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Najwyisz@ swoisto$cia charakteryzuja
sie te oddzialywania miedzy zwiazka-
mi chemicznymi, ktére polegaja na wza-
jemnym dopasowaniu przestrzennym
(komplementarnosci) wiazacych sie ze
soba czasteczek. Sa to tzw. oddzialywa-
nia stereospecyficzne, w wyniku ktérych
nie tworzg si¢ wigzania kowalencyjne, na-
tomiast czgsteczki laczg sie ze soba za po-
$rednictwem slabych, lecz licznych wiazan
wynikajacych z blisko$ci atoméw dopaso-
wanych do siebie czasteczek. W ten spo-
s6b dochodzi do potaczenia miedzy anty-
genem i przeciwcialem, miedzy zasadami
purynowymi i pirymidynowymi w kwa-
sach nukleinowych czy miedzy cukrowca-
mi i niektérymi glikoproteidami. Techniki
histochemiczne wykorzystujace ten cha-
rakter potaczen nosza nazwe histochemii
powinowactwa i cechuja sie najwyzszym
stopniem specyficznosci spoéréd wszyst-
kich metod histochemicznych. Do histo-
chemii powinowactwa naleza: immuno-
histochemia, histochemia lektyn oraz hy-
brydocytochemia.

Celem immunohistochemii jest ujaw-
nienie swoistych antygenéw w komoérkach
i tkankach na zasadzie wywolywania reak-
¢ji antygen-przeciwciato i uwidocznienie
tego zjawiska w preparatach mikrosko-
powych. Prekursorem tej metody diagno-
stycznej byl Albert Coons, ktéry w 1940 r.
zastosowal technike immunofluorescencji
do wykrywania antygenéw w mrozonych
skrawkach. Pézniej stopniowo udoskona-
lano te procedury w celu zwigkszenia ich
czuloéci i swoistosci. W dzisiejszych cza-
sach trudno wyobrazi¢ sobie nowoczesna
diagnostyke patomorfologiczna bez tego
sposobu badan. Patologia mikroskopowa
narzadéw wewnatrzwydzielniczych, w kté-
rych procesy nowotworowe moga wspot-
istnie¢ ze zmianami czynno$ciowymi nale-
zy do szczegdlnie trudnych dziatéw histo-
patologii. Do bezbtednego rozpoznawania
proceséw patologicznych gruczoléw do-
krewnych istotne wydaje si¢ ustalenie, ja-
kie hormony zawieraja komdrki zmiany.
Osiggnac to mozna poprzez wykorzysty-
wanie przeciwcial skierowanych przeciw-
ko hormonom i ich prekursorom. Wiek-
szo$¢ tych antygenéw mozna poszukiwac
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w materiale tkankowym utrwalonym w for-
malinie zatopionym w parafinie albo roz-
mazach cytologicznych utrwalonych w al-
koholu etylowym. Otwiera to droge do sto-
sowania badari immunohistochemicznych
i immunocytochemicznych w ramach ruty-
nowej diagnostyki patomorfologicznej. Jed-
nak znaczna czeé¢ biologicznie czynnych
substancji obecna jest w réznych narza-
dach i tkankach. Oznacza to, ze nie mozna
poprzesta¢ na wykonaniu jednego odczy-
nu, aby by¢ pewnym stusznosci sformuto-
wanego rozpoznania. Im wiecej przepro-
wadzi sie takich reakcji, tym blizej praw-
dy absolutnej znajdzie si¢ wynik badania.

Podstawy immunohistochemii
Antygen i przeciwciato

Antygen jest to substancja, ktéra wykazu-
je dwie wlasciwoséci: immunogenno$¢ i an-
tygenowos¢. Immunogenno$c jest to zdol-
nos$¢ do wywolania wytwarzania swoistych
przeciwcial przez uklad immunologiczny
organizmu, za$ antygenowos¢ to zdolno$¢
do swoistego wiazania sie z przeciwciatem
i do tworzenia z nim kompleksu.
Przeciwciala sa immunoglobulinami
wytwarzanymi przez w pelni zréznico-
wane limfocyty B — plazmocyty, zdolny-
mi do swoistego taczenia sie¢ z antygenem.

Przeciwciata poliklonalne

Przeciwciala poliklonalne to grupa prze-
ciwcial rozpoznajaca zasadniczo jeden an-
tygen, ale reagujaca z réznymi jego epito-
pami. W badaniach histochemicznych wy-
bér rodzaju przeciwcial zalezy od specyfiki
celu, do jakiego moga by¢ uzyte. Do wie-
lu badan, ktére obejmuja réwniez niekto-
re zastosowania w diagnostyce i terapii,
przeciwciala poliklonalne sa w zupelnosci
wystarczajace. Ich duzym atutem jest niski
w poréwnaniu z przeciwciatami monoklo-
nalnymi koszt uzyskiwania. Zdolno$¢ do
rozpoznawania réznych determinantéw
antygenu sprawia, ze przeciwciata poliklo-
nalne maja bardzo wysoka ,zachtannos¢’,
ktéra wynika z faktu, ze catkowita sila od-
dzialywania przeciwcial poliklonalnych
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z wieloma réznymi epitopami antygenu jest
znacznie wieksza niz prosta suma pojedyn-
czych oddzialywar, poniewaz zwigzanie
przeciwciata zwieksza prawdopodobien-
stwo przylaczenia kolejnego przeciwciala
przez sasiedni epitop. Dzigki tej wlasciwo-
$ci za pomoca przeciwcial poliklonalnych
fatwo i z wysoka czulo$cia mozna stwier-
dzi¢ obecno$¢ lub brak danego antygenu
oraz okresli¢ jego stezenie.

