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Rozpoznawaniu chorób nowotworowych u zwierz¹t
po�wiêca siê nieco mniej uwagi ni¿ u ludzi, ale prowa-
dzone w tym zakresie badania s¹ ostatnio bardzo inten-
sywne. Zmusi³y do tego straty ekonomiczne, jakie po-
wstaj¹ z powodu chorób nowotworowych w hodow-
lach zwierz¹t oraz coraz wiêksze oczekiwania w³a�ci-
cieli dotycz¹ce nie tylko rozpoznania choroby, ale rów-
nie¿, w miarê mo¿liwo�ci, jej skutecznego leczenia.

Najwiêksze straty powoduj¹ choroby nowotworowe
drobiu i byd³a, np. enzootyczna bia³aczka byd³a podle-
gaj¹ca ustawowemu zwalczaniu. Natomiast w prakty-
ce lekarsko-weterynaryjnej w miastach problem doty-
czy g³ównie psów i kotów. Wydaje siê, ¿e wzrastaj¹ca
liczba stwierdzanych w�ród zwierz¹t nowotworów jest
zwi¹zana z jednej strony ze zwiêkszon¹ wykrywalno�-
ci¹ tych chorób, z drugiej za� � ze stale wzrastaj¹c¹
liczb¹ czynników karcinogennych w �rodowisku, na
przyk³ad herbicydów na bazie kwasu fenoksyoctowe-
go, na które s¹ nara¿eni zarówno ludzie, jak i zwierzêta
(8, 15).

U psów najczê�ciej wystêpuj¹cymi nowotworami
wywodz¹cymi siê z tkanki krwiotwórczej s¹ ch³oniaki.
Ch³oniak z³o�liwy (lymphoma malignum) oznacza roz-
rost nowotworowy z limfocytów, niezale¿nie od umiejs-
cowienia pierwotnego procesu nowotworowego (w wêz-
³ach ch³onnych, �ledzionie, grasicy, nieotorbionych
grudkach ch³onnych, a nawet tam, gdzie fizjologicznie
nie istniej¹ skupiska tkanki limfatycznej) oraz bez
wzglêdu na fenotyp komórek nowotworowych (limfo-
cyty B, T, podwójnie pozytywne B i T lub nie-B/nie-T)
(25, 39).

Liczba rocznie notowanych nowych przypadków ch³o-
niaków u psów w USA wynosi od 13 do 33/100 tys.
osobników (15, 21, 22, 31). Szacuje siê, ¿e ryzyko
wyst¹pienia ch³oniaka u psa poni¿ej jednego roku ¿y-
cia wynosi 1,5/100 tys., za� u 10-11-letniego � 84/100
tys. osobników (23). Najczê�ciej opisywane s¹ one
u psów w wieku �rednim, 6-9 lat (1, 4, 15, 22). Nie
obserwuje siê natomiast zwi¹zku czêsto�ci zachorowa-
nia z p³ci¹ (10, 30). Niektóre rasy psów, takie jak: bok-
sery, bassety, bernardyny, szkockie teriery, airdale te-
riery, buldogi angielskie, dogi niemieckie i dobermany,
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z³ote retrievery, chow-chow s¹ szczególnie predyspo-
nowane do zachorowania na ch³oniaka (9, 24, 31).
Ononis (25) stwierdzi³ zwiêkszon¹ zachorowalno�æ
w pewnych liniach ras: rottweiler, bullmastiff i otter-
hond. U jamników, cocker spanieli i szpiców pomor-
skich choroba spotykana jest do�æ rzadko (9, 24, 30,
31).

Klasyfikacja ch³oniaków dokonywana jest na pod-
stawie oceny ekspresji cz¹steczek ró¿nicowania limfo-
cytów. Do okre�lenia fenotypu limfocytów stosowane
s¹ dwie uzupe³niaj¹ce siê metody: immunohistoche-
miczna i cytometryczna (2, 11, 16). Podstawowym ba-
daniem jest okre�lenie, z jakich limfocytów B czy T
wywodzi siê ch³oniak. Wiêkszo�æ wystêpuj¹cych ch³o-
niaków, zarówno u ludzi, jak i u psów to B komórkowe
(18, 26). U psów odsetek ch³oniaków z limfocytów T
waha siê od 10% do 38% i stwierdzenie takiego fenotypu
wi¹¿e siê z niekorzystnym rokowaniem (5, 29, 30, 31).

