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Badania oparte na markerach proliferacji uzupełniają 
obecnie ocenę histopatologiczną bioptatów w medy-
cynie ludzkiej. Indeks Ki-67, jak i antygen proliferacji 
jądra (PCNA), znajdują zastosowanie w ocenie klinicz-
nej pacjenta z chorobami zapalnymi i nowotworowymi 
przewodu pokarmowego (14). Nabłonek jelita pod-
lega regeneracji ze względu na proliferację komórek 
na dnie krypt jelitowych oraz apoptozę na szczycie 
krypt. Równowaga pomiędzy proliferacją a apoptozą 
komórek umożliwia prawidłową odnowę epitelium 
jelit. W stanach patologicznych (stan zapalny, nowo-
tworzenie) homeostaza komórek jest zaburzona, a pro-
liferacja znacznie zwiększona. W medycynie ludzkiej, 
u pacjentów z chorobą Leśniowskiego-Crohna (CLC) 
i wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (WZJG), 
notuje się wzrost ekspresji antygenu Ki-67 w komór-
kach epitelium krypt jelitowych (10). Dodatkowo 
Ki-67 koreluje z  dysplazją epitelium u  pacjentów 
z WZJG. U osób z CLC wzrost proliferacji może pre-
dysponować śluzówkę do mutacji, zwiększając ryzyko 

nowotworzenia (23). Jinno i wsp. (17) w swoich bada-
niach zauważyli, że indeks Ki-67 wśród plazmocytów 
CD19+ jest skorelowany z  kliniczną aktywnością 
i specyficzny dla aktywnej formy WZJG opornej na 
leczenie glikokortykoidami. Uzyskane przez niego 
dane sugerują, że badania immunohistochemiczne 
z zastosowaniem Ki-67 mogą być praktyczną metodą 
oceny aktywności proliferacyjnej komórek nabłonka 
jelitowego u pacjentów z NZJ.

Oznaczanie PCNA znalazło zastosowanie w  wy-
krywaniu ognisk dysplazji w WZJG (20, 21). Prze-
prowadzone badania wykazały statystycznie istotne 
różnice między najniższym stopniem dysplazji a nie- 
zmienioną zapalnie błoną śluzową. U  psów takich 
badań jeszcze dotychczas nie przeprowadzono. Ozna-
czanie markerów proliferacji (Ki-67 oraz PCNA) 
znalazło także zastosowanie w różnicowaniu stopnia 
dysplazji w  nieswoistych zapaleniach jelit (NZJ) 
u ludzi (19). U psów z nieswoistym zapaleniem jelit 
jeszcze nie przeprowadzono badań nad przydatnością 
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Summary

The aim of this study was to determine the expression of Ki-67 and PCNA proliferative antigens and the 
apoptotic index in dogs with various degrees of severity of inflammatory bowel disease (IBD), and to evaluate 
the applicability of these markers in diagnosing the disease. The study was performed on 28 dogs of different 
breeds, both sexes, with body weights of 10 to 20 kg, aged 2 to 10 years. The animals diagnosed with IBD were 
divided into four groups of 7 dogs each, including three groups characterized by various degrees of severity of 
IBD and a control group. The expression of Ki-67 and PCNA antigens was determined immunohistochemically, 
and the apoptotic index was expressed as the number of TUNEL-positive lamina propria cells in the duodenum, 
jejunum and the colon. Regardless of its form, IBD affected the expression of the analyzed proliferation 
markers and apoptosis in duodenal, jejunal and colonic mucosa, but most of the analyzed parameters were 
not correlated with the severity of the disease. The severity of IBD was correlated only with the expression of 
Ki-67 in duodenal villi. The results of the study point to the limited applicability PCNA and the apoptotic index 
in differentiating and evaluating the progression of IBD in dogs. The estimation of Ki-67 expression may be 
useful in the evaluation of the severity of IBD in dogs.
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oznaczania parametrów proliferacji w zależności od 
natężenia procesu zapalnego. Parametry proliferacji 
są wykorzystywane do różnicowania chłoniaka jelit 
od NZJ u psów(3).