Przeciwciata monoklonalne

Przeciwciala monoklonalne sa produko-
wane przez nierdznicujace sie, stanowia-
ce jeden klon limfocyty B; rozpoznaja tylko
jeden, $cisle okreslony determinant anty-
genowy (1). Produkcja przeciwcial mo-
noklonalnych jest bardziej skomplikowa-
na niz przeciwcial poliklonalnych. Jedna
z metod jest metoda opracowana przez
Kohlera i Milsteina w 1975 r., polegajaca
na fuzji komérki plazmatycznej produku-
jacej przeciwciata z komoérka szpiczaka
(2). Przeciwciata monoklonalne uzywane
sa wszedzie tam, gdzie przede wszystkim
wymagana jest wysoka specyficzno$¢ i po-
wtarzalno$¢ reakcji z antygenem. Dlatego
tez ten typ przeciwcial znalazl zastosowa-
nie w cytometrii przeplywowej. Wazna za-
leta przeciwcial monoklonalnych jest fakt,
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ze dzieki wysokiej specyficznosci mozna
uzywaé ich w bardzo malych stezeniach,
eliminujgc przy tym sklonnos¢ do krzyzo-
wych reakcji z innymi biatkami oraz wigza-
nie niespecyficzne dajace tzw. tlo. Dodat-
kowo przeciwciala monoklonalne umoz-
liwiaja odréznienie od siebie minimalnie
réznigcych sie antygenéw. Nalezy réwniez
wspomnieé, ze przeciwciala monoklonal-
ne maja réwniez wady, ktére moga wyni-
ka¢ z ich wysokiej specyficznosci. Na przy-
ktad badanie wieloepitowego antygenu za
pomocg jednego rodzaju przeciwcial mo-
noklonalnych mogacego wiaza¢ sie tylko
do jednego epitopu moze da¢ wyniki nie-
adekwatne do rzeczywistych.

Otrzymywanie i oczyszczanie przeciwciat
do badai immunohistochemicznych

Poniewaz istnieje miedzygatunkowe zrdz-
nicowanie ukladu immunologicznego, an-
tygenem wywolujacym tworzenie przeciw-
cial moze by¢ prawie kazde bialko osobnika
innego gatunku. W warunkach fizjologicz-
nych uklad reaguje na ,,obce” antygeny, kt6-
re dostaly sie do organizmu w spos6b na-
turalny. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze
ukfad immunologiczny zareagowatby po-
dobnie na dowolne biatko obcego gatun-
kowo organizmu, gdyby sie z nim zetknatl.
Na tej podstawie mozna wywnioskowac, ze
kazda struktura komérkowa czy tez tkan-
kowa skladajaca sie z bialka ma potencjal-
nie wlasciwos$ci antygenowe i to wtasnie
wykorzystuje immunohistochemia.

Znakowanie przeciwciat

Uwidocznienie miejsca wigzania sie prze-
ciwciala z antygenem zlokalizowanym
w komorce czy tkance mozliwe jest jedy-
nie pod warunkiem odpowiedniego zna-
kowania przeciwciala. Przeciwciata moga
by¢ znakowane fluorochromami, enzyma-
mi i metalami.

Przygotowanie materiatu do badan
immunohistochemicznych

Odpowiednie przygotowanie materialu ma
kluczowe znaczenie dla wlasciwego prze-
biegu reakcji immunohistochemicznych.
Poszczegdlne etapy przygotowania mate-
rialu mogg zmieni¢ konformacje determi-
nant antygenowych i w ten sposéb unie-
mozliwic jego swoiste rozpoznanie przez
przeciwciato.

Utrwalanie materiatu do badai

Celem utrwalania materialu jest natych-
miastowe zatrzymanie proceséw metabo-
licznych w komérkach i tkankach poprzez
denaturacje enzyméw. Mozna w ten spo-
s6b zapobiec zmianom autolitycznym, czyli

samotrawieniu komdrek przez ich wtasne
enzymy lizosomowe oraz wtérnym zmia-
nom rozkladowym i gnilnym wywolanym
przez obecne w materiale lub tez zawleczo-
ne z zewnatrz bakterie.

Stosowane utrwalacze, a zwlaszcza
o charakterze aldehydéw, wywieraja nie-
korzystny wplyw na antygenowo$¢ mate-
rialu. Dlatego tez zaleca si¢ krétkotrwale
utrwalanie w szybko penetrujacych utrwa-
laczach precypitacyjnych, jak np. alkohole.
Czasami jedynym wyjsciem jest przepro-
wadzenie reakcji immunohistochemicznej
na materiale nieutrwalanym.

Zatapianie materiatu do badain

Aby unikna¢ niekorzystnego wplywu za-
tapiania na antygenowo$¢ tkanki, mozna
stosowac technike mrozeniowg, zaréwno
na poziomie mikroskopu optycznego, jak
i elektronowego. Obecnie istnieje jednak
mozliwo$¢ wykrywania wielu antygenéw
na skrawkach parafinowych, gdyz udato sie
uzyskac przeciwciata przeciw takim miej-
scom antygenowym, ktére nie ulegaja de-
formacji pod wplywem procesu zatapia-
nia w parafinie.