Rozpoznawanie ch³oniaka opiera siê na badaniu kli-
nicznym oraz badaniach dodatkowych: radiologicznym,
laboratoryjnym krwi obwodowej oraz diagnostyce his-
topatologicznej. Zwykle podstawê rozpoznania stano-
wi ocena materia³u uzyskanego z powiêkszonych wêz-
³ów drog¹ biopsji aspiracyjnej cienokoig³owej (BAC)
lub metod¹ chirurgiczn¹ (29, 34). W medycynie rozpo-
znawanie nowotworów uk³adu limfatycznego opiera siê
na badaniu histopatologicznym wêz³a ch³onnego pobra-
nego obiema metodami (11). W weterynarii bardzo czê-
sto stosuje siê jedynie BAC (5, 14, 35). W przypadku
uogólnionego powiêkszenia wêz³ów ch³onnych BAC
powinna byæ wykonywana przynajmniej z dwóch ró¿-
nych wêz³ów ch³onnych powierzchownych, z wyklu-
czeniem, o ile jest to mo¿liwe, wêz³ów ch³onnych zbie-
raj¹cych ch³onkê z jamy ustnej, w których stwierdza
siê czêsto cechy rozrostu odczynowego (6, 7). Je¿eli
powiêkszony jest tylko jeden wêze³ ch³onny, to sposób
pobrania materia³u powinien zapewniaæ uzyskanie ma-
teria³u do badania histopatologicznego reprezentatyw-
nego dla ca³ego narz¹du. W tym celu nale¿y podczas
BAC dokonaæ kilku aspiracji materia³u z ró¿nych kie-
runków i g³êboko�ci wêz³a ch³onnego (6).

W wiêkszo�ci przypadków badanie cytologiczne po-
zwala na odró¿nienie zapalenia wêz³ów ch³onnych
od rozrostu odczynowego i rozrostu nowotworowego,
a tak¿e przyspiesza rozpoznanie nowotworów z towa-
rzysz¹cymi naciekami w wêz³ach (6, 7). Jednak we
wczesnych stadiach rozwoju ch³oniaka lub wspó³istnie-
niu ch³oniaka z rozrostem odczynowym albo zajêciu
wêz³a ch³onnego przez nowotwór postawienie rozpo-
znania tylko w oparciu o ocenê materia³u pochodz¹ce-
go z BAC jest utrudnione lub niemo¿liwe (29, 35).
Autorzy opracowañ podkre�laj¹, ¿e chocia¿ ocena cy-
tologiczna materia³u pobranego metod¹ BAC mo¿e byæ
wystarczaj¹ca do postawienia rozpoznania, to w ka¿-
dym przypadku stwierdzenia ch³oniaka w materiale cy-
tologicznym powinna byæ równie¿ wykonana biopsja
chirurgiczna wêz³a ch³onnego (6, 11).

W ch³oniaku �ródpiersia dodatkowo pobierany jest
p³yn z jamy op³ucnej, a w ch³oniaku z naciekiem guza
do o�rodkowego uk³adu nerwowego pomocne jest ba-

danie p³ynu mózgowo-rdzeniowego. Po odwirowaniu
materia³ poddawany jest badaniu cytopatologicznemu,
a dopiero stwierdzenie komórek ch³oniaka potwierdza
rozpoznanie (13).

