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1. UVOD

Tema ovog diplomskog rada jest “Patofiziologija leukemija i limfoma” s obzirom na njihov
veliki znac¢aj odnosno relativno ucestalu pojavu u veterinarskoj medicini. Radi se o bolestima
koje nije sasvim jednostavno dijagnosticirati jer se vrlo Cesto radi o izrazito nespecificnoj
klinickoj slici oboljelih pacijenata. Za pocetak, bitno je razlikovati te dvije hematopoetske

neoplazije koje u kuénih ljubimaca mogu izazivati djelomi¢no sli¢ne klinicke znakove.

Leukemija je zlo¢udna bolest koStane srzi koja zahvaca krvne stanice. Naziv bolesti potjece
od grcke rijeci “leukos” koja u prijevodu znaci bijelo 1 “haima” koja znaci krv, §to znaci da se
radi o bolesti koja zahvaca bijele krvne stanice, leukocite (LADINES — CASTRO i sur., 2016.).
S druge strane, limfom je termin koji predstavlja grupu tumora koji ukljucuju stanice
imunoloSkog sustava, limfocite. Oni su vrsta bijelih krvnih stanica, ¢ija je osnovna funkcija
obrana organizma od razlicitih vrsta infekcija koje se u njemu ponekad javljaju. S obzirom na
njihovu ulogu, najveca koncentracija tih stanica nalazi se u organima imunoloSkog sustava -
limfnim ¢vorovima, slezeni i kostanoj srzi. Takoder, iako se limfom moze javiti u bilo kojem

organu, on najces¢e zahvaca upravo te organe koji ¢ine osnovu imunoloskog odgovora.

Ideja ovog rada jest pribliziti i istraziti patofiziologiju tih dviju bolesti, njihove sli¢nosti 1
razlike kroz mehanizme njihovog nastanka, pojavnosti i klasifikacije s fokusom na akutne i
kroni¢ne leukemije u pasa 1 macaka. Uz to, opisati patofizioloSke znacajke navedenih
hematoloskih neoplazija, njihovu klinicku sliku 1 postavljanje dijagnoze, a u konacnici i

prognozu bolesti te lijecenje.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA
2.1. Stani¢ni ciklus i njegova kontrola
2.1.1. Osnova stani¢nog ciklusa hematopoetskih stanica

Kako bi se razumio mehanizam nastanka malignih bolesti, potrebno je pojasniti osnovne
pojmove u smislu stani¢nog ciklusa. Ciklus kroz koji prolazi svaka stanica obuhvaca nekoliko

razli¢itih koraka kojima se kontrolira sudbina tih stanica (Shema 1).

Prethodnik je faza GO koja predstavlja period stanice prije ulaska u sam ciklus, to je stani¢na
neproliferacijska faza — faza mirovanja (WEISS i WARDROP, 2010.). U jednom trenutku
stanica prelazi u G1 fazu, odnosno ulazi u ciklus gdje ¢e u nekom trenutku biti izraZzene
proliferacijske promjene. G1 faza je najviSe obiljezena rastom stanice Sto je rezultat pove¢anog
metabolizma koji se priprema u¢i u S fazu odnosno sintezu i replikaciju stanice (WEISS i
WARDROP. 2010.). Nakon toga slijedi G2 faza koja predstavlja zavrSetak cijelog procesa rasta
stanice koji je potreban za diobu stanice, §to je ujedno i zadnja faza u koju ulazi — M faza,

mitoza.

Navedeni stani¢ni ciklus u zdravih stanica odvija se brzo i jednostavno preko kombinacija
odredenih signala faze ciklusa, bilo proliferacijskog ili neproliferacijskog. Upravo na taj nacin,
pomocu signala, odreduje se sudbina stanica (LEW, 2001.). One pomocu signala ulaze u ciklus,
izlaze iz njega ili im je odredena programirana stani¢na smrt — apoptoza (WEISS i WARDROP,
2010.). Cijeli spomenuti sustav reguliranja 1 kontrole odredenih faza razvoja stanice, u
stani¢nom ciklusu, ve¢inski ovisi o proteinima — ciklinima i kinazama ovisnim o ciklinima. Oni
usmjeravaju stanice, odnosno omogucuju tranzicije iz faze u fazu ciklusa, njihov ulazak u
ciklus, bilo kakvu progresiju i1 njihov izlazak iz ciklusa (SCHAFER, 1998.; WEISS i
WARDROP, 2010.).
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Shema 1. Faze stani¢nog ciklusa

2.1.2. Ciklini, kinaze ovisne o ciklinima i njihovi inhibitori

Ciklini predstavljaju osnovne regulatore stani¢nog ciklusa i podijeljeni su ovisno o fazama
ili tranzicijama za koje su zaduZeni. lako postoji puno razlicitih tipova ciklina koji su dokazani
u sisavaca, trenutni fokus je na onima koji sudjeluju u regulaciji stanicnog ciklusa i medufaznim
tranzicijama (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Kao $to je spomenuto ranije, glavna podjela
ciklina bazira se na temelju faza u kojima oni sudjeluju, pa su tako grupirani u Cetiri osnovne
skupine. To su G1, G1/S, S i M ciklini. U svakoj od tih grupa nalazi se jo§ odredeni broj
podgrupa, odnosno tipova ciklina koji su oznaceni slovima, kao $to su D1-3 ciklini 1 ciklin E

(G1 faza), ciklini A 1 E (S faza) i ciklini tipa B (M faza).

Kinaze ovisne o ciklinima su enzimi koji sudjeluju u procesu fosforilacije kojim fosfatne
skupine vezu na specifi¢ni protein (PAVLETICH, 1999.; KING, 2007.). Jednom kada je
fosfatna grupa vezana na odredeni protein, to djeluje u smislu prekidaca stani¢nog ciklusa. On
odreduje, upravo zbog dodanog fosfata, djelovanje tog proteina u idu¢im reakcijama u smislu

njegove pojacane ili smanjene aktivnosti.

Bitno je naglasiti da ciklini i kinaze ovisne o ciklinima funkcioniraju zajedno u
regulacijskim procesima. Ciklini funkcioniraju kao regulacijske podjedinice za kinaze ovisne o
ciklinima (engl. Cyclin—Dependent Kinases, CDK), jer monomerni CDK u osnovi nemaju
kataliticku funkciju (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Ciklini kao samostalni proteini takoder

nemaju enzimsku aktivnost, medutim kada se vezu na CDK, dolazi do aktivacije. Upravo taj



trenutak kada se ciklin i CDK vezu predstavlja jedan od regulacijskih koraka u omogucavanju

aktivacije proteinskih kinaza na ¢emu se temelji pravilno odrzavanje stani¢nog ciklusa.

Posljedica vezanja ciklina na CDK je aktivacija enzima. Osim toga, tim vezanjem se CDK
usmjeri prema specifi¢nim ciljnim proteinima, koji su prikladni za onaj period stani¢nog ciklusa
koji kontroliraju ciklini. Navedeno se moze prikazati u primjeru spajanja G1/S ciklina s CDK,
kada je CDK usmjeren prema ciljnim proteinima S faze §to ¢e u konacnici dovesti do poticanja
replikacije DNK (KRUDE i sur., 1997.; BARNUM i O'CONNELL, 2014.). Isto tako, M ciklini
prilikom spajanja s ciklin-ovisnim kinazama, vode CDK ka ciljnim proteinima M faze koji ¢e

tim reakcijama uzrokovati pucanje jezgrine ovojnice.

Inhibitori kinaza ovisnih o ciklinu su proteini koji su ujedno enzimi i oni sprjecavaju
enzimsko djelovanje kinaza ovisnih o ciklinu. Upravo nekoliko njih preuzima ulogu proteinskih
supresora tumora, a funkcioniraju na principu odgadanja ili potpunog zaustavljanja progresije
stani¢nog ciklusa. Podijeljeni su u dvije osnovne grupe, ovisno o njihovom mehanizmu

djelovanja.

Prvu grupu predstavljaju inhibitori kinaza ovisnih o ciklinu (engl. Inhibitors of CDK4,
INK4) u koje spadaju trenutno Cetiri poznata proteina: pl16, p15, p18 i p19 (YANG, 2018.).
Navedeni proteini se specificno vezu i inhibiraju monomere CDK4 1 CDK6, medutim njihova
ekspresija 1 funkcija ovise o funkcionalnom RB-1 (engl. Retinoblastoma Protein) tumor
supresorskom genu (Rb). Bez obzira na to, u zdravih i funkcionalnih stanica INK4 proteina,
odnosno pl6 grupacije proteina, visa razina regulacije moze biti postignuta transformacijom

faktora rasta B (engl. The Growth Factor-p3, TGF-B).

Druga grupacija kinaza ovisnih o ciklinima ukljucuje inhibitore kinaza ovisnih o
ciklinima/inhibitore kinaza (engl. CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein, Cip/Kip)
1unjusuuvrsteni p21, p27 1 pS7 (YANG, 2018.). Princip funkcioniranja ovih proteina zasniva
se na blokiranju aktivnosti kinaza ovisnih o ciklinima putem stvaranja neaktivnih trimera ¢ime

djeluju na progresiju stani¢nog ciklusa.

2.1.3. Faze ciklusa, tranzicije i njihova progresija
2.1.3.1. GO i blokiranje ulaska u stani¢ni ciklus

Faza mirovanja, odnosno GO faza ciklusa, odnosi se na period stanice kada je ona u

odredenoj vrste homeostaze (WEISS i WARDROP, 2010.). To¢nije, ekspresija ciklickih kinaza
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1 njihovih pomo¢nika u reakcijama nije izraZzena Sto stanicu ne potiskuje dalje u ciklus 1 time

ona miruje.

Kako bi se sprijecila aktivacija T-stanica, Sto bi uzrokovalo njihov ulazak u ciklus, postoje
negativni regulatorni mehanizmi i putevi koji dovode do blokiranja razvoja. Zbog prisutnosti
viSe regulacijskih molekula, dolazi do priguSene signalizacije stanica i integracije protu
proliferacijskog, ali 1 ,,prezivljavajuceg* signala koji dolaze preko TGF-f receptora (WEISS i
WARDROP, 2010.).

2.1.3.2. Tranzicija iz GO u G1 fazu i progresija G1 faze

Do aktivacije i pokretanja stani¢nog ciklusa dovodi niz biokemijskih kaskadnih reakcija,
kojima se automatski zaustavlja negativna regulacija, odnosno blokada ciklusa. Pokretac
pocetne reakcije, koja je okida¢ za daljnju kaskadu reakcija jest, naravno, antigen koji se
prihvaca na mjesto T-stani¢nog receptora (MAK i SAUNDERS, 2006.; WEISS i WARDROP,
2010.). Svi dogadaji prisutni za vrijeme G1 faze odreduju duljinu trajanja te faze i bitni su za
nastavak stanicnog ciklusa. Odredeni preobrazajni dogadaji mogu znatno skratiti vrijeme G1
faze, Sto u tom slucaju zahtjeva aktivaciju i1 reakciju kontrolnih tocaka. One ¢e sprijeciti
tranzicijuu S fazu ili ¢e odvesti stanicu u smjeru njezine programirane smrti — apoptoze. Upravo
iz ovih razloga, tumorske stanice moraju biti sposobne mutirati u velikom obimu kako bi

izbjegle sve kontrolne mehanizme (WEISS i WARDROP, 2010.).

