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POPIS KRATICA

WHO- eng. World Helath Organisation, Svjetska zdravstvena organizacija
GSE- enzim glutation-S-transferaza

GSTT1- glutation-S-transferaza theta 1

DNK- deoksiribonukleinska kiselina

EATL- eng. Enteropathy Associated T Lymphoma, T stani¢ni limfom povezan s
enteropatijom

ALP- alkalna fosfataza

DLBCL- eng. Diffuse Large B Cell Lymphoma, Difuzni limfom velikih B-limfocita
MZL- eng. Marginal Zone Lymphoma, Limfom marginalne zone

PTCL-NOS- eng. Peripheral T Cell Lymphoma — Not Other Specified, Periferni T stanicni

limfom koji nije drugacije specificiran

TZL- eng. T-Zone Lymphoma, Limfom T zone

T-LBL- eng. T-Cell Lymphoblastic Lymphoma, T stani¢ni limfoblasti¢ni limfom
PCR- eng. Polymerase Chain Reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

PARR- eng. PCR assay for antigen receptor rearrangement,

TK1- eng. Thymidine kinase 1, Timidin kinaza 1

MCP-1- eng. Monocyte chemotactic protein — 1, Monocitni kemotakti¢ni protein 1
VEGF- eng. Vascular Endothelial Growth Factor, vaskularnog endotelni factor rasta
MMP- eng. matrix-metalloproteinase, matriksna metaloproteinaza

CCNU- 1-[2-chloroethyl]3-cyclohexyl-1-nitrosurea)

CHOP protokol- akronim za terapiju ciklofosfamidom, doksorubicinom, vinkristinom i
prednizolonom a Cesto i L- asparginazom ( L-CHOP)
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1.UvOD

Limfomi (limfosarkomi, maligni limfomi) obuhvacaju grupu novotvorevina koja se
razvija iz limfoidnih tkiva izvan kostane srzi, naj¢eS¢e kod pasa srednje i starije dobi.
Zbog mnogo razli¢itih oblika, limfomi se mogu dijeliti na nekoliko nacina, a najces¢e
anatomski (alimentarni, multicentricni i dr.), na osnovu imunofenotipa, stani¢ne
morfologije (veli¢ina, udio mitoza), histoloskog izgleda (difuzan, folikularan), bioloS§kom
ponasanju (stupanj agresivnosti) (ZACHARY i MCGAVIN, 2008.). Svrstavamo ih u jedne
od naj¢es¢ih novotvorevina pasa s prosjecnom incidencijom izmedu 20 i 107 na 100 000
pasa, $to je u postotku izmedu 12 -18% od svih psecih tumora (DOBSON i sur., 2001.;
SHIFFMAN i BRENN, 2015.).

U proSlosti su koristeni razli€iti nacini klasifikacije ovih tumora, a trenutni standard
predstavlja klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, World Helath
Organisation, engl.) (BRUCH i sur., 2014.). Ova klasifikacija prilagodena je psu te je
trenutno identificirano 30 razli€itih tipova limfoma (FOURNEL- FLEURY i sur., 2002.;
VALLI i sur., 2011.)

KliniCki, svaka organomegalija (npr. generalizirano povecanje limfnih ¢vorova) ili
nenormalni nalaz ultrazu¢nog pregleda (npr. zadebljanje crijeva nenormalne ehogenosti)
Cesto daje sumnju na limfom. Pretrage krvi i mokrace mogu ukazati na Sirok spektar
nespecificnih abnormalnosti te uvelike ovise o anatomskoj lokalizaciji samoga limfoma te
isto kao i rendgenolo$ka i ultrazvu€na pretraga koriste se za postavljanje sumnje na
limfom (ZANDVLIET, 2016.).

Konacna dijagnoza limfoma obic¢no se bazira na aspiracijskoj citoloskoj pretrazi,
biopsiji i/ili histopatologiji. HistoloSki i citoloSki limfom karakteriziraju morfoloski atipicni
limfociti te naruSena normalna grada tkiva (ZACHARY i MCGAVIN, 2008.). Prema
protutijelima mozemo odrediti imunofenotip limfoma te ga svrstati u B ili T stani¢ni limfom.
Ukoliko je mikroskopska procjena otezana ili nemoguca, u razlikovanju reaktivhe od

neoplasti¢ne proliferacije limfocita moze nam pomodéi PARR test (PCR assay for antigen



receptor rearrangement, engl.) koji predstavlja najéeS¢e koristenu PCR tehniku u

dijagnostici limfoma.

lako se samo mali dio pasa s limfomom doista izlijecCi, velika veCina moze se
dugotrajno i uspjesno drzati pod kontrolom uz adekvatnu kemoterapiju (ZANDVLIET,
2016.). NajucCinkovitija je terapija prema CHOP protokolu koji €ini osnovu za vecinu
trenutnih protokola koji se koriste za lijecenje limfoma. lako radioterapija i imunoterapija

imaju ograni¢enu ulogu u lijeCenju ponekad se ipak koriste kao pomocéna terapija.

Svrha ovog diplomskog rada je objediniti podatke dosadasnjih istrazivanja o
limfomima pasa. Posebno ¢e biti naglaSene dosadasnje spoznaje o klinickoj manifestaciji

i morfologiji limfoma te metode dijagnostike i terapije ovih tumora.



2.PREGLED LITERATURE

2.1. EPIDEMIOLOGIJA

lako se pseci limfom Cesto gleda kao pojedinacna bolest, ona zapravo obuhvaca
brojne klini¢ki i morfoloski razlicite oblike neoplazije limfoidnih stanica. Tijekom proteklih
desetlijeca ucestalost limfoma se povecala, a slican trend zabiljezen je i kod ljudi
(CARTWRIGHT i sur., 1999.; HOWLADER i sur., 2012.) te se pretpostavlja da za obje
vrste postoje zajednicki (okolisni) faktori rizika. (PASTOR i sur., 2009).

Limfom se moze pojaviti kod svih pasmina pasa, ali je najzastupljeniji kod srednje
velikih i velikih pasmina pasa (tablica 1.). NajéeS¢e su zabiljeZzeni u pasmine bullmastiff,
rottweiler i Skotski terijer (ZANDVLIET, 2016.).

