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Bezsporna kwestia zaréwno dla leka-
rzy weterynarii klinicystéw, jak i zaj-
mujacych sie naukowymi aspektami on-
kologii weterynaryjnej jest fakt, ze cho-
roba nowotworowa u matych zwierzat to
jedna z czestszych przyczyn wizyt w pla-
céwkach zajmujacych sig leczeniem pséw
i kotow. Lepsza opieka wiascicieli, dostep-
no$¢ komercyjnych karm idealnie dopaso-
wanych do potrzeb réznych grup zwierzat,
a takze fachowa i ogélnodostepna pomoc
lekarsko-weterynaryjna sprawia, ze mate
zwierzeta towarzyszace czlowiekowi cze-
$ciej dozywaja sedziwego wieku.

Biopsja cienkoiglowa aspiracyjna i nie-
aspiracyjna jest tania, szybka i wiarygod-
na technikq rozpoznawania nowotwo-
réow u zwierzat towarzyszacych, w wielu
przypadkach dajaca mozliwosci ustalenia
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precyzyjnego rozpoznania. Do nowotwo-
réow, w ktérych ta metoda diagnostycz-
na jest szczeg6lnie przydatna naleza guzy
skéry, zmiany zlokalizowane w obrebie
jamy ustnej, jamy nosowej, miesaki okra-
glokomorkowe bez wzgledu na lokali-
zacje, a w szczegblnosci chloniaki (1, 2).
W jednym z badan wykazano bardzo wy-
soka warto$¢ biopsji cienkoiglowej w roz-
poznawaniu guzkowatych zmian skéry
i tkanki podskérnej; zgodno$¢ miedzy wy-
nikami badania cytologicznego i histopa-
tologicznego w przypadku zmian wynio-
sta 90,9% (3). Niekiedy jednak, zwlaszcza
w przypadkach zmian niskozréznicowa-
nych, zastosowanie podstawowych bar-
wien cytochemicznych jest niewystarcza-
jace do postawienia rozpoznania. Wydaje
sie, ze w takich przypadkach zastosowanie

technik immunocytochemiczych byloby
szczegdlnie przydatne.

W przypadku cytologicznej oceny nie-
ktérych tkanek rutynowe badanie cytopa-
tologiczne moze nie by¢ satysfakcjonuja-
ce i niezbedne jest wprowadzanie nowych
technik barwienia, ktére pozwalaja usta-
li¢ lub sprecyzowac wstepne rozpoznanie.
Przyktadowo, badanie cytopatologiczne
bioptatéw, pobranych pod kontrola ultra-
sonografii, ze zmian ogniskowych obejmu-
jacych sledzione ps6w i kotéw pozwala na
ustalenie rozpoznania cytopatologicznego
w 61,3% przypadkéw, co moze wydawac sie
wynikiem niezadowalajacym (4).

Immunohistochemia (IHCH) jest tech-
nikg barwienl o szerokim zastosowaniu
w rozpoznawaniu choréb zwierzat i ludzi,
o szczeg6lnym znaczeniu w onkologii kli-
nicznej. Podstawg tej metody jest reakcja
wykrycia obecnego w tkance lub komoérce
antygenu dzieki zastosowaniu odpowiednio
dobranych przeciwcial. W pierwszej kolej-
noéci stosowane specyficzne przeciwciala
mono- lub poliklonalne wiaza sie swoiscie
z antygenami obecnymi w badanym mate-
riale (receptory, hormony, sktadniki struk-
tury komdrki itp.), a nastepnie te zwigzane
przeciwciala sg traktowane przeciwciatami
wtérnymi, oznakowanymi w taki sposéb,

Zycie Weterynaryjne * 2012 « 87(7)



zeby uwidoczni¢ miejsce reakcji antygen
— przeciwcialo (Ag-Ab). Najcze$ciej prze-
ciwciata wtérne sa oznaczone za pomo-
c3 enzym6w lub fluorochroméw. W tym
pierwszym przypadku dodanie do ukladu
substratu dla enzymu powoduje zaistnie-
nie reakcji, w efekcie ktérej w miejscu kon-
taktu przeciwciala z poszukiwanym anty-
genem pojawia sie barwny produkt moz-
liwy do zaobserwowania w mikroskopie
$wietlnym.