,»Sluzbeni* ulazak stanice u stani¢ni ciklus oznacava vrijeme tranzicije stanice izmedu GO i
G1 faze, iako je taj prijelaz reverzibilan. Kako bi se to postiglo, potrebna je parcijalna ili
potpuna aktivacija mnogih kinaza ovisnih o ciklinima, to¢nije aktivacija CDK4 1 ciklin D2
kompleksa te tumor supresorskog gena retinoblastoma (Rb) (WEISS i WARDROP, 2010.).
Osim toga, za tranziciju u G1 bitne su aktivacije CDK6 i CDK2, uz inhibitor kinaza ovisnih o
ciklinima (engl. Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor, CDKI) p27 protein koji utjeCe na
progresiju faze. Sve stanice koje postignu dovoljnu koncentraciju navedenih CDK, S$to
posljedi¢no vodi do aktivacije, imaju mogucénost odgovora na proliferacijske signale koji utjecu
na prijelaz u iducu fazu ciklusa — S fazu. lako ta moguénost postoji, one nisu duzne proci
tranziciju do S faze sve do kada ne produ restrikcijsku to¢ku (R), Sto se uglavnom desava
prilikom aktivacije CDK4 i ciklin D3 te CDK2 i ciklin E kompleksa (COOPER, 1991.; WEISS
i WARDROP, 2010.).



2.1.3.3. Tranzicija i regulacija G1 u S fazu te progresija S faze

Prilikom tranzicije G1/S najbitnija je tzv. ,,pocket protein family* (,,pocket” protein obitelj
proteina gdje spadaju retinoblastoma protein i1 proteini slicni retinoblastomu), koja pomocu
gena kontrolira navedenu tranziciju na nacin da uzrokuje njihovu ekspresiju ili supresiju. U
nefosforiliranom obliku oni djeluju kao ko¢nica stani¢nog ciklusa, dok se fosforilacijom Rb
proteina omogucuje aktivacija 1 dolazi do otpuStanja faktora transkripcije. (WEISS,

WARDROP, 2010.).

S faza oznacava fazu replikacije, $to znaci da se u tom periodu stvara identicna kopija
cijelog DNK lanca u jezgri stanice. Drugim rije¢ima, u navedenoj stanici genom se duplicira,
¢ime se blizi mitozi koja rezultira dvjema genomski jednakim stanicama (WAYNE, 2019.)
Tijekom tog procesa bitan je poredak i aktivacija predreplikacijskih kompleksa koji se poredaju
na ¢ak 20 do 40 tisu¢a genetickih mjesta prilikom stvaranja jedne kopije DNK lanca (WEISS i
WARDROP, 2010.). Kako bi proces krenuo, ishodiSta replikacije oznacavaju mjesta na
dvostrukom DNK lancu i1 nizom reakcija omogucuju helikazama i topoizomerazama
odmotavanje i razdvajanje dvaju lanaca (GOEDECKE, 2007.; SAWAN i1 HERCEG, 2010.;
WEISS i WARDROP, 2010.; ). Prilikom njihovog odmotavanja zapo€inje sintetiziranje nove
DNK 1 to se zajednicki naziva replikacijskom vilicom (MAGA, 2013.). Replikacijske vilice
kre¢u se od ishodista replikacije svaka na svoju stranu u suprotnim smjerovima. Za vrijeme
cijelog procesa, uslijed ostecenja ili odredene promjene i poteskoce tranzicije G1/S faze dolazi
do pojave parcijalne ponovne replikacije (WEISS i WARDROP, 2010.). Ona predstavlja okida¢
za kontrolne tocke koje ¢e iz tog razloga uzrokovati zastoj progresije stani¢nog ciklusa ili

rezultirati apoptozom.

S obzirom na replikaciju velikog broja baza, pogreske i oStecenja su moguca te vrlo
vjerojatna za ocekivati. Kako bi se greska uklonila, odnosno da bi se genom ponovno
stabilizirao, replikacija DNK moze biti privremeno obustavljena (REHA-KRANTZ i ZHANG,
2013.). Postoji nekoliko razli¢itih varijanti koje stanica moZe upotrijebiti u slucaju oSte¢enja
DNK, a jednu od njih predstavljaju kontrolne tocke koje su bazirane na registriranju zaostalih
lanaca replikacijske vilice ili direktnih oste¢enja DNK (WEISS 1 WARDROP, 2010.; REHA —
KRANTZ 1 ZHANG, 2013.). Kada je pogreska uocena, aktiviraju se kinaze i zaustavljaju
proces. Uz to, svaka greska koja ne moze biti uklonjena 1 efektivno sanirana, stanicu izravno

vodi u apoptozu.



2.1.3.4. Progresija G2 faze i kontrolna tocka oste¢enja DNK

Jednom kada zavrsi replikacija DNK, stanica prelazi u G2 fazu stani¢nog ciklusa i u njoj su

somatske stanice tetraploidne, Sto znac¢i da imaju 4 kopije DNK i da su spremne za diobu.

S obzirom na to da je kontrolna tocka u S fazi sklona pogreskama, postoji dodatna kontrolna
tocka u G2 fazi ciklusa. U toj fazi kinaze djeluju kao detektori pogreske DNK, odnosno
oStecenja DNK lanca, koji ako uoce pogreSku ponovno blokiraju progresiju (WEISS i

WARDROP, 2010.).

2.1.3.5. M faza

M faza predstavlja zadnju ,,stepenicu‘ stani¢nog ciklusa i podrazumijeva mitozu — diobu
stanica, odnosno period u kojem se odvija kario- i citokineza (FISHER 1i sur., 2018.). Ona se
sastoji od pet faza koje se odvijaju to¢no prema ovom strogo odredenom redoslijedu — profaza,

prometafaza, metafaza, anafaza i telofaza (ALBERTS i sur., 2002.).

U profazi se kromosomi sve jace kondenziraju medutim jo$ nisu pri¢vrSéeni na diobeno

vreteno (ALBERTS i sur., 2002.).

Iz profaze se nastavlja prometafaza, koja u nekim literaturama nije navedena kao zasebna
faza iz razloga $to se ona smatra samo dijelom profaze. U njoj se zbivaju promjene u vidu
raspada jezgrine ovojnice te se kromosomi prihvacaju na diobeno vreteno (ALBERTS i sur.,

2002.).

Nakon prometafaze slijedi metafaza u kojoj se kromosomi linijski poredaju u sredini stanice
i prihvaceni su na diobeno vreteno. Svi se nalaze na jednakoj udaljenosti od svakog pola stanice

1joS$ se nisu odvojili prema njima (ALBERTS 1 sur., 2002.; WEISS i WARDROP, 2010.).

Kako bi se proces mitoze priveo kraju, potrebno je samounistenje ciklina koje se odvija
preko proteinske oznake ubikvitina. Kada se ubikvitin preko nespecifi¢nih enzima aktivira 1
prenese u ubikvitinski nosac, dolazi do aktivacije ubikvitinske ligaze odnosno kompleksa
promotora anafaze i ciklosoma (POON, 2002.). To je enzim c¢ije je djelovanje bazirano na
dodavanju prethodno spomenute proteinske oznake ubikvitina (Ub). Kada je ciklin oznacen
ubikvitinom, on odlazi do proteinskih kompleksa proteasoma gdje proteolizom uz pomoc¢
proteaza na kraju biva unisten. Kompleks promotora anafaze predstavlja proteinski kompleks

¢ija je glavna uloga unistavanje M ciklina tijekom anafaze, ali isto tako on uzrokuje destrukciju



proteina koji zadrzavaju sestrinske kromatide zajedno, ¢ime dolazi do njihova razdvajanja

(POON, 2002.).

Kada je stanica gotovo u potpunosti zavrsila s dijeljenjem, ulazi u telofazu i ponovno
uspostavlja normalne stani¢ne strukture. Diobeno vreteno nestaje, pojavljuje se jezgrica, stvara
se jezgrina membrana i kromosomi se dekondenziraju — vracaju se u stanje spiralnog kromatina

(WEISS 1 WARDROP, 2010.).

2.2. Tumorske stanice u stani¢nom ciklusu

Tumori, pa tako i tumorske stanice, direktno su vezani uz stani¢ni ciklus. Svaki tumor
nastaje kao posljedica prekomjernog dijeljenja stanica, ¢iji je razvoj najcesc¢e usko vezan upravo
uz aktivnost stani¢nih regulatora (WEISS 1 WARDROP, 2010.). U slucaju da uvjeti diobe nisu
povoljni u bilo kojoj fazi stani¢nog ciklusa, inhibitori su zaduzeni za blokiranje progresije
ciklusa, odnosno zaustavljanje diobe stanica. Drugim rije€ima, ako stanica ne prati
odgovarajuci put razvoja tokom stani¢nog ciklusa, a tih inhibitora nema dovoljno ili je njihova
aktivnost na bilo koji nacin ometena, moguci ishod ciklusa je tumor. Osim negativnih,
potesko¢e mogu izazvati 1 pozitivni regulatori, koji ukoliko je njihova aktivnost previsoka
takoder mogu dovesti do razvoja tumora. Bilo koja od navedenih promjena najcesce je
povezana s mutacijama gena. Ti geni, koji u jednom trenutku iz nekog razloga mutiraju,

kodiraju proteine koji reguliraju stani¢ni ciklus, te oni koji su jednom krivo kodirani rezultirat

¢e loSom kontrolom ciklusa.

Najveci problem koji se javlja kod tumorskih stanica jest taj da se ponasaju drugacije od
normalnih 1 funkcionalnih stanica u tijelu. Jedna od osnovnih razlika izmedu obi¢nih 1
tumorskih stanica je da se, za razliku od normalnih, tumorske stanice u kulturama stanica
nastavljaju dijeliti bez prisustva faktora rasta ili proteina za stimulaciju rasta (COOPER, 2000.).
Razlog tome lezi u moguénosti stvaranja vlastitih faktora rasta, a osim toga i u moguénosti
slanja signala susjednim stanicama koje ¢e producirati faktore rasta upravo za te iste tumorske
stanice (HANAHAN 1 WEINBERG, 2011.). Osim svega navedenog, tumorske stanice
ignoriraju i zaobilaze sve signale koji blokiraju nastavak diobe. Jedan od primjera je taj da
zdrave stanice uz susjedne stanice prilikom pretrpanosti, odnosno pravilnog poretka, prestaju s
dijeljenjem jer vise nema dovoljno mjesta za nove stanice. Za razliku od njih, tumorske stanice
u istoj situaciji ne prestaju s dijeljenjem, nego krecu sa slaganjem jedne povrh druge i ¢ine

grudaste nakupine. Uz sve to, tumorske stanice nemaju ograni¢avajuci faktor prilikom
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replikacije, Sto sve ostale zdrave stanice imaju uz odredene minimalne izuzetke mati¢nih stanica
i stanica spolnog sustava. Svaki eukariotski kromosom ima telomere, koje se nalaze na njihovim
krajevima i one se svakom diobom stanice postupno skrac¢uju, ¢ime dovode do starenja stanica
1 to u konacnici stanice dovodi u smrt. Tumorske stanice takoder imaju telomere, medutim te
stanice imaju izrazenu ekspresiju enzima telomeraze — specijalizirane DNK polimeraze
(HANAHAN i WEINBERG, 2011.). Telomeraza putem prosirivanja telomerne DNK djeluje
na principu ponistavanja skrac¢ivanja telomera, odnosno zaustavljanja progresivhe erozije
telomera — Sto se u normalnim uvjetima deSava prilikom svake diobe stanica (HANAHAN i

WEINBERG, 2011.).

