyki w okreslaniu stopnia zaawansowania klinicznego chtoniakéw u psow; preparaty
barwione odczynnikiem Giemsy; powiekszenie 100x (ryc. A), 200x (ryc. B, C i D). Ryc. A — rozmaz krwi obwodowej psa z DLBCL — we krwi
obwodowej widoczne duze blastyczne komérki chtoniaka (niektore oznaczone strzatkami; obraz biataczkowy chtoniaka).

Ryc. B - obraz cytologiczny szpiku kostnego psa z DLBCL - oprécz komérek hematopoezy widoczne blastyczne limfocyty (niektére
oznaczono strzatkami). Ryc. C — obraz cytologiczny bioptatu cienkoigtowego watroby psa z DLBCL - oprécz krwi petnej i hepatocytow
widoczny jeden immunoblast (oznaczony strzatka). Ryc. D - obraz cytologiczny bioptatu $ledziony psa z DLBCL - oprécz innych komérek
widoczne duze blastyczne limfocyty (niektdre oznaczono strzatkami)

- Zuwaginato, ze komoérkilimfoidalne, szczegélnie
blastyczne sa bardzo kruche i tatwo pekajq w trak-
cie wykonywania rozmazow, nalezy postepowac
bardzo delikatnie.

— Nalezy unika¢ pobierania materiatu z weztéw naj-
wiekszych i o migkkiej, chetbocacej konsystencji.

Cytometria przeptywowa

Badanie cytometryczne (flow cytometry; FC) umoz-
liwia szybkie okreslenie immunofenotypu komérek
w zawiesinie sporzadzonej z materiatu pobranego z we-
zta chlonnego, krwi obwodowej lub szpiku kostnego
(w warunkach krajowych takie badanie nie jest jesz-
cze dostepne komercyjne, mozna je wykonac w o$rod-
kach akademickich). W oparciu o wyniki cytometrii
przeptywowej, w konteks$cie wynikéw badania histo-
logicznego/cytologicznego mozliwe jest precyzyjne
rozpoznanie chloniaka i jego podtypu histologiczne-
go/cytologicznego. Ponadto, wykazano tez, ze FC po-
zwala na sprecyzowanie stopnia zaawansowania kli-
nicznego, np. poprzez wykrycie zajecia krwi i szpiku
(badania takie przeprowadzono u psow w przebie-
gu chtoniaka DLBCL i weztowego chtoniaka ze stre-
fy brzeznej) w przypadkach, gdy badanie cytologicz-
ne nie wykazato obecno$ci komérek nowotworowych,
a takze ma potencjat rokowniczy (4, 7). FC jest przy-
datne w okre$laniu choroby resztkowej po osiggnie-
ciu catkowitej remisji klinicznej po chemioterapiii — co

istotne — pozwala u takich pacjentéw przewidywaé
czas do wznowy chtoniaka (8). U pséw z chtoniakiem
z duzych komoérek B badanie cytometryczne szpiku
kostnego ma znaczenie rokownicze i wedtug Marco-
nato i wsp. (7) powinno by¢ ono wykonywane ruty-
nowo u pséw z tym typem chtoniaka. Podobne zale-
cenia (badanie FC krwi obwodowej i szpiku kostnego)
sugerowane sg w przypadku weztowych chtoniakéw
ze strefy brzeznej — w tym przypadku ocena cytome-
trycznanaciekania szpiku ma znaczenie rokownicze,
o duzej przydatnosci prognostycznej (4). Szczegélnie
przydatne diagnostycznie jest u uzycie cytometrii z za-
stosowaniem kilku fluorochroméw o réznych barwach
w czasie badania tej samej probki, zwtaszcza w przy-
padku chtoniakéw o abberentnym immunofenotypie
lub chtoniakach z komérek matych, ktérych komérki
sa morfologicznie nie do odr6znienia od prawidtowych
limfocytéw (1). Badanie cytometryczne z zastosowa-
niem przeciwciat anty-CD34 umozliwia r6znicowanie
pomiedzy zajeciem szpiku przez chtoniaka (komor-
ki CD34 ujemne) od ostrej biataczki limfobastycznej/
chtoniaka limfoblastycznego (komérki CD34 dodatnie).

Badanie szpiku kostnego

Aktualnie brak jest konsensusu odno$nie koniecznosci
badania szpiku kostnego u psoéw z chtoniakiem, wy-
daje sie jednak, Ze to badanie powinno by¢ wykonane
ukazdego pacjenta, chociaz z drugiej strony brak jed-
noznacznych dowoddw na to, by wyniki oceny zajecia
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szpiku kostnego miaty znaczacy wptyw na rokowa-
nie lub tez pozwalaly na zmiane schematu chemio-
terapii (2, 4). Dostepne metody badania to: cytologia
aspiratéw szpiku, badanie histopatologiczne biopta-
tow rdzeniowych oraz badanie cytometryczne. W cza-
sie pobierania materiatu nalezy dotozy¢ staran, zeby
pobrac prébke dobrej jakosci, co umozliwi wykonanie
nie tylko badania mikroskopowego, ale takze immu-
nofenotypowanie i ewentualne badanie PARR. Wyniki
oceny morfologicznej krwi obwodowej nie zawsze ko-
responduja z zajeciem szpiku w przebiegu chtoniaka
(nacieki nowotworowe moga by¢ obecne w szpiku przy
prawidlowym obrazie krwi obwodowej). Dostepne sg
doniesienia wskazujgce na potencjalng przydatnosé
rokownicza badania szpiku kostnego metoda cyto-
metrii przeptywowej, w przypadku DLBCL (7) i we-
ztowego chtoniaka ze strefy brzeznej (4).