Tablica 1. Pasmine s povecanim i smanjenim rizikom za razvoj limfoma (ZANDVLIET,
2016.).

Smanijeni rizik Povecani rizik

Chihuahua, Jazavcar, Pomeranac, | Basetski goni¢, Bernski planinski pas,
Pudlica, Jork$irski terijer Flandrijski stoCarski pas, Bokser, Buldog,
Bulmastif, Koker Spanijel, Doberman,
Pin¢, Njemacki ov€ar, Zlatni retriver, Irski
vukodlak, Labrador, Retriver, Bernardinac,

Skotski terijer

Limfom se moze dijagnosticirati u bilo kojoj dobi, ali se najéeSce pojavljuje kod
pasa srednje dobi i starijih pasa. Nadalje, ne postoji znacajna spolna predispozicija, ali
se smatra da intaktne Zenke imaju maniji rizik za pojavu limfoma (VILLAMIL i sur., 2009.).
Ovo opazanje moglo bi biti sliéno onome kod ljudi kod kojih Zena u predmenopauzi ima

najmaniji rizik za razvoj limfoma (TESKE i sur., 1987.).

NajcesSci oblik limfoma kod pasa je multicentricni limfom s generaliziranim

povecanjem limfnih Evorova (80- 85% od ukupnog broja slu¢ajeva), a vecina od njih (oko



80%) su tumori srednjeg do visokog stupnja malignosti. Rijedi oblici limfoma pasa
ukljuCuju alimentarni, timicki i kutani oblik te sporadiCne slu€ajeve koji se mogu pojaviti

na bilo kojoj lokaciji.

Otprilike 70- 80% limfoma su podrijetla B limfocita. Premda su preostali slu€ajevi
uglavnom T-limfocitnog podrijetla, mogu se javiti i "nulti" limfomi (non-B, non-T,
najvjerojatnije podrijetlom od urodenih stanica ubojica ili NK stanica) (ZACHARY i
MCGAVIN, 2008.).



2.2. ETIOLOGIJA

lako to€an uzrok nastanka limfoma kod pasa nije jasan, smatra se da Zivot u
industrijskim podrucjima i izlozenost kemikalijama (GAVAZZA i sur., 2001.;
TAKASHIMA - UEBELHOER i sur., 2012.), Zivot u podrucjima u blizini spalionica
otpada, radioaktivnih ili zagadenih mjesta (MARCONATO i sur., 2009.; PASTOR i sur.,
2009.) i izlozenost magnetskim zracenjima povecavaju rizik od razvoja limfoma.
Nadalje, poznato je da vjerojatnu ulogu u kancerogenezi imaju i toksini iz okoliSa na Sto
ukazuje i €injenica da su defektni genotipovi enzima glutation-S-transferaze (GST), a
posebno GST theta 1 (GSTT1) previSe zastupljeni u humanim tumorima. Od 27 varijanti
GSTT1 idnetificiranih u psa, utvrdeno je da je 1 genotip prisutan u 18% svih slu€ajeva
limfoma (GINN i sur., 2014.).

Neuspjeh u popravljanju oSte¢enja deoksiribonukleinske kiseline (DNK), koje proizlazi
npr., od oksidativhog stresa ili zracenja, pove€ava rizik od razvoja neoplasti¢nih bolesti.
Otkriveno je da zlatni retriveri s imfomom imaju nizZi kapacitet za popravak oste¢enja DNK

u usporedbi sa zlatnim retriverima bez limfoma (THAMM i sur., 2013.)

Disfunkcionalni imunolo$ki sustav takoder moze imati ulogu u nastajanju limfoma.
lako za pse ima malo podataka koji podrzavaju ovu teoriju, autoimune bolesti se CeSce
javljaju kod pasa s limfomom (KELLER, 1992.) .

Etiologija kutanih limfoma takoder nije sasvim jasna, a u jednom istraZivanju je
uoCen povecan rizik za razvoj kutanog limfoma kod pasa koji boluju od atopijskog
dermatitisa (SANTORO i sur., 2007.)



2.3. KLINICKA PREZENTACIJA | MORFOLOGIJA
LIMFOMA

Najces¢i klinicki oblik limfoma je multicentriCni koji zahvaca periferne limfne
¢vorove, a postoji i ekstranodalni oblik koji ukljuCuje medijastinalni, abdominalni
(gastrointestinalni, limfomi jetre, slezene i bubrega), kutani, o¢ni, limfomi srediSnjeg
Ziv€anog sustava i plucni. Klini¢ki prikaz limfoma mozZe se dodatno komplicirati

prisutno$¢u paraneoplasticnog sindoma.
Multicentri¢ni limfom

Multicentri€ini limfom (slika 1., 2., 3. i 4.) €ini oko 75% svih slu€ajeva psecih limfoma
(PONCE i sur., 2010.), a prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije postoji pet
klinickih stadija (OWEN, 1980.) (tablica 2.).

Tablica 2. Klini¢ki stadiji multicentricnog limfoma pasa prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji (OWEN, 1980.)

Stadij

I Zahvacen jedan limfni ¢vor ili limfoidno tkivo u jednom organu (osim kostane
srzi)

Il Regionalno je zahvacéeno vise limfnih vorova (sa/bez zahvacéenih tonzila)

1] Generalizirano zahvaceni limfni ¢vorovi

Y Od prvog do tre¢eg stadija sa zahva¢enom jetrom i/ili slezenom

\% Od prvog do Cetvrtog stadija sa zahvacenom kostanom srzi ili krvi

podstadi

j
Bez prisutnosti sistemskih znakova

b Prisutnost sistemskih znakova (groznica, gubitak vise od 10% tjelesne
tezine, hiperkalcemija)




Slika 1. Pas; povecani limfni Evorovi zahvaceni limfomom. (Izvor: Zavod za veterinarsku

patologiju).

Slika 2. Pas; pove¢an medijastinalni limfni évor zahvaéen limfomom. Cvor je

homogene grade i sivkasto bijele boje. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).
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Slika 3. Pas; limfom slezene: slezena difuzno, viSestruko pevecana sa bjelicastim

podrucjima infiltracije neoplasti¢nih stanica. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).

Slika 4. Pas; limfom bubrega: multifokalna bjeliasta podrucja infiltracije tumorskih

stanica. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).