Izuzev svega navedenog, §to je vezano uz stani¢ni ciklus, tumorske stanice ispoljavaju
dodatne karakteristike koje ih ¢ine drugacijima od ostalih i u potpunosti jedinstvenima. Neke
od tih karakteristika su sposobnost metastaziranja, angiogeneze i izbjegavanja apoptoze. Sve te

karakteristike omogucuju tumorskim stanicama rast, diobu i formiranje tumora.

2.2.1. Razvoj tumora i mutacije

Kao §to je 1 ranije navedeno, razvoj svakog tumora obuhvaca zaobilazenje mnogih zastitnih
mehanizama stanica i stani¢nog ciklusa te predstavlja rezultat kontinuiranih brojnih mutacija
koje mijenjaju DNK (MALARKEY i sur., 2013.). Drugim rije¢ima, zaobilaze se i vanjske i
unutarnje kontrole dijeljenja stanica i izbjegava se programirana smrt stanice. Tumorske stanice
imaju brojne karakteristike i mehanizme djelovanja pa ne mozemo sa sigurnos$cu tvrditi da ¢e
svaki tumor, bio on benigni ili maligni, nastati identicnim redoslijedom reakcija. Iako postoji
viSe vrsta mutacija i svaki tumor se stvara iz specificnog seta odredenih mutacija - koje ga ¢ine
genetski jedinstvenim, mutacije su uglavnom vezane uz dvije vrste regulatora stani¢nog ciklusa,

pozitivne i negativne (BLEAM, 2012.).

Prema tome, postoji moguénost da je stanica u pocetku izgubila jedino aktivnost inhibitora
stani¢nog ciklusa, §to automatski dovodi do toga da se ona ubrzano dijeli. U tom sluc¢aju stvara
se tumorska masa koja je najces¢e benigne prirode jer nema potencijal za daljnje Sirenje —
metastaziranje. U slucaju da kroz odredeni vremenski period uslijedi viSe dodatnih mutacija, ne
nuzno od strane iste stanice, ve¢ mozda od njezinih stanica kéeri, pojacava se broj dioba i
stanice se joS brze dijele. Prilikom navedenog, nekad zdrava i funkcionalna stanica, zbog

brojnih mutacija krenut ¢e poprimati karakteristike tumorske stanice koja moze rezultirati



malignim tumorom. Drugim rije¢ima, u konacnici je moguce pronaci veliku grupu stanica koje

se pojacano 1 ubrzano dijele te invadiraju druga zdrava tkiva.

Tumor u svojim kasnijim stadijima ne znaci niSta drugo osim da su mutacije sve ¢esce
prisutne i da se zahvaca sve veci dio zdravog tkiva. 1z tog razloga tumori koji su u napredovalom
stadiju mogu znatno utjecati na genom, §to se moZze prikazati ¢ak i gubitkom ili umnazanjem
kompletnih kromosoma. Navedeni mogu u potpunosti utjecati na tzv. faktor stabilnosti genoma,
¢ija je uloga raspoznavanje ostecenja DNK 1 popravak istog. U sluc¢aju nemoguénosti popravka,
faktor stabilnosti ima ulogu u blokadi prenoSenja te mutacije na idu¢e novonastale stanice.
Upravo tumorske stanice 1 tumori mogu uzrokovati njegovu mutaciju, uciniti ga

nefunkcionalnim te na taj nacin preuzeti potpunu kontrolu nad brojem mutacija.

2.2.1.1. Onkogeni

Svaki gen koji je ukljucen u funkcionalan razvoj stanice u stanicnom ciklusu te koji djeluje
na stani¢nu diobu naziva se protoonkogen. Postoje brojni protoonkogeni, kao $to su npr. faktor
rasta 1 ciklini, ¢ija je svrha pozitivna kontrola odnosno regulacija stani¢nog ciklusa. Svaki onaj
koji postane pretjerano aktivan i krene s ekspresijom u prekomjernim koli¢inama, postaje
onkogen — promotor tumora (MALARKEY i MARONPOT, 2005.). Tri su glavna razloga i
mogucénosti nastanka onkogena iz protoonkogena — mutacija, translokacija i amplifikacija
(CHOUDHURI 1 sur., 2018.). Mutacija podrazumijeva nasumic¢nu promjenu genetskog
materijala, odnosno zamjenu jednog nukleotida drugim Sto rezultira kodiranjem pogreSnog
proteina. S druge strane, translokacija ¢e nastati ukoliko se premjesStajem i ponovnim spajanjem
kromosomi pogresno spoje — protoonkogen se spoji na neki drugi gen i dolazi do poremecaja
njegove aktivnosti. Zadnja varijanta jest amplifikacija Sto je zapravo prekomjerna aktivnost
nekog gena. Poblize opisano, javlja se stanica koja na samom pocetku dobije dodatne kopije

gena $to za posljedicu ima stvaranje prekomjerne koli¢ine odredenog proteina.

2.2.1.2. Tumorski supresori

Geni ¢ija je funkcija prevencija stvaranja malignih tumora, koji za vrijeme stani¢nog ciklusa
blokiraju progresiju ukoliko postoje odredena oste¢enja DNK, zovu se tumor supresorski geni.
Upravo ti geni su negativni regulatori ciklusa, pa su iz tog razloga u tumorskim stanicama ili

manje aktivni ili u potpunosti nefunkcionalni. Tumori se pojavljuju u slucaju kada tumorski
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supresori mutiraju i viSe ne registriraju pogresSke tijekom ciklusa ili ne pokre¢u pravilan

odgovor.

Najvazniji tumor supresorski gen je p53, koji se jo§ naziva Cuvarom genoma, a njegova je
uloga pravilan stani¢ni odgovor na oste¢enje DNK (SAHORA i KHANNA, 2013.). Njegovo
djelovanje je najizrazenije za vrijeme Gl faze, tocnije u kasnom periodu te faze pa on ¢ini
kontrolnu tocku u navedenom periodu ciklusa (BENNETT i sur., 2004.). Aktivacijom proteina
p53 prilikom ocitavanja DNK oste¢enja za vrijeme G1 faze, ciklus se privremeno zaustavlja
radi djelovanja inhibitora stanicnog ciklusa. Nastala pauza sluzi za popravak oStecenja, Sto
takoder ovisi o p53, jer je jedna od njegovih uloga i ta da aktivira enzime za popravak greSaka
na DNK, te u slu¢aju da je pogreska uklonjena, p53 stanicu vra¢a u normalan stani¢ni ciklus,
medutim ako ona nije uklonjena on ju Salje u apoptozu. (BENNETT i sur., 2004.). Upravo ovim
mehanizmom programirane stanicne smrti osigurano je da oStecena stanica ne prenosi DNK
pogresku na iducu generaciju stanica. U tumorskim stanicama p53 cCesto nedostaje, nije
funkcionalan ili je njegova aktivnost znacajno smanjena. S gubitkom normalne funkcije p53,
stanica s oSte¢enjem DNK nastavlja stani¢ni ciklus 1 dalje se dijeli, a to znaci da njezine stanice
kéeri nasljeduju sve mutacije i prisutna osteCenja. Kako stanic¢ni ciklusi stanica kéeri kroz
vrijeme napreduju, mutacije se akumuliraju $to dovodi do toga da se protoonkogeni mijenjaju

u onkogene ili se inaktiviraju drugi tumorski supresori.

2.3. Obiljezja tumora

Otkriveno je nekoliko funkcionalnih obiljezja koja c¢ine tumore sposobnima za
transformaciju stanica, od kojih su neki ve¢ ranije spomenuti (Shema 2). Vecina tumora, ako
ne 1 svi, imaju iste sposobnosti i kombiniraju ih u razli€itim setovima ili varijantama. Da bi se
razvio tumorski fenotip potrebno je nekoliko uzastopnih mutacija, Sto znaci da niti jedan gen

samostalno nije odgovoran za transformaciju stanice (WEISS i WARDROP, 2010.).

Samodostatnost signala
rasta

Neosjetljivost na signale
protiv rasta

Moguénost izbjegavanja
apoptoze

Veliki replikacijski
potencijal

Kontinuirano odrzavanje
angiogeneze

Invadiranje tkiva i
metastaziranje

Shema 2. Sest osnovnih karakteristika tumora koje omoguéuju transformaciju
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2.3.1. Samodostatnost signala rasta

Za odrzavanje normalnog broja stanica u tijelu, jednako kao i njihove ispravne funkcije
zaduzen je proces homeostaze. Homeostaza se postize na mnogo nacina, a sve se vec¢inski bazira
na stani¢noj komunikaciji pomocu signala i gradijenata (WEISS i WARDROP, 2010.;
HANAHAN i WEINBERG, 2011.). Upravo na taj na¢in funkcioniraju autokrini, parakrini i
endokrini mehanizmi signalizacije, a svi navedeni su regulirani citokinima. Sustav
komunikacije temelji se na vezanju citokina na transmembranski receptor ¢ime se pokrece
kaskadna reakcija koja u konacnici rezultira transkripcijskim promjenama stanica (WEISS i
WARDROP, 2010.). U funkcionalnom sustavu prilikom manjka ciklina ili nemoguénosti
ekspresije receptora, sustav se zaustavlja. Problem se javlja u slu¢aju mutacija na bilo kojoj od
molekula koje sudjeluju u regulaciji navedenog procesa, prilikom Cega se javlja odrzavanje
koncentracije signala rasta zbog nedostatka aktivacijskog ciklina. Kao rezultat daljnjih reakcija
u cijelom procesu, pojavljuju se mutirani protoonkogeni, odnosno onkogeni, koji stanicama

omogucuju samodostatnost iz okolisnih signala (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.3.2. Neosjetljivost na signale protiv rasta

Kako bi se odrzala homeostaza stani¢nog ciklusa potrebni su signali koji djeluju suprotno
faktoru rasta, odnosno zaustavljaju ga. Oni su integrirani u tumor supresorske gene i cilj
njhovog djelovanja je zadrzavanje homeostaze stanicnog ciklusa, koja se manifestira pravilnim
odvijanjem hematopoeze, upalnog odgovora te pokretanjem imunoloske reakcije u organizmu.
Gubitak funkcije u jednom ili viSe tumor supresorskih gena desava se u svakom tumoru, uz
inaktivaciju p53, RB-1 i drugih proteina, a Sto je vidljivo u ¢ak viSe od 50% svih tumora

(WEISS 1 WARDROP, 2010.).