Odstanianie miejsc antygenowych

Utrwalenie i zatopienie materiatu bardzo
czesto powoduje zmiany w czasteczkach
antygenu, ktére utrudniajg, a nawet unie-
mozliwiaja rozpoznanie determinant an-
tygenowych przez swoiste przeciwciala.
Uzyskuje sie wéwczas slaba intensywno$¢,
a nawet catkowity brak reakcji immuno-
histochemicznej. W takich sytuacjach po
pokrojeniu materialu i ewentualnym usu-
nieciu $rodowiska zatapiajacego nalezy
stosowa¢ metody przywracajace antyge-
nom ich pierwotne cechy, co okresla si¢
mianem odstaniania lub odmaskowywa-
nia determinant antygenowych. Do naj-
cze$ciej stosowanych naleza kontrolowa-
ne trawienie skrawkéw przy uzyciu en-
zymo6w proteolitycznych i dziatanie na
skrawki mikrofalami. Rodzaj postepowa-
nia zalezy od charakteru antygenu i mate-
riatu. Nalezy je w kazdym przypadku do-
bra¢ do$wiadczalnie.

Typy reakcji immunohistochemicznych
z uwzglednieniem reakcji kontrolnych

Reakcja bezposrednia polega na inkubacji
tkanki zawierajgcej antygen A ze znakowa-
nym przeciwcialem anty—A. Znakowane
przeciwcialo tworzy kompleks z antyge-
nem w tkance i umozliwia jego mikrosko-
powa lokalizacje. Nalezy wspomnie¢, ze
reakcja bezposrednia ma tez istotng wade,
a mianowicie chemiczne potaczenie prze-
ciwciala ze znacznikiem za posrednictwem
wiazan kowalencyjnych z reguly zmienia

ksztalt czasteczki przeciwciata, co moze
utrudnia¢ jego zdolno$¢ rozpoznawania
i przylaczania antygenu, czyli obnizy po-
winowactwo przeciwciata do antygenu.
Ten typ reakcji jest obecnie rzadko stoso-
wany, gléwnie przy rutynowym wykony-
waniu bardzo licznych preparatéw immu-
nohistochemicznych.

Reakcja posrednia jest bardziej ztozo-
na i technicznie trudniejsza, ale pozba-
wiona gléwnej wady reakcji bezposred-
niej. Przeciwcialo wigzace antygen tkan-
kowy nie jest znakowane, a zatem unika
sie ewentualnych zmian struktury prze-
ciwciala wynikajacych z jego chemicznej
koniugacji ze znacznikiem.

Mimo ze reakcje immunohistochemicz-
ne wykazuja wysoka swoistos¢, to nalezy
pamietaé, iz warunkiem koniecznym jest
wykonanie reakcji kontrolnych zaréw-
no negatywnych, jak i pozytywnych, kté-
re $wiadcza o wiarygodnosci uzyskanych
wynikéw badan. Jako kontrole negatywna
moze postuzy¢ tkanka, ktéra nie ma inte-
resujgcego nas antygenu, za$ kontrole po-
zytywna wykonuje sie na tkance, ktéra ma
interesujacy nas antygen, jest to tzw. tkan-
ka wzorcowa.

Przebieg badania
immunohistochemicznego

Wycinki guzéw utrwalane sa w 8% forma-
linie buforowanej fosforanami. Po 24-go-
dzinnym utrwalaniu material odwadnia-
ny jest w szeregu alkoholi o wzrastajacych
stezeniach, kolejno: 50, 60, 70, 80, 90, 96%,
oraz alkoholu absolutnym i ksylenie, a na-
stepnie zatapiany w parafinie. Bloczki pa-
rafinowe krojone sa na skrawki o grubo-
$ci 4 pm. Uzyskane skrawki sg naklejane
na szkielka podstawowe pokryte 2% roz-
tworem silanu w acetonie i suszone przez
24 godziny w temperaturze 42°C. Przed
rozpoczeciem procedury immunohisto-
chemicznej skrawki sa poddawane ru-
tynowemu procesowi odparafinowania
w szeregu alkoholi o malejacych steze-
niach i ptukane w wodzie destylowane;j.
W reakcjach immunohistochemicznych
uzywa sie mono- i poliklonalnych prze-
ciwcial w odpowiednich rozcieniczeniach
w 1% BSA. Nalezy tu wspomnie¢, ze w dia-
gnostyce patomorfologicznej nowotworéw
sutka u pséw rutynowo stosuje sie mysie
monoklonalne przeciwciato przeciwko fi-
lamentom posrednim: wimentynie, cyto-
keratynie, aktynie, a takze krédlicze poli-
klonalne przeciw bydlecemu biatku S100.
Réwniez stosowane jest w diagnostyce pa-
tomorfologicznej mysie monoklonalne
przeciwcialo przeciw ludzkiemu antyge-
nowi jadrowemu Ki-67. Dodatkowo w me-
dycynie weterynaryjnej w celach nauko-
wych stosowane sg przeciwciala: mysie
monoklonalne przeciw ludzkiemu biatku
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p53, mysie monoklonalne przeciw ludz-
kiemu receptorowi estrogenowemu alfa,
mysie monoklonalne przeciw ludzkiemu
receptorowi COX-2, mysie monoklonal-
ne przeciw ludzkim bialkom szoku ciepl-
nego Hsp70 oraz Hsp90.

