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1. Streszczenie/Summary

In recent years, computer-assisted tools have been increasingly used
in veterinary pathology to support the diagnosis of neoplastic diseases through
the analysis of digital microscopic images. One such method is cytomorphometry.
This technique employs digital images to analyze cellular structures present in slides
obtained during routine cytological examinations. It enables both quantitative
assessment (number and size of structures) and qualitative evaluation (e.g., shape),
thus allowing the detection of differences not visible in standard cytological evaluation.
In clinical practice, dogs are frequently diagnosed with chronic nasal diseases such
as a non-specific rhinitis, fungal infections, and malignant epithelial tumors, as well
as hematopoietic neoplasms such as centroblastic lymphoma and pleomorphic mixed T-
cell lymphoma, and cutaneous neoplasms such as mast cell tumors. These conditions
represent a significant diagnostic and prognostic challenge.

The aim of this dissertation was to assess the usefulness of cytomorphometric
analysis as a tool supporting diagnosis and prognosis in selected canine neoplasms.
The study focused on evaluating the value of this method in differentiating non-
neoplastic from malignant epithelial lesions of nasal cavity, in survival analysis of dogs
with centroblastic lymphoma and pleomorphic mixed T-cell lymphoma undergoing
chemotherapy, and in assessing the risk of metastasis of low-grade mast cell tumors
(according to Kiupel) to regional lymph nodes. The study material consisted
of cytological and histopathological samples collected from dogs with the above-
mentioned conditions, obtained during routine diagnostic and therapeutic procedures.
Cytological samples from the nasal cavity were collected during endoscopic
examination (swabs for cytology and biopsy for histopathology). In lymphoma cases,
material was obtained by non-aspiration free-needle biopsy from enlarged lymph nodes
and internal organs. Immunophenotype was determined using immunocytochemistry
with anti-CD3 and anti-CD79a antibodies. In mast cell tumors, material was collected
by fine-needle aspiration biopsy from cutaneous masses. Cytological samples were
stained with Giemsa, white histopathological samples were routinely stained
with hematoxylin and eosin, with additional special stains (toluidine blue, PAS) applied
when necessary. Microscopic analyses were performed using an Olympus BX41 light
microscope equipped with a digital camera and cellSens Life Science v1.12 software.

For cytomorphometric evaluation, only well-preserved cells with clearly visible nuclear
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and cytoplasmic borders were selected. Depending on the disease entity, 50 to 100 cells
were analyzed per patient. Statistical analyses were performed using TIBCO Statistica
v13.3.0 software, applying appropriate parametric and non-parametric tests and ROC
analysis, with significance set at p<0,05.

In nasal cavity diseases, nuclei of epithelial cells from dogs with non-specific
rhinitis were significantly larger than those from dogs with fungal rhinitis. Significant
differences were found in nuclear width (p=0,017), diameter (p=0,009), and area
(p=0,047). No differences were observed between malignant epithelial tumors
and inflammatory conditions. In centroblastic lymphoma and pleomorphic mixed T-cell
lymphoma, no statistically significant correlations were identified between
cytomorphometric parameters and survival time in dogs undergoing chemotherapy.
In contrast, in low-grade mast cell tumor, significant differences were observed in mean
nuclear area, diameter, and perimeter (p<0,05), which were greater in dogs with
regional lymph node metastases compared to those without metastases.
Their parameters showed high diagnostic accuracy.

The present findings demonstrate that cytomorphometry of cell nuclei may
support the differentiation of non-specific and fungal rhinitis in dogs, although its value
in distinguishing inflammatory changes from malignant epithelial tumors is limited.
No prognostic value was confirmed for cytomorphometry in lymphomas. In low-grade
mast cell tumors, larger nuclear dimensions in dogs with metastases suggest

the potential usefulness of this method in confirming their presence.

Keywords: cytomorphometry, dog, nasal cavity, lymphoma, mastocytoma
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2. Wstep

2.1. Rozpoznawanie i rokowanie w przebiegu procesOw patologicznych analizowanych

w pracy wiasnej
2.1.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej

Choroby jamy nosowej naleza do czestych probleméw zdrowotnych
rozpoznawanych upséw. Pomimo zrdznicowanej etiologii, zwykle przejawiaja
si¢ one podobnym obrazem klinicznym, obejmujgcym kichanie, kaszel, wyptyw
surowiczo-ropny (ryc. 1), a w przypadkach zaawansowanych lub przewlektych czesto
przebiegaja z deformacja twarzoczaszki lub krwawieniem z nosa (ryc. 2)
(Callan, 2004; Doust 1 Sullivan, 2004; Goddard i Rautenbach, 2025; Lobetti, 2009).
Wsrod przyczyn chorob jamy nosowej u psOw najczesciej wymienia si¢ procesy
nowotworowe, zapalenia niespecyficzne (limfocytarne, plazmocytarne lub mieszane
limfocytarno-plazmocytarne) oraz zapalenia na tle zakaznym (grzybiczym, wirusowym
lub bakteryjnym) (Goddard i Rautenbach, 2025; Lobetti, 2009; Neittaanmaiki i in., 2025;
Pietraiin., 2010).

Ryc. 1. Pies rasy maltanczyk z przewlektym zaostrzonym zapaleniem plazmocytarnym

— widoczny wyplyw z nosa
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Ryc. 2. Pies rasy golden retriever z rakiem jamy nosowej, widoczna jest deformacja

twarzoczaszki 1 jednostronne krwawienie z nozdrza prawego

Do najczesciej rozpoznawanych nowotwordw jamy nosowej u psOw naleza
gruczolakoraki, raki niezréznicowane oraz rak ptaskonablonkowy, ktore wystepuja
gléwnie u starszych osobnikow 1 wigzg si¢ z niekorzystnym rokowaniem (Goddard
1 Rautenbach, 2025; Harris 1 in., 2014; Spuzak i1 in., 2014; Turkar 1 in., 2021).
Przyczyna zapalenia niespecyficznego jamy nosowej pozostaje nie w pelni poznana,
jednak wsrdd potencjalnych czynnikéw wymienia si¢ podtoze wirusowe i bakteryjne,
alergiczne oraz zaburzenia mechanizméw odpowiedzi immunologicznej (Doust
i Sullivan, 2004; Windsor i Johnson, 2006). W przypadku zapalen grzybiczych
gléwnym czynnikiem etiologicznym sg zakazenia wywotane przez grzyby z rodzaju
Aspergillus sp., jednak w literaturze opisuje si¢ roOwniez zapalenia spowodowane przez
Penicilium sp. (Doust 1 Sullivan, 2004; Goddard i Rautenbach, 2025), czy Cyrptoccocus

sp. (Goddard i Rautenbach, 2025). Rozpoznawanie choréb jamy nosowej czesto
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wymaga zastosowania szeregu uzupelniajacych si¢ metod (Caniatti iin., 2012;
Furtado i Constantino-Casas, 2013; Meler i in., 2008; Ostrzeszewicz i Sapierzynski,
2015)a caly proces diagnostyczny bywa zlozony 1 postawienie jednoznacznego
rozpoznania moze byc¢ trudne, a w czesci przypadkow wrecz niemozliwe. Procedura
diagnostyczna rozpoczyna si¢ od zebrania doktadnego wywiadu, uwzgledniajacego czas
trwania objawow, przebieg choroby oraz odpowiedz na dotychczasowe leczenie.
Nastgpnie wymaga ona scharakteryzowania objawoéw klinicznych i1 podstawowych
parametrow laboratoryjnych (Doust i Sullivan, 2004; Turkar i in., 2021). Istotng role
odgrywaja tu takze metody obrazowania, w tym badanie rentgenowskie (RTG) glowy,
badanie za pomoca tomografii komputerowej (ang. computer tomography, CT),
czy badanie rezonansem magnetycznym (Doust i Sullivan, 2004). Kolejnym krokiem
jest endoskopowe badanie jamy nosowej (rynoskopia, wziernikowanie), ktore
umozliwia ocen¢ zmian morfologicznych w obrebie tej struktury oraz pobranie
materialu biopsyjnego do badan dodatkowych (Doust i Sullivan, 2004; Ostrzeszewicz
i Sapierzynski, 2015; Sapierzynski i Zmudzka, 2009; Spuzak i in., 2014). Cho¢ badanie
kliniczne wspomagane technikami obrazowania, czg¢sto pozwala na zawezenie
rozpoznania réznicowego, to badania laboratoryjne sgkluczowe dla ustalenia
rzeczywistej przyczyny choroby, co jest niezbedne do zastosowania stosownego
leczenia i okreslenia rokowania.

W  przypadku badania mykologicznego, przeprowadzonego na materiale
pobranym w odpowiednich, aseptycznych warunkach, pozytywny wynik skorelowany
z obrazem klinicznym powinien by¢ uznany za prawdziwie dodatni (Doust i Sullivan,
2004). Czulos¢ badania mykologicznego z materialu pobranego bezposrednio
ze zmiany waha si¢ pomig¢dzy 40 a 77% (Peeters i Clercx, 2007). W badaniu Meler i in.
(2008) na5 z 7 przypadkow zapalenia grzybiczego uzyskano hodowle patogenu,
a zblizone wyniki odnotowal rowniez Lobetti (2009). Nalezy podkresli¢, ze dodatni
wynik badania mykologicznego mozna uzyska¢ takze w przypadkach zmian
nowotworowych oraz zapalenia niespecyficznego gdzie grzyby sa czynnikiem
wiklajacym  (Cagnasso i in., 2021;Rani, 2021), dlatego fakt ten wskazuje
na konieczno$¢ rownolegltego wykorzystania innych metod diagnostycznych.

Standardowym  badaniem  materialtu  uzyskanego  podczas  badania
endoskopowego jest badanie histopatologiczne, ktére umozliwia szczegbélowa oceng
morfologii 1 uktadu komoérek oraz ich cech (np. ocena stopnia ztosliwosci,

inwazyjno$ci). W zapaleniu niespecyficznym dominujg komorki nacieku zapalnego,
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przede wszystkim plazmocyty i limfocyty (Lobetti, 2014; Neittaanméki i in., 2025),
w cze$ci przypadkdw mozna zaobserwowaé réwniez zmiany rozrostowe nabtonka
oraz tkanki tacznej zrgbu btony §luzowej, cechy dysplazji, czy metaplazji nabtonka,
a takze zmiany zanikowe oraz znacznego stopnia uszkodzenie malzowin nosowych
(Neittaanmadki i in., 2025). Badanie histopatologiczne jest istotne rowniez ze wzgledu
na mozliwo$¢ wykrycia elementdw grzybni, czy bakterii, cho¢ czesto wymaga
to zastosowania dodatkowych barwien histochemicznych (Furtado i Constantino-Casas,
2013). Obraz gruczolakoraka 1 raka charakteryzuje si¢ obecnoscig zrazikow
zbudowanych z komorek nabtonkowych o kolumnowym ksztatcie, wykazujacych
pleomorfizm komorkowy 1 jadrowy, posiadajagcych mniej lub bardziej obfita
cytoplazme oraz okragle lub owalne jadro komoérkowe z widocznymi jaderkami
(Paaymans, 2017). Mimo niewatpliwej warto$ci  diagnostycznej, badanie
histopatologiczne ma réwniez swoje ograniczenia, a w czgsci przypadkow postawienie
rozpoznania nie jest mozliwe (Furtado i Constantino-Casas, 2013; Meler i in.,,
2008; Windsor 1 in. 2006).

Chociaz badanie histopatologiczne pozostaje podstawowym badaniem
w rozpoznawaniu zmian patologicznych w obrgbie jamy nosowej, to istotne znaczenie
ma tu takze badanie cytologiczne materiatu komérkowego pobranego z jamy nosowe;j.
Rozmazy cytologiczne nalezy ocenia¢ pod katem obecnosci bakterii, strzgpek grzybni,
komorek nowotworowych oraz komorek nacieku zapalnego (Doust i Sullivan, 2004).
Jakos¢ 1 warto$¢ diagnostyczna badania cytologicznego w duzym stopniu zalezg
od techniki pobrania materiatu (Caniatti i1 in., 2012; De Lorenzi i in., 2006; Doust
i Sullivan, 2004). Ocena cytologiczna bezposrednich rozmazéw wydzieliny z jamy
nosowej charakteryzuje si¢ bardzo niska czulo$cig. Wedlug De Lorenzi i in. (2006)
potwierdzenie rozpoznania zakazenia grzybiczego z materialu pobranego ta metoda
uzyskuje si¢ tylko w 13% przypadkdéw. Ponadto, technika ta prowadzila do bitgdnej
diagnozy bakteryjnego zapalenia nosa az w 86.6% przypadkow. Nieznaczne lepsze
wyniki uzyskuje si¢ pobierajac material za pomoca wymazowki bezposrednio z jamy
nosowej, chociaz efekty tej metody kolekcji materiatu tez nie sa zadowalajace —
wykrycie grzybni w materiale pobranym tg metoda uzyskuje si¢ u20% pacjentow
z grzybiczym zapaleniem nosa (De Lorenzi i in., 2006). Pomimo niskiej skutecznos$ci
diagnostycznej metoda bezposredniego rozmazu z jamy nosowej w praktyce klinicznej
wykonywana jest najczesciej. W przeciwienstwie do powyzszych metod pobrania

materiatu, pobranie materialu za pomoca szczoteczki cytologicznej oraz tzw. metoda
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squash preparation (ocenie cytologicznej poddaje sie preparat, ktéry uzyskano poprzez
rozmiazdzenie na szkietku podstawowym fragmentéw tkanek pobranych z jamy
nosowej) charakteryzuje si¢ zdecydowanie lepsza skutecznos$cia rozpoznan, osiagajac
wartosci odpowiednio 93,3% 1 100% (De Lorenzi i in., 2006).W badaniu Canatti i in.
(2012) zgodno$¢ miedzy rozpoznaniem cytologicznym w przypadku roznicowania
zmian nowotworowych 1 nienowotworowych materialu pobranego za pomoca
szczoteczki cytologicznej a wynikiem histopatologicznym wynosita okolo 86%.
Jedynie 3,6% probek pobranych za pomoca szczoteczki uznano za nieprzydatne,
ametoda okazata si¢ dobrze tolerowana i wysoce bezpieczna dla pacjentow.
Metoda szczoteczkowa wykazata wyjatkowo wysoka czulos¢ w wykluczaniu
nowotworu, potwierdzong odsetkiem 98,7% przypadkéw prawdziwie ujemnych.
Z kolei, czulo$¢ tej metody w wykrywaniu poszczegdlnych typow nowotworow
wynosita ponad 70% dla nowotworéw pochodzenia nablonkowego, 72,2%
dla nowotworow mezenchymalnych i 66,6% dla nowotworéw okragtokomorkowych.
Praca Canatti i in. (2012) potwierdzita, ze badanie cytologiczne materiatu pobranego
za pomocg szczoteczki cytologicznej jest metoda czula, a zarazem tanig, szybka
i bezpieczng dla pacjentow.

Badanie cytologiczne jest obarczone btedami i ograniczeniami, a uzyskane
wyniki nie musza odzwierciedla¢ rzeczywistego obrazu. W przebiegu nasilonego stanu
zapalnego pod wptywem cytokin uwalnianych przez komoérki nacieku zapalnego
komorki nablonka moga ulega¢ zmianom adaptacyjnym, takim jak hiperplazja
idysplazja, co nadaje im cechy morfologiczne zblizone do tych obserwowanych
w komorkach nowotworowych. Dysplazja, przejawiajaca si¢, m.in. utrata prawidlowe;j
architektoniki tkankowej i1 anizocytoza oraz hiperplazja (polegajaca na zwigkszeniu
liczby komorek), stanowig mechanizm obronny nabtonka, w odpowiedzi na przewlekty
stan zapalny. Im silniejsza odpowiedz adaptacyjna na zapalenie, tym bardziej nasilone
staja si¢ zmiany morfologiczne. W konsekwencji intensywna, szczeg6lnie przewlekta
reakcja zapalna generuje znaczng atypi¢ komodrkowa, ktéra bywa trudna, a wrecz
niemozliwa do odroznienia od atypii nowotworowej, co moze tlumaczy¢ biedne
rozpoznania cytologiczne (Doust i Sullivan, 2004; Dunn, 2014; Goddard
i Rautenbach, 2025). Przykladowo, w badaniu Ostrzeszewicz i Sapierzynski (2015),
w ktorym wykonano badanie cytologiczne wymazéw z nosa u oSmiu psOw

z zapaleniem grzybiczym, upotowy badanych psoéw stwierdzono atypi¢ komorek
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nabtonkowych, aw dwoch przypadkach byla ona na tyle silnie wyrazona,
ze sugerowata obecno$¢ zmiany nowotworowej (gruczolakoraka lub raka).

Trudnos$ci 1btedy w rozpoznawaniu nowotwordéw, azwlaszcza rakéow jamy
nosowej, wynikaja czesto z rzadko obserwowanych cech typowych dla nowotwordw,
takich jak zwigkszona liczba mitoz i zwigkszony stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny.
Problemem jest rowniez fakt, Ze rozpoznanie opiera si¢ gldwnie na ocenie liczby
komorek nabtonka 1 ich cech morfologicznych. Raki jamy nosowej maja tendencje
do naciekania, powodowania owrzodzen, czemu towarzyszy obecno$¢ nasilonego stanu
zapalnego. Im silniejsze owrzodzenie, tym wigcej komoérek zapalnych dominuje
w obrazie  cytologicznym, maskujac  obecno$¢  komoérek  nowotworowych
(Meuten i in., 2005; Turkar i in., 2021).

W badaniu Caniatti i in. (2012) odnotowano 18 przypadkow fatszywie
ujemnych, co stanowito 19,4% preparatéw cytologicznych ocenionych jako przypadki
nienowotworowe, ktére w badaniu histopatologicznym okazaty si¢ nowotworami
zto§liwymi. Obraz cytologiczny wskazywat jedynie zmiany zapalne, takie jak naciek
neutrofilowy lub eozynofilowy oraz zmiany rozrostowe nablonka. Podobne obserwacje
opisano w badaniu Meler i in. (2008), gdzie w cze¢sci przypadkow obraz cytologiczny
byt calkowicie zdominowany przez naciek zapalny i nie ujawnil obecnosci komorek
nowotworowych, podczas gdy badanie histopatologiczne potwierdzito zlosliwy
nowotwor nabtonkowy.

Publikacje dotyczace nowych metod diagnostycznych rozpoznawania chorob
jamy nosowej u psoOw lub udoskonalen technik juz stosowanych pojawiaja
si¢ stosunkowo rzadko w literaturze weterynaryjnej. Dostgpne najnowsze doniesienia
literaturowe koncentruja si¢ m.in. na ocenie parametrow krwi, markeréw surowiczych
i nowotworowych (Rdsch 1 in., 2024a, 2024b, 2025) oraz zastosowaniu metod
w oparciu o techniki PCR (Biénes 1 in., 2022). Podejmowane s3g takze proby
optymalizacji metod obrazowych opartych na badaniu CT (Istratei in., 2025).
Bez wzgledu na powyzsze, badanie histopatologiczne wcigz pozostaje ztotym
standardem w ocenie zmian rozrostowych w jamie nosowej u psow (Ostrzeszewicz
i Sapierzynski, 2010). Metoda ta jest jednak inwazyjna, czasochlonna 1 wigze
si¢ ze stosunkowo wysokimi kosztami dla opiekuna zwierzecia. Istotnym zatem jest
opracowanie i wdrazanie metod, ktdore pozwola na szybsza, tansza i mniej inwazyjng
diagnostyke lub beda stanowity wsparcie dla procedur tradycyjnych. Do takich badan

zaliczy¢ mozna, min. techniki oparte na komputerowej analizie cyfrowego obrazu,
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dostarczajace obiektywnych 1 fatwych do uzyskania danych. Wiaczenie nowych
narzgdzi pozwoliloby na uzupelnienie aktualnej diagnostyki o dodatkowe informacje

umozliwiajace trafne i szybkie rozpoznanie.

20pm %

Ryc. 3. Obraz cytologiczny niespecyficznego zapalenia blony $luzowej nosa u psa -
obecno$¢ skupiska nienowotworowych komorek nabtonkowych z anizokarioza

umiarkowanego stopnia. Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 1000x
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20 pm

Ryc. 4. Obraz cytologiczny grzybiczego zapalenia blony §luzowej nosa u psa -
obecno$¢  skupisk nienowotworowych komorek nablonka z  anizokarioza
umiarkowanego stopnia, strzepki grzyboéw nie sg widoczne w tym obrazie (ostateczne
rozpoznanie postawiono na podstawie badania histopatologicznego). Barwienie metoda

Giemsy. Powigkszenie 1000x
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Ryc. 5. Obraz cytologiczny przedstawiajacy grzybni¢ na powierzchni btony Sluzowe;j
jamy nosowej u psa — widoczne liczne, cienkie, nitkowate strzgpki grzybdéw. Barwienie

metoda Pas. Powickszenie 400x



28

Ryc. 6. Obraz cytologiczny gruczolakoraka nosa u psa - obecno$¢ skupisk
nowotworowych komorek nabtonkowych z anizokarioza tagodnego do umiarkowanego
stopnia i widocznymi jaderkami. Mate skupisko prawidlowych walcowatych komorek
nablonka rzgskowego jest widoczne w prawym gornym rogu (czarna strzatka).

Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 1000x
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2.1.2. Chioniaki

Chtoniaki to grupa heterogennych nowotworéw wywodzacych si¢ z limfocytow.
Nowotwory te mogg rozwijac si¢ w narzadach limfatycznych, takich jak wezty chionne,
$ledziona czy szpik kostny, ale rowniez w narzadach zawierajacych tkanke limfatyczna
(np. przewdd pokarmowy czy skora) oraz w narzadach tkanki limfatycznej teoretycznie
pozbawionych (np. nerwy obwodowe) (Vail i in., 2019). Chioniaki naleza do jednych
z najczescie] rozpoznawanych nowotworéw u psow (7-24% wszystkich nowotworow)
oraz najczgsciej diagnozowanych nowotworéw uktadu krwiotworczego u tego
gatunku (83%) (Vail 1 in, 2019; Valli i in., 2011; Zandvliet, 2016).
Nowotwory te wystepuja u psoOw w roznym wieku i u réznych ras (Valli 1 in., 2011).
Mediana wieku w momencie rozpoznania choroby wynosi 6 do 9lat, a do ras
predysponowanych naleza, m.in. bokser, basset hound, bernardyn, terier szkocki.
Jak dotad nie wykazano jednoznacznej predyspozycji zwigzanej z picig (Vail i in.,
2019; Valli i in., 2011).

Typ chioniaka, okre§lany na podstawie linii komorkowej, z ktorej nowotwor
si¢ wywodzi determinuje morfologie, przebieg kliniczny, odpowiedz na leczenie
oraz rokowanie, przy czym istotne rdznice moga wystgpowaé takze pomigdzy
poszczegblnymi  podtypami w  obrgbie tej samej linii  komodrkowe;.
Dostepne w literaturze badania wykazuja, iz ryzyko rozwoju chloniakéw u psow jest
wynikiem wspotdziatania czynnikdw genetycznych oraz srodowiskowych, w tym, m.in.
ekspozycji psa na dym tytoniowy (Pinello i in., 2025; Vail i in., 2019).
Klinicznie chloniaki mogg wystepowa¢ miedzy innymi w postaci skornej, pokarmowej,
sroédpiersiowej, jednak najczedciej spotykang postacia u psoOw jest chloniak
wielopostaciowy (Vail i in., 2019; Zandvliet, 2016). Chtoniaki wielopostaciowe
charakteryzuja si¢ w gtdbwnym stopniu powigkszeniem obwodowych weztow chtonnych
1 stanowig ponad 80% wszystkich rozpoznawanych przypadkéw (Ryc. 7) (Ponce i in.,
2010; Vail i in., 2019). Na podstawie zasiggu procesu nowotworowego, w tym zajgcia
wezlow chtonnych, narzagdéw wewnetrznych ($ledziony, watroby) lub krwi oraz szpiku,
a takze w oparciu o wyniki badan dodatkowych (m.in. morfologia i biochemia krwi,
badania obrazowe), mozliwe jest ustalenie klinicznego stopnia zaawansowania choroby
zgodnie z klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) (Zandvliet, 2016),

ma to istotne znaczenie dla dalszego postepowania terapeutycznego oraz rokowania.
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Rys. 7. Obraz kliniczny psa boksera z chtoniakiem wieloogniskowym — widoczny
powickszony wezel chtonny podzuchwowy lewy (czarna strzalka), w badaniu

cytologicznym rozpoznania chtoniaka centroblastycznego wielopostaciowego

W praktyce klinicznej rozpoznanie chtoniaka opiera si¢ gldéwnie na badaniu
cytologicznym materiatu pobranego za pomoca biopsji cienkoigtowej z powigckszonych
weztow  chlonnych  (Childress 1 in., 2025; Sapierzynski 1 in., 2010).
Wynika to z fatwosci  pobrania materialu o wysokiej wartosci  diagnostycznej,
bez konieczno$ci znieczulenia pacjenta, czy wykonania zabiegu chirurgicznego.
W konsekwencji badanie cytologiczne jest metoda tania, szybka, mato inwazyjng
i szeroko dostepng w praktyce lekarsko-weterynaryjnej (Seelig i in. 2016).
Badania ankietowe potwierdzaja, ze az 88% lekarzy weterynarii klinicystow jako
metod¢ pierwszego wyboru rozpoznania chtoniaka wskazuje badanie cytologiczne,
natomiast badanie histopatologiczne, jako metode pierwszego rzutu wybiera jedynie
28% badanych lekarzy weterynarii. Z kolei 91% lekarzy weterynarii uwaza ponadto,
ze biopsja cienkoiglowa jest wystarczajaca do wstgpnej oceny zaawansowania
klinicznego chtoniaka (Regan i in. 2013). Nawysoka przydatno$¢ badania

cytologicznego w rozpoznawaniu chtoniakéw u psow wskazuje takze najnowszy
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konsensus onkologéw weterynaryjnych, ktory podkresla, ze czuto$¢ i swoisto$¢ badania
cytologicznego  w diagnostyce  chtoniakéw wynosi ~ 80-90%, a  polaczenie
jej z immunofenotypowaniem znacznie zwigksza dokladno$¢ rozpoznania (Childress
iin., 2025). Immunofenotypowanie mozna przeprowadzi¢ zarOwno w preparatach
tkankowych (immunohistochemia - [HO), rozmazach cytologicznych
(immunocytochemia - ICC), jak 1 w zawiesinie komorek (cystometria przeplywowa)
(Vail i in., 2019). Znaczenie IHC i ICC potwierdzaja obserwacje Sapierzynski
(Sapierzynski, 2010; Sapierzynski 1 in., 2012), w ktorych wyniki badania
cytologicznego i ICC oraz histopatologicznego i IHC pokrywaly si¢ w 90%. Oznacza
to, ze juz na etapie samego badania cytologicznego mozna uzyska¢ kluczowe
informacje dla terapii irokowania. Kolejnym waznym aspektem jest mozliwos¢
klasyfikacji chtoniakow na podstawie kryteriow morfologicznych w preparatach
cytologicznych, zgodnie ze zmodyfikowana klasyfikacja kilonska. Jej podstawa jest
ocena morfologii komodrek z jednoczesnym oznaczeniem ich immunofenotypu
(Childress 1 1in., 2025; Lennert 1 Feller, 1992). System ten z powodzeniem
zaadaptowano do oceny cytologicznej chtoniakow u pséw (Fournel-Fleury i in., 1997a).
Odpowiednie sklasyfikowanie typu chioniaka przektada si¢ na znaczenie prognostyczne
(Childress i in., 2025; Ponce i in., 2004;Valli i in., 2013).

Badanie histopatologiczne, wigze si¢ z konieczno$cia wykonania zabiegu
chirurgicznego z pobraniem wycinka tkanki, dluzszym oczekiwaniem na wynik
oraz wyzszymi kosztami. Badani to, jest zalecane jest jednak w sytuacjach kiedy
wczesniej wykonane metody diagnostyczne nie pozwalajg na postawienie rozpoznania
(obraz  cytologiczny jest niejednoznaczny) wtedy klasyfikacja opiera si¢
na zaktualizowanej klasyfikacji WHO — klasyfikacji histologicznej. Ponadto badanie
histopatologiczne jest niezbedne w przypadkach rzadkich i nowych podtypoéw chioniaka
(Childress i in., 2025). U psow 60-89% wszystkich chtoniakow stanowig chtoniaki B-
komorkowe, natomiast 10-38% to chloniaki T-komorkowe (Vail 1iin., 2019).
Sposrdod chioniakéw pochodzenia B-komdrkowego, zgodnie z klasyfikacja kilonska,
najczesciej rozpoznawany jest chloniak centroblastyczny wielopostaciowy (Fournel-
Fleury i in., 1997b; Ponce i in., 2004; Ponce i in., 2010; Sapierzynski i in., 2010),
natomiast w chloniakach pochodzenia T-komodrkowego, dominujagcym typem
w klasyfikacji kilonskiej jest chtoniak wielopostaciowy mieszany z komoérek matych
i duzych (Childress i in., 2025; Fournel-Fleury i in., 2002; Jankowska i in., 2024; Ponce
iin., 2010).
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Roéznorodno$¢ zachowania biologicznego chtoniakow odgrywa istotng rolg
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych przez lekarzy weterynarii klinicystow.
W przypadku chtoniakow juz sama klasyfikacja do odpowiedniego typu/podtypu
umozliwia wstgpne okreslenie rokowania. Zarowno chtoniaki centroblastyczne
wielopostaciowe, jak i chtoniaki T-komorkowe wielopostaciowe mieszane zaliczane
sa do nowotworow o wysokiej agresywnosci biologicznej (Childress i in., 2025; Ponce
i in. 2010). Calkowity czas przezycia psoOw z rozpoznanym chtoniakiem
centroblastycznym wielopostaciowym wynosi $rednio od 4 do 21 miesigcy, z kolei
w przypadku chtoniakow T-komoérkowych wielopostaciowych mieszanych, mediana
catkowitego czasu przezycia wynosi okolo 5 miesiecy (Ponce i in., 2004; Valli i in.,
2013). Wigkszos¢ dostepnych badan dotyczacych rokowania w przypadkach
chloniakow u psow skupia si¢ na ocenie takich parametrow kliniczno - patologicznych
jak:  typ morfologiczny chloniaka, badanie parametréw morfologicznych
i biochemicznych krwi, stadium zaawansowania klinicznego choroby, reakcja
na zastosowanie leczenie (Blaxill i Bennett, 2024; Gavazza i in., 2024; Jeong, 2023;
Markstrom, 2024; Sutthigran i in., 2024). Znacznie rzadziej ocenia si¢ cechy
morfologiczne samych komoérek nowotworowych. Przyktadowo, praca Munasinghe i in.
(2015) skupia si¢ na ocenie znaczenia  parametrOw  cytologicznych
i cytomorfometrycznych w rokowaniu chloniakéw wielopostaciowych o wysokiej
ztosliwosci u psow. Wykazano w niej, m.in., ze obecnos¢ komoérek dwujadrzastych
lub wielojadrzastych w momencie rozpoznania wigzata si¢ z krotszym czasem trwania
remisji oraz catkowitego czasu przezycia psow. Z kolegi analiza cytomorfometryczna
ujawnita kilka parametrow istotnie powigzanych z krétszym calkowitym czasem

przezycia (szczegdtowo przedstawiono w dalszej czg$ci pracy).
2.1.3. Guz z komorek tucznych

Mastocytoma, czyli guz z komoérek tucznych (ang. mast cell tumor, MCT),
jest trzecim pod wzgledem czestosci wystgpowania nowotworem skory u psow
i stanowi okoto 16-21% wszystkich rozpoznawanych guzow skoérnych (London
i Thamm, 2019). MCT moze wystepowa¢ u pséw w kazdym wieku, a do ras
predysponowanych nalezg, m.in. bokser, golden retriever, labrador retriever
oraz american stafforshire terier (Engdahl i in., 2025; Romanska 1 in., 2024).
Mastocytomy moga rozwija¢ si¢ powoli i przebiega¢ tagodnie, jednak cze§¢ z nich

charakteryzuje si¢ szybkim i agresywnym wzrostem, co odzwierciedla zroznicowane
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zachowanie biologiczne tych nowotworéw (Marouda i in., 2024). Klinicznie guzy
z komorek tucznych mogg mie¢ posta¢ niewielkich, pozbawionych siersci guzkow

o roznej wielkosci lub przyjmowaé forme rozlanych, rumieniowatych mas, obrzekow,

deformacji czy ,,owrzodzef” (ryc. 8) (London i Thamm, 2019; Kiupel i Camus, 2019)

Ryc. 8. Mastocytoma niskiego stopnia ztosliwosci histologicznej u boksera — w okolicy
posladkowej prawej widoczny pozbawiony wlosa guz o zrogowacialej, zaschnigtej

powierzchni

Rozpoznanie mastocytomy opiera si¢ na polaczeniu badania klinicznego,
cytologicznego, histopatologicznego oraz metod obrazowania (London i Thamm, 2019).
Ze wzgledu na wysokg czestos¢ wystepowania oraz zrdéznicowany charakter
biologiczny, kluczowym jest nie tylko potwierdzenie samego rozpoznania,
lecz takze okreslenie zasiggu choroby oraz ocena jej potencjatu ztos§liwosci,
co ma bezposredni wplyw na przebieg choroby i1 rokowanie krotko- i dlugookresowe.

Mastocytoma nalezy do nowotwordow, ktore w wigkszosci przypadkow (92-95%)
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mozna rozpozna¢ na podstawie badania cytologicznego (Blackwood i in., 2012).
W obrazie cytologicznym, komorki dobrze zréznicowanego guza z komorek tucznych
przypominajg prawidlowe mastocyty, ktore s3 luzno ulozone obok siebie.
Nalezy jednak uwzglednié, ze w mastocytomach stabo zréznicowanych komorki mogg
wykazywa¢ odmienny wyglad, m.in. brakiem ziarnisto$ci cytoplazmatycznych, jednak
nawet w takich przypadkach rozpoznanie na podstawie badania cytologicznego
jest mozliwe. W przypadku gdy rozpoznanie uzyskuje si¢ za pomocg badania
cytologicznego, to zmiana powinna by¢ rowniez oceniona  w badaniu
histopatologicznym. Przewaga badania histopatologicznego jest nie tylko postawienie
ostatecznego rozpoznania nowotworu, ale takze okreSlenie stopnia zlosliwosci
histologicznej guza, zbadanie zajecia naczyn oraz ocena marginesOw chirurgicznych.
Dopehieniem postgpowania diagnostycznego jest okreslenie stopnia zaawansowania
klinicznego mastocytomy (tzw. staging kliniczny), pozwalajacego na pelng oceng
rozprzestrzenienia choroby nowotworowej. Ocena stopnia zawansowania klinicznego
guza z komorek tucznych u psow opiera si¢ na podstawie badania
cech morfologicznych/klinicznych ~ guza  pierwotnego,  zajgcia  regionalnych
weztéw chtonnych, obecnosci przerzutow odlegtych oraz stopnia
ztosliwosci histologicznej (Marconato i in., 2024).

Pomimo duzej liczby czynnikow o potencjale rokowniczym, najwazniejszym
znich pozostaje opracowany wiele lat temu system stopniowania zlosliwosci
histologicznej oceniany w badaniu mikroskopowym. Aktualnie w badaniu
histopatologicznym wykorzystuje si¢ dwa systemy klasyfikacji -  trzystopniowg
klasyfikacj¢ wedtug Patnaik i in. (1986) oraz dwustopniowa klasyfikacje wedtug Kiupel
i in. (2011). System Patnaik, bedacy starszym, dzieli mastocytomy na trzy stopie
zto§liwosci  histologicznej: guzy dobrze =zrdznicowanie (I stopnia), $rednio
zroznicowane (II stopnia) oraz stabo zroznicowane (III stopnia) (Berlato i in., 2021;
Blackwood i in., 2012). Guzy I stopnia zazwyczaj wykazuja tagodny charakter
biologiczny i daja przerzuty jedynie w 10% przypadkow, podczas gdy guzy III stopnia
sa nowotworami wysokiej agresywno$ci, ze wskaznikiem przerzutowania
przekraczajacym 80%. Rokowanie w przypadku guzow II stopnia w klasyfikacji
trojstopniowej jest trudniejsze do przewidzenia, ich zachowanie biologiczne bywa
roézne, a przerzuty obserwuje si¢ u 5-22% pacjentéw (Berlato 1 in., 2021; Blackwood i
in., 2012). Ze wzgledu na trudno$ci w interpretacji irozbieznosci w ocenie migdzy

patologami mastocytomy II stopnia w klasyfikacji Patnaik, zaproponowano
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uproszczong dwustopniowg klasyfikacje, ktora dzieli MCT na guzy o niskim (low
grade) i wysokim stopniu zto§liwosci histologicznej (high grade), ze znaczacymi
roznicami odno$nie do catkowitych czasoOw przezycia, ryzyka pojawienia si¢ wznowy
pooperacyjnej i ryzyka powstania przerzutow (Berlato i in., 2021; Kiupel i in., 2011).