Apoptoza jest podstawowym fizjologicznym 
procesem, który odgrywa kluczową rolę w  rozwoju 
i utrzymaniu homeostazy tkanek, narządów i całego 
organizmu. Występuje także w wielu procesach pato-
logicznych (8). Przeprowadzone dotychczas badania 
wykazały, że zaburzenia w  przebiegu tego procesu 
obserwowane są w chorobie Leśniowskiego-Crohna 
oraz wrzodziejącym zapaleniu jelita grubego u ludzi 
(7, 25). Sipos i wsp. (25) uważają, że kluczową rolę 
w przewlekłych nawracających stanach NZJ odgrywa 
brak równowagi pomiędzy apoptozą a proliferacją ko-
mórek. NZJ w aktywnej formie cechuje się wzrostem 
apoptozy i proliferacji komórek. Yukawa i wsp. (27) 
w swoich badaniach wykazali wzrost ilości komórek 
apoptycznych w aktywnej formie WZJG. U pacjentów 
CLC niska ekspresja Bax (białko proapoptyczne) oraz 
wysoki stosunek Bcl-x(L)/Bax (Bcl-x(L) jest białkiem 
antyapoptycznym) wskazuje na oporność na apopto-
zę i może przyczyniać się do przewlekłości choroby 
(15). W nielicznych badaniach, jakie przeprowadzono 
u psów z NZJ, Dandrieux i wsp. (5) stwierdzili spadek 
apoptozy limfocytów w  błonie śluzowej. Oceniano 
dwa markery proapoptotyczne (Casp3 i PARP) oraz 
jeden antyapoptotyczny – Bcl2.

W piśmiennictwie brakuje natomiast wyników 
badań oceniających ekspresję antygenów prolifera-
cyjnych Ki-67 i PCNA oraz indeksu apoptotycznego 
w ocenie natężenia NZJ u psów i dlatego celem badań 
własnych była ocena tych parametrów w przebiegu 
NZJ, jak również ocena przydatności określania tych 
markerów w diagnostyce tego schorzenia.

Materiał i metody
Badania wykonano u 28 psów obu płci, o wadze od 10 

do 20 kg, różnych ras, w wieku od 2 do 10 lat. Zwierzeta 
były pacjentami Polikliniki Weterynaryjnej Uniwersytetu 
Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie. Kwalifikacja pac-
jentów odbyła się na podstawie wyników wywiadu, badania 
klinicznego, laboratoryjnego, endoskopowego oraz histopa-
tologicznego wycinków błony śluzowej dwunastnicy, jelita 
czczego oraz okrężnicy.

U wszystkich zwierząt z  podejrzeniem NZJ wykona-
no badania biochemiczne, obrazowe, parazytologiczne, 
bakteriologiczne i mykologiczne kału oraz wykonano po-
karmowy test prowokacyjny w celu wykluczenia innych 
schorzeń przebiegających z przewlekłą biegunką. Lokalna 
Komisja Etyczna do Spraw Doświadczeń na Zwierzętach 
w  Olsztynie pozytywnie zaopiniowała przeprowadzenie 
badań.

Zwierzęta z  rozpoznanym NZJ podzielone zostały na 
grupy w zależności od natężenia NZJ, zgodnie z kryteriami 
Jergensa (16):

– grupa pierwsza (badawcza I – lekkie natężenie NZJ, 
wskaźnik CIBDAI 4-5 punktów, skala oceny histopatolo-
gicznej „+”, 7 psów),

– w grupie drugiej (badawcza II – umiarkowane natę-
żenie NZJ, wskaźnik CIBDAI 6-8 punktów, skala oceny 
histopatologicznej „++”, 7 psów),

– grupa trzecia (badawcza III – ciężkie natężenie NZJ, 
wskaźnik CIBDAI 10-16 punktów, skala oceny histopato-
logicznej „+++”, 7 psów).

Grupa kontrolna obejmowała siedem psów zdrowych.
Bioptaty błony śluzowej dwunastnicy, jelita czczego 

i  okrężnicy do badań immunohistochemicznych (IHC) 
i oznaczania apoptozy były uzyskiwane podczas badania 
panendoskopowego i kolonoskopowego przy użyciu klesz-
czyków biopsyjnych FB-24U-1 o  średnicy 2,5 mm oraz 
kleszczyków biopsyjnych FB-50U-1 o  średnicy 3,7 mm 
firmy Olympus.