2.3.3. Moguc¢nost izbjegavanja apoptoze

Sve stanice koStane srzi u normalnim i funkcionalnim uvjetima prije ili kasnije zavrSavaju
programiranom smrc¢u stanice. Najcesce se to deSava kada su im ograniceni odredeni faktori
prezivljavanja (kao Sto je to na primjer faktor mati¢nih stanica), u sluc¢aju kada su izrazene teze
poremetnje u stani¢noj funkciji ili nema dovoljno nutrijenata (WEISS i WARDROP, 2010.).
Tumorske stanice, za razliku od funkcionalnih stanica, imaju moguénost izbjegavanja apoptoze,

Sto moze biti posljedica raznih mehanizama ograni¢avanja programirane smrti koji joj pri tome
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pomazu. Zaobilazenje apoptoze moze biti rezultat gubitka funkcije tumor supresorskih gena
poput p53, ¢ija je normalna funkcija promocija apoptoze (WEISS i WARDROP, 2010.;
HANAHAN i WEINBERG, 2011.). Osim toga, apoptoza se moze ograniciti zbog prekomjerne
funkcije 1 ekspresije gena koji djeluju protuapoptoti¢no (npr. BCL2) ili pojacanih signala

prezivljavanja (WEISS 1 WARDROP, 2010.; HANAHAN 1 WEINBERG, 2011.).

2.3.4. Veliki replikacijski potencijal

Kao $to je ranije spomenuto, tumorske stanice imaju izrazito velik replikacijski potencijal,
one nisu ogranicene telomerama zbog prisutnosti telomeraze $to ih €ini ,,besmrtnima®. Upravo
u hematopoetskim stanicama je ta aktivnost telomeraze zadrzana jo$ duze nego u ostalih
somatskih stanica §to dodatno otezava klinicku sliku, pa tako i lijecenje leukemija i limfoma

(WEISS 1 WARDROP, 2010.).

2.3.5. Kontinuirano odrzavanje angiogeneze

Angiogeneza je fizioloSki proces kojeg karakterizira stvaranje novih krvnih zila, najcesce
kao odgovor na ishemiju tkiva. Tumori imaju sposobnost pokretanja i odrzavanja angiogeneze
stvaranjem vlastite mreZe krvnih zila i krvotoka kojim se omogucuje daljnji rast i razvoj stranih
masa. Za razliku od fizioloSkog procesa angiogeneze koji se zbiva u tijelu mjestimicno i
prolazno, jednom aktivirana tumorska angiogeneza se odvija kontinuirano ¢ime se odrzava
Sirenje neoplasticnih promjena (HANAHAN 1 WEINBERG, 2011.). Kod tumorske
angiogeneze jedan od bitnijih sudionika jest vaskularni endotelni faktor rasta (engl. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF). On je signalni protein i stvaraju ga mnoge stanice u tijelu,
ali isto tako i tumorske stanice. On se veZe na receptore tirozinske kinaze, a jednog od njih
(VEGFR-1) stvaraju pojedine tumorske stanice ¢ime se pokrece vlastiti sustav uspostave
kolateralnog krvozilja tumorskih stanica. Osim VEGF, tumorske stanice stvaraju i osnovni
fibroblastni faktor rasta (engl. basic Fibroblast Growth Factor, bFGF), angiopoetine i
interleukin-8, a svi oni su faktori angiogeneze i stimuliraju susjedne stanice na proliferaciju 1
migraciju (WEISS i WARDROP, 2010.). Svi navedeni djeluju sinergisticki s epidermalnim
faktorom rasta (engl. Epidermal Growth Factor, EGF), transformiraju¢im faktorom rasta a
(engl. Transforming Growth Factor-a, TGF-a) 1 hepatocitnim faktorom rasta (engl. Hepatocyte

Growth Factor, HGF), koje stvaraju fibroblasti povezani s tumorima, da uspostave krvnu
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mrezu. Takoder, endotelne stanice proizvode podjedinicu B faktora rasta dobivenu
trombocitima (engl. Platelet-derived Growth Factor Subunit B, PDGF-B) koja nakon
aktivacije pripadajuceg receptora uzrokuje regrutaciju pericita u kapilarama. Za kraj, smrt bilo
koje tumorske stanice dovodi do otapanja krvnih Zila i otpuStanja endotelnih stanica u
cirkulaciju (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Angiogeneza ¢ini bitnu kariku razvoja tumora,
posebice onih hematopoetske prirode, Sto se pokuSava maksimalno iskoristiti u lijecenju istih

pomocu blokatora angiogeneze.

2.3.6. Invadiranje tkiva i metastaziranje

Ovo obiljezje tumora nije u potpunosti razjaSnjeno, medutim Isaiah J. Fidler ga je 1978.
godine predstavio kao invazijsko-metastatsku kaskadu u smislu stjecanja odredenih moguénosti
koje dozvoljavaju stanicama napustanje primarnog mjesta akumulacije (WEISS i WARDROP,
2010.; HANAHAN 1 WEINBERG, 2011.). U radu je objasnjeno kako se radi o stanicnom
bioloSkom procesu koji nakon lokalne invazije tkiva omogucuje stani¢nu migraciju putem krvi
ili limfe i1 invadiranje strome stanica na drugim lokacijama (WEISS i WARDROP, 2010.;
HANAHAN 1 WEINBERG, 2011.). Nedavna istrazivanja pokazuju mogucénosti tumora u
smislu protjerivanja dijela na udaljenija mjesta, a isto tako njihovu mogucénost prezivljavanja u
kapilarnoj mrezi. Tumori koji proizlaze iz koStane srZi upravo su ti koji su metastatski, zato $to
njihove stanice imaju intrinzi¢ne faktore, koji im omogucuju transport po cijelom tijelu i

razli¢itim organima (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4. Limfom
2.4.1. Osnovne znacajke limfoma pasa i macaka

Limfom, kao tumor ¢ije tumorske stanice potjecu iz stanica imunoloskog sustava — limfocita
(Slika 1), u pasa je jedan od naj¢es¢ih malignih neoplazija (ITO i sur., 2014.). 1z tog razloga
provode se ucestala epidemioloska istrazivanja kako bi se ustanovili i pobliZze opisali njegovi
uzroci nastanka. Iako su jo§ u postupku istrazivanja, trenutno su opisana tri moguca rizicna
faktora koja utjecu na njegovu pojavu u pasa (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Jedan od njih Cine
okolisni ¢imbenici, poput toga da su psi bili pojacano izloZeni odredenoj vrsti herbicida, neki
od njih bojama i otapalima iz domacinstva ili da su Zivjeli u industrijski aktivnim podrucjima.

Niti jedna od navedenih teorija nije potvrdena u potpunosti, pa se iz tog razloga okoli$ni
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¢imbenici jo$ uvijek razmatraju kao rizik nastanka ovih neoplazija (WEISS 1 WARDROP,
2010.). Drugi rizi¢ni faktor, takoder nedovoljno istrazen, koji se djelomi¢no smatra odgovornim
za pojavu ovih tumora jest geneticki, odnosno on predstavlja nasljedni rizik. Zakljucci koji su
doveli do ovog faktora uglavnom su izvuceni iz ¢injenica da su psi vrsta koja ima jedan od
najvarijabilnijih 1 najfleksibilnijih genoma. Takoder, pretpostavka je da i Covjek utjeCe na
njihovu pojacanu prijemljivost za ovu bolest putem pasminskih selekcija, krizanja i brojnih
izravnih 1 neizravnih genskih manipulacija (WEISS i WARDROP, 2010.). Kao sporadi¢ne
informacije 1 pretpostavke za pojavu limfoma kod pasa javlja se geografski rizi¢ni faktor, koji

je najmanje istrazen i nije toliko uvrijezen.

Iako kod macaka takoder postoji vise rizi¢nih faktora, a to su okoli$ni, zarazne bolesti i
genetski/nasljedni, od njih je potvrden onaj vezan uz zarazne bolesti (WEISS i WARDROP,
2010.). Dokazano je da su macji retrovirusi znac¢ajno povezani s razvojem i pojavom limfoidnih
neoplazija. U provedenim istrazivanjima podaci su doveli do zakljuc¢ka da su macke koje su
bile inficirane FeL'V virusom u 62,1 puta veéoj Sansi razvoja leukemija i limfoma, od onih koje
nisu bile inficirane. One koje su istovremeno bile zarazene FeL'V 1 FIV virusima, imale su ¢ak
77,3 puta vecu Sansu razvoja navedenih neoplazija (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Osim
navedenog, pobliZe bi se trebao istraziti okoli$ni ¢imbenik izloZenosti duhanskom dimu u roku
od 5 godina ili viSe, koji je u nekim od istrazivanja pokazao 3,2 puta vecu Sansu razvijanja

limfoma u mac¢aka (WEISS 1 WARDROP, 2010.).
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Slika 1. Mikroskopski prikaz preparata aspirata limfnog ¢vora psa koji boluje od limfoma,
Wright Giemsa bojanje

Vidljive su izrazito velike limfocitne stanice s obojanom citoplazmom i periferno poslozenim
jezgricama. Razlika u veli¢ini se moZze usporediti s normalnom veli¢inom zrele limfocitne
stanice (oznacena crvenom strelicom). Crnom strelicom oznacen je vidljiv proces mitoze u

stanici. Kod navedenog psa zabiljezene su niske koli¢ine limfoblasta u razmazu periferne krvi
bez citopenije, uz manje od 5% limfoblasta u aspiratu kostane srzi. (Izvor: eClinPath.com,

Cornell University, https://eclinpath.com/hematology/leukemia/leukemia-types/lymphoma-in-

a-dog/ 9.9.2021)

2.4.1.1. Klasifikacija limfoma

Kroz povijest se koristilo mnogo razlicitih klasifikacija limfoma, koje se nisu podudarale
diljem svijeta. Jedne su se koristile u Europi, a druge u Americi ili su one bile medusobno
kombinirane. Velika ve¢ina njih obuhvacala je prerade dotadasnjih klasifikacija na temelju
novih zakljucaka donesenih istrazivanjima, dijagnostikom, ali i samom gradom ovih neoplazija
(WEISS 1 WARDROP, 2010.). Razlog poteSko¢ama prilikom svakog pokusaja klasificiranja
ovih tumora javlja se upravo iz razloga njihove velike razlike. Razlike su vidljive u njihovoj
stanicnoj morfologiji i imunofenotipu, histoloskoj gradi, anatomskom podrucju zahvaéanja i
bioloskom ponaSanju. Kako bi se smanjila moguénost pogresaka i zabune u razli¢itim vrstama
klasifikacije istih tumora, WHO (engl. World Health Organisation) je preuzeo inicijativu u
internacionalizaciji podjele limfoma prilikom klinickog rada veterinara diljem svijeta.

Odrzavanjem sastanaka internacionalnih stru¢njaka postignut je konsenzus u vezi s
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klasifikacijom limfoidnih neoplazija $to je objavljeno 1994. godine pod nazivom ,,R.E.A.L.*
(HARRIS 1 sur., 2000.). Puni naziv jest Revised European—American Classification of
Lymphoid Neoplasms, Cijim se nazivom opisuje da se radi o klasifikaciji koja je vecinski
proizasla iz europsko-americke klasifikacije koja je napravljena krajem 20. stolje¢a (HARRIS
1 sur., 2000.; WEISS 1 WARDROP, 2010.). Trenutni sustav klasifikacije bazira se na podjeli
limfoma koja obuhvaca razli¢ita svojstva ovih tumora. Pri tome se oni razvrstavaju s obzirom
na histologiju i morfolosku gradu tumora, njihove genetska svojstva uz korelaciju prognoze
bolesti i pripadajuce terapije (HARRIS 1 sur., 2000.; WEISS 1 WARDROP, 2010.). Osim toga,
limfomi se, obzirom na razvoj i tijek klinicke slike te mikroskopski nalaz, mogu pobliZe opisati

kao limfomi niskog ili visokog stupnja (Slika 2).