W ostatnich latach podjeto proby adaptacji kryteriow klasycznej skali Kiupel
do oceny guzéw z komorek tucznych u pséw w rozmazach cytologicznych (Camus
iin., 2016; Hergt i in., 2016; Scarpa i in., 2016). Wyniki badan wskazuja na wysoka
zgodno$¢ miedzy stopniowaniem cytologicznym i histopatologicznym, sig¢gajaca
nawet 94% (Berlato i in., 2021; Camus 1 in., 2016; Scarpa i in., 2016). W badaniu
Marouda iin. (2024) zgodno$¢ rozpoznania cytologicznego z rozpoznaniem
histopatologicznym wynosita okoto 75%, jednak zastosowanie dodatkowych markerow
oceny mikroskopowej, takich jak ocena ekspresji biatkaKi67 oraz analiza wartosci
AgNOR, pozwalato lepiej okresli¢ charakter guza. Ponadto Berlato i in. (2021)
zwracaja uwage na wysoka zgodnos$¢ rozpoznan cytologicznych i histopatologicznych
oraz korzysci ptynace ze stosowania dodatkowych markeréw oceny mikroskopowej
komorek MCT, szczegolnie wymienionych markeréw proliferacyjnych (Ki67, AgNOR)
oraz mutacji genu c-kit i ekspresji receptora c-KIT. Istotnym w badaniu cytologicznym
mastocytomy u psOw jest to, ze juz na etapie badania przedoperacyjnego mozliwe
jest uzyskanie informacji pomocnych w podejmowaniu decyzji klinicznych -
rozpoznanie cytologiczne guza jako MCT low grade wiaze si¢ z dobrym rokowaniem,
wykrycie zas cech typowych dla MCT high grade wigze si¢ z konieczno$cig wdrozenia
ztozonego, cze¢sto radykalnego 1 kosztownego leczenia, przy jednoczesnym niepewnym
rokowaniu.

Wigkszo$¢ publikacji potwierdza, ze ryzyko nawrotow 1 przerzutdéw rosnie
wraz ze stopniem zto§liwosci guza (Berlato i in., 202; Blackwood i in., 2012;
Camus i in., 2016; Scarpa i in., 2016; Sabattini 1 in., 2024; Stefanello i in., 2024).
Mastocytomy o niskim stopniu ztosliwosci (Patnaik I, Kiupel low grade) zazwyczaj
wiaza si¢ z korzystnym rokowaniem, jednak réwniez w tej grupie opisywano obecnos¢
przerzutow. W badaniu Steffanello i in. (2015) stwierdzono je u okolo 6% psow
z guzami Pantaik 11 u 15% pséw z guzami low grade Kiupel, podobne obserwacje
przedstawili Anderson i in. (2024), Krick i in. (2009) oraz Marconato iin. (2024).
W badaniu Cino i in. (2023) odnotowano obecnos¢ przerzutéw u psow z MCT o niskie;j
zto§liwosci histologicznej, mimo niskiego indeksu mitotycznego i niskiej ekspres;ji

markerow proliferacyjnych. Wskazuje to na fakt, ze system stopniowania w badaniu
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histopatologicznym nie zawsze pozwala jednoznacznie przewidzie¢ przebiegu choroby,
a dodatkowo wymusza to poszukiwanie dodatkowych metod przewidywania przebiegu
choroby w MCT o niskiej ztosliwosci cytologicznej, ktére pozwolg na wytypowanie
tych przypadkow, ktére pomimo niskiej zlosliwosci cytologicznej moga wigzad

si¢ z gorszym rokowaniem.
2.2. Cytomorfometria

Wspodlczesnie w  patologii  weterynaryjnej coraz czgsciej wykorzystuje
si¢ metody diagnostyczne oparte na analizie cyfrowego obrazu przy uzyciu
dedykowanego oprogramowania komputerowego, okreslane jako - ang. digital
veterinary pathology. Jedng z metod stosowanych w komputerowej analizie obrazow
mikroskopowych jest morfometria. Morfometri¢ definiuje si¢ jako zautomatyzowanag
technik¢ badawcza, ktéora umozliwia precyzyjng ocen¢ ksztattu, rozmiaru, liczby
lub rozmieszczenia struktur w preparatach mikroskopowych (Piotrowska, 2012; Roels
iin., 1998). Badanie morfometryczne moze by¢ wykorzystane nie tylko do badania
pojedynczych komorek i ich organelli komorkowych, ale réwniez do oceny tkanek
i catych narzadéw (Roels i in., 1998). Precyzyjna charakterystyka morfologii badanych
struktur (np. obwdd, $rednica) zaliczana jest do analizy jako$ciowej, natomiast
okreslenie warto$ci liczbowych, takich jak liczebnos¢ komorek, jader komorkowych,
miesci si¢ w zakresie analizy ilosciowej. W ramach morfometrii wyrdznia si¢ dwie
metody: planimetri¢, ktéra umozliwia wykonywanie pomiarow w dwuwymiarowej
plaszczyznie oraz stereologi¢, oparta na matematycznym przeksztatlcaniu obrazu
dwuwymiarowego w model trojwymiarowy (Pinto de Azevedo, 2022). W zaleznosci
od rodzaju analizowanego materiatu, morfometria moze by¢ stosowana do oceny
w preparatach histologicznych (histomorfometria), analizy komoérek lub ich skupisk
w rozmazach cytologicznych (cytomorfometria) (Haghofer 1 in., 2025; Kidney
i Meachem, 2014).

Do przeprowadzenia analizy morfometrycznej niezbedny jest mikroskop
potaczony z cyfrowag kamerg oraz komputer wyposazony w odpowiednie
oprogramowanie (Kidney i Meachem, 2014). W zaleznosci od zastosowanego
oprogramowania istnieje mozliwo§¢ wyboru parametréw, ktoére sa obliczane
automatycznie dla kazdego z nich (Roels 1 in., 1998). Za pomocg tego badania mozna
uzyska¢ informacje dotyczace pola powierzchni, obwodu, dlugosci, szerokosci,

srednicy, promienia, okragtos$ci badanych struktur, a przy zastosowaniu odpowiednich



37

przeksztalcen matematycznych mozliwe jest rowniez otrzymanie danych dotyczacych
objetosci, wspodtczynnika eliptycznosci oraz wymiaru fraktalnego (Kidney i Meachem,
2014; Piotrowska, 2012). W medycynie weterynaryjnej badanie morfometryczne
znajduje zastosowanie przede wszystkim w preparatach histologicznych, cho¢ coraz
czgsciej wykorzystywana jest réwniez z uzyciem rozmazow cytologicznych,
szczegblnie w rozpoznawaniu i ocenie rokowania w przypadku nowotworow.
Klasyczna diagnostyka onkologiczna opiera si¢ na subiektywnej ocenie obrazu
mikroskopowego przez badajacego, znajomos$ci wzorcoOw 1 charakterystycznych
cech morfologicznych poszczegdlnych typéw zmian, ale ocena ta czgsto nie jest
powtarzalna, zard6wno w ocenie preparatu przez jednego patologia/obserwatora
w réznym czasie (ang. intraobserver), jak i przez roznych patologéw/obserwatorow
(ang. interobserver). W zwigzku z powyzszym w patologii weterynaryjnej poszukuje
si¢ metod, ktoére pozwola na ulepszenie diagnostyki i wprowadzeniu ilo$ciowych,
powtarzalnych cech morfologicznych w obrgbie badanych komérek i tkanek (De Vico
iin., 2002). W badaniach morfometrycznych ze wzgledu na sposéb wykonywania
badania, analizowany obraz musi zawiera¢ komorki, ktore s3a ulozone plasko
i oddzielone od siebie, aby moc je zaznaczy¢ lub obrysowaé. Z tego powodu
zastosowanie tej metody w analizie rozmazéw cytologicznych wydaje si¢ tatwiejsze
ibardziej praktyczne niz w preparatach histopatologicznych. Ze wzgledu
na charakterystyczny uklad komorek w preparatach cytologicznych gdzie komorki
sa w rozlozone w jednej ptaszczyznie 1 wyraznie odgraniczone od siebie mozliwy jest
nie tylko pomiar catych komorek i ich jader, ale rowniez oceng takich struktur
jak jaderka, organelle, wodniczki, czy ziarnistosci cytoplazmatyczne (Kidney
i Meachem, 2014). Dodatkowo, preparaty cytologiczne sa tatwiejsze do uzyskania,
szybsze w przygotowaniu, ich badanie wigze si¢ z mniejszymi kosztami, a sama
procedura jest zazwyczaj malo inwazyjna. Nalezy pami¢tac, ze w przypadku niektérych
parametréw  istniejg  roznice pomiedzy analiza preparatu  histologicznego
i cytologicznego, dlatego nie mozna przenosi¢ wartosci diagnostycznej i prognostycznej
pomigdzy tymi dwoma badaniami (De Vico i in., 2002).

Analizy morfometryczne w preparatach cytologicznych, o ile sg przeprowadzone
zgodnie z zastosowaniem stosowanych protokotow daja obiektywne i powtarzalne
wyniki, ktére moga zosta¢ zestawione z innymi badaniami oraz poddane analizie
statystycznej (Barbosa i in., 2014; Buhmeida, 2006; Roels i in., 1998). Najwazniejsza

zaleta tego badania jest wykrycie subtelnych roznic, ktore w analizie klasycznej
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nie s widoczne lub oczywiste dla badajacego, co przeklada si¢ na dokladniejsza
diagnostyke i prognostyke choréb.

Ograniczeniem tej metody pozostaje dostepnos¢ odpowiedniego sprzgtu
oraz jako$¢ preparatu, a co za tym idzie, jako$¢ analizowanego obrazu.
Jako$¢ i przygotowanie preparatu maja kluczowe znaczenie, poniewaz uzyskane
pomiary w duzym stopniu zaleza wilasnie od jakosci rozmazu cytologicznego
iobecnych w nim komorek. Artefakty powstale podczas pobierania i utrwalania
materiatu  mogg powodowaé znieksztalcenie komorek 1 jader komorkowych.
Niewlasciwie wykonany rozmaz skutkuje nieprawidtowym ulozeniem komorek, ktére
czegsto nachodza na siebie lub ulegaja catkowitemu uszkodzeniu, co catkowicie
uniemozliwia wykonanie wiarygodnych pomiaréw. Dlatego podczas pomiarow
konieczne jest staranne dobieranie pdl widzenia, w ktorych komorki sa zachowane
w cato$ci 1 rdwnomiernie roztozone. Sama analiza wymaga odpowiedniego mikroskopu
Swietlnego 1 kamery cyfrowej, ktore zapewnig obrazy wysokiej jakoSci

oraz dedykowanego oprogramowania umozliwiajacego ich dalszg obrobke i pomiary.
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3. Zastosowanie cytomorfometrii w onkologii weterynaryjnej — przeglad literatury

Rosngca czestos¢ wystepowania nowotworéw u psOw stwarza potrzebe
wdrazania metod diagnostycznych, ktore sg szybkie, proste w wykonaniu, dostarczajg
wiarygodnych informacji o charakterze zmiany oraz mozliwym przebiegu klinicznym
i rokowaniu, a jednoczesnie nie beda w znaczacy sposéb zwieksza¢ kosztochtonnos$ci
badania. Celem niniejszego rozdziatu jest przeglad piSmiennictwa na dotychczasowych
dotyczacych zastosowania cytomorfometrii u pséw zrdznymi nowotworami

z uwzglednieniem jej roli diagnostycznej i prognostyczne;j.
3.1. Przeglad literatury o innych typach nowotwordéw u pséw
3.1.1. Nowotwory gruczotu sutkowego u suk

Jednymi z najczgstszych nowotworé6w u psOw sa zmiany wywodzace
si¢ z gruczotu sutkowego. W przypadku tego typu guzéw istotne znaczenie
diagnostyczne, jak i rokownicze ma okreslenie precyzyjnego charakteru zmiany.
Znaczna heterogeniczno$¢ guzoéw gruczolu sutkowego utrudnia jednoznaczng oceng
ich charakteru na podstawie obrazu cytologicznego, konieczne jest zatem wykonanie
badania histopatologicznego. Zastosowanie cytomorfometrii jako narzedzia
diagnostycznego w przypadku guzdéw gruczotu sutkowego oceniono w badaniach
Dolkai in. (2016, 2018) oraz Simeonov i Simeonova (2006a, 2006b, 2006¢c, 2007a).
We wszystkich  badaniach skupiono si¢ na przydatnosci morfometrii jader
komorkowych jako narzedzia diagnostycznego umozliwiajagcego ocen¢ zmiany
na podstawie analizy preparatow cytologicznych, do ktérej material moze zostac
pobrany ioceniony znacznie szybciej niz material tkankowy. W badaniu
przeprowadzonym przez Simeonov 1 Simeonova (2006a) oceniano dwa parametry
morfometryczne jadra komorkowego dla grupy zmian niezlosliwych 1 ztoSliwych:
srednig $Srednice (MND) oraz wspotczynnik okragltosci (NR). Wykazano statystycznie
istotne réznice w obu parametrach pomi¢dzy analizowanymi grupami, w ktorych jadra
komorek nowotworowych ztosliwych charakteryzowaty si¢ wigkszymi wymiarami
i bardziej nieregularnym ksztattem w porownaniu do komoérek prawidtowych 1 komorek
nowotworowych nieztosliwych. Wsrdd grup nowotwordw ztosliwych nie stwierdzono
roznic w zakresie okraglosci jader komodrkowych. Z kolei w badaniu, obejmujacym
dodatkowo guzy pochodzenia mezenchymalnego (Simeonov i Simeonova, 2007a)

analizowano nast¢pujace parametry jadra komorkowego: pole powierzchni (NA),
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obwdd (NP), Srednica (ND) iotrzymano statystycznie istotne rdznice pomig¢dzy
nowotworami niezlo$liwymi i ztosliwymi. Wartosci NA, NP, ND byly wigksze
wraz ze wzrostem stopnia zlo$liwo$ci nowotwordw, gdzie najnizsze wartosci
odnotowano dla gruczolakow  widknistych, natomiast najwyzsze dla rakow
anaplastycznych. W obu grupach (nablonkowej 1 mezenchymalnej) obserwowano
wzrost warto$ci wszystkich trzech parametrow proporcjonalny do zlosliwosci
nowotworu. Podobne wnioski przedstawiono w doniesieniu Dolka i in. (2016),
w ktorym ocenie poddano nie tylko parametry MND i NR, ale takze $rednig warto$¢
pola powierzchni, obwodu oraz promienia jadra (kolejno: MNA, MNP, MNR).
Uzyskane  wyniki  skorelowano z wynikami  badania  histopatologicznego,
inatej podstawie stwierdzono istotne roznice w wartosci MNA  pomiedzy
nowotworami niezto$liwymi a ztosliwymi. NR zostat rowniez zbadany jako pojedynczy
parametr morfometryczny umozliwiajacy réznicowanie nowotworéw nieztosliwych
od ztosliwych ~ gruczotu  sutkowego  (Simeonov 1  Simeonova, 2006c),
i jak w przedstawionym wcze$niej badaniu Simeonov i Simeonova (2006a) parametr
NR pozwalat na odrdznienie zmian nieztosliwych od zmian ztosliwych, ale nie réznit
si¢ migdzy samymi nowotworami zlo$liwymi. Interesujacym uzupetlieniem
wczesniejszych prac Simeonov i Simeonova byla analiza fraktalna jader komoérkowych
(Simeonov i Simeonova, 2006b), w ktérej wykazano, ze wymiar fraktalny bedacy miarg
nieregularno$ci zarysu jadra, byt istotnie wyzszy w komodrkach nowotworow ztosliwych
w poréwnaniu do komoérek prawidlowych 1 nowotwordéw nieztosliwych. W badaniu
Dolka 1 in. (2018) ponownie oceniono przydatnos¢ cytomorfometrii w réznicowaniu
nowotworow nieztosliwych 1 zto§liwych gruczotu sutkowego u psow, rozszerzajac
analiz¢ o pomiary calych komorek i ich jader. Poprzez uzyskanie parametréw takich
jak: $rednie pole powierzchni, $redni obwodd, $rednia $rednica komorek 1 jader oraz
warto$ci okraglosci jadra i stosunku jadra do cytoplazmy, mozliwe bylo zestawienie ich
z wynikiem badania histopatologicznego oraz cytologicznym stopniem zlosliwosci
nowotworu (zgodnie ze zmodyfikowang skalg Robinsona). Mimo, ze w nowotworach
zto§liwych wuzyskano =znacznie wyzsze wartosci, roznice te nie byly istotne
statystycznie, co wskazuje na ograniczone zastosowanie cytomorfometrii jako narzedzia
roéznicujacego nowotwory nieztosliwe 1 zlosliwe w gruczole sutkowym u psow.
Warto zauwazy¢ jednak, ze wyniki tego badania pozostaja w sprzecznosci z wynikami
innych publikacji (Dolka i in., 2016; Simeonov i Simeonova, 2006a, 2006b, 2006c,

2007a). Rozbieznos¢ wynikéw przytoczonych badan, pokazuje, ze cytomorfometria
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posiada ograniczong warto$¢ diagnostyczna i prognostyczng w przypadku zmian
rozrostowych gruczotlu sutkowego u pso6w i moze to wynika¢, przynajmniej cze$ciowo

ze znacznego zroéznicowania ich budowy histologiczne;j.
3.1.2. Nowotwory tkanek migkkich — mi¢saki

Moze okaza¢ si¢ to zaskakujace, ale ocena roznic morfologicznych pomigdzy
zmianami nowotworowymi i nienowotworowym zmianami rozrostowymi w tkance
lacznej widknistej] w obrazie cytologicznym moze stanowi¢ wyzwanie diagnostyczne
(fibroblasty ziarniny i komoérki nowotworowe witokniakomigsaka sa morfologicznie
bardzo podobne, aczesto nieodrdznialne). Z tego wzgledu morfometria jader
komorkowych znalazta réwniez zastosowanie w odrdznianiu zmian rozrostowych
zlokalizowanych w obrebie tkanek migkkich i zostata oceniona w dwoch niezaleznych
badaniach Meachem i in. (2012) oraz Simeonov 1 in. (2015). W pierwszym z nich
autorzy zastosowali analize¢ morfometryczng do odrdzniania komoérek nowotworowych
w mi¢sakach od komorek odczynowych tkanki lacznej widknistej (fibroblastow
odczynowych), opierajac si¢ na o$miu parametrach jadrowych: powierzchni jadra NA,
minimalnej, maksymalnej i $redniej $rednicy (Dmin, Dmax, Dmean), maksymalnym
i minimalnym promieniu (Rmax, Rmin), obwodzie (NP) oraz wskazniku okraglosci
jadra (NR). Cho¢ wszystkie parametry jadrowe byly wyzsze dla komorek odczynowych
niz dla komoérek nowotworowych migsakow, istotno$¢ statystyczng wykazano tylko
dla Dmax, Rmax oraz NP. Podobne wyniki uzyskano dla odchylen standardowych,
szczegolnie w zakresie Dmax, Rmax 1 Rmin oraz NR. Por6wnanie parametrow
jadrowych pomiedzy komorkami w grupach migsakow o réznych stopniach ztosliwosci
nie wykazato istotnych statystycznie réznic. Z kolei w badaniu Simeonov i in. (2015)
analizie poddano wytacznie parametr okragtosci jadra (NR) i zaobserwowano wigksze
warto§ci NR w migsakach 1 istotng réznice w poréwnaniu do jader komoérek zmian
odczynowych. Tak jak w przypadku pierwszego badania (Meachem i in., 2012),
nie wykazano istotnych roéznic w obrebie grup o rdéznym stopniu ztosliwosci
histologicznej. Obie publikacje wskazuja na potencjat zastosowania morfometrii
jadrowej jako narzedzia wspomagajacego roznicowanie zmian odczynowych tkanki
facznej od migsakéw tkanek migkkich, jednak wymaga ona dalszych

badan i dopracowania.
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3.1.3. Nowotwory skory i przydatkow

Poza guzami tkanek migkkich, ktorych materiat cytologiczny bywa ubogi
(zmiany maja czg¢sto duzg spoistos¢) lub trudniejszy do interpretacji, a zastosowanie
analizy cytomorfometrycznej ogranicza si¢ gléwnie do rdéznicowania zmian
nowotworowych od odczynowych, to w przypadku zmian zlokalizowanych w obrebie
skory 1 jej przydatkow metoda ta znajduje szersze zastosowanie. Ze wzgledu na tatwa
dostgpnos¢ materiatu oraz duzg roznorodnos$¢ histologiczng zmian, w literaturze
opisano liczne badania oceniajace wartos¢ morfometrii jagdrowej nie tylko jako
narzgdzia wspierajacego diagnostyke, lecz takze pomocnego w okreslaniu stopnia
ztosliwosci nowotworu, ryzyka pojawienia si¢ przerzutow i1 nawrotdéw po resekcji

chirurgiczne;.
3.1.3.1. Nowotwory skory

Pierwsza grupe stanowia nowotwory wywodzace si¢ bezposrednio ze skory,
takie jak rak ptaskonablonkowy (ang. squamous cell carcinoma, SCC) i rak
podstawnokomoérkowy (ang. basal cell carcinoma, BCC). Zastosowanie morfometrii
jadrowej w ocenie raka plaskonabtonkowego skoéry opisano w  badaniach
Simenov (2009, 2010). W obu pracach analizowano parametry jadrowe komorek
nowotworowych, w tym: §rednia powierzchni¢ jadra (MNA), $redni obwod jadra
(MNP) oraz $rednig, minimalng 1 maksymalng $rednice jadra (Dmean, Dmin, Dmax).
W pierwszym badaniu oceniono ich zalezno$¢ wzgledem stopnia histologicznej
zto§liwosci, wykazujac, Zze wraz ze wzrostem stopnia zlo$liwosci histologiczne;j
statystycznie istotnie wzrastaly wartosci dla MNA, MNP oraz Dmean. W drugim
badaniu wykorzystano ten sam zestaw parametréw, jednak analizowano ich zwigzek
z potencjalem przerzutowym raka ptaskonablonkowego do regionalnych weztow
chlonnych. Réwniez w tym przypadku stwierdzono, ze $rednie warto§ci MNA, MNP,
Dmean byly istotnie wyzsze u pséw, u ktorych stwierdzono przerzuty w poréwnaniu
z psami bez zaje¢cia weztow chtonnych. Wyniki obu publikacji sugerujg, ze morfometria
jadrowa moze by¢ uzytecznym narzgdziem wspomagajacym zarowno diagnostyke,
jak i ocen¢ rokownicza raka ptaskonablonkowego skoéry. Podobnie wnioski ptyna
z badania dotyczacego raka podstawnokomorkowego przeprowadzonego przez
Simeonov i Simeonova (2010a). Przy pomocy pomiarow jadrowych: MNA, MNP,

MND, oceniono przydatno$¢ morfometrii w ocenie wystepowania miejscowej wznowy
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po jego chirurgicznym usunig¢ciu. Zaobserwowano, iz guzy, ktére w pozniejszym czasie
ulegly wznowie, charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszymi warto§ciami parametrow

jadrowymi niz guzy, u ktérych nawrotu nie odnotowano.
3.1.3.2. Nowotwory okolicy odbytu

W  obrebie przydatkow skory duze znaczenie kliniczne przypisuje
si¢ nowotworom wywodzacym si¢ z gruczotow zlokalizowanych w okolicy
okotoodbytowej. Do tej grupy zalicza si¢ nowotwory gruczotow apokrynowych zatok
przyodbytowych oraz nowotwory gruczotow okotoodbytowych. Pomimo zblizonej
lokalizacji anatomicznej, oba typy gruczotéw roznig si¢ pod wzgledem pochodzenia
histologicznego oraz obrazu cytologicznego, a co szczegdlnie istotne, zachowaniem
biologicznym, w szczeg6lnosci tendencja do rozsiewu. W przypadku obu grup zmian
morfometria jadrowa znajduje zastosowanie zaréwno w diagnostyce rdznicowej,
jak i w rokowaniu. W badaniu Simeonov i Simeonova (2008b) dotyczacym
nowotworow  gruczotow apokrynowych zatok przyodbytowych przeanalizowano
material cytologiczny obejmujacy gruczolaki i1 raki. Morfometria jadrowa objeta ocene
takich parametrow jak: $rednia powierzchnia jadra (MNA), $redni obwdd jadra (MNP),
$rednia $rednica jadra (MND) oraz wspolczynnik kulistosci jadra (NR). Wykazano,
ze wszystkie analizowane parametry, z wyjatkiem NR, osiggnely istotnie wyzsze
wartosci w nowotworach ztosliwych w poréwnaniu do zmian nieztosliwych.
W kolejnym badaniu Simeonov (2014), podjeto probe klasyfikacji rakow gruczotow
apokrynowych zatok przyodbytowych (ang. apocrine gland anal sac adenocarcinoma,
AGASACA) na podstawie cech morfometrycznych jader komérkowych. Raki zostaty
sklasyfikowane na trzy podtypy: tabularny, rozetowy i lity, a nast¢pnie zestawione
z tym samym zestawem parametrow jadrowych, jak w badaniu Simeonov i Simeonova
(2008b). Wykazano, ze morfometria jadrowa tych parametrow moze by¢ pomocna nie
tylko w ocenie stopnia zto§liwosci, lecz takze w klasyfikacji histologicznej AGASACA,
co moze miec¢ istotne znaczenie dla prognozowania ich zachowania biologicznego.
W obrebie okolicy odbytowej, obok guzoéw zatok przyodbytowych, zbadano réwniez
nowotwory wywodzace si¢ z gruczotow okoloodbytowych (hepatoidalnych). W badaniu
Simeonov (2019) porownano parametry jadrowe pomigdzy gruczolakami i rakami tych
gruczotow. Wartosci MNA, MNP, oraz Dmax, Dmin 1 Dmean, byty istotnie wyzsze

w guzach zlodliwych, co potwierdza przydatnos¢ morfometrii w rdznicowaniu
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charakteru zmian. Dodatkowo badanie Simeonov i Simeonova (2008a), dotyczacym
wylacznie  gruczolakorakéw  gruczotéw  okoloodbytowych, oceniono  warto$§¢
prognostyczng parametrow jadrowych. Analizujac przypadki, w ktéorych odnotowano
lub nie przerzuty do regionalnych weztéw chionnych, wzigto pod uwage te same
parametry jadrowe, ktore wspomniano w badaniu opisanym wcze$niej. Wszystkie
analizowane parametry byly istotnie wyzsze w gruczolakorakach u pséw, u ktérych
pojawity si¢ réwniez przerzuty do regionalnych wezléw chtonnych, przy czym
najwieksze roznice dotyczylty MNA, MNP i Dmean. Co istotne, stwierdzono ujemng
korelacje pomigdzy MNA, MNP, Dmean, Dmax a czasem przezycia psow, pozwala to
na stwierdzenie, ze parametry te, dodatkowo moga peli¢ role wskaznikow

prognostycznych.
3.1.3.3. Inne nowotwory przydatkow skory

Nowotwory gruczotow apokrynowych, gruczoldw lojowych oraz gruczotdéw
woskowinowych stanowig istotng grupg zmian wywodzacych si¢ z przydatkéw skory.
W badaniu Simeonov i Simeonova (2007b) obejmujacym gruczolaki i raki gruczotow
apokrynowych skory, wykazano, ze parametry jadrowe: MNA, MNP, MND, NR
osiggnety istotnie wyzsze wartosci w nowotworach zto§liwych niz w nowotworach
niezto§liwych. Ponadto odnotowano rdznice dla rakow, ktorych komorki stwierdzono
w regionalnych weztach chlonnych, w tych przypadkach warto$ci wspomnianych
parametréw byly szczeg6lnie wysokie. Podobne zalezno$ci zaobserwowano w badaniu
dotyczacym nowotworéw gruczoldéw woskowinowych (gruczolakach 1 rakach)
zlokalizowanych w przewodzie stuchowym zewnetrznym (Simeonov, 2012), w ktorym
wykorzystano takie parametry jak: Srednia pola powierzchni jadra (MNA), Sredni
obwdd jadra (MNP), najmniejsza, najwigksza 1 $rednia $rednica jadra (Dmin, Dmax,
Dmean). Wyniki potwierdzily, Ze nowotwory ztosliwe cechowaly si¢ istotnie wyzszymi
wartosciami dla MNA, MNP, Dmean i Dmax. Ponadto, podobnie jak w przypadku
rakéw  gruczotéw apokrynowych, wyzsze wartosci badanych parametrow
charakteryzowaty komorki rakéw, ktore daty przerzuty do regionalnych weztéw
chlonnych. Podobng zalezno$¢ potwierdzono réwniez w odniesieniu do rakow
gruczotow lojowych skory w badaniu Simenov 1 Simeonova (2010b), gdzie w potowie
przypadkow odnotowano obecno$¢ przerzutdow do weztéw chtonnych juz w chwili

rozpoznania. Zakres analizowanych parametréw odpowiadat temu, ktére zastosowano
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w badaniu Simeonov (2012). Wartosci MNA, MNP, Dmean oraz Dmin okazaty
si¢ istotnie wyzsze w grupie rakow, ktore daly przerzuty do weziow chlonnych

w porownaniu z rakami bez stwierdzonych przerzutow.

3.1.4. Inne zmiany nowotworowe u psow

Uzupehieniem badan z zakresu cytomorfometrii nowotworéw jest praca
Setthawongsin 1 in. (2018), w ktorej porownano cechy cytomorfometryczne komorek
guza wenerycznego (ang. canine transmissible venereal tumor, CTVT) pomi¢dzy jego
trzema typami histologicznymi (plazmacytoidalnym, limfocytarnym, mieszanym)
z innymi nowotworami o morfologii komoérek okraglych (chloniak, mastocytoma, guzy
histiocytarne). Przeanalizowano zardwno parametry jadrowe, jak 1 komodrkowe:
promien, $rednicg, obwdd i pole powierzchni. Komorki CTVT okazaty si¢ najwigksze
sposréd komodrek wszystkich analizowanych nowotworéow okragtokomorkowych,
a roznice byty istotne statystycznie.

Z kolei, w badaniu Przezdziecki 1 in. (2015b) przeprowadzono analiz¢
parametréw jadrowych 1 cytoplazmatycznych komodrek obecnych w ptynach
gromadzacych si¢ w jamach surowiczych. Oceniono cztery grupy komorek: prawidtowe
komorki miedzyblonka, komoérki odczynowego rozrostu migdzybtonka oraz komorki
nowotworowe (miedzybtoniaka 1 raki rozsiane do jam  surowiczych).
Poréwnano §rednie warto$ci jadra komoérkowego 1 komorki dla nastepujacych
parametréw: obwod, pole powierzchni, Srednica, okraglose, a takze obliczono stosunek
jadra do cytoplazmy. Wryniki wykazaty istotne ro6znice pomiedzy komorkami
prawidlowymi a komodrkami odczynowymi i nowotworowymi, gdzie komorki
prawidlowe byly mniejsze, ale cechowaly si¢ wigkszym stosunkiem jadra
do cytoplazmy  (N/C).  Natomiast pomigdzy  komorkami  odczynowymi,
a nowotworowymi stwierdzono istotne roznice, w ktorych komorki odczynowe miaty
wyzsze wartoS§ci MNA 1 MND oraz wigkszy stosunek N/C. Rowniez w badaniu
dotyczacym nisko zroéznicowanych migsakoéw oraz czerniakoéw amelanotycznych jamy
ustnej (Przezdziecki 1 in., 2015a) zbadano opisane wcze$niej parametry jadrowe
oraz komorkowe. Uzyskane wyniki nie pozwolity na rozrdznienie typOw nowotworow,
co sugeruje, ze morfometria nie znalazta zastosowania diagnostycznego

w tym przypadku.
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3.2. Zastosowanie cytomorfometrii w nowotworach uwzglgdnionych w badaniach

wlasnych
3.2.1. Zastosowanie cytomorfometrii w chtoniakach u psow
3.2.1.1. Ocena wartos$ci diagnostycznej i prognostycznej

W dostepnej literaturze odnalez¢ mozna ograniczong ilo$¢ badan dotyczacych
zastosowania morfometrii w rozpoznawaniu i klasyfikowaniu przypadku chtoniakéw
upséOw. W badaniu Papakonstantinoui O'Brien (2014) wykorzystano metode
obrazowania wysokiej jakosci (ang. high content imaging, HCI) do ilosciowej oceny
morfometrycznej komodrek chioniaka u pséw w porownaniu  z komorkami
limfoidalnymi weztéw chlonnych psow zdrowych. Analizie poddano cztery przypadki
chloniaka typu B oraz jeden chloniaka T-komoérkowego. Za pomoca oprogramowania
HCI zebrano dane dotyczace parametréw morfometrycznych: pola powierzchni
komorki, cytoplazmy i jadra, stosunku powierzchni jadra do catej komorki (N/Cell)
oraz do cytoplazmy (N/Cyt), przemieszczenia jadra (czyli odleglo$¢ jadra od srodka
komorki, wyrazonej jako proporcja promienia jadra) oraz wspolczynnik okraglosci
komorki. Wykazano, ze wszystkie parametry roznily si¢ istotnie pomigdzy komorkami
nowotworowymi a komorkami prawidlowymi. Komorki nowotworowe wykazywaty
wicksze warto$ci parametrow powierzchni catkowitej 1 cytoplazmatycznej
oraz jadrowej. Stosunki N/Cell oraz N/Cyt byly nizsze w komodrkach chloniaka.
Ponadto komorki chloniakow charakteryzowaly si¢ wyzszym wskaznikiem
przemieszczenia jadra, co oznacza, ze ich jadra byty ulozone bardziej obwodowo.
Wspodtezynnik okraglosci byt nizszy w komorkach chtoniaka, co wskazuje na ich mniej
regularny ksztalt. Z kolei w badaniu Nikousefat i in. (2018) analizowano przydatno$§¢
cytomorfometrii jadrowej w diagnostyce procesow proliferacyjnych w obrebie weztdw
chlonnych, z uwzglednieniem réznic pomigedzy komoérkami tkanki limfatycznej
nieaktywowanej, tkanki limfatycznej odczynowej i komorkami chtoniakéw u psow.
Do analizy wlaczono aspiraty z weztow chlonnych psow zdrowych, pacjentow
z rozpoznanym rozrostem odczynowym wezla chitonnego oraz chloniakiem,
a ostateczne rozpoznanie zostalo potwierdzone badaniem histopatologicznym.
W ramach morfometrii jadrowej dla kazdego przypadku wykonano po 30 pomiardéw
pola powierzchni jadra, obwodu, $rednicy oraz okraglosci jadra. Uzyskane wyniki

wykazaly istotne statystycznie réZznice w parametrach cytomorfometrycznych pomigdzy
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analizowanymi grupami. Srednia powierzchnia jadra byla istotnie wigksza
w komorkach chtoniakéw 1 komorkach odczynowych niz w komérkach prawidtowych.
Obwod 1 $rednica rowniez roznity si¢ istotnie pomigdzy wszystkimi grupami,
przy czym najwieksze rdznice w $rednicy jadra odnotowano pomie¢dzy komorkami
chloniakow a komorkami limfocytéw odczynowych. Wskaznik okraglosci jader byt
najnizszy w grupie chtoniakow, co oznacza, ze miaty bardziej nieregularny ksztatt,
podobnie jak w badaniu Papakonstantinou i O'Brien (2014) i byt istotnie rozny
dla wszystkich grup. Na podstawie wynikéw obu badan mozna wywnioskowac,
ze wszystkie oceniane parametry morfometryczne réznicowaly zaré6wno komorki
prawidlowe 1 nowotworowe, jak i nowotworowe i odczynowe. Tym samym badanie
cytomorfometryczne moze stanowi¢ przydatne narzedzie wspomagajace cytologiczng
diagnostyke limfadenopatii u psow.

