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Application of surgical biopsy of lymph nodes and flow cytometry
in diagnosing multicentric lymphomas in dogs

Summary

Lymphoma is one of the most common histological types of carcinoma of the bone marrow. The aim of the
study was to determine the usefulness of the flow cytometry in diagnosing lymphomas on the basis of the
material obtained from lymph nodes by the surgical biopsy in dogs. The material was lymph nodes obtained
by surgical biopsy from 33 dogs suffering from multicentric lymphoma. The control group consisted of
4 clinically healthy dogs. The material was submitted to the flow cytometry analysis using the monoclonal
antibodies and fluorochromes. The percentage of the CD4+ lymphocytes was lower in the affected animals
than in healthy ones. The percentage of CD21-like + lymphocytes was higher in the affected animals than
in healthy ones. The percentage of CD5+ and CD8+ was lower than in the healthy dogs. The research
demonstrated that determining the fenotype of lymphocytes from lymph nodes in the case of multicentric
lymphoma in dogs is an important addition to immunohistochemical methods.
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Rozpoznawaniu choréb nowotworowych u zwierzat
poswigca si¢ nieco mniej uwagi niz u ludzi, ale prowa-
dzone w tym zakresie badania sa ostatnio bardzo inten-
sywne. Zmusity do tego straty ekonomiczne, jakie po-
wstaja z powodu choréb nowotworowych w hodow-
lach zwierzat oraz coraz wigksze oczekiwania wlasci-
cieli dotyczace nie tylko rozpoznania choroby, ale row-
niez, w miar¢ mozliwosci, jej skutecznego leczenia.

Najwigksze straty powoduja choroby nowotworowe
drobiu i1 bydta, np. enzootyczna bialaczka bydta podle-
gajaca ustawowemu zwalczaniu. Natomiast w prakty-
ce lekarsko-weterynaryjnej w miastach problem doty-
czy gltéwnie psow 1 kotow. Wydaje sig, ze wzrastajaca
liczba stwierdzanych wérod zwierzat nowotworow jest
zwiazana z jednej strony ze zwigkszong wykrywalnos-
cig tych chordéb, z drugiej za$ — ze stale wzrastajaca
liczba czynnikow karcinogennych w $rodowisku, na
przyktad herbicydow na bazie kwasu fenoksyoctowe-
go, na ktore sa narazeni zaréwno ludzie, jak 1 zwierzeta
(8, 15).

*) Praca wykonana w ramach grantu KBN 3 P06K 02023.

U psOw najczeSciej] wystgpujacymi nowotworami
wywodzacymi si¢ z tkanki krwiotworczej sa chtoniaki.
Chtoniak ztos§liwy (lymphoma malignum) oznacza roz-
rost nowotworowy z limfocytow, niezaleznie od umiejs-
cowienia pierwotnego procesu NOwotworowego (W wez-
tach chlonnych, §ledzionie, grasicy, nieotorbionych
grudkach chtonnych, a nawet tam, gdzie fizjologicznie
nie istnieja skupiska tkanki limfatycznej) oraz bez
wzgledu na fenotyp komorek nowotworowych (limfo-
cyty B, T, podwdjnie pozytywne B 1 T lub nie-B/nie-T)
(25, 39).

Liczba rocznie notowanych nowych przypadkow chto-
niakow u pséw w USA wynosi od 13 do 33/100 tys.
osobnikow (15, 21, 22, 31). Szacuje sig, ze ryzyko
wystapienia chiomaka u psa ponizej jednego roku zy-
cia wynosi 1,5/100 tys., za$ u 10-11-letniego — 84/100
tys. osobnlkow (23). Najczesciej opisywane sg one
u psoOw w wieku $rednim, 6-9 lat (1, 4, 15, 22). Nie
obserwuje si¢ natomiast zwiazku czgstosci zachorowa-
nia z ptcia (10, 30). Niektore rasy psow, takie jak: bok-
sery, bassety, bernardyny, szkockie teriery, airdale te-
riery, buldogi angielskie, dogi niemieckie i dobermany,
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ztote retrievery, chow-chow sa szczego6lnie predyspo-
nowane do zachorowania na chloniaka (9, 24, 31).
Ononis (25) stwierdzil zwigkszona zachorowalnos¢
w pewnych liniach ras: rottweiler, bullmastiff i otter-
hond. U jamnikow, cocker spanieli i szpicow pomor-
skich choroba spotykana jest dos¢ rzadko (9, 24, 30,
31).