Nastepnie preparaty umieszczane sa
w buforze o pH 9 lub pH 6 w zaleznosci od
antygenu i poddawane obrébce termicz-
nej w fazni wodnej przez 30 minut w tem-
peraturze 90°C lub w kuchence mikrofa-
lowej (1 x 5 minut przy 600 W, 2 x 5 mi-
nut przy 300 W), réwniez w zaleznosci od
rodzaju antygenu w celu odstoniecia ich
epitopu. Po odslonieciu epitopu antyge-
néw skrawki sa studzone przez 20 minut,
a nastepnie po dwukrotnym przeplukaniu
woda destylowana i 5-minutowej inkuba-
¢ji z 3% woda utleniong preparaty sa prze-
plukiwane buforem TRIS o pH 8, nastep-
nie nakladane jest pierwsze przeciwciato
w odpowiednim rozciericzeniu i inkubo-
wane w komorze wilgotnej przez 60 mi-
nut w temperaturze pokojowej. Nastep-
nie preparaty sa plukane w buforze TRIS
o pH 8 przez 10 minut. Do wizualizacji
reakcji immunohistochemicznej stosu-
je sie zestaw En Visio + ™ System (mo-
noklonalny lub poliklonalny odpowied-
nio dla przeciwcial). Nastepnie preparaty
sa plukane w buforze TRIS o pH 8) i na-
kraplany jest roztwdér dwuaminobenzy-
dyny (DAB). W kolejnym etapie kontro-
luje sie stopien wybarwienia preparatéw,
a nastepnie plucze si¢ je w wodzie wodo-
ciagowej i barwi przez 5 minut w hema-
toksylinie Ehrlicha. Nastepnie poddaje
sie preparaty réznicowaniu w 1% alkoho-
lu kwasnym i ponownie ptucze w wodzie
wodociagowej. W konicowym etapie pre-
paraty sa odwadniane w szeregu alkoho-
li o rosngcych stezeniach i przeswietlane
w ksylenie i zamykane w DPX mounting
medium firmy Gurr®.

Celem tej publikacji jest przedstawie-
nie warto$ci diagnostycznej przeciwcial
monoklonalnych i poliklonalnych w pa-
tomorfologii nowotworéw gruczolu sut-
kowego u pséw, jak réwniez przyblizenie
podstaw technik immunohistochemicz-
nych i ich znaczenia w rutynowej diagno-
styce patomorfologicznej.

Techniki immunohistochemiczne sa
gltéwnie stosowane w diagnostyce nowo-
tworéw. Badania histopatologiczne po-
zwalaja jedynie na okreslenie typu nowo-
tworu, stopnia histologicznej zlosliwosci,
ale nie pozwalaja na wykrywanie marke-
réw nowotworowych, ktére maja duze zna-
czenie w szczegbtowej diagnostyce nowo-
twordéw, w ocenie stanu zaawansowania
choroby, a takze w wyborze terapii i mo-
nitorowaniu pacjentéw. Techniki immuno-
histochemiczne petnia role wspomagajaca
dla technik histopatologicznych w onkolo-
gii weterynaryjnej, ale nalezy wspomnie¢,
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ze w medycynie weterynaryjnej nie sa one
stosowane rutynowo, jak ma to miejsce
w medycynie ludzkiej. Poprzez techniki
immunohistochemiczne mozna dokony-
wacé charakterystyki filamentéw posred-
nich, a takze oznacza¢ markery prolifera-
¢ji. W tym artykule zostana przedstawione
przyklady zastosowan immunohistoche-
mii w diagnostyce weterynaryjnej na przy-
kladzie nowotwordw gruczolu sutkowego
u pséw, takie jak: charakterystyka filamen-
téw posrednich, markeréw proliferacji, jak
réwniez charakterystyka innych markeréw
przydatnych w diagnostyce patomorfolo-
gicznej, np. receptory estrogenowe, biat-
ko p53, bialka szoku cieplnego czy cyklo-
oksygenaza-2.

Badania histochemiczne nowotworéw
gruczotu sutkowego psow

W diagnostyce patomorfologicznej bar-
dzo istotne jest okre$lenie pochodzenia
nowotworu. W tym celu wykorzystuje sie
immunohistochemiczne oznaczanie eks-
presji w tkance nowotworowej markeréw
filamentéw posérednich, np. cytokeratyny,
wimentyny czy aktyny.

Filamenty po$rednie sa najsztywniej-
szymi i najbardziej wytrzymalymi elemen-
tami cytoszkieletu, zapewniaja komorce
zdolno$¢ przeciwstawiania sie mechanicz-
nym stresom. Tworza wewnatrz cytopla-
zmy sie¢ oplatajaca m.in. jadro komérko-
we. Filamenty te sa nazywane posredni-
mi, poniewaz ich $rednica (okoto 10 nm)
jest wieksza od srednicy filamentéw cien-
kich zawierajacych aktyne (okoto 7 nm),
a mniejsza od mikrotubul (Srednica oko-
fo 25 nm). Filamenty posrednie skladaja
sie z biatek filamentéw posrednich, ktére
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stanowia duza i heterogenna rodzine. Wy-
réznia sie wéréd nich: laminy jadrowe
wzmacniajace otoczke jadrows, neurofi-
lamenty obecne w komérkach i wypust-
kach nerwowych, filamenty wimentyno-
we i wimentynopodobne, obecne m.in.
w komorkach tkanki tacznej i mie$niowej
oraz w komdrkach glejowych uktadu ner-
wowego, filamenty keratynowe (cytokera-
tyny) obecne w komdrkach nablonkowych
(3). Cytokeratyny sa bialkami o zasadni-
czym znaczeniu w rozwoju i réznicowa-
niu sie komdrek nabtonkowych. Filamenty
cytokeratynowe réznia sie¢ pod wzgledem
skladu protein i wlasciwosci biochemicz-
nych. Ich ekspresje zaobserwowano w réz-
nych nabtonkach w odmiennych kombi-
nacjach. Cytokeratyny o malej masie cza-
steczkowej (40-54 kD) znajduja sie gléwnie
w komoérkach wspoéttworzacych nablonki
walcowate i sze$cienne, natomiast o ma-
sie czasteczkowej rzedu 48—67 kD wyste-
puja w nabtonkach plaskich. Cytokeraty-
ny 8, 18, 19 wystepuja w nabtonkach jed-
nowarstwowych, z kolei cytokeratyny 1, 4,
6, 10, 11, 13, 14 sa obecne w nabtonkach
wielowarstwowych rogowaciejacych (4, 5).

