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Najwyższą swoistością charakteryzują 
się te oddziaływania między związka-

mi chemicznymi, które polegają na wza-
jemnym dopasowaniu przestrzennym 
(komplementarności) wiążących się ze 
sobą cząsteczek. Są to tzw. oddziaływa-
nia stereospecyficzne, w wyniku których 
nie tworzą się wiązania kowalencyjne, na-
tomiast cząsteczki łączą się ze sobą za po-
średnictwem słabych, lecz licznych wiązań 
wynikających z bliskości atomów dopaso-
wanych do siebie cząsteczek. W ten spo-
sób dochodzi do połączenia między anty-
genem i przeciwciałem, między zasadami 
purynowymi i pirymidynowymi w kwa-
sach nukleinowych czy między cukrowca-
mi i niektórymi glikoproteidami. Techniki 
histochemiczne wykorzystujące ten cha-
rakter połączeń noszą nazwę histochemii 
powinowactwa i cechują się najwyższym 
stopniem specyficzności spośród wszyst-
kich metod histochemicznych. Do histo-
chemii powinowactwa należą: immuno-
histochemia, histochemia lektyn oraz hy-
brydocytochemia.

Celem immunohistochemii jest ujaw-
nienie swoistych antygenów w komórkach 
i tkankach na zasadzie wywoływania reak-
cji antygen-przeciwciało i uwidocznienie 
tego zjawiska w preparatach mikrosko-
powych. Prekursorem tej metody diagno-
stycznej był Albert Coons, który w 1940 r. 
zastosował technikę immunofluorescencji 
do wykrywania antygenów w mrożonych 
skrawkach. Później stopniowo udoskona-
lano te procedury w celu zwiększenia ich 
czułości i swoistości. W dzisiejszych cza-
sach trudno wyobrazić sobie nowoczesną 
diagnostykę patomorfologiczną bez tego 
sposobu badań. Patologia mikroskopowa 
narządów wewnątrzwydzielniczych, w któ-
rych procesy nowotworowe mogą współ-
istnieć ze zmianami czynnościowymi nale-
ży do szczególnie trudnych działów histo-
patologii. Do bezbłędnego rozpoznawania 
procesów patologicznych gruczołów do-
krewnych istotne wydaje się ustalenie, ja-
kie hormony zawierają komórki zmiany. 
Osiągnąć to można poprzez wykorzysty-
wanie przeciwciał skierowanych przeciw-
ko hormonom i ich prekursorom. Więk-
szość tych antygenów można poszukiwać 

w materiale tkankowym utrwalonym w for-
malinie zatopionym w parafinie albo roz-
mazach cytologicznych utrwalonych w al-
koholu etylowym. Otwiera to drogę do sto-
sowania badań immunohistochemicznych 
i immunocytochemicznych w ramach ruty-
nowej diagnostyki patomorfologicznej. Jed-
nak znaczna część biologicznie czynnych 
substancji obecna jest w różnych narzą-
dach i tkankach. Oznacza to, że nie można 
poprzestać na wykonaniu jednego odczy-
nu, aby być pewnym słuszności sformuło-
wanego rozpoznania. Im więcej przepro-
wadzi się takich reakcji, tym bliżej praw-
dy absolutnej znajdzie się wynik badania.

Podstawy immunohistochemii

Antygen i przeciwciało

Antygen jest to substancja, która wykazu-
je dwie właściwości: immunogenność i an-
tygenowość. Immunogenność jest to zdol-
ność do wywołania wytwarzania swoistych 
przeciwciał przez układ immunologiczny 
organizmu, zaś antygenowość to zdolność 
do swoistego wiązania się z przeciwciałem 
i do tworzenia z nim kompleksu.

Przeciwciała są immunoglobulinami 
wytwarzanymi przez w pełni zróżnico-
wane limfocyty B – plazmocyty, zdolny-
mi do swoistego łączenia się z antygenem.

Przeciwciała poliklonalne

Przeciwciała poliklonalne to grupa prze-
ciwciał rozpoznająca zasadniczo jeden an-
tygen, ale reagująca z różnymi jego epito-
pami. W badaniach histochemicznych wy-
bór rodzaju przeciwciał zależy od specyfiki 
celu, do jakiego mogą być użyte. Do wie-
lu badań, które obejmują również niektó-
re zastosowania w diagnostyce i  terapii, 
przeciwciała poliklonalne są w zupełności 
wystarczające. Ich dużym atutem jest niski 
w porównaniu z przeciwciałami monoklo-
nalnymi koszt uzyskiwania. Zdolność do 
rozpoznawania różnych determinantów 
antygenu sprawia, że przeciwciała poliklo-
nalne mają bardzo wysoką „zachłanność”, 
która wynika z faktu, że całkowita siła od-
działywania przeciwciał poliklonalnych 

z wieloma różnymi epitopami antygenu jest 
znacznie większa niż prosta suma pojedyn-
czych oddziaływań, ponieważ związanie 
przeciwciała zwiększa prawdopodobień-
stwo przyłączenia kolejnego przeciwciała 
przez sąsiedni epitop. Dzięki tej właściwo-
ści za pomocą przeciwciał poliklonalnych 
łatwo i z wysoką czułością można stwier-
dzić obecność lub brak danego antygenu 
oraz określić jego stężenie.