Jedynym dostepnym badaniem opisujagcym ocen¢ rokowniczg analizy
cytomorfometrycznej w chioniakach u pséw jest praca Munasinghe i in. (2015),
przeprowadzona na psach z chiloniakami o wysokim stopniu ztosliwosci.
Analizie poddano rozmazy cytologiczne barwione metoda Wright-Giemsa uzyskane
od 20 pacjentéw, wykonane w momencie rozpoznania choroby i jej remisji, catkowity
czas przezycia obliczony byl jako suma dni od rozpoznania do remisji oraz remisji
do nawrotu 1 nawrotu do $mierci. W analizie morfometrycznej oceniono po 100 jader
komoérkowych i1 zbadano nastgpujace parametry: powierzchnia jadra, $rednica jadra
(maksymalna, $rednia 1 minimalna), obwod, obwodd z wypuklosciami, obwod
eliptyczny, stosunek obu obwodow, promien (maksymalny, minimalny 1 ich stosunek)
oraz wspolczynnik okraglosci. Wyniki wykazaly, ze zwigkszona minimalna $rednica
oraz promien jadra w momencie rozpoznania byly istotnie zwigzane z krétszym czasem
od nawrotu do $mierci. Natomiast w czasie nawrotu, warto$ci parametrow $redniej
powierzchnia jadra, maksymalnej 1 S$redniej $rednica, maksymalnego promienia,
obwodu, obwodu z wypuktosciami 1 obwodu eliptycznego korelowaly z krotszym
czasem od rozpoznania do remisji. Nie wykazano istotnego wplywu zadnego
z analizowanych parametrow morfometrycznych na czas od remisji do nawrotu

ani na catkowity czas przezycia psow.
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3.2.2. Zastosowanie cytomorfometrii w guzach z komorek tucznych u psow
3.2.2.1. Ocena przydatno$ci diagnostycznej

Jednym z najczesciej podejmowanych zagadnien dotyczacym zastosowania
cytomorfometrii w guzach z komoérek tucznych bylo analiza jej przydatnosci
diagnostycznej w kontekscie oceny stopnia zto§liwosci histologicznej. Pierwsze prace
22003 roku (Strefezzi i in.,, 2003) potwierdzily przydatnos¢ morfometrii
w roéznicowaniu stopnia ztosliwosci histologicznej mastocytomy u pséw. Celem badania
bylo okreslenie roéznic w parametrach morfometrycznych jader komorek guzow
komoérek tucznych w zalezno$ci od ich stopnia zroznicowania histopatologicznego
z zastosowaniem dwoch technik  barwienia cytologicznego. Histopatologicznie
sklasyfikowano 24 przypadki guzéw zgodnie z klasyfikacja Patnaik a nastepnie
wykonano barwienia cytologiczne metoda panoptyczng (Hematocor)
oraz hematoksyling i eozyna (HE). W kazdym przypadku analizowano po 100 jader
dla kazdego barwienia, uzyskujac pomiary dla pola powierzchni, obwodu, $redniej
srednicy, wspotczynnika eliptycznos$ci oraz wspodtczynnika regularnosci. Otrzymane
dane morfometryczne poréwnano z okreslonym w badaniu histopatologicznym
stopniem ztosliwosci. Wyniki okazaty si¢ obiecujace dla parametréw pola powierzchni,
srednicy 1 obwodu, dla ktérych wykazano wzrost wartosci wraz ze wzrostem
zto§liwosci nowotworu. W przypadku barwieniu HE zaobserwowano istotne
statystycznie réznice pomig¢dzy stopniami I a III oraz II a III wedtug Patnaik, natomiast
dla barwienia Hematocorem istotnoS$¢ statystyczng wykazano wylacznie pomiedzy
stopniami [ a III. Pozostale analizowane parametry (eliptycznos¢ i1 regularnosc)
nie wykazaly istotnych réznic mi¢dzy badanymi stopniami MCT. Zwrdécono rowniez
uwage na roznice pomigdzy wartosciami morfometrycznymi w obu metodach barwienia
— wyniki pomiaréw wykonanych na preparatach barwionych panoptycznie miaty
wyzsze warto$ci, co tlumaczono rdéznicami w technice przygotowania rozmazu
(utrwalanie na powietrzu vs. utrwalanie w alkoholu). Autorzy podkreslili, Ze nie udato
si¢ oceni¢ wartosci stosunku wielkosci jadra do cytoplazmy, ani morfometrii calych
komorek, ze wzgledu na trudnosci w precyzyjnym okresleniu granic komérkowych.

W badaniach cytologicznych MCT szczegdlne znaczenie majg guzy
sklasyfikowane histopatologicznie jako II 1 Il stopien zto§liwos$ci, guzy te cytologicznie

moga wyglada¢ podobnie, ale moga znacznie ro6zni¢ si¢ potencjalem dawania
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przerzutow 1 reakcja na zastosowane leczenie. Praca Neto i in. (2010) uwzglednita
wlasnie te dwa stopnie, analizujgc czy roznig si¢ one pod wzgledem morfologii jader
i cytoplazmy. Dla kazdego pacjenta (28 psow) przeanalizowano po 100 komorek,
oceniajagc zardwno jadra, jak i cytoplazme. Mierzone parametry obejmowaty: pole
powierzchni i obwod jadra, pole powierzchni 1 obwdd catej komorki, pole powierzchni
cytoplazmy (obliczone jako réznica pomigdzy powierzchnig cytoplazmy i jadra)
i wspotczynnik okragtosci dla jadra i cytoplazmy (w celu oznaczenia regularnosci
ksztattu), a takze stosunek powierzchni jadra do cytoplazmy (N/C). Uzyskane wyniki
zestawiono ze stopniem zlosliwosci histologicznej. Parametry dotyczace catej komorki
nie réznily si¢ istotnie statystycznie pomig¢dzy stopniami ztosliwosci histologicznej,
co thumaczono obecnos$cig ziarnisto$ci cytoplazmatycznych, ktére moga zwickszaé
objetos¢ komorki (ziarnisto$ci sg czesto liczne w komoérkach mastocytomy II stopnia
ztosliwosci 1 nieliczne w guzach III stopnia). Istotne réznice odnotowano natomiast
dla powierzchni cytoplazmy, gdzie guzy stopnia II cechowaly si¢ wicksza $rednig
powierzchnig cytoplazmy komorek niz guzy III stopnia. Guzy zakwalifikowane jako
MCT III stopnia réznity si¢ istotnie wytacznie w zakresie pola powierzchni 1 obwodu
jadra komorkowego. Rowniez stosunek N/C byt istotnie wyzszy w MCT 1II stopnia.
Wspdlezynnik okraglosci nie wykazywatl istotnych réznic w zalezno$ci od stopnia
ztosliwosci.

Oprécz klasycznej analizy morfometrycznej w literaturze mozemy znalezé
badania obejmujace bardziej zaawansowane techniki analiz, takie jak stereologia.
Marcos i in. (2022) porownali skutecznos¢ metody stereologicznej jako rozwinigcie
klasycznej morfometrii oceniajac obie metody w kontekscie oceny stopnia zlosliwosci
mastocytomy. U 51 pacjentow wykonano co najmniej 100 pomiaréw powierzchni jadra
(NA) dla kazdej z metod: recznego obrysu jadra komorkowego (klasyczna morfometria)
oraz stereologii 2D, polegajacej na zaznaczeniu srodka jadra, a nast¢pnie tworzeniu
dwaoch linii, ktoére zaznaczano w miejscu przecigcia z granicg jadra. W 32 przypadkach
dostepne byto rowniez badanie histopatologiczne co pozwolito na odniesienie
pomiarow do klasyfikacji stopnia zlosliwosci wedlug dwustopniowej klasyfikacji
Kiupel oraz trzystopniowej klasyfikacji Patnaik. W pozostalych przypadkach
porownywano wytacznie efektywnos¢ obu metod miedzy soba. Wykazano wysoki
stopien korelacji pomiedzy stereologia a klasyczng morfometrig, przy czym mniej
czasochtonna okazata si¢ by¢ stereologia. W odniesieniu do klasyfikacji wedlug Kiupel,

srednia NA byla wyraznie wigksza w mastocytomach high grade niz low grade
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niezaleznie od metody pomiarowej. W klasyfikacji wedlug Patnaik wykazano istotne
réznice NA pomiedzy stopniem III a II i I, jednak nie stwierdzono rdéznic pomigdzy
stopniami I1i 1L

Nalezy wspomnie¢ o istotnym badaniu, ktore ma znaczenie nie tylko dla samej
diagnostyki mastocytomy, lecz takze dla oceny przydatnosci i standaryzacji metod
morfometrycznych. W pracy Barbosa i1 in. (2014) oceniono warto$¢ analizy
morfometrycznej pod katem obiektywnosci oraz powtarzalnosci  wynikow,
co ma ogromne znaczenie dla innych prac z zakresu morfometrii, gdzie zazwyczaj
pomiary wykonywane byly tylko przez jednego obserwatora. W badaniu oceniono
21 preparatow cytologicznych, z czego 11 wybarwiono metoda Diff-Quick, a pozostate
10 metoda HE. Dla kazdego preparatu wykonano 100 pomiaréw pola powierzchni
i obwodu jader komoérkowych a pomiary zostaly wykonane i zebrane przez dwoéch
niezaleznych  obserwatorow, w  dwoéch  roznych  odstepach  czasowych.
Analiza statystyczna wykazata brak istotnych r6znic zardowno migdzy obserwatorami,
jak i czasem wykonywanych pomiardw, niezaleznie od zastosowanej metody barwienia.
Nie wykazano takze interakcji pomiedzy czasem a osoba wykonujaca badanie
(ang. interaction), oznacza to, ze rdzni obserwatorzy uzyskiwali podobne wyniki
niezaleznie od momentu ich pomiaru. Na tej podstawie mozna uzna¢, ze w przypadku
MCT morfometria jest metoda powtarzalng i obiektywng. Zwrocono réwniez uwage
na same wartosci obu parametréw jader komorkowych, ktore roznity si¢ migdzy soba
w zaleznosci od zastosowanego barwienia. Wymiary jader w preparatach barwionych
metoda Diff-Quick cechowaty si¢ wyzszymi warto$ciami, tlumaczono to wplywem
wybranej techniki przygotowywania materiatlu, podobnie jak w badaniu

Strefezzi i in. (2003).
3.2.2.2. Ocena warto$ci prognostycznej

Innym istotnym kierunkiem badan nad zastosowaniem morfometrii
jest przydatnos¢ w ocenie prognostycznej guzéw z komoérek tucznych u psow.
Analizowano to, m.in. w kontekscie oceny ryzyka pojawienia si¢ przerzutow do weziow
chlonnych (Marconato 1 in.,, 2008) oraz calkowitego czasu przezycia psoOw
z rozpoznanym guzem z komorek tucznych (Pinto de Azevedo, 2022; Strefezzi i in.,
2009). Kazde z tych badan uwzglednilo konieczno$¢ opracowania metody

umozliwiajacej ocen¢ biologicznego zachowania guza jeszcze na etapie badania
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cytologicznego. W badaniu Marconato i in. (2008), jednym z glownych celow byto
okreslenie czy warto$ci morfometryczne jader komodrkowych roznig si¢ pomigdzy
poszczegdlnymi jednostkami chorobowymi, w ktérych obecne sg komoérki tuczne,
atakze, czy obecnos$¢ pojedynczych lub nielicznych komorek tucznych w wezle
chlonnym moze wskazywa¢ na ich nowotworowy charakter i1 stanowi¢ tzw.
,mikroprzerzuty”. Do badania morfometrycznego wiaczono psy z procesem
o charakterze zapalnym lub zakaznym (m.in. zapaleniem skory, leiszmaniozg
i toksoplazmozg) oraz psy zpojedynczym guzem z komorek tucznych skory.
Grupa z mastocytomg zostala dodatkowo podzielona na trzy podgrupy: 1) przypadki
bez obecnosci komodrek tucznych w wezle chtonnym, 2) przypadki z obecnoscia
pojedynczych/nielicznych mastocytow w wezle chtonnym oraz 3) przypadki
z oczywistym przerzutem MCT do wezta chtonnego. Dla kazdego z 14 przypadkow
oceniono $rednig powierzchni¢ jadra (MNA), $redni obwdd jadra (MNP), stosunek
najwickszej do najmniejszej S$rednicy (LS), $redni wspotczynnik jadra (FF)
oraz wspoOlczynnik zmiennosci powierzchni jadra (NACV). Uzyskano istotne
statystycznie roznice dla parametréow MNA 1 MNP, ktore byly wyzsze w grupie
mastocytom z przerzutami w poréwnaniu do grupy psOw z choroba o charakterze
zapalnym lub zakaznym. Istotng obserwacja byto to, ze wartosci MNA i MNP byly
podobne w przypadkach dla mastocytom z pojedynczymi/nielicznymi komodrkami
w wezle chlonnym oraz  oczywistymi przerzutami w  wezle chlonnym.
Autorzy zasugerowali, ze moze to wskazywa¢ na charakter nowotworowy tych
komorek 1 moze stanowi¢ podstawe do okreslenia, ze sg to komorki o charakterze
»mikroprzerzutéw”. Dodatkowo, wspotczynniki LS i FF w grupie z obecnoscia
pojedynczych/nielicznych mastocytow, wykazywaly bardziej eliptyczny ksztatt jader,
co rowniez podkreslono, moze by¢ cechg potwierdzajaca ich nowotwory charakter.

W odniesieniu do warto$ci prognostycznej przezycia psOw z rozpoznanym
guzem z komorek tucznych w badaniu Strefezzi 1 in. (2009) oceniono morfometri¢ jadra
komodrkowego jako wskaznik prognostyczny, niezalezny od histopatologicznego stopnia
zto§liwosci MCT. U 29 pacjentow z histopatologicznie potwierdzonym MCT skory
wykonano po 100 pomiaréw S$redniej powierzchni jagdra (MNA) na kazdy preparat
w dwoch barwieniach cytologicznych: Romanowskiego oraz HE. Obserwacja kliniczna
pacjentow leczonych wylacznie chirurgicznie trwala co najmniej 60 dni.
W obu metodach barwienia stwierdzono, ze im wyzsza warto§¢ MNA, tym krotszy

catkowity czas przezycia psow. Dla barwienia HE ustalono warto$¢ graniczng MNA
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(cut-off), powyzej ktorej guzy klasyfikowano jako mastocytomy wysokiego stopnia
ztos§liwosci, a ponizej jako niskiego stopnia ztosliwosci. Psy z guzami o nizszej warto$ci
MNA wykazywaly dluzszy calkowity czas przezycia niz psy z mastocytomami
o wigkszej powierzchni jadra. Analogiczne zalezno$ci zaobserwowano dla preparatow
barwionych metoda Romanowskiego. Ponadto, warto§ci MNA pozwalaty
na réznicowanie guzéw histopatologicznie zakwalifikowanych do stopnia III od guzoéw
stopnia I 1 II. Co istotne, rowniez w obrebie stopnia II wedtug klasyfikacji Patnaik,
analiza rozmazow wykazala istotne statystycznie roznice w dtugosci przezycia miedzy
guzami zaklasyfikowanymi morfometrycznie jako niskiego i wysokiego stopnia
ztosliwosci, ale wytacznie dla preparatow barwionych metoda Romanowskiego.
Tym samym MNA okazalo si¢ istotnym wskaznikiem rokowniczym takze w obrebie
jednej klasy histologicznej. W odrdéznieniu od pracy Strefezzi i in. (2009),
w doniesieniu Pinto de Azevedo (2022) zastosowano metode stereologiczng do pomiaru
sredniej powierzchni jadra (MNA) w okoto 100 komorkach, zestawiajagc wyniki
z czasem przezycia psow. Stwierdzono, ze wyzsze wartosci MNA byly istotnie

zwigzane z krotszym catkowitym czasem przezycia.
3.2.3. Zastosowanie cytomorfometrii w zmianach rozrostowych jamy nosowej u psow

Jak dotad nie opublikowano wynikéw badan wykorzystujacych pomiary
cytomorfometryczne do roznicowania mikroskopowego zmian rozrostowych

zlokalizowanych w obrgbie jamy nosowej 1 zatok przynosowych u psow.
3.3. Podsumowanie

Cytomorfometria calych komorek i1 jader komorkowych znajduje coraz szersze
zastosowanie w diagnostyce i1 ocenie rokowania nowotworoOw u psow, m.in. guzow
gruczotu sutkowego, skory i jej przydatkdw, nowotwordOw jamy ustnej czy pltynow
wysigkowych. Najczesciej ocenianymi parametrami w takich przypadkach sa: $rednia
powierzchnia jadra (MNA), sredni obwod jadra (MNP), §rednia $rednica jadra (Dmean)
i wspotczynnik okragtosci jadra (NR), z ktorych wigkszos¢ wykazywata wyzsze
warto$ci w nowotworach ztosliwych i przerzutujacych. W chtoniakach morfometria
pozwalala réznicowa¢ zmiany nowotworowe od odczynowych, natomiast pole
powierzchni, $rednica, promien i obwod jadra komorkowego byty zwigzane z czasem

przezycia od rozpoznania do remisji. W przypadku mastocytomy parametr MNA
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korelowatl ze stopniem zlosliwosci 1 czasem przezycia, zwlaszcza w guzach stopnia
Il wedtug Patnaik, a warto$ci graniczne MNA pozwalaly przewidzie¢ rokowanie.
Pomimo réznorodnosci metod barwienia 1 ograniczonej liczby przypadkow
w wiekszosci badan cytomorfometria moze wspieraC rozpoznanie typu 1 stopnia
ztosliwosci nowotworu. W patologii kluczowym staje si¢ znalezienie matoinwazyjnej
metody, ktéra pozwoli na szybsze postawienie diagnozy, jak i okresli potencjat
rokowniczy danej zmiany, jeszcze przed wykonaniem zabiegu chirurgicznego

i pobraniem tkanek do badania histopatologicznego.
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4. Cele, zakres pracy oraz hipotezy badawcze
4.1. Cele pracy

1. Ocena przydatno$ci  analizy  cytomorfometrycznej jako  narzg¢dzia
wspomagajgcego roéznicowanie pomiedzy nienowotworowymi zmianami

rozrostowymi a nowotworami zto§liwymi nabtonka w jamie nosowej u psow.

2. Ocena przydatno$ci analizy cytomorfometrycznej w  prognozowaniu
catkowitego czasu przezycia upsow z chloniakiem centroblastycznym

poddanych chemioterapii.

3. Ocena przydatnosci analizy cytomorfometrycznej w prognozowaniu
catkowitego czasu przezycia upséw z chloniakiem T- komoérkowym

wielopostaciowym mieszanym.

4. Ocena zastosowania parametrow cytomorfometrycznych jako czynnika
wspomagajacego analize wystepowania przerzutow guza komorek tucznych
o niskim stopniu ztosliwosci histologicznej (I stopien Kiupel, low grade)

do regionalnych weztéw chlonnych u psow.
4.2. Zakres pracy

Praca obejmuje ocen¢ przydatno$ci analizy cytomorfometrycznej w diagnostyce
1 prognozowaniu przebiegu wybranych nowotworow u psow. Material badany
stanowity probki uzyskane od pacjentow z nienowotworowymi rozrostami
inowotworami nabtonka jamy nosowej, z chloniakiem centroblastycznym,
z chtoniakiem T-komodrkowym wielopostaciowym mieszanym oraz z mastocytoma
oniskim stopniu zto§liwosci histologicznej. Glowna metodg byla analiza
cytomorfometryczna,  natomiast metody  pomocnicze  (immunocytochemia,
histopatologia, barwienia dodatkowe) wykorzystano wyltacznie do diagnostycznej
klasyfikacji materialu. Praca nie obejmowata innych typéw nowotwordéw ani innych

metod diagnostycznych.
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4.3. Hipotezy badawcze

1.

Analiza cytomorfometryczna umozliwia roéznicowanie pomi¢dzy trzema
gléwnymi typami zmian w obr¢bie jamy nosowej u psow: zapaleniem

nieswoistym, zapaleniem grzybiczym i nowotworami ztosliwymi nablonka.

Parametry cytomorfometryczne komorek chloniaka centroblastycznego istotnie
koreluja z catkowitym czasem przezycia psow z tym nowotworem poddanych

chemioterapii.

Parametry = cytomorfometryczne  komoérek  chloniaka  T-komodrkowego
wielopostaciowego mieszanego istotnie korelujg z caltkowitym czasem przezycia

psOW z tym nowotworem.

Parametry cytomorfometryczne komorek mastocytomy niskiego stopnia
ztosliwosci  histologicznej (low grade) moga by¢ wykorzystywane
do szacowania ryzyka wystepowania przerzutow do regionalnych weztow

chionnych u psow.
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5. Materialy i metodyka badan

5. 1. Pacjenci w grupach badanych

Materiat biologiczny wykorzystany w badaniach wilasnych zostal pobrany
od pacjentow w ramach standardowych procedur medycznych, gdzie wszelkie badania,
w tym badanie kliniczne, badania laboratoryjne i inne dodatkowe testy diagnostyczne
(biopsja, badanie rentgenowskie, tomografia komputerowa, badanie endoskopowe) byty
integralng cze$cig procesu rozpoznania i1 leczenia pacjentéw. Informacje na temat
pacjentow wykorzystane do badan wtasnych zostaly pobrane z baz danych Przychodni
Weterynaryjnej Biatobrzeska oraz Kliniki Matych Zwierzat Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej SGGW  w Warszawie.  Czynno$ci  dotyczace  diagnostyki
mikroskopowej, w tym barwien cytologicznych, histopatologicznych 1 barwienia
immunocytochemicznego oraz obserwacje mikroskopowe cytologiczne,
histopatologiczne i morfometryczne zostaly przeprowadzone w Zakladzie Patologii
Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie. Zgodnie z obowigzujacymi
przepisami prawnymi oraz wytycznymi prawa Rzeczypospolitej Polskiej dotyczacej
aspektow etycznych prowadzen badan naukowych z udziatem zwierzat; ustawa z dnia
15 stycznia 2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych
lub edukacyjnych (Dz.U. 2015, poz. 266), pobranie materiatu w takich przypadkach
nie wymagato uzyskania zgody lokalnej Komisji Etycznej, poniewaz materiat ten zostat
pozyskany w celu diagnostycznym 1 terapeutycznym, a nie wylacznie na potrzeby
badan naukowych. Dodatkowo, w czasie zbierania informacji klinicznych nie byty

notowane ani utrwalane zadne dane wrazliwe.
5.2. Materiat badany 1 procedura pobrania materiatu

Material do badan stanowity probki uzyskane od psow, pacjentow Przychodni
Weterynaryjnej Biatobrzeska w Warszawie dla chioniakéw centroblastycznych,
chioniakow T-komoérkowych wielopostaciowych mieszanych oraz w guzéw z komorek
tucznych. Dodatkowo, probki obejmujace zmiany patologiczne zjamy nosowej
pochodzity od pséw z przewlekle utrzymujgcymi si¢ objawami wskazujgcymi na proces
patologiczny w obszarze jamy nosowej pochodzily od pacjentow Kliniki Matych

Zwierzat Instytutu Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie.



57

5.2.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej

Material z jam nosowych zostal pobrany od pacjentow skierowanych do Kliniki
Matych Zwierzat IMW przez lekarzy weterynarii z innych zaktadoéw leczniczych celem
przeprowadzenia dodatkowych badan diagnostycznych dla zbadania przyczyny
przewlektej choroby jamy nosowej (objawy kliniczne utrzymujace si¢ od co najmniej
jednego miesigca, w tym kichanie, duszno$¢, patologiczny szmer podczas oddychania,
obecno$¢ wysicku z jamy nosowej kichaniem). Przed wykonaniem badania
endoskopowego jamy nosowej (badanie rynoskopowe) u kazdego pacjenta wykonano
podstawowe  badanie  biochemiczne i morfologiczne krwi, badanie RTG
i/lub tomografi¢ komputerowa jamy nosowej. Do zabiegu endoskopii kazdy pies zostat
poddany znieczuleniu ogoélnemu opartemu na kombinacji midazolamu (L.M.
0,005mg/kg, Polfa Warszawa), medetomidyny (I.M. 0,005-0,03 mg/kg Orion Pharma),
butorfanolu (I.M. 0,1 mg/kg, Richter Pharma AG) i propofolu (L.V. 2-4 mg/kg,
B. Braun). Badanie zostalo przeprowadzone przy uzyciu sztywnego endoskopu
do rynoskopii (XP 700/33 Nopa C, Nopa Instruments, Niemcy) i cienkiego, gictkiego
endoskopu (Olympus XP20, Olympus Corporation, Japonia) do rynoskopii wstecznej.
Obie jamy nosowe zostaly dokladnie zbadane makroskopowo, w trakcie badania
pobrano co najmniej trzy probki blony S§luzowej nosa i/lub patologicznych
mas tkankowych do badania histopatologicznego. Podczas tej samej procedury
pobierano probki do rutynowego badania cytologicznego, wykonujagc wymazy
przy uzyciu jalowej wymazoéwki, z ktérej material przenoszono na szkietko
mikroskopowe metoda rolowania. Preparaty cytologiczne utrwalano wstgpnie poprzez
suszenie na wolnym powietrzu, nast¢pnie rozmazy byty barwione lub przechowywane

do momentu barwienia, a nast¢pnie poddane barwieniu.
5.2.2. Chloniaki centroblastyczne

Materiat do badan cytologicznych pobierano od pacjentéw podczas rutynowych
wizyt w lecznicy weterynaryjnej przy uzyciu biopsji cienkoiglowej nieaspiracyjnej
z weztow chlonnych oraz biopsji cienkoigtowej aspiracyjnej z innych lokalizacji.
W przypadku uogolnionego powigkszenia weztow chlonnych obwodowych materiat
pobierano z co najmniej dwoch weztow chtonnych, tacznie pobrano co najmniej
6 rozmazow. Od niektérych pacjentow probki pobierano takze z watroby, $ledziony,

guzow skorny, guzow S$rodpiersia oraz mas w jamie brzusznej, a takze ze szpiku
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kostnego. Rozmazy cytologiczne utrwalano poprzez suszenie na wolnym powietrzu,
nastgpnie rozmazy byly barwione lub przechowywane do momentu barwienia,
anastgpnie poddane barwieniu. Przegladajac karty pacjentdow uzyskano rowniez
informacje dotyczace calkowitego czasu przezycia, definiowanego jako okres
od postawienia rozpoznania do $mierci lub eutanazji wynikajacych z postgpu choroby

NOWOtWOrowe;j.
5.2.3. Chtoniaki T-komoérkowe wielopostaciowe mieszane

Materiat do badan cytologicznych pobierano od pacjentow podczas rutynowych
wizyt w lecznicy weterynaryjnej przy uzyciu biopsji cienkoiglowej nieaspiracyjnej
z weztéw chlonnych oraz biopsji cienkoiglowej aspiracyjnej z innych lokalizacji.
W przypadku uogdlnionego powigkszenia weztow chtonnych obwodowych materiat
pobierano z co najmniej dwoch weztow chlonnych, lacznie pobrano co najmniej
6 rozmazow. Od niektorych pacjentow probki pobierano takze z watroby, Sledziony,
guzow skornych, guzéw $rodpiersia oraz mas w jamie brzusznej a takze ze szpiku
kostnego. Rozmazy cytologiczne utrwalano poprzez suszenie na wolnym powietrzu,
nastgpnie rozmazy byly barwione lub przechowywane do momentu barwienia,
anastepnie poddane barwieniu. Przegladajac karty pacjentow uzyskano réwniez
informacje dotyczace calkowitego czasu przezycia, definiowanego jako okres
od postawienia rozpoznania do $mierci lub eutanazji wynikajacych z postepu choroby

NOWOtWOrowe;j.
5.2.4. Guzy z komorek tucznych

Materiat do badan pobierano od pacjentdéw podczas rutynowej wizyty w lecznicy
weterynaryjnej z rozpoznanymi guzami skory metoda biopsji cienkoiglowe;j
aspiracyjnej, a z weztow chtonnych wartowniczych w stosunku do miejscach, gdzie
wystepowata zmiana — metoda biopsji cienkoiglowej nieaspiracyjnej. Z kazdego guza
oraz wezla chlonnego pobierano co najmniej 3-5 rozmazéw. Rozmazy cytologiczne
utrwalano poprzez suszenie na wolnym powietrzu, nastepnie rozmazy byly barwione
lub przechowywane do momentu barwienia, a nast¢gpnie poddane barwieniu.
Przegladajac karty pacjentdw uzyskano rowniez informacje dotyczace wystepowania
lub nie przerzutow do regionalnych lub odlegtych weztow chlonnych. Po wstgpnym

rozpoznaniu cytologicznym, zmiany skorne oraz wezly chionne byly poddawane
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resekcji podczas zabiegu chirurgicznego. Material tkankowy byl utrwalany w 10%

roztworze formaliny z przeznaczeniem do badania histopatologicznego.
5.3. Barwienia preparatow cytologicznych
5.3.1. Barwienie metoda Giemsy

Preparaty cytologiczne utrwalone wstgpnie poprzez suszenie na wolnym
powietrzu, poddano wlasciwemu utrwaleniu w 70% alkoholu metylenowym przez 5-15
minut. Barwienie przeprowadzano przez 15 minut, stosujac §wiezo przygotowany
barwnik Giemsy (Analab®) zgodnie z zaleceniami producenta w proporcji 1:10,
poprzez zmieszanie 1 ml barwnika Giemsy z 9 ml wody destylowanej. Po tym czasie
barwnik byl usuwany, a preparat przeptukany woda biezaca 1 pozostawiony

do wysuszenia.
5.3.2. Barwienie blekitem toluidyny

Preparaty cytologiczne wczesniej barwione metoda Giemsy, poddano procesowi
odbarwienia 1 ponownego barwienia. W pierwszej kolejnosci umieszczono
je w alkoholu etylowym absolutnym (99,8%) 1 i II, po 3-5 minut kazdy, a nast¢pnie
w etanolu 96% przez kolejne 3-5 minut. Po odtluszczeniu preparaty réznicowano
w czystym roztworze alkoholu kwasnego i plukano w wodzie destylowanej przez 3-5
minut, po tym czasie przeprowadzono barwienie w 1% roztworze bigkitu toluidyny
(Analab®) przez 5-15 minut, po czym ponownie optukiwano je w wodzie destylowane;.
Na koniec preparaty roznicowano w etanolu 96%, odwadniano przez 5 minut
w alkoholu etylowym absolutnym (99,8%) 1 zanurzono w ksylenie rowniez na 5 minut.
Na koniec preparaty zamykano w balsamie kanadyjskim, przykrywajac szkietkiem

nakrywkowym.
5.3.3. Barwienie immunocytochemiczne

Do barwienia immunocytochemicznego wykorzystano rozmazy, ktore
poczatkowo utrwalono przez suszenie na wolnym powietrzu, a nast¢pnie przez
zanurzenie ich na 10 minut wzimnym acetonie (4°C) i przechowywano
je w temperaturze -20°C  do czasu rozpoczecia barwienia. Do  okreSlenia
immunofenotypu komorek chioniaka zastosowano gotowe do uzycia komercyjne

przeciwciala: monoklonalne anty-CD79a (FLEX, Monoclonal Mouse Anti-Human,
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Dako, klon JCB117) oraz poliklonalne anty-CD3 (FLEX, Polyclonal Rabbit Anti-
Human, Dako), a sam proces immunofenotypowania zostat przeprowadzony zgodnie
z metodami opisanymi przez Caniatti i in. (1996) oraz Sapierzynski (2010).
Do barwienia wykorzystano po dwa rozmazy z kazdego przypadku — jeden rozmaz
inkubowano z przeciwcialem anty-CD79a, a drugi z przeciwcialem anty-CD3.
Rozmazy najpierw inkubowano przez 5 minut w roztworze Tris (Tris Buffered Saline,
pH 8.0, Sigma-Aldrich), a nastepnie w 3% roztworze nadtlenku wodoru przez 15 minut.
Po trzykrotnym przeptukaniu woda destylowang, ponownie dodawano roztwor Tris,
anastgpnie aplikowano pierwszorzedne przeciwciala (monoklonalne anty-CD79a,
poliklonalne anty-CD3) zgodnie z zaleceniami producenta. Z kolei preparaty
pozostawiono na 60 minut w temperaturze pokojowej w warunkach zapobiegajacych
wyschnieciu. Preparaty po trzykrotnym ptukaniu woda destylowana ponownie zalewano
roztworem Tris na 5 minut i nanoszono przeciwciata drugorzedowe- kozie przeciwciata
skierowane przeciwko przeciwcialom kroliczym i1 mysim (EnVision FLEX/HRP,
Dako). Inkubacje prowadzono w komorze przez 30 minut. Po ponownym trzykrotnym
ptukaniu  woda destylowana, =zaaplikowano roztwor tetra chlorowodorku
diaminobenzydyny (EnVision FLEX DAB+ Chromogen, Dako) zmieszany
z nadtlenkiem wodoru (EnVision FLEX SubstrateBuffer, Dako) zgodnie z zaleceniami
producenta, pozostawiajac roztwor na 1 minutg. Ostatecznie preparaty zostaty
wybarwione hematoksyling (EnVision FLEX Hematoxylin, Dako) przez 10 minut
ina krotko zanurzone w jednoprocentowym stezonym kwasie solnym (kwasnym
alkoholu). Po dokladnym sptukaniu woda przez 15 minut probki odwadniano
1 zamykano w DPX.

Kontrola pozytywna i negatywna. Jako kontrole pozytywna dla przeciwciat
anty-CD3 i anty-CD79a wykorzystano rozmazy komorek pobranych z weztow
chlonnych, ktore wykazywaly odczynowy rozrost tkanki limfoidalnej, kontrole
negatywna wykonano zuzyciem roztworu Tris zamiast przeciwciala pierwotnego,

a sam proces barwienia byl taki sam jak dla barwienia wlasciwego.
5.4. Barwienia histopatologiczne
5.4.1. Przygotowanie preparatow parafinowych

Tkanki pobrane podczas zabiegu rynoskopii lub zabiegu chirurgicznego resekcji

zmian umieszczano w 10% zbuforowanym roztworze formaliny. Ilo$¢ uzytego
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utrwalacza byla co najmniej dziesi¢ciokrotnie wigksza niz objgtos¢ pobranej tkanki.
Utrwalanie prowadzono w temperaturze pokojowej (18 do 22°C) przez okres
od 12 do 24 godzin. Po procesie utrwalania tkanki zostaly odpowiednio przyciete
i umieszczone w kasetkach histologicznych, a nastepnie zostaty doktadnie wyptukano
pod strumieniem zimnej, biezacej wody. Plukanie trwato od 6 do 12 godzin. Nast¢pnie
przeprowadzono proces odwadniania, material stopniowo przenoszono przez roztwory
alkoholu etylowego o narastajacym stezeniu: 70%, 80%, 90%, 96% oraz alkoholu
etylowym absolutnym 1 i II (99,8%), w kazdym z alkoholi materiat pozostawiono
na 2 godziny. Po zakonczeniu odwadniania tkanki przeswietlono w czystym ksylenie
I oraz ksylenie II przez 2 godziny w kazdym, w temperaturze pokojowej. Zatapianie
materialu wykonano etapowo, najpierw tkanki umieszczano w mieszaninie parafiny
iksylenu w stosunku 1:1 i inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 do 3 godzin.
Kolejno tkanki przeniesiono do czystej parafiny niskotopliwej (o temperaturze topnienia
ponizej 50°C) na 2 godziny, a nastepnie do czystej parafiny wysokotopliwej (56-56°C)
réwniez na 2 godziny. Caty proces przeprowadzono w lazni grzewczej. Po zatapianiu
bloczki schtodzono w zimnej wodzie 1 po zestaleniu parafiny skrawano na mikrotomie
uzyskujac skrawki o grubosci 4 mikrometréw. Gotowe skrawki przenoszono
pedzelkiem namoczonym wodg destylowana do naczynia z ciepta woda destylowana
ipo wyprostowaniu nanoszono je na odtluszczone szkietka podstawowe pokryte
politlenkiem lizyny. Na koniec preparaty suszono na stoliku grzewczym w temperaturze

37°C przez okoto 30 minut.
5.4.2. Barwienie hematoksyling i eozyna

Preparaty umieszczono w dwodch roztworach ksylenu, kazdy przez 10 minut.
Nastepnie zanurzano je w alkoholu etylowym absolutnym I 1 II (99,8%) przez 5 minut
kazdy, po czym kontynuowano proces w alkoholu 96% przez 5 minut oraz w alkoholu
70% przez kolejne 5 minut. Po tym etapie szkietka optukiwano woda destylowang.
Proces barwienia przeprowadzono z uzyciem hematoksyliny Ehrlicha (Analab®)
przez 10 minut, nastgpnie preparaty przeptukiwano pod biezaca wodg i réznicowano
w kwasnym alkoholu. Nastepnie preparaty ponownie ptukano pod biezacag woda przez
10 minut i barwiono eozyng Y (Sigma-Aldrich®) przez 5 minut. Po zakonczeniu
barwienia, preparaty oplukiwano woda destylowang i odwadniano w roztworach
alkoholi o rosngcych stezeniach: 70%, 80%, 90%, 96%, zanurzajac je w kazdym

przez 5 minut. Kolejno preparaty zanurzano w alkoholu etylowym absolutnym I i II
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(99,8%) przez 5 minut kazdy. Po procesie odwadniania preparaty umieszczano
w ksylenie na 10 minut i zamykano w balsamie kanadyjskim, przykrywajac szkietkiem

nakrywkowym.
5.4.3. Barwienie btekitem toluidyny

Preparaty guza z komorek tucznych przed barwieniem odparafinowano do wody
destylowanej i barwiono w 1% roztworze bigkitu toluidyny (Analab®), w ktorym
preparaty byly umieszczane na 5 do 15 minut, nastgpnie przeptukiwane w wodzie
destylowanej i réznicowane w alkoholu 96% przez kilka minut. Kolejno zanurzano
je w alkoholu etylowym absolutnym (99,8%) na 5 minut, anastgpnie w ksylenie
przez kolejne 5 minut. Preparaty zamykano w balsamie kanadyjskim przykrywajac

szkietkiem nakrywkowym.
5.4.4. Barwienie metoda PAS

Do oceny obecnosci plechy grzybiczej wycinki tkankowe pobrane z jamy
nosowej barwiono metodg PAS. Skrawki parafinowe zanurzano w roztworze kwasu
nadjodowego 0,5% (Chempur®) na 5 minut, nast¢pnie przeptukiwano je woda
destylowang przez kolejne 5 minut, nastgpnie preparat umieszczano w odczynniku
Schiff (Avantor®) na 15 minut. Po uptywie 15 minut szkietka optukiwano pod biezaca
wodg przez 10 minut, a nast¢pnie barwiono zielenig swietlng (Avantor®) przez 6 minut.
Po zakonczeniu barwienia szkietka ponownie plukano pod biezaca woda 1 odwadniano

w alkoholu 96% 1 zamykano w balsamie kanadyjskim szkietkiem nakrywkowym.
5.5. Ocena mikroskopowa 1 kryteria rozpoznania

Do oceny preparatow mikroskopowych uzywano mikroskopu $wietlnego
Olympus BX41 o okularze 10x/22mm (Olympus Corporation, Japonia) w catkowitym
powigkszeniu 1000x.