0 * ¢
S ®

Slika 2. Mikroskopski prikaz citoloSkog nalaza limfoma visokog i niskog stupnja

a. Limfom visokog stupnja, difuzni limfom B-stanica. b. Limfom niskog stupnja,
limfoplazmocitni T-stani¢ni limfom (IZVOR: ZANDVLIET, 2016.)

2.4.1.2. Klinicki oblici limfoma pasa i macaka

U klinickoj slici limfoma pasa i macaka postoje odredene razlike u smislu ucestalosti
razlicitih oblika koji se kod njih javljaju. Kod pasa se ¢es¢e javlja multicentri¢ni oblik, dok je
u macaka najces¢i limfom gastrointestinalnog trakta, tj. alimentarni limfom (WEISS i

WARDROP, 2010.).

Multicentri¢ni limfom pasa se zbog svojih znacajki Cesto usporeduje s humanim ne-
Hodgkinovim limfomom, a u njegovoj pojavi bitnim se smatraju okoli$ni 1 genetski ¢imbenici

(ZANDVLIET, 2016.). Iako postoji viSe vrsta klinicke manifestacije multicentricnog limfoma
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pasa, on najceS¢e zahvaca sve periferne limfne ¢vorove, ali isto tako i limfoidna tkiva kao $to
su traheobronhalno, sublumbarno i mezenterijsko tkivo (WEISS i WARDROP, 2010.;
ZANDVLIET, 2016.). Osim navedenog, u nekim slucajevima mogu biti zahvaéena i tkiva
poput tonzila, jetre i slezene iako su te pojave rjede (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Upravo iz
tog razloga se multicentri¢ni limfom, prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, moze svrstati
u odreden stadij (I-V), ovisno o njegovoj progresiji u organizmu (Tablica 1), a osim toga
poznati su i njegovi podstadiji s obzirom na izrazene sistemske znakove (Tablica 2) (OWEN,
1980.). Takoder, zbog svih prethodno spomenutih obiljezja, ovaj oblik limfoma najcesce se
pojavljuje u srednjem do uznapredovalom stadiju (ZANDVLIET, 2016.). Osim razlicite
klini¢ke manifestacije, ova vrsta limfoma varira i svojom histoloSkom gradom s obzirom na tip
zahvacenih stanica, ali u najve¢em broju slucajeva radi se o B-stani¢nom limfomu

(ZANDVLIET, 2016.).

Tablica 1. Stadiji multicentric(nog limfoma. Napisano prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji (WHO) (Izvor: OWEN, 1980.)

STADIJI LIMFOMA
I 11 I v A%
Zahvacen jedan | Regionalno Generalizirano | Uz promjene | Uz promjene I-
limfni ¢vor ili zahvacanje visSe | zahvacanje koje se javljaju u | IV stupnja,

limfoidno tkivo | limfnih ¢vorova, | limfnih ¢vorova | stupnjevima I- | zahvaceni su

u jednom najces¢e samo | duz cijelog II1, zahvaéene su | krv ili koStana
organu, ne na jednoj strani. | tijela. jetra 1/ili slezena | srz.
ukljucujuci Moguce - bez obzira na to
kostanu srz. zahvacene jesu li primarno

tonzile. mjesto tumora ili

su zahvacene

metastazama.
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Tablica 2. Podstadiji multicentri¢nog limfoma. Napisano prema Svjetskoj zdravstvenoj
organizaciji (WHO) (Izvor: OWEN, 1980.)

Podstadiji
a b

Bez sistemskih znakova bolesti. Uz sistemske znakove bolesti (vrucica,

gubitak teZine viSe od 10% tjelesne mase,

hiperkalcemija).

Za razliku od multicentri¢nog, kod primarnog gastrointestinalnog limfoma u pasa maligni
limfociti su najées¢e smjesteni u probavnom sustavu i u drugim abdominalnim organima, kao
Sto su slezena, jetra i mezenterijski ¢vorovi (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Bitno je naglasiti
da kod ove varijante limfoma periferni limfni ¢vorovi nisu zahvaceni. Ovaj limfom je izrazito
agresivan i kod pasa je vrijeme prezivljavanja jako kratko, ¢ak i uz intenzivnu njegu i terapiju
(WEISS i WARDROP, 2010.). Ostali oblici limfoma koji se pojavljuju kod pasa su
medijastinalni ili ekstranodalni (npr. kutani, o¢ni, plu¢ni, limfom jetre i mnogi drugi) (WEISS
1 WARDROP, 2010.). Navedeni su od manjeg znacaja iz razloga §to se pojavljuju znatno rjede
od multicentricnog oblika i njihova klinicka slika je najceS¢e izrazena u sustavu kojeg

zahvacaju.

Kod macaka se pojavljuju alimentarni-gastrointestinalni, multicentri¢ni, bubrezni,
medijastinalni limfomi i limfom nosnih prohoda. U najve¢em postotku pojave u macaka navodi
se alimentarni limfom ¢ije su morfoloSke znacajke razliCite, a samim time je uvjetovana
prognoza bolesti 1 njen ishod (KRICK i SORENMO, 2016.). Upravo zbog razli¢itog klini¢kog
pristupa potrebno je znati o kojem zahva¢enom stanicnom podtipu se radi, to¢nije jesu li
zahvacene velike ili male stanice (WEISS i WARDROP, 2010.; KRICK i SORENMO, 2016.).
S obzirom na to u kojoj se histoloskoj i bioloskoj varijanti javljaju oni mogu biti niskog,
srednjeg ili visokog stupnja. Primijeceno je da vecina onih koji su niskog stupnja odgovaraju
limfomima malih stanica, a onih visokog stupnja, limfomima blastnih velikih stanica (KRICK
1 SORENMO, 2016.). Podosta toga jo$ uvijek nije razjasnjeno, posebice vezano uz korelaciju
podtipova, stadija i ishoda same bolesti, ali najbolji sustav podjele i klasifikacije je onaj koji je
napravljen od strane Svjetske zdravstvene organizacije (WHO). Radi lakSeg razumijevanja,
KRICK 1 SORENMO (2016.) su u svojem radu upravo preko prethodno navedene klasifikacije

razvrstali sve macje gastrointestinalne limfome u tri bazicne kategorije. Prva kategorija je
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obiljeZzena T-stani¢nim limfomima koji su vezani uz enteropatije tipa II, gdje su T-limfociti
male do srednje veli¢ine 1 maligni limfociti u pravilu ne invadiraju submukozu. Drugu
kategoriju €ine T-stani¢ni limfomi koji su vezani uz enteropatije tipa I, gdje transmuralni
infiltrati malignih limfocita variraju veli¢inom, ali ih je viSe velikog nego malog stani¢nog tipa.
U tre¢u 1 zadnju kategoriju uvrsteni su veliki difuzni B—stani¢ni limfomi koji su takoder

obiljezeni transmuralnom zahvac¢enoséu (KRICK i SORENMO, 2016.).

Kao $to je ranije spomenuto, kod macaka se moze javiti renalni odnosno bubrezni limfom,
a macke koje boluju od njega u pravilu pokazuju nespecificne simptome ili neke od osnovnih
simptoma insuficijencije bubrega. Ve¢ina macaka koje boluju od bubreznog limfoma, njih
gotovo 50%, pozitivno je na FeLV, uz §to se vezu dodatne poteskoce Sto komplicira klinicku
sliku ovih pacijenata (BRESHEARS 1 CONFER, 2017.). Takoder, imunofenotipizacijom
bubreznog limfoma moze biti utvrdeno radi li se o T- ili B-limfocitima s obzirom na to da se

pojavljuju u obje varijante stani¢ne infiltracije (BRESHEARS i CONFER, 2017.).

lako je danas sve rjeda njegova pojava, joS jedan od oblika limfoma u macaka jest
medijastinalni limfom, a navedeni limfom zahvac¢a organe limfnog sustava u podrucju
medijastinuma, kao $to su timus i medijastinalni limfni ¢vorovi. Smatra se da je jednako kao 1
ostali oblici limfoma usko vezan uz FeLV infekcije pa tako, vecina Zivotinja koja boluje od
ovog limfoma takoder je pozitivna na FeLV (FABRIZIO i sur., 2013.). Takoder, zahvaca
pretezito mlade macke 1 smatra se kako su sijamske macke djelomicno predisponirane za

razvijanje ovog oblika limfoma (FABRIZIO i sur., 2013.).

Posljednji, pa tako i1 najrjedi limfom macaka jest tip limfoma koji zahvaca nosne prohode i
nazofaringealno tkivo (WEISS i WARDROP, 2010.). Iako se kod njega mogu javiti
deformacije lica i glave, najcesS¢e se javljaju klasi¢ni simptomi bolesti respiratornog sustava
poput kihanja i seroznog do mukoznog iscjetka koji moze biti sa ili bez primjesa krvi (WEISS

1 WARDROP, 2010.).

2.4.1.2.1. Korelacija macjeg limfoma i FeLV-a

FeLV (engl. Feline Leukemia Virus) je retrovirus koji inficira macke 1 jedan je od vaznijih
uzro¢nika imunosupresije u tih Zivotinja, a poznat je u tri genotipa (A, B 1 C). A varijanta je
sveprisutna u okolisu i ubikvitarne je prirode, dok su B i C mutirane varijante virusa, koje

nastaju pod utjecajem rekombinacije tipa A s endogenim retroviralnim sekvencama (WEISS 1
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WARDROP, 2010.). S obzirom na razlike u varijantama virusa zbog razli¢ite viralne
rekombinacije, patogeneza, klinicka slika, tip bolesti pa tako i njen ishod razlikuju se i variraju
od generalne imunosupresije organizma pa sve do aplasticne anemije, T-stani¢nog limfoma 1

mijeloi¢ne leukemije (WEISS 1 WARDROP, 2010.).

Iako se incidencija FeLV pozitivnih macaka koje razvijaju limfom svakodnevno smanjuje
zbog ucestale primijene cjepiva, macji limfom sa svojih 33% 1 dalje predstavlja jednu od
najcesce dijagnosticiranih malignih bolesti s obzirom na ukupan broj malignih bolesti koje se
pojavljuju u macaka (NORTH 1 BANKS, 2009.). Kod FeLV pozitivnih macaka koje razvijaju
limfom u pravilu se radi o mladim jedinkama i one naj¢es$¢e razvijaju medijastinalni oblik, ali
to ne iskljucuje mogucnost pojave i drugih tipova limfoma, uz §to je vecina njih B-stani¢nog
podrijetla, s izuzetkom upravo medijastinalnog limfoma gdje prevladavaju T-stanice (NORTH

1 BANKS, 2009.).

2.4.2. Osnovne znacajke limfoma farmskih Zivotinja

Jedan od razloga zaSto tema limfoma kao bolesti farmskih Zivotinja nije dovoljno istrazena
1 opisana, lezi u smanjenoj zainteresiranosti za lijeCenjem ovih zivotinja i to najceSce iz
gospodarskih razloga — neisplativosti. Jedinu iznimku toga predstavlja enzootska leukoza
goveda koja je uzrokovana virusom iz porodice Retroviridae, koja se u Hrvatskoj prema
,Naredbi o mjerama zastite zdravlja zivotinja od zaraznih 1 nametnickih bolesti i njihovom

financiranju u 2021. godini* nadzire, kontrolira i suzbija.