Za pomoca metod immunohistoche-
micznych, z uzyciem przeciwcial prze-
ciwko specyficznym cytokeratynom, moz-
na w badanych tkankach wykry¢ i ustali¢
rodzaj wystepujacych cytokeratyn. Wiele
przeciwcial dostepnych komercyjnie moz-
na stosowac na skrawkach utrwalonych
w formalinie, w niektérych przypadkach
mozliwe jest to jedynie na skrawkach mro-
zeniowych. Cytokeratyny maja ogromne
znaczenie kliniczne. W odniesieniu do
tkanek nowotworowych niejasnego po-
chodzenia wykrycie cytokeratyn pozwa-
la potwierdzi¢ nablonkowe pochodzenie

Ryc. 1. Ekspresja cytokeratyny (Anti-Cytokeratin, Dako), w gruczolakoraku ztozonym gruczotu mlekowego
u psoéw, pow. 40x
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Ryc. 2. Gruczolakorak prosty, metoda IHC, komérki Ki-

tkanki, a przeprowadzenie tzw. identyfika-
¢ji réznicujacej z wykorzystaniem panelu
przeciwcial umozliwia dokladne ustale-
nie pochodzenia tej tkanki. Zastosowanie
panelu przeciwcial przeciwko cytokera-
tynom umozliwia nie tylko okreslenie ro-
dzaju tkanki nabtonkowej, z ktérej wywo-
dzi sie rak, lecz réwniez ocene stopnia
nieprawidtowego zréznicowania tkanki.
W badaniach prowadzonych na rakach
pséw i kotow stwierdzono, ze zastoso-
wanie panelu przeciwcial przeciwko cy-
tokeratynom CK7 i CK20 pozwala okre-
§li¢ profil CK7/CJ20 dla tkanki nabtonko-
wej, z ktérej wywodzi sie przerzut danego
raka. Stwierdzono, ze ekspresja CK20 jest
szczegdlnie przydatna do klasyfikacji ra-
kéw przewodu pokarmowego. W bada-
niach tych obserwowano niewielkie réz-
nice w ekspresji CK7 i CK20. Wykazano,
ze u kotéw profil CK7 (+)/ CK20 (+) od-
powiada gruczolakorakom trzustki, ra-
kom z nabtonka przejsciowego pecherza
moczowego, natomiast zaden z rakéw po-
chodzacych od pséw nie cechowal sig ta-
kim profilem (6). Réwniez w diagnostyce
patomorfologicznej gruczolu mlekowego
u pséw bardzo czesto, zwlaszcza w przy-
padku tkanek nowotworowych niejasne-
go pochodzenia, wykrycie cytokeratyn
pozwala na potwierdzenie nablonkowe-
go pochodzenia badanej tkanki.

Ocena markerow proliferaciji
komorek nowotworowych

Markerami, ktére stosowane sa do oceny
biologii nowotwordw, nawet na poziomie
molekularnym, sa miedzy innymi marke-
ry proliferacji komérkowej, np. Ki-67 czy
jadrowy antygen proliferacji PCNA. Pro-
liferacyjny antygen jadrowy jest kwa-
$nym, niehistonowym biatkiem pomoc-
niczym dla polimerazy DNA (7). W ko-
morce biatko to pojawia sie pod koniec
fazy G, cyklu komérkowego, maksymalne

67+, pow. 40%

stezenie osiaga w fazie S, a nastepnie w fa-
zie G, stopniowo ulega zmniejszeniu. Dru-
gim niehistonowym biatkiem jadrowym
jest antygen Ki-67, ktory jest cisle zwia-
zany z procesem proliferacji komoérko-
wej. Jego obecnos$¢ wykrywa sie juz w fa-
zie G, cyklu, nastepnie wyraznie wzrasta
w fazach S i G, ze szczytem w fazie M
i gwaltownym zanikiem w fazie G,. Cza-
sowy uklad ekspresji Ki-67 sprawia, ze
jest ono wykrywane tylko w komérkach
proliferujacych. Proliferacja moze by¢
oznaczana nie tylko za pomoca ekspre-
sji bialka Ki-67, ale takze poprzez ocene
indeksu mitotycznego, pomiar znakowa-
nej trytem tymidyny oraz ocene odsetka
komoérek w fazie S za pomoca cytometrii
przeplywowej. Skuteczno$¢ tych marke-
réw zostata potwierdzona wieloma bada-
niami, np. Gizinski i wsp. (8), w ktérych
autorzy po przebadaniu guzéw gruczolu
sutkowego suk wykazali dodatnia kore-
lacje miedzy wysoka wartoscia indeksu
Ki-67 a malym stopniem zréznicowania
komérek, obecnoscia przerzutéw, zlym
stanem ogdlnym i krétkim czasem prze-
zycia po zabiegu. W badania wlasnych
ekspresja biatka Ki-67 obserwowana byla
w jadrach komérkowych komérek nowo-
tworowych gruczotu mlekowego u pséw,
ktére ulegaly podzialom (ryc. 2, 3). Analiza
statystyczna obrazuje istotne réznice mie-
dzy poszczegolnymi rodzajami nowotwo-
réw. Najnizsza liczba komérek wykazuja-
cych ekspresje bialka Ki-67 obserwowana
byla w gruczolakach, za$ najwyzsza w ra-
kach litych i rakach prostych oraz w no-
wotworach o najwyzszym stopniu histo-
logicznej zlosliwosci (III°).