Klasyfikacja chloniakow dokonywana jest na pod-
stawie oceny ekspresji czasteczek réznicowania limfo-
cytow. Do okreslenia fenotypu limfocytéw stosowane
sa dwie uzupeiniajace si¢ metody: immunohistoche-
miczna i cytometryczna (2, 11, 16). Podstawowym ba-
daniem jest okreslenie, z jakich limfocytow B czy T
wywodzi si¢ chtoniak. Wigkszos¢ wystepujacych chio-
niakow, zaréwno u ludzi, jak i u pséw to B komérkowe
(18, 26). U pséw odsetek chtoniakow z limfocytow T
waha si¢ od 10% do 38% 1 stwierdzenie takiego fenotypu
wiaze si¢ z niekorzystnym rokowaniem (5, 29, 30, 31).

Rozpoznawanie chtoniaka opiera si¢ na badaniu kli-
nicznym oraz badaniach dodatkowych: radiologicznym,
laboratoryjnym krwi obwodowej oraz diagnostyce his-
topatologicznej. Zwykle podstawg rozpoznania stano-
wi ocena materiatu uzyskanego z powigkszonych wez-
tow droga biopsji aspiracyjnej cienokoigtowej (BAC)
lub metoda chirurgiczna (29, 34). W medycynie rozpo-
znawanie nowotworow uktadu limfatycznego opiera si¢
na badaniu histopatologicznym wezta chtonnego pobra-
nego obiema metodami (11). W weterynarii bardzo czg-
sto stosuje si¢ jedynie BAC (5, 14, 35). W przypadku
uogolnionego powigkszenia weztow chtonnych BAC
powinna by¢ wykonywana przynajmniej z dwoch roz-
nych wezlow chlonnych powierzchownych, z wyklu-
czeniem, o ile jest to mozliwe, weztdéw chlonnych zbie-
rajacych chtonkg z jamy ustnej, w ktorych stwierdza
si¢ czgsto cechy rozrostu odczynowego (6, 7). Jezeli
powigkszony jest tylko jeden we¢zet chtonny, to sposob
pobrania materiatu powinien zapewnia¢ uzyskanie ma-
terialu do badania histopatologicznego reprezentatyw-
nego dla catego narzadu. W tym celu nalezy podczas
BAC dokonac¢ kilku aspiracji materiatu z r6znych kie-
runkow i glebokosci wezta chtonnego (6).

W wigkszosci przypadkow badanie cytologiczne po-
zwala na odréznienie zapalenia w¢zléw chlonnych
od rozrostu odczynowego i rozrostu nowotworowego,
a takze przyspiesza rozpoznanie nowotworow z towa-
rzyszacymi naciekami w wezlach (6, 7). Jednak we
wczesnych stadiach rozwoju chioniaka lub wspoétistnie-
niu chtoniaka z rozrostem odczynowym albo zajgciu
wezla chtonnego przez nowotwor postawienie rozpo-
znania tylko w oparciu o oceng materiatu pochodzace-
go z BAC jest utrudnione lub niemozliwe (29, 35).
Autorzy opracowan podkreslaja, ze chociaz ocena cy-
tologiczna materiatu pobranego metoda BAC moze by¢
wystarczajaca do postawienia rozpoznania, to w kaz-
dym przypadku stwierdzenia chtoniaka w materiale cy-
tologicznym powinna by¢ rowniez wykonana biopsja
chirurgiczna wezta chtonnego (6, 11).

W chtoniaku $rédpiersia dodatkowo pobierany jest
ptyn z jamy oplucnej, a w chtoniaku z naciekiem guza
do osrodkowego uktadu nerwowego pomocne jest ba-
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danie ptynu mézgowo-rdzeniowego. Po odwirowaniu
material poddawany jest badaniu cytopatologicznemu,
a dopiero stwierdzenie komorek chtoniaka potwierdza
rozpoznanie (13).