Ekspresję Ki-67 i PCNA oznaczano w kosmkach i gru-
czołach błony śluzowej dwunastnicy i jelita czczego oraz 
gruczołach okrężnicy, zgodnie z powszechnie przyjętymi 
technikami badań IHC. W  badaniach zastosowano mo-
noklonalne przeciwciała pierwotne mysie (klony MIB-1 
i PC10) w rozcieńczeniach, odpowiednio, 1 : 75 i 1 : 200. 
W sporządzonych preparatach oznaczano odsetek komórek 
z pozytywną reakcją barwną.

Oznaczanie apoptozy przeprowadzano metodą TUNEL 
(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 
nick-end labeling) (12). Zastosowano zestaw do wykry-
wania apoptozy (TACS 2TdT-DAB In Situ Apoptosis De-
tection Kit) (Trevigen, USA). Określano odsetek komórek 
zabarwionych na brązowo, które uznawano za dodatnie.

Analizę statystyczną w celu określenia istotności różnic 
pomiędzy grupami zwierząt o różnym natężeniu procesu 
chorobowego przeprowadzono testem Duncana typu post 
hoc przy p ≤ 0,05, wykorzystując program komputerowy 
Statistica 10 (StatSoft Inc.).

Wyniki i omówienie
W przeprowadzonych badaniach własnych stwier-

dzono, że NZJ u psów, niezależnie od postaci (lekka, 
umiarkowana, ciężka), wpływa na ekspresję Ki-67, 
PCNA oraz apoptozę w obrębie błony śluzowej róż-
nych odcinków przewodu pokarmowego – dwunastni-
cy, jelita czczego oraz okrężnicy. Analiza statystyczna 
wykazała obecność różnic statystycznie istotnych 
pomiędzy grupami NZJ a grupą kontrolną we wszyst-
kich zestawieniach oraz w większości analiz pomiędzy 
grupami z NZJ (tab. 1, 2, 3). Zmiany ekspresji były 
zróżnicowane i wyrażały się podwyższeniem lub ob-
niżeniem indeksów komórek Ki-67 dodatnich i PCNA 
dodatnich oraz indeksów apoptotycznych w grupach 
pacjentów o lekkim, umiarkowanym i ciężkim natęże-
niu NZJ w porównaniu z grupą kontrolną. Tendencję 
wzrostową ekspresji Ki-67 w poszczególnych grupach 
zanotowano jedynie w kosmkach dwunastnicy (ryc. 1). 
W jelicie czczym, zarówno w gruczołach, jak i w ko-
smkach, rozkład okazał się symetryczny, a  w  gru-
czołach dwunastnicy i  okrężnicy – wielomodalny. 
W badaniach ekspresji PCNA nie zanotowano żadnych 
wyraźnych tendencji wzrostowych lub spadkowych 
pomiędzy poszczególnymi grupami (ryc. 2). Rozkład 
ekspresji PCNA w dwunastnicy (kosmki i gruczoły) 
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Tab. 1. Analiza statystyczna ekspresji białka Ki-67 pomiędzy grupami o różnym natężeniu NZJ

Odcinek przewodu 
pokarmowego

Grupa kontrolna Grupa o lekkim  
natężeniu NZJ

Grupa o umiarkowanym 
natężeniu NZJ

Grupa o ciężkim  
natężeniu NZJ

x SD x SD x SD x SD

Dwunastnica
gruczoły 10,45714 4,29684   2,98571**■■   3,84596 15,30000††■■ 4,81940 6,29714††**   3,53056

kosmek   1,00714 1,12414   2,38571**■■   1,50047   2,94285††■■ 1,11483 8,78142††** 10,62624

Jelito czcze
gruczoły   6,96571 0,33535 10,19286**■■ 15,95432 28,15714††■■ 9,27934 8,50571††** 10,01270

kosmek   1,76285 1,56919   2,77857*■   2,63894   2,88571†■ 3,60343 2,33571†*   1,43431

Okrężnica gruczoły   2,50000 3,37466   1,00000**■■   1,41155   6,96714††■■ 3,02694 1,87142††**   1,74925