Podstawowym badaniem pozwalaj¹cym na postawie-
nie wstêpnego rozpoznania jest ocena morfologiczna
guza na podstawie preparatów barwionych hematoksy-
lina-eozyna. Jednak ze wzglêdu na du¿e podobieñstwo
miêdzy komórkami ró¿nych typów ch³oniaka, w me-
dycynie oraz coraz czê�ciej w weterynarii niezast¹pio-
nym badaniem jest okre�lenie fenotypu komórek no-
wotworu przy pomocy przeciwcia³ monoklonalnych.
Aktualnie liczba przeciwcia³ swoistych dla psów lub
wykazuj¹cych wi¹zania krzy¿owe z limfocytami psa jest
jednak niewielka, zw³aszcza w porównaniu z zestawa-
mi przeciwcia³ monoklonalnych stosowanych u ludzi
(4, 15, 27). W dostêpnej literaturze weterynaryjnej nie-
wiele jest informacji na temat badañ cytometrycznych
w diagnostyce ch³oniaków, a tak¿e brak jest powi¹za-
nia wyników badañ immunohistochemicznych z cyto-
metrycznymi, co powoduje, ¿e wyniki badania immu-
nofenotypu limfocytów z wêz³ów ch³onnych u psów s¹
trudne do interpretacji (2, 11, 37-39).

Celem pracy by³o okre�lenie przydatno�ci metody
cytometrii przep³ywowej w rozpoznawaniu ch³oniaków
u psów z materia³u uzyskanego z wêz³ów ch³onnych
w wyniku biopsji chirurgicznej.

Materia³ i metody
Materia³em do badañ by³y pobrane chirurgicznie wêz³y

ch³onne od trzydziestu trzech chorych psów. W trzydziestu
przypadkach pobrano wêz³y ch³onne podkolanowe, w dwóch
wêz³y ch³onne pachowe i w jednym przed³opatkowe. Mate-
ria³em kontrolnym by³y wêz³y ch³onne pobrane od czterech
psów zdrowych.

Pobrania wêz³ów ch³onnych dokonywano w znieczuleniu
ogólnym, do którego kwalifikowano pacjentów na podstawie
wyników wykonanych wcze�niej badañ: morfologicznych
krwi i biochemicznych surowicy oraz badañ obrazowych.
Zwierzêta przygotowywano wg standardowego schematu, jak
do zabiegu chirurgicznego. Farmakologiczne uspokojenie
psów uzyskano podaj¹c: medetodyminê (Domitor � Orion,
Pfizer) w dawce 10-40 µg/kg masy cia³a domiê�niowo, bu-
torfanol (Butomidor � Richter Farma) w dawce 20-40 µg/kg
masy cia³a domiê�niowo. Tiopental (Thiopental � Sandoz)
w dawce 5 mg/kg masy cia³a do¿ylnie powodowa³ indukcjê
znieczulenia. Do podtrzymania znieczulenia ogólnego u¿y-
wano izofluranu (Izofluran � Baxter) w stê¿eniu gazu 2-5%
podawanego w mieszance z tlenem wziewnie. Pobierano ca³y
wêze³ ch³onny wraz z torebk¹ i umieszczano w PBS. Ranê
pooperacyjn¹ zszywano dwoma piêtrami szwów � tkankê pod-
skórn¹ oraz naczynia krwiono�ne szyto nici¹ rozpuszczaln¹
monofilamentow¹ Vicryl 2-0, a skórê szwem prostym przery-
wanym z Amifilu 2-0. Po dziesiêciu dniach zdejmowano szwy.
Po zabiegu psy otrzymywa³y amoksycylinê o przed³u¿onym
dzia³aniu co 48 godzin trzykrotnie oraz mia³y za³o¿ony ko³-
nierz chroni¹cy ranê przed lizaniem. Ka¿dy pies po pobraniu
wêz³ów ch³onnych otrzymywa³ preparaty uszczelniaj¹ce na-
czynia krwiono�ne � rutynê oraz wyci¹g z kasztanowca.

Wêze³ ch³onny przygotowywano do badañ dziel¹c wzd³u¿
na po³owê. Jedn¹ czê�æ przekazywano do badania histopato-
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logicznego i immunohistochemicznego, a z dru-
giej po³owy usuwano resztki t³uszczu oraz to-
rebkê, rozdrabniano i przecierano na sitku z PBS.
Tak otrzyman¹ zawiesinê wirowano przez 5 mi-
nut przy 1200 obr./min. Powsta³y osad zawie-
szano w PBS i rozdzielano w ilo�ci 106 µl do
probówek cytometrycznych Falcon (USA) do
badañ komórkowych.