Przeciwciała monoklonalne

Przeciwciała monoklonalne są produko-
wane przez nieróżnicujące się, stanowią-
ce jeden klon limfocyty B; rozpoznają tylko 
jeden, ściśle określony determinant anty-
genowy (1). Produkcja przeciwciał mo-
noklonalnych jest bardziej skomplikowa-
na niż przeciwciał poliklonalnych. Jedną 
z metod jest metoda opracowana przez 
Kohlera i Milsteina w 1975 r., polegająca 
na fuzji komórki plazmatycznej produku-
jącej przeciwciała z komórką szpiczaka 
(2). Przeciwciała monoklonalne używane 
są wszędzie tam, gdzie przede wszystkim 
wymagana jest wysoka specyficzność i po-
wtarzalność reakcji z antygenem. Dlatego 
też ten typ przeciwciał znalazł zastosowa-
nie w cytometrii przepływowej. Ważną za-
letą przeciwciał monoklonalnych jest fakt, 
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że dzięki wysokiej specyficzności można 
używać ich w bardzo małych stężeniach, 
eliminując przy tym skłonność do krzyżo-
wych reakcji z innymi białkami oraz wiąza-
nie niespecyficzne dające tzw. tło. Dodat-
kowo przeciwciała monoklonalne umoż-
liwiają odróżnienie od siebie minimalnie 
różniących się antygenów. Należy również 
wspomnieć, że przeciwciała monoklonal-
ne mają również wady, które mogą wyni-
kać z ich wysokiej specyficzności. Na przy-
kład badanie wieloepitowego antygenu za 
pomocą jednego rodzaju przeciwciał mo-
noklonalnych mogącego wiązać się tylko 
do jednego epitopu może dać wyniki nie-
adekwatne do rzeczywistych.

Otrzymywanie i oczyszczanie przeciwciał 
do badań immunohistochemicznych

Ponieważ istnieje międzygatunkowe zróż-
nicowanie układu immunologicznego, an-
tygenem wywołującym tworzenie przeciw-
ciał może być prawie każde białko osobnika 
innego gatunku. W warunkach fizjologicz-
nych układ reaguje na „obce” antygeny, któ-
re dostały się do organizmu w sposób na-
turalny. Należy jednak mieć na uwadze, że 
układ immunologiczny zareagowałby po-
dobnie na dowolne białko obcego gatun-
kowo organizmu, gdyby się z nim zetknął. 
Na tej podstawie można wywnioskować, że 
każda struktura komórkowa czy też tkan-
kowa składająca się z białka ma potencjal-
nie właściwości antygenowe i  to właśnie 
wykorzystuje immunohistochemia.

Znakowanie przeciwciał

Uwidocznienie miejsca wiązania się prze-
ciwciała z  antygenem zlokalizowanym 
w komórce czy tkance możliwe jest jedy-
nie pod warunkiem odpowiedniego zna-
kowania przeciwciała. Przeciwciała mogą 
być znakowane fluorochromami, enzyma-
mi i metalami.

Przygotowanie materiału do badań 
immunohistochemicznych

Odpowiednie przygotowanie materiału ma 
kluczowe znaczenie dla właściwego prze-
biegu reakcji immunohistochemicznych. 
Poszczególne etapy przygotowania mate-
riału mogą zmienić konformację determi-
nant antygenowych i w ten sposób unie-
możliwić jego swoiste rozpoznanie przez 
przeciwciało.

Utrwalanie materiału do badań

Celem utrwalania materiału jest natych-
miastowe zatrzymanie procesów metabo-
licznych w komórkach i tkankach poprzez 
denaturację enzymów. Można w ten spo-
sób zapobiec zmianom autolitycznym, czyli 

samotrawieniu komórek przez ich własne 
enzymy lizosomowe oraz wtórnym zmia-
nom rozkładowym i gnilnym wywołanym 
przez obecne w materiale lub też zawleczo-
ne z zewnątrz bakterie.

Stosowane utrwalacze, a  zwłaszcza 
o charakterze aldehydów, wywierają nie-
korzystny wpływ na antygenowość mate-
riału. Dlatego też zaleca się krótkotrwałe 
utrwalanie w szybko penetrujących utrwa-
laczach precypitacyjnych, jak np. alkohole. 
Czasami jedynym wyjściem jest przepro-
wadzenie reakcji immunohistochemicznej 
na materiale nieutrwalanym.

Zatapianie materiału do badań

Aby uniknąć niekorzystnego wpływu za-
tapiania na antygenowość tkanki, można 
stosować technikę mrożeniową, zarówno 
na poziomie mikroskopu optycznego, jak 
i elektronowego. Obecnie istnieje jednak 
możliwość wykrywania wielu antygenów 
na skrawkach parafinowych, gdyż udało się 
uzyskać przeciwciała przeciw takim miej-
scom antygenowym, które nie ulegają de-
formacji pod wpływem procesu zatapia-
nia w parafinie.