Barwienia immmunohistochemiczne
pozwalaja zidentyfikowaé rézne biatka zlo-
kalizowane w obrebie komérek zdrowych
i chorobowo zmienionych. W ten sposéb
mozna tez potwierdzi¢ wystepowanie pa-
togendw, ktérych obecno$¢ jest brana pod
uwage. Zaleta barwienia immunocytoche-
micznego jest to, ze, oprécz stwierdzenia
braku lub obecno$ci poszukiwanego anty-
genu, daje ona mozliwo$¢ oceny nasilenia
reakeji (ekspresja staba do silnej), a tym sa-
mym ilo$ci badanego antygenu, jej lokali-
zacji w obrebie badanej tkanki czy komoérki
(rye. 1). Barwienia immunohistochemiczne
W rozpoznawaniu nowotworow zwierzat
wykorzystuje sie najczesciej celem okre-
$lenia pochodzenia guza — histogenezy.
Zastosowanie odpowiednich przeciwcial
przeciwko filamentom po$rednim umoz-
liwia zakwalifikowanie danego rozrostu do
odpowiedniej grupy histogenetycznej, np.
komorki nabtonkowe wykazuja ekspresje
cytokeratyny, komorki mezenchymalne
charakteryzuja si¢ pozytywna reakcja na
wimentyne, komérki mie$niowe wykazu-
ja ekspresje desminy, miocyty gladkie tak-
ze aktyny mie$ni gladkich (smooth musc-
le action — SMA), a komoérki glejakow —
kwasne biatko gleju itp.

Badanie immunocytochemiczne

Zasada badania immunocytochemiczne-
go (ICCH) jest identyczna, jak badania

immunohistochemicznego, przy czym bar-
wienie prowadzi si¢ nie na skrawkach tka-
nek, ale na rozmazach komdrek pobranych
w toku réznych procedur, np. biopsji cien-
koiglowej, aspiracji ptynu. Preparaty cy-
tologiczne utrwala si¢ przez 5-10 minut
w zimnym acetonie (4°C) i poddaje pro-
cedurze barwienia lub przechowuje w za-
mrazarce (temp. —25°C). Zaleta badania
jest mala inwazyjno$¢ procedury pobiera-
nia materiatu oraz fakt, Ze wynik barwienia
moze by¢ uzyskany juz po kilku godzinach.
Barwieniu mozna tez poddac preparaty
wczeséniej zabarwione, co jest niezwykle
istotne w sytuacji, gdy dysponujemy mala
liczba rozmazdw, a obraz mikroskopowy
nie daje jednoznacznej odpowiedzi odno-
$nie do charakteru rozrostu. Autorzy z po-
wodzeniem wykorzystywali rozmazy osadu
komoérkowego z jam ciata barwione wcze-
$niej za pomoca barwnika Giemsy do oce-
ny ekspresji w komdrkach desminy i cyto-
keratyny (ryc. 2). Oceniano takze mozliwo$¢
wykrywania ekspresji receptoréw estroge-
nowych i progesteronowych w rozmazach
pobranych z guzéw gruczotu sutkowego,
ktére byly wczesniej zabarwione metoda
Papanicolau. Wyniki tych barwien poréw-
nano z barwieniem immunohistochemicz-
nym guzéw usunietych chirurgicznie, jed-
nak stwierdzono stosunkowo niska zgod-
no$¢ miedzy barwieniem ICCH i IHCH,
ktéra wynosita 50% dla receptoréw estro-
genowych i jedynie 29% dla receptoréw
progesteronowych (5).

Zastosowanie immunocytochemii
w onkologii weterynaryjnej

Ocena pochodzenia komorek

Najpowszechniejszym zastosowaniem
immunocytochemii w onkologii wetery-
naryjnej jest okreélenie histogenetycz-
nego pochodzenia komdrek w badanych
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The purpose of this paper was to describe the use
of immunocytochemistry in veterinary oncology. Cy-
topathology is important and useful method of pre-
surgical examination of the mass considered as ne-
oplastic. It is simple, cheap, of low invasiveness and
results are obtained quickly, however not in all cases
are unequivocal. Immunocytochemistry seems to be
method of choice in confirmation of presumable di-
agnosis of routine cytopathological examination in
veterinary oncology. Application of specific antibod-
ies that recognize expression of epithelial (cytokera-
tin) or mesenchymal (vimentin) cells’ markers allow
to diagnosis of epithelial or mesenchymal tumors
to be established. Additionally, other clinically im-
portant information can be obtained, for example
estrogen receptors status, surviving and P-glycopro-
tein expression within neoplastic cells and also im-
munophenotyping of canine lymphomas can be eas-
ily established by immunocytochemistry.