Medijastinalni [imfom

Timicki ili kranijalni medijastinalni limfom ¢eS¢i je kod mladih pasa (DAY, 1997.) i
gotovo je uvijek T- staniCnog porijekla. Klini¢ki znakovi uklju€uju dispneju (zbog pritiska
mase i/ili pleuralnog izljeva), poliuriju/ polidipsiju (zbog hiperkalcemije) ili sindrom vene

cave cranialis. Ovaj sindrom karakterizira edem glave i vrata koji je rezultat velike
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medijastinalne mase koja ograni¢ava venski povratak krvi u srce (FOURNEL- FLEURY i
sur., 2002.).

Gastrointestinalni limfom

Gastrointestinalni limfom nema dobne, spolne ili pasminske predispozicije, ali
bokseri i shar- pei su pasmine kod kojih se najceS¢e pojavljuje (COYLE i STEINBERG,
2004.). Njegovo pojavljivanje, kao primarni gastrointestinalni limfom, nije uobi€ajeno u
ljudi kao ni u pasa te Cini 10-15% i 5-7% od svih slu€ajeva limfoma (VALLI i sur., 2017.).
Dok kod ljudi kao primarni limfom gastrointestinalnog sutava prevlada B- stani¢ni limfom,
kod pasa je vecina sluCajeva klasificirana kao T-stani¢ni limfom povezan s enteropatijom
(Enteropathy Associated T Lymphoma, EATL, engl.) tipa 1, kojeg karakteriziraju velike
limfoidne stanice i Cesto je povezan s nekrozom, transmuralnom infiltracijom i brzim
klini¢kim tijekom. Suprotno tome, EATL tip 2 je najCesci crijevni limfom kod macaka, ali
je neuobicajen kod pasa i obi¢no pokazuje indolentnije ponasanije i rijetko izaziva nekrozu
(LEE i sur., 2017.; VALLI, 2007.). Gubitak slojevitosti crijevne stijenke te u manjoj mjeri
poveéana debljina stijenke (slika 5.) i mezenterijalna limfadenopatija upuéuju na
neoplaziju (PENNICK i sur., 2003.), ali za postavljanje konaéne dijagnoze potrebna je

biopsija.

Slika 5. Pas; crijevni (intestinalni) limfom. Difuzno zadebljanje stjenke sa popre¢nim

naborima sluznice. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).



Limfom jetre

Primarni limfom (slika 6.) jetre je relativno rijedak i prognoza je loSa u uspredbi s
drugim anatomskim oblicima limfoma. Opisana su dva oblika primarnog jetrenog T-
stani¢nog limfoma (hepatosplenicni i hepatocitotropni) i oba su imala vrlo loSu prognozu
S obzirom da su svi psi uginuli u roku od 24 dana nakon postavljanja dijagnoze (KELLER
i sur., 2013.).

Slika 6. Pas; limfom jetre. Jetra difuzno povecana sa multifokalnim bjeliCastim

podrucjima infiltrata tumorskih stanica. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).

Kutani limfom

Kutani limfom je tipi¢ni limfom T- stanica i naj¢eS¢e epiteliotropan (DAY, 1995.).
Prema WHO Kklasifikaciji postoje tri oblika kutanih epiteliotropnih T- stani¢nih limfoma:
mycosis fungoides, Sezary syndrome i pagetoidna retikuloza (MOORE i sur., 2009.).
Mycosis fungoides je limfom podrijetla CD8+ T-stanica koji uglavhom pogada starije pse
(prosjecna dob 11 godina) bez jasne pasminske predispozicije (MOORE i sur., 1994.c),
ali neka istrazivanja pokazuju relativho veci broj boksera i kovrcavih biSona oboljelih od
ovog tipa limfoma (ZANDVLIET, 2016.).

KozZne lezije su razli€itog izgleda i uklju€uju difuzni eritem, ljuskanje koze, Zarisnu
hipopigmentaciju, plakove i kvrzice (MAGNOL i sur., 1996.; FONTAINE i sur., 2010.). U
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poCetku je bolest ograniCena na kozu ali kasnije se mogu pojaviti limfadenopatija,
leukemija i istodobna zahvacenost unutarnjih organa, stadij koji se kod ljudi naziva
Sezaryev sindrom (MAGNOL i sur., 1996.). Opcenito, kod kutanih limfoma prognoza je
loSa, vrijeme preZivljavanja od nekoliko mjeseci do 2 godine, a lijeCenje Cesto ima slab
u€inak (FONTAINE i sur., 2010.).

Eksfolijativna eritroderma jedan je od klinickih znakova koji se moze javiti kod
kutanog limfoma, a oc€ituje se eritemom koji pokriva zahvaceno podrucje koze i ponekad
je povezana i sa pruritusom. Mogu se opaziti ljuskanja koze i erozije ili ulceracije,
hipopigmentacija i alopecija. Lezije su obi¢no generalizirane, ali glava i trup mogu biti teZe
pogodeni te se takoder mozZe pojaviti primarna (neoplasti¢na) ili sekundarna (reaktivna)
limfadenopatija (GROSS i sur., 2005.). Eksfolijativha eritroderma napreduje do oblika
plaka ili nodula kada vlasnici obi€no i primjete promjene na koZi. Nodularni oblik je obi¢no
manje praéen pruritusom od plaka, osim ako se ne pojave sekundarne infekcije. Cvoriéi
su promjera od nekoliko milimetara do nekoliko centimetara i u vecini slu¢ajeva nisu bolni
(MORRISON, 2001.). U zavrdnoj fazi javljaju se eritem, ljuskanje koze i ulceracija, a u
sredistu lezije moze se primjetiti nekroza (GOLDSCHMIDT i SHOFER, 1992.).

Jos jedan oblik limfoma koji se relativho ¢esto pojavljuje kod pasa je mukokutani
oblik i koji se oc€ituje pojavom eritema, difuzne infiltracije, alopecije, hipopigmentacije i
erozije/ulceracije na mukokutanim spojevima kao $to su usne, nos i kapci (GROSS i sur.,
2005.).