Odsłanianie miejsc antygenowych

Utrwalenie i zatopienie materiału bardzo 
często powoduje zmiany w cząsteczkach 
antygenu, które utrudniają, a nawet unie-
możliwiają rozpoznanie determinant an-
tygenowych przez swoiste przeciwciała. 
Uzyskuje się wówczas słabą intensywność, 
a nawet całkowity brak reakcji immuno-
histochemicznej. W takich sytuacjach po 
pokrojeniu materiału i ewentualnym usu-
nięciu środowiska zatapiającego należy 
stosować metody przywracające antyge-
nom ich pierwotne cechy, co określa się 
mianem odsłaniania lub odmaskowywa-
nia determinant antygenowych. Do naj-
częściej stosowanych należą kontrolowa-
ne trawienie skrawków przy użyciu en-
zymów proteolitycznych i działanie na 
skrawki mikrofalami. Rodzaj postępowa-
nia zależy od charakteru antygenu i mate-
riału. Należy je w każdym przypadku do-
brać doświadczalnie.

Typy reakcji immunohistochemicznych 
z uwzględnieniem reakcji kontrolnych

Reakcja bezpośrednia polega na inkubacji 
tkanki zawierającej antygen A ze znakowa-
nym przeciwciałem anty–A. Znakowane 
przeciwciało tworzy kompleks z antyge-
nem w tkance i umożliwia jego mikrosko-
pową lokalizację. Należy wspomnieć, że 
reakcja bezpośrednia ma też istotną wadę, 
a mianowicie chemiczne połączenie prze-
ciwciała ze znacznikiem za pośrednictwem 
wiązań kowalencyjnych z reguły zmienia 

kształt cząsteczki przeciwciała, co może 
utrudniać jego zdolność rozpoznawania 
i przyłączania antygenu, czyli obniży po-
winowactwo przeciwciała do antygenu. 
Ten typ reakcji jest obecnie rzadko stoso-
wany, głównie przy rutynowym wykony-
waniu bardzo licznych preparatów immu-
nohistochemicznych.

Reakcja pośrednia jest bardziej złożo-
na i  technicznie trudniejsza, ale pozba-
wiona głównej wady reakcji bezpośred-
niej. Przeciwciało wiążące antygen tkan-
kowy nie jest znakowane, a zatem unika 
się ewentualnych zmian struktury prze-
ciwciała wynikających z jego chemicznej 
koniugacji ze znacznikiem.

Mimo że reakcje immunohistochemicz-
ne wykazują wysoką swoistość, to należy 
pamiętać, iż warunkiem koniecznym jest 
wykonanie reakcji kontrolnych zarów-
no negatywnych, jak i pozytywnych, któ-
re świadczą o wiarygodności uzyskanych 
wyników badań. Jako kontrolę negatywną 
może posłużyć tkanka, która nie ma inte-
resującego nas antygenu, zaś kontrolę po-
zytywną wykonuje się na tkance, która ma 
interesujący nas antygen, jest to tzw. tkan-
ka wzorcowa.

Przebieg badania 
immunohistochemicznego

Wycinki guzów utrwalane są w 8% forma-
linie buforowanej fosforanami. Po 24-go-
dzinnym utrwalaniu materiał odwadnia-
ny jest w szeregu alkoholi o wzrastających 
stężeniach, kolejno: 50, 60, 70, 80, 90, 96%, 
oraz alkoholu absolutnym i ksylenie, a na-
stępnie zatapiany w parafinie. Bloczki pa-
rafinowe krojone są na skrawki o grubo-
ści 4 µm. Uzyskane skrawki są naklejane 
na szkiełka podstawowe pokryte 2% roz-
tworem silanu w acetonie i suszone przez 
24 godziny w  temperaturze 42°C. Przed 
rozpoczęciem procedury immunohisto-
chemicznej skrawki są poddawane ru-
tynowemu procesowi odparafinowania 
w szeregu alkoholi o malejących stęże-
niach i płukane w wodzie destylowanej. 
W reakcjach immunohistochemicznych 
używa się mono- i poliklonalnych prze-
ciwciał w odpowiednich rozcieńczeniach 
w 1% BSA. Należy tu wspomnieć, że w dia-
gnostyce patomorfologicznej nowotworów 
sutka u psów rutynowo stosuje się mysie 
monoklonalne przeciwciało przeciwko fi-
lamentom pośrednim: wimentynie, cyto-
keratynie, aktynie, a  także królicze poli-
klonalne przeciw bydlęcemu białku S100. 
Również stosowane jest w diagnostyce pa-
tomorfologicznej mysie monoklonalne 
przeciwciało przeciw ludzkiemu antyge-
nowi jądrowemu Ki-67. Dodatkowo w me-
dycynie weterynaryjnej w celach nauko-
wych stosowane są przeciwciała: mysie 
monoklonalne przeciw ludzkiemu białku 
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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 białkom szoku ciepl-
nego Hsp70 oraz Hsp90.

