STRESZCZENIE

Wzrost  zachorowalnosci i $miertelnogei powodowany  chorobami
nowotworowymi sprawia, ze badania nad nimi zajmuja jedno z pierwszoplanowych
miejsc we wspolczesnej patologii ludzi i zwierzat. U pséw i kotéw blisko 20% zejs¢
$miertelnych i eutanazji wykonywanych ze wzgledow lekarskich ma bezposredni
zwigzek z chorobg nowotworowa. Nowotwory gruczotu sutkowego u kotéw, pod
wzgledem czestosci Wystgpowania, zajmuja trzecie miejsce po nowotworach skory
i nowotworach ukladu krwiotworcezego. Nowotwory zlosliwe gruczoh sutkowego kotek
cechuje podobna budowa mikroskopowa i zblizony przebieg kliniczny do nowotworéw
piersi u ludzi, co w polaczeniu z krétszym okresem zycia zwierzat sprawia, ze sa one
wykorzystywane w badaniach poréwnawczych jako naturalny modele do$wiadczalne.
Uzyskane w tych badaniach wyniki mogg by¢ wykorzystywane zaréwno w medycynie
jak i weterynarii. Wsréd gléwnych czynnikéw zwigkszajacych ryzyko rozwoju
nowotworu gruczotu sutkowego u kotek wymienia si¢ brak sterylizacji wykonanej do
pierwszego roku zycia, dhugotrwale stosowanie lekéw blokujacych cykl rujowy, starszy
wiek, otylo$¢ oraz niezbilansowang, wysokokaloryczng diete. Od 80% do 90%
usuwanych chirurgicznie guzéw ma charakter Zosliwy skutkujac wysokim odsetkiem
przypadk6w wznowy i przerzutow. Implikuje to potrzebe stosowania chemioterapii
pooperacyjnej.  Wyniki przeprowadzonych badan klinicznych  wskazuja, ze
chemioterapia adjuwantowa, z zastsowaniem doksorubicyny i jej pochodnych,
zaliczanych do grupy antracyklin, wspomagajaca leczenie chirurgiczne moze wplywagé
korzystnie zaréwno na czas remisji choroby jak i czas catkowitego przezycia zwierzat.
Skiania to do poszukiwania wskaznikéw prognostycznych na podstawie, ktérych
mozliwe byloby okreslenie prawdopodobnego  przebiegu choroby po zabiegu
operacyjnym oraz wskaznikéw predykeyjnych umozliwiajgcych  okreslenie
przewidywanej odpowiedzi na leczenie 7 zastosowaniem lekéw Ccytostatycznych. Majac
na uwadze fakt, ze wigkszo$é lekéw cytostatycznych oddziatuje na komorki aktywnie
dzielgce sig, podstawowym wskaznikiem chemiowrazliwosci nowotworu jest okreslenie
frakcji komérek bedacych w aktywnym cyklu komérkowym. W badaniach
histopatologicznych przy ocenie nasilenia proliferacji komoérkowej w nowotworach
obok tradycyjnej metody polegajacej na liczeniu komorek wykazujacych figury

podzialu mitotycznego wykorzystuje si¢ ocene immunoekspresji biatek regulatorowych,
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ktérych poziom zmienia si¢. w zaleznosci od fazy cyklu komérkowego. Jednym
z najezgsciej oznaczanych jest antygen Ki-67. Innym i jak dotychczas sporadycznie
ocenianym W patologii nowotworéw u zwierzat markerem proliferacji jest
topoizomeraza Ilo., (Topo Ilo) bedaca jednoczesnie celem molekularnym dla lekow
przeciwnowotworowych z grupy jej inhibitoréw, do ktérych nalezy doksorubicyna.
Hamowanie funkcji Topo Ilo. przez doksorubicyne prowadzi do powstania licznych
wigzan wewnatrz nici DNA, ktére blokuja podstawowe procesy zyciowe — transkrypcje
i replikacje. Komorki z uszkodzonym DNA eliminowane S3 nastepnie na drodze
apoptozy. Wyniki badan odnoszace sie do nowotwordw piersi u kobiet wskazujag na
zwiazek pomiedzy nasileniem immunohistochemicznej ekspresjii  Topo Ila
w komoérkach nowotworowych, a wrazliwoscia na leki z grupy jej inhibitoréw. Badania
wlasne przeprowadzono w grupie 70 zlosliwych nablonkowych nowotworéw gruczotu
sutkowego pochodzacych od kotek poddanych zabiegowi mastektomii. Materiat
tkankowy utrwalano w 10% formalinie, a nastepnie przeprowadzono przez wzrastajace
stezenia roztwordw alkoholowych i ksylen do bloczkéw parafinowych. Wykonane na
mikrotomie saneczkowym  preparaty mikroskopowe  zabarwiono rutynowo
hematoksyling i eozyng, a w uzasadnionych przypadkach mucykarminem i metoda
p.a.S., a nastepnie oceniono wg klasyfikacji nowotworow gruczotu sutkowego kotéw
zuwzglednieniem  stopniowania  zlosliwosci histologicznej. Do oznaczen
immunohistochemicznych wykorzystano system detekcji  kompleksow antygen -
przeciwcialo oparty na drugorzedowych przeciweiatach potaczonych z biotyna
skierowanych  przeciwko stosowanym  mysim pierwotnym  przeciwciatom
monoklonalnym. Enzymem znaczacym miejsce reakcji byla peroksydaza chrzanowa
skoniugowana  ze streptawidyng, a chromogenem czterochlorowodorek-3.3°-
dwuaminobenzydyny, utleniany przez peroksydaze w obecnosci wody utlenione;.
W badaniach oznaczono, a nastepnie poréwnano immunohistochemiczng ekspresje
Topo Ila z ekspresja antygenu Ki-67 oraz liczbg komérek wykazujacych figury
podzialu mitotycznego w réznych typach histologicznych zdiagnozowanych
nowotwor6éw. Doboru wskaznikow proliferacji dokonano biorac pod uwage ich funkcje
W cyklu  komérkowym przy uwzglednieniu  mechanizméw  dzialania lekéw
cytostatycznych i zasad chemioterapii nowotworgw jak  réwniez  wyniki
przeprowadzonych dotychczas badan nad ich wartoscig prognostyczng. Dodatkowo
poddano ocenie zaleznogé badanych wskaznikdw proliferacji z ekspresja biatka E-