Keywords: cytopathology, immunocytochemistry,
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rozmazach. W obrazie cytologicznym
wiele komoérek wykazuje bardzo podob-
na morfologie, nawet wtedy, gdy ich hi-
stologiczne pochodzenie jest odmienne.
Szczegoblnie odnosi sie to do komérek no-
wotworowych, ktérych w wyniku zmian
genetycznych morfologia jest dodatko-
wo mniej typowa dla miejsca pochodze-
nia. W takiej sytuacji zastosowanie prze-
ciwcial wykrywajacych filamenty posred-
nie charakteryzujace poszczegélne typy

Ryc. 1. Rézne nasilenie brazowej barwy w komérkach gruczolakoraka

wskazuje na rézna ekspresje cytokeratyny w komérkach nowotworu. Barwienie
immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat przeciwko cytokeratynie;
powiekszenie 400 x
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Ryc. 2. Obraz cytopatologiczny gruczolakoraka gruczotu sutkowego z rozsiewem do jamy
klatki piersiowej u psa - rozpoznanie postawiono na podstawie barwienia rutynowego
preparatéw barwionych barwnikiem Giemsy. Preparaty zostaty odbarwione metanolem

i zabarwione immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat przeciwko
cytokeratynie; brazowa barwa Swiadczy o ekspresji tych filamentow posrednich, a tym
samym potwierdza nabtonkowe pochodzenie guza; powiekszenie 400 x
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Ryc. 3. Obraz cytopatologiczny gruczolakoraka gruczotu sutkowego z rozsiewem do jamy klatki piersiowej u psa
- widac silng ekspresje cytokeratyny (barwa brazowa). Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem

przeciwciat przeciwko cytokeratynie; powiekszenie 400 x

komorek daje jednoznaczna odpowiedz,
czy komérka wywodzi sie z nablonka, me-
zenchymy lub tkanki barwnikotwérczej lub
tez gdy wykazuje cechy zlosliwosci cytolo-
gicznej, czy jest komorka raka (ryc. 3), mie-
saka lub czerniaka.

Barwienie immunocytochemiczne bylo
z powodzeniem stosowane w rozpoznawa-
niu czerniakéw u pséw (6). W badaniach
oceniano mozliwo$¢ uzycia przeciwciala
przeciwko antygenowi Melan-A do wy-
krywania guzéw pozbawionych melaniny
(czerniakéw amelanotycznych), czyli tych,
ktdre sprawiaja najwieksze trudnosci dia-
gnostyczne (ryc. 415). W dodatku komérki
czerniaka moga przybiera¢ wyglad komé-
rek mezenchymalnych (miesakowych) lub
nablonkowych (rakowych), co moze utrud-
nia¢ réznicowanie tych nowotwordéw. Jak
wykazaly przeprowadzone badania, bar-
wienia immunohistochemiczne z zastoso-

waniem przeciwcial anty-Melan-A cechuje

sie wysoka specyficzno$cig w stosunku do
komoérek pochodzenia melanocytarnego,
w tym komorek czerniaka (6).

Rozrosty komérek miedzyblonka (me-
zotelium wyscielajace blony surowicze)
moga stanowi¢ wyzwanie diagnostyczne
z dwo6ch powodéw. Po pierwsze trudne
moze by¢ odréznienie niezlodliwych (od-
czynowych) rozrostéw tych komoérek i no-
wotworéw (miedzybloniakéw), a po drugie
powazne trudno$ci moze sprawi¢ odréznie-
nie rozsianego miedzybloniaka od rozsiane-
go do jamy surowiczej raka, a w szczegdlno-
$ci gruczolakoraka. W rozwiazywaniu tego
pierwszego problemu pomocne moze by¢
barwienie immunocytochemiczne wykry-
wajace ekspresje CD146 (jedna z czastek
adhezyjnych), ktéra zwieksza si¢ wraz ze
wzrostem zlosliwosci niektérych nowotwo-
réw ztosliwych u ludzi (czerniakéw, rakéw
prostaty czy jajnika). Wykazano, ze barwie-
nie rozmazoéw plynu, ktéry gromadzi sie