Następnie preparaty umieszczane są 
w buforze o pH 9 lub pH 6 w zależności od 
antygenu i poddawane obróbce termicz-
nej w łaźni wodnej przez 30 minut w tem-
peraturze 90°C lub w kuchence mikrofa-
lowej (1 × 5 minut przy 600 W, 2 × 5 mi-
nut przy 300 W), również w zależności od 
rodzaju antygenu w celu odsłonięcia ich 
epitopu. Po odsłonięciu epitopu antyge-
nów skrawki są studzone przez 20 minut, 
a następnie po dwukrotnym przepłukaniu 
wodą destylowaną i 5-minutowej inkuba-
cji z 3% wodą utlenioną preparaty są prze-
płukiwane buforem TRIS o pH 8, następ-
nie nakładane jest pierwsze przeciwciało 
w odpowiednim rozcieńczeniu i inkubo-
wane w komorze wilgotnej przez 60 mi-
nut w  temperaturze pokojowej. Następ-
nie preparaty są płukane w buforze TRIS 
o pH 8 przez 10 minut. Do wizualizacji 
reakcji immunohistochemicznej stosu-
je się zestaw En Visio + TM System (mo-
noklonalny lub poliklonalny odpowied-
nio dla przeciwciał). Następnie preparaty 
są płukane w buforze TRIS o pH 8) i na-
kraplany jest roztwór dwuaminobenzy-
dyny (DAB). W kolejnym etapie kontro-
luje się stopień wybarwienia preparatów, 
a następnie płucze się je w wodzie wodo-
ciągowej i barwi przez 5 minut w hema-
toksylinie Ehrlicha. Następnie poddaje 
się preparaty różnicowaniu w 1% alkoho-
lu kwaśnym i ponownie płucze w wodzie 
wodociągowej. W końcowym etapie pre-
paraty są odwadniane w szeregu alkoho-
li o rosnących stężeniach i prześwietlane 
w ksylenie i zamykane w DPX mounting 
medium firmy Gurr®.

Celem tej publikacji jest przedstawie-
nie wartości diagnostycznej przeciwciał 
monoklonalnych i poliklonalnych w pa-
tomorfologii nowotworów gruczołu sut-
kowego u psów, jak również przybliżenie 
podstaw technik immunohistochemicz-
nych i ich znaczenia w rutynowej diagno-
styce patomorfologicznej.

Techniki immunohistochemiczne są 
głównie stosowane w diagnostyce nowo-
tworów. Badania histopatologiczne po-
zwalają jedynie na określenie typu nowo-
tworu, stopnia histologicznej złośliwości, 
ale nie pozwalają na wykrywanie marke-
rów nowotworowych, które mają duże zna-
czenie w szczegółowej diagnostyce nowo-
tworów, w ocenie stanu zaawansowania 
choroby, a także w wyborze terapii i mo-
nitorowaniu pacjentów. Techniki immuno-
histochemiczne pełnią rolę wspomagającą 
dla technik histopatologicznych w onkolo-
gii weterynaryjnej, ale należy wspomnieć, 

że w medycynie weterynaryjnej nie są one 
stosowane rutynowo, jak ma to miejsce 
w medycynie ludzkiej. Poprzez techniki 
immunohistochemiczne można dokony-
wać charakterystyki filamentów pośred-
nich, a także oznaczać markery prolifera-
cji. W tym artykule zostaną przedstawione 
przykłady zastosowań immunohistoche-
mii w diagnostyce weterynaryjnej na przy-
kładzie nowotworów gruczołu sutkowego 
u psów, takie jak: charakterystyka filamen-
tów pośrednich, markerów proliferacji, jak 
również charakterystyka innych markerów 
przydatnych w diagnostyce patomorfolo-
gicznej, np. receptory estrogenowe, biał-
ko p53, białka szoku cieplnego czy cyklo-
oksygenaza–2.

Badania histochemiczne nowotworów 
gruczołu sutkowego psów

W diagnostyce patomorfologicznej bar-
dzo istotne jest określenie pochodzenia 
nowotworu. W tym celu wykorzystuje się 
immunohistochemiczne oznaczanie eks-
presji w tkance nowotworowej markerów 
filamentów pośrednich, np. cytokeratyny, 
wimentyny czy aktyny.

Filamenty pośrednie są najsztywniej-
szymi i najbardziej wytrzymałymi elemen-
tami cytoszkieletu, zapewniają komórce 
zdolność przeciwstawiania się mechanicz-
nym stresom. Tworzą wewnątrz cytopla-
zmy sieć oplatającą m.in. jądro komórko-
we. Filamenty te są nazywane pośredni-
mi, ponieważ ich średnica (około 10 nm) 
jest większa od średnicy filamentów cien-
kich zawierających aktynę (około 7 nm), 
a mniejsza od mikrotubul (średnica oko-
ło 25 nm). Filamenty pośrednie składają 
się z białek filamentów pośrednich, które 

stanowią dużą i heterogenną rodzinę. Wy-
różnia się wśród nich: laminy jądrowe 
wzmacniające otoczkę jądrową, neurofi-
lamenty obecne w komórkach i wypust-
kach nerwowych, filamenty wimentyno-
we i wimentynopodobne, obecne m.in. 
w komórkach tkanki łącznej i mięśniowej 
oraz w komórkach glejowych układu ner-
wowego, filamenty keratynowe (cytokera-
tyny) obecne w komórkach nabłonkowych 
(3). Cytokeratyny są białkami o zasadni-
czym znaczeniu w rozwoju i różnicowa-
niu się komórek nabłonkowych. Filamenty 
cytokeratynowe różnią się pod względem 
składu protein i właściwości biochemicz-
nych. Ich ekspresję zaobserwowano w róż-
nych nabłonkach w odmiennych kombi-
nacjach. Cytokeratyny o małej masie czą-
steczkowej (40–54 kD) znajdują się głównie 
w komórkach współtworzących nabłonki 
walcowate i sześcienne, natomiast o ma-
sie cząsteczkowej rzędu 48–67 kD wystę-
pują w nabłonkach płaskich. Cytokeraty-
ny 8, 18, 19 występują w nabłonkach jed-
nowarstwowych, z kolei cytokeratyny 1, 4, 
6, 10, 11, 13, 14 są obecne w nabłonkach 
wielowarstwowych rogowaciejących (4, 5).