Takoder, jedan od ¢eS¢ih oblika limfoma kod pasa je i oralni oblik, a u rijetkim
sluCajevima lezije su ograniCene samo na oralnu sluznicu. Lezije su uzrokovane
limfocitnom infiltracijom gingive, jezika ili nepca, a ulceracije se mogu ocekivati i kasnije
tijekom bolesti (GROSS i sur., 2005.).

O¢ni limfom

Primarni o¢ni limfom je relativho rijedak oblik limfoma (manje od 0,5% svih
slu€ajeva limfoma) i ¢eSto je povezan sa sekundarnim uveitisom (MASSA i sur., 2002.).
O¢ni limfom uglavnom je B-stani€nog porijekla, a moze se manifestirati i kao intraokularna
masa ili bolest konjunktiva (OTA- KUROKI i sur., 2014.; WIGGANS i sur., 2014.) ali
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takoder moze zahvacati i ekstraokularne strukture poput palpebralne konjunktive i
limfoidnog tkiva treCeg o¢nog kapka (DONALDSON i DAY, 2000.; HONG i sur., 2011.).

Pluéni limfom

Smatra se uobiCajenom pojavom u psec¢im limfomima te se moze pojaviti kao
primarna ili sekundarna bolest uz bilo koji drugi oblik limfoma (YOHN i sur., 1994.).
Respiratorni znakovi su rijetki, osim pri pojavi pleuralnog izljeva. Plu¢ni limfom moze
rezultirati alveolarnim, bronhijalnim i/ili instersticijskim infiltratima, pleuralnim izljevom i
limfadenopatijom (GEYER i sur. 2010.). Torakalna radiografija i trahealni ispirak su
obi¢no manje uspjedSne metoda za postavljanje dijagnoze od bronhoalveolarne lavaze
(HAWKINS i sur., 1993.).

Ostali oblici limfoma

Limfomi Ziv€anog sustava su u pasa relativno rijetki, a mogu zahvacati centralni i
periferni Ziv€ani sustav. Na kraju, limfomi mogu zahvatiti bilo koji organ ili lokaciju u tijelu
pa su tako opisani limfomi skeletne muskulature, sinovijalne membrane, prostate,
mokraénog mjehura i dr. (ZANDVLIET, 2016.).
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2.4. DIJAGNOSTIKA

Kod svake organomegalije (npr. generalizirano povecanje limfnih ¢vorova) ili
nenormalnog nalaza ultrazuénog pregleda (npr. zadebljanje crijeva nenormalne
ehogenosti) ¢esto se posumnja i na limfom. Kona¢na dijagnoza obi¢no se bazira na
aspiracijskoj citoloskoj pretrazi, biopsiji i/ili histopatologiji. Histoloski i citoloski limfom
karakteriziraju morfolo$ki atipicni limfociti te narusena normalna grada tkiva (ZACHARY i
MCGAVIN, 2008.).

2. 4. 1. Pretrage krvi i mokrace

Hematoloska i biokemijska pretraga krvi rutinski se provodi kod vecine pasa kojima
je dijagnosticiran limfom i moZe pokazati Sirok spektar nespecificnih abnormalnosti
(GAVAZZA i sur., 2008.). Vecina pasa imati ¢e blagu do umjerenu neregenerativhu
anemiju, ali anemija moze nastati i zbog gubitka krvi (gastrointestinalni limfom) ili
(sekundarne) imunoloski posredovane hemolitiCke anemije (DAY, 1996.). Povremeno se
kod bubreznog limfoma javlja porast broja eritrocita (policitemija) (DURNO i sur., 2011.) i

smatra se da nastaje kao posljedica neprimjerenog izlu€ivanja eritropoetina.

lako je broj leukocita obi¢no normalan, opisani su i leukocitoza i leukopenija. U
vecini slu¢ajeva, leukocitoza predstavlja upalni odgovor (neutrofilija), pri Cemu leukemija
¢ini otprilike 20% slucajeva leukocitoze (GAVAZZA i sur., 2008.). Blaga, asimptomatska
trombocitopenija je Cesta, ali povremeno se primjeéuje i trombocitoza (NEEL i sur.,
2012.). Vecina pasa sa limfomom pokazat ¢e i blage abnormalnosti u svom
hemostatskom profilu kao npr. hiperkoagulabilnost (KOL i sur.. 2013.). Ukoliko limfom
zahvati jetru moze se povecati aktivnost alkalne fosfataze (ALP) (WIEDEMANN i sur.,
2005.).

Hiperkalcemija se nalazi u otprilike 10 do 15% slu€ajeva limfoma kod pasa te je

isklju€ivo povezana s limfomom T-stanica. Od promjena u mokraci, proteinurija se navodi

13



kao uobi€ajeni nalaz kod pasa s multicentriénim limfomom. Obi¢no je blaga, neovisna o

stadiju limfoma i ne utjeCe na prognozu (ZANDVLIET, 2016.).

Kostana srz zahvacena je kod otprilike 55% pasa sa limfomom , a zahvacenost
koStane srzi se ne moze precizno predvidjeti iz krvne slike (MARTINI i sur., 2013.). Buduci
da se biopsija kostane srZi ili proto€na citometrija uzoraka kostane srzi ne provode rutinski
u veterinarskoj medicini, citoloSki pregled aspirata koStane srzi ostaje naj¢esée koriStena
tehnika koja se pokazala dovoljnom za utvrdivanje zahvacenosti kostane srzi (AUBRY i
sur., 2014.). Buduéi da se biopsija kodtane srzi smatra invazivnim postupkom, a ishod
ima ograni¢en uc€inak na prognozu ili lije€enje, trenutno se ne preporucuje rutinsko

obavljanje biopsije ko&tane srzi (VAIL i sur., 2010.).

2. 4. 2. Rendgenoloska i ultrazvuéna pretraga

Rendgenska snimka grudnog koSa i abdomena kod pasa sa multicentri¢nim limfomom
moze pokazati odredene abnormalnosti, no nisu specificne i mogu samo sugerirati limfom
kao jednu od mogucih diferencijalnih dijagnoza (BLACKWOOD i sur., 1997.). Rendgen
grudnog koSa ¢e pokazati abnormalne nalaze u 70% slu€ajeva limfoma te ¢ée ukljuCivati
torakalnu limfadenopatiju, pluéne infiltrate i prisutnost kranijalne medijastinalne mase
(STARRAK i sur., 1997.).