5.5.1 Zmiany rozrostowe w jamie nosowej

Ocen¢ zmian przeprowadzono na podstawie badania histopatologicznego,
w potaczeniu z wynikami badania klinicznego, wynikami badan obrazowych, przebiegu
choroby 1 ewentualnej reakcji na zastosowane leczenie. Wyglad jam nosowych
stwierdzono podczas badania endoskopowego w przypadku grzybiczego zapalenia

btony §luzowej nosa charakteryzowal si¢ obecnoscig ropnego wysieku zapalnego,
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owrzodzeniem i martwicg btony §luzowej, niekiedy z obecnoscig szarych lub szaro-
z60ltych, przypominajacych plech¢ nalotéw na powierzchni blony S$luzowe;.
W przypadku nowotworéw jamy nosowej byto to najczesciej obecnos$¢ patologicznych
mas tkankowych, niedrozno$¢ jamy nosowej, deformacja i zniszczenie matzowin
nosowych, czesto z obecnoscig krwawienia z powierzchni zmian. W nieswoistym
zapaleniu jamy nosowej obserwowano najczesciej wysigk na powierzchni blony
Sluzowej jamy nosowej oraz obrzgk btony §luzowej matzowin nosowych. Precyzyjny
charakter obserwowanych zmian byl oceniany w badaniu histopatologicznym
wycinkéw pobranych w czasie badania rynoskopowego. Grzybicze zapalenie nosa byto
potwierdzone w przypadku stwierdzenia mieszanego stanu zapalnego btony §luzowe;j
z dominacjag wysieku ropno-wtdoknikowego, z obecno$cia obszaréw martwicy
oraz strzgpkami grzybni (w badaniu dodatkowym metoda PAS grzybnia wybarwiala
signa intensywny czerwony kolor) wrastajagcej w glab blony S$luzowej,
przy jednoczesnym braku utkania o charakterze nowotworowym i braku cech zapalenia

nieswoistego (ryc. 9)

Ryc. 9. Obraz histopatologiczny wycinka btony $luzowej jamy nosowej psa
z zapaleniem grzybiczym — widoczny naciek komorkowy, gldwnie neutrofilowy
oraz grzybnia wybarwiona na czerwony kolor (czarna strzalka). Barwienie

hematoksylina i eozyna. Powigkszenie 100x
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Nieswoiste limfocytarno-plazmocytarne zapalenie nosa bylo rozpoznawane
w przypadku wieloogniskowego, czesto zlewajacego si¢ nacieku zapalnego
otworzonego gtownie z matych limfocytow 1 plazmocytéw (ryc. 10) niezaleznie od jego
nasilenia, bez widocznych bakterii, elementow grzybni oraz bez mikroskopowych cech

nowotworzenia.

Ryc. 10. Obraz histopatologiczny btony $luzowej jamy nosowej psa z nieswoistym
zapaleniem limfocytarno-plazmocytarnym — widoczny masywny naciek utworzony
z limfocytow  oraz  plazmocytow.  Barwienie  hematoksylina i1  eozyna.

Powigkszenie 100x

Gruczolakoraka/raka diagnozowano na podstawie obecnosci atypowych
komorek o morfologii nabtonkowej z obfita cytoplazma, duzymi owalnymi jadrami,
widocznymi jaderkami, widoczny lub nie naciek zapalny, niezaleznie od jego

charakteru i brak elementow plechy grzybiczej (ryc. 11).



Ryc. 11. Obraz histopatologiczny wycinka zmiany guzowatej malZzowin nosowych
pobranego w czasie rynoskopii od psa, w badaniu mikroskopowym rozpoznano
gruczolakoraka — widoczna proliferacja komoérek nisko zréznicowanego nowotworu

(czarna strzatka). Barwienie hematoksylina i eozyna. Powigkszenie 200x

5.5.2. Chloniaki

Wstepne rozpoznanie chloniakow okreslano w preparatach cytologicznych
barwionych odczynnikiem Giemsy, stosujac kryteria opisane przez innych autorow
(Fournel-Fleury i in. 1997a, Fournel-Fleury i in. 2002, Ponce i in. 2010). W ramach
tej oceny uwzgledniono istotne cechy morfologiczne komoérek nowotworowych, takich
jak odsetek komorek o morfologii blastow, ich wielko$¢ 1 ksztatt. Dodatkowo,
zwrocono uwage na ksztatt i rozmieszczenie jadra komorkowego, jego wyglad, a takze
strukture chromatyny jadrowej. Elementem analizy byla takze liczba, wielko$¢
i rozmieszczenie jaderek w jadrze komodrkowym. Na podstawie powyzszych cech
postawiono wstepne rozpoznanie chtoniaka i nastgpnie do dalszych analiz wybrano
jedynie te przypadki, ktorych cechy morfologiczne komoérek nowotworowych

umozliwialy okreslenie rozpoznania cytologicznego chtoniaka centroblastycznego
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Iub chtoniaka T-komoérkowego wielopostaciowego mieszanego z komoérek matych
iduzych. Morfologia komodrek chioniaka centroblastycznego charakteryzowata
si¢ mieszang populacja komodrek, w tym matych 1 $redniej wielkosci blastow
z nieregularnie zageszczong chromatyng i1 czesto z duzym centralnie zlokalizowanym
jaderkiem, centroblastow (20-50% komorek), czyli duzych komorek z wyraznymi
jaderkami oraz immunoblastow (<20% komorek), bedacymi duzymi komodrkami

z duzym centralnie zlokalizowanym jaderkiem (tzw. makrojaderkiem) — (ryc. 12).

Ryc. 12. Obraz cytologiczny chloniaka centroblastycznego wielopostaciowego u psa,
materiat pobrano z powigkszonego wezla chtonnego — widoczne duze blastyczne
komorki limfoidalne z duzymi okraglymi jadrami komorkowymi i licznymi, wyraznymi

jaderkami. Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 1000x

Chioniaki T-komoérkowe wielopostaciowe mieszane cechowaty si¢ zmiennos$cia
morfologiczng komorek, komorki byty mate, §rednie lub duze, czgsto wykazywaly
nieregularnego ksztattu, wciete lub ptatowate jadra komodrkowe, cytoplazma komorek
byta jasna, stabo zasadochtonna, jaderka stabo widoczne (ryc. 13).

W dalszej kolejnosci oceniono immunofenotyp komorek chtoniaka, tym samym

potwierdzajac wstepne rozpoznanie podtypu chioniaka. Oceny dokonywano w oparciu
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o analiz¢ rozmazoéw barwionych metoda immunocytochemiczng pod katem
wystepowania 1 nasilenia ekspresji antygenu CD3 i antygenu CD79a. W czasie
obserwacji z uzyciem mikroskopu $wietlnego okreslono odsetek komorek
wykazujacych dodatnig reakcje btonowa 1 cytoplazmatyczng anty-CD3 i anty-CD790.
Chtoniaka z immunofenotypem B rozpoznawano, gdy co najmniej 80% komorek
wykazywato ekspresje CD79a, a mniej niz 20% - ekspresje CD3, natomiast chtoniaka
z immunofenotypem T rozpoznawano, gdy co najmniej 80% komorek wykazywato
ekspresje CD3, a mniej niz 20% - CD79a. Ostatecznie, rozpoznanie chtoniaka
centroblastycznego (chtoniak z komoérek B) lub chtoniaka T-komérkowego o morfologii
wielopostaciowej mieszanej rozpoznawano na podstawie tacznej interpretacji wynikow

badania morfologicznego i wynikéw barwienia immunocytochemicznego.

o

10 pm

Ryc. 13. Obraz cytologiczny chloniaka T-komorkowego wielopostaciowego
mieszanego u psa, material pobrano z powigkszonego wezta chtonnego — widoczne
komorki o réznej wielkosci, z duzym lub matych jadrem komdérkowym o nieregularnym

zarysie 1 niewielkg ilo$cig cytoplazmy. Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 1000x
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5.5.3. Guz z komorek tucznych

Rozpoznanie cytologiczne oraz szacunkowa ocen¢ stopnia zlosliwosci
cytologicznej guza z komorek tucznych okreslano w oparciu o kryteria opisane przez
Camus 1 in. (2016) oceniajagc preparaty barwione odczynnikiem Giemsy,
a w uzasadnionych przypadkach takze barwionych biekitem toluidyny. W ocenie
uwzgledniono wyglad cytoplazmy 1 jadra komorkowego, obecnos¢ i rozmieszczenie
ziarnisto$ci cytoplazmatycznych, obecno$¢ figur mitotycznych, a takze oceng stopnia
anizokariozy 1 anizocytozy oraz liczbe jader komorkowych w  komorce.
Stopien I ztosliwosci cytologiczne] guza z komorek tucznych nadawano w tych
przypadkach, w ktorych komorki wykazywaty morfologie zblizona do morfologii
prawidtowych mastocytow, majacych liczne, rOwnomiernie rozmieszczone ziarnisto$ci

cytoplazmatyczne, z minimalnie wyrazong anizocytozg lub/i anizokariozg (ryc. 14).

Ryc. 14. Obraz cytologiczny guza z komorek tucznych 1 stopnia ztosliwosci
cytologicznej u psa —obecnos$¢ komorek o wygladzie komorek tucznych, z widocznymi
okraglymi  jadrami  komoérkowymi o  jednakowej  wielkosci 1 obfita
cytoplazma z rOwnomiernie rozmieszczonymi zasadochtonnymi ziarnisto$ciami

cytoplazmatycznymi. Barwienie metodg Giemsy. Powigkszenie 1000x
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Przypadki, w ktorych w badaniu cytologicznym stwierdzono dodatkowo
conajmniej jedng ceche ztosliwosci cytologicznej: obecno$¢ figur mitotycznych,
pleomorfizm jadrowy, komorki dwu- lub wielojadrowe oraz anizokarioza

u ponad 50% mastocytow - klasyfikowano jako guzy z komoérek tucznych

o nieokreslonym stopniu ztosliwosci VI (ryc. 15).

Ryc. 15. Obraz cytologiczny guza z komoérek tucznych I/II stopnia ztosliwosci
cytologicznej u psa — widoczne komodrki o morfologii mastocytow z okragltymi jadrami
komoérkowymi z widoczng anizokarioza o tagodnym nasileniu, w cytoplazmie mniej

liczne ziarnisto$ci cytoplazmatyczne. Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 1000x

Koncowe rozpoznanie oraz ustalenie stopnia ztosliwosci histologicznej
dokonywano na podstawie badania histopatologicznego guza usunigtego chirurgicznie
z dodatkowym barwieniem blekitem toluidyny, klasyfikacj¢ przeprowadzano
na podstawie kryteriow opisanych przez Kiupel i in. (2011). Do dalszych analiz
przeznaczono tylko te przypadki, ktore w badaniu histopatologicznym okreslano
jako guzy z komorek tucznych o niskim stopniu ztosliwosci histologicznej (low grade)
wedtug skali Kiupel (ryc. 16).

Za przypadki negatywne pod wzgledem przerzutu do wezla chlonnego

regionalnego uznawano wezty, w ktorych nie stwierdzono cech mastocytomy w badaniu
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klinicznym, cytologicznym lub histopatologicznym, natomiast za przypadki pozytywne
— wezly chlonne powigkszone, w ktorych w preparatach cytologicznych

lub histopatologicznych wykazano liczne komorki tuczne (ryc. 17-18).

Ryc. 16. Obraz histopatologiczny guza z komorek tucznych o niskim stopniu
ztosliwosci histologicznej wedtug skali Kiupel (low grade) u psa — widoczne skupiska
okraggtych do owalnych komoérek z zasadochtonnymi, okraglymi 1 centralnie
potozonymi jadrami komorkowymi oraz obfita i kwasochtonng cytoplazma. Barwienie

hematoksylina i eozyna. Powigkszenie 400x
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Ryc. 17. Obraz cytologiczny wezta chlonnego z przerzutem guza z komorek tucznych
I stopnia ztosliwosci cytologicznej do regionalnego wezta chtonnego u psa — widoczne
liczne nowotworowe komorki tuczne rozproszone posrod komorek limfoidalnych wezta

chlonnego. Barwienie metoda Giemsy. Powiekszenie 400x
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Ryc. 18. Obraz histopatologiczny wezta chlonnego z przerzutem guza z komorek
tucznych I stopnia ztosliwosci cytologicznej do regionalnego wezta chtonnego u psa —
widoczne komoérki z silnie wybarwionymi na kolor granatowy ziarnisto$ciami

cytoplazmatycznymi. Barwienie biekitem toluidyny. Powiekszenie 200x
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5.6. Podziat pacjentéw na grupy badane

Do grup badanych zakwalifikowano pacjentow, u ktérych ostateczne
rozpoznanie cytologiczne/histopatologiczne bylo jednoznaczne i zostalo postawione
dwukrotnie przez tego samego patologa w odstepie od 1 do 2 miesigcy (podczas drugiej
oceny patolog nie mial informacji o rozpoznaniu postawionym przez siebie podczas

pierwszego badania).
5.6.1. Psy ze zmianami rozrostowymi w jamie nosowej

Pacjenci do tej grupy byli kwalifikowani na podstawie wynikow badania
histopatologicznego i1 zostali podzieleni na trzy grupy na podstawie ostatecznego
rozpoznania, popartego wynikami badania klinicznego, badan obrazowych, przebiegu

choroby i reakcji na stosowane leczenie:

e Grupa I — 11 pacjentow z rozpoznanym gruczolakorakiem/rakiem
jamy nosowej

e Grupa II — 25 pacjentdbw z rozpoznanym zapaleniem niespecyficznym
(limfocytarnym/plazmocytarnym/limfoplazmocytarnym) jamy nosowej

e Grupa III — 10 pacjentbw z rozpoznanym zapaleniem grzybiczym

jamy nosowej
5.6.2. Psy z chloniakiem centroblastycznym

Pacjenci do tej grupy byli kwalifikowani na podstawie wynikow badania
cytologicznego popartego badaniem immunocytochemicznym, w powigzaniu z obrazem
klinicznym 1 przebiegiem choroby. Wszystkie psy byly leczone chemioterapia
w oparciu o0 schemat CHOP. Pacjenci zostali podzieleni na trzy grupy badane
na podstawie dlugosci catkowitego czasu przezycia od momentu ostatecznego
rozpoznania:

e Grupa I — 16 pacjentéw, ktorzy przezyli do 6 miesiecy

e Grupa II -9 pacjentéw, ktorzy przezyli od 6 miesiecy do 12 miesigcy

e Grupa Il - 10 pacjentow, ktorzy przezyli powyzej 12 miesigcy
5.6.3. Psy z chloniakiem T-komoérkowym wielopostaciowym mieszanym

Pacjenci do tej grupy byli kwalifikowani na podstawie wynikéw badania

cytologicznego popartego badaniem immunocytochemicznym, w powigzaniu z obrazem
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klinicznym 1 przebiegiem choroby. Pacjenci zostali podzieleni na grupy badane
na podstawie typu podjetego leczenia lub jego braku:

e Grupa I -5 pacjentow bez zastosowanego leczenia

e Grupa II - 4 pacjentow leczonych glikokortykosteroidami

e Grupa III - 15 pacjentow poddanych chemioterapii
5.6.4. Psy z guzem z komorek tucznych

Pacjenci do tej grupy byli kwalifikowani na podstawie wynikow badania
cytologicznego popartego barwieniem biekitem toluidyny i potwierdzonych badaniem
histopatologicznym, jako MCT low grade (wedlug klasyfikacji Kiupel), w powigzaniu
z obrazem klinicznym i przebiegiem choroby. U wszystkich pacjentéw dokonano
resekcji chirurgicznej guza, jako jedynej metody terapeutycznej, nast¢pnie pacjenci byli
poddano obserwacji klinicznej pod katem wystgpowania lub nie przerzutow
do regionalnych weztow chtonnych. Po czasie obserwacji klinicznej trwajacej
6 miesiecy od dnia zabiegu chirurgicznego, pacjenci zostali podzieleni na grupy badane
na podstawie faktu pojawianie si¢ lub nie przerzutéw do regionalnych weztow
chlonnych:

e Grupa I - 15 pacjentdéw z przerzutami guza komorek tucznych o niskiej

ztos§liwosci histologicznej do regionalnych w¢ziow chtonnych

e Grupa II - 12 pacjentéw bez przerzutdéw guza komodrek tucznych o niskiej

ztosliwosci histologicznej do regionalnych weztow chionnych.
5.7. Badania cytomorfometryczne

Pomiary cytomorfometryczne wykonano na rozmazach cytologicznych
barwionych odczynnikiem Giemsy przy powigkszeniu 400x. Do oceny z kazdej grupy
badanej wybrano jeden z rozmazdw, ktorych cechowal si¢ najlepsza jakoScig —
w preparatach byly obecne liczne komorki o czytelnej morfologii, z wyraZznie
widocznymi granicami cytoplazmy i jader komorkowych, widocznymi jaderkami
przy jednoczesnym braku lub niewielkiej iloSci artefaktow (ryc. 19). Analizie
nie poddawano komorek, ktére naktadaty si¢ na siebie, miaty pekniete jadra lub blong

komorkowa, a takze jadra lub komorki o niewyraznych granicach (ryc. 20).
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Ryc. 19. Rozmaz cytologiczny chtoniaka centroblastycznego wielopostaciowego

z dobrze widocznymi komorkami. Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 400x
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Ryc. 20. Obraz cytologiczny chtoniaka T-komorkowego wielopostaciowego
mieszanego z duzg iloscig artefaktow — komorki utozone gesto, nachodzace na siebie.

Barwienie metoda Giemsy. Powigkszenie 400x
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Obrazy utrwalano za pomocg kamery cyfrowej i zapisywane w formacie .TIFF.
Badane obszary byly zaznaczane recznie przez obserwatora przy uzyciu kursora myszy,
w oparciu o granice widoczne w zapisanym obrazie komputerowym. Do badan
wykorzystano mikroskop Olympus BX41 (Olympus Corporation, Japonia) oraz cyfrowa
kamer¢ mikroskopowa Olympus SC30 (Olympus Corporation, Japonia) potaczone
z komputerem wyposazonym w oprogramowanie do obrazowania cellSens Life Science

w wersji 1.12 (Olympus Corporation, Japonia) (ryc. 21)
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D Length Perimeter Area Min. (Diameter) Max. (Diameter) Mean (Diameter) Min. (Radius) Max. (Radius) Mean (Radius)
1 - 45,65 um 147,39 um* 12,95 um 1492 pm 1369 um 6,47 um 746 pm 6,84 pym
63,36 um 26797 um* 15,62 um 2161 pm 18,34 pm 7,81 um 10,81 ym 917 pm
3 - 15,89 pm 17,60 pm* 433 um 519 pm 473 pm 216 pm 259 pm 237 pm

Ryc. 21. Zrzut ekranu programu cellSens Life Science do analizy cytomorfometryczne;j

5.7.1. Analizowane parametry cytomorfometryczne
5.7.1.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej

W przypadku badania zmian w jamie nosowej ocenie cytomorfometrycznej poddano
komorki nabtonka btony $luzowej jamy nosowej. Dla kazdego przypadku oceniono
parametry dotyczace jadra komorkowego, ktére zostaly zmierzone poprzez obrysowanie
jego konturéw. Wymiary jadra komorkowego zmierzono w 50 komédrkach u kazdego

pacjenta. Oceniane parametry obejmowaty:
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e Dhugos¢ i srednig dlugos¢ jadra (najwigksza Srednica; pm)

e Szerokos$¢ i srednig szeroko$¢ jadra (najmniejsza srednica; pm)

e Srednica i $rednia $rednica jadra ($rednia arytmetyczna dtugosci i szerokosci
danego jadra komorkowego; um)

e Obwad i $redni obwdd jadra (um)

e Pole powierzchni i $§rednie pole powierzchni jadra (um?)
5.7.1.2. Chtoniak centroblastyczny

Dla kazdego pacjenta z chioniakiem centroblastycznym pomiary objely
60 komoérek nowotworowych. Dodatkowo, w przypadku 18 pacjentéw, uzyskano
szczegotowe  parametry  dotyczace  wymiaréw  jaderek = komorkowych.
Wszystkie pomiary morfometryczne wykonano poprzez obrysowanie konturéw catej
komorki, jadra komorkowego oraz jaderek. Oceniane parametry obejmowaty:

¢ Minimalny, maksymalny promien i §redni promien (um)

e Minimalng, maksymalng i §rednig §rednice (um)

e Obwod i obwod z wypukloéciamil(pm)

e Pole powierzchni i pole powierzchni z wypukto§ciami (pm?)

Pole powierzchni Pole powierzchni Obwod Obwod z wypukiosciami
z wypuktosciami

+————» “--%--»
Srednica Najwieksza sSrednica (strzatka ciggta) Schemat komorki
i najmniejsza srednica (strzatka przerywana) z jgdrem komorkowym

Ryc. 22. Schemat wykonywanych pomiarow cytomorfometrycznych

! Parametry z wypuklosciami (ang. convex) — obliczane na podstawie otoczki wypuklej, czyli

najmniejszego mozliwego ksztattu wypuktego obejmujgcego caty obiekt
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Ryc. 23. Schemat wykonywanych zaznaczen na przyktadzie komorki chloniaka

centroblastycznego wielopostaciowego. Reczne obrysowanie konturéw komorki (kolor

zielony) oraz jadra komorkowego (kolor bialy) pozwolilo na automatyczny pomiar

wybranych parametrow

Ponadto okreslono indeksy:

Stosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy (stosunek
N/C) istosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy
z wypuktos$ciami.

Kulistos¢ (ang. elongation factor) — obliczonej ze stosunku najkrotszej srednicy
do najdluzszej $rednicy dla komorki i1 jadra komoérkowego. Wartosci bliskie
1 oznaczaja ksztatt zblizony do kota.

Wypuktos¢ (ang. convexity) — obliczonej ze stosunku pola powierzchni do pola
powierzchni z wypukto$ciami dla komdrki 1 jadra komodrkowego.

Wartos$ci zblizone do 1 wskazujg na ksztalt gtadki i regularny.

Dla kazdego psa okreslono:

Srednia warto$é kazdego parametru, w celu wykazania typowej wielkosci
komorek 1 ich jader u danego psa.

Stopien zroznicowania wyrazony jako wzgledne odchylenie standardowe
(ang. relative  standard deviation, RSD) inaczej okreSlane mianem
wspotczynnika zmienno$ci (ang. coefficient of variation, CV%), w celu

wykazania stopnia niejednorodnosci wielkos$ci komorek i ich jader u danego psa.
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5.7.1.3. Chtoniak T-komoérkowy wielopostaciowy mieszany

Dla psow z chloniakiem T komérkowym pomiary objely 100 komorek
nowotworowych. Wszystkie pomiary morfometryczne wykonano poprzez obrysowanie
konturéw catej komorki 1 jadra komorkowego. Oceniane parametry obejmowaty:

e Minimalny, maksymalny promien i §redni promien (um)
¢ Minimalng, maksymalng i $rednig $rednice (um)
e Obwdd i obwodd z wypuktosciami (um)

e Pole powierzchni i pole powierzchni z wypuktosciami (um?)

Ponadto okreslono indeksy:

e Stosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy (stosunek
N/C) istosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy
z wypuktosciami.

e Kulisto$¢ (ang. elongation factor) — obliczonej ze stosunku najkrotszej srednicy
do najdluzszej $rednicy dla komorki i jadra komoérkowego. Wartosci bliskie
1 oznaczaja ksztalt zblizony do kota.

o  Wypuktos¢ (ang. convexity) — obliczonej ze stosunku pola powierzchni do pola
powierzchni z wypuklo$§ciami dla komorki 1 jadra komorkowego.

Wartosci zblizone do 1 wskazuja na ksztatt gladki i regularny.

Dla kazdego psa okreslono:
e Srednig warto$¢ kazdego parametru, w celu wykazania typowej wielkosci
komorek i ich jader u danego psa.
e stopien zrdznicowania wyrazony jako wzgledne odchylenie standardowe
(ang. relative  standard deviation, RSD) inaczej okre$lane mianem
wspotczynnika zmienno$ci (ang. coefficient of wvariation, CV%), w celu

wykazania stopnia niejednorodnosci wielkosci komorek 1 ich jader u danego psa.
5.7.1.4. Guz z komorek tucznych

Dla psow z guzem z komorek tucznych pomiary objely 100 komorek
nowotworowych. Wszystkie pomiary morfometryczne wykonano poprzez obrysowanie
konturéw catej komorki 1 jadra komorkowego. Oceniane parametry obejmowaty:

e Minimalny, maksymalny promien i §redni promief (um)

e Minimalng, maksymalng i §rednig §rednice (um)
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e Obwdd i obwadd z wypuktosciami (um)

e Pole powierzchni i pole powierzchni z wypukto§ciami (pm?)

Ponadto okreslono indeksy:

e Stosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy (stosunek
N/C) istosunek pola powierzchni jadra do pola powierzchni cytoplazmy
z wypukto$ciami.

e Kulistos¢ (ang. elongation factor) — obliczonej ze stosunku najkrétszej srednicy
do najdluzszej $rednicy dla komorki 1 jadra komorkowego. Wartosci bliskie
1 oznaczaja ksztalt zblizony do kota.

e  Wypuktos$¢ (ang. convexity) — obliczonej ze stosunku pola powierzchni do pola
powierzchni z wypukto$ciami dla komdrki 1 jadra komodrkowego.

Wartos$ci zblizone do 1 wskazujg na ksztatt gtadki i regularny.

Dla kazdego psa okreslono:
e Srednig warto$¢ kazdego parametru, w celu wykazania typowej wielkosci
komorek i ich jader u danego psa.
e stopien zroznicowania wyrazony jako wzgledne odchylenie standardowe
(ang. relative  standard deviation, RSD) inaczej okre§lane mianem
wspoélczynnika zmienno$ci (ang. coefficient of variation, CV%), w celu

wykazania stopnia niejednorodnosci wielko$ci komorek i ich jader u danego psa.
5.8. Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono w programie TIBCO Statistica 13.3.0
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA).

5.8.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej

Zmienne iloSciowe opisano za pomocg Sredniej arytmetycznej, odchylenia
standardowego (ang. standard deviation, SD) oraz zakresu wartosci jaki przyjmowata
dana zmienna. Na rycinach przedstawiono $rednig arytmetyczng oraz 95% przedzial
ufnosci (ang. 95% confidence interval, CI 95%) dla kazdej grupy chordb. Rozmiary
jadra komorkowego poréwnano miedzy trzema grupami chordéb z wykorzystaniem
zagniezdzonej analizy wariancji (ang. nested analysis of variance, nested ANOVA),
w ktorej diagnoza (czyli grupa chordb) stanowita efekt staty (ang. fixe effect), a osobnik

od ktérego pochodzity komorki stanowit efekt losowy (ang. random effect).
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Ksztalt rozkladu danej zmiennej iloSciowej oceniano wizualnie na podstawie
histograméw przedstawiajagcych rozktad liczebno$ci 1 czestosci tej zmiennej
oraz wykresOw normalno$ci kwantyl-kwantyl (ang. normal distribution Q-Q plots),
a spelienie zatozenia normalnosci rozktadu zbadano z zastosowaniem testu W Shapiro-
Wilka. Zalozenie o jednorodnos$ci wariancji w pordéwnywanych grupach weryfikowano
z wykorzystaniem testu Browna-Forsythe’a. Jezeli wynik analizy wariancji
byl statystycznie istotny, wykonano poréwnania mi¢dzygrupowe (tzw. analize¢ post-hoc)
w celu identyfikacji par grup istotnie od siebie roznych. W analizie tej wykorzystano
test rzeczywiscie znaczacej réznicy Tukeya (ang. Tukeya’s honestly significant
difference, HSD) w wersji dla grup o rdznej liczebnos$ci. Zmienne jako$ciowe opisano
za pomocy liczby (n) oraz odsetka (%) osobnikow, w przypadku ktoérych dana zmienna
przyjmowata okreslong warto$¢ w grupie lub w catej badanej populacji. Do poréwnania
odsetkow osobnikéw dla ktorych dana zmienna przyjmowata okreslong warto$¢ uzyto
testu chi-kwadrat (%) Pearsona. We wszystkich analizach przyjeto poziom istotnosci
(a) rowny 0,05 co oznaczato, ze warto§¢ p testu statystycznego nizsza od 0,05

wskazywala na istnienie statystycznie istotnej roznicy miedzy grupami.
5.8.2. Chtoniaki i guz z komorek tucznych

Zmienne jako$ciowe opisano za pomocg liczby (n) oraz odsetka (%) osobnikow,
dla ktérych dana zmienna przyjmowata okreslona warto$¢ w grupie. Przedziat ufnosci
dla 95% poziomu ufnosci (95% PU; ang. 95% confidence interval) dla odsetkow
wyliczono metoda Wilsona (Altman 1 in, 2000). Do poréwnania odsetkow osobnikow
dla ktéorych dana zmienna przyjmowala okreslong wartos¢ wykorzystywano
test G najwyzszej wiarygodno$ci. W przypadku zmiennych iloSciowych, spelnienie
zatozenia normalno$ci rozkladu oceniano wizualnie na podstawie wykreséw kwantyl-
kwantyli weryfikowano z zastosowaniem testu W Shapiro-Wilka.
Pomiary cytomorfometryczne u poszczegdlnych psoOw miaty rozklad normalny i dlatego
opisywane zostaly za pomoca S$redniej arytmetycznej i wzglednego odchylenia
standardowego (ang. relative standard deviation, RSD). Pozostale zmienne ilo§ciowe
(wiek, czasy przezycia, Srednie pomiary cytomorfometryczne i zmienno$¢ pomiarow
cytomorfometrycznych) nie mialty w wigkszosci przypadkéw rozkladu normalnego
i dlatego opisane zostaly z wykorzystaniem mediany, zakresu mig¢dzykwartylowego
(ang. interquartile range, IQR) 1 zakresu. Zmienne iloSciowe porOwnywano migdzy

grupami z zastosowaniem nieparametrycznych testow istotnosci: testu U Manna-
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Whitneya w przypadku poréwnywania 2 grup i testu H Kruskala-Wallisa z testem post-
hoc Dunn w przypadku poréwnywania wigcej niz 2 grup. Zaleznosci migdzy dwiema
zmiennymi ilo$ciowymi analizowano z zastosowaniem wspotczynnika korelacji rang
Spearmana (Rjy), a sit¢ korelacji klasyfikowano jako bardzo stabg (Rs od 0,00 do 0,19),
stabg (0,20 do 0,39), umiarkowana (0,40 do 0,59), silng (0,60 do 0,79) i bardzo silng
(0,80 to 1,00).Trafno$¢ diagnostyczng parametrow cytomorfometrycznych okreslono
z zastosowaniem analizy pola pod krzywag ROC (ang. area under receiver operating
characteristic curve, AUROC) i klasyfikowano nastgpujagco: >90% — bardzo wysoka
traftnos¢, 80%—-89% — wysoka trafnos$¢, 70%—79% — umiarkowana trafnos$¢, <70% —
niska trafno$¢ (Carter i in., 2016). Optymalny punkt odcigcia wyznaczono przez
maksymalizacj¢ wspotczynnika Youdena (Thrusfield, 2018). Czulo$¢ i1 swoistos¢
diagnostyczna obliczano z tabel kontyngencji a wartosci predykcyjne obliczano
dla ustalonej prewalencji diagnozowanego stanu z wykorzystaniem odpowiednich
wzordw (Thrusfield, 2018). We wszystkich analizach przyj¢to poziom istotnosci
() rowny 0,05, co oznaczato, ze warto$¢ p testu statystycznego nizsza od 0,05
wskazywala na istnienie statystycznie istotnej réznicy lub zaleznosci. W przypadku
porownywania parametréw cytomorfometrycznych miedzy grupami zastosowano

poprawke Holma-Bonferroniego dla poréwnan wielokrotnych.
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6. Wyniki
6.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej
6.1.1. Charakterystyka badanych grup psoOw z rozrostem w jamie nosowej

Do badania zakwalifikowano tgcznie 46 psow, ktore na podstawie badania
histopatologicznego, obrazu klinicznego, wynikach badan obrazowych 1 reakcji
na leczenie zostaly przydzielone do jednej z trzech grup: psy z zapaleniem
niespecyficznym, psy z zapaleniem grzybiczym oraz psy z gruczolakorakiem/rakiem
jamy nosowej. Wigkszos¢ badanych pséw stanowily samce, w analizie statystycznej
nie stwierdzono istotnych roéznic w rozktadzie ptci pomiedzy poszczegdlnymi grupami
(p=0,128). Sredni wiek w catej populacji wynosit 9,0+3,1 roku. Psy z rozpoznanym
nowotworem (gruczolakorak lub rak) byly najstarsze (10,1£2,7 roku), a najmlodsze
byly psy zzapaleniem jamy nosowej na tle grzybiczym (7,743,1 roku), réznice
nie osiagnelty poziomu istotnosci statystycznej (p=0,212). Pod wzgledem rasy,
wiekszos¢ psOw stanowily psy ras duzych, natomiast nie odnotowano istotnych
statystycznie réznic pomiedzy grupami. Rozktad ptci, wieku oraz ras w poszczegolnych

grupach przedstawiono w tabeli (tab. 1).

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna badanych psoéw z rozrostem w jamie nosowej

, Gruczolakorak/rak . Zapalet_ne Zapalenie Wartos¢

Charakterystyka psow niespecyficzne .
(n=11) (n=25) grzybicze (n=10) p

Wiek [lata] 10,1£2,7 (6-13) 9,0+£3,2 (2-14) 7,7£3,1 (4-13) 0,212°
Pte¢ [n (%)]
samiec 8 (73) 17 (68) 10 (100) 0.128°
samica 3(27) 8(32) 0 ’
Rasa [n (%)]
mieszaniec 5 (45) 7 (28) 4 (40) 0.5553
rasowy 6 (55) 18 (72) 6 (60) ’

6.1.2. Analiza cytomorfometryczna

Wyniki pomiaréw cytomorfometrycznych dla 50 jader komorkowych komorek

nabtonka btony $luzowej jamy nosowej, dla kazdego pacjenta/preparatu, w zaleznos$ci

? one-way ANOV
3 Pearson’s chi-square test
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od rozpoznania patologicznego, zostaty podane jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe oraz zakres, i przedstawione w tabeli (tab. 2). Szczegdtowe pomiary

dla kazdego psa zamieszczono w aneksie (aneks 1).