Za pomocą metod immunohistoche-
micznych, z  użyciem przeciwciał prze-
ciwko specyficznym cytokeratynom, moż-
na w badanych tkankach wykryć i ustalić 
rodzaj występujących cytokeratyn. Wiele 
przeciwciał dostępnych komercyjnie moż-
na stosować na skrawkach utrwalonych 
w formalinie, w niektórych przypadkach 
możliwe jest to jedynie na skrawkach mro-
żeniowych. Cytokeratyny mają ogromne 
znaczenie kliniczne. W  odniesieniu do 
tkanek nowotworowych niejasnego po-
chodzenia wykrycie cytokeratyn pozwa-
la potwierdzić nabłonkowe pochodzenie 

Ryc. 1. Ekspresja cytokeratyny (Anti-Cytokeratin, Dako), w gruczolakoraku złożonym gruczołu mlekowego 
u psów, pow. 40×
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tkanki, a przeprowadzenie tzw. identyfika-
cji różnicującej z wykorzystaniem panelu 
przeciwciał umożliwia dokładne ustale-
nie pochodzenia tej tkanki. Zastosowanie 
panelu przeciwciał przeciwko cytokera-
tynom umożliwia nie tylko określenie ro-
dzaju tkanki nabłonkowej, z której wywo-
dzi się rak, lecz również ocenę stopnia 
nieprawidłowego zróżnicowania tkanki. 
W  badaniach prowadzonych na rakach 
psów i  kotów stwierdzono, że zastoso-
wanie panelu przeciwciał przeciwko cy-
tokeratynom CK7 i CK20 pozwala okre-
ślić profil CK7/CJ20 dla tkanki nabłonko-
wej, z której wywodzi się przerzut danego 
raka. Stwierdzono, że ekspresja CK20 jest 
szczególnie przydatna do klasyfikacji ra-
ków przewodu pokarmowego. W bada-
niach tych obserwowano niewielkie róż-
nice w ekspresji CK7 i CK20. Wykazano, 
że u kotów profil CK7 (+)/ CK20 (+) od-
powiada gruczolakorakom trzustki, ra-
kom z nabłonka przejściowego pęcherza 
moczowego, natomiast żaden z raków po-
chodzących od psów nie cechował się ta-
kim profilem (6). Również w diagnostyce 
patomorfologicznej gruczołu mlekowego 
u psów bardzo często, zwłaszcza w przy-
padku tkanek nowotworowych niejasne-
go pochodzenia, wykrycie cytokeratyn 
pozwala na potwierdzenie nabłonkowe-
go pochodzenia badanej tkanki.

Ocena markerów proliferacji 
komórek nowotworowych

Markerami, które stosowane są do oceny 
biologii nowotworów, nawet na poziomie 
molekularnym, są między innymi marke-
ry proliferacji komórkowej, np. Ki-67 czy 
jądrowy antygen proliferacji PCNA. Pro-
liferacyjny antygen jądrowy jest kwa-
śnym, niehistonowym białkiem pomoc-
niczym dla polimerazy DNA (7). W ko-
mórce białko to pojawia się pod koniec 
fazy G1 cyklu komórkowego, maksymalne 

stężenie osiąga w fazie S, a następnie w fa-
zie G2 stopniowo ulega zmniejszeniu. Dru-
gim niehistonowym białkiem jądrowym 
jest antygen Ki-67, który jest ściśle zwią-
zany z procesem proliferacji komórko-
wej. Jego obecność wykrywa się już w fa-
zie G1 cyklu, następnie wyraźnie wzrasta 
w  fazach S i G2, ze szczytem w  fazie M 
i gwałtownym zanikiem w fazie G0. Cza-
sowy układ ekspresji Ki-67  sprawia, że 
jest ono wykrywane tylko w komórkach 
proliferujących. Proliferacja może być 
oznaczana nie tylko za pomocą ekspre-
sji białka Ki-67, ale także poprzez ocenę 
indeksu mitotycznego, pomiar znakowa-
nej trytem tymidyny oraz ocenę odsetka 
komórek w fazie S za pomocą cytometrii 
przepływowej. Skuteczność tych marke-
rów została potwierdzona wieloma bada-
niami, np. Giziński i wsp. (8), w których 
autorzy po przebadaniu guzów gruczołu 
sutkowego suk wykazali dodatnią kore-
lację między wysoką wartością indeksu 
Ki-67 a małym stopniem zróżnicowania 
komórek, obecnością przerzutów, złym 
stanem ogólnym i krótkim czasem prze-
życia po zabiegu. W badania własnych 
ekspresja białka Ki-67 obserwowana była 
w jądrach komórkowych komórek nowo-
tworowych gruczołu mlekowego u psów, 
które ulegały podziałom (ryc. 2, 3). Analiza 
statystyczna obrazuje istotne różnice mię-
dzy poszczególnymi rodzajami nowotwo-
rów. Najniższa liczba komórek wykazują-
cych ekspresję białka Ki-67 obserwowana 
była w gruczolakach, zaś najwyższa w ra-
kach litych i rakach prostych oraz w no-
wotworach o najwyższym stopniu histo-
logicznej złośliwości (III°).