Podstawowym badaniem pozwalajacym na postawie-
nie wstgpnego rozpoznania jest ocena morfologiczna
guza na podstawie preparatow barwionych hematoksy-
lina-eozyna. Jednak ze wzgledu na duze podobienstwo
migdzy komorkami réznych typéw chloniaka, w me-
dycynie oraz coraz czgsciej w weterynarii niezastapio-
nym badaniem jest okreslenie fenotypu komoérek no-
wotworu przy pomocy przeciwcial monoklonalnych.
Aktualnie liczba przeciwciat swoistych dla psow lub
wykazujacych wiazania krzyzowe z limfocytami psa jest
jednak niewielka, zwlaszcza w poréwnaniu z zestawa-
mi przeciwcial monoklonalnych stosowanych u ludzi
(4, 15,27). W dostgpnej literaturze weterynaryjnej nie-
wiele jest informacji na temat badan cytometrycznych
w diagnostyce chtoniakow, a takze brak jest powiaza-
nia wynikow badan immunohistochemicznych z cyto-
metrycznymi, co powoduje, ze wyniki badania immu-
nofenotypu limfocytow z weztow chtonnych u pséw sa
trudne do interpretacji (2, 11, 37-39).

Celem pracy byto okreslenie przydatnosci metody
cytometrii przeptywowej w rozpoznawaniu chtoniakéw
u psow z materialu uzyskanego z w¢ztow chlonnych
w wyniku biopsji chirurgiczne;.

Materiat i metody

Materiatem do badan byly pobrane chirurgicznie wezty
chtonne od trzydziestu trzech chorych pséw. W trzydziestu
przypadkach pobrano wegzly chtonne podkolanowe, w dwoch
wezty chlonne pachowe i w jednym przedtopatkowe. Mate-
riatlem kontrolnym byty wezly chtonne pobrane od czterech
psow zdrowych.

Pobrania weztéw chtonnych dokonywano w znieczuleniu
ogolnym, do ktorego kwalifikowano pacjentéw na podstawie
wynikow wykonanych wczesniej badan: morfologicznych
krwi i biochemicznych surowicy oraz badan obrazowych.
Zwierzeta przygotowywano wg standardowego schematu, jak
do zabiegu chirurgicznego. Farmakologiczne uspokojenie
psow uzyskano podajac: medetodyming (Domitor — Orion,
Pfizer) w dawce 10-40 pg/kg masy ciata domigsniowo, bu-
torfanol (Butomidor — Richter Farma) w dawce 20-40 pg/kg
masy ciala domig$niowo. Tiopental (Thiopental — Sandoz)
w dawce 5 mg/kg masy ciata dozylnie powodowat indukcje
znieczulenia. Do podtrzymania znieczulenia ogélnego uzy-
wano izofluranu (Izofluran — Baxter) w st¢zeniu gazu 2-5%
podawanego w mieszance z tlenem wziewnie. Pobierano caty
wezet chtonny wraz z torebka i umieszczano w PBS. Rang
pooperacyjna zszywano dwoma pigtrami szwow — tkanke pod-
skérna oraz naczynia krwiono$ne szyto nicig rozpuszczalna
monofilamentowa Vicryl 2-0, a skdr¢ szwem prostym przery-
wanym z Amifilu 2-0. Po dziesigciu dniach zdejmowano szwy.
Po zabiegu psy otrzymywaty amoksycyling o przedtuzonym
dziataniu co 48 godzin trzykrotnie oraz miaty zatoZzony kot-
nierz chroniacy rang przed lizaniem. Kazdy pies po pobraniu
weztow chtonnych otrzymywat preparaty uszczelniajace na-
czynia krwionos$ne — rutyng oraz wyciag z kasztanowca.

Wezet chtonny przygotowywano do badan dzielac wzdtuz
na polowe. Jedna czes$¢ przekazywano do badania histopato-
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logicznego i immunohistochemicznego, azdru- Tab. 1. Przeciwciala monoklonalne (VMRD Inc. Pullman — USA) i fluoro-

giej polowy usuwano resztki thuszczu oraz to-
rebke, rozdrabniano i przecierano na sitku z PBS.

chromy (Medac — Niemcy) do immunofenotypowania limfocytéw z wezlow

chlonnych pséw z chloniakiem wieloogniskowym

Tal: otrzyrlnza(;l (;j‘ Ziw/les.mqlzv 1r0\‘7[vano p rzez 5 ml— Czasteczka Przeciwciato lzotyp Koniugat przeciwciat poliklonalnych
nut przy obr./min. Powstaly osad zawie- | gnicowania | monoklonalne |  przeciweiala i fluorochroméw

szano w PBS i rozdzielano w iloéci 10° pl do .