Podstawowg cecha nowotworéw jest
nieograniczony rozrost, bedacy miedzy
innymi skutkiem przewagi proliferacji nad
apoptozg, stad przydatne jako progno-
styczne markery sa badania nad mechani-
zmem apoptozy. Do biatek, ktére na dro-
dze odmiennych mechanizméw wplywaja

Ryc. 3. Gruczolakorak ztozony, metoda IHC, komérki Ki-67+, pow. 40x

na proces apoptozy naleza: p53 i Bcl-2.
Biatko p53 jest produktem genu p53 wy-
stepujacego u pséw na 5 chromosomie.
Bialko to jest jednym z czynnikéw trans-
krypcyjnych odgrywajacych wazna role
podczas aktywacji apoptozy. W komor-
kach nowotworowych p53 czesto ulega
mutacji, co pozwala na niekontrolowany
ich wzrost. Mutacje genu p53 uznaje si¢
za niekorzystny czynnik zaréwno predyk-
cyjny, jak i prognostyczny. W badaniach
wlasnych ekspresje biatka p53 obserwo-
wano w jadrach komdrek nowotworowych
gruczolu mlekowego u pséw (ryc. 4). Eks-
presje biatka p53 stwierdzono réwniez
w gruczolakach. Najwieksza liczbe nowo-
tworéw wykazujacych pozytywna reakcje
biatka p53 stanowily raki ztozone i raki
proste. Raki lite stanowily grupe, w kté-
rej nieczesto notowano pozytywna reak-
cje jadrowa p53. Pod wzgledem stopnia
histologicznej zlosliwosci ekspresje bial-
ka p53 obserwowano w wiekszym pro-
cencie (66%) guzéw o II° i III° ztodliwosci.

Ocena ekspres;ji
receptoréw estrogenowych

Uznanym markerem w raku sutka u ko-
biet sa receptory estrogenowe. W pra-
widlowym nablonku gruczotu sutkowe-
go u kobiet receptor estrogenowy wykry-
wany jest w 7—17% komorek. Szacuje sie,
ze okolo 70-80% guzdéw sutka kobiet wy-
kazuje ekspresje ER, guzy te cechuja sie
wolniejszym wzrostem, wyzszym zrdz-
nicowaniem i lepszym rokowaniem przy
zastosowaniu odpowiedniego schematu
terapeutycznego oraz koreluje z dlugoscia
przezycia po chirurgicznym usunieciu (9).
Ravdin (10) w swoich badaniach opisat po-
nad 50% guzéw sutka u kobiet jako ER-po-
zytywnych. Zas w pozostalych nie stwier-
dzil ich wystepowania. Badania ekspresji
receptoréw estrogenowych jak dotych-
czas daly niejednoznaczne wyniki. Martin
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Ryc. 4. Gruczolakorak prosty, IHC, obraz komérek wykazujacych ekspresje biatka

p53, pow. 40x

i wsp. (11), badajac 228 guzdéw u suk wy-
kazali ekspresje ER zaledwie w 2,1% bada-
nych nowotwordw. Z kolei Pena i wsp.(12),
diagnozujac 21 przypadkéw raka, z jed-
nocze$nie toczacym sie procesem zapal-
nym, nie stwierdzili ekspresji receptoréw
estrogenowych. Wedlug Sartin i wsp. (13)
najwieksze szanse na dlugi okres przezy-
cia po zabiegu majg suki, u ktérych w gu-
zach wykazano ekspresje samego ER lub
w koekspresji z PgR, bowiem przy braku
ER i PgR badacze zaobserwowali najkrét-
szy okres przezycia. Millanto i wsp. (14),
w badanych 47 rakach sutka suk stwierdzi-
li, ze ekspresja ER oraz PgR w tych guzach
nie koreluje z czasem przezycia ani histo-
logicznymi parametrami guza. Podobnie
Sobczak-Filipiak i Malicka (15) wykazaly
brak korelacji miedzy ekspresja recepto-
réw estrogenowych a indeksem mitotycz-
nym. W badaniach wlasnych stwierdzo-
no ekspresje receptoréw estrogenowych
w 40% przebadanych nowotworéw. Uzy-
skane wyniki wskazuja najwyzsza ekspre-
sje ER alfa w rakach prostych (ryc. 5) oraz
rakach o najwyzszym stopniu zlosliwosci.
Wykazano istotna statystycznie korelacje
miedzy indeksem mitotycznym a ekspre-
sja receptoréw estrogenowych. Nowak (16)
w swoich badaniach sposréd 48 guzéw od
suk w wieku od 7 do 15 lat stwierdzit eks-
presje ER tylko w 6%. Mulas (17) uzyskat
odmienne wyniki, stwierdzil on ekspresje
ER alfa w nowotworach niezlosliwych. Po-
dobnie McEwen i wsp. (18) wykazali eks-
presje receptoréw estrogenowych w okolo
50% przypadkéw, a poziom ekspresji zna-
czaco wyzszy byt w nowotworach niezlosli-
wych. Wyniki Nieto i wsp. (19) sq odmien-
ne, gdyz ich badania pokazuja korelacje
pomiedzy ekspresja antygenu jadrowego
Ki-67 a ekspresja ER. Autorzy tych badan
najwyzszy poziom ekspresji obserwowali
w rakach prostych i ztozonych, podobnie
jak w badaniach wlasnych. Inaczej uwazaja
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Rutteman (20), Sartin (13) oraz Geraldes
(21), ktoérzy twierdza, ze wysoka ekspre-
sja ER jest obecna w gruczolakach, a gru-
czolakoraki wykazuja nizszy poziom eks-
presji tego markera.