Podstawową cechą nowotworów jest 
nieograniczony rozrost, będący między 
innymi skutkiem przewagi proliferacji nad 
apoptozą, stąd przydatne jako progno-
styczne markery są badania nad mechani-
zmem apoptozy. Do białek, które na dro-
dze odmiennych mechanizmów wpływają 

na proces apoptozy należą: p53  i Bcl-2. 
Białko p53 jest produktem genu p53 wy-
stępującego u psów na 5 chromosomie. 
Białko to jest jednym z czynników trans-
krypcyjnych odgrywających ważną rolę 
podczas aktywacji apoptozy. W komór-
kach nowotworowych p53  często ulega 
mutacji, co pozwala na niekontrolowany 
ich wzrost. Mutację genu p53 uznaje się 
za niekorzystny czynnik zarówno predyk-
cyjny, jak i prognostyczny. W badaniach 
własnych ekspresję białka p53 obserwo-
wano w jądrach komórek nowotworowych 
gruczołu mlekowego u psów (ryc. 4). Eks-
presję białka p53  stwierdzono również 
w gruczolakach. Największą liczbę nowo-
tworów wykazujących pozytywną reakcję 
białka p53 stanowiły raki złożone i raki 
proste. Raki lite stanowiły grupę, w któ-
rej nieczęsto notowano pozytywną reak-
cję jądrową p53. Pod względem stopnia 
histologicznej złośliwości ekspresję biał-
ka p53  obserwowano w  większym pro-
cencie (66%) guzów o II° i III° złośliwości.

Ocena ekspresji 
receptorów estrogenowych

Uznanym markerem w raku sutka u ko-
biet są receptory estrogenowe. W pra-
widłowym nabłonku gruczołu sutkowe-
go u kobiet receptor estrogenowy wykry-
wany jest w 7–17% komórek. Szacuje się, 
że około 70–80% guzów sutka kobiet wy-
kazuje ekspresję ER, guzy te cechują się 
wolniejszym wzrostem, wyższym zróż-
nicowaniem i lepszym rokowaniem przy 
zastosowaniu odpowiedniego schematu 
terapeutycznego oraz koreluje z długością 
przeżycia po chirurgicznym usunięciu (9). 
Ravdin (10) w swoich badaniach opisał po-
nad 50% guzów sutka u kobiet jako ER-po-
zytywnych. Zaś w pozostałych nie stwier-
dził ich występowania. Badania ekspresji 
receptorów estrogenowych jak dotych-
czas dały niejednoznaczne wyniki. Martin 

Ryc. 2. Gruczolakorak prosty, metoda IHC, komórki Ki-67+, pow. 40× Ryc. 3. Gruczolakorak złożony, metoda IHC, komórki Ki-67+, pow. 40×
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i wsp. (11), badając 228 guzów u suk wy-
kazali ekspresję ER zaledwie w 2,1% bada-
nych nowotworów. Z kolei Pena i wsp.(12), 
diagnozując 21 przypadków raka, z  jed-
nocześnie toczącym się procesem zapal-
nym, nie stwierdzili ekspresji receptorów 
estrogenowych. Według Sartin i wsp. (13) 
największe szanse na długi okres przeży-
cia po zabiegu mają suki, u których w gu-
zach wykazano ekspresję samego ER lub 
w koekspresji z PgR, bowiem przy braku 
ER i PgR badacze zaobserwowali najkrót-
szy okres przeżycia. Millanto i wsp. (14), 
w badanych 47 rakach sutka suk stwierdzi-
li, że ekspresja ER oraz PgR w tych guzach 
nie koreluje z czasem przeżycia ani histo-
logicznymi parametrami guza. Podobnie 
Sobczak‑Filipiak i Malicka (15) wykazały 
brak korelacji między ekspresją recepto-
rów estrogenowych a indeksem mitotycz-
nym. W badaniach własnych stwierdzo-
no ekspresję receptorów estrogenowych 
w 40% przebadanych nowotworów. Uzy-
skane wyniki wskazują najwyższą ekspre-
sję ER alfa w rakach prostych (ryc. 5) oraz 
rakach o najwyższym stopniu złośliwości. 
Wykazano istotną statystycznie korelację 
między indeksem mitotycznym a ekspre-
sją receptorów estrogenowych. Nowak (16) 
w swoich badaniach spośród 48 guzów od 
suk w wieku od 7 do 15 lat stwierdził eks-
presję ER tylko w 6%. Mulas (17) uzyskał 
odmienne wyniki, stwierdził on ekspresję 
ER alfa w nowotworach niezłośliwych. Po-
dobnie McEwen i wsp. (18) wykazali eks-
presję receptorów estrogenowych w około 
50% przypadków, a poziom ekspresji zna-
cząco wyższy był w nowotworach niezłośli-
wych. Wyniki Nieto i wsp. (19) są odmien-
ne, gdyż ich badania pokazują korelację 
pomiędzy ekspresją antygenu jądrowego 
Ki-67 a ekspresją ER. Autorzy tych badań 
najwyższy poziom ekspresji obserwowali 
w rakach prostych i złożonych, podobnie 
jak w badaniach własnych. Inaczej uważają 

Rutteman (20), Sartin (13) oraz Geraldes 
(21), którzy twierdzą, że wysoka ekspre-
sja ER jest obecna w gruczolakach, a gru-
czolakoraki wykazują niższy poziom eks-
presji tego markera.