probwek cytometryeznych Falcon (USA) do cD18 BAQ30A lgG1 Anti-Mouse IgG /H+L/ R-PE
badan komoérkowych. cD8 CADO46A lgG1 Anti-Mouse lgG /H+L/ R-PE

. Do okreél.e.n%a sktadu ilosciowego populacp cD4 DH29A lgM Anti-Mouse IgG + IgM /H+L/ FITC
i subpopulacji limfocytow na podstawie danych .

z piSmiennictwa skompletowano zestaw prze- CD5 DH13A lgM Anti-Mouse IgG + lgM /H+L/ FITC
ciwciat monoklonalnych przedstawiony w tab. 1. | ¢r-B1(CD21-like) FA6A lgG1 Anti-Mouse IgG /H+L/ R-PE

Rozdziatu leukocytow na populacje dokony-
wano zgodnie z ogolnie przyjetymi zasadami na podstawie
cytogramow (forward scatter — FSC/side scatter — SSC) 1 zna-
kowanego fikoerytryna (PE) kompleksu roznicowania CD18
(19, 20, 39). Do znakowania limfocytow uzyto przeciwciat
monoklonalnych firmy VMRD Inc. Pullman (USA) i fluoro-
chromow: PE i fluoresceiny (FITC) skoniugowanych z prze-
ciwciatami poliklonalnymi: anti-Mouse IgG /H+L/ R-PE i anti-
Mouse IgG + IgM /H+L/ FITC. 1loé¢ przeciwciat i fluoro-
chroméw ustalono we wstgpnym miareczkowaniu. Probki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej bez
dostgpu $wiatta. Nadmiar przeciwcial niezwiazanych wyptu-
kiwano przy uzyciu 2 ml PBS z 10% NaN,, 10 ml mM EDTA
1 2% surowica konska pozbawiong IgG, nastgpnie wirowano
przez 5 minut przy 1200 obr./min. Lizy erytrocytéw dokony-
wano FACS-lysing solution (Becton-Dickinson). Btony ery-
trocytarne oraz uwolniona hemoglobing wyptukiwano PBS,
a po odwirowaniu komorki zawieszano w PBS z 1% formali-
na. Odczytu wynikéw dokonywano przy uzyciu cytometru
przeptywowego FACS Calibur i programu Cell Quest (Bec-
ton-Dickinson). Wyniki analizy cytometrycznej przedstawio-
no w postaci odsetka limfocytow z weztow chtonnych wyka-
zujacych ekspresjg CD5, CD21, CD4 i CD8. Analizg staty-
styczna przeprowadzono przy pomocy programu Statistica 6.0.
W celu okreslenia istotno$ci statystycznej roznic migdzy Sred-
nimi warto$ciami poszczegdlnych parametréw stosowano test
Kruskala-Wallisa oraz test U Manna Whitneya. Istotnos$c¢ sta-
tystyczna wykazywano dla p < 0,05.

Wyniki i omdwienie

Przeprowadzone badania cytometryczne limfocytéw
z weztow chtonnych pobranych metoda chirurgiczna
od pséw z chtoniakiem wieloogniskowym wykazaly niz-
szy odsetek limfocytow pomocniczych CD4+ oraz wyz-
szy odsetek limfocytow CD21-like+ w poréwnaniu do
zdrowych zwierzat (tab. 2).

Diagnostyka cytometryczna chtoniakéw u psow
w Polsce po raz pierwszy zajmowat si¢ Jagielski (17),
badajac subpopulacje limfocytow krwi obwodowe;.
W wyniku przeprowadzonych obserwacji stwierdzit, iz
odsetek limfocytow CD5+, CD4+ i CD8+ psow z chio-
niakami byt istotnie nizszy, a odsetek limfocytow
CD21+ istotnie wyzszy w poréwnaniu do psow zdro-
wych 1 pséw leczonych lekami cytostatycznymi. W ba-
daniach wtasnych, w ktérych materialem by%y chirur-
gicznie pobrane wezty chtonne od chorych psow, zaob-
serwowano statystyczme istotnie nizszy odsetek limfo-
cytow CD4+ psow z chloniakiem wieloogniskowym niz
u pséw zdrowych oraz istotnie wyzszy odsetek limfo-
cytow CD21+ u psow chorych niz u psé6w zdrowych.