Kod pojave limfoma u konja poznato tek nekoliko osnovnih znacajki, kao $to je €injenica
da se naj¢esc¢e javlja u multicentricnom obliku. Osim toga, takoder je poznato da je zabiljezeno
vise slucajeva T-stani¢nih multicentricnih limfoma kod ovih Zivotinja nego onih s ve¢inskom

infiltracijom B-stanica (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4.2.1. Enzootska leukoza goveda

Enzootska leukoza goveda je bolest koja je uzrokovana onkovirusom tipa C roda
Deltaretrovirus, porodice Retrovidae, a pogada govedo, ovce i koze (WEISS i WARDROP,
2010.). Mehanizam djelovanja ovog virusa zasniva se na integraciji u DNK stanice domacina
pomocu enzima reverzne transkriptaze. Na taj nacin stvara se provirus, a ¢itav proces replikacije

ovisi o stani¢noj proliferaciji 1 mitozi (WEISS i WARDROP, 2010.; UNDERWOOD 1 sur.,
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2015.). Virus primarno inficira B-stanice 1 uzrokuje perzistentnu limfocitozu, a u nekih

Zivotinja izaziva neoplasticno bujanje B-stanica (WEISS i WARDROP, 2010.).

Bolest zahvaca samo odrasle jedinke 1 ve¢ina ih u pravilu ne razvija klinicke znakove, kod
nekih se javlja prethodno spomenuta perzistentna limfocitoza, a otprilike 5% zarazenih
zivotinja razvije B-stani¢ni limfom (UNDERWOOD i sur., 2015.). Tamo gdje su prisutni,
klinicki znakovi bolesti ¢esto su nespecificni pa se javlja loSija kondicija, pad mlijecnosti,
slabost, anoreksija, melena, ataksija, pareza itd. 1 oni su najeS¢e vezani uz lokalizaciju
neoplasti¢nog procesa (UNDERWOOD i sur., 2015.). Ovaj tumor je, kao i ostali, povezan s
limfoidnim tkivima i najeS¢e zahvaca limfne Cvorove, siriSte, kraljeznicnu mozdinu i
maternicu. Osim toga moze zahvatiti i druga tkiva i lokacije poput srca, bubrega, crijeva i
retrobulbarnog prostora od kojeg ¢e se svaki oblik klinicki vidljivo razviti u smjeru onog organa

koji je zahvacen (UNDERWOOD i sur., 2015.).

Osim enzootske leukoze goveda, limfosarkom i limfom goveda mogu se odnositi i na
sporadi¢nu leukozu. To je bolest koja pretezito zahvaca mlada goveda i javlja se u tri oblika:

juvenilni, timusni i koZni te ne predstavlja vecu klini¢ku vaznost (UNDERWOOD i sur., 2015.).

2.4.3. Limfom prema tipu stani¢ne infiltracije

2.4.3.1. Neoplazije B-stanica

2.4.3.1.1. Limfoplazmocitni limfom

-----

je u starijih macaka 1 konja, a njegove stanice imaju povecanu citoplazmu (WEISS 1
WARDROP, 2010.). U konja se javlja uglavnom u intestinalnom obliku, a u macaka u
intestinalnom ili ponekad u medijastinalnom obliku. U velikoj veéini slucajeva
limfoplazmocitnog limfoma moguce je pronaci povrsinska i citoplazmatska IgM protutijela,
pozitivan nalaz CD79a 1 CD20, a nalaz T-stanicnih markera je negativan (WEISS i
WARDROP, 2010.). Prilikom dijagnostike traze se specificni tipovi stanica u limfnim

¢vorovima, slezeni i kostanoj srzi (Slika 3).
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Slika 3. Mikroskopski preparati limfnog ¢vora psa

a. Limfoplazmocitni limfom psa koji je niskog stadija, obojen hematoksilin eozinom. b.
Difuzno slabo bojanje transferinskog receptora-1 koje je uofeno u vise od 75%
neoplasti¢nih stanica. Bojanje streptavidin-peroksidazom uz hematoksilin protubojanje.
(Izvor: PRIEST i sur., 2010.)

2.4.3.1.2. Limfom marginalne zone

Ovo je indolentni limfom koji se javlja u ljudi, a obiljezje mu je da se njegove stanice
akumuliraju u koncentricnom obliku naslaga proliferacijske zone marginalnih stanica (WEISS
1 WARDROP, 2010.). Pojam ,,indolentan* oznacava limfom koji je sporo rastuci i kontinuiran
pa tako uz njega pacijent moze zivjeti dulje vremena i u pravilu ima bolji odgovor na terapiju.
Pretpostavlja se da se javlja kod svih Zivotinja, medutim najcesce je naden kod zrelih pasa i
nesto rjede u macaka (WEISS i WARDROP, 2010.). Kod ovog limfoma izrazena je vrsna
razlika na temelju oblika u kojima se on javlja, pa je tako u ljudi on uvijek u difuznom obliku,
dok je kod pasa gotovo uvijek u fokalnom multinodularnom obliku. Kod ovog limfoma
literatura nije u potpunosti razjaSnjena s obzirom na odredene pojmove klinicke slike, Sirenja 1
anatomske lokacije tumora. Tako se u pasa javlja najc¢esée u zreloj dobi, zahvaca jedno mjesto
te je u vecini slucajeva zahvacen submandibularni limfni ¢vor, a limfni ¢vorovi su u pravilu
pomicni. Opce stanje zivotinje u pravilu nije poremeceno, zivotinje se osjec¢aju dobro te su
ponasanje, aktivnost i apetit normalno izrazeni (WEISS i WARDROP, 2010.). S druge strane,
tumor zahvaca slezenu i to uz Sirenje na hilarne limfne ¢vorove, a misljenje nekih autora jest
da ovaj limfom zapravo i potjece iz slezene odakle se onda polagano Siri po tijelu (BOES i
DURHAM, 2017.). Najcesce je izrazeno Sirenje u limfne ¢vorove diljem tijela te oni poprimaju
izgled mrljastih, bijelo-crvenih i glatkih tzv. spleni¢nih masa koje su sfericnog oblika (BOES 1
DURHAM, 2017.). Takoder, kod tih se Zivotinja s vremenom moze razviti limfadenopatija,

medutim oni bez obzira na to nastavljaju biti dobrog opéeg stanja. Slicno prethodnom limfomu,
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limfomi marginalne zone pozitivni su na B-stanicne markere, ukljucuju¢i CD20 i CD79a, a
negativni su na T-stanicne markere (WEISS i WARDROP, 2010.). Neoplasti¢ni limfociti
marginalne zone srednje su veli¢ine, imaju istaknutu sredi$nju jezgricu, a mitoze su neizraZzene

ili rijetke (Slika 4), s time da se povecavaju kako bolest napreduje (BOES i DURHAM, 2017.).

Slika 4. Prikaz limfnog ¢vora psa s marginalnim limfomom u ranom (a i b) i kasnom (c i d)
stadiju, bojanje hematoksilin — eozinom

4a. Spajanje marginalne zone proliferacije s germinalnim centrom. 4b. Veliko povecanje
slike 4a. gdje je vidljivo obilje citoplazme u kojima su centralno smjeStene ovalne jezgre
srednje veliCine s izraZzenim jezgricama u sredini, mitoze nisu vidljive. 5a. Folikularnu
hiperplaziju zamjenjuje proliferacija marginalne zone i invadira se dio zone plasta limfnog
¢vora. Izrazena multifokalna dilatacija sinusa koji su ispunjeni limfocitima marginalne
zone, a kapsula je stanjena. 5b. Veliko povecanje slike 5a. koje pokazuje invaziju stanica
zone plasta, obilje citoplazme koja je obojana. Stanice marginalne zone homogene su s
okruglim jezgrama (Izvor: VALLI i sur., 2006.)
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2.4.3.1.3. Limfom zone plasta limfnog ¢vora

Ovaj limfom, koji takoder spada u grupu indolentnih limfoma, javlja se u zivotinja i u ljudi
(Slika 5), a karakterizira ga strukturna grada gubitka germinalnih centara gdje su jezgre
uniformno okruglog oblika. U vecini jezgri nisu vidljive jezgrice, a mitotski karakter tumora je
nizak. Kao i1 u ostalih prethodno navedenih tumora, limfom zone plasta najées¢e zahvaca
slezenu psa, 1ako se moze javiti i u drugih vrsta zivotinja. Promjene koje se javljaju vezano uz
taj organ manifestiraju se kao multinodularne 1 multifolikularne proliferacije stanica koje
postupno srastaju, a osim toga moze se pojaviti atipi¢na plazmocitoza, fibrohistiocitni ¢voriéi i
u nekim slucajevima hemoragi¢ni infarkti (WEISS i WARDROP, 2010.). Osim slezene, tumor
se moze javiti u tkivima poput limfnog ¢vora, kostane srzi ili jetre. U bilo kojoj od navedenih
varijanti organske manifestacije, tumor je pozitivan na B-stani¢ne markere, CD79a 1 CD20, ali
je u potpunosti negativan na CD3 1 sve ostale T-stani¢ne markere. Ovaj tumor se kod Zivotinja
javlja u uznapredovalom stadiju 3-4, medutim o njemu dosta informacija joS nedostaje. Isto
tako nedostaje mnogo informacija o klini¢koj slici koja se javlja u Zivotinja, dok je u ljudi
poznato da se javljaju simptomi poput vrucice, noénih preznojavanja i gubitka tjelesne tezine

(WEISS 1 WARDROP, 2010.).
- eli

e N

ey

Slika 5. Prikaz preparata limfoma zone plasta limfnog ¢vora iz razmaza periferne krvi kod
62.-godisnjeg covjeka, Wright Giemsa bojanje

Nalaz malih limfocita do srednje velikih blastnih stanica, jezgra uglavnom okrugla do
ovalna — ponekad rascjepkana, s 1 do 2 jezgrice (Izvor: LEE 1 sur., 2002.)
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2.4.3.1.4. Folikularni limfom

Pravi folikularni limfom, u smislu pravilne folikularne strukture navedene neoplazije, nije
Cesta pojava kod domacih zivotinja. Takoder, treba imati na umu da ga je Cesto teSko razlikovati
od folikularne hiperplazije u razli¢itim fazama. U zivotinja se najcesce javlja kod pasa u starosti
od 2 do 10 godina i zahvaca periferne limfne ¢vorove (Slika 6), ali i limfne ¢vorove pojedinih
organa. NajcesSca je pojava u limfnim ¢vorovima glave 1 vrata ili preskapularnim i poplitealnim
podruéjima, a oni su uglavnom bezbolni i pomiéni te u poéetku nisu izrazito poveéani. Zivotinje
u pravilu zadrzavaju normalan apetit 1 tjelesnu aktivnost te se iz tog razloga ova bolest vrlo
Cesto dijagnosticira u uznapredovalom stadiju kada su ve¢ izraZzena povecanja limfnih ¢vorova

(WEISS i WARDROP, 2010.).