w przebiegu proceséw rozrostowych mie-
dzybtonka z zastosowaniem przeciwcial
anty CD146 umozliwia odréznianie komo-
rek ztosliwej mezoteliomy od miedzybton-
ka odczynowego (rozrostu nieztosliwego) ze
100% specyficznoscia (7). Pomocne w od-
réznianiu rozsianych do jam ciata gruczo-
lakorakéw od odczynowego miedzybton-
ka i miedzybtoniakéw jest ICCH z zastoso-
waniem przeciwcial przeciwko filamentom
posrednim cytokeratyny i wimentyny. Ko-
mérki guzéw nablonkowych (w tym rakéw
i gruczolakéw) niezmiennie wykazuja re-
akcje z cytokeratyna i nie powinny jej wy-
kazywac w stosunku do wimentyny. Z ko-
lei komérki miedzybtonka aktywowanego
oraz komorki miedzybloniakéw wykazuja
ekspresje zaréwno cytokeratyny, jak i wi-
mentyny. Sposréd innych przeciwcial, ktd-
re stosowano w celu identyfikacji komdrek
miedzybtoniaka nalezy wymienic tez: kalre-
tynine, antygen rakowo-zarodkowy, trom-
bomodulineg i biatko guza Wilmsa (Wilms
tumor protein-1;7, 8,9, 10, 11).

W przypadku naczyniakéw krwiono-
$nych migsakowych pomocne moze by¢
barwienie z zastosowaniem przeciwcial
przeciwko czynnikowi VIII (czynnik von
Willebranda), ktéry jest markerem komé-
rek $rédblonka naczyniowego. W biopta-
tach cienkoigtowych komérki naczynia-
komiesaka wykazuja czesto morfologie
atypowych komérek mezenchymalnych
(komérek miesaka), a ponadto moga by¢
bardzo nieliczne, co czyni rozpoznanie
cytologiczne trudnym (12). Odréznianie
HSA od miesakéw jest niezwykle istotne
z punktu widzenia klinicznego, bowiem ro-
kowanie, a takze proponowane schematy
postepowania sa w obu przypadkach inne.
Pomocne w takich przypadkach moga by¢
wlasnie barwienia z uzyciem przeciwcial
przeciwko czynnikowi VIII oraz antyge-
nom CD31 i CD34 (12, 13).

Nie do przecenienia dla lekarza planu-
jacego leczenie pacjenta z rozpoznanym

" -r{

Ryc. 4. Obraz cytopatologiczny niskozréznicowanego guza jamy ustnej u psa - silna
atypia jadrowa, bardzo wyrazne i duze jaderka komdrkowe sugerujg melanocytarne
pochodzenie rozrostu, chociaz brak ziaren melaniny nie pozwala na jednoznaczne
rozpoznanie czermiaka. Barwienie barwnikiem Giemsy; powiekszenie 400 x

Ryc. 5. Ten sam przypadek, co na ryc. 4 - barwienie immunocytochemiczne
zzastosowaniem przeciwciata anty-Melan-A pozwala wykazaé cytoplazmatyczng
ekspresje (barwa brazowa) tego antygenu swoistego dla komérek pochodzenia
melanocytarnego i tym samym potwierdza rozpoznanie czerniaka; powigkszenie 400 x
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zlosliwym guzem jest okreslenie stadium
zaawansowania choroby, a w szczegdlno-
$ci ocena wystepowania przerzutéow do
regionalnych wezléw chlonnych i narza-
déw odleglych. Badanie cytopatologiczne
wezta chlonnego regionalnego w stosun-
ku do rozpoznanego nowotworu jest pod-
stawowym badaniem w takich przypad-
kach i stosunkowo czesto (cho¢ nie zawsze
jest to mozliwe) pozwala ustali¢, czy we-
zel chlonny u danego pacjenta jest zajety
przez komérki nowotworowe czy nie (1).
Jednak w niektérych przypadkach liczba
komoérek nowotworowych w obrebie za-
jetego wezla jest niewielka, a ich wykry-
cie w preparatach barwionych metoda-
mi rutynowymi bardzo trudne lub wrecz
niemozliwe. Barwienie immunocytoche-
miczne rozmazéw pobranych z wezla, co
do ktérego istnieje prawdopodobienstwo,
ze jest on siedliskiem nielicznych komdrek
nowotworowych (niepowiekszony makro-
skopowo wezel w sasiedztwie guza o wy-
sokiej sklonnoéci do dawania przerzutéw)
pozwala na wykrycie nawet pojedynczych
komorek guza posréd licznych komorek
utkania limfatycznego wezla (ryc. 6). Z do-
$wiadczen wlasnych wynika, ze do guzdéw,
w ktérych ICCH wydaje sie najbardziej
przydatna w kwestii wykrywania komé-
rek nowotworowych w wezlach chfonnych
sq raki (ekspresja cytokeratyny) i czerniaki
(ekspresja antygenu Melan-A).