Literatura prezentuje rozbieżne wyniki 
badań immunohistochemicznych ekspre-
sji ER alfa w nowotworach gruczołu sut-
kowego. Zdania co do receptorów estro-
genowych jako czynników rokowniczych 
są bardzo podzielone, niektórzy autorzy 
uznali je za pozytywny czynnik (17, 22), 
ale też istnieją głosy postulujące, iż są one 
negatywnym markerem rokowniczym (23). 
Ciekawe wydaje się, że w badaniach wła-
snych niska ekspresja ER alfa korelowała 
ujemnie z wysoką ekspresją antygenu ją-
drowego Ki-67, tego samego zdania jest 
Pena (12), która prowadziła badania w no-
wotworach sutka u suk, oraz Ding (24) ba-
dający raki sutka kobiet. Na podstawie ba-
dań własnych można wnioskować, że eks-
presja receptorów estrogenowych może 
mieć znaczenie w ocenie złośliwości no-
wotworów, lecz nie wykazano znaczących 
powiązań z innymi markerami.

Podsumowując, należy zaznaczyć, że 
wyniki te są tylko częściowo zbieżne z re-
zultatami innych autorów lub są wyraź-
nie odmienne, należy pamiętać o dużej 
zależności procesów kierujących karcy-
nogenezą. Wobec rozbieżności w wyni-
kach różnych badań wydaje się, że recep-
tory estrogenowe nie mogą stanowić mar-
kera prognostycznego w nowotworach 
sutka u suk.

Ocena ekspresji białek szoku cieplnego

Z badań prowadzonych w medycynie lu-
dzi wynika, że ważnym czynnikiem pro-
gnostycznym nowotworów sutka mogą być 
białka szoku cieplnego. Niewiele jest da-
nych literaturowych dotyczących ekspre-
sji białek szoku cieplnego w nowotworach 

gruczołu sutkowego u suk, jak również nie 
została precyzyjnie określona rola tych bia-
łek w procesie karcynogenezy. Na pod-
stawie dotychczas prowadzonych badań 
stwierdzono jedynie, że ekspresja białek 
szoku cieplnego w nowotworach sutka 
u suk ma miejsce, lecz nie wykazano po-
wiązań tych białek z  innymi markerami 
nowotworowymi.

U psów ekspresję białek szoku ciepl-
nego badano w prawidłowej skórze i raku 
płaskonabłonkowym skóry oraz w zakaź-
nym guzie wenerycznym (guz Stickera). 
Również w raku sutka u suk podobne ba-
dania prowadziła Romanucci (25), któ-
ra stwierdziła ekspresję białek z rodziny 
Hsp70 i Hsp90 w gruczolakorakach pro-
stych i  złożonych oraz litych. Ekspresję 
tych białek obserwowała w cytoplazmie, 
ale też w  jądrach komórek nowotworo-
wych. Rommanucci (25) w swoich bada-
niach nad rakami gruczołu sutkowego suk 
nie podjęła próby sprawdzenia, czy istnieją 
zależności między białkami szoku cielne-
go a innymi markerami nowotworowymi. 
Swoją uwagę autorka skupiła na określe-
niu stopnia ekspresji białek i  ich lokali-
zacji w komórkach nowotworowych. Ro-
manucci (25) ekspresję Hsp90 stwierdzi-
ła we wszystkich badanych guzach (raki 
proste i złożone) i wykazała, że białka te 
wiążą się ze złą prognozą i biorą udział 
w karcynogenezie, podobnie jak białko 
Hsp27. Autorka na podstawie wyników, 
które uzyskała w badaniach, zasugerowa-
ła, że białka Hsp mogą odgrywać ważną 
rolę w procesie karcynogenezy. Dane lite-
raturowe świadczą, iż w komórkach raka 
sutka nadekspresja Hsp70 również wiąże 
się ze złą prognozą.

Z badań własnych wynika, że ekspre-
sja białek szoku cieplnego stwierdzana 
jest w  cytoplazmie i  w  jądrach komó-
rek nowotworowych. Najczęściej ekspre-
sję białek szoku cieplnego stwierdzano 

Ryc. 4. Gruczolakorak prosty, IHC, obraz komórek wykazujących ekspresję białka 
p53, pow. 40×

Ryc. 5. Gruczolakorak prosty, obraz ekspresji receptorów estrogenowych, IHC, 
pow. 100×
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w rakach złożonych i prostych gruczołu 
sutkowego u suk (ryc. 6, 7). Bardzo rzadko 
ekspresja tych białek występowała w ra-
kach litych.

Cyklooksygenaza-2 – marker 
nowotworów gruczołu sutkowego u suk

W medycynie ludzkiej stwierdzono eks-
presję COX-2  w  wielu nowotworach, 
głównie w raku gruczołowym jelita gru-
bego, niektórych rakach gruczołowych 
sutka, jak i w raku przewodowym in situ 
w  sutku. Ponadto ekspresję cyklooksy-
genazy‑2 stwierdzono w raku gruczoło-
wym płuc (26), raku płaskonabłonkowym 
i gruczołowym przełyku oraz w pierwot-
nym czerniaku złośliwym (27). Ostatnie 
lata przyniosły wiele nowych danych na 
ten temat także w onkologii weterynaryj-
nej. Stwierdzono ekspresję COX-2 u psów 
w  raku płaskonabłonkowym (28), raku 
pęcherza moczowego (29), raku nerki 
(30), gruczolakorakach jelita (31) i w raku 

gruczołu krokowego (32), w guzach ko-
mórek tucznych (33) oraz w nowotworach 
gruczołu sutkowego (34) (ryc. 8, 9). Bada-
nia ekspresji COX-1 i COX-2 prowadzo-
ne były także w rakach sutka na modelu 
zwierząt laboratoryjnych oraz w hodow-
lach komórkowych (35). Z tych ostatnich 
badań wynika, że ekspresję COX-2 wią-
że się ze złą prognozą.