Ultrazvuk abdomena i (perifernih) limfnih &vorova pomazZe za precizniju procjenu
veli€ine i arhitekture limfnih &vorova (NYMAN i sur., 2006.), kao i kod procjene
zahvacenosti jetre i/ili slezene. Ultrazvuk abdomena nije prikladna metoda pregleda kod
sumnje na gastrointestinalni limfom jer su nalazi ili nespecifi¢ni ili odsutni kod ¢ak 25%
pasa (FRANCES i sur., 2013.)

Kompjuterizirana tomografija daje izvrsne detalje i idealan je za procjenu stadija
bolesti, ali nije dovoljan za postavljanje dijagnoze limfoma. Na primjer, u slu¢aju kranijalne
medijastinalne mase, kompjuteriziranom tomografijom ne mozemo vidjeti razliku izmedu
timoma i medijastinalnog limfoma (ZANDVLIET, 2016.)).
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Iskusni kliniCari kod pojave kutanog limfoma vec¢ na osnovi same Klinicke slike
mogu posumnjati na ovu bolest. Dijagnostika kutanog limfoma moze se izvesti citoloSkom
pretragom, direktnim otiskom ulcerirane lezije ili citoloSkom punkcijom tankom
iglom. Medutim, limfociti ne moraju uvijek biti promjenjeni te se konacna dijagnoza uvijek
temelji na histopatoloSkoj pretrazi uzoraka koZe. Biopsijom se uzimaju uzorci iz
najreprezentativnijin lezija, stoga su najprikladniji uzorci na mjestu eritema i mjesta
ljuskanja koze koja nisu inficirana niti ulcerirana te nemaju depigmentiranih dijelova,
naslaga plaka niti inficiranih ¢vorica (GROSS i sur., 2005.; ZANDVLIET, 2016.).

2. 4. 3. Citologija, histologija, imunofenotipizacija

Citoloski pregled aspirata iz neoplasti¢nog limfnog Cvora (slika 7. a i b) je brza,
osjetljiva i minimalno invazivna tehnika $to ju ¢ini metodom izbora u dijagnosticiranju
limfoma. Medutim, citologija nije dostatna metoda dijagnostike u slu¢aju atipi¢nih

limfoidnih proliferacija ili limfoma niskog stupnja malignosti (ZANDVLIET, 2016.).

Slika 7. (a i b). Pas; punktat limfnog ¢vora zahvaéenog limfomom pokazuje gustu
populaciju relativno monomorfnih stanica koje dominiraju (vise od 60%) nad ostalim

stanicama. (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).

Ekscizijska biopsija (uklanjanje kompletnog limfnog ¢vora) sa histopatoloSkom

pretragom je najpozeljnija metoda dijagnostike limfoma, ali u mnogim je slu¢ajevima
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dostatna i samo incizijska ili true-cut biopsija. Potrebu za ekscizijskim biopsijama moze
umanijiti i proto€inska citometrija aspirata limfnih ¢vorova (COMAZZ| i GELAIN, 2011.).

Histolo3ki, limfom se opisuje na temelju brojnih morfoloskih kriterija, ukljuCujuci
obrazac rasta, veli€inu jezgri, morfologiju jezgre (izgled kromatina, broj i lokalizacija
jezgrica), mitotski indeks (VALLI i sur., 2011.) (slika 8. a i b).

Slika 8. (a i b). Pas; limfni ¢vor, limfom: a) difuzna infiltracija neoplasti¢nih limfocita zbog
koje nestaje normalna arhitektura limfnog ¢vora. b) Limfom na velikom povec¢anju sa
vidljivim karakteristikama jezgri i mitotskim figurama. (Izvor: Zavod za veterinarsku
patologiju).

Imunofenotipizacija limfoma se moze provesti na citoloSkim i histoloSkim uzorcima
ili upotrebom protoCinske citometrije. Protutijela koja se najceS¢e koriste u svrhu
imunofenotipizacije limfoma su CD20, CD21, CD79a (slika 9. a) i PAX5 za B-stani¢ni
limfom i CD3 (slika b), CD4 i CD8 za T-stani¢ne limfome (ZANDVLIET, 2016.).
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a b

Slika 9. (a i b). Pas; limfni ¢vor, primjer B stani€¢nog limfoma. Imunofenotipizacija

pomocu imunohistokemije pokazuje pozitivnu reakciju u vecini stanica (slika a) na CD79
protutijelo (B limfociti) te samo minimalno pozitivhu reakciju (slika b) na CD 3 protutijelo

(T limfociti). (Izvor: Zavod za veterinarsku patologiju).

2. 4. 4. Histopatoloske karakteristike najéeséih tipova limfoma

kod pasa

Difuzni limfom velikih B-limfocita (Diffuse Large B Cell Lymphoma, DLBCL,
engl.)

Glavne karakteristike ovog tipa limfoma su difuzno organizirane neoplasti¢ne B
stanice i podjednako velike jezgre (> od 2 eritrocita u promjeru) te oskudna citoplazma.
Jezgre su naj¢escée okrugloga oblika, rijetko uvucene povrsine. Broj mitoza je varijabilan
ali mogu se odrediti na svim vidnim poljima pod povec¢anjem od 40 puta. Ovaj tip limfoma
podjeljen je prema broju i lokaciji jezgrica. Velike B stanice s multiplim jezgricama
lokaliziranima na periferiji jezgre osisuju se kao centroblasti¢ne, dok se one s jednom,

centralno poloZzenom jezgrom, opisuju kao imunoblasti¢ne (VALLI i sur., 2011.).
Limfom marginalne zone (Marginal Zone Lymphoma, MZL, engl.)

CitoloSki je ovaj tumor karakteriziran jezgrom srednje veli¢ine s jednom centralno

poloZenom jezgricom i obilnom svijetlo obojenom citoplazmom, bez mitoza (osim u nekim
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nuznapredovalim slu€ajevima). Naj¢esCi je limfom pasa karakteriziran neoplastichom
proliferacijom marginalnih limfocita koji okruzuju germinalne centre, a moze se usporediti
s hiperplazijom marginalne zone, folikularnim limfomom i slabo nodularnim limfomom
DLBCL (VALLI i sur., 2011.).