Objaśnienia: † – p ≤ 0,05 – istotnie różni się od grupy o lekkim natężeniu; †† – p ≤ 0,01 – wysoce istotnie różni się od grupy o lekkim 
natężeniu; * – p ≤ 0,05 – istotnie różni się od grupy o umiarkowanym natężeniu; ** – p ≤ 0,01 – wysoce istotnie różni się od grupy 
o umiarkowanym natężeniu; ■ – p ≤ 0,05 – istotnie różni się od grupy o ciężkim natężeniu; ■■ – p ≤ 0,01 – wysoce istotnie różni 
się od grupy o ciężkim natężeniu

Tab. 2. Analiza statystyczna ekspresji białka PCNA pomiędzy grupami o różnym natężeniu NZJ

Odcinek przewodu 
pokarmowego

Grupa kontrolna Grupa o lekkim 
natężeniu NZJ

Grupa o umiarkowanym 
natężeniu NZJ

Grupa o ciężkim 
natężeniu NZJ

x SD x SD x SD x SD

Dwunastnica
gruczoły   4,25000   4,80147 13,62857**■■ 10,27906 43,25714††■■ 22,60817 15,87143††** 12,01897

kosmek   3,70000   2,81128 21,64571**■■ 16,78328 48,12857††■■ 16,12593 19,21343††** 16,57643

Jelito czcze
gruczoły   7,95714   0,66547   4,54285**■■   5,25130 21,97143††■■ 10,01294 18,22857††** 11,68796

kosmek 32,66286 26,15176 43,26429**■■ 22,34556 25,50714††■■ 14,08890 23,57143††** 12,04225

Okrężnica gruczoły   6,56571   5,31016   5,10000**■■   2,63264   6,49857††■■   4,04469 14,67000††**   9,26224

Objaśnienia jak w tab. 1

Tab. 3. Analiza statystyczna indeksu apoptotycznego pomiędzy grupami o różnym natężeniu NZJ

Odcinek przewodu 
pokarmowego

Grupa kontrolna Grupa o lekkim 
natężeniu NZJ

Grupa o umiarkowanym 
natężeniu NZJ

Grupa o ciężkim 
natężeniu NZJ

x SD x SD x SD x SD

Dwunastnica
gruczoły 11,30000   2,79940 11,20000**■■   8,13367 22,54286††■■ 18,96258 18,90000††** 20,73984

kosmek 17,02143   5,07968   8,26428**■■   6,29826 11,41714††■■ 20,30583 17,11143††** 19,22428

Jelito czcze
gruczoły 11,31429   1,03831 14,97143**■■ 16,63878   7,83571††■■ 17,55313 16,21429††** 18,57619

kosmek 14,51857   1,07575 23,62143*■■ 15,55543 22,32143†■■ 15,52927 11,98857††** 14,84444

Okrężnica gruczoły 19,03571 30,89984 10,59571**■■ 15,51699 12,10000†† 18,08198 12,02000†† 15,15762

Objaśnienia jak w tab. 1

Ryc. 2. Analiza graficzna indeksu PCNA u psów wszystkich 
grup

Ryc. 1. Analiza graficzna indeksu Ki-67 u psów wszystkich 
grup
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oraz w  jelicie czczym (kosmki) był symetryczny. 
W gruczołach jelita czczego rozkład ekspresji PCNA 
był wielomodalny, a w gruczołach okrężnicy siodłowy. 
Analizując wartości indeksu apoptotycznego, podob-
nie jak w przypadku PCNA, nie zauważono żadnych 
wyraźnych tendencji wzrostowych lub spadkowych 
w  badanych odcinkach przewodu pokarmowego 
poszczególnych grup (ryc. 3). Rozkład symetryczny 
odnotowano w gruczołach dwunastnicy oraz kosmkach 
jelita czczego. Rozkład wielomodalny występował 
w gruczołach jelita czczego oraz okrężnicy, a siodłowy 
w kosmkach dwunastnicy.