Literatura prezentuje rozbiezne wyniki
badan immunohistochemicznych ekspre-
sji ER alfa w nowotworach gruczotu sut-
kowego. Zdania co do receptoréw estro-
genowych jako czynnikéw rokowniczych
sa bardzo podzielone, niektérzy autorzy
uznali je za pozytywny czynnik (17, 22),
ale tez istnieja glosy postulujace, iz sa one
negatywnym markerem rokowniczym (23).
Ciekawe wydaje sie, ze w badaniach wla-
snych niska ekspresja ER alfa korelowala
ujemnie z wysoka ekspresja antygenu ja-
drowego Ki-67, tego samego zdania jest
Pena (12), ktéra prowadzita badania w no-
wotworach sutka u suk, oraz Ding (24) ba-
dajacy raki sutka kobiet. Na podstawie ba-
dan wlasnych mozna wnioskowac, ze eks-
presja receptoréw estrogenowych moze
mie¢ znaczenie w ocenie zlogliwosci no-
wotwordw, lecz nie wykazano znaczacych
powiazan z innymi markerami.

Podsumowujac, nalezy zaznaczy¢, ze
wyniki te sa tylko czesciowo zbiezne z re-
zultatami innych autoréw lub sa wyraz-
nie odmienne, nalezy pamieta¢ o duzej
zalezno$ci proceséw kierujacych karcy-
nogeneza. Wobec rozbieznosci w wyni-
kach réznych badan wydaje sie, Ze recep-
tory estrogenowe nie moga stanowic¢ mar-
kera prognostycznego w nowotworach
sutka u suk.

Ocena ekspresji biatek szoku cieplnego

Z badan prowadzonych w medycynie lu-
dzi wynika, ze waznym czynnikiem pro-
gnostycznym nowotwordw sutka moga by¢
biatka szoku cieplnego. Niewiele jest da-
nych literaturowych dotyczacych ekspre-
sji biatek szoku cieplnego w nowotworach
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Ryc. 5. Gruczolakorak prosty, obraz ekspresji receptoréw estrogenowych, IHC,
pow. 100x

gruczotu sutkowego u suk, jak réwniez nie
zostala precyzyjnie okre$lona rola tych bia-
tek w procesie karcynogenezy. Na pod-
stawie dotychczas prowadzonych badan
stwierdzono jedynie, ze ekspresja bialek
szoku cieplnego w nowotworach sutka
u suk ma miejsce, lecz nie wykazano po-
wiazan tych bialek z innymi markerami
nowotworowymi.

U pséw ekspresje biatek szoku ciepl-
nego badano w prawidlowej skorze i raku
plaskonabtonkowym skéry oraz w zakaz-
nym guzie wenerycznym (guz Stickera).
Réwniez w raku sutka u suk podobne ba-
dania prowadzita Romanucci (25), kto-
ra stwierdzila ekspresje bialek z rodziny
Hsp70 i Hsp90 w gruczolakorakach pro-
stych i zlozonych oraz litych. Ekspresje
tych biatek obserwowala w cytoplazmie,
ale tez w jadrach komérek nowotworo-
wych. Rommanucci (25) w swoich bada-
niach nad rakami gruczotu sutkowego suk
nie podjeta préby sprawdzenia, czy istnieja
zaleznosci miedzy biatkami szoku cielne-
go a innymi markerami nowotworowymi.
Swoja uwage autorka skupita na okresle-
niu stopnia ekspresji biatek i ich lokali-
zacji w komoérkach nowotworowych. Ro-
manucci (25) ekspresje Hsp90 stwierdzi-
fa we wszystkich badanych guzach (raki
proste i zlozone) i wykazala, ze biatka te
wiaza sie ze zla prognoza i biora udzial
w karcynogenezie, podobnie jak biatko
Hsp27. Autorka na podstawie wynikéw,
ktdre uzyskata w badaniach, zasugerowa-
fa, ze biatka Hsp moga odgrywac wazna
role w procesie karcynogenezy. Dane lite-
raturowe $wiadcza, iz w komérkach raka
sutka nadekspresja Hsp70 réwniez wiaze
sie ze zia prognoza.