Periferni T staniéni limfom - NOS (Peripheral T Cell Lymphoma — Not Other
Specified, PTCL-NOS, engl.)

Ovaj tip limfoma uklju€uje sve limfome T- stanica koji ne mogu biti kategorizirani i
diferencirani na temelju topografije i veliCine stanica. Nodalni PTCL karakteriziran je
difuznom proliferacijom neoplasti¢nih T-stanica sa varijacijom u morfologiji stanica i broju
mitoza. Prisutstvo mjeSavine stanicnih tipova, ukljuCujuci eozinofile i makrofage ukazuje
na mogucée postojanje PTCLa. Neoplasti¢ne stanice su obi¢no velike, medutim postoji
varijacija u veli€ini, te ¢esto posjeduju ovalnu ili podjeljenu jezgru. Broj i veli€ina jezgrica
te broj mitoza nisu konstantni. Ekstranodalni PTCL je manje u€estao od nodalnog i moze
se pojaviti u potkozju. Postoje tipovi ovoga limfoma koje je teze prepoznati, a oni ukljucuju
brzo progresivne bolesti u mladih pasa velikih pasmina koje se prezentiraju kao
generalizirane kozne bolesti. Drugi rijetki tip PTCLa javlja se u starijih zdravih pasa koji
se ocCituje kao pojedinatna potkozna masa, a moze se protumaciti kao ubodna rana
(VALLI i sur., 2011.).

Limfom T zone (T-Zone Lymphoma, TZL, engl.)

Definiran je kao nodalni limfom T- satnica u kojem neoplasti¢ne stanice infiltriraju
parakorteks i medularne tracke, ali ne mijenjaju strukturu ¢vora. Neoplasticne stanice su
male ili srednje veli€ine, nedostaju im detalji unutar jezgre koju karakteriziraju plitka
udubljenja povrsSine. U pocetnoj fazi limfoma izostaju mitoze, ali u kasnijim stadijima su
rijetke. Grada TZL je karakteristicna. Kapsula limfnog &vora je fokalno tanka, a
perinodalno tkivo nije zahvaéeno. U vanjskom dijelu kore nalaze se svijetliji atrofi¢ni
germinalni centri koji su pritisnuti vanjskim (kortikalnim) sinusom zbog proliferacije
neoplasti¢nih T- stanica (VALLI i sur., 2011.).
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T stanicni limfoblasti¢ni limfom (T-Cell Lymphoblastic Lymphoma, T-LBL,
engl.)

T stanicni limfoblasti€ni limfom je neoplazma perifernog tkiva koja najceSce
zahvaca limfne ¢vorove. Stani¢ne znacajke su karakterizirane ravnomjerno rasporedenim
jezgrama srednje veli€ine s ravnomjerno rasprSenim kromatinom koji prekriva detalje
jezgre; mitotski indeks je visok. Arhitekturu zahva¢enog limfnog ¢vora karakterizira tanka
kapsula s fokalnom perinodalnom kolonizacijom, difuzna infiltracija neoplasti¢nih Stanica

u koru i srzi te nedostatak “tingible body” makrofaga (VALLI i sur., 2011.).

2.4.5. Tehnike temeljene ne PCR-u (testiranje klonalnosti

limfocita)

Naj¢esce koriStena PCR tehnika u dijagnostici limfoma je PARR test (PCR assay for
antigen receptor rearrangement, engl.). Test klonalnosti procjenjuje raznolikost
preuredenja gena antigenskih receptora na limfocitima i moze pomo¢i u razlikovanju
reaktivne od neoplasti¢ne proliferacije limfocita ako je mikroskopska procjena otezana ili
nemoguca. Stoga se Cesto koristi za procijeniti atipi€nu, mjeSovitu ili zrelu limfoidnu
proliferaciju u malim fragmentima tkiva bez tipicne arhitekture limfoma; u razmascima
stanica i u uzorcima tekucine poput cerebrospinalne tekucine. Testovi za odredivanje
klonalnosti limfocita se ne mogu Koristiti samostalno za dijagnostiku limfoma, ve¢ kao
korisni dodaci nakon Klinicke, morfoloSke i imunofenotipske dijagnostike limfoma
(KELLER i sur., 2016.).

2. 4. 6. Biomarkeri

Biomarkeri su proteini u serumu koji se mogu koristiti za dijagnosticiranje i/ ili pracenje
odredene bolesti. U limfoma pasa do sada su istrazivani proteini akutne faze, TK1
(thymidine kinase 1, engl.), MCP-1 (monocyte chemotactic protein — 1, engl.), VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor, engl.), MMP (matrix-metalloproteinase, engl.) i

endostatin. IstraZivanja vecine ovih biomarkera su pokazala da nemaju veceg
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dijagnostickog ili prognostickog znacenja, osim mozda TK1 enzima koji je ukljuéen u
sintezu prekursora DNA. Utvrdeno je da je razina ovog enzima viSa kod pasa sa
limfomima u odnosu na zdrave pse i pse sa hehematopoietskim tumorima te da njegova
razina kolerira sa klinickim stupnjem limfoma i prognozom (VON EULER i sur., 2004.;
ELLIOTT i sur., 2011.).
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2.5. TERAPIJA
2. 5. 1. Kemoterapija

Kemoterapija se smatra terapijom izbora te je cilj posti¢i maksimalan ucinak uz sto
manju toksi¢nost lijeka (ZANDVLIET, 2016.).

Glukokortikoidi uzrokuju apoptozu limfocita i limfoblasta (SMITH i CIDLOWSKI,
2010.) i rutinski se koriste u lije€enju limfoma. Vecina pasa dozivjet ¢e dobar, djelomicni

i potpuni odgovor koji obi¢no traje 60 do 90 dana (BELL i sur., 1984.).

Do sada je u terapiji limfoma kod pasa opisano nekoliko terapija jednim lijekom, a
uklju€ivale su monoterapiju s L- asparaginazom, doksorubicinom, mitoksantronom i
CCNU-om (1-[2-chloroethyl]3-cyclohexyl-1-nitrosurea). Najucinkovitija je monoterapija
doksorubicinom bilo kao kontinuirana ili isprekidana, ali jo§ uvijek manje ucinkovita od
protokla s viSe lijekova (ZANDVLIET, 2016.).