Tabela 2. Ilo$¢ badanych psow z rozrostem w jamie nosowej oraz uzyskanych

pomiaréw cytomorfometrycznych wraz z wynikami

. Liczba Liczba Dhugos$¢ Szerokos$¢ Srednica Pole . Obwod
Rozpoznanie s ., powierzchni
pacjentow | pomiarOw [wm] [um] [wm] [Hmz] [wm]
9,18£1,76 | 10,37+1,78 | 84,33+27,32 | 3542+5,77
:l: b b 9 9 9 b b b
Oriczolakoral | = 550 | earioan | G (5,73 (25.47- (19.42-
S 14,68) 16,04) 211,98) 56,16)
. 9,52+41,47 | 10,6941,40 | 88,23+23,60 | 36,39+4,72
| Zapdlenie | o 1250 | oS0 | G | eas- (32.59- (21,63-
pecy ’ ’ 15,37) 16,92) 221,49) 57,53)
. 8,54+1,56 | 9,74+1,55 | 75,18+23,78 | 34,12+538
Zapalenie 10 S00 | seton | GO | @i (18.64- (17,08-
grzy ’ ’ 14,56) 16,73) 220,94) 58,4)

e Dlugos$¢ jadra komoérkowego

Srednia dtugoéé jader komorkowych (MNL) istotnie roznita si¢ pomiedzy psami

w obrebie  poszczegdlnych grup  diagnostycznych  (Fas,2254=15,70;  p<0,001).
W analizie porbwnawcze] pomigdzy trzema grupami Srednia dlugosci jadra rdznila
si¢ na poziomie granicznej istotnosci statystycznej (F2,a3=3,51; p=0,039). W analizie

porownan parami nie wykazano istotnych rdznic pomiedzy grupami.
e Szerokos$¢ jadra komérkowego

Srednia szeroko$é jader komorkowych (MNW) istotnie roznita si¢ pomiedzy psami
w obregbie poszczegdlnych grup diagnostycznych (Fa32054=14,66; p<0,001), a takze
pomigdzy trzema badanymi grupami (F,43=5,98; p=0,005). W analizie poréwnan
parami istotng réznice stwierdzono pomig¢dzy zapaleniem nieswoistym, a zapaleniem
grzybiczym (p=0,017), natomiast réznice pomi¢dzy grupa nowotworowa, a zapaleniem
nieswoistym (p=0,550) oraz grupg nowotworowa, a zapaleniem grzybiczym (p=0,155)
nie osiagnety poziomu istotnoéci. Srednie wartosci MNW byly najwyzsze w zapaleniu
nieswoistym, najnizsze w zapaleniu grzybiczym, a w grupie nowotworowej
przyjmowaty wartosci posrednie (ryc. 24). Analiza indywidualnych wynikéw wykazata

szerokie nakladanie si¢ zakresow miedzy grupami, jak 1 pomiedzy poszczegdlnymi

psami w obrebie tych samych grup (ryc. 25).
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Ryc. 24. Srednia szeroko$¢ jadra komoérkowego (MNW) w trzech grupach

diagnostycznych.  Przedstawiono  §rednig  arytmetyczng,  95%  przedziat

ufnosci (CI 95%). Gwiazdka (¥) oznacza istotng réznic¢ w poréwnaniach parami
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Ryc. 25. Rozklad szerokosci jader komorkowych na podstawie 50 pomiardw

wykonanych u kazdego psa. Przedstawiono $rednig arytmetyczng, odchylenie

standardowe 1 zakres
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o Srednica jadra komérkowego

Srednia $rednica jader komérkowych (MND) obliczona jako $rednia arytmetyczna
dhugosci 1 szerokosci danego jadra komorkowego, roznita si¢ istotnie pomigdzy psami
w obrgbie poszczegdlnych grup diagnostycznych (pa3z22s54=17,09; p<0,001), a takze
pomiedzy trzema badanymi grupami (F;43=5,30; p=0,009). W analizie poroéwnan
parami istotng réznice stwierdzono mie¢dzy zapaleniem nieswoistym a zapaleniem
grzybiczym (p=0,025), natomiast r6znice pomi¢dzy grupa nowotworowa a zapaleniem
nieswoistym (p=0,603) oraz grupg nowotworowa a zapaleniem grzybiczym (p=0,182)
nie osiagnely istotnosci. Srednie wartosci MND byly najwyzsze w zapaleniu
nieswoistym, najnizsze w zapaleniu grzybiczym, a w grupie nowotworowej
przyjmowaty wartosci posrednie (ryc. 26). Analiza indywidualnych wynikéw wykazata
szerokie naktadanie si¢ zakresow miedzy grupami, jak i pomiedzy poszczegdlnymi

psami w obrebie tych samych grup (ryc. 27).
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Ryc. 26. Srednia érednica jadra komoérkowego (MND) w trzech grupach
diagnostycznych. Przedstawiono $rednig arytmetyczng, 95% przedziat ufnosci

(CI195%). Gwiazdka (*) oznacza istotng réznic¢ w porownaniach parami
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Ryc. 27. Rozktad $rednicy jader komorkowych na podstawie 50 pomiaréw wykonanych

u kazdego psa. Przedstawiono $rednig arytmetyczng, odchylenie standardowe i zakres
e Pole powierzchni jadra komorkowego

Pole powierzchni jadra komoérkowego (MNA) wykazywato istotne rdznice w obrgbie
poszczegdlnych grup diagnostycznych (Fa32254=14,70; p<0,001). Srednia powierzchnia
jadrowa komoérkowego roznita si¢ istotnie miedzy trzema badanymi grupami pacjentéw
(F2.43=4,30; p=0,020). W analizie poréwnan parami istotng réznice stwierdzono miedzy
zapaleniem nieswoistym a zapaleniem grzybiczym (p=0,047), natomiast roznice
pomiedzy grupa nowotworowa a zapaleniem nieswoistym (p=0,724) oraz grupa
nowotworowa a zapaleniem grzybiczym (p=0,209) nie osiagnely istotnosci. Srednie
wartosci MNA byly najwyzsze w zapaleniu nieswoistym, najnizsze w zapaleniu
grzybiczym, a w grupie nowotworowej przyjmowaly wartosci posrednie (ryc. 28).
Analiza indywidualnych wynikow wykazata szerokie naktadanie si¢ zakresow migdzy

grupami, jak 1 pomiedzy poszczegdlnymi psami w obrgbie tych samych grup (ryc. 29).
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Ryc. 28. Srednia pola powierzchni jadra komérkowego (MNA) w trzech grupach
diagnostycznych. Przedstawiono S$rednig arytmetyczna, 95% przedziat ufnoSci

(CI195%). Gwiazdka (*) oznacza istotng réznice w poroOwnaniach parami
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Ryc. 29. Rozktad pola powierzchni jader komoérkowych na podstawie 50 pomiardw
wykonanych u kazdego psa. Przedstawiono $rednig arytmetyczng, odchylenie

standardowe 1 zakres
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e Obwdd jadra komorkowego

Sredni obwod jader komoérkowych (MNP) istotnie roznit sie w obrebie poszczegdlnych
grup diagnostycznych (F432054=15,40; p<0,001). Nie stwierdzono istotnej réznicy
w $rednim obwodzie jadra komorkowego pomiedzy trzema badanymi grupami psoéw

(F2A43:2,94; p20,064)
6.2. Chloniak centroblastyczny

6.2.1. Charakterystyka badanych psow z chloniakiem centroblastycznym

wielopostaciowym

W badaniu uwzgledniono dane dotyczace 35 psOw z rozpoznanym
chloniakiem centroblastycznym, ktore poddano chemioterapii z uzyciem schematu
CHOP. Cata grupe badang stanowito 13 samcéw i 22 samic, a wiek psow miescit
si¢ w przedziale od 1 do 15 lat. Wiek nie réznit si¢ istotnie miedzy ptciami (p=0,501).

Pod wzgledem rasy 20% stanowity mieszance, a pozostate 80% psy rasowe.

Tabela 3. Charakterystyka demograficzna badanych pséw z chloniakiem

centroblastycznym wielopostaciowym

Charakterystyka psow n=35
Wiek [lata] 1 do 15 lat
(mediana: 7 lat, IQR: 5 — 10 lat)

Ple¢ [n (%)]

samiec 13 (37)
samica 22 (63)
Rasa [n (%)] .

mieszaniec (20)
rasowy 28 (80)

6.2.2. Analiza zwigzku parametrow cytomorfometrycznych z catkowitym czasem

przezycia psow z chtoniakiem centroblastycznym wielopostaciowym

Dla kazdego pacjenta z chloniakiem centroblastycznym dokonano pomiaru
60 komorek oraz odpowiadajagcym im jader komorkowych. W przypadku 18 pacjentow,
u ktorych jaderka byly najlepiej widoczne, przeprowadzono rowniez dodatkowe
pomiary jaderek komorkowych. Catkowity czas przezycia psow wynosit od 19 do 1622
dni od rozpoznania (mediana 220 dni; IQR: 78 — 418 dni). Wyniki pomiaroéw
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cytomorfometrycznych zestawiono w tabeli (tab. 4). Analiza wykazata istotng korelacje
ujemng wspolczynnika zmiennosci wypuktosci jadra komorkowego z catkowitym
czasem przezycia (Re=-0,34; p=0,043), wynik byl na granicy istotnosci
i o uwzglednieniu poprawki na powtorzenia wielokrotne nie wykazano istotnosci
statystycznej. Na przestawionej rycinie (ryc. 30) nie zaobserwowano jednoznacznego
trendu pomiedzy calkowitym czasem przezycia azmiennoscia wypuklosci jadra
komorkowego. Pozostate analizowane cechy morfologiczne, zarOwno
cytoplazmatyczne, jak i jadrowe, wykazywaly wspotczynniki korelacji bliskie zeru

(tab. 4). Dla wigkszosci parametrow wartos¢ p byta wyzsza niz 0.05.

Tabela. 4. Srednie warto$ci i zmienno$é parametrow cytomorfometrycznych wyrazona
jako mediana, zakres miedzykwartylowy 1 zakres oraz korelacja z catkowitym czasem

przezycia u pséw z chloniakiem centroblastycznym wielopostaciowym

Korelacja
z calkowitym
czasem przezycia

Psy (n=35) R, Wartos¢ p
Srednie wymiary komérek
M Komorka Pole powierzchni mz] 99,3;92,7-108 -

_ _Pole p [u 671 118) 0,01 0,972
M_Komorka Pole powierzchni 99.9: 93,1 — 108 0.00 0.999
z wypuklo$ciami [pm?] (67,5 —-118) ’ ’

M Komoérka Minimalna Srednica [um 10,5, 10,3 - 10,9

_ _ [wm] 8.62- 11.6) 0,04 0,827
M _ Komorka Maksymalna $rednica [pum] 11,8, 11,4 - 12,4

_ _ ym 0 (9.80 - 12.8) 0,01 0,935
M Komoérka Srednia $rednica [um 11,2, 10,8 - 11,6

_ - [nm] 017121 | 01 0,934
M_Komérka Obwod [um] 37,3; 36,1 -390

_ _ u (31.0 - 40.5) 0,02 0,893
M_ Komérka Obwod 37.3:36.1 — 38.9 0.03 0.869
z wypuktoéciami [um] (30,8 —40,5) ’ ’

M_ Komorka Minimalny promien [um 5,27;5,13 -5,46

_ _ yp [um] 431580 | 004 0,827
M Komorka Maksymalny promien [pm 5,90; 5,69 - 6,20

_ _Maksymalny p [um] 490639 | 001 0,935
M Komoérka Sredni promiefn [um 5,58;5,39 - 5,81

_ _ p [um] 4ss_60n | 001 0,934

Srednie wymiary jader komérkowych

M Jadro kom Pole powierzchni|um?] 66,5;63,8-72,5 | -0,11 0,541
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(46,7 —81,7)
M _Jadro kom _ Pole powierzchni 67,2; 64,3 -73,3 0.10 0.565
z wypuktos$ciami [um?] (47,3 —83,0) ’ ’
.. , . 8,33; 8,13 -8,75
M _Jadro kom Minimalna $rednica [pum] (6.85 — 9.23) -0,07 0,689
, . 10,0; 9,65 —
M _ Jadro kom _Maksymalna §rednica [pum] 104 (8.41 — 11.1) -0,09 0,624
. ., . 9,16; 8,93 -9,52
M _ Jadro kom_Srednia $rednica [um] (7.64 - 10.1) -0,09 0,611
, 31,0; 30,1 - 32,4
M_ Jadro kom Obwod [um] (26.1 - 34.4) -0,11 0,535
M_ Jadro kom Obwdd z wypuklo$ciami 30,9;30,1 =322 |
[um] (26.0 - 34.2) 0,10 0,571
.. ., 4,17; 4,06 — 4,37
M_ Jadro kom Minimalny promien [um] (3.42 — 4.62) -0,07 0,689
., 5,01; 4,83 -5,22
M_ Jadro kom Maksymalny promien [pum] (421 - 5.54) -0,09 0,624
. . ., 4,58; 4,47 4,76
M__ Jadro kom _Sredni promien [pum] (3.82 - 5.05) -0,09 0,611
Srednie indeksy
0,690;
Stosunek jadro-komorka (N/C) 0,669 — 0,705 -0,28 0,101
(0,642 —0,763)
. i . 0,693;
f’;gscugei ; Eiﬁol;gf:rﬁa 0,672-0,710 | -031 | 0,067
(0,645 - 0,769)
0,894;
Kulisto$¢ komorki 0,887 — 0,901 0,09 0,620
(0,856 —0,909)
0,836;
Kulistos¢ jadra komorkowego 0,827 — 0,845 0,16 0,355
(0,807 — 0,859)
0,995;
Wypuktos¢ komorki 0,994 — 0,995 0,13 0,474
(0,990 — 0,996)
0,990;
Wypuktos¢ jadra komorkowego 0,988 — 0,991 0,30 0,081
(0,984 — 0,993)
Srednie wymiary jaderek (n=18)
. . 5,09; 4,46 — 6,64
2 b 2 2 bl _
M Jaderko Pole powierzchni [pum?] (3.28 — 8.19) 0,11 0,651
M _Jaderko Pole powierzchni 5,20; 4,59 - 6,74 011 0.651
z wypuktosciami [pum?] (3,34 — 8,30) ’ ’
.. . . 2,16; 2,03 - 2,49
M_ Jaderko Minimalna $rednica [um] (1.73 - 2.82) -0,11 0,651
, . 2,76; 2,64 — 3,19
M _Jaderko Maksymalna $rednica [pum] (226 - 3.51) -0,09 0,717
M _Jaderko Srednia $rednica [pm] 2,43; 2,30 - 2.80 -0,11 0,675

(1,94 -3,13)
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, 8,29; 7,83 - 9,46
M Jaderko Obwod [um] (672 - 10.6) -0,11 0,669
M Jaderko Obwod z wypuktosciami 8,27, 7,82 —-9,46
(] (6.72 - 10.6) -0,11 0,669
.. ., 1,08; 1,01 — 1,24
M Jaderko Minimalny promien [um] (0.863 — 1.41) -0,11 0,651
., 1,38; 1,32 - 1,59
M Jaderko Maksymalny promien [pum] (113 — 1,76) -0,09 0,717
. . ., 1,21;1,15- 14
M Jaderko Sredni promien [pum] (0.972 — 1.56) -0,11 0,675
0,773;
M _Jaderko Kulisto$¢ 0,757 - 0,785 -0,09 0,729
(0,720 — 0,821)
0,981;
M Jaderko Wypuktosé 0,977 — 0,983 0,02 0,926
(0,972 — 0,986)
Zmienno$¢ wymiaréw komorek [%]
. . 24,1; 21,6 — 26,2
0 A 2 s Ly ) s _
CV% Komorka Pole powierzchni [um?] (18.9 - 31.4) 0,21 0,223
CV% Komorka Pole powierzchni 24.1; 21,5 - 26,1
z wypuklo$ciami [um?] (18,8 —-31,4) -0.20 0,240
CV% Komorka Minimalna $rednica [um] 11.9; 11,1 13,3 -0,22 0,199
- - (9,2-16,4) ’ ’
CV% Komorka Maksymalna 11,7; 10,8 — 12,7
$rednica[um] ©9-159) | 019 | 0267
. . . 11,6; 10,7 - 12,9
0 A 14 s s ’ _
CV% Komorka Srednia $rednica [pm] 9.4 15.7) 0,20 0,250
11,7, 10,8 - 12,8
0 A 4 sl ’ ’ _
CV% Komorka Obwod [pm] 9.5 15.8) 0,21 0,221
CV%_Komorka Obwod z wypuktosciami 11,7; 10,8 — 12,7
[n] ©5-158 | | 020
. . 11,9; 11,1 - 13,3
0 4 LA 9 b b b _
CV% Komorka Minimalny promien [um] 9.2 - 16.4) 0,22 0,199
CV% Komorka Maksymalny promien 11,7; 10,8 — 12,7
[n] ©9-159) | 0| 0207
. . . 11,6; 10,7 - 12,9
0 4 A 9 b b b _
CV% Komorka Sredni promien [pm] 9.4 15.7) 0,20 0,250
Zmienno$¢ wymiaréw jadra
komoérkowego [%]
. . 23,2; 20,4 -25,0
0 2 9y B ’ _
CV% Jadro kom_ Pole powierzchni[ um?] (14.8 -29.9) 0,24 0,160
CV%_Jadro kom _ Pole powierzchni 22,8;20,3-249 023 0.187
z wypuktos$ciami [um?] (14,8 — 30,1) ’ ’
CV%_Jadro kom Minimalna $rednica 12,3; 11,6 — 13,5
[um] (8.9 14.5) -0,29 0,095
CV%_Jadro kom Maksymalna $rednica 11,6;9,9-12,4
[um] (7.9 15.7) -0,23 0,186
CV%_Jadro kom_Srednia srednica [pum] IL1;10,0-122 -0,21 0,219

(7,4 - 14,8)
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CV% Jadro kom Obwod [um] I 1(’71 ;49;91’5 132 020 | 0256
CV% Jadro kom Obwdd z 11,1; 10-12,2
wypuklosciami [im] 75-149) | %21 0215
CV%_Jadro kom Minimalny 12,3; 11,6 — 13,5
promien [um] (8,9—-14)5) 0,29 0,095
CV%_Jadro kom Maksymalny promien 11,6;9,9-124
[m] (7.9 15.7) -0,23 0,186
CV%_Jadro kom _Sredni promien [um] 1, (17; 411%01; é)2 2 -0,21 0,219
Zmiennos$¢ indeksow [%]
. . 8,1;7,5-8,8
Stosunek jadro-komarka (N/C) (5.8-11.8) 0,15 0,394
Stosunek jadro-komorka (N/C z 8,1;7,3-8,9
wypuklogciami ) 58-119) | &6 | 0354
Kulistos¢ komorki 4’(23; 3 2 s f)’6 026 | 0,132
Kulistos¢ jadra komérkowego 7’(25; 76 6 9_ Z)’7 -0,32 0,060
3! — 7y
Wypuklosé komorki 0’1(8;006’0_70_ 3%’)20 028 | 0,097
Wypuktos¢ jadra komorkowego 0’?3 ;22’481_2?)’)76 -0,34 0,043
b} —

Zmienno$¢ wymiarow jadrek [%] (n=18)

. . 55,2; 50,4 — 59,2

0 2 PRt ) s _
CV% Jaderko Pole powierzchni[ um?] 413 125.8) 0,13 0,610
CV%_Jaderko _Pole powierzchni 54,7; 50,2 — 58,8 0.11 0.651
z wypuktos$ciami [um?] (41,0-127,2) ’ ’
CV% _Jaderko Minimalna $rednica [pum] 27{1‘;9255’_4 4_9381)’1 -0,12 0,633
CV%_Jaderko Maksymalna $rednica 26,4;24,0-29,4
[um] 204441 | 007 | 0785
u
CV% Jaderko Srednia $rednica [pum] 275’ ’9294’_6 4%25%’9 -0,15 0,553
CV% _Jaderko Obwodd [pm] 27(’3(;) 224l9 4; 2;;’8 -0,04 0,861
CV% _ Jaderko Obwod z wypukto$ciami 26,9; 24,9 - 29,0
[m] (202 47.0) -0,04 0,887
CV% _Jaderko Minimalny promien [pum] 27(’ fé 255l4 4_9 ?é;’l -0,12 0,633
CV% Jaderko Maksymalny promien 26,4;24,0-294
[um] (20,4 —44,1) 0,07 0,785
u

CV% _Jaderko Sredni promien [pm] 27(’ f’ é 29416 4;3 2;;’9 -0,15 0,553
CV%_Jaderko Kulistosé 10&2;88’_9 14151)’7 009 | 0711
CV% Jaderko Wypuklosé 0.69:0.52 =082 1 15 | 463

(0,33 -1,1)
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Czas przezycia [dni]

Ryc. 30. Wykres rozrzutu pomigdzy catkowitym czasem przezycia pséw z chtoniakiem

centroblastycznym wielopostaciowym a zmienno$cig wypuktosci jadra komorkowego

6.2.3. Analiza r6znic w dlugos$ci catkowitego czasu przezycia pomiedzy grupami psow

z chioniakiem centroblastycznym wielopostaciowym

Jedynym parametrem cytomorfometrycznym istotnie réznigcym si¢ miedzy
grupami psOw z chloniakiem centroblastycznym byla zmienno$¢ wypuktosci jadra
komoérkowego (p=0,030). Na rycinie (ryc. 31) przedstawiono tendencj¢ do wyzszej
zmienno$ci wypuklosci jadra komorkowego w grupie psow z catkowitym czasem
przezycia <6 miesigcy w porOwnaniu z pozostalymi grupami. Roznica znikla przy
wykonaniu testu post-hoc, w ktérym pordéwnania poszczegdlnych par grup,
nie osiggnely istotno$ci statystycznej (grupa <6 m-cy vs. grupa 6-12 m-cy: p=0,076;
grupa <6 m-cy vs. grupa >12 m-cy: p=0,094; grupa 6-12 m-cy vs. grupa >12 m-cy:
p=0,99). Pozostale analizowane cechy morfologiczne, zaréwno cytoplazmatyczne,
jak i jadrowe, wykazywaly warto$ci na poziomie nieistotnosci statystycznej (tab. 5),
w tym takze dla parametrow jaderkowych, ktore oceniono u wybranej liczby pacjentow

w kazdej grupie.
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Czas przezycia

Ryc. 31. Zmienno$¢ wypuktosci jadra komérkowego w grupach psow z chloniakiem

centroblastycznym wielopostaciowym roznigcych si¢ catkowitym czasem przezycia

Tabela.

5. Wyniki pomiaréw cytomorfometrycznych w trzech grupach psow

z chioniakiem centroblastycznym wielopostaciowym o réznym czasie przezycia

Calkowity czas przezycia Test
<6 m-cy 6-12m-cy | >12m-cy Kruskala-
(n=16) (n=9) (n=10) | ‘vallisa
wartosc p
Srednie wymiary komérek
M_Komorka Pole 100; 93,7 — ] 99,3;92,7—| 97,0;92,5
. . 2 107 108 (87,5— | — 112 (81,1 0,983
powierzchni [pm’] (67,1 — 117) 118) ~116)
M Komoérka Pole powierzchni 101;94,4— | 99,9;93,1 — | 97,5;93 —
2 wypuklogciami [jum’] 108 (67,5— | 109 (88— | 113 (81,5—| 0,982
117) 118) 116)
M_ Komérka Minimalna 10,6; 102 - | 10:0: 10.3 =1 10.5: 10.3
o - 10,9 (8,62 — 10,9 12 0,973
$rednica [pum] ’ 11 5’) (9,86 — (9,52 — ’
’ 11,6) 11,4)
, 11,7;11,3
M _Komérka Maksymalna 11,9;11,5— | 11,8; 11,4 — D6
, . 12,39,8— | 12,4 (11,1 ’ 0,999
$rednica [pum] 12.7) C12.8) (10,7 —
’ ’ 12,8)
M_ Komoérka _Srednia srednica 11,2; 109 -] 11,2; 10,8 — | 11;10,8 —
11,6 (9,17—-| 11,6 (10,5 | 11,9 (10,1 0,997
[um] 12,1) —12,1) ~12,1)
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37,4;36,4— | 37,5,36,1 — | 0% 339
M_ Komérka _Obwod [pum] 38,8 (31— | 39(35,2— 397 0,998
40,4) 40,5) (33,8 =
’ ’ 40,4)
M_ Komoérka Obwod 37,4,36,3— | 37,4; 36,1 — 36_’93;93§’9
L 38,8 (30,8 — | 39(35,2- ) 0,990
z wypuktos$ciami [pum] 40.4) 40.5) (33,8 -
’ ’ 40,4)
M_Komérka Minimalny 53:512— | 531:5,14— | ° 2 22)13
., 545431 —-| 5,44 (4,93 ’ 0,973
promien [um] 5.75) ~5.8) (4,76 —
’ ’ 5,72)
M _Komérka Maksymalny 5,94;5,77 — | 5,90; 5,69 — 5’§46; 2’166
., 6,17 (49— | 6,20 (5,57 g 0,999
promien [um] 6.35) —6.39) (5,36 —
’ ’ 6,39)
M Komoérka _Sredni 5,6; 5,43 — | 5,58;5,39 - 5’515; 3’338
., 5,79 4,58 — | 5,81 (5,23 ’ 0,997
promien [um] 6.03) —6.07) (5,05 -
’ ’ 6,03)
Srednie wymiary jader
komoérkowych
64,5; 62,9
68,7, 64,6 — | 66,2; 64,4 — B
M_Jgdro kom_ Pole 739467 | 71,761- | 21 | 0667
powierzchni| pm?] 81.7) 81.4) (57,2 -
’ ’ 77,8)
M_ Jadro kom _ Pole 69.,5; 65,4 — | 66,8; 64,9 — 65_’27; 66(3)’4
powierzchni 74,6 (47,3—-| 72,6 (61,6 (57 8’_ 0,686
z wypuktosciami [pum?] 83,0) —-82,2) 78’ 6)
8,21; 8,13
.. 8,4;8,19 - | 8,39; 8,23 — e
M_ Jz%dro kom Minimalna 875 (6.85— | 8.74 (7.86 - 8,76 0.781
srednica [pum] 9.23) ~9.07) (7,76 —
’ ’ 8,94)
9,84; 9,65
10,1; 9,83 — | 9,85;9,73 — e
M_ Jz%dro kom Maksymalna 10.5 (841 — | 10.3 (9.52 - 10,6 0.758
srednica [pum] 11.0) 210 (9,15 -
’ ’ 10,8)
9,00; 8,88
. ., . 9,24;9,01 — | 9,11; 8,98 — B
M_ Jadro kom_Srednia $rednica 0.60 (7.64 — | 9.49 (8.74 -9,71 0.736
[1m] 10,1) ~10,1) (8,43 —
’ ’ 9,89)
31,3; 30,5 | 30,8; 30,3 30_’43;223’9
M_ Jadro kom Obwod [um] 32,6 (26,1 — | 31,9 (29,6 ’ 0,686
34,4) —34,1) (28,6
’ ’ 33,5)
30,4; 29,9
, 31,2; 30,4 — | 30,7; 30,3 — TS
M_ Jadro kom _Obwéd z 32,5260 | 319295 | 328 0,722
wypuktosciami [pum] 34.2) ~34.0) (28,5 —

33,5)
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M _ Jadro kom Minimalny 4,20, 4,09 -1 4,19, 4,11 - 4{14 §é06
= - 4,37 (3,42 | 4,37 (3,93 ’ 0,781
promien [um] 4.62) _4.53) (3,88 —
’ ’ 4,47)
M _ Jadro kom Maksymalny 5,04; 4,91 — | 4,93; 4,86 — 4’?25’ 43"282
= - 5,26 (4,21 - | 5,13 (4,76 ; 0,758
promien [um] 5.48) _5.54) (4,58 —
’ ’ 5,42)
M_ Jadro kom _Sredni promien 4,62, 45— | 4,55, 4,49 - 4’304 48L’544
— - 48 (3,82—- | 4,74 (4,37 ’ 0,736
[wm] 5,05) ~5,04) (4,24 —
’ ’ 4,94)
Srednie indeksy
0,697, 0,696; 0,675;
0,681 — 0,667 — 0,665 —
Stosunek jadro-komorka (N/C) 0,717 0,699 0,682 0,129
(0,664 — (0,642 — (0,663 —
0,763) 0,724) 0,727)
0702 | g0’ | 0
Stosunek jadro-komorka (N/C z 0,684 — : i
wypuklo$ciami ) 0,720 (0,67 0,702 0,685 0,096
~0.769) (0,645 — (0,666 —
’ 0,728) 0,732)
0,890; 0,895; 0,895;
0,887 — 0,885 — 0,891 —
Kulisto$¢ komorki 0,899 0,903 0,899 0,444
(0,856 — (0,873 — (0,886 —
0,906) 0,909) 0,907)
0,834, 0,841; 0,838;
0,828 — 0,836 — 0,826 —
Kulistos$¢ jadra komorkowego 0,844 0,852 0,845 0,425
(0,807 — (0,82 — (0,821 —
0,854) 0,853) 0,859)
0,995; 0,995; 0,995;
0,994 — 0,995 — 0,995 —
Wypukto§¢ komorki 0,995 0,995 0,995 0,600
(0,991 — (0,99 — (0,993 —
0,996) 0,996) 0,996)
0,989; 0,991; 0,991;
0,988 — 0,991 — 0,990
Wypuktos¢ jadra komorkowego 0,991 0,991 0,993 0,063
(0,984 — (0,987 — (0,988 —
0,992) 0,993) 0,993)
Srednie wymiary jaderek
M Jaderko Pole >,14; 4,53 -1 4,93, 3,63 4’?86, 2;131
—. - 2 7,34 (3,66 — | 6,47 (3,63 ’ 0,628
powierzchni [um?] 8.19) —6.47) (3,28 —
’ ’ 7,03)
M _Jaderko Pole powierzchniz | 5,27;4,61 — | 5,04; 3,71 — | 5,06; 4,39 0.628
wypuktosciami [ pm?] 747 3, 74— | 6,57 (3,71 —-6,74 ’
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8,3) -6,57) (3,34 —
7,20)
M_ Jaderko Minimalna $rednica 2,18, 2,06 -1 2,14; 1,31 - 2{22, 421’903
] = 26(181— | 2420181 | (75 | 0.693
2,82) —2,42) 2.53)
2,81; 2,57
2,78;2,7— | 2,73;2,38 — B
M _ Jaderko_Maksymalna 329 241— | 319238 | 2% 0,703
srednica [pum] 3.51) ~3.19) (2,26 —
’ ’ 3,37)
‘ . 2,45;233 - | 2,4;,2,06— | 2,42;2,26
o nji‘ie[rﬁgl—]sredma 292,08 | 276206 | —2.8(1.94 | 0,645
3,13) —2,76) -2,89)
8.39:8.02 | 8.18,7.17 - | 7% 770
M Jaderko Obwéd [um] 9.82(725~ | 946117 | (27 | 0703
10,6) -9,46) ’
9,89)
8,28; 7,76
, 8,39; 7,98 — | 8,15; 7,06 — e
M_ Jaderko_Obwod 908 (7,13~ | 946706 | 2% 0,703
z wypukto$ciami [pm] 10.6) —9.46) (6,72 —
’ ’ 9,88)
1,07; 0,903 | 1,06; 1,01
M _Jaderko Minimalny 11,(_2,?), (%),%%)6_ -1,21 - 1,24 0.693
promien [um] T 1 4’1) (0,903 — (0,863 — ’
’ 121) 1,27)
1,40; 1,29
M_ Jaderko _Maksymalny | 22 (iii - 15579’ 111,199 ~135 10703
promien [um] 1.76) _1.59) (1,13 -
’ ’ 1,68)
1,21; 1,13
M _Jaderko Sredni promien 1,22; 1,16 =1 1,2, 1,03 - - 1,40
— - 1,45 (1,04 — | 1,38 (1,03 ’ 0,645
[wm] 1,56) “138) | 0972
’ ’ 1,45)
0,776; 0,762; 0,774;
0,762 — 0,757 — 0,743 —
M _Jaderko Kulisto$¢ 0,783 0,78 0,785 0,806
(0,720 (0,757 — (0,742 —
0,804) 0,780) 0,821)
0,980; 0,977, 0,981;
0,978 — 0,976 — 0,978 —
M Jaderko Wypuklosé 0,982 0,984 0,984 0,788
(0,972 — (0,976 — (0,975 —
0,986) 0,984) 0,985)
Zmienno$¢ wymiarow
komorek [%]
22,3;21,6
, 248,229 — | 23,4, 21,6 — o
CV% _Komérka_Pole 201195 | 262189 | 2% | 0219
powierzchni [um?] 31.4) ~27.1) (21,1 -
’ ’ 26,9)
CV% Komorka Pole 247,228 — | 23,4, 21,5—-| 22,2;21,5 0,234
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powierzchni 29,1 (19,5— | 26,1 (18,8 | —24.4 (21
z wypukto$ciami [pum?] 31,4) -27,1) —26,9)
. 124; 11,6 — | 12,6; 11,2 | 11,3;10,7
0 I P s s 3 s~ s
écrzdﬁ’i:‘[’mncgka ~Minimalna 135092— | 13.6(94— | —116 0.141
K 16,4) 13,8) (10,2 — 13)
11,4; 10,8
12,6: 11,3 | 11,2: 105 | 7%
0 4 b b b b 9 9 _
(;V A)._ Komorka Maksymalna 143 (10— | 12.3 (9.9 12,2 0.135
$rednica[pum] 15.9) 14.1) (10,5 -
: : 13,7)
10,9; 10,7
o 1214 | 11,6,105— | 7
0 14 r b b b b 9 9 _
CV% Komorka Sredniasrednica 13.7(9.5— | 12.9(9.4 11,6 0213
[wm] 15.7) 13.7) (10,3 -
: : 12,9)
122; 11,4 | 11,3; 10,5 | 11,0; 10,8
CV% Komérka Obwod [pm] 13909,6 - | 12709,5— | —11,7 0,188
15,8) 13,8) (10,4 — 13)
12,2; 11,3~ | 11,4; 10,5 | 11,0; 10,8
0 L4 4 b b b 9 9 9 b b b
Syf’ﬁéfgggﬁi—?bnvlv]"d 139096 | 127095 | —117 0,205
yp K 15,8) 13.,8) (10,3 - 13)
. 124; 11,6 — | 12,6; 11,2~ | 11,3;10,7
0 r b b b b b 2 b b 2
C;)] n/l"i—eIé‘Emrggka—Mlmmalny 135092— | 13.6094— | —116 0.141
p H 16,4) 13,8) (10,2 — 13)
11,4; 10,8
12,6; 11,3 | 11,2;105— | 07
0 14 b b 2 b b b _
CvV A)._Ir(omorka_Maksymalny 143 (10— | 123 (9.9 12,2 0.135
promien [um] 15.9) 14.1) (10,5 -
: ’ 13,7)
10,9; 10,7
o L1214 11,6105 | 7
0 14 LA b b b b b b _
CV% Komorka Sredni promien 13,7 (95— | 12.9 (9.4 — 11,6 0213
[pm] 15.7) 13.7) (10,3 -
: : 12,9)
Zmienno$¢ wymiarow jadra
komoérkowego [%]
21,6; 19,9
245,227~ | 22,2:21,6— | <%
0 b 9 b 9 b b _
CV% Jadro kom_ Pole 257 (148 — | 22,4 (16,1 23,8 0,099
powierzchni[ pm?] 29.9) ~26.9) (19,4 -
: : 25,0)
CV%_Jadro kom _Pole 243,225 | 22,2: 21,4 — 21_’52;312’8
powierzchni 25,6 (148 - | 22,2 (16— (19 4’_ 0,128
- . 2 )
z wypuktos$ciami [um?] 30,1) 27) 24.9)
12,0; 11,1
. 13,1;122— | 12,1, 11,7 — | =0
0 sl ) s Ly s .
?V A)._ Jadro kom Minimalna 14289 - | 12593 12,4 0.058
$rednica [pum] 14.5) 13.4) (10,7 —
: : 13,7)
12,0; 11,2 — | 10,9; 10,6 — | 10,9; 9,6 —
0 b b o b 9 9 9 9 9
écrzdﬁ’i—ci "l[dr;]kom _Maksymalna | 5 g | 1 67.0- | 11703— | 0118
K 15,7) 13,7) 12,7)
. 11,9; 11,0— | 11,0; 10,5 | 10,7;9,7 —
0 b b 9 9 b b 9 b b
;Zdﬁ’i—ci ?drr‘r’l]kom—sredma 12,7 (74— | 11,182~ | 11,8(9.4— | 0,130
K 14,8) 13,2) 12,2)
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11,9; 11,0 | 10,9; 10,4 — | 10,5;9,6 —
CV% Jadro kom Obwéd [um] | 12,6 (74— | 112(7.9— | 11,6(9,4— | 0,153
15,1) 13,2) 12,2)
11,8; 11,0- | 10,9; 10,4 — | 10,5;9,6 —
0 4 b b b b b b b b b
CV%_ Jadro kom _Obwdd z 125(75- | 11280~ | 11,794~ | 0,129
wypuktosciami [pum] 14.9) 13.2) 12.2)
. 13,1, 122 | 12,1, 11,7 — | 12; 11,1 —
0 s Ly s s Ly s s s
Cr\; n/;’ig ) %drr‘r’l]kom _Minimalny 5 g9 | 125093— | 124(10,7 | 0,058
p K 14.,5) 13,4) ~13,7)
12,0; 11,2~ | 10,9; 10,6 — | 10,9;9,6 —
CV%_Jadro kom _Maksymalny | * 15 ce | 116(70- | 11,7093 | 0.118
promief [um] 15.7) 13.7) 12,7)
o 11,9; 11,0- | 11,0; 10,5— | 10,7;9,7 —
0 b b b b b b b b b
Cr\; rﬁ’i—e i *}drr‘r’l]kom _Sredni 12,7 (74— | 11,182~ | 11,8(9,4— | 0,130
p H 14.,8) 13,2) 12,2)
Zmiennos$¢ indeksow [%]
8,0;7.4— | 83,75 | 8.1;8,0-
Stosunek jadro-komorka (N/C) 9,1 8.8 9,0 0,944
(5.8-10,6) | 63— 11,8) | (6,7—9.4)
. 8,2:7,3 o
Stosunek jadro-komérka 7’8’972’3 a 8,8 8’1’971’9 0.926
(N/C z wypukto$ciami ) ’ (6,2 — _ ’
(58-106)| 7o) (6,7-9,3)
45,4,0- | 42:39- | 42,35-
Kulisto$é komérki 4835 | 4432- | 4330~ | 0155
5,1) 4.8) 4.,8)
o ’ 7,4;6,9 — 7.4;6,2 — 6.7:63 7
Kulistos¢ jadra komorkowego 7,9 7,5 (5.7 8.7) 0,185
61-94) | 58-83) | /™%
0.14:0.08 - | 015007~ | %% 07
Wypuklo$¢ komérki 022(0.06 | 0.13(0.07 | 07 0,142
0,3) ~0,2) 0.26)
0,74; 0,57 — | 0,54; 0,43 — O’EO(; (6)’744
Wypuktos¢ jadra komorkowego | 0,95 (0,46 — | 0,68 (0,26 © 40_ 0,030
1,20) ~0,77) 0.70)
Zmienno$¢ wymiarow
jadrek [%]
55,5499
54,1;50,4 — | 55,5;54,1 — | >
0 sty k) e ) _
CV% Jaderko_Pole 69.7 (413~ | 592 (54,1 >7.8 0,916
powierzchni[ pm?] 125.8) ~50.2) (49,3 —
’ : 69,5)
CV% Jaderko Pole 53,8: 50,2~ | 55,2; 53,9 55_’15;742’7
powierzchni z wypuktodciami 69.1 (41~ | 588(539 | 507 0,917
[m?] 127,2) ~58,8) 6.1)
N 27,1;252— | 30,1;29,7 — | 27.1;25.4
CV7%_Jaderko _Minimalna 37.1(195— | 304297 | -276 0,645
$rednica [pum] ’ 49 8)’ ” 30 4)’ 25 3’_ ’
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32,9)
253:24— | 27.6:26.1 — | 27.2:24—
0 b b b b b b b
CV%_Jaderko Maksymalna 31 (204— | 294(26.1 | 28.1(23.6 | 0.769
srednica [pum] 44.1) ~29.4) ~29.8)
. 25.2:24.6— | 283:27.3— | 26.4:242
0 9y s s~ 3 s Ty s
CV%_Jaderko _Srednia 332(199— | 280273 | —275(24 | 0.645
Srednica [pm] 48.,5) ~28.9) ~30,7)
253;24,9 - | 28,1;27,0- 26_’62;72;"9
CV%_Jaderko Obwod [um] 326202 | 288270~ | 007 0,601
47,3) 28.8) 0.9)
, o | 265,248
CV% Jaderko Obwod ;‘ég’ ’ ég’g - ggé é;’g_ 2738 0,601
z wypuktos$ciami [um] ’ A7) ’ ’29 O), (24,7 — ’
’ 30,9)
, oo | 2715254
CV% Jaderko Minimalny g;i ’ (?g’g - 3;)(’)1 ; %2957 276 | o eus
promien [um] ’ 49 8)’ _ 30 4)’ (25,3 - ’
’ ’ 32,9)
25.3: 24.0— | 27.6:26.1 — | 27.2: 24.0—
0 b b b b b 2 b b b
C;)] n/l"l—e i "1[‘16;50 _Maksymalny | 31 47004~ | 204 26,1 | 28.1 236 | 0769
p H 44,1) —29.4) —29.8)
. . 25.2:24.6— | 283:273— | 264:242
0 LA b b b b b b b b b
f\r’rﬁ’— Jaderko _Sredni promief | 53" 10'g | 289273 | —27.5(24 | 0,645
H 48,5) ~28.,9) ~30,7)
10.9:9.1— | 10.8:10— | 9.6:6.6—
CV%_Jaderko Kulistos¢ 12,8 (6,6 — 11,7 (10— | 11,5(5,8 - 0,754
14,2) 11,7) 14,5)
073:052~ | 07:033— | *0) 0
CV% _Jaderko Wypuktos¢ 0,87 (0,45—- 1| 1,0(0,33 - © 3’8 3 0,542
L1 1,0) 0.82)

6.3. Chtoniak T-komorkowy wielopostaciowy mieszany

6.3.1.

wielopostaciowym mieszanym

W  badaniu uwzglgdnione dane dotyczace 24 pséw z

Charakterystyka badanych grup psow 2z chloniakiem T-komorkowym

rozpoznanym

chloniakiem T-komorkowym wielopostaciowym mieszanym. Calg grupg badana

stanowilo 14 samcéw 1 10 samic, a wiek psow miescit si¢ w zakresie 1 — 13 lat

(mediana: 7 lat, IQR: 5 — 8 lat; tab. 6). Wiek nie rdznit si¢ istotnie miedzy plciami

(p=0,549). W badaniu dominowaty psy rasowe (96%).
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Tabela 6. Charakterystyka demograficzna badanych psoéw z chloniakiem T-

komoérkowym wielopostaciowym mieszanym

Charakterystyka psa n=24

Wiek [lata] 1 — 13 lat (mediana: 7 lat, IQR: 5 — 8 lat)
Pie¢ [n (%)]

samiec 14 (37)

samica 10 (63)

Rasa [n (%)]

mieszaniec 14)

rasowy 23 (96)

W tabeli (tab. 7) przedstawiono liczbe ps6w (n) z podziatem na grupy w zaleznosci
od zastosowanego leczenia oraz odpowiadajace im wartosci catkowitego czasu
przezycia. Dla kazdej grupy podano mediang przezycia oraz zakres warto$ci
minimalnych i maksymalnych (w dniach). Réznica w czasie przezycia byla istotnie

dtuzsza w przypadku psow leczonych chemioterapig (p=0,014).