W przeprowadzonych badaniach własnych stwier-
dzono znaczne różnice w ekspresji antygenów Ki-67,  
PCNA oraz indeksu apoptotycznego w obrębie róż-
nych odcinków przewodu pokarmowego u psów ze 
zróżnicowanym stopniem natężenia NZJ w  porów-
naniu z kontrolną grupą psów zdrowych. Wykazano 
statystycznie wysoce istotny wzrost indeksu komórek 
Ki-67 dodatnich w  kosmkach jelitowych w  obrębie 
błony śluzowej jelita cienkiego w grupach o lekkim, 
umiarkowanym i  ciężkim natężeniu NZJ w porów-
naniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono jednocze-
śnie statystycznie wysoce istotny wzrost lub spadek 
indeksu komórek Ki-67 dodatnich w  gruczołach na 
terenie błony śluzowej jelita cienkiego we wszystkich 
grupach doświadczalnych w  porównaniu do grupy 
kontrolnej. W badaniach dotyczących WZJG u ludzi 
oceniono przydatność oznaczania Ki-67 oraz PCNA 
w ogniskach dysplazji i w błonie śluzowej poza nimi. 
Ponadto wykazano różnice w  nasileniu immunore-
aktywności w  poszczególnych stopniach dysplazji. 
Uzyskano statystycznie istotne różnice między naj-
niższym stopniem dysplazji a  niezmienioną błoną 
śluzową (19). W badaniach tych dokonano również 
porównania zastosowanych markerów pod względem 
ich przydatności, uznając antygen Ki-67 za najbardziej 
miarodajny marker proliferacyjny. W pracy Noffsinger 
i wsp. (23), dotyczącej WZJG o różnym stopniu natęże-
nia, przebadano wycinki błony śluzowej jelita grubego, 

używając Ki-67 jako markera proliferacji i uzyskano 
bardzo dobre wyniki w różnicowaniu ognisk dyspla-
zji z regenerującą błoną śluzową. W badaniach tych 
stwierdzono znaczne różnice w immunoreaktywności 
Ki-67 w poszczególnych kryptach jelit w ogniskach 
dysplazji i w obrębie nacieku zapalnego oraz w błonie 
śluzowej podlegającej regeneracji. W podobnych bada-
niach dotyczących WZJG u ludzi wykazano statystycz-
nie wysoce istotne różnice w odsetku komórek Ki-67 
dodatnich w zmianach dysplastycznych w stosunku do 
obszarów błony śluzowej podlegających regeneracji 
(12). Wyniki badań własnych nie potwierdziły tego 
spostrzeżenia. W  odróżnieniu od badań przeprowa-
dzonych w przebiegu NZJ u ludzi, w pracy dotyczącej 
colitis indukowanego siarczanem sodowym dekstranu 
(DSS) u myszy stwierdzono spadek ekspresji Ki-67 
w komórkach nabłonka okrężnicy (1). W badaniach 
własnych nie zaobserwowano jednolitych tendencji 
wzrostowych lub spadkowych pomiędzy grupą kontro-
lną a poszczególnymi grupami doświadczalnymi zwie-
rząt (ryc. 1). Przyczyną odmiennych wyników mogą 
być różnice w etiopatogenezie NZJ u ludzi i psów (4). 
W chorobie Leśniowskiego-Crohna u ludzi zapalenie 
obejmuje wszystkie warstwy jelita. U  psów proces 
chorobowy dotyczy najczęściej tylko błony śluzowej 
jelita cienkiego i grubego, z wyjątkiem wrzodziejące-
go histiocytarnego zapalenia okrężnicy u  bokserów 
(13), dlatego może to mieć istotny wpływ na objawy 
kliniczne, zmiany makroskopowe, histopatologiczne 
oraz immunohistochemiczne.

W badaniach własnych wykazano statystycznie 
wysoce istotny wzrost lub spadek indeksu komórek 
PCNA dodatnich w kosmkach jelitowych i gruczołach 
na terenie błony śluzowej jelita cienkiego oraz grubego 
w grupach o lekkim, umiarkowanym i ciężkim natę-
żeniu NZJ w porównaniu do grupy kontrolnej. W ba-
daniach dotyczących oceny zmian proliferacyjnych 
w komórkach nabłonka jelitowego okrężnicy u ludzi 
z WZJG wykazano wzrost ekspresji komórek PCNA 
dodatnich w grupach o lekkim, umiarkowanym i cięż-
kim natężeniu procesu chorobowego w porównaniu 
do grupy kontrolnej (25). W innych badaniach zaob-
serwowano wzrost indeksu komórek PCNA dodatnich 
w nieaktywnej formie WZJG u ludzi (2). W badaniach 
własnych nie zaobserwowano, niestety, jednolitych 
tendencji wzrostowych lub spadkowych dotyczących 
PCNA pomiędzy grupą kontrolną a poszczególnymi 
grupami doświadczalnymi zwierząt (ryc. 2). Podobnie 
w  badaniach dotyczących różnicowania rodzajów 
NZJ u ludzi wykazano, że analiza ekspresji antygenu 
proliferacyjnego PCNA nie pozwala na różnicowanie 
WZJG i choroby Leśniowskiego-Crohna (18).