Protokli terapije s viSe lijekova obi€no su injekcijski te kombiniraju ciklofosfamid,
doksorubicin, vinkristin, prednizolon (tzv. CHOP), a ¢esto i L- asparaginazu (L-CHOP).
CHOP protokoli rezultiraju najve¢om stopom i najduljim trajanjem odgovora i ¢ine osnovu

za vecinu trenutnih protokola koji se koriste za lijeCenje limfoma (ZANDVLIET, 2016.).

2. 5. 2. Radioterapija

lako su (neoplasti¢ne) limfoidne stanice radiosenzibilne, limfom se obi¢no
manifestira kao sistemska bolest te stoga radioterapija ima ograni¢enu ulogu u lije¢enju
ove bolesti. No ona se ipak ponekad koristi kao pomocéna terapija uz sistemsku
kemoterapiju i ponekad kirursko lije€enje (ZANDVLIET, 2016.).

2. 5. 3. Imunoterapija

lako imunoterapija igra veliku ulogu u lije¢enju mnogih neoplazija B- stanica u ljudi,
njegova uloga kod limfoma pasa jo$ uvijek je ograni¢ena. U literaturi su opisane razliCite

strategije vakcinacije u terapiji limfoma pasa kao npr. DNK vakcina protiv reverzne
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transkriptaze psece telomerase, zatim autologna vakcina sastavljena od hidroksiapatit
keramiCkog praha sa autolognim proteinima toplinskog stresa, autologne CDA40-
aktivirane B-stanice sa ukupnom RNA iz autolognih Stanica limfoma (ZANDVLIET,
2016.).
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3.RASPRAVA

Kao $to je vidljivo iz danog pregleda literature, limfomi predstavljaju jedne od
naj¢esc¢ih tumora pasa koji se istrazuju vrlo intenzivno. Limfom obuhvaca brojne klinicki
i morfoloski razliite oblike neoplazije limfoidnih stanica. MoZe se pojaviti kod svih
pasmina pasa, ali je najzastupljeniji kod srednje velikih i velikih. Prema istrazivanjima
(ZANDVLIET, 2016.) najceSc¢e su zabiljezeni u pasmine bullmastiff, rottweiler i Skotski
terijer, dok su pasmine sa smanjenim rizikom za nastanak limfoma pudlica, pomeranac,
jazavcar, jorksirski terijer i chihuahua. Spolna predispozicija nije dokazana ali se smatra
da intaktne Zenke imaju smanjeni rizik za pojavu limfoma (VILLAMIL i sur., 2009.).
Klasifikacija limfoma je kompleksna, a radne skupine su svakom novom klasifikacijom
pokazale napredak. Ne postoji zlatni standard po kojem se limfomi mogu klasificirati, ali
se u tu svrhu ipak najCeSc¢e paznja obrac¢a na topografiju, vrstu stanica, imunofenotip,
citogenetiku i molekularnu analizu. Sre¢om, prva tri kriterija pruzaju vecinu informacija
potrebnih za postavljanje to¢ne dijagnoze limfoma u pasa. Najnovija WHO klasifikacija
limfoma kod pasa pokriva sve aspekte vazne za klasifikaciju ovih tumora. Nadalje, Sest

.....

klasifikacija narocito prakti¢na za veterinarske patologe.

Najcesci oblik limfoma kod pasa je multicentriCni oblik, srednjeg do visokog stupnja
malignosti, dok rijede oblike predstavljaju alimentarni, timicki i kutani. Multicentricni
limfom €ini oko 75% svih slu¢ajeva psecih limfoma (PONCE i sur., 2010.), a prema
kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije postoji 5 klini¢kih stadija ovisno o

zahvacenosti pojedinog tkiva te 2 podstadija.

Timicki medijastinalni limfom &es¢i je kod mladih pasa, dok gastrointestinalni limfom
nema dobne i spolne predispozicije. Kutani limfom je tipi¢ni limfom T- stanica naj¢eS¢e
epiteliotropan (DAY, 1995.) te se dijeli u tri oblika: mycosis fungoides, Sezary syndrome
i pagetoidna retikuloza. Opcenito, kod kutanih limfoma prognoza je loSa, vrijeme
prezivljavanja je od nekoliko mjeseci do 2 godine, a lijeCenje Cesto ima slab ucinak
(FONTAINE i sur., 2010.).
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U relativno rijetke, ali ne manje bitne spadaju limfom jetre, ocni i plucni limfom te

ostali oblici limfoma (prostate, mokracnog mjehura i dr.).

Dijagnostika limfoma je takoder sloZeni proces koji zahtjeva niz pretraga kako bi sa
sigurnoS¢éu mogli potvrditi bolest. Sve metode, ukljuCujuci pretrage krvi i urina te
rendgensku i ultrazvu€nu pretragu, mogu nam pomoci u postavljanju sumnje, dok nam je
za konacnu dijagnozu potrebna citoloSka i/ili histopatoloSka pretraga. HematoloSke i
biokemijske pretrage krvi mogu pokazati Sirok spektar nespecificnih abnormalnosti kao
8to su neregenerativna anemija, policitemija, leukocitoza i leukopenija, hiperkalcemija te
proteinurija koja se navodi kao uobiCajeni nalaz kod pasa s multicentricnim limfomom.
lako je kostana srz zahvacena kod otprilike 55% pasa sa limfomom ona se ne moze
precizno predvidjeti iz krvne slike (MARTINI i sur., 2013.). Rendgenska snimka moze
pokazati odredene abnormalnosti no nije specificha te nam moZze samo sugerirati limfom
kao jednu od mogucih diferencijalnih dijagnoza, dok nam ultrazvuk pomaze za precizniju
procjenu veli¢ine i arhitekture limfnih ¢&vorova kao i kod procjene zahvacenosti
jetre/slezene. Ovu problematiku dodatno kompliciraju brojni klini¢ki i morfoloski oblici

limfoma koji nas u samom pocetku dijagnosticiranja mogu navesti na krivi trag.