Tabela 7. Calkowite czasy przezycia w badanych grupach pséw z chioniakiem T-

komoérkowym wielopostaciowym mieszanym, w zalezno$ci od zastosowanego leczenia

Mediana catkowitego czasu przezycia w dniach
(zakres)
Brak leczenia (n=5) 61 (19 —106)
Glikokortykosteroidy (n=4) 87 (30 — 520)
Chemioterapia (n=15) 180 (65 — 381)
Lacznie (9 —-520)

6.3.2. Oceniane parametry morfometryczne

Wyniki analizy morfometrycznej komorek 1 jader komorkowych przedstawiono
w tabeli (tab. 8). Dane te opisujg charakterystyke calej badanej populacji 1 stanowig

punkt odniesienia do dalszej analizy.
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Tabela 8.

Srednie warto$ci 1 zmienno$¢ parametrow cytomorfometrycznych

u pséw z chtoniakiem T-komoérkowym wielopostaciowym mieszanym wyrazona jako

mediana, zakres miedzykwartylowy 1 zakres

Psy (n=24)

Srednie wymiary komérek

M Komorka Pole powierzchni [um?]

87,6; 71,0 — 98,7 (48,4 — 142)

M Komorka Pole powierzchni z
wypuklosciami [um?]

88,6; 71,8 —99,7 (49,0 — 143)

M Komorka Minimalna $rednica [um]

9,62; 8,61 —10,1 (7,05 -12,2)

M Komorka Maksymalna $rednicalum]

11,4; 10,2 -12,2 (8,45 - 14,6)

M Komérka Srednia $rednica [um]

10,5;9,36 — 11,1 (7,77 - 13,3)

M Komoérka Obwod [pm]

35,2; 31,5 -37,3 (26,1 —45,0)

M Komoérka Obwdd z wypuklosciami [um]

35,2; 31,5 -37,3 (26,1 —44,9)

M Komoérka Minimalny promien [pum]

4,81; 4,30 - 5,03 (3,53 - 6,09)

M Komorka Maksymalny promien [um]

5,69; 5,10 - 6,10 (4,23 —7,31)

M Komérka Sredni promien [um]

5,23; 4,68 — 5,53 (3,88 — 6,64)

Srednie wymiary jader komérkowych

M Jadro kom Pole powierzchni[um?]

64,2; 54,9 - 75,2 (39,7 - 101)

M_ Jadro kom _ Pole powierzchni
z wypuktosciami [pum?]

65,4; 56,0 — 76,4 (40,5 — 103)

M _Jadro kom Minimalna $§rednica [um]

7,99; 7,28 — 8,67 (6,32 —10,1)

M_ Jadro kom Maksymalna $rednica [um]

9,91;9,16 — 10,7 (7,70 — 12,5)

M_ Jadro kom Srednia $rednica [um]

8,95; 8,22 -9,67 (7,02 - 11,2)

M _Jadro kom Obwod [pm]

30,5; 28,1 —32,8 (23,8 —38,2)

M Jadro kom Obwdd z wypuklo$ciami [um]

30,4; 28,0 —32,7 (23,7 - 38,1)

M  Jadro kom Minimalny promien [pum]

4,00; 3,64 — 4,33 (3,16 — 5,07)

M Jadro kom Maksymalny promien [um]

4,95; 4,58 — 5,33 (3,85 — 6,23)

M_ Jadro kom Sredni promien [pum]

4,48; 4,11 —4,84 (3,51 —5,61)

Srednie indeksy

Stosunek jadro-komorka (N/C)

0,770; 0,729 — 0,798 (0,662 —
0,879)

Stosunek jadro-komorka (N/C z wypuktos$ciami)

0,775; 0,732 - 0,803
(0,665 — 0,862)

Kulisto$¢ komorki

0,842; 0,826 — 0,851 (0,777 —
0,880)

Kulistos¢ jadra komorkowego

0,818; 0,801 — 0,827
(0,769 — 0,842)

Wypukto§¢ komorki

0,989; 0,988 — 0,990
(0,986 — 0,991)

Wypuktos¢ jadra komorkowego

0,985; 0,981 — 0,987
(0,978 — 0,988)

Zmienno$¢ wymiarow komorek [%]

CV% Komorka Pole powierzchni [um?]

28,6; 26,7 - 31,4 (19,9 —39,6)

CV% Komorka Pole powierzchni z wypuklo§ciami
[nm?]

28,5;26,6 —31,2 (19,7 -39,4)

CV% Komorka Minimalna $rednica [pum]

14,5; 13,3 - 15,6 (11,2 - 18,3)




104

CV% Komorka Maksymalna $rednica[pum]

14,4; 13,2 -16,2 (10,3 - 18,7)

CV% Komorka Srednia $rednica [um]

14,0; 13,0 - 15,4 (9,9 — 18,0)

CV% Komorka Obwod [pm]

13,9; 13,1 — 15,6 (9,8 — 18,3)

CV% Komodrka Obwod z wypuktosciami [um]

13,9; 13,1 - 15,6 (9,8 — 18,3)

CV% Komorka Minimalny promien [pm]

14,5; 13,3 -15,6 (11,2 - 18,3)

CV% Komorka Maksymalny promien [pm]

14,4; 13,2 -16,2 (10,3 -18,7)

CV% Komoérka Sredni promien [pum]

14,0; 13,0 - 15,4 (9,9 — 18,0)

Zmiennos$¢ wymiaréow jadra komérkowego [%o]

CV% Jadro kom Pole powierzchni[um?]

27,4; 25,6 — 30,5 (20,8 — 35,8)

CV%_Jadro kom _ Pole powierzchni
z wypuktosciami [pum?]

27,4;25,6 —30,4 (20,9 - 35,5)

CV% Jadro kom Minimalna $rednica [pum]

14,4; 13,6 - 15,7 (10,4 — 18,4)

CV% Jadro kom Maksymalna $rednica [um]

13,6; 12,8 — 15,0 (11,3 - 18,2)

CV% Jadro kom Srednia $rednica [pum]

13,2; 12,5-14,7 (10,4 — 16,9)

CV% Jadro kom Obwadd [pm]

13,5; 12,7 -15,0 (10,9 — 16,9)

CV% Jadro kom Obwdd z wypuklosciami [um]

13,3; 12,6 — 14,8 (10,9 — 16,9)

CV% Jadro kom Minimalny promien [um]

14,4, 13,6 — 15,7 (10,4 — 18,4)

CV% Jadro kom Maksymalny promien [pum]

13,6; 12,8 — 15,0 (11,3 - 18,2)

CV% Jadro kom Sredni promien [pum]

13,2; 12,5-14,7 (10,4 — 16,9)

Zmiennos$¢ indeksow [%]

Stosunek jadro-komorka (N/C)

8,0; 7,6 -9,5(4,8-12,8)

Stosunek jadro-komorka (N/C z wypukto$ciami )

8,0;7,5-9,54,5-12,8)

Kulistos¢ komorki

6,8; 6,0-8,0(3,7-11,1)

Kulisto$¢ jadra komorkowego

8,2;7,4—-8,7(59-11,3)

Wypukto$¢ komorki

0,20; 0,17 - 0,23 (0,15 -0,47)

Wypuktos¢ jadra komorkowego

0,85; 0,62 — 1,20 (0,31 — 1,80)

6.3.3. Analiza zwigzku parametrow cytomorfometrycznych z catkowitym czasem

przezycia w grupie pséw z chloniakiem T-komérkowym wielopostaciowym

mieszanym leczonych chemioterapia

Sposréd analizowanych parametréw cytomorfometrycznych w grupie psoéw

leczonych chemioterapia, jedynym parametrem, ktory wykazal istotng korelacje
z catkowitym czasem przezycia byla wypuktos¢ komérki (p=0,041). Srednia warto$é
tego parametru znajdowala si¢ na granicy istotnosci (p=0,054). Szczegodtowe dane
przedstawiono w tabeli (tab. 9). Po zastosowaniu poprawki na powtdrzenia wielokrotne
zaden z parametréw nie utrzymat poziomu istotnosci. Narycinach (ryc. 32-33)
nie zaobserwowano wyraznego trendu korelacyjnego pomiedzy catkowitym czasem
przezycia a wypukloscia komorek. Pozostale analizowane parametry nie osiagnely

istotno$ci statystycznej (p>0,05).
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Tabela 9. Zwigzek migdzy pomiarami cytomorfometrycznymi a catkowitym czasem
przezycia w grupie pséw z chloniakiem T-komérkowym wielopostaciowym

mieszanym leczonych chemioterapia

Korelacja
catkowitym
Z czasem przezycia

Psy leczone

chemioterapig R Wartos¢ p
(n=15)
Srednie wymiary komérek
. . 85,1; 67,9 — 101
7 2 sl ) _
M Komorka Pole powierzchni [um?] (48.4— 125) 0,18 0,533
M_Komoérka Pole powierzchni 86,0; 68,7 — 102 0.18 0.533
z wypuktosciami [pum?] (49,0— 126) ’ ’
M Komoérka Minimalna §rednica 9,56; 8,50- 10,1
[1m] (7.05 - 11.2) -0,20 0,467
M _ Komérka Maksymalna 11,3; 10,0- 12,3
srednica[um] (8,54 —13,7) 0,13 0,639
, . ., . 10,3;9,20- 11,2
M_Komorka Srednia $rednica [pum] (777 — 12.4) -0,18 0,533
. . 34,8; 31,0~ 37,8
M_Komoérka Obwod [pm] (26.1 - 41.8) -0,13 0,657
M_Komorka Obwod z wypukto§ciami 34,8; 31,0~ 37,8
[um] (26.1 - 41.8) -0,13 0,657
, .. ., 4,78; 4,25 - 5,04
M_Komoérka Minimalny promien [um] (3.53 - 5.61) -0,20 0,467
M Komoérka Maksymalny promien 5,67;5,02 -6,13
[um] (4.27 - 6.86) -0,13 0,639
, . . ., 5,15; 4,60—- 5,61
M Komoérka Sredni promien [pum] (3.88 — 6.20) -0,18 0,533
Srednie wymiary jader
komorkowych
. . 61,5;51,9-75,6
2 L] ) ’ _
M Jadro kom_ Pole powierzchni[um?] (40.6 - 80.9) 0,25 0,376
M_ Jadro kro.m _.Pole powierzchni 62,4; 52,8 -76,8 025 0.376
z wypuktosciami [pm?] (41,2 -81,9)
M _ Jadro kom Minimalna $rednica 7,94; 7,18 — 8,68
[um] (6.50-9.07) -0,24 0,398
M _ Jadro kom Maksymalna $rednica 9,66; 8,90— 10,7
[um] (7.80— 11.1) -0,19 0,499
. ., . 8,76; 8,02 -9,71
M_ Jadro kom_Srednia $rednica [um] (7.12 — 10.0) -0,25 0,376
. 29,7, 27,3 - 33,1
M _ Jadro kom Obwod [um] (239 - 33.9) -0,22 0,428
M_ Jadro kom Obwodd z 29,6; 27,2 - 33,0 i
wypuktosciami [um] (23,9 —33,8) 0,24 0,390

M Jadro kom Minimalny promien 3,97; 3,59 -4,34 -0,24 0,398




106

M_ Jadro kom Maksymalny promien 4,83; 4,45 - 5,34

[um] (3.90- 5.53) -0,19 0,499
M _ Jadro kom _Sredni promien [um] 4’?;3 ;52’(115_04(1)’)85 -0,25 0,376
Srednie indeksy

Stosunek jadro-komorka (N/C) e osa0, | 034 | 0221
Stosunek jadro-komorka 0,769; 0,724 — 0,787 0.33 0.937
(N/C z wypuktosciami) (0,665 —0,841) ’ ’
Kulistos¢ komorki 0’8(%8;;)7’8_2%) ;g g 6?49 -0,41 0,128
Kulistos¢ jadra komérkowego 0’8(1)87; g§7_9% gfﬁ?o -0,40 0,140
Wypukloé¢ komérki 0’9(%9;&9% ;gﬁ% 0,51 0,054
Wypukloéé jadra komérkowego 0’9(%5;%9%; gg” 040 | 0,136
Zmienno$¢ wymiaréw komorek [%]

CV% Komorka Pole powierzchni 27,6; 26,0- 31,2

[pm?] 237-396 | %27 | 0328
CV% Komorka Pole powierzchni 27,5;25,9-31,1 027 0328
z wypukto$ciami [pm?] (23,5-39,4) ’ ’
CV% Komorka Minimalna $rednica 14,0; 13,2 — 16,2

[m] (127 - 18.3) -0,18 0,524
CV% Komorka Maksymalna 14,1; 13,1 - 16,3

Srednica[pum] (12,0-18,7) 0,21 0,459
CV%_Kom(’)rka_Srednia srednica [pum] 13(’3 i 152i81§ 5’9 -0,34 0,221
CV% Komérka Obwod [um] 13 51 172’_7 1_8135)’9 0,33 0,232
CV% Komorka Obwod 13,4; 12,7 -15,9

z wypuktosciami [um] (11,8 —18,3) 035 0,206
CV% Komorka Minimalny promien 14,0; 13,2 - 16,2

[um] (127 - 18.3) -0,18 0,524
CV% Komorka Maksymalny promien 14,1; 13,1 - 16,3

[um] (12.0- 18.7) -0,21 0,459
CV% Komoérka_ Sredni promien [um] 13(’3 i 152i81§ 5,9 -0,34 0,221
Zmienno$¢ wymiarow jadra

komorkowego [ %]

CV%_Jadro kom_Pole 27.4;25,3-325

powierzchni| pm?] (24,5 -35,8) 0,01 0,970
CV%_Jadro kom _ Pole powierzchni 27,5;25,3-32,5 0.01 0.970
z wypuktos$ciami [um?] (24,3 —35,5) ’ ’
CV% _Jadro kom Minimalna $rednica 14,4; 13,3 - 16,8

[m] (12.8 - 18.4) 0,40 0,140
CV% Jadro kom Maksymalna 13,7; 12,8 — 15,1 i

$rednica [pum] (11,3-18,2) 0,10 0,732
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0 S 1 . _
éCr;/dﬁi_(: i q[(zlrr(l)l ]kom_Sredma 13(’fi ,182i41 6’19?7 0.08 0.781
CV%_ Jadro kom Obwdd [um] ! 3{1‘1 ,152’_61_6’195)’0 0,04 0,879
0 . . _
Sv;/pﬁﬁizgfgnl;o ﬁlu?l?bmd ’ 13{1’1 ,162’—4 16,195)’2 on 0,980
5 — - —
I()jr\(: n/lol_e r{ q[(:lrr(r)l ]kom _Minimalny 145),2,183 ,_3 1 8’146),8 0.40 0.140
0 . _
I()Ir\of n/;)l_e iat[irr(r)l ]kom _lf/[aks%fmalny 133,1 ’132,_81&125),1 0.10 0.732
I()jr\ngi_e r{ at[c:lrr(r)1 ]kom _Sredni 1 35),1 ’182,_3 1—6195) 7 0.08 0.781
Zmiennos$¢ indeksow [%]
Stosunek jadro-komorka (N/C) 815 7’61_2 98)6 (4.8 -0,01 0,980
e o TS 0T oo | o
Kulisto$¢ komorki 6.8; 6’51_1 ,Ei,)O (3.7 0,43 0,114
Kulistos¢ jadra komorkowego 8.4; 6’91_1 7236 (6.2 0,32 0,243
Wypuktosé komérki 0’1((9)3105’ 1_70‘ 407’)25 0,53 0,041
Wypuktos¢ jadra komorkowego 0, ?8: 301’ 5_2 1_’ 510’;10 0,10 0,723

0,992 —

0,991 | o ©
@]
0,990 | 00 O o o
© o
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0,989 | c% o

0,988 |

0,987 |

Srednia wypukto$é komorki [um]

0,986 |

0,985

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480 510 540

Czas przezycia [dni]

Ryc. 32. Wykres rozrzutu pomig¢dzy catkowitym czasem przezycia psow z chtoniakiem

T-komorkowym  wielopostaciowym  mieszanym  poddanych  chemioterapii

a parametrami wypuktosci komorki dla $redniej wartosci wypuktosci komorki. Kazdy

punkt odpowiada warto$ci uzyskanej dla pojedynczego pacjenta
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Ryc. 33. Wykres rozrzutu pomigdzy catkowitym czasem przezycia pséw z chioniakiem
T-komérkowym  wielopostaciowym  mieszanym  poddanych  chemioterapii
a parametrami wypuktos$ci komorki dla zmienno$ci wypuktosci komorki. Kazdy punkt

odpowiada wartosci uzyskanej dla pojedynczego pacjenta

6.4. Guz z komérek tucznych

6.4.1. Charakterystyka badanych grup pséow z guzem z komorek tucznych o niskiej

ztosliwosci histologicznej

Badaniem objeto 27 psow z guzem z komorek tucznych o niskiej ztosliwosci
histologicznej (MCT low grade), ktére w badaniu cytologicznym okreslono jako
guz komorek tucznych o 1 stopniu zlosliwosci lub niejednoznacznym stopniu
ztosliwosci (stopien I/II). Grupe badang stanowito 9 samcow 1 18 samic, a wiek psow
miescit si¢ w przedziale 6 — 18 lat (mediana: 11 lat, IQR: 8 — 13 lat). Nie stwierdzono
istotnych réznic wieku migdzy plciami (p=0,738). W badanej grupie wigkszo$¢

stanowity psy rasowe (85%).
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Tabela 10. Charakterystyka demograficzna badanych pséw z guzem z komorek

tucznych o niskim stopniu ztosliwosci histologiczne;j

Charakterystyka psow

n=27

Wiek

6 — 18 lat (mediana: 11 lat,
IQR: 8 — 13 lat)

Pie¢ [n (%)]

samiec 9 (33,3)
samica 18 (66,7)
Rasa [n (%)]

mieszaniec 4 (15)
rasowy 23 (85)

6.4.2. Oceniane parametry cytomorfometryczne

Wybrane parametry cytomorfometryczne (pole powierzchni i obwdd) obliczono
w dwoch wariantach: klasycznym oraz uwzgledniajacym wypuklosci obrysu komorki.
Poréwnanie par zestawiajacych parametr klasyczny z odpowiadajagcym mu parametrem
uwzgledniajacym wypuktosci, wykazato bardzo wysoka zgodnos¢ - wartosci korelacji

przekraczaty 0,99 przy p<0,001.

6.4.3. Zalezno$¢ miedzy pomiarami cytomorfometrycznymi a obecno$cig przerzutow

guza z komorek tucznych o niskim stopniu ztosliwosci histologicznej

W poréwnaniu grup pséw z przerzutami guza z komorek tucznych o niskiej
zto§liwosci  histologicznej do regionalnych weztow  chtonnych (grupa 1)
1 bez przerzutow (grupa II) stwierdzono istotne roznice w $rednich wymiarach jader
komoérkowych, obejmujacych pole powierzchni (p=0,001), s$rednice (p=0,001),
oraz obwod (p=0,001) (tab. 11). Rozklad wartosci dla pola powierzchni, S$rednicy
oraz obwodu w obu grupach przedstawiono na rycinach (ryc. 34-36). Odnotowano
rowniez istotne roznice w srednich wartosciach wskaznika kulistosci komorki (p=0,023)
oraz wypuktosci jadra (p=0,038), jednak rdéznice dla tych dwoch parametrow
byly nieznaczne i po zastosowaniu poprawki Holmana-Bonferroniego utracity

one istotno$¢ statystyczng (kolejno p=0,768 i p=0,999).



Tabela 11. Porownanie pomiaréw cytomorfometrycznych migdzy badanymi grupami
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psOw z guzem z komorek tucznych o niskim stopniu zto§liwosci histologiczne;j

Grupa | Grupa II Wartos¢ | Wartos¢
(n=15) (n=12) p! p’
Srednie wymiary komoérek

, . ) 218; 189;

1[\4I—nlf]°m°rka—P°1e powierzehni 1195 " 316 | 169-221 | 0,083 | 0,999
H (173 -515) | (140 -330)
, ) ) 220; 191;
EA&Kﬁ;ﬁgﬁhﬁ prflfjlerz‘:hm 194-317 | 171-222 | 0083 | 0,999
yp H (174 —518) | (142 —332)
15.0; 14.2;
M_Kgmorka _Minimalna 14,3 -18,2 13.4-15.1 | 0,075 0.999
$rednica [pum] (13,6 — (12— 18.5)
23,1) ’
18,0; 16,8;
M_Komorka Maksymalna 16,8 -21,5 | 15,8 - 18,2
$rednica[pum] (15,9 — (14,6 — 0,137 0.999
26,9) 22,3)
16,4; 15,3;
M_Kom(')rka_Srednia srednica 15,4-19,8 | 14,5-16,5
[1m] (14.7 - (13.1 - 0,102 0,999
24.9) 20,2)
55.4; 51,7;

, , 52,2-66,5 | 48,9 -55,9

M_Komoérka Obwadd [pum] (49.3 — (443 — 0,113 0,999
84,0) 68.,5)
55.4; 51,7;

M_Komoérka Obwod 52,1 -66,5 | 48,9-55,9

z wypuktos$ciami [um] (49,3 — (44,3 — 0,113 0,999
84,0) 68.,5)
7,52; 7,08;

M_Komoérka Minimalny promien | 7,14 -9,11 | 6,71 —7,56

[um] 6.81 - (5.08 0,075 0,999
11,6) 9,25)
8,98;

, T 8,42; 7,9 —
M_Kpn?orka_Maksymalny 8,39 - 10,8 0.11 (728~ | 0,137 0.999
promien [um] (7,95 - 11.2)

13,4) ’
7,65;

, . ) ., 8,22; 7,7 — Y
M_Komoérka Sredni promien 0.88 (7.34 7,26 — 8,27 0.102 0,999
[nm] 12.4) (6,56 —

’ 10,1)

* Bez poprawki na poréwnania wielokrotne

> Z poprawka Holma-Bonferroniego na pordwnania wielokrotne (wyjsciowa liczba poréwnan
wielokrotnych 40. Z analizy wylaczono promienie komorek i jader, poniewaz stanowig one funkcje

$rednicy)
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Srednie wymiary jader

komorkowych
80,6; 63,8;
M_Jadro kom_ Pole 734-899 | 589-715 | 0,001 |0,042
powierzchni[pm?] (58,2 -139) | (52,8 —73.4)
M _ Jadro kom _ Pole 81.4; 64,6;
powierzchni z wypukto$ciami 74,2 — 90,8 59,6 -72,3 | 0,001 | 0,041
[um?] (59,0 - 141) | (53,4—742)
. 9.17; 8.17;
gfgdi?f:’[ kggl _Minimalna 871-9.64 | 7.76-8.68 |0.003 0,092
H (7,72-12.2) | (7.40—8.,76)
11.1; 9.93;
gf&lfl ?f;"[ kglr]n _Maksymalna 106—117 | 946-104 | 0,001 | 0,028
H (9,56 — 14.4) | (8,96 —10.5)
M _ Jadro kom_Srednia $rednica 9 6(1)0—,11; 0.6 3 5%9_% 47 1 0.001 | 0.032
9 9 9 ° b b
[um] (8,55-13,2) | (8,12-9,58)
33.9; 30,2;
M_ Jadro kom Obwéd [pm] 32.4-357 28,9-31,8 | 0,001 | 0,032
(294 —-447) | (27.2-32.3)
, 33.9; 30.2;
M_ Jadro kom _Obwéd 324-357 | 289-318 | 0,001 0,031
z wypukto$ciami [pum] (203 — 44.6) (27.2 - 32.3)
. 4.58; 4.00;
Nr[(—) ni?g;"[ kr(;gl—Mm‘malny 436482 | 3.88-434 |0,003 0092
p K (3,86 — 6,09) | (3.70 —4.,38)
5,57; 4,97,
Nr[— ni ?dgo[ kgl‘?—Maksymalny 531-584 | 473-519 |0.001 0,028
promien || (4,78 ~7.22) | (4,48 —5.27)
. . 5.03; 447
M _ Jadro kom _Sredni promien 4.80 — 5.30 499 _ 474 0.001 | 0.031
[um] (427 - 6,60) | (4.06—4.79)
Srednie indeksy
0.423: 0.354:
Stosunek jadro-komérka (N/C) 0’3(%71‘78 434 0’3(%61_93 402 10,164 | 0,999
0,531) 0,418)
0.424: 0.355:
Stosunek jadro-komorka 0,308 — 0,435 | 0,338 — 0,403 0.164 | 0.999
(N/C z wypuklogciami) (0,180 — (0,198 — ’ ’
0,532) 0.419)
0.847: 0.833:
Kulistoé¢ komérki 0’8(‘(‘)38‘22357 0’%78;70’844 0,023 | 0,768
0,864) 0,865)
0,824; 0,832;
Kulisto$¢ jadra komorkowego 0’8(1)27_92’827 0’8(2057_9;) ’§37 0,196 | 0,999
0,866) 0,848)
Wypuktos¢ komorki 0,993; 0,993; 0,317 | 0,999
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0.993-0,994 | 0,992 —0.993
(0,992 — (0,991 —
0,995) 0,994)
0.990; 0,989;
L , 0,989 — 0,990 | 0,988 — 0,989
Wypuktos¢ jadra komorkowego (0.988 — (0,988 — 0,038 | 0,999
0,992) 0,990)
Zmienno$¢ wymiarow
komorek [%]
31.8: 30,0:
0 4 9 b b b
C;;f’e—ri‘;l‘;ﬂk%}]) ole 28.2—36.6 252-352 10,510 | 0,999
p H (22,1 -47,3) | (23,1 -43,0)
CV% Komorka Pole 31,7; 29.9;
powierzchni z wypukto$ciami 28,1 -36,5 25,2-35,1 0,510 | 0,999
[um?] (22,1 -472) | (23,0-42,9)
. 15.9; 15.2;
0 A e 94y
écrzdﬁ’i—clj‘fm;gka _Minimalna 144-192 | 132-18.1 |0.608 |0.999
H (11,9-24,8) | (11,7-20,6)
16.3: 15.0;
0 r b b b b
grzdfl’i—ciog’rka Maksymalna 13.8-193 129-185 | 0,510 | 0,999
H (11,7-24,1) | (11,7-19,8)
. . 15.8: 14.5;
0 14 /4 b b b b
f\rfn?_Komorka_Srednla srednica 13.8 - 18.9 12,5 17.9 0.510 | 0,999
H (112-243) | (11,4-19,9)
15.9; 14.6;
CV%_Komérka Obwéd [pm] 13.8-19.0 125-182 | 0,510 | 0,999
(112-243) | (11,5-19,9)
15.9; 14.6;
0 r r b bl b b
SV /"—Iif(fs,l;;lii—?bniv]"d 138191 | 125-182 |0.510|0.999
wypu H (11,2-243) | (11,5-19,9)
. 15.9; 15.2;
0 r b 9 b b
Cr\; n/l"i—elg‘fmr?lgka—Mmlmalny 144-192 | 132-18.1 |0.608 |0.999
p H (11,9-24,8) | (11,7-20,6)
16.3: 15.0;
0 r b 9 b b
Cr\; rﬁ’i—elé‘fmrfﬁka—Maksymalny 138-193 | 129-185 |0.510|0.999
p H (11,7-24,1) | (11,7-19,8)
. . 15.8; 14,5;
0 r A b b b b
fzﬁ—K"morka—smdnl promien | 43¢ eg | 125-17.9 | 0510 | 0,999
H (112-243) | (11,4-19,9)
Zmienno$¢ wymiarow jadra
komorkowego [%]
2.1 20.9:
0 s Ly 97
C(Xv/i"&i ?jlrn"i[k‘;rg]— Pole 193-277 | 190-22.7 10317 | 0,999
p H (182-453) | (13,5-32,2)
CV%_Jadro kom _Pole 22.1; 20.8;
powierzchni z wypukto$ciami 19,2 - 27,6 19,0 — 22,7 0,317 | 0,999
[um?] (18,1 -45,1) | (13,5-32,0)
. 12.3:10,5 —
CV% _Jadro kom Minimalna 145 11,0; 10-11,9 0.113 | 0.999
$rednica [pum] ’ (7,4-17,1) ’ ’

(8,7—-24,1)
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11,5; 10,2 -

CV% _ Jadro kom Maksymalna 3 10,8; 10— 12,3
srednica [um] 14’211(2’)4 T12-165) | 0393099
. 115,97 — 10.4; 9.5 —
CV%_ Jadro kom_Srednia 13,9 (8,8 - 112 (6,7 |0,252 | 0,999
srednica [pum] ’22 4) 15.9)
11.9:9.6— 10.5:9.6 —
CV% Jadro kom Obwéd [pum] 14,7 (9,1 — 11,4 (6,7— | 0,196 | 0,999
22.3) 16,1)
11.5: 9.6 — 10,5; 9.6 —
0 4 s~y 9 [} ’
CV%_Jadro kom _Obwéd z 14,0 (9,1 — 11,3(6,7— |0,196 | 0,999
wypuktosciami [pum] 22.3) 16.1)
. 12,3; 11,0;
CV%_ Jadro kom _Minimalny 10,5 14,5 100-119 | 0,113 | 0,999
promien [um] (8,7 —24,1) (7.4 —17,1)
11.5; 10,8;
CV%_ Jadro kom Maksymalny | 05"/ 1 | 100123 | 0393|0999
promiefi [um] (9.4 —21,6) (7.2 - 16,5)
. 115,97 — 10.4; 9.5 —
0 b b b b b b
CV%_ Jadro kom _Sredni 13.9 (8.8 11267— |02520999
promien [um] 2.4) 15.9)
Zmiennos$¢ indeksow [%]
21,9; 25.5;
Stosunek jadro-komorka (N/C) 18,2 -26,4 20,7 - 28,6 0,252 | 0,999
(13,5-43,1) | (17,5-34)
, ] 21.8: 25.3;
Stosunek jadro-komoérka 18,1-263 | 207-286 |0.252]|0.999
(N/C z wypuktosciami ) (13.4 — 43.0) (17.5 — 34)
Kulisto$é komorki S | e 004 0999
Kulistodé jadra komérkowego 7’(?;;2’_5 N 18)3 6’7(;566’7_‘9)7’6 0,317 | 0,999
0.14; 0.13;
Wypuklo$é¢ komérki 0.11-0,18 0.12-0,15 | 0,864 | 0,864
0,1-0,26) | (0,10—-0,20)
0,20; 0,16;
Wypuktos¢ jadra komorkowego 0,15-0,24 0,16 -0,21 0,643 | 0,999
0,13-0,4) | (0,15-0,25)
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Ryc. 34. Rozklad wartosci dla pola powierzchni jadra komoérkowego w obu badanych
grupach pséw z MCT o niskiej ztosliwosci histologicznej. Pomaranczowa przerywana

linia oznacza punkt optymalny punkt odciecia (9.8um; optymalna warto$¢ graniczng)

13,0 = mediana
12,8 | <o zakres migdzykwartylowy

12,6 | T zakres
12,4 ¢ < poszczegodlne psy

11,2 p<0,001

Srednica jadra komérkowego (warto$¢ $rednia) [um]
S
[
Lo

przerzutowa (n=15) nieprzerzutowa (n=12)

Grupa
Ryc. 35. Rozktad warto$ci dla $rednicy jadra komorkowego w obu badanych grupach
psow z MCT o niskiej zlosliwosci histologicznej. Pomaraficzowa przerywana linia

oznacza punkt optymalny punkt odciecia (9.8um; optymalna warto$¢ graniczng)
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Ryc. 36. Rozklad wartosci dla obwodu jadra komoérkowego w obu badanych grupach
psow z MCT o niskiej zlosliwosci histologicznej. Pomaranczowa przerywana linia

oznacza punkt optymalny punkt odcigcia (9.8um; optymalna warto$¢ graniczng)

6.4.4. Tratno$¢ diagnostyczna wybranych parametrow jadra komorkowego

Parametry  cytomorfometryczne =~ wykazujace  istotno$¢  statystyczng
(pole powierzchni, $rednica, obwod jadra) poddano analizie trafnosci. Wartosci
AUROC dla wszystkich badanych cech miescily si¢ w przedziale 87-88% a swoistos¢
osiggneta 100%. Szczegotowe wyniki zestawiono w tabeli (tab. 12). Na rycinie (ryc.
37) przedstawiono krzywe ROC dla analizowanych parametréw - wszystkie przebiegaty
powyzej linii odniesienia. Rycina (ryc. 38) obrazuje rozklad srednich wartosci $rednicy
jadra komoérkowego w obu grupach. Wigkszos¢ psOw zostata poprawnie sklasyfikowana
wzgledem ustalonego progu (9.8um), jednak u czgsci pséw warto$ci znajdowaty

si¢ blisko granicy odcigcia.