Z badan wlasnych wynika, ze ekspre-
sja biatek szoku cieplnego stwierdzana
jest w cytoplazmie i w jadrach komo-
rek nowotworowych. Najczesciej ekspre-
sje biatek szoku cieplnego stwierdzano
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w rakach zlozonych i prostych gruczotu
sutkowego u suk (ryc. 6, 7). Bardzo rzadko
ekspresja tych bialek wystepowata w ra-
kach litych.

Cyklooksygenaza-2 - marker
nowotworow gruczotu sutkowego u suk

W medycynie ludzkiej stwierdzono eks-
presje COX-2 w wielu nowotworach,
gléwnie w raku gruczolowym jelita gru-
bego, niektérych rakach gruczotowych
sutka, jak i w raku przewodowym in situ
w sutku. Ponadto ekspresje cyklooksy-
genazy-2 stwierdzono w raku gruczoto-
wym pluc (26), raku plaskonablonkowym
i gruczolowym przetyku oraz w pierwot-
nym czerniaku zloéliwym (27). Ostatnie
lata przyniosly wiele nowych danych na
ten temat takze w onkologii weterynaryj-
nej. Stwierdzono ekspresje COX-2 u pséw
w raku ptaskonabtonkowym (28), raku
pecherza moczowego (29), raku nerki
(30), gruczolakorakach jelita (31) i w raku

korak prosty, IHC, obraz komérek wykazujacych ekspresje Hsp70,

Ryc. 8. Gruczolak, obraz komérek wykazujacych ekspresje cyklooksygenazy-2,

A TR

pow. 40%

gruczolu krokowego (32), w guzach ko-
morek tucznych (33) oraz w nowotworach
gruczolu sutkowego (34) (ryc. 8,9). Bada-
nia ekspresji COX-1i COX-2 prowadzo-
ne byly takze w rakach sutka na modelu
zwierzat laboratoryjnych oraz w hodow-
lach komérkowych (35). Z tych ostatnich
badarn wynika, ze ekspresje COX-2 wia-
ze sie ze z1a prognoza.

Mimo licznych badan dotyczacych eks-
presji COX-2 w nowotworach, nadal nie
jest znany mechanizm dzialania tego en-
zymu. Z badan u ludzi wiadomo, ze eks-
presja COX-2 wiaze si¢ ze zla prognoza.
Wysoka ekspresja COX-2 jest powszech-
na w nowotworach pochodzenia nablon-
kowego i przypuszcza sie, Ze moze bra¢
udzial w karcynogenezie poprzez bloko-
wanie apoptozy i promowanie ekspresji
antyapoptotycznego biatka bcl-2. Ponad-
to COX-2 ma wplyw na angiogeneze no-
wotworowq i ekspresje metaloproteinaz,
przez co promuje wzrost rakéw sutka,
a takze ich inwazyjno$¢. Dotychczasowe

Ryc. 7. Gruczolakorak ztozony, IHC, obraz komérek wykazujacych ekspresje Hsp70,

Ryc. 9. Gruczolakorak prosty, IHC, obraz komérek wykazujacych ekspresje
cykooksygenazy - 2, pow. 10x

badania prowadzone w nowotworach gru-
czotu sutkowego suk wykazaly ekspresje
COX-2, lecz nie uzyskano odpowiedzi, co
do zwiazku tej ekspresji z innymi czynni-
kami uwazanymi za markery prognostycz-
ne, jak aktywno$¢ proliferacyjna, stopien
histologicznej zlosliwosci czy ekspresja re-
ceptor6éw estrogenowych.

Cyklooksygenaza-2 wydaje si¢ niezwy-
kle interesujaca z punktu widzenia nowe-
go markera w diagnostyce patomorfolo-
gicznej nowotwordéw u zwierzat towarzy-
szacych czlowiekowi. Dane literaturowe
na temat cyklooksygenazy-2 i jej diagno-
stycznej warto$ci w réznicowej ocenie
histopatologicznej nowotwordw u zwie-
rzat sa skape.

Z badan wlasnych wynika, ze eks-
presja cyklooksygenazy-2 oceniana jest
w cytoplazmie komérek nowotworowych
gruczotu sutkowego suk. Ekspresje tego
markera stwierdza si¢ w gruczolakach
(ryc. 8), rakach litych, a takze w rakach
prostych (ryc. 9).
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W ostatnich latach w medycynie we-
terynaryjnej w okresleniu cech nowotwo-
row wprowadza sie badania molekularne
w oparciu o technike badania mikroma-
cierzy DNA, ktéra umozliwia jednocze-
sna ocene ekspresji wielu tysiecy genéw,
jednak mimo tego metody immunohisto-
chemiczne od wielu lat cieszg si¢ duzym
uznaniem wsréd diagnostéw medycz-
nych. W szczegélnosci metody immuno-
histochemiczne znajduja szerokie zastoso-
wanie w diagnostyce patomorfologiczne;j.
Metody immunohistochemiczne pozwa-
laja na ocene ilosciowa zabarwionych ko-
morek, ale réwniez na ocene intensyw-
nosci reakgeji i jej lokalizacje w komorce.
Metody immunohistochemiczne stano-
wia uzupelnienie dla rutynowej diagno-
styki histopatologicznej. Nalezy pamie-
taé, ze oznaczanie markeréw za pomoca
metod immunohistochemicznych nalezy
do jednych z wazniejszych metod w dia-
gnostyce nowotworéw. Odkrywanie no-
wych markeréw pozwala na doskonalsze
metody diagnozowania nowotworéw oraz
stwarza podloze do opracowywania no-
wych strategii leczenia.
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