lako je znanje o genetici, molekularnoj biologiji i dijagnostici limfoma znatno
poraslo u posljednjih 25 godina to je imalo relativno malo utjecaja na lijeCenje tako da
limfomi pasa imaju samo neznatno poboljSanu prognozu. Kemoterapija i dalje ostaje
glavni temelj u lijeCenju limfoma te je cilj posti¢i maksimalan uc€inak uz $to manju
toksi¢nost lijeka. Najucinkovitijia monoterapija ukljuCuje doksorubicin, ali je joS uvijek
manje ucinovita od protokola s vise lijekova. CHOP protokoli rezultiraju najve¢om stopom
i najduljim trajanjem odgovora te Cine osnovu za vecinu trenutnih prokola koji se koriste
za lije€enje lifmoma, a uklju€uju ciklofosfamid, dokosrubicin, vinkristin, prednizolon, a
Cesto i L- asparginazu (L- CHOP) (ZANDVLIET, 2016.). lako imunoterapija igra veliku
ulogu u lije€enju mnogih neoplazija B- stanica u ljudi, njegova uloga kod limfoma pasa
joS uvijek je ograniCena. Potencijalno veliki korak naprijed u lije¢enju limfoma
kemoterapijom bio bi da se odgodi ili zaobide pojava otpornosti tumorskih stanica na

lijekove.
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Lokalna terapija limfoma, ukljucujuci kirurgiju i radioterapiju, je ograni€enog znacenja.
Detaljno razumijevanje molekularnih puteva koji su ukljuceni u limfomagenezu je nuzno i

zahtijeva dubinsko razumijevanje i karakterizaciju svakog specificnog tipa limfoma.
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4.ZAKLJUCCI

Temeljem dosadasnjih istrazivanja i saznanja o limfomima pasa, mogu se donijeti sljededi

zakljucci:

1.

Limfomi predstavljaju skupinu novotvorevina koja nastaje iz limfoidnih tkiva izvan
kostane srZi.

Nedavna istrazivanja ukazuju na povecanu ucestalost pojave limfoma, a najéesce
obolijevaju Zivotinje srednje i starije dobi te ih svrstavamo u jedne od naj¢escih
novotvorevina u pasa.

NajcesSci oblik limfoma kod pasa je multicentricni limfom s generaliziranim
povecéanjem limfnih Evorova od kojih su vecina tumori srednjeg do visokog stupnja
malignosti. Otprilike 70- 80% limfoma su podrijetla B limfocita.

Glavna metoda dijagnostike ove bolesti je citoloSki pregled aspirata iz
neoplasti¢nog limfnog Cvora. Predstavlja brzu, osjetljivu i minimalno invazivnu
tehniku medutim nije uvijek dostatna metoda dijagnostike. Ekscizijska biopsija sa
histopatoloSkom pretragom predstavlja najpozeljniju metodu dijagnostike limfoma,
ali u mnogim je slu€ajevima dovoljna samo incizijska ili true- cut biopsija

Trenutni standard klasifikacije limfoma predstavija klasifikacija Svjetske
zdravstvene organizacije koja je prilagodena psu te je trenutno identificirano 30
razlicitih tipova limfoma.

Glavna metoda terapije je kemoterapija kod koje je u dosadasnjim istraZivanjima
dokazano da upotreba kombinacije viSe lijekova, nazvane CHOP protokol, ima

vecu ucinkovitost od terapije jednim lijekom
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6.SAZETAK

Limfom predstavlja naj¢eS¢u grupu novotvorevina kod pasa te se najCeSce javlja u
srednjoj i starijoj dobi. lako se Cesto promatra kao jednostruka bolest, ona zapravo
obuhvaca brojne klini¢ki i morfoloski razliCite oblike neoplazije limfoidnih stanica. To¢an
uzrok nastanka ove bolesti nije poznat, ali se smatra da okoliSni faktori i genetska
osjetljivost igraju vaznu ulogu. NajCeSce se pojavljuje u multicentricnom obliku, srednjeg
do visokog stupnja malignosti, ¢eSée porijekla B limfocita. Kona¢na dijagnoza obi¢no se
bazira na aspiracijskoj citoloSkoj pretrazi, biopsiji i/ili histopatologiji, koju upotpunjavaju
druge pretrage kao $to su rendgenoloska i ultrazvu€na, pretrage krvi i mokrace, PCR i
biomarkeri. Protokoli terapije s viSe lijekova koji kombiniraju ciklofosfamid, doksorubicin,
vinkristin i prednizolon rezultiraju najve¢om stopom i najduljim trajanjem odgovora te Cine
osnovu za vecinu trenutnih protokola koji se koriste za lijeénje limfoma. Prognoza ove
bolesti ovisi 0 brojnim ¢imbenicima, a najbitniji se smatraju imunofenotip, stadij bolesti te
odgovor na kemoterapiju,a prosjec¢no prezivljavanje je 10- 14 mjeseci. Veliki problem
predstavlja otpornost limfoma na lijekove te bi znac¢ajan bio razvoj tretmana kojima bi se

zaobisla ova pojava.

Kju€ne rijeci: pas, limfom, klasifikacija, prognoza, tipovi, dijagnoza, lijecenje
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.SUMMARY

Types of lymphoma and their significance in dogs

Lymphoma is a most common cancer in middle- aged and older dogs. Altrough is
often viewed as single disease, lymphoma actually include a many clinical and
morphologic different type of lymphoid cell neoplasia. The cause of lymphoma in dogs
is not known but it is considered that environmental factors and genetic sensibility have
important role in lymphoma formation. Most common type of lymphoma in the dog is
multicentric lymphoma, medium to high grade of malignancy, more often origin of B
lymphocytes. Definitive diagnose is based on fine needle aspiration, biopsy and/or
hystopatology, in addition witch some other testing like X-rays and ultrasound, blood and
urin test, PCR and biomarkers. Therapy protocol with few medicine such as
Cyclophosphamide, Vincristine and Prednisolone result in the highest rate and the
longest response time and these form the basis of the majority protocol for lymphoma
treatment. Prognosis of these disease depend on a number of factors and the most
immportant is imunophenotype, stage of disease and response on chemotherapy.
Expected survival is 10-14 months. The problem is that lymphoma is resistant on
chemoterapeutic and significant would be the development of treatments that would

circumvented this phenomenon.

Keywords: dog, lymphoma, classification, prognosis, type, diagnose, treatments
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