Ocena komérek tkanki hemolimfatycznej

Okreslenie wystepowania okreslonych cza-
stek réznicowania (clusters differentation
— CD) na komoérkach uktadu hemolimfa-
tycznego pozwala nie tylko na stwierdze-
nie, jaki typ czy podtyp komérek jest obec-
ny w preparacie cytologicznym (immuno-
fenotypowanie), ale takze pozwala ustali¢
stadium zréznicowania komorek. Jak wy-
kazaly przeprowadzone badania, istnieje
$cista korelacja pomiedzy oceng immuno-
fenotypu komorek chloniaka u pséw okre-
$lanego za pomoca badania immunocyto-
chemicznego i immunohistochemicznego
(2, 14, 15). Barwienia immunocytoche-
miczne to doskonata i czuta metoda oceny
immunofenotypu komoérek chtoniaka za-
réwno u ludzi, jak i u zwierzat. Dodatko-
wo metode te mozna stosowaé do odréz-
niania guzéw pochodzenia limfocytarne-
go od innych guzéw (szczegdlnie migesakéw
okraglokomérkowych — niskozréznicowa-
nych guzéw z komoérek tucznych, guzéw
histiocytarnych, a takze niektérych czer-
niakéw amelanotycznych i rakéw). Immu-
nofenotypowania komérek chloniaka moz-
na dokona¢ w oparciu o badanie immuno-
cytochemiczne aspiratéw cienkoiglowych
(ryc. 7), jak réwniez droga cytometrii prze-
plywowej. Jak wykazaly badania, pierw-
sza metoda ma przewage nad badaniem
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Ryc. 6. Obraz cytopatologiczny przerzutu raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej do wezta chtonnego
zuchwowego u psa. Posrad limfocytéw wezta chtonnego (jasnofioletowe struktury) widoczna jedna komérka
wykazujgca ekspresje cytokeratyny (brgzowa barwa cytoplazmy), co daje podstawe do rozpoznania zajecia
wezta chtonnego przez raka. Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat przeciwko
cytokeratynie; powigkszenie 200 x

&
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Ryc. 7. Obraz cytopatologiczny chtoniaka z matych limfocytow T u psa. Ekspresja antygenu CD3 (barwa brazowa)
w praktycznie wszystkich widocznych komérkach rozmazu wskazuje na immunofenotyp T rozrostu. Barwienie
immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciat przeciwko antygenowi CD3; powigkszenie 200 x

cytometrycznym, poniewaz pozwala do-
konac¢ analizy w oparciu o mniejsza préobke
komorek, co wydaje sie szczegélnie atrak-
cyjne, w przypadkach gdy wezly chlonne
u pacjenta z chloniakiem ulegaja martwi-
cy, co jest do$¢ czestym zjawiskiem (16).
Podstawowe markery limfocytéw Bi T
(odpowiednio CD 79a i CD3) pozwalaja na
okreslenie pochodzenie chloniaka, a odpo-
wiedni ich zestaw (dodatkowo CD8, CD4,
CD21 itd.) daje mozliwo$¢ ustalenia immu-
nofenotypu komérek guza, co moze by¢
i zazwyczaj jest istotne w prognozowaniu
przebiegu choroby i reakeji na leczenie (2,
16, 17 18). Barwieniu mozna poddac kla-
syczne rozmazy cytologiczne pobranego