kadheryny odpowiedzialnej za adhezj¢ komérkowa oraz z innymi, uznanymi
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patomorfologicznymi wskaznikami prognostycznymi takimi jak wielkog¢ guza
pierwotnego (pT), obecnosé komérek nowotworowych w naczyniach i narzgdach
limfatycznych, a takze stopien zlosliwosci histologicznej. Uwzgledniono przy tym
mozliwos¢ wykorzystania objetych badaniami wskaznikéw proliferacji jako elementéw
prognozowania przebiegu choroby nowotworowej oraz kwalifikacji pacjentéw do
leczenia systemowego nowotwordw gruczotu sutkowego u kotek z zastosowaniem
antracyklin.

Uzyskane w przeprowadzonych badaniach, Opracowane statystycznie wyniki po
skonfrontowaniu z danymi literaturowymi potwierdzaja zasadnos¢, stosowania oceny
nasilenia proliferacji komérkowej w przypadku ztosliwych nowotworéw gruczotu
sutkowego kotek jako wskaznika prognostycznego. Wskaznikiem proliferacji
0 potencjalnie najwiekszej wartosci prognostycznej w przeprowadzonych badaniach
okazal si¢ indeks antygenu Ki-67, ktérego wartosci korelowaly istotnie dodatnio
z wartosciami indeksu ekspresji Topo Ilo oraz liczba komérek z figurami mitotycznymi,
oraz istotnie ujemnie z ekspresja E-kadheryny. Ponadto wykazano istotng statystycznie
zaleznos¢ tego wskaznika proliferacji z wielkoscia guza pT oraz inwazyjnoscia
komoérek nowotworu w stosunku do naczyn limfatycznych, a takze stopniowaniem
histologicznej ztosliwosci nowotworéw. Uzyskane wyniki odnoszace si¢ do ekspresji
Topo Ilo nie pozwalaja na uznanie tego oznaczenia za wskaznik prognostyczny,
Natomiast oznaczenie to moze stuzy¢ jako marker aktywnosci proliferacyjnej
W nowotworach gruczotu sutkowego kotek. Jednoczesnie, przez analogi¢ do wynikow
uzyskiwanych w nowotworach piersi u kobiet mozna przypuszczac, ze nowotwory
gruczotu sutkowego kotek wykazujace duza ekspresje Topo Ila powinny lepiej
reagowac na leczenie farmakologiczne 7 zastosowaniem lek6éw z grupy antracyklin niz
nowotwory o mafej ekspresji tego enzymu. Mozna zatem postawié hipoteze, ze
immunohistochemiczne oznaczenie ekspresji Topo Ila w przypadku nowotworéw
gruczotu sutkowego u kotek mogloby stanowié wartosciowy wskaznik predykeyjny do
leczenia adjuwantowego z zastosowaniem lekow rozprzegajacych funkcje tego enzymu
i by¢ pomocne w doborze pacjentéw do chemioterapii. Niemniej jednak istnicje
potrzeba weryfikacji przedstawionej hipotezy w badaniach klinicznych oceniajacych
zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg Topo Ila, a odpowiedzig na leczenie w korelacji z innymi

wskaznikami prognostycznymi i predykcyjnymi.
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