Do okre�lenia sk³adu ilo�ciowego populacji
i subpopulacji limfocytów na podstawie danych
z pi�miennictwa skompletowano zestaw prze-
ciwcia³ monoklonalnych przedstawiony w tab. 1.

Rozdzia³u leukocytów na populacje dokony-
wano zgodnie z ogólnie przyjêtymi zasadami na podstawie
cytogramów (forward scatter � FSC/side scatter � SSC) i zna-
kowanego fikoerytryn¹ (PE) kompleksu ró¿nicowania CD18
(19, 20, 39). Do znakowania limfocytów u¿yto przeciwcia³
monoklonalnych firmy VMRD Inc. Pullman (USA) i fluoro-
chromów: PE i fluoresceiny (FITC) skoniugowanych z prze-
ciwcia³ami poliklonalnymi: anti-Mouse IgG /H+L/ R-PE i anti-
Mouse IgG + IgM /H+L/ FITC. Ilo�æ przeciwcia³ i fluoro-
chromów ustalono we wstêpnym miareczkowaniu. Próbki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej bez
dostêpu �wiat³a. Nadmiar przeciwcia³ niezwi¹zanych wyp³u-
kiwano przy u¿yciu 2 ml PBS z 10% NaN

3
, 10 ml mM EDTA

i 2% surowic¹ koñsk¹ pozbawion¹ IgG, nastêpnie wirowano
przez 5 minut przy 1200 obr./min. Lizy erytrocytów dokony-
wano FACS-lysing solution (Becton-Dickinson). B³ony ery-
trocytarne oraz uwolnion¹ hemoglobinê wyp³ukiwano PBS,
a po odwirowaniu komórki zawieszano w PBS z 1% formali-
n¹. Odczytu wyników dokonywano przy u¿yciu cytometru
przep³ywowego FACS Calibur i programu Cell Quest (Bec-
ton-Dickinson). Wyniki analizy cytometrycznej przedstawio-
no w postaci odsetka limfocytów z wêz³ów ch³onnych wyka-
zuj¹cych ekspresjê CD5, CD21, CD4 i CD8. Analizê staty-
styczn¹ przeprowadzono przy pomocy programu Statistica 6.0.
W celu okre�lenia istotno�ci statystycznej ró¿nic miêdzy �red-
nimi warto�ciami poszczególnych parametrów stosowano test
Kruskala-Wallisa oraz test U Manna Whitneya. Istotno�æ sta-
tystyczn¹ wykazywano dla p £ 0,05.

Wyniki i omówienie
Przeprowadzone badania cytometryczne limfocytów

z wêz³ów ch³onnych pobranych metod¹ chirurgiczn¹
od psów z ch³oniakiem wieloogniskowym wykaza³y ni¿-
szy odsetek limfocytów pomocniczych CD4+ oraz wy¿-
szy odsetek limfocytów CD21-like+ w porównaniu do
zdrowych zwierz¹t (tab. 2).

Diagnostyk¹ cytometryczn¹ ch³oniaków u psów
w Polsce po raz pierwszy zajmowa³ siê Jagielski (17),
badaj¹c subpopulacje limfocytów krwi obwodowej.
W wyniku przeprowadzonych obserwacji stwierdzi³, i¿
odsetek limfocytów CD5+, CD4+ i CD8+ psów z ch³o-
niakami by³ istotnie ni¿szy, a odsetek limfocytów
CD21+ istotnie wy¿szy w porównaniu do psów zdro-
wych i psów leczonych lekami cytostatycznymi. W ba-
daniach w³asnych, w których materia³em by³y chirur-
gicznie pobrane wêz³y ch³onne od chorych psów, zaob-
serwowano statystycznie istotnie ni¿szy odsetek limfo-
cytów CD4+ psów z ch³oniakiem wieloogniskowym ni¿
u psów zdrowych oraz istotnie wy¿szy odsetek limfo-
cytów CD21+ u psów chorych ni¿ u psów zdrowych.