Badanie PARR

Zastosowanie metod biologii molekularnej moze by¢
pomocne w okresleniu rozpoznania, odr6znianiu chto-
niakéw od niektérych form rozrostu odczynowego
tkanki limfatycznej, gdy badanie mikroskopowe nie
jest do tego celu wystarczajace, ale takze do okresla-
nia stopnia zaawansowania klinicznego oraz w oce-
nie choroby resztkowej. Metoda ta nie jest niestety do-
skonata, z mozliwymi wynikami fatszywie dodatnimi
i falszywie ujemnymi, co wiecej nie zostata poddana
walidacji. W badaniach Hammer i wsp. (1) dokonano
oceny klonalnosci rozrostéw limfoidalnych weztéw
chtonnych pobranych za pomoca biopsji cienkoigtowej
od 838 psow. Skutecznosc¢ analizy PARR w rozpozna-
waniu chtoniakéw u pséw w tym badaniu waha sie na
poziomie 85%, przy czym w prawie 20% przypadkow
ocena klonalnosci nie byta mozliwa ze wzgledu na niska
koncentracje DNA lub zi3 jako$¢ probki. Co nie zaska-
kuje, autorzy konkluduja, ze wyniki oceny klonalno-
$ci musza by¢ interpretowane w oparciu o cato$ciowy
obraz choroby, tgcznie z wynikami badania mikro-
skopowego (1). Zaleta metody PARR jest jej zastoso-
wanie do wykrywania choroby resztkowej w weztach
chtonnych lub oceny zajecia krwi obwodowej lub szpi-
ku kostnego w sytuacji, gdy metody rutynowe nie po-
zwalajg na jednoznaczne wykluczenie/potwierdzenie
takiej mozliwosci. Dodatkowo, badanie PARR (szcze-
golnie w potaczeniu z cytometrig) pozwalato na okre-
$lenie czasu do pojawienia si¢ wznowy po chemiotera-
pii oraz okresu przezycia. Wyniki fatszywie dodatnie
(stwierdzenie monoklonalnosci lub oligoklonalno-
$ci) obserwuje sie najczesciej w przebiegu innych no-
wotwor6w (najczesciej biataczki ostre) lub niektérych
zakazeniach i inwazjach (erlichioza, leiszmanioza).
Obecnie metoda PARR nie jest rekomendowana wru-
tynowej procedurze diagnostycznej, w zwigzku z tym,
ze nie wykazano, aby okreslenie stopnia zaawansowa-
nia okreslone metodami molekularnymi miato prze-
wage nad ocena kliniczna (5). Co wiecej, wydaje sie, ze
lepsza metoda oceny immunofenotypu komdrek no-
wotworowych sg techniki oparte o specyficzne prze-
ciwciata (immunocytolhistolchemia, cytometria prze-
ptywowa), a PARR powinno sie stosowac wtedy, gdy
nie mawystarczajacego materiatu do wykonania tych
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pierwszych testow (dla przypomnienia PARR mozna
wykonaé na materiale pobranym z bloczka parafino-
wego lub z rozmazu cytologicznego; 2, 9).

Ocena stopnia zaawansowania klinicznego

po zakonczonym leczeniu (end-staging)

Oprocz badania klinicznego, ktdre powinno zakonczy¢
leczenie pacjenta z chtoniakiem, celowe jest podjecie
proby okreslenie choroby resztkowej (minimal resi-
dual disease — MRD). Fakt, Ze u pacjenta rozmiar we-
ztéw chtonnych powrdcit do stanu okres§lanego jako
norma, a widoczne w badaniach obrazowych nie-
prawidtowos$ci narzadéw wewnetrznych nie sg juz
wykrywalne, nie oznacza, ze choroba ustgpita cat-
kowicie. Niewykryte pozostato$ci komdrek nowotwo-
rowych sg potencjalnym Zrédtem wznowy chtoniaka
po okresie remisji. Do metod oceny choroby resztko-
wej nalezy cytometria przeptywowa i badanie meto-
da PARR, a badanie mozna wykona¢, badajac zawie-
sing komorek z weztéw chtonnych, szpiku kostnego
ikrwi obwodowej. Wykrycie choroby resztkowej moze
tez by¢ wskazaniem do kontynuacji chemioterapii
lub wiaczenia do protokotu dodatkowych lekéw po-
mimo uzyskania klinicznej remisji chtoniaka (4, 9).
W przypadku zakonczenia chemioterapii (2—4 tygo-
dnie od podania ostatniej dawki) sugeruje sie wyko-
nanie badania morfologicznego krwi, tacznie z oceng
rozmazu, badan obrazowych (w zaleznos$ci od pier-
wotnych wskazan), badania cytologicznego Sledzio-
ny, watroby i szpiku, z oceng wystepowania choro-
by resztkowej (2).
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