Tabela 12.

w odroznianiu psoOw z guzem z komodrek tucznych o niskim stopniu ztosliwosci

Trafhos$¢
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wybranych

histologicznej z przerzutami i1 bez przerzutow

parametrow

cytomorfometrycznych

(pola powierzchni, $redniej S$rednicy, obwodu) komoérek mastocytomy o niskiej

ztosliwosci  histologicznej u psow. Analizowane parametry charakteryzowaty
si¢ wysokg czutoscig 1 swoisto$cig (wszystkie krzywe ROC przebiegaty blisko

gornego rogu wykresu)

Warto$¢ predykeyjna wyniku
przy zatozeniu prewalencji
przerzutéw réwnej 50%
. Swoistos¢ Wartos¢ Wartos¢
Czulos¢ (ang. . .
Optymalny . (ang. predykcyjna | predykcyjna
AUROC o sensitivity) g : .
(95% PU) [%] punkt Warto$¢ p (95% PU) specificity) dodatnia ujemna
¢ ¢ odciecia [;] (95% PU) (95% PU) (95% PU)
’ [%] [%] [%]
;‘gfapowmmhm 87,2 .5 <0.001 68,8 100 100 76,2
komérkowego [um’] (73,4 —-100) (44,4 -85,8) | (75,8—100) (75,8 —100) | (60,7 —80,5)
(Srednia) [um] (75,0 — 100) (48,0-89,1) | (75,8—-100) (81,5-100) | (63,2-80,5)
Obwad jadra 88,3 33 <0.001 73,3 100 100 78,9
komoérkowego [um] (75,0 — 100) ’ (48,0-89,1) | (75,8—-100) (81,5-100) | (63,2-80,5)
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Ryc. 37. Krzywe ROC dla wybranych parametrow jadra komorkowego
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Ryc. 38. Rozktad $rednich wartosci $rednicy jadra komoérkowego w obu grupach psow
z guzem z komorek tucznych o niskiej ztosliwosci histologicznej. Pomaranczowa
przerywana linia oznacza punkt optymalny punkt odcigcia (9.8um; optymalna

warto$¢ graniczna)
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7. Dyskusja

Badanie cytologiczne materialu pobranego z masy wykrytego guza
nowotworowego jest jedng z najczesciej stosowanych metod na poczatkowym etapie
diagnostyki nowotworow u psoOw, poniewaz jest to badanie tanie, malo inwazyjne,
fatwo dostegpne, a jego wynik uzyskuje si¢ szybko. Dlatego tez, w badaniach wtasnych
uwzgledniono wlasnie t¢ metode wraz z analizg cytomorfometryczna, ktéra umozliwia
uzyskanie szczegdlowych danych jakosciowych i ilosciowych dla komoérek widocznych
w rozmazach cytologicznych. Pozwolito to na sprawdzenie czy polaczenie obu metod
mikroskopowej oceny komorek moze mie¢ znaczenie diagnostyczne lub prognostyczne
w onkologii weterynaryjnej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze na podstawie analizy
cytomorfometrycznej materiatu cytologicznego pobranego od pséw mozna uzyskaé
warto$ciowe informacje pomocne zardwno w rozpoznawaniu zmian patologicznych
w obrebie jamy nosowej, jak 1 przewidywaniu ryzyka powstawania przerzutow
w guzach z komérek tucznych o niskim stopniu ztosliwosci. W przypadku chioniakow
uzyskane wyniki sugeruja, Ze =zastosowanie analizy cytomorfometrycznej

nie ma na obecnym etapie warto$ci prognostyczne;j.
7.1. Zmiany rozrostowe w jamie nosowej
7.1.1. Charakterystyka demograficzna

W badaniach wlasnych gruczolakoraki/raki jamy nosowej wystgpowaty gldwnie
u psow starszych, co najmniej 6-cio letnich (§rednia wieku okoto 10 lat). Wynik ten jest
zgodny z najnowszymi doniesieniami literaturowymi, w ktorych nowotwory
te opisywano najczescie] u pséw wieku okoto 9-11 lat (Mizuno i Mori, 2024; Pauly
iin., 2024; Vangrinsven i in., 2024). Nieco mtodsze byly psy, u ktorych rozpoznano
nieswoiste zapalenie nosa ($rednio okoto 9 lat), obserwowane juz u pacjentoéw w wieku
2 lat, co takze pokrywa si¢ z danymi literaturowymi (Niedenfiihr i in., 2024;
Vangrinsven 1 in., 2024). Z kolei, zapalenie nosa o poditozu grzybiczym zaréwno
w badaniach wlasnych 1wedlug obserwacji innych autorow dotyczy pacjentow
najmtodszych, w pordwnaniu do osobnikow z nowotworem Iub zapaleniem
nieswoistym, i chociaz w dalszym ciggu s3 to psy w srednim wieku ($rednio 6-8 lat),
to problem grzybicy nosa obserwowano tez u kilkumiesigcznych szczeniat lub miodych

dorostych psow (Niedenfiihr 1 in., 2024; Vangrinsven 1 in., 2024).
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Zarowno w badaniach wlasnych jak i danych z pi$miennictwa nie stwierdzono
jednoznacznej predyspozycji, ktorej ktorejkolwiek ptci lub rasy pséw do wystgpowania
chorob jamy nosowej u psow. Chociaz w badaniach wtasnych w kazdej badanej grupie
psow, jak i catosciowo dominowaly samce, to ze wzgledu na liczebno$¢ badanej
populacji nie udato si¢ wykaza¢ jednoznacznej sklonnosci plciowej, co pokrywa
si¢ z informacjami uzyskanymi w licznych badaniach (Araujo i in., 2024; Marcus i in.,
2025; Mizuno i Mori, 2024; Niedenfiihr 1 in., 2024; Pauly i in., 2024; Vangrinsven
iin.,, 2024). Podobnie =z predyspozycja rasowg, wprawdzie opisywane
zmiany rozpoznaje si¢ o osobnikoéw ras matych, srednich i duzych, to w przynajmniej
czgsci dostepnych badan choroby nosa moge by¢é powszechniejsze o osobnikow
ras duzych i dolichocefalicznych (Marcus 1 in., 2025; Niedenfithr i in., 2024;
Vangrinsven 1 in., 2024).

7.1.2. Analiza cytomorfometryczna

Uzyskane w badaniach wilasnych wyniki pozwolity oceni¢, w jaki sposob
poszczegblne typy zmian patologicznych rozpoznawanych w jamie nosowej u psow
znajduja odzwierciedlenie w parametrach cytomorfometrycznych. W badaniach
wlasnych stwierdzono, ze wigkszo$¢ mierzonych parametrow jader komorkowych
roznita si¢ pomiedzy analizowanymi grupami. Zestawienie wartosci srednich wskazuje,
Ze najwyzsze parametry jadrowe obserwowano u psOw z zapaleniem nieswoistym,
gdzie $rednia szeroko$¢ jadra komoérkowego (MNW) wynosita 9.52 pum, a $rednia
srednica jadra komorkowego (MND) 10.69 pm, natomiast w zapaleniu grzybiczym
wartosci te byly nizsze 1 wynosity odpowiednio - 8.54 um 19.74 pm.
Roznice te osiagnety istotno$¢ statystyczna (p=0,017 1 p=0,025). Podobny obraz
odnotowano dla powierzchni jadra komoérkowego (MNA), ktéra byla wyzsza
w zapaleniu nieswoistym i nizsza w zapaleniu grzybiczym. Srednie wartoéci w grupie
gruczolakoraka/raka byly posrednie 1 mieScily si¢ pomiedzy wymiarami
obserwowanymi w obu typach zapalen. W odniesieniu do dtugosci 1 obwodu jader
komoérkowych komorek nabtonka jemy nosowej, analiza parami nie wykazata istotnosci
pomiedzy poszczegdlnymi grupami, cho¢ ogdlny efekt migdzy grupami byt
zauwazalny. Pozwala to stwierdzi¢, ze rdznice w tych parametrach maja charakter
subtelny, zapewne niedostrzegalny w rutynowym badaniu cytologicznym i nie

pozwalaja jednocze$nie wyodrebni¢ pacjentdw z poszczegolnych grup badanych.
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Interpretacja zaobserwowanych réznic dotyczacych morfologii komoérek
nabtonka pomiedzy zapaleniem nieswoistym a zapaleniem grzybiczym moze by¢
przejawem odmiennego mechanizmu biologicznego ich powstawania. W zapaleniu
nieswoistym przewlekta stymulacja zapalna prowadzi do regeneracji 1 rozrostu
nabtonka, co histologicznie opisano jako pogrubienie nablonka z utrata rzesek
oraz zmniejszeniem liczby komorek kubkowych (Neittaanmaiki i in., 2025). W obrazie
komoérkowym nacieku zapalnego dominujg w takich przypadkach glownie limfocyty,
plazmocyty, a niekiedy eozynofile. Profil cytokinowy obejmuje m.in. cytokiny IL-5, IL-
8, IL-10, IL-12, a odpowiedz immunologiczna w duzym stopniu ma charakter
odpowiedzi typu Th2 (Peeters i in., 2007). Taka kombinacja cytokin sprzyja przewleklej
aktywacji 1 regeneracji nablonka, morfologicznie przedstawiajacej si¢ jako
powigkszenie komorek, a tym samym jader komorkowych. Odmienny profil obserwuje
si¢ w przebiegu zapalenia na tle grzybiczym, gdzie dominuje odpowiedz typu Thl
ze zwigkszong ekspresja m.in. IL-6, IL-8, IL-10 czy IFN gamma czy TNF alfa
(Peeters i in., 2007). Naciek zapalny tworzg przede wszystkim aktywowane limfocyty,
makrofagi, komodrki plazmatyczne (Peeters i in., 2005), adodatkowo obecnosé
komponenty Th17 powoduje zwigkszong rekrutacj¢ neutrofili (Vanherberghen i in.,
2013). Skfad nacieku i profil cytokinowy przektadaja si¢ na obraz histologiczny,
thumaczac obecno$¢ owrzodzen, martwicy 1 widknienia (Peeters i in., 2005).
W zapaleniu nosa o podlozu grzybiczym obserwuje si¢ ponadto zwigkszong
w pordwnaniu z zapaleniem nieswoistym, ekspresje IL-10, ktorej rolg jest ograniczenie
oraz kontrola zakazenia 1 ostatecznie, moze przeklada¢ si¢ to na zmniejszong
proliferacj¢ nablonka (Peeters 1 in., 2007). Zatem opisane w literaturze cechy zapalenia
nieswoistego 1 grzybiczego sa zgodne zobserwowanymi w badaniach wlasnych
réznicami w wielkos$ci jader komorkowych.

Z kolei wigksze wymiary jader komorek nabtonka objetych nienowotworowym
rozrostem w przebiegu zapalenia nieswoistego nosa w porownaniu do jader komorek
nowotworowych ocenianych w badaniach wlasnych, znajduja czgsciowe potwierdzenie
w pracy Przezdziecki i in. (2015b), gdzie wykazano, ze zaré6wno cate komorki
jakijadra komoérek odczynowych migdzybtonka mialy istotnie wyzsze parametry
cytomorfometryczne niz cale komorki 1 jadra komorek miedzybtoniaka, czyli procesu
o charakterze nowotworowym. Meachem i in. (2012) réwniez odnotowali istotnie
wigksze jadra odczynowych komoérek mezenchymalnych (fibroblastow) w porownaniu

do jader komorek migsakow tkanek migkkich. Nalezy jednak podkreslic,
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ze w badaniach tych nie dokonano bezposrednio poroéwnania z komoérkami nablonka
odczynowego z komérkami nowotworowymi i nie mozna ich jednoznacznie poréwnac
do wynikow pracy wiasne;.

Srednie warto$ci parametrow jadrowych w gruczolakoraku/raku, lokuja sig
pomiedzy zapaleniem nieswoistym a zapaleniem grzybiczym. Mozna ttumaczy¢ to duza
heterogennoscia oraz atypia komorek nowotworowych, co jest zgodne z ich klasyczng
cecha  zlodliwosci  cytologicznej  —  znacznego  stopnia  anizokarioza,
czyli zréznicowaniem wielkosci jader komoérkowych. Obserwacje te majg istotne
znacznie diagnostyczne, poniewaz wskazuja na konieczno$¢ zachowania szczegolnej
ostrozno$ci przy interpretacji materialu cytologicznego pobranego z jamy nosowej
u psOw z podejrzeniem nowotworu lub zapalenia nieswoistego. Powszechnie przyjmuje
sig, ze obecno$¢ duzych komorek z duzym jadrem komorkowym jest charakterystyczna
dla zmian nowotworowych. W badaniach wlasnych wykazano, ze w przebiegu
zapalenia nieswoistego komorki nabtonka odczynowego moga wykazywac cechy atypii
cytologicznej bardziej nasilone niz te obserwowane w komoérkach nowotworowych.

W dotychczasowym pi$miennictwie brak jest informacji dotyczacych analizy
cytomorfometrycznej komodrek nablonka jamy nosowej u psO6w w najczescie]
wystepujacych zmianach patologicznych w tej lokalizacji anatomicznej. Dostgpne
publikacje dotyczace chordb jamy nosowej skupiaja si¢ gtéwnie na ogdlnej diagnostyce
histopatologicznej, cytologicznej lub zastosowaniu innych metod pozwalajacych na
roznicowanie omawianych zmian, bez ilosciowej analizy wymiarow komorek.
Natle tej luki zatozono hipoteze, ze analiza cytomorfometryczna komorek nabtonka
btony $luzowej moze by¢ pomocna w rdéznicowaniu pomigdzy trzema typami zmian
patologicznych jamy nosowej u psOéw: zapaleniem nieswoistym, zapaleniem
grzybiczym i nowotworami zto$liwymi. Mimo, iz analiza statystyczna wykazata pewne,
istotne  statystycznie  réznice  dotyczace  $rednich  warto$ci  parametrow
cytomorfometrycznych jader komorkowych (MNW, MND, MNA) komorek nabtonka
jamy nosowej pomie¢dzy grupa pséw z zapaleniem nieswoistym i grzybiczym,
to szczegotowa analiza wynikow indywidualnych ukazuje na znaczne zrdznicowanie
pomiedzy psami w obrgbie tych samych grup (p<0,001 dla wszystkich analizowanych
parametrow), co przyczynilo si¢ do nakladania wartosci pomigdzy poszczegdlnymi
chorobami. Réznice te moga wynika¢ z osobniczej zmienno$ci psOw (masy, rasy,
wieku), jak roOwniez ze stopnia nasilenia procesu, obejmujacego mniejsza lub wieksza

regeneracje, obecno$¢ wioknienia, czy - w przypadku zapalenia grzybiczego - nasilenie
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owrzodzen i1 martwicy. Dodatkowo, na obserwowane wartosci mogt wyptywad
wczesniej wspomniany sklad nacieku zapalnego oraz zwigzana z nim ilo$¢
wydzielanych cytokin, a w przypadku nowotworéw zapewne znacznego stopnia
pleomorfizm komoérkowy. Co wigcej, u czeSci pacjentow wplyw na morfologie
komorek mogto mie¢ wezesniej zastosowane leczenie, jako ze u wszystkich pacjentow
objawy kliniczne utrzymywaty si¢ od co najmniej miesigca i zwierz¢ta poddano réznym
schematom terapii zachowawczej. Wigkszos¢ pacjentow zapewne otrzymywata leki
przeciwzapalne/immunomodulujace, ktore przez wptyw na toczacy si¢ proces zapalny
mogly wplywaé na nasilenie zmian rozrostowych/regeneracyjnych komorek nabtonka
w obrebie jamy nosowej. Z klinicznego punktu widzenia wydaje si¢, ze zebranie grupy
pacjentow z przewleklymi chorobami jamy nosowej, ktore nie bytyby poddane leczeniu
przez dtuzszy czas nie jest tatwe. Dlatego, tez uzyskane wyniki czg$ciowo potwierdzaja
postawiong hipotezg, jednak nakladajace si¢ wartosci wykluczajg praktyczne
zastosowanie analizy cytomorfometrycznej jako metody uzytecznej w jednoznacznym
réznicowaniu zmian w obrebie jamy nosowej upsOw, moze ona jednak okazaé

si¢ przydatnym elementem wspierajagcym diagnostyke.
7.2. Chloniaki

W  zwigzku z potencjalnie praktycznym zastosowaniem ~ wynikow
prezentowanego badania w codziennej pracy cytologia klinicznego do analizy wybrano
dwa najczgéciej rozpoznawane typy chloniaka u pséw, czyli chloniaka
centroblastycznego oraz chtoniaka T-komoérkowego wielopostaciowego mieszanego
z komorek matych 1 duzych. Ponadto, wybranie tych witasnie typow dawato szansg
na zebranie stosunkowo licznej grupy pacjentow, bo tylko takie podejscie umozliwia

przeprowadzenie analizy statystycznej uzyskanych wynikow.
7.2.1. Chtoniak centroblastyczny
7.2.1.1. Charakterystyka demograficzna

W  badaniu wlasnym w analizowanej grupie pséw  z chloniakiem
centroblastycznym dominowaly samice (63%) w stosunku do samcow, podczas gdy
w literaturze  opisywanej dla  chloniaka  wieloogniskowego (65  psow),
w tym 45 przypadkéw chloniaka centroblastycznego przez Davies i in. (2018),

przewazaty samce (62%). Sredni wiek pséw w chwili rozpoznania wynosit 7 lat (zakres
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1-15), wynik ten jest nizszy w stosunku do mediany wieku 8,1 roku podanej przez
Davies i in. (2018). Pod wzgledem rasy struktura byta zblizona — odsetek mieszancow
w badaniach wlasnych i cytowanej pracy wynosit okoto 20%. Rozklad ras w pracy

wlasnej dotyczylt gtownie pséw ras duzych.

7.2.1.2. Pomiary cytomorfometryczne

Badania oceniajace parametry cytomorfometryczne komorek chloniakow
u pséw sg nieliczne 1 koncentrujg si¢ gtownie na réoznicowaniu pomiedzy limfocytami
niepobudzonej tkanki limfatycznej, komoérkami tkanki limfatycznej odczynowej
i komérkami chtoniakdbw. W naszej pracy =zalozyliSmy, ze ocena parametréw
cytomorfometrycznych komodrek chtoniakéw nalezacych do jednego podtypu
cytologicznego/histologicznego poddanemu terapii wedlug takiego samego schematu
moze dostarczy¢ pewnych wskazéwek rokowniczych.

W badaniach wtasnych oceniajacych przypadki chtoniaka centroblastycznego
wedlug klasyfikacji kilonskiej, odpowiadajacemu w klasyfikacji WHO rozlanemu
chloniakowi z duzych komoérek B — DLBCL (Childress i in., 2025; Ponce i in., 2004;
Ponce i in., 2010) uzyskano dane morfometryczne dotyczace 36 pacjentéw. Srednia
srednica komodrki (MCD) w badaniach wtasnych wynosita 11.2, natomiast $rednia
$rednica jadra (MND) 9.16 um, przy $rednim polu powierzchni jadra (MNA) 66,5 pum®.
Srednia powierzchnia catej komorki (MCA) wynosita 99.3 |,Lm2, co w polaczeniu
z wartoscig stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego (N/C) 0.69 wskazuje, ze jadro
zajmowato okolo 69% objetosci komorki. Morfologicznie odpowiada to komdrkom
blastycznym o duzych jadrach komdrkowych 1 umiarkowanej ilosci cytoplazmy.

W poroéwnaniu do $rednich wartos$ci pola powierzchni jadra (MNA) uzyskanych
dla prawidlowych, matych limfocytow w weztach chlonnych opisanych przez
Nikousefat i in. (2018) - 82.37 um?, $rednia powierzchnia jadra w badaniach wkasnych
byla mniejsza, natomiast w odniesieniu do limfocytow prawidlowych w pracy
Papakonstantinou i O'Brien (2014) - 33.4 umz - wigksza. Wyniki naszej analizy wydaja
si¢ by¢ zgodne z wynikami tej drugiej pracy, jako ze komorki i jadra komorek
chloniakow blastycznych, szczegodlnie centroblastycznych sg wigksze od jader matych
limfocytéw. Z kolei, zastanawiajace jest porOwnanie z wynikami pomiaréw jader
komoérkowych matych limfocytow przeprowadzonych przez Nikousefat i in. (2018),
ktore paradoksalnie charakteryzowaty si¢ wielkoscig przekraczajagcg wartosci uzyskane

w badaniach wlasnych dla nowotworowych blastycznych komorek limfoidalnych.
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Podobny uklad zaleznosci stwierdzono w przypadku komorek chloniaka:
warto$ci MNA uzyskane w badaniach wtasnych byly znaczaco nizsze w poréwnaniu
do danych Nikousefat i in. (2018) - 173.03 um?, ale wyzsze niz u Papakonstantinou
i O'Brien (2014) - 40.2 um?. Zaréwno w badaniach wiasnych, wartosci MNA dla jader
chloniaka, jak i w pracy Papakonstantinou i O'Brien (2014) - dla jader prawidlowych
limfocytéw oraz komorek chloniaka byly znacznie nizsze niz te przedstawione
przez Nikousefat i in. (2018). Dane Nikousefat i in. (2018) sprawiajg wrazenie
wewnetrznie niespdjnych, poniewaz przedstawione pola powierzchni jader limfocytow
matych ikomorek chiloniakow wydaja si¢ by¢ znaczaco zawyzone w stosunku
do warto$ci $rednic podanych przez tych autoréw. Pouwzglednieniu wartosci
promienia komorek i zastosowaniu go we wzorze na pole kota (P=nr?) uzyskane
warto$ci pozostaja rozbiezne z prezentowanymi przez tych autorow danymi
dotyczacymi MNA. Rozbieznosci te moga wynikaé¢ z probleméw metodologicznych
zwigzanych z obliczaniem powierzchni lub z blgdow kalibracji w badaniach
Nikousefat i in. (2018), jakkolwiek nie mamy dowodow na takowe stwierdzenie.

Uzyskany w badaniach wiasnych zakres dla pola powierzchni komorki (67,1 —
118 pm?) oraz wspolczynnik zmiennosci wynoszacy 24%, wskazuja, ze miedzy
poszczegdlnymi pacjentami wystgpowaty istotne roéznice w wielkosci komorek, przy
jednoczesnym zachowaniu jednorodno$ci w obrgbie pojedynczego przypadku.
Wartosci $redniego obwodu jadra i $rednicy jadra uzyskane w badaniach wtasnych byty
niemal identyczne z wynikami Nikousefat 1 in. (2018), wyniki obu prac potwierdzaja
duza zgodno$¢ 1 powtarzalnos¢ tych parametrow w analizie
cytomorfometrycznej chtoniakow.

W pracy Papakonstantinou i O'Brien (2014) MCA wynosita 80.3 um?, a MNA -
40.2 pm?®, dajac stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny (N/C)o wartosci 0.52. Nizszy
stosunek N/C w porownaniu z badaniami wlasnymi (0.69), moze S$wiadczy¢
o usrednieniu wynikow dla mieszanej populacji komorek roznych podtypow chtoniaka
(m.in. immunoblastéw, komorek z najwicksza zawartoscig cytoplazmy). W naszych
badaniach grupa badawcza obejmowata tylko przypadki chtoniaka centroblastycznego,
ktore wprawdzie zawierajg komodrki w typie immunoblastéw, ale dominuja tu komoérki
Ww typie centroblastow, czyli komodrek z mniejszg iloscig cytoplazmy niz immunoblasty.
Niestety, nasze rozwazania s3 czysto teoretyczne, bowiem nie wiemy precyzyjnie jakie
typy chtoniakow zostaly poddane analizie w badaniach Papakonstantinou i O'Brien

(2014). Ponadto w badaniach wlasnych $rednia $rednica jaderka wynosita 2.43 um
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(zakres 1,94-3,13 pm). Warto$ci gornego zakresu osiggaly 1/3 $rednicy jadra
komorkowego (okoto 3.1 um; MND=9.24 um), oznacza to, iz w znacznej czesci jader
komoérkowych obecne byty jaderka duze lub olbrzymie. Potwierdza to takze wysoki

wspotczynnik zmiennosci siggajacy okoto 52%.
7.2.1.3. Parametry cytomorfometryczne a catkowity czas przezycia

W dostepnej literaturze brak jest szczegdétowych opracowan oceniajacych
znaczenie parametrow cytomorfometrycznych komorek chtoniaka centroblastycznego
w kontekscie czynnikéw rokowniczych oceniajacych miedzy innymi calkowity czas
przezycia chorych pséw. Na podstawie tego zalozono hipoteze wlasna, zaktadajaca,
iz parametry cytomorfometryczne moga korelowaé¢ z catkowitym czasem przezycia
upsOw z tym nowotworem, co moze by¢ pomocne w prognozowaniu przebiegu
choroby. W badaniach wlasnych grupa pacjentow, u ktoérych wykonano analize
cytomorfometryczng komorek nowotworowych, byla jednolita zardowno pod wzgledem
typu cytologicznego chloniaka, jak i postgpowania terapeutycznego, co istotne wszyscy
pacjenci byli klasyfikowani w tej samej lecznicy 1 byli podani leczeniu wedtug tego
samego schematu chemioterapeutycznego (CHOP).

Dla parametréw cytomorfometrycznych komodrek chioniaka w konteks$cie
catkowitego czasu przezycia pacjentOw od momentu rozpoznania, nie wykazano jednak
istotnych korelacji. W przypadku wszystkich parametréw warto$¢ p byla znacznie
wieksza niz 0,05, oznacza to, ze zaden z nich nie réznicowal pacjentow pod wzgledem
szacowania dtugosci przezycia. Jedynym wyjatkiem byta zmienno$¢ wypuklosci jadra
komoérkowego, dla ktére; odnotowano staba ujemng korelacje. Moze $wiadczy¢
to o tym, ze w obrgbie tego samego guza, wystgpowaly zarowno jadra o regularnym,
gladkim obrysie, jak ijadra nieregularne. Nalezy jednak podkresli¢, ze ten parametr
znajdowal si¢ na granicy istotnosci i tracit znaczenie po zastosowaniu poprawki
na powtorzenia wielokrotne (ktorej celem jest uniknigcie falszywie pozytywnych
wynikow), wskazuje to raczej na obserwacje o charakterze przypadkowym.
W przypadku parametrow takich jak indeks stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego
z wypuktosciami 1 wspdtczynnika zmiennosci kulistosci jadra, wyniki sugerujg istnienie
pewnego trendu, lecz bez istotnosci statystycznej. Mozliwym wyjasnieniem tego
wydaje si¢ by¢ morfologia komorek blastycznych, gdzie przypadki zawierajace

komorki ze skapa iloscia cytoplazmy, duzymi jadrami, bardziej kulistymi jadrami
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(wysoki stopien ,,blastyczno$ci”’) mogty rokowaé gorzej, ale jak wspomniano, dane nie
potwierdzity tego na poziomie istotno$ci statystycznej. Pomimo zaobserwowanych
roznic brak korelacji z catkowitym czasem przezycia, potwierdza, ze odmiennosci
te zwigzane sa wylacznie zindywidualnymi cechami morfologicznymi komorek
nowotworowych, a nie ich zachowaniem biologicznym.

W analizie poréwnawczej pomigdzy grupami pacjentéw z uwzglednieniem
catkowitego czasu przezycia rowniez zmienno$¢ wypuklosci jader komorkowych
osiggnela istotno$¢ statystyczng (p=0,030), wynik ten jak si¢ wydaje takze miat
najprawdopodobniej charakter przypadkowy i nie wskazuje na rzeczywista zalezno$¢
pomiedzy grupami. Moze to odzwierciedla¢ wicksza atypi¢ w guzach o gorszym
rokowaniu, ale nie znajduje on potwierdzenia na poziomie istotnosci.

W pracy wlasnej zastosowany podzial psow na grupy catkowitego czasu
przezycia zostal oparty na danych literaturowych. W dostepnych badaniach wykazano,
ze calkowity okres przezycia pséw z chloniakiem centroblastycznym poddanych
chemioterapii z zastosowaniem schematu COP lub CHOP wynosi okoto 11 miesigcy,
wiekszos¢ pacjentow przezywa jedynie kilka miesiecy (do 6 miesiecy - 73% psow),
znacznie mniej dozywa roku (12 miesigcy — 38% psow), a przezycie okoto dwodch lat
nalezy do rzadkosci (9% pacjentéw) (Davies i in., 2018).

Podsumowujac, wyniki badan wilasnych mozna stwierdzi¢, ze analiza
cytomorfometryczna komorek chtoniaka centroblastycznego zaré6wno dla pojedynczych
parametréw, jak 1w poréwnaniu pomiedzy grupami nie majg istotnego zwigzku
z catkowitym czasem przezycia, dlatego wykluczaja one przyjeta hipotezg. Uzyskane
wyniki sg spdjne z obserwacjami Munasinghe i in. (2015), w ktérych nie stwierdzono
zalezno$ci pomigdzy parametrami cytomorfometrycznymi komorek nowotworowych
a catkowitym czasem przezycia pséw poddanych chemioterapii. Na obecny moment
mozemy stwierdzi¢, ze analiza cytomorfometryczna komorek chloniakow

centroblastycznych nie ma przydatnos$ci rokowniczej u psoéw.
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7.2.2. Chloniak T - komorkowy wielopostaciowy mieszany
7.2.2.1. Charakterystyka demograficzna

W pracy wiasnej rozklad plci badanej populacji pséw byt zblizony (14 samcoéw
1 10 samic), podobnie jak w pracy Rebhun i in. (2011) dotyczacej chioniakow T-
komorkowych, nieznaczna wigkszo$¢ przypadkéw dotyczyta samcow. Dane te sa
zbiezne takze pod wzgledem rozktadu wieku pacjentéw, w badaniach wiasnych
przedziat wiekowy wynosit 1-13 lat, ze $rednig 7 lat, natomiast w badaniu Rebhun
1in.(2011) - 4-13 lat z mediang 7 lat. Pod wzgledem liczebnos$ci ras w obu pracach

dominowaty psy ras duzych.
7.2.2.2. Pomiary cytomorfometryczne

W badaniach witasnych analizowano 24 przypadki chtoniaka T-komoérkowego
mieszanego z komoérek malych 1 duzych wedlug klasyfikacji kilonskiej,
odpowiadajacego obwodowemu chtoniakowi z komorek T, blizej niesprecyzowanemu
w klasyfikacji WHO (Childress i in., 2025; Jankowska 1 in., 2024; Ponce i in., 2004;
Ponce i in., 2010).Srednia powierzchnia komoérki (MCA) wynosita 87,6 pmz (zakres
48,4—-142 pmz), a $rednia $rednica komoérki (MCD) 10.5 um (zakres 7,77-13,3 um), jak
wida¢ warto$ci te opisuja typowa budowe morfologiczng komoérek chtoniaka
sktadajacego sie z mieszanej populacji komoérek matych i duzych. Srednia pola
powierzchni jadra (MNA) wynosita 64,2 yum?, natomiast $rednia $rednica jadra (MND)
8.95 um (zakres 7,02-11,2um). Parametry te wskazuja na obecno$¢ duzego,
dominujacego w komorce jadra, potwierdza to rowniez stosunek N/C wynoszacy 0.77,
nalezy wiec przyjac, ze okoto 77% powierzchni catej komorki nowotworowej zajmuje
jadro komorkowe. Jest to z kolei typowa cecha komorek blastycznych, podobnie jak
wczesniej opisywanego chtoniaka centroblastycznego i odmienna od limfocytow
matych, gdzie jadro zajmuje prawie calg objeto§¢ komorki (jadro jest mate,
a cytoplazma bardzo skapa, stad jadro zajmuje prawie calg powierzchnie komorki).

W poréwnaniu z wartosciami dla prawidlowych matych limfocytow podanymi
przez Nikousefat i in. (2018; MNA=82,37 pmz; MND=4,22 um), co zaskakujace
w badaniach wtasnych uzyskano nizsze wartosci MNA i1 wyzsze MND. Jeszcze nizsze
wartoéci MNA dla prawidlowych limfocytow (33,4 pum?) podali Papakonstantinou
1 O'Brien (2014). W przypadku komorek chtoniaka w badaniu Nikousefat i in. (2018)
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MNA wynosital73.03 um?, czyli warto$¢ wyzsza niz w badaniach wiasnych (64,2 pm?)
oraz pracy Papakonstantinou i O'Brien (2014), gdzie uzyskano jedynie 40.2 pum®.
Dla powierzchni komoérki Papakonstantinou 1 O'Brien (2014) uzyskali wartos¢
80.3 um?, zatem komorki nowotworowe w badaniu wlasnym byty nieznacznie wicksze.
Podobnie jak bylo to omodéwione w przypadku analizy komodrek chloniaka
centroblastycznego w naszym opracowaniu, nalezy zwro6ci¢ uwagg¢ na potencjalny
problem metodologiczny w pracy Nikousefat i in. (2018), dotyczacy wartosci MNA
dla prawidtowych limfocytéw i komorek chtoniakow (patrz wyzej).

Szerokie zakresy MCA 1 MNA w badaniu wilasnym odzwierciedlaja
réznorodno$¢ morfologicznag w obrebie komoérek badanego chioniaka T, co podobnie
jak w przypadku jader komorkowych jest typowa cecha morfologiczng komorek tego
typu chtoniaka. Srednie wartosci $rednicy i obwodu uzyskane w badaniach wtasnych
byly zblizone do uzyskanych przez Nikousefat i in. (2018). Stosunek jadrowo-
cytoplazmatyczny w badaniu Papakonstantinou i O'Brien (2014) byt nizszy (0.52)
niz w badaniach wlasnych, i podobnie jak w przypadku opisanego wczesniej chtoniaka
centroblastycznego, moze wynika¢ z roznic w skladzie populacji komorek (w naszym
badaniu populacja pacjentéw byta homogenna pod wzgledem podtypu cytologicznego
chloniaka, a w cytowanej pracy prawdopodobnie niejednorodna — wprawdzie okreslono
w niej immunofenotyp komoérek chtoniaka, jednak nie sprecyzowano podtypu
cytologicznego). Wspodtczynnik zmiennosci (CV) potwierdzil zréznicowanie wielko$ci
komorek 1 jader w obrebie populacji w kazdym z analizowanych przypadkow.
Najwyzsze wartosci uzyskano dla powierzchni komorki (29%) oraz dla powierzchni
jadra komorkowego (28%). Takie wartosci CV dla obu parametréw wskazuja
na niejednorodno$¢ morfologiczng komorek, szczegdlnie pod wzgledem ich wielkosci
i jak podkreslono wczesniej, jest to zgodne zobrazem cytologicznym badanego

typu chloniaka.

7.2.2.3. Parametry cytomorfometryczne a catkowity czas przezycia psow

W odniesieniu do chtoniakéw T-komorkowych wielopostaciowych mieszanych
u psOw réwniez nie znaleziono w literaturze badan bezposrednio oceniajacych
znaczenie prognostyczne parametrow cytomorfometrycznych komorek
nowotworowych.  Przyjeto zatem kolejng hipotezg, zakladajagca mozliwg
korelacj¢ pomigdzy parametrami cytomorfometrycznymi a catkowitym czasem

przezycia pséw z tym typem cytologicznym chtoniaka. W analizie catkowitego czasu
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przezycia psoOw z chloniakiem T-komorkowym zebranych w badaniach wiasnych
wykazano istotne roznice pomig¢dzy psami poddanymi chemioterapii a psami nie
poddanymi terapii lub leczonymi paliatywnie. Psy nie poddane Zzadnemu leczeniu
lub leczone paliatywnie za pomocg glikokortykosteroidow zyty krécej niz psy poddane
chemioterapii. Roznica ta wynika z samego faktu wdrozenia agresywnej terapii, byla
ona potwierdzona w licznych badaniach klinicznych (Jankowska i in., 2024; Rebhun
iin., 2011). Z tego tez wzgledu w dalszej analizie cytomorfometrycznej uwzglgedniono
wylacznie grupe pséw leczonych cytostatykami, natomiast psy niepoddane terapii lub
otrzymujace jedynie glikokortykosteroidy zostaly wykluczone ze szczegdétowych analiz.
Niestety ten zabieg sprawit, ze liczebno$¢ grupy badanej byta niewielka i obejmowata
jedynie 15 przypadkow.

Podobnie jak w chtoniaku centroblastycznym, jedynie zmienno$¢ wypuklosci
komorki byta parametrem, istotnie zwigzanym z catkowitym czasem przezycia, wynik
jednak byt graniczny i po uwzglednieniu poprawki na pordwnania wielokrotne rowniez
tracit znaczenie statystyczne. Zauwazono réwniez pewny trend dla stosunku jadrowo-
cytoplazmatycznego (N/C) - zaréwno klasycznego, jak iz wypuklosciami, a takze
kulistosci komoérek i jader, oraz $redniej wartosci wypuktosci jadra. Kierunek tych
zalezno$ci sugeruje, ze wyzsze wartosci wspomnianych parametrow moga wigzaé
si¢ z krotszym przezyciem, ale nalezy je interpretowac ostroznie z uwagi na staby efekt
statystyczny. By¢ moze sytuacja wygladata by inaczej gdyby udalo si¢ zebra¢ wigksza
grupe pacjentow z tym typem chioniaka, zatem jak si¢ wydaje zasadne moze
by¢ kontynuowanie badan w tym zakresie. Ostatecznie, podobnie jak w obserwacjach
innych autorow (Munasinghe 1in., 2015), w badaniach wtasnych nie potwierdzono
istnienia  wyraznego zwigzku migdzy parametrami cytomorfometrycznymi
a catkowitym czasem przezycia pséw z chtoniakiem wielopostaciowym mieszanym T-
komorkowym poddanych chemioterapii. Najwazniejszym czynnikiem wplywajacym
na dtugo$¢ zycia pozostawal rodzaj zastosowanego leczenia, a przyjeta hipoteza

nie znalazta potwierdzenia.