Tab. 2. Odsetek subpopulacji limfocytéw z wezlow chlonnych
u psow zdrowych i z chloniakiem wieloogniskowym

Odsetek kumﬂrel( z weztdw chtonnych
Limfocyty z weztow (x = SE)
chtonnych psy zdrowe, psy przed leczeniem,
n=4 n=237
CD5+ 53,70 = 1,47 50,23 + 2,34
CD4+ 46,01 = 2,57 38,07 = 3,14*
CD8+ 5,99 + 2,41 4,84 +2,79
CD4/CD8 4,14 + 1,76 5,78 £ 1,92
CD21like+ 39,08 = 1,47 45,17 = 2,87*

Objasnienia: * —roznica statystycznie istotna, przy p < 0,05 wobec
grupy psow zdrowych

- 2308072.005
=) File: 230807a.005
Quad Events % Gated
s uL 262 3.28
. UR 662 8.28
LL 3221 4026
LR 3855  48.19
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FITC

1008052.004
3 . File: 100805a.004

Quad Events % Gated

™~
2 uL 397 3.97
UR 178 1.78
LL 5478 54.78
LR 3947 39.47

1
FITC

Ryec. 1. Przykladowy cytogram limfocytéw CDS8 + (PE) i CD4+
(FITC) z wezla chlonnego psa zdrowego i psa z chloniakiem
wieloogniskowym

Ponadto stwierdzono nizszy odsetek limfocytow CD5+
1 CD8+ u psow chorych niz u zdrowych zwierzat. Wil-
kerson 1 wsp. (35) badali metoda cytometrii przepty-
wowej materiat uzyskany w wyniku BAC oraz biopsji



Medycyna Wet. 2009, 65 (5)

tnacej od 59 psow. W wyniku przeprowadzonych ba-
dan stwierdzili, ze chtoniaki z limfocytow B (CD79a+
1 CD21+) stanowity 30 przypadkow, chloniaki z limfo-
cytow T (CD3+CD4+CD8+) rozpoznano u 16 psow,
za$ chtoniaki o podwodjnym fenotypie B i T (CD79a+
CD21+CD3+CD4+CD8+) rozpoznali az u 13 zwierzat.
W badaniach wtasnych stwierdzono wystgpowanie chto-
niakéw z limfocytow B (CD79a+ i CD21+). W 73%
badanych przypadkow oraz 27% chloniakéw z limfo-
cytow T (CD3+CD4+CD8+). Clumsee i wsp. (1) bada-
li cytometrycznie materiat z we¢ztow chtonnych uzyska-
ny na drodze BAC od 30 psow 1 stwierdzili 20 chtonia-
kéw B komorkowych (CD79a+) 1 10 chtoniakow T ko-
moérkowych. Limfocyty chtoniakéw T wykazywaty eks-
presj¢ CD4, a nie wykazywaty ekspresji czasteczki CDS.
We wczesniejszych badaniach Teske i wsp. (33), bada-
jac materiat uzyskany metoda BAC, ocenit 34 chtonia-
ki jako T komoérkowe: CD4+ w 9 przypadkach, zas
CD8+ w 8 przypadkach. W immunocytochemicznych
badaniach wtasnych otrzymano podobne wyniki, przy
czym material uzyskano poprzez biopsj¢ chirurgiczna
weztow chtonnych. Stwierdzono 9 przypadkow chio-
niakéw wieloogniskowych z limfocytow T: w 5 przy-
padkach wykazano ekspresj¢ CD4, a w 4 przypadkach
wykazano ekspresje CD8. W wyniku przeprowadzo-
nych badan wtasnych potwierdzono wskazywana w pis-
miennictwie (29, 35) konieczno$¢ uzyskiwania mate-
riatu do badan immunohistochemicznych i cytometrycz-
nych w drodze biopsji chirurgicznej. Materiat otrzymy-
wany w wyniku biopsji chirurgicznej weztéw chion-
nych pozwala na rozpoznanie chtoniaka we wczesnych
stadiach rozwoju, jak rowniez przy wspotistnieniu chto-
niaka z rozrostem odczynowym lub zajgciu przez no-
wotwor catego wezta chlonnego.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze cytometrycz-
ne fenotypowanie limfocytow z weztow chionnych
psow z chloniakiem wieloogniskowym stanowi cenne
uzupetienie badan immunohistochemicznych.
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