W badaniach własnych nad indeksem apoptozy 
stwierdzono różnice wysoko istotne statystycznie 
w dominującej większości badanych struktur pomię-
dzy poszczególnymi grupami. Niestety, podobnie jak 
w przypadku markerów proliferacji komórki, indeks 
apoptotyczny nie wykazywał tendencji wzrostowych 

Ryc. 3. Analiza graficzna indeksu apoptotycznego u  psów 
wszystkich grup
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czy spadkowych skorelowanych z  natężeniem NZJ 
(ryc. 3). W  badaniach przeprowadzonych u  ludzi 
z WZJG wykazano statystycznie istotny wzrost apop-
tozy w grupach o umiarkowanym i ciężkim natężeniu 
NZJ w porównaniu do grupy kontrolnej (25). Podobnie 
wzrost indeksu apoptotycznego w komórkach nabłon-
ka okrężnicy u myszy stwierdzono w badaniach do-
tyczących colitis indukowanego DSS (1). Wykazano, 
że wzrost apoptozy w enterocytach u ludzi z chorobą 
Leśniowskiego-Crohna jest wyższy w obszarach jelit 
objętych stanem zapalnym w porównaniu do obsza-
rów niezmienionych. Wzrost indeksu apoptotycznego 
w enterocytach wskazuje na uszkodzenie bariery jeli-
towej, co prowadzi do zwiększenia przepuszczalności 
jelit (7). Podobny wpływ apoptozy na barierę jelitową 
odnotowano u szczurów ze stanem zapalnym jelit indu-
kowanym podaniem doksorubicyny (26). Zwiększona 
apoptoza enterocytów wywołuje przyspieszenie tempa 
podziałów komórkowych, co sprzyja mutacjom i pro-
cesom nowotworzenia. Wykazano, że pacjenci z NZJ 
częściej zapadają na nowotwory (6). Dotychczas 
w  literaturze opisano jedynie spadek apoptozy lim-
focytów w NZJ u psów (4), ale bez analizy powiązań 
z natężeniem procesu chorobowego. Biorąc pod uwagę 
dotychczasową wiedzę dotyczącą apoptozy w  NZJ 
i własne wyniki, dalsze badania na większej liczbie 
zwierząt wydają się wskazane.

Podsumowując, przeprowadzone badania wykazały 
w większości analiz brak pozytywnej bądź negatywnej 
zależności badanych parametrów od natężenia NZJ, 
pomimo stwierdzenia różnic istotnie statystycznych. 
To znacznie ogranicza zastosowanie tych badań jako 
analiz uzupełniających ocenę kliniczną i histopatolo-
giczną (24). Spośród badanych parametrów jedynie 
indeks Ki-67 w  kosmkach dwunastnicy wykazywał 
wzrost zgodny z natężeniem NZJ u psów. Przyczyną 
odmiennych wyników uzyskanych w NZJ u ludzi od 
wyników badań własnych mogą być różnice w patoge-
nezie NZJ u ludzi i psów. Warto podkreślić, że w cho-
robie Leśniowskiego-Crohna również nie opisano do 
tej pory korelacji Ki-67 z natężeniem procesu chorobo-
wego ani użyteczności w diagnostyce różnicowej CLC.

Uzyskane wyniki badań oznaczania ekspresji białka 
PCNA oraz indeksu apoptycznego u psów o różnym 
natężeniu procesu chorobowego wskazują na niewiel-
ką przydatność tego typu analiz w diagnostyce NZJ 
tych zwierząt. W przyszłości, po dalszych badaniach 
i stwierdzeniu powyższej zależności w większej grupie 
pacjentów, oznaczanie indeksu Ki-67 może pełnić rolę 
wspomagającą w ocenie stopnia natężenia NZJ u psów.
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