Slika 6. Prikaz preparata limfnog ¢vora psa s folikularnim limfomom.

a. U hematoksilin eozin obojanom preparatu vidljiva homogenost stani¢nog tipa, uz izrazeno
stanjenu kapsulu. Arteriole i venule smjeStene interfolikularno i okruzene neoplasticnim
folikulima. b. U folikulima centrociti s heterokromatskom jezgrom i centroblastima s
izrazenim vecéim jezgricama, bojanje hematoksilin eozinom. c. Interfolikularno podruc¢ja
malih rezidualnih benignih stanica, CD3-pozitivnih T-stanica, manjak zone plasta.
Hematoksilin protubojanje, imunooznacavanje s protutijelima za CD3. d. Prikaz folikula.
(Izvor: VALLI i sur., 2010.)
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2.4.3.1.5. Difuzni B-stani¢ni limfom

Ovaj tumor razvija velike transformirane stanice limfocita koji imaju jezgru, a veli¢inom su
minimalno dvostruko veé¢i od dva limfocita normalne veliCine. Javlja se u svih domacih
zivotinja, ljudi, pa cak i ptica i smatra se jednom od najces¢ih i najvecih limfoidnih neoplazija.
U macaka i goveda uglavnom se povezuju uz retrovirusne infekcije iako se mogu javiti i mimo
njih (WEISS i WARDROP, 2010.). Postoji pretpostavka da kroni¢ne benigne limfoidne
hiperplazije mogu zajedno s razliCitim varijantama kroni¢nih bolesti dovesti do malignog
transformiranja B-stanica. S obzirom na podatke dosadasnjih istrazivanja, u ovoj bolesti su
neoplasti¢ne stanice uvijek prisutne u krvi. Kod macaka se u 15% zahvacene populacije javlja
leukemija s limfocitozom, iako tome za sada nije pridruzen nikakav prognosticki faktor. S druge
strane, predvidanja ishoda bolesti s obzirom na terapiju jednako kako i odredivanje faze bolesti
daju se sukladno nalazima krvi i koStane srzi. Neoplasti¢ne stanice u krvi velike su, imaju jezgru
s istaknutom jezgricom, ali morfoloski nisu identi¢ne onima koje se nalaze u kosStanoj srzi i u
ostalim tkivima. Ako ova bolest ima izrazenu progresiju kroz neki period vremena, promjene
se uvijek javljaju 1 u koStanoj srzi, a ona moze biti zahvacena u difuznom, paratrabekularnom i

multifokalnom intersticijskom obliku (WEISS 1 WARDROP, 2010.).

Zasad najcesce utvrdeni oblik ovog limfoma kod pasa je generalizirana limfadenopatija
nakon cCega slijede abdominalno-crijevni oblik, povecanje jednog limfnog Cvora,
multicentriCan, kutani oblik itd. S druge strane, kod macaka je najviSe zabiljezen
gastrointestinalni/alimentarni oblik iza ¢ega slijede multicentri¢ni, medijastinalni, zahvacanje
isklju¢ivo tankog crijeva, bubrezni itd. Ovaj oblik limfoma dijagnosticki je vrlo tesko
razlikovati od Burkittovog limfoma iz razloga Sto u jednog i u drugog postoji velika varijacija

u veligini jezgri (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4.3.1.6. Burkittov limfom

Limfom ovog tipa je visokog stupnja te je multicentri¢an, njegova je glavna karakteristika
difuzna struktura 1 jaka infiltracija, odnosno izgled tzv. ,,zvjezdanog neba* (engl. ,, starry sky
appearance ) pri niskim poveéanjima (Slika 7) (WEISS i WARDROP, 2010.; MEDEIROS i
MIRANDA, 2020.). Postoje dva tipa Burkittovog limfoma — monotoni i varijabilni. Monotoni
tip je klasican 1 njega karakteriziraju uniformne stanice te je jako rijedak kod zivotinja. S druge
strane, varijabilni tip je poprilicno Cest nalaz kod Zivotinja, posebice u pasa. Kod ovog limfoma

nije utvrdena spolna dispozicija njegove pojave, a $to se tice dobne ona uglavnom iznosi 5-7
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godina, tj. u pravilu se javlja kod pasa mladih od 10 godina. Zivotinje su u poéetku éesto dobrog
opceg stanja i tjelesne kondicije dok ne dode do iznenadnog neobjasnjivog pada apetita i

povecanja perifernih limfnih ¢vorova (WEISS i WARDROP, 2010.).

Stanice ovog limfoma srednje su veliCine, s jezgrama okruglog do ovalnog oblika i
citoplazmom koja se boji bazofilno (WEISS i WARDROP, 2010.; MEDEIROS i MIRANDA,
2020.). Kod ljudi se u otprilike 20% ovih limfoma prosiri na koStanu srz, a nedavno je slicno

dokazano i u pasa (WEISS i WARDROP, 2010.).

Slika 7. Limfni ¢vor kod Burkittovog limfoma, Wright Giemsa bojanje
Izgled zvjezdanog neba (Izvor: WEISS i WARDROP, 2010.)

2.4.3.1.7. Hodgkinov limfom

Hodgkinov limfom je bolest ljudi koju karakterizira zlo¢udno bujanje stanica
limforetikuluma uz odredene posebno izrazene karakteristike (WEISS 1 WARDROP, 2010.).
U ljudi su klasificirana 4 tipa Hodgkinovog limfoma, a to su prevladavanje limfocita, nodularna
skleroza, mijesane stanice i iscrpljenje limfocita (WEISS i WARDROP, 2010.; WILKINS,
2011.). Bez obzira na tip Hodgkinovog limfoma svaki od njih mora imati zadovoljenu
prisutnost Reed-Sternbergovih stanica (engl. Reed-Sternberg, RB) koje su proizasle iz B-

stanica putem reorganizirane varijabilne regije gena imunoglobulina. Za razliku od ljudskih RB
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stanica, koje su sacinjene od perifernog kromatina s prekomjerno razvuc¢enom centralnom
jezgricom kroz stanicu koja ima dvostruku jezgru, zivotinjske to nemaju (WEISS i WARDROP,
2010.). U ljudi jo§ nije potpuno razjasSnjena definicija ovog limfoma 1 isti u zivotinja
klasifikacijski ne postoji, ali je nedavno otkriveno vise tipova neoplazija u zivotinja, ¢ije bi
odredene karakteristike najvise odgovarale upravo ovom tipu limfoma. Naime, B-stani¢ni
limfom koji je bogat T-stanicama u macaka 1 konja, ¢ije se stanice prvo pojavljuju u ¢vorovima
cervikalne regije s desne strane i idu postepeno prema preskapularnim ili medijastinalnim

¢vorovima, bi odgovarao upravo ovoj bolesti u ljudi (WEISS 1 WARDROP, 2010.).

2.4.3.2. T-stani¢ne neoplazije

Mnogo informacija vezano uz neoplazije T-stanica kod domacih zivotinja nedostaje, pa su
iz tog razloga klasifikacija i opisi tih tumora poprili¢no ograni¢eni i otezani. Cini se da psi imaju
odredene nasljedne faktore koji ih predisponiraju za razvoj limfoproliferativnih bolesti, a
posebno se istice visoka prevalencija neoplazija T-stanica kod pasmina bokser, Spic i odredenih
manjih azijskih pasmina pasa. Kod macaka je moguc¢a nasljedna komponenta u sijamskih
pasmina za medijastinalni limfom T-stanica, a uz to se javlja i veza macjeg virusa leukemije

(FeLV) i ovih malignih oboljenja (WEISS i WARDROP, 2010.).

Svjetska zdravstvena organizacija je prilagodila klasifikaciju T-stani¢nih tumora na nacin
da ih je podijelila na neoplazije prekursorskih T-stanica te na neoplazije zrelih T-stanica. U
neoplazije prekursorskih stanica spadaju samo akutne limfoblastne leukemije i limfoblasti¢ni
limfom, a u drugu skupinu uvrStene su sve ostale T-stani¢ne neoplazije, od kojih su neke

zabiljezene u indolentnom obliku (Slika 8) (WEISS i WARDROP, 2010.).
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Slika 8. Mikroskopski preparati limfnog ¢vora psa

a. Indolentni limfom T-zone, niskog stupnja, bojeno HE. b. Malo ili nimalo bojanja
transferinskog receptora-1 je uoceno u neoplasticnih stanica, bojanje streptavidin
peroksidazom uz hematoksilin protubojanje. (Izvor: PRIEST i sur., 2010.)

2.4.3.2.1. T-limfoblastiéni limfom

Limfoblasti¢ni limfom je visoko agresivan tumor koji nastaje od nezrelih T-stanica i upravo
iz tog razloga Cesce se javlja u djece i mladih osoba (ZAKOWSKI i PARWANI, 2007.; WEISS
1 WARDROP, 2010.). Kod domacih zivotinja zabiljezen je primarni medijastinalni limfom,
odnosno timusni limfom koji se moze svrstati u varijantu limfoblasti¢nog limfoma koji se
pojavljuje u ljudi — kranijalni medijastinalni limfom (WEISS i WARDROP, 2010.). Pojavljuje
se u gotovo svih vrsta Zivotinja, a smatra se naj¢eS¢im uzrokom timusnih bolesti u macaka i ¢ak
drugim najces¢im kod pasa (WEISS i WARDROP, 2010.). Zahvaceni limfociti su srednje
veli¢ine, imaju blago bazofilnu citoplazmu, okruglu jezgru ponekad nejasnih granica te
neistaknute jezgrice (Slika 9), a mitotska aktivnost stanica je visoka (ZAKOWSKI i
PARWANI, 2007.; WEISS i WARDROP, 2010.)
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Slika 9. Mikroskopski preparat limfnog ¢vora psa

a. Limfoblasti¢ni prekursor stanicnog limfoma visokog stadija, bojanje HE. b. Difuzno slabo
bojanje transferinskog receptora-1 koje je uoceno u vise od 75% neoplasti¢nih stanica. Bojanje
streptavidin-peroksidazom uz hematoksilin protubojanje (Izvor: PRIEST i sur., 2010.)

2.4.3.2.2. Intestinalni limfom T-stanica

Ovaj limfom nije dovoljno istrazen u zivotinja, a povezuje se s enteropatskim T-stani¢nim
limfomom u ljudi. Javlja se u dva oblika, epiteliotropnom i ne-epiteliotropnom, a kod pasa i
macaka se najc¢esce javlja u epiteliotropnom obliku. Takoder, otkad je izrazen pad incidencije
limfoma povezanog s retrovirusnim infekcijama kod macaka, uocen je znatan porast
alimentarnih limfoma. Tako se donedavno smatralo da su alimentarni limfomi macaka potjecali
od B-stanica, novijim istrazivanjima je ukazano kako su oni vjerojatnije porijekla T-stanica

(WEISS 1 WARDROP, 2010.).