Mimo licznych badań dotyczących eks-
presji COX-2 w nowotworach, nadal nie 
jest znany mechanizm działania tego en-
zymu. Z badań u ludzi wiadomo, że eks-
presja COX-2 wiąże się ze złą prognozą. 
Wysoka ekspresja COX-2 jest powszech-
na w nowotworach pochodzenia nabłon-
kowego i przypuszcza się, że może brać 
udział w karcynogenezie poprzez bloko-
wanie apoptozy i promowanie ekspresji 
antyapoptotycznego białka bcl-2. Ponad-
to COX-2 ma wpływ na angiogenezę no-
wotworową i ekspresję metaloproteinaz, 
przez co promuje wzrost raków sutka, 
a także ich inwazyjność. Dotychczasowe 

badania prowadzone w nowotworach gru-
czołu sutkowego suk wykazały ekspresję 
COX-2, lecz nie uzyskano odpowiedzi, co 
do związku tej ekspresji z innymi czynni-
kami uważanymi za markery prognostycz-
ne, jak aktywność proliferacyjna, stopień 
histologicznej złośliwości czy ekspresja re-
ceptorów estrogenowych.

Cyklooksygenaza-2 wydaje się niezwy-
kle interesująca z punktu widzenia nowe-
go markera w diagnostyce patomorfolo-
gicznej nowotworów u zwierząt towarzy-
szących człowiekowi. Dane literaturowe 
na temat cyklooksygenazy-2 i jej diagno-
stycznej wartości w  różnicowej ocenie 
histopatologicznej nowotworów u zwie-
rząt są skąpe.

Z  badań własnych wynika, że eks-
presja cyklooksygenazy-2 oceniana jest 
w cytoplazmie komórek nowotworowych 
gruczołu sutkowego suk. Ekspresję tego 
markera stwierdza się w  gruczolakach 
(ryc.  8), rakach litych, a  także w  rakach 
prostych (ryc. 9).

Ryc. 6. Gruczolakorak prosty, IHC, obraz komórek wykazujących ekspresję Hsp70, 
pow. 100×

Ryc. 8. Gruczolak, obraz komórek wykazujących ekspresję cyklooksygenazy-2, 
pow. 20×

Ryc. 7. Gruczolakorak złożony, IHC, obraz komórek wykazujących ekspresję Hsp70, 
pow. 40×

Ryc. 9. Gruczolakorak prosty, IHC, obraz komórek wykazujących ekspresję 
cykooksygenazy – 2, pow. 10×
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W ostatnich latach w medycynie we-
terynaryjnej w określeniu cech nowotwo-
rów wprowadza się badania molekularne 
w oparciu o technikę badania mikroma-
cierzy DNA, która umożliwia jednocze-
sną ocenę ekspresji wielu tysięcy genów, 
jednak mimo tego metody immunohisto-
chemiczne od wielu lat cieszą się dużym 
uznaniem wśród diagnostów medycz-
nych. W szczególności metody immuno-
histochemiczne znajdują szerokie zastoso-
wanie w diagnostyce patomorfologicznej. 
Metody immunohistochemiczne pozwa-
lają na ocenę ilościową zabarwionych ko-
mórek, ale również na ocenę intensyw-
ności reakcji i jej lokalizację w komórce. 
Metody immunohistochemiczne stano-
wią uzupełnienie dla rutynowej diagno-
styki histopatologicznej. Należy pamię-
tać, że oznaczanie markerów za pomocą 
metod immunohistochemicznych należy 
do jednych z ważniejszych metod w dia-
gnostyce nowotworów. Odkrywanie no-
wych markerów pozwala na doskonalsze 
metody diagnozowania nowotworów oraz 
stwarza podłoże do opracowywania no-
wych strategii leczenia.
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Zaburzenia w  rozrodzie i  choroby 
gruczołu mlekowego krów stano-

wią najpoważniejszy problem w hodow-
li tych zwierząt. We własnych badaniach 

narządów rozrodczych krów eliminowa-
nych z hodowli i kierowanych na ubój 
u większości wykazano obecność zmian 
chorobowych w tych narządach (1, 2, 3). 

Można podejrzewać, że stwierdzone w na-
rządach rozrodczych zmiany chorobo-
we były powodem niepłodności u bada-
nych krów.

W poprzednio opublikowanych pra-
cach (1, 2, 3, 4) szczegółowo opisano cha-
rakter zmian patologicznych występu-
jących w macicy i  jajnikach u badanych 
krów mlecznych, jak również możliwość 
przyżyciowego rozpoznawania tych zmian 
chorobowych. Najbardziej charaktery-
stycznym typem zmian patologicznych 
stwierdzanym w macicy tych krów była en-
dometrioza (adenomyosis). Ten typ zmian 

Zmiany w stężeniu inhibiny i estradiolu 
u krów z chorobami macicy i jajników
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