droga biopsji cienkoiglowej, zageszczone
wirowaniem zawiesiny komdrkowej (tzw.
cytospiny); preparaty mozna tez poddaé
barwieniu w automatycznych aparatach do
barwienia (2, 18). Powszechnie stosowana
metoda oceny immunofenotypu komérek
limfocytarnych jest analiza za pomoca cy-
stometrii przeptywowej, kiedy material do
badari mozna pobiera¢ z krwi obwodowej,
jak i droga aspiracji powiekszonych weztéw
chlonnych (17, 19, 20). Ocena immunofe-
notypu w przypadku przewleklej biatacz-
ki limfocytarnej jest istotnym czynnikiem
rokowniczym i, co interesujace, przepro-
wadzone badania wskazaly, ze psy z bia-
faczka z komoérek T maja wigksza szanse
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na dlugoterminowe okresy przezycia niz
pacjenci z biataczka B komérkowa (21).

Do nowotwordw, ktérych rozpoznanie
wymaga najczesciej zastosowania dodat-
kowych metod réznicowania nalezg roz-
rosty z histiocytéow i komoérek histiocy-
topodobnych. Zastosowanie przeciwcial
skierowanych przeciwko podjednostkom
czastek adhezyjnych typowych dla mo-
nocytéw-histiocytéw, np. CD11d, CD18,
CD163, CD204, a takze lizozymu i czastek
MHC Klasy II, pozwala potwierdzi¢ pocho-
dzenie komorek, np. w niskozréznicowa-
nym miesaku histiocytarnym czy histio-
cytozie odczynowej (22, 23, 24, 25). W li-
teraturze opisano zastosowanie barwienia
immunocytochemicznego cytospinéw ply-
nu mézgowo-rdzeniowego u pséw z mie-
sakiem histiocytarnym zlokalizowanym
w obrebie osrodkowego ukladu nerwowe-
go (26). Wedlug opinii autoréw takie bar-
wienie dalo jedyna mozliwo$¢ rozpozna-
nia tego trudnego diagnostycznie rozrostu
w trakcie badan przedoperacyjnych, mimo
jego wyjatkowo ,niekorzystnej” lokalizacji.
Plyn mézgowo-rdzeniowy po pobraniu zo-
stal poddany wirowaniu, a barwieniu pod-
dano rozmazy z osadu komérkowego. Roz-
mazy zabarwiono zestawem przeciwcial
monoklonalnych: CD1¢, CD11b, CDl1lc,
CD11d, CD3, CD18, CD79 alfa, wimen-
tynie i pancytokeratynie. Komérki nowo-
tworowe wykazywaly silna ekspresje an-
tygenu CD1c, CD11c, CD18 i wimenty-
ny, jednoczes$nie nie wykazywaly ekspresji
markeréw typowych dla limfocytéw (CD3,
CD79 alfa), czy komérek pochodzenia na-
blonkowego (26), co dato podstawe do roz-
poznania zlosliwego rozrostu pochodze-
nia histiocytarnego (rozsianego miesaka
histiocytarnego).

Niekiedy problemem diagnostycznym
moze by¢ odréznianie niskozréznicowa-
nych guzéw z komérek tucznych od mie-
sakow okragtokomoérkowych, rozrostéw
histiocytarnych, a nawet niektérych chto-
niakéw. W badaniach immunohistoche-
micznych przeprowadzonych na 48 przy-
padkach guzéw z komérek tucznych, o réz-
nym stopniu zloéliwos$ci rozpoznanych
u pséw, wykazano wysoka przydatnosé
przeciwcial monoklonalnych (klon O10)
reagujacych z antygenem CD1a jako mar-
kera komérek tucznych u pséw, bez wzgle-
du na stopien ztosliwosci komérek guza
(27). Autorzy uzywali przeciwcial swo-
istych dla komérek ludzkich i, co ciekawe,
o ile u ludzi antygen CD1a jest markerem
komérek Langerhansa w przypadku skér-
nej histiocytozy, o tyle u pséw swoiscie wy-
barwia komdrki tuczne i jednocze$nie nie
reaguje z komoérkami dendrytycznymi, hi-
stiocytami, komérkami plazmatycznymi,
komoérkami czerniakéw amelanotycznych
i limfocytami (27).