Ponadto stwierdzono ni¿szy odsetek limfocytów CD5+
i CD8+ u psów chorych ni¿ u zdrowych zwierz¹t. Wil-
kerson i wsp. (35) badali metod¹ cytometrii przep³y-
wowej materia³ uzyskany w wyniku BAC oraz biopsji
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Tab. 1. Przeciwcia³a monoklonalne (VMRD Inc. Pullman � USA) i fluoro-
chromy (Medac � Niemcy) do immunofenotypowania limfocytów z wêz³ów
ch³onnych psów z ch³oniakiem wieloogniskowym

Tab. 2. Odsetek subpopulacji limfocytów z wêz³ów ch³onnych
u psów zdrowych i z ch³oniakiem wieloogniskowym

Obja�nienia: * � ró¿nica statystycznie istotna, przy p £ 0,05 wobec
grupy psów zdrowych
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Ryc. 1. Przyk³adowy cytogram limfocytów CD8 + (PE) i CD4+
(FITC) z wêz³a ch³onnego psa zdrowego i psa z ch³oniakiem
wieloogniskowym
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tn¹cej od 59 psów. W wyniku przeprowadzonych ba-
dañ stwierdzili, ¿e ch³oniaki z limfocytów B (CD79á+
i CD21+) stanowi³y 30 przypadków, ch³oniaki z limfo-
cytów T (CD3+CD4+CD8+) rozpoznano u 16 psów,
za� ch³oniaki o podwójnym fenotypie B i T (CD79á+
CD21+CD3+CD4+CD8+) rozpoznali a¿ u 13 zwierz¹t.
W badaniach w³asnych stwierdzono wystêpowanie ch³o-
niaków z limfocytów B (CD79á+ i CD21+). W 73%
badanych przypadków oraz 27% ch³oniaków z limfo-
cytów T (CD3+CD4+CD8+). Clumsee i wsp. (1) bada-
li cytometrycznie materia³ z wêz³ów ch³onnych uzyska-
ny na drodze BAC od 30 psów i stwierdzili 20 ch³onia-
ków B komórkowych (CD79á+) i 10 ch³oniaków T ko-
mórkowych. Limfocyty ch³oniaków T wykazywa³y eks-
presjê CD4, a nie wykazywa³y ekspresji cz¹steczki CD8.
We wcze�niejszych badaniach Teske i wsp. (33), bada-
j¹c materia³ uzyskany metod¹ BAC, oceni³ 34 ch³onia-
ki jako T komórkowe: CD4+ w 9 przypadkach, za�
CD8+ w 8 przypadkach. W immunocytochemicznych
badaniach w³asnych otrzymano podobne wyniki, przy
czym materia³ uzyskano poprzez biopsjê chirurgiczn¹
wêz³ów ch³onnych. Stwierdzono 9 przypadków ch³o-
niaków wieloogniskowych z limfocytów T: w 5 przy-
padkach wykazano ekspresjê CD4, a w 4 przypadkach
wykazano ekspresjê CD8. W wyniku przeprowadzo-
nych badañ w³asnych potwierdzono wskazywan¹ w pi�-
miennictwie (29, 35) konieczno�æ uzyskiwania mate-
ria³u do badañ immunohistochemicznych i cytometrycz-
nych w drodze biopsji chirurgicznej. Materia³ otrzymy-
wany w wyniku biopsji chirurgicznej wêz³ów ch³on-
nych pozwala na rozpoznanie ch³oniaka we wczesnych
stadiach rozwoju, jak równie¿ przy wspó³istnieniu ch³o-
niaka z rozrostem odczynowym lub zajêciu przez no-
wotwór ca³ego wêz³a ch³onnego.

Przeprowadzone badania wykaza³y, ¿e cytometrycz-
ne fenotypowanie limfocytów z wêz³ów ch³onnych
psów z ch³oniakiem wieloogniskowym stanowi cenne
uzupe³nienie badañ immunohistochemicznych.
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