7.3. Guz z komorek tucznych

7.3.1. Charakterystyka demograficzna

W analizowanej populacji w badaniach wlasnych, guz z komorek tucznych byt

rozpoznawany przede wszystkim u pséw starszych (6-18 lat, mediana 11 lat), czgsciej
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u samic (67%) niz u samcow (33%). Przewazaly psy rasowe (85%), w tym najliczniej
labradory (okoto 22%). W badaniach literaturowych opisywano natomiast psy mtodsze
(4-13 lat, mediana 8 lat), rowniez z przewaga samic, dominacjg mieszancow, jednak

wsrdd pséw rasowych labradory wystepowaty rownie czesto (Zanardi i in., 2025).
7.3.2. Parametry cytomorfometryczne i porownanie mi¢dzy grupami

W niniejszej pracy postawiono hipotezg, w  ktorej parametry
cytomorfometryczne moga by¢ wykorzystywane do oszacowania ryzyka pojawienia
si¢ przerzutow w przypadku mastocytomy niskiego stopnia zto§liwosci histologiczne;.
Mastocytomy low grade w wigkszosci przypadkow sa guzami niezlosliwymi
i wystapienie przerzutow w ich przypadku zdarza si¢ rzadko. Niemniej jednak, istnieje
grupa pacjentéw, u ktorych mimo niskiego stopnia ztosliwosci histologicznej dochodzi
do rozsiewu komorek nowotworowych. Celem pracy byto sprawdzenie, czy analiza
cytomorfometryczna moze pozwoli¢ na wczedniejsza identyfikacje takich przypadkow.
W literaturze trudno znalez¢ badania, ktdre analizowatyby problem wystepowania
przerzutow w mastocytomach low grade w kontek$cie mikroskopowych cech
morfologicznych komérek i jader komorkowych. Nieco inaczej wyglada kwestia guzow
z komorek tucznych o ztosliwosci posredniej 1 wysokiej lub posrod mastocytom bez

uwzglednienia ich stopnia zlosliwosci histologicznej (Casanova i in., 2021; Catarino
11in., 2025; Horta i in., 2018; Marconato i in., 2008; Stefanello i in., 2015).

W  badaniach wilasnych pole powierzchni komoérek nowotworowych
w mastocytomach przerzutujacych bylo wigksze niz w przypadkach guzéow z komorek
tucznych, ktore nie daty przerzutow (218 um? vs. 189 pm?), jednak obie wartosci byty
i tak nizsze niz te przedstawione przez Neto 1 in. (2010) dla guzow II i1 III stopnia
ztosliwosci w preparatach barwionych ta samg metoda. Podobnie obwdd komorki
w badaniach wtasnych (55,4 pm i 51,7 pm, dla odpowiednio MCT z przerzutami
i MCT bez przerzutow) byt mniejszy w poréwnaniu z warto§ciami uzyskanymi przez
Neto i in. (2010). Wyniki te wskazuja, ze mastocytomy oceniane w badaniach wtasnych
rzeczywisScie odpowiadaja guzom o nizszym stopniu zlosliwosci histologicznej -
komorki MCT low grade sa zazwyczaj mniejsze niz te widoczne w MCT high grade.
Nalezy rowniez zauwazy¢, ze warto$ci pol powierzchni i obwodow z wypukto$ciami
byly prawie catkowicie skorelowane zich klasycznym odpowiednikiem, zawsze
minimalnie si¢ od nich roznigc, dlatego oba parametry mozna uzna¢ za wzajemnie

potwierdzajace si¢.
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Odno$nie parametrow cytomorfometrycznych analizowanych w przedstawionej
pracy, w badaniach wlasnych jadra komoérkowe nowotworowych mastocytow byty
wicksze u psOW zguzami przerzutujgcymi niz u psOw bez przerzutdow.
Podobne obserwacje otrzymat Marconatoiin. (2008), w ktéorych warto$ci pola
powierzchni oraz obwodu byly wigksze w mastocytomach obecnych w weztach
chlonnych niz w mastocytomach nieprzerzutujacych (w obu przypadkach niezaleznie
od stopnia ztosliwosci histologicznej). Wigksze wymiary komodrek oraz jader
komoérkowych w guzach przerzutujacych mozna interpretowac jako wyraz zwiekszonej
aktywno$ci metabolicznej oraz  proliferacyjnej, cechujacej komorki intensywnie
dzielace sie¢, co z kolei obserwuje si¢ zazwyczaj w komorkach nowotworéw bardziej
agresywnych klinicznie. Swiadczy otym roéwniez wyzszy stosunek jadrowo-
cytoplazmatyczny (N/C) dla komorek guzéw przerzutujacych (0,42 vs. 0.35
dla nieprzerzutujacych), co jest zgodne z obserwacjami Neto i in. (2010), w ktérych
wyzszy stosunek N/C posiadaty komorki guzéw z komorek tucznych o wyzszym
stopniu ztosliwosci. W badaniach wlasnych wykazano, ze mastocytomy low grade,
ktéore dawaly przerzuty, charakteryzowalty si¢ wigkszymi wymiarami jader
komoérkowych. W literaturze zjawisko o opisywano gldwnie w odniesieniu
do mastocytom o wyzszym stopniu zlosliwosci (Marcos i in., 2022, Neto i in., 2010;
Strefezzi i in, 2003, 2009), co moze wskazywa¢ na tendencj¢ do przerzutowania
w przypadku mastocytom o wigkszych wymiarach jader komorkowych, réwniez tych
nalezacych do nowotwordw o niskim stopniu ztosliwosci histologiczne;.

Wspodtezynnik zmiennosci byl wyzszy w grupie mastocytom przerzutujgcych
(31,8 vs. 30% dla guzéw nieprzerzutujacych), $wiadczy on o nieco wigkszej
heterogennosci populacji komorek (obecnos¢ komoérek duzych i matych) w MCT
przerzutujacych i moze wskazywa¢ na cechujacy nowotwory ztosliwe pleomorfizm,
podobne roznice odnotowano w badaniu Marconatoiin. (2008). Wspotczynniki
ksztattu jader komorkowych w badaniach wlasnych oraz obserwacjach innych autorow
(Marconato i in., 2008; Strefezziiin., 2003) nie mialy wartosci diagnostycznej,
comoze dowodzi¢, ze regularny ksztalt komorek nie odzwierciedla biologicznej
agresywnosci guza, przynajmniej w przypadku MCT low grade.

Uzyskane wyniki wskazujag na przydatno$¢ analizy cytomorfometrycznej
w odréznianiu subtelnych réznic w wielko$ci jader komoérkowych mastocytomy
niskiego stopnia ztosliwosci histologicznej. W badaniu wykorzystano klasyfikacje

wedhug kryteriow cytologicznych wedlug Camus i in. (2016) oraz histologicznych
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wedhug Kiupel 1 in. (2011), ktére w duzej mierze opieraja si¢ na nieco subiektywnej
ocenie, zwlaszcza w interpretacji i ocenie stopnia anizokariozy. Cytomorfometria
pozwala na zobiektyzowanie tych cech 1 ich precyzyjne okreslenie, zatem

charakteryzuje si¢ wigkszg trafho$cig niz ocena wizualna dokonywana przez patologa.
7.3.3. Trafnos$¢ diagnostyczna cytomorfometrii

Parametry cytomorfometryczne takie jak pole powierzchni jadra komorkowego,
srednica jadra komoérkowego oraz jego obwod wykazuja poréwnywalna, wysoka
trafno$¢ diagnostyczng w przewidywaniu obecnos$¢ przerzutow u psow z mastocytoma
o niskim stopniu zto§liwosci histologicznej (low grade). Potwierdzeniem tego jest
zblizona warto§¢ AUROC dla wszystkich trzech parametrow, siegajaca okoto 87-88%.
Ustalone optymalne punkty odcigcia, pozwolity zakwalifikowa¢ pacjenta do grupy
z przerzutami lub bez przerzutbw — przekroczenie warto$ci granicznych pola
powierzchni, $rednicy i obwodu jadra komérkowego (kolejno: 75 pm?; 9,8 um; 33 pm)
oznacza wynik dodatni, sugerujacy obecno$¢ przerzutdw, natomiast warto$ci nizsze
od punktu odcigcia klasyfikowane sg jako wynik ujemny. Cho¢ przedziaty ufnosci byty
szerokie (siggaty 100%) i nalezy to wigza¢ z niewielka liczba badanych psow,
to uzyskana istotno$¢ statystyczna potwierdza, ze wartoSci AUROC odzwierciedlaja
rzeczywista roznice pomigdzy grupami. Czulo$¢ dla analizowanych parametrow
wynosita okoto 69-73%, co wskazuje, ze u okoto 30% pséw z przerzutami uzyskano
wynik falszywie ujemny, a zatem czg$¢ pacjentoOw zostata nieprawidtowo rozpoznana.
Odmiennie przedstawia si¢ sytuacja w odniesieniu do swoistosci, ktorej wartosci byty
wyzsze niz dla czulo$ci 1 we wszystkich trzech parametrach osiagneta 100%.
W praktyce oznacza to, ze zaden z psow wolnych od przerzutow nie zostat blednie
zaklasyfikowany jako majacy przerzuty do wezla chtonnego (nie otrzymat wyniku
falszywie dodatniego). Klinicznie jest to niezwykle wazne, poniewaz wysoka swoisto$¢
minimalizuje przypadki blednego rozpoznania, a tym samym podejmowania
intensywniejszych terapii, u psoOw ktore tego nie wymagaja. Warto$s¢ predykcyjna
dodatnia (PPV), czyli prawdopodobienstwo rzeczywistej obecnosci przerzutdow przy
wyniku dodatnim, wynosita 100% dla wszystkich trzech parametréw przy zalozonej
prewalencji 50%. Pozwala to na stwierdzenie, Zze dodatni wynik testu praktycznie
potwierdzal obecno$¢ przerzutéw. Z kolegi wartos¢ predykcyjna ujemna (NPV) byla
nizsza (okoto 76-79%), dlatego wynik ujemny nie wykluczal catkowicie obecnosci

przerzutéw i ryzyko wystgpienia przerzutéw pomimo ujemnego wyniku si¢gato okoto
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21-24% (mimo wartosci parametrow ponizej punktu odcigcia). Wynik dodatni znacznie
silniej zwigksza prawdopodobienstwo obecno$ci przerzutdw, niz wynik ujemny
zwicksza pewnos$¢ ich braku. Wartosci predykcyjne zaleza od wyjSciowego
prawdopodobienstwa, a wiec bgda inne u pséw z mastocytoma o niskim stopniu
ztosliwosci niz tych z mastocytomg o wyzszym stopniu ztosliwosci. Cho¢ ogdlne
wyniki analizy wydaja si¢ spojne, to przy dokladniejszym spojrzeniu na wartosci
uzyskane dla poszczegdlnych psow widaé, ze u wielu osobnikow wyniki znajdowaty
si¢ blisko wartosci granicznej. Wskazuje to, ze przyjete punkty odciecia w duzej mierze
maja charakter umowny, a aby z odpowiednia pewnoscig oceni¢ przydatnosé
cytomorfometrii, konieczne byloby przeanalizowanie znacznie wigkszej iloSci
przypadkow. Niemniej obserwacje wlasne wskazuja na cze$ciowe potwierdzenie
postawionej hipotezy, w ktdrej parametry cytomorfometryczne komorek mastocytomy
niskiego stopnia zlosliwosci histologicznej] moga stanowi¢ narzedzie pomocnicze
w ocenie ryzyka przerzutow do regionalnych weztéw chlonnych, ale wymagaja dalszej

weryfikacji na wigkszej grupie pacjentow.
7.4. Ograniczenia i warto$¢ badan wtasnych

Wyniki niniejszej pracy nalezy interpretowaé w kontekscie kilku istotnych
ograniczen. Pierwszym z nich jest liczba analizowanych prob. W przypadku zmian
w obrgbie jamy nosowej liczebno§¢ analizowanych grup byla stosunkowo mata,
szczegblnie w zapaleniu grzybiczym, gdzie oceniono jedynie 10 przypadkow.
Brak grupy kontrolnej w badaniach wlasnych obejmujacych zdrowe psy utrudnia
odniesienie uzyskanych wartosci do stanu prawidiowego. W kolejnych analizach
nalezatoby uwzgledni¢ grupe kontrolna, aby uzyskac warto$ci referencyjne dla komorek
nabtonka jamy nosowej nie objetej procesem patologicznym. Analizie poddano
wylacznie parametry jadra komorkowego, a wynikato to z ograniczonej liczby komorek
nadajacych si¢ do oceny, co wigzato si¢ miedzy innymi z uszkodzeniem btony
komoérkowej komorek nabtonka oraz jakoscig preparatow (np. niewielka liczba dobrze
zachowanych komoérek w rozmazach). Mozna przypuszczaé, ze w preparatach
odciskowych uzyskanych z wycinkow zmienionej $luzéwki pobranych w czasie
rynoskopii liczba uszkodzonych komorek bylaby mniejsza. W pracy wtasnej celem byto
uzycie metody wymazowej, czyli metody stosunkowo mato inwazyjnej, umozliwiajacej

pozyskanie materialu bez konieczno$ci pobierania wycinkow w trakcie endoskopii,
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ale sposob ten moze si¢ wigza¢ z wickszym odsetkiem uszkodzonych komoérek
nablonkowych btony $luzowej. W przysziosci badania powinny zosta¢ réwniez
rozszerzone o dodatkowe parametry morfometryczne obejmujace cale komorki
oraz stosunek jadrowo-cytoplazmatyczny.

Dla zmiennej liczby badanych komoérek w poszczegdlnych analizach tj. 50 jader
w przypadku zmian rozrostowych w jamie nosowej, 60 komorek w chioniaku
centroblastycznym oraz po 100 komorek w  chloniaku  T-komorkowym
wielopostaciowym pleomorficznym i w mastocytomie niskiego stopnia ztosliwosci
histologicznej, réznice te¢ nalezy rozpatrywaé w kontekscie jakosci preparatow
cytologicznych, a tym samym dostepnosci komorek nieuszkodzonych. Jednak wigksze
znaczenie dla badania cytomorfometrycznego ma liczba badanych pacjentow niz liczba
analizowanych komorek, co podkresla publikacja Kidney i Meachem (2014), w ktorej
wskazano, ze kluczowa jednostka statystyczng jest liczba pacjentow, a liczba komorek
mierzonych w obrebie jednego przypadku stuzy jedynie zmniejszeniu btgdu
pomiarowego 1iuzyskaniu doktadniejszej warto$ci $redniej dla danego nowotworu.
Lacznie, niewielka liczba pacjentow we wszystkich analizowanych grupach w pracy
wlasnej moze mie¢ wptyw na moc statystyczng analizy i uchwycenie peilnej zmiennosci
populacji. Dodatkowo, naktadanie si¢  wartosci ocenianych  parametrow
cytomorfometrycznych migdzy grupami, nie pozwolilo na ustalenie konkretnych
punktow odgraniczajacych (cut-off values) zaré6wno dla zmian w jamie nosowej,
jak i chtoniakow. W przypadku mastocytom wartosci dla indywidualnych psow byty
blisko progdéw odgraniczajacych, $wiadczy to o umownie przyjetych wartosciach
progdéw 1 wymagaja one weryfikacji na wigkszej grupie przypadkow.

Mimo wykazanych ograniczefi, badania wlasne wnosza istotne 1 nowe
informacje do diagnostyki 1 prognostyki wybranych patologii u pséw. Praca uzupetnia
luke istniejgca w literaturze w zakresie badan cytomorfometrycznych nabtonka zmian
rozrostowych w jamie nosowej u psOw 1 moze stanowi¢ material referencyjny
dla kolejnych analiz. Uwzgledniono wniej rdéwniez najczgstsze typy zmian
diagnozowane w jamie nosowej u psow, z rownolegla, aczkolwiek ograniczong
liczebnoscia przypadkéw analizag danych demograficznych. Z praktycznego punktu
widzenia, nalezy podkresli¢, Zze cytomorfometria moze stanowi¢ cenne wsparcie
w procesie diagnostycznym, jednak nie zastapi petnej diagnostyki, obejmujacej przede

wszystkim badanie histopatologiczne.
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W  przypadku chioniakow  ograniczenia literaturowe (brak badan
poréwnawczych) silne przektadaja si¢ na mozliwos$ci interpretacji wynikow badan
wilasnych, w szczeg6élnosci chtoniaka T-komorkowego, ktére nie sg w petni
porownywalne. Niemniej podkresla to przewage badan wilasnych nad cytowanymi
pracami, przynajmniej w niektorych aspektach. Przede wszystkim uwzgledniono w nich
najczesciej wystepujace u pséw typy chioniakéw (B i T) wraz z okresleniem podtypow
w klasyfikacji Kiel 1 WHO z  wykonaniem  immunofenotypowania.
Pozwolito to na analiz¢ wylacznie wybranego podtypu chtoniaka. W badaniach
wlasnych uwzgledniono pomiary oparte na cytowanych publikacjach, rozszerzone
o dodatkowe parametry - zaro6wno catych komorek, jak ijader komorkowych
w chioniaku B i T, a w cze$ci przypadkdéw chioniaka B komorkowego takze dla jaderek.
Umozliwito to pehliejszy opis morfologii komodrek, obejmujacy nieanalizowane
rutynowo elementy (m.in. jaderka). W przypadku badania Papakonstantinou
uwzgledniono pomiary wybranych parametrow catych komorek, ale profil badania byt
ukierunkowany diagnostycznie a nie prognostycznie. Badania wlasne dostarczyty
unikalnych informacji dotyczacych morfologii komorek chtoniaka centroblastycznego
i chloniaka wielopostaciowego mieszanego T—komodrkowego. Wyniki te uzupelniaja
luke informacyjna 1 moga stanowi¢ podstawe do tworzenia charakterystyki
poszczegbdlnych typow omawianych nowotworéw. Moga one réwniez przyczynié si¢
do standaryzacji opisow morfologicznych chtoniakow, gdzie konkretne warto$ci
liczbowe moga zosta¢ wykorzystane w badaniach porownawczych oraz w analizach
nad skutecznos$cia leczenia.

Analiza cytomorfometryczna guzow z komorek tucznych o niskim stopniu
zto§liwosci histologicznej wykazata, ze najwigksza warto$¢ rokownicza w kontekscie
wystepowania przerzutow maja parametry jadrowe. Ponadto badania wtasne pozwolity
na rozrdznienie mastocytom w obrebie jednej klasyfikacji histologicznej low grade
(w klasyfikacji dwustopniowej), podobnie do badania Strefezzi i in. (2009) w ktérym
obrebie II stopnia ztosliwosci (w klasyfikacji trojstopniowej) rozrézniono mastocytomy
o wyzszej 1nizszej zlosliwosci. Wyniki przektadajg si¢ na potencjalne wykorzystanie
kliniczne, zwlaszcza dzigki wysokiej swoistosci, ktora umozliwia wiarygodne
potwierdzenie obecnosci przerzutow, a dzigki temu wczes$niejsze zaplanowanie
agresywniejszej terapii.

Reasumujac, z uwagi na potencjalne zastosowanie praktyczne cytomorfometrii

jader komoérkowych komorek MCT low grade u psow 1 mozliwe tego konsekwencje
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kliniczne, powyzsza obserwacja wymaga zweryfikowania w kolejnych, najlepiej
prospektywnych badaniach obejmujacych wicksza grupe pséw z guzem z komorek
tucznych o niskiej ztosliwosci uwzgledniajac zachowanie biologiczne tych powszechnie

wystepujacych nowotworow u psow.



137

8. Podsumowanie

W przypadku zmian w obrgbie jamy nosowej podstawg diagnostyki pozostaja
badania obrazowe oraz badanie histopatologiczne, natomiast badanie cytologiczne petni
role uzupetniajaca. Chociaz wyniki wskazuja, ze cytomorfometria jader komoérkowych
moze by¢ pomocna w rdznicowaniu zapalenia nieswoistego i zapalenia grzybiczego,
to z klinicznego punktu widzenia, ma to istotne znaczenie, ze juz na etapie badania
cytologicznego mozna uzyskac¢ cenng informacje réznicujaca.

W badaniach cytomorfometrycznych komorek chtoniakoéw nalezacych do dwoch
najpowszechniej wystepujacych typow chtoniakow u pséw nie uzyskano wynikow,
ktoére miatyby znaczenie rokownicze. Jakkolwiek, obecno$¢ pewnych trendow lub
drobnych réznic uzyskanych w badanej pracy, a uznanych za przypadkowe moze
wskazywaé na potrzebe podjecia dodatkowych badan, ktére obejmowaly by wigksza
grupe pacjentdéw jednorodng pod wzgledem typu cytologicznego chloniaka
i zastosowanych schematdéw leczenia. Jest to o tyle istotne, ze w warunkach klinicznych
podstawa rozpoznania chloniakdw upsow jest badanie cytologiczne bioptatow
pobranych z weztow chtonnych (Childress i in., 2025; Regan i in. 2013; Sapierzynski
iin., 2010). Badanie to jest w gltownym stopniu ukierunkowane na rozpoznanie
nowotworu, jednak zasadne jest poszukiwanie nowych metod, ktére wykorzystujac
metody komputerowej analizy obrazu posiadanych juz rozmazéw cytologicznych daty
by szanse na zidentyfikowanie potencjalnych parametrow, ktore byly by pomocne
w okreslaniu rokowania dla pacjentéw poddanych chemioterapii, a takze wytypowania
tych przypadkoéw, w ktorych chemioterapia nie przyniesie, a w ktdrych przyniesie
korzysci terapeutyczne.

Podobnie w przypadku mastocytom u psow, ktore w duzej mierze
sg rozpoznawane na podstawie badania cytologicznego, ewentualna mozliwos¢
wykorzystania cytomorfometrii jako badania pomocniczego bytaby szczegdlnie cenna.
Uzyskane wyniki sugeruja, jej przydatno$¢ w identyfikacji pséw z przerzutami
niskiego stopnia zlo§liwosci histologicznej do regionalnych weztoéw chtonnych.
Pomimo, ze ogo6lny obraz wydaje si¢ obiecujacy, to aby jednoznacznie oceni¢ warto$¢
kliniczng cytomorfometrii w kontekécie wykrywania przerzutow, nalezatoby
przeanalizowaé znacznie wicksza grupe pacjentow. Niewatpliwie jednak wykorzystanie

cytomorfometrii jako narzedzia wspomagajacego w przewidywaniu wystgpienia



138

przerzutdéw w mastocytomach low grade, moglaby mie¢ znaczacy wptyw na caty proces

diagnostyczno-terapeutyczny pacjentéw z tym typem nowotworu.



139

9. Wnioski

Szczegdtowe wnioski wynikajace z badan wiasnych:

l.

Parametry cytomorfometryczne jader komorkowych komoérek nablonka jamy
nosowej objetej procesem nowotworowym nie majg wartosci diagnostycznej
w odroznianiu ich od nienowotworowych zmian rozrostowych nabtonka jamy

nosowej towarzyszacych procesom zapalnym tej struktury u psow.

Wymiary jader komodrkowych komorek nablonka jamy nosowej u psoéw
z zapaleniem nieswoistym nosa s3 wigksze niz jadra komorkowe komorek
nabtonka jamy nosowej z zapaleniem grzybiczym jamy nosowej, co wskazuje na
potencjalne znaczenie diagnostyczne cytomorfometrii jader komorkowych

w réznicowaniu tych dwoéch jednostek chorobowych.

Analiza cytomorfometryczna komorek nowotworowych nie ma wartosci
prognostycznej w rokowaniu catkowitego czasu przezycia psoOw z chtoniakiem

centroblastycznym leczonych za pomocg schematu CHOP.

Analiza cytomorfometryczna komorek nowotworowych nie ma warto$ci
prognostycznej w rokowaniu catkowitego czasu przezycia pséw z chtoniakiem

T-komorkowym wielopostaciowym z komoérek matych 1 duzych.

W guzach komorek tucznych niskiego stopnia ztosliwosci u psoéw S$rednie
wymiary pola powierzchni, $rednicy 1 obwodu jadra komérkowego sa wigksze
u pacjentow, u ktorych doszto do powstania przerzutéw do regionalnych weziow
chlonnych, w poréwnaniu pacjentow bez przerzutow, co wskazuje Zze ocena

cytomorfometryczna tych parametréw moze mie¢ znacznie rokownicze.

Ze wzgledu na to, ze $rednie wymiary pola powierzchni, $rednicy i obwodu
komorek nowotworowych sa wigksze u psow z przerzutami do regionalnych
wezlow chtonnych niz u pséOw bez przerzutéw, analiza cytomorfometryczna
moze mie¢ warto§¢ pomocnicza w potwierdzeniu obecno$ci przerzutow
mastocytomy o niskim stopniu ztosliwosci (low grade) do regionalnych weztéw
chlonnych, jednoczes$nie analiza ta nie pozwala na wykluczenie obecno$ci

przerzutow do regionalnych weztow chlonnych.
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Aneks 1. Wymiary jader u poszczegolnych psow podane jako $rednia arytmetyczna

+ odchylenie standardowe i zakres

Pies | Rozpoznanie Liczba Srednia Srednia Srednia érednica | Sredni obwéd Srednie pole
) pomiaréow | dlugod¢ [um] | szeroko$¢ [um] [pm] [pm] powierzchni [um?]
| Gruczolakorak/ 50 12.41£1.62 10.06+1.50 11.24+1.33 38.3144.37 | 97.264+23.43 (58.78-
rak (10.00-16.69) (6.61-13.00) (8.52-14.28) (30.27-48.71) 161.25)
’ Gruczolakorak/ 50 12.04+1.55 9.77£1.11 (6.74- 10.91+1.12 36.38+3.73 | 88.56+18.65 (56.36-
rak (9.34-17.05) 12.55) (8.76-14.8) (29.84-47.91) 155.61)
3 Gruczolakorak/ 50 12.71+1.46 10.08+1.33 11.39+1.21 38.624+3.51 98.22+18.65 (64.84-
rak (10.15-16.77) (7.78-14.1) (9.49-14.91) (31.44-49.74) 171.68)
4 Gruczolakorak/ 50 14.13£1.98 10.42+1.11 12.27+1.3 (9.95- 41.70+4.19 113.67+£22.55
rak (10.29-19.21) (8.52-13.34) 16.04) (34.27-54.07) (79.87-182.27)
5 Gruczolakorak/ 50 12.07+1.36 9.79+1.01 (7.30- 10.93+0.96 36.66+£3.19 | 89.29+15.38 (61.84-
rak (9.71-16.69) 12.63) (9.55-13.09) (31.22-44.22) 121.29)
6 Gruczolakorak/ 50 10.73+1.06 9.34+0.96 (7.58- 10.04+0.91 34.29+3.25 | 79.45£15.23 (54.91-
rak (9.09-13.07) 11.48) (8.61-11.82) (28.90-41.24) 114.91)
7 Gruczolakorak/ 50 10.3442.65 7.75€1.72 (4.90- | 9.054+2.06 (5.73- 31.50+7.08 | 66.854+28.00 (25.47-
rak (6.34-17.69) 10.61) 13.63) (19.42-43.85) 113.80)
3 Gruczolakorak/ 50 9.45+1.52 7.63+1.5 (5.12- | 8.54+1.35 (6.19- 29.61+4.55 | 58.52+18.71 (30.48-
rak (7.16-12.6) 10.81) 11.56) (21.14-39.26) 102.27)
9 Gruczolakorak/ 50 10.31+1.85 7.9742.06 (3.72- | 9.14£1.76 (6.19- 31.78+5.95 | 67.81+£28.34 (28.07-
rak (7.12-14.98) 12.2) 13.59) (22.57-48.63) 159.18)
10 Gruczolakorak/ 50 10.92+1.60 8.20+£1.48 (5.84- | 9.56+1.31 (6.89- 33.36+4.20 | 72.874£19.25 (41.16-
rak (7.72-15.54) 11.74) 13.64) (24.86-48) 143.84)
1 Gruczolakorak/ 50 12.09+1.75 9.93+1.74 (6.64- 11.01+£1.60 37.43+5.49 | 95.13£31.52 (61.76-
rak (9.09-17.44) 14.68) (8.24-15.94) (30.22-56.16) 211.98)
12 Zapalenie 50 11.93+2.00 9.66+1.53 (6.24- 10.79+1.60 37.00+£5.39 | 92.13£26.01 (48.65-
niespecyficzne (8.47-17.86) 12.72) (8.19-15.29) (27.22-50.54) 164.82)
13 Zapalenie 50 10.88+1.55 8.49+1.38 (6.24- | 9.68+1.28 (7.33- 33.5144.43 | 74.09+£19.82 (45.09-
niespecyficzne (7.85-13.73) 12.32) 12.71) (25.85-43.97) 127.34)
14 Zapalenie 50 11.40+1.66 9.22+1.91 (6.02- 10.31£1.67 36.01+5.03 85.79+26.6 (48.24-
niespecyficzne (8.58-16.27) 14.77) (7.84-15.35) (26.83-52.78) 182.69)
15 Zapalenie 50 11.96+1.74 9.57+1.65 (5.42- 10.77+1.42 36.50+4.75 87.36+23.3 (50.32-
niespecyficzne (8.94-18.42) 13.47) (7.71-14.71) (28.54-52.37) 166.49)
16 Zapalenie 50 11.60+1.40 9.44+1.10 (6.89- 10.52+1.12 35.79+4.13 85.36+20.78 (49.81-
niespecyficzne (8.90-17.52) 12.55) (8.44-14.52) (27.36-52.52) 174.77)
17 Zapalenie 50 11.28+1.74 8.70£1.29 (6.22- | 9.99+1.28 (7.56- 33.9044.15 | 74.73£18.96 (48.56-
niespecyficzne (7.63-15.80) 11.68) 13.39) (27.30-44.98) 134.29)
13 Zapalenie 50 12.48+2.06 10.41+1.85 11.45+1.81 38.96+5.64 103.00+32.22
niespecyficzne (7.9-17.83) (6.62-15.01) (7.52-16.42) (28.42-57.25) (51.63-221.49)
19 Zapalenie 50 12.68+1.75 9.36+1.14 (6.64- 11.02+1.26 37.2343.86 | 91.38+18.13 (50.04-
niespecyficzne (8.31-16.47) 11.64) (7.48-13.45) (27.30-44.60) 127.69)
20 Zapalenie 50 12.12+1.22 9.75+1.11 (7.46- 10.94+0.96 37.1743.17 | 92.05+16.33 (64.43-
niespecyficzne (9.08-14.69) 11.75) (8.91-12.97) (30.91-43.76) 128.44)
2 Zapalenie 50 12.43+1.18 10.27+1.19 11.35+1.04 38.00+£3.43 | 97.58+18.38 (62.68-
niespecyficzne (10.46-14.9) (7.78-12.68) (9.16-13.31) (31.27-45.01) 135.11)
23 Zapalenie 50 11.55+1.35 9.88+1.06 (7.45- 10.71+1.02 36.2343.72 | 87.74+17.52 (60.85-
niespecyficzne (9.28-15.56) 12.06) (8.63-13.04) (30.22-46.9) 139.6)
2 Zapalenie 50 11.20+1.29 9.78+1.01 (7.38- 10.49+1.05 35.4043.65 85.65+£18.48 (54.79-
niespecyficzne (9.02-15.03) 11.86) (8.52-13.04) (29.07-46.10) 139.75)
25 Zapalenie 50 10.81+1.09 9.58+1.07 (7.6- | 10.2+0.99 (8.01- 34.62+3.44 | 81.61£16.67 (57.21-
niespecyficzne (8.41-13.65) 12.49) 13.07) (29.11-44.22) 134.07)
2% Zapalenie 50 12.2442.26 9.56+1.30 (6.77- | 10.9+1.55 (8.68- 37.314£5.65 | 93.46427.72 (54.43-
niespecyficzne (9.23-16.34) 14.11) 14.63) (28.71-52.12) 178.6)
27 Zapalenie 50 12.00+1.48 9.72+1.41 (7.28- | 10.86+1.21 (9.4- 36.82+4.50 90.18+23.60 (59.4-
niespecyficzne (10.11-17.87) 13.91) 14.68) (31.22-53.16) 181.22)
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i Zapalenie 50 13.8142.16 | 10.67+1.8 (7.69- [ 12.24+1.79 41.73+6.38 115.87+37.00
niespecyficzne (10.63-20.42) 15.37) (9.22-16.92) | (31.54-57.53) | (61.84-220.15)
20 Zapalenie S0 11.52+1.12 | 9.78+1.23 (6.51- | 10.65+1.00 35.88+3.10 | 86.49+15.57 (53.61-
niespecyficzne (9.32-14.37) 12.33) (8.16-12.8) (28.67-42.05) 119.19)
30 Zapalenie S0 11.52+1.55 | 9.19+1.3 (7.09- 10.36+1.19 3531+3.82 | 81.55+17.43 (49.67-
niespecyficzne (8.57-15.36) 12.84) (8.03-13.24) | (27.35-44.69) 126.44)
31 Zapalenie S0 12.03220 | 8.87+1.35(5.82- | 10.45+1.55 36.08+5.63 | 83.15+22.18 (32.59-
niespecyficzne (7.13-16.71) 11.63) (6.48-14.17) | (21.63-48.95) 132.16)
2 Zapalenie S0 12.24+1.24 11.07+1.37 11.65+1.22 39.13+4.00 104.21422.13
niespecyficzne (9.46-16.14) (7.80-15.14) (8.63-15.64) | (30.12-53.10) |  (60.57-195.11)
33 Zapalenie 0 13.08+1.61 | 8.98+0.99 (6.37- |  11.03+0.89 37.57£3.04 | 89.04=11.72 (57.79-
niespecyficzne (9.80-17.21) 11.21) (8.66-12.4) (30.29-46.28) 110.23)
9 Zapalenie S0 11.96+1.28 | 9.9+1.26 (7.00- 10.93+1.08 36.96+3.89 | 92.62+21.21 (66.39-
niespecyficzne (9.50-16.13) 12.78) (9.48-14.46) (32.11-51.3) 177.87)
35 Zapalenie S0 11.09+1.55 | 8.64+1.34 (5.46- | 9.87+1.19 (7.7- | 34.07+4.53 | 77.02+20.14 (44.1-
niespecyficzne (9.21-15.18) 11.03) 12.64) (25.95-45.14) 127.21)
36 Zapalenie S0 12.67£1.78 | 8.95+1.21 (6.27- | 10.81%1.04 36.74+3.44 | 86.71+15.32 (60.32-
niespecyficzne (9.39-16.43) 12.10) (8.87-13.14) | (29.94-43.79) 127.22)
37 Zapalenie S0 10.29+1.16 | 8.48+1.01 (6.13- | 9.3840.90 (7.56- | 31.864+2.96 | 66.86+12.84 (41.28-
arzybicze (8.26-13.32) 10.86) 11.38) (26.11-39.68) 101.26)
38 Zapalenie S0 10.53+2.96 | 8.0642.35 (3.65- | 9.3%2.56 (4.73- | 32.2248.45 | 72.4+39.88 (18.64-
grzybicze (5.25-19.95) 14.56) 16.73) (17.08-58.4) 220.94)
3 Zapalenie <0 1033:1.81 | 7.96+1.18 (5.3- | 9.14£130 (6.51- | 32.25+4.55 | 64.9+17.74 (31.20-
grzybicze (6.86-13.96) 10.9) 11.68) (22.91-42.32) 112.25)
0 Zapalenie <0 9.84+121 | 823+1.09 (5.62- | 9.03+1.03 (6.46- | 31.51%3.51 |65.26+13.62 (37.35-
arzybicze (6.79-12.32) 10.93) 10.95) (24.26-39.33) 92.22)
il Zapalenie <0 10.89+1.72 | 8.07+1.50 (5.21- | 9.48+1.36 (7.02- | 33.47+#4.79 | 70.62+20.49 (35.41-
grzybicze (8.23-15.41) 12.43) 13.18) (25.64-44.04) 117.72)
0 Zapalenie <0 12.62+1.62 | 9.2241.43(5.48- | 10.92+1.28 38.61+4.49 | 91.84+19.24 (49.01-
grzybicze (9.05-17.29) 12.17) (8.00-13.23) | (27.86-47.33) 128.74)
5 Zapalenie <0 113+1.71 | 7.9141.04 (6.11- | 9.61%1.07 (7.42- | 33.93+4.09 |72.61+16.25 (39.38-
arzybicze (7.59-14.79) 10.55) 11.63) (24.46-42.06) 111.45)
" Zapalenie <0 10.61+1.52 | 8.56+1.56 (5.42- | 9.58+1.36 (6.66- | 33.5145.02 | 73.04+21.83 (33.89-
grzybicze (7.55-14.22) 12.09) 13.16) (23.56-48.52) 138.72)
45 Zapalenie <0 11.851.92 | 9.42+1.88 (6.72- | 10.64+1.59 (7.6- | 37.25£5.47 |90.41+26.95 (46.27-
grzybicze (7.91-17.55) 13.15) 14.91) (26.19-52.28) 175.96)
16 Zapalenie <0 10.99+1.58 | 8.95+1.14 (6.53- | 9.97+1.23 (6.95- | 35.0543.71 | 78.66+17.66 (42.69-
arzybicze (7.36-15.55) 11.32) 13.12) (26.56-43.76) 123.38)