Ocena proliferacji komorek

Intensywno$¢ proliferacji komérek
nowotworowych jest w wielu przypad-
kach istotnym wyznacznikiem zlo$liwo$ci
guza, na podstawie ktérego mozna okre-
$la¢ rokowanie. Dobrym przykladem jest
tu guz z komérek tucznych, w ktérych
ocena odsetka komoérek bedacych w cy-
klu podzialowym oznaczonych za pomo-
ca przeciwcial MIB-1, wykrywajacych an-
tygen Ki67 (antygen jader komoérek dzie-
lacych sig; ryc. 8) koreluje z rokowaniem.
Odsetek komérek Ki67 dodatnich ozna-
czony immunochemicznie w mastocy-
tomach o réznym stopniu zlosliwosci

Ryc. 8. Obraz cytopatologiczny chtoniaka z duzych limfocytéw u psa. Widoczna ekspresja antygenu Ki67 (barwa
brazowa) w obrebie jader komdrkowych wiekszosci komérek wskazuje na wysoki potencjat proliferacyjny, a tym
samym wysoki stopien ztosliwo$ci rozrostu. Barwienie immunocytochemiczne z zastosowaniem przeciwciata
MIB-1; powigkszenie 400 x

histologicznej usunietych chirurgicznie
koreluje ze stopniem zlosliwosci histo-
logicznej i pozwala przewidzie¢ dlugo-
okresowe wyniki leczenia (28). Dodatko-
wo, badanie wykazalo, ze odsetek komo-
rek Ki67 dodatnich byt znaczaco wyzszy
u pséw, ktore padly z powodu mastocy-
tomy, niz u tych, u ktérych zabieg chirur-
giczny skutkowal wyleczeniem ($mier¢
zwierzat nie byla zwiazana z nowotwo-
rem; 28).

Ocena proliferacji komérkowej w pre-
paratach cytologicznych, mierzona za po-
moca barwienia z uzyciem przeciwciala
MIB-1, byla takze z powodzeniem stoso-
wana do cytologicznej oceny choréb wa-
troby. Odsetek komérek Ki67 dodatnich
w prébkach pobranych z nowotworéw wa-
troby we wszystkich przebadanych przy-
padkach byt wigkszy niz 50%. W prepara-
tach cytologicznych pobranych z watréb
objetych procesem nienowotworowym
komorki zazwyczaj nie wykazywaly do-
datniej reakcji lub tez reakcja byla obec-
na w niewielkim odsetku komorek (29).
Autorzy tego badania konkluduja, ze po-
taczenie rutynowej cytologii z badaniem
immunocytochemicznym bioptatéw wa-
troby pozwala na zdecydowana poprawe
skutecznosci rozpoznawania nowotwo-
réw zlosliwych tego narzadu, przy zmini-
malizowanej inwazyjnos$ci postepowania
diagnostycznego (29). Podobne wnioski
plyna z innych badan, w ktérym przed-
miotem byly nowotwory gruczotu sutko-
wego u suk, a wigc guzy niezwykle roz-
powszechnione u pséw. Tradycyjna cy-
topatologiczna diagnostyka guzéw sutka
u zwierzat rzadko umozliwia przedope-
racyjne odréznienie zmian o charakterze
niezlosliwym od gruczolakorakéw i bywa
wyzwaniem nawet dla do§wiadczonego
cytopatologa. Podobnie jak w przypad-
ku badan immunohistochemicznych oce-
na nasilenia proliferacji komérek w pre-
paratach cytologicznych, okre$lajaca eks-
presje antygenu Ki67, w duzym stopniu
koreluje z charakterem rozrostu, a tak-
ze rokowaniem (30). Przeprowadzone
badania wykazaly istotna statystycznie
réznice w wartosci indekséw prolifera-
cyjnych mierzonych za pomoca barwie-
nia Ki67 pomiedzy guzami niezlodliwy-
mi i zlo§liwymi. Dodatkowo wykazano
tez, ze w przypadkach o najwyzszych in-
deksach proliferacyjnych czesciej obser-
wowano przerzuty, czesciej Smier¢ zwie-
rzat byla wynikiem nowotworu, a tak-
ze obserwowano krétsza dlugos¢ okresu
przezycia (30).

Inne zastosowania immunocytochemii
Immunocytochemiczna ocena wyste-
powania receptoréw estrogenowych

w komorkach rozrostéw moze znalezé
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zastosowanie w okreslaniu rokowania
oraz potencjalnej odpowiedzi na leczenie
z uzyciem antyestrogenéw. Liczne bada-
nia prowadzone nad guzami sutka u suk
wykazaly zalezno$¢ miedzy jadrowa eks-
presja receptoréw dla estrogendéw a stop-
niem zlo$liwo$ci nowotworu (31). Ekspre-
sja receptoréw estrogenowych — o (ER-a)
byla istotnie nizsza w guzach ztoéliwych
w poréwnaniu do zmian nieztosliwych,
a takze w zmianach z wigkszym nasile-
niem proliferacji komérek (tym samym
bardziej agresywnym charakterem no-
wotworuy; 31). Ekspresja ER-a byla tak-
ze nizsza w przypadku gruczolakorakéw,
w przebiegu ktérych doszto do powsta-
nia przerzutéw do regionalnych wezléw
chlonnych lub/i rozwinely sie przerzu-
ty, w poréwnaniu do tych guzéw zlosli-
wych, w ktérych zajecia wezléw chlon-
nych lub/i przerzutéw nie obserwowano
(31). Oceny ekspresji receptoréw estroge-
nowych, ale tez i progesteronowych moz-
na prébowac dokona¢ na podstawie bar-
wienia immunocytochemicznego w roz-
mazach uprzednio zabarwionych innymi
metodami, jak np. metoda Papanicolau,
czy barwnikiem Giemsy (5).

Potencjalne korzysci dla pacjentow
z rozpoznanym nowotworem, u ktérych
rozwaza si¢ chemioterapie, moze przynie$¢
immunocytochemiczna ocena wystepowa-
nia glikoproteiny P (P-gp), ktdra jest wia-
zana z wystepowaniem opornosci wielo-
lekowej komoérek nowotworowych. P-gp
jest pompa zlokalizowana w blonie komér-
kowej, ktéra odpowiada za wypompowy-
wanie z komérki réznych ksenobiotykéw,
w tym lekéw stosowanych w chemioterapii,
co skutkuje opornoscia. Obecno$¢ gliko-
proteiny P wykazano w wielu zlosliwych
guzach nowotworowych u pséw (guzy gru-
czolu sutkowego, chloniak) i kotéw (w tym
guzéw gruczotu sutkowego, chloniakach,
guzach z komorek tucznych, rakach pta-
skonabtonkowych; 32, 33, 34).

Bialkiem, ktére poprzez hamowanie
apoptozy odgrywa istotna role w procesach
proliferacji i przezycia komoérek oraz czesto
ulega ekspresji w komoérkach nowotworo-
wych jest surwiwina. Badania immunobhi-
stochemiczne wykazaly jej stosunkowo wy-
soka aktywno$¢ nie tylko w prawidlowych
proliferujacych tkankach, ale takze w roz-
rostach zlosliwych, miedzy innymi w chlo-
niakach (35). Taka ekspresje wykryto w co
najmniej 5% komorek badanych chtonia-
kéw, niezaleznie od podtypu rozrostu. Co
wiecej, w badaniach immunocytochemicz-
nych wykazano, ze wysoka ekspresja sur-
wiwiny w komoérkach chloniakéw moze
by¢ traktowana jako marker wczesnego
nawrotu choroby po leczeniu chemiote-
rapeutycznym (36).

Maloinwazyjne metody pobierania ma-
teriatu, stosunkowo niski koszt i krétki
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czas oczekiwania na wyniki takiego bada-
nia sprawiaja, ze barwienie immunocy-
tochemiczne rozmazéw cytologicznych
wydaje si¢ doskonatla alternatywna dla
przedoperacyjnego badania histopatolo-
gicznego. Jak przedstawiono powyzej, ta
metoda diagnostyczna nie tylko pozwala
na sprecyzowanie rozpoznania, ale takze
moze wnie$¢ wiele potencjalnie istotnych
informacji i to odno$nie do mozliwosci le-
czenia, jak i rokowania.
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