2.4.3.2.3. Kozni (kutani) limfom

Kozni limfom je bolest koja se poprili¢no rijetko javlja u ljudi i Zivotinja, a klinicka slika
razli¢itih pacijenata zna biti izrazito varijabilna i Sirokog spektra (WEISS i WARDROP, 2010.).
U veterinarskoj medicini je kutani limfom podijeljen, ovisno o prisustvu ili odsustvu invazije
epitela epidermisa i adneksa, na epiteliotropan i neepiteliotropan (WEISS i WARDROP,
2010.). Tumor najcesce zahvaca zivotinje starije zivotne dobi odnosno kod pasa je to od 9 do
12 godina, a macaka od 8 do 17 godina starosti. Za razliku od ku¢nih ljubimaca, kod farmskih
zivotinja javlja se u konja izmedu 3 1 19 godina, dok se u goveda pojavljuje znatno ranije nego
u svih ostalih vrsta, obi¢no izmedu 2. i 3. godine starosti. Postoji par podtipova kutanog
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limfoma koji su znacajni za veterinarsku medicinu, a to su mycosis fungoides (MF), pagetoidna

retikuloza, 1 Sézaryjev sindrom (SS) (WEISS i WARDROP, 2010.).

Fungoidna mikoza (mycosis fungoides)

Ovo je najcesci oblik koznog limfoma u ljudi 1 u zivotinja, a glavna mu je znacajka invazija
epitela epidermisa i adneksi neoplasti¢nim stanicama pa se tako radi o epiteliotropnom tipu
kutanog limfoma (WEISS i WARDROP, 2010.). Javlja se kod kuénih ljubimaca i domacih
zivotinja, kao 1 kod tvorova, vjeverica i zamorcica, a najéesce se javlja kod pasa i krava (WEISS
1 WARDROP, 2010.). Etiologija ove bolesti jo§ uvijek nije poznata ni kod ljudi niti kod
zivotinja, a ve¢ina informacija vezano uz nju jo$ se uvijek nagada ili proucava. Jedina dodatna
informacija koja se veze uz Zivotinje jest ta da se u krava ova bolest vecinski javlja kao
manifestacija sporadi¢ne leukoze odnosno sporadi¢nog limfoma goveda, koji je bio veé

prethodno spomenut (WEISS i WARDROP, 2010.).

Pagetoidna retikuloza

Ova bolest smatra se nizim stupnjem fungiodne mikoze ¢ije je obiljezje jednako izrazen
epiteliotropizam gdje su neoplasti¢ne stanice gotovo potpuno ograni¢ene na epidermis (WEISS

i WARDROP, 2010.).

Seézaryjev sindrom

Ovaj oblik koznog limfoma opisuje se kao leukemicni i obiljezje mu je da se neoplasticne T-
stanice (tzv. sézaryjeve stanice) nalaze u krvi i limfnim ¢vorovima bolesne zivotinje. Radi se o

rijetkoj bolesti koja zahvaca pse, macke i konje (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4.3.2.4. Nazalni oblik ekstranodalnog limfoma NK i T-stanica

Nazalni oblik limfoma, koji se povezuje s transformacijom NK i T-stanica, je rijedak kod
pasa, a ¢ini jedan od najCe$¢ih tumora nosne Supljine kod macaka (WEISS i WARDROP,

2010.). Klinicka slika bolesnih zivotinja ukljucuje kihanje, stridor gornjeg respiratornog
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sustava, nosni iscjedak koji varira od seroznog i purulentnog do krvavog, a moguci su i

deformiteti lica te izrazena bolnost, medutim oni su rijetki (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4.4. Prognoza

S obzirom na to da limfom predstavlja heterogenu bolest, prognoza i lijecenje mogu biti
potpuno razli¢iti ako se radi o viSe zZivotinja, koje iskazuju iste ili sli¢ne klini¢ke znakove u
pocetku bolesti. Trenutno najpouzdaniji prognosticki faktor ove bolesti kod pasa je
imunofenotip, a osim toga bitan je i stupanj stani¢ne diferencijacije. Psi koji imaju kostanu srz
infiltriranu 50% ili viSe sa stanicama limfoma, koji su u napredovalim fazama limfoma, imaju
negativnu prognozu, ¢ak i uz provodenje kemoterapije (WEISS i WARDROP, 2010.). Uz to,
za odredivanje prognostickih faktora moze se koristiti odredivanje klinickog stadija bolesti,
anatomska lokacija limfoma, aktivnost timidin-kinaze i drugi pokazatelji (LORIMIER 1 FAN,
2005.). Kao $to je vec¢ ranije spomenuto, svaki limfom koji prati anemija takoder ima negativnu
prognozu. Za razliku od pasa, u macaka su informacije o prognostickim faktorima ove bolesti
poprili¢no oskudne (LORIMIER i FAN, 2005.). Kod ovih Zivotinja imunofenotipizacija ne daje
nikakve prediktivne vrijednosti ishoda bolesti te nije toliko znacajna, ali je poznato da je
anemija u macaka koje boluju od nazalnog limfoma negativan faktor (WEISS i WARDROP,
2010.). Pravovremeno prepoznavanje karakteristika limfoma i tumorskih markera ¢ini osnovu

postavljanja dijagnoze, prognoze pa tako i pravilnog lijecenja oboljelih Zivotinja.

2.4.5. Lijecenje

U vecini slucajeva ovih malignih neoplazija kemoterapija ¢ini prvi i primarni izbor
lijecenja, s izuzetkom onih koji se nalaze lokalizirano u pojedinim podrucjima (npr. nazalni
limfom) (WEISS 1 WARDROP, 2010.). lako intenzitet i trajanje kemoterapije variraju ovisno
o tipu malignog limfoma, on i dalje €ini tumor koji najviSe reagira na kemoterapiju u onkoloskih
pacijenata. Postoji viSe vrsta protokola koji se koriste u lije¢enju ovih onkoloskih pacijenata, a
vecéina njih sastoji se od kombinacija vinkristina, ciklofosfamida, doksorubicina i prednizona
(WEISS 1 WARDROP, 2010.). Starije metode kemoterapijskih protokola, koje su takoder
djelotvorne, ukljucivale su dvije faze lijeCenja — indukciju 1 odrzavanje (LORIMIER 1 FAN,
2005.). Prva je ona koja je u visokoj dozi i sluzi u svrhu citotoksi¢ne kemoterapije, koja se

primjenjuje Cesto i u kratkim vremenskim intervalima pa tako ubija vecinu tumorskih stanica
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(LORIMIER i1 FAN, 2005.). Kasnije se primjenjuje doza odrzavanja koja je znatno niza i sluzi
kao prevencija ili odgadanje mikroskopskih promjena u smislu njegovog ponovnog razvijanja
1 rasta tih stanica. lako ovaj princip terapije dobro funkcionira, vlasnicima ¢esto kemoterapija
odrzavanja krene oduzimati previSe vremena s obzirom da ona zahtjeva dugogodisSnju i
relativno ucestalu primjenu. Osim toga, kod dugoro¢ne i produljene primjene doze odrzavanja
postoji moguénost javljanja ireverzibilne toksi¢nosti kostane srzi. Upravo se iz tog razloga, kod
multicentri¢nih limfoma visokog stupnja najcesce preskace lijecenje kemoterapijom kroz dulji

period vremena putem doze odrzavanja (LORIMIER 1 FAN, 2005.).

2.4.5.1. Remisija

Remisija u onkoloskih pacijenata oznacava djelomican ili potpun prestanak klini¢kih
znakova bolesti nakon terapije, odnosno kad su se oni smanjili ili uop¢e nisu vidljivi. Ona
oznaCava smanjenje veli¢ine tumorske mase, odnosno broja tumorskih stanica koje ju
sacinjavaju. Vecina pasa koja boluje od multicentricnog limfoma visokog stupnja, njih 75 do
90%, uspije u¢i u fazu remisije koja je najceS€e postignuta primjenom protokola terapije

baziranom na kombinaciji vise lijekova uz doksorubicin (LORIMIER i FAN, 2005.).

Procjena remisije nakon primjene odredene vrste terapije u ovih pacijenata poprili¢no je
otezana jer ne postoji standard veli¢ine povecanog limfnog ¢vora, posebice kad se u obzir uzme
razlika u veli¢ini Zivotinja iste vrste (osobito pasa) koja je jako varijabilna (WEISS 1
WARDROP, 2010.). Postoji nekoliko metoda koje se danas koriste u procjeni remisije,
medutim sve imaju svoje nedostatke. Jedna od njih je palpacija koja je jako subjektivna metoda
1 ne preporuca se osim kao orijentacijska metoda (WEISS i WARDROP, 2010.). Osim toga
postoji mjerenje pomi¢nom mjerkom, §to je dobro prilikom grubih procjena veli¢ine, ali otezava
procjenu prilikom ponovljenih mjerenja $to je posebno izrazeno kada to radi vise kliniara u
razli¢itom vremenu (WEISS i WARDROP, 2010.). Jedan od nacina uspostave sljedivosti je taj
da se prilikom evaluacije prate vodi¢i poput RECIST kriterija (engl. Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors), koji je objavljen 2000. godine i baziran je na uputama Svjetske
zdravstvene organizacije koje su objavljene prvi puta 1981. godine (WEISS i WARDROP,
2010.; SCHWARTZ i sur., 2016.). Navedeni kriteriji su ponovno pregledani i doradeni 2009.
godine gdje su ukljucene veée promjene, kao Sto su smanjenje broja lezija potrebnih za
odredivanje stupnja remisije, novije metode mjerenja limfnih ¢vorova kao bi se razlikovali

patoloski od normalnih i pojasnjenja novijih metodologija kojima se procjenjuje progresija
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bolesti (SCHWARTZ i sur., 2016.). Takoder, kao komplementarna metoda prilikom evaluacije
uz druge navedene metode moze se koristiti aspiracija tankom iglom (engl. Fine Needle
Aspiration, FNA) koja se radi iz perifernih limfnih ¢vorova periodicki kako bi se pratio citoloski
nalaz tumorskih stanica (WEISS i WARDROP, 2010.). Zadnja, ali svakako najrigoroznija
metoda evaluacije, koja se koristi je molekularna metoda kvantitativni PCR u realnom vremenu
(engl. Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction, gPCR) koja ima izrazito visoku

sposobnost detekcije tumorskih stanica u tkivima (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.4.5.2. Povratak bolesti (relaps)

Bitna stavka koja otezava lijecenje kod ovih pacijenata jest ta da iako se one mozda nalaze
u klinickoj remisiji, jo§ uvijek na odredenim mjestima sadrze maligne stanice (WEISS i
WARDROP 2010.). Upravo iz tog razloga kod vec¢ine pasa i macaka je relaps, odnosno
povratak bolesti, gotovo neizbjezan 1 skoro svi oni u konacnici prije ili kasnije relapsiraju
(LORIMIER i FAN, 2005.; WEISS i WARDROP 2010.). Jos uvijek je djelomi¢no nepoznato
objasnjenje ¢injenice da kemoterapija moze produljiti i poboljsati kvalitetu Zivota ovih Zivotinja
na nacin da reducira tumorske stanice, medutim nedovoljno da bi ih u potpunosti izlijecila
(WEISS 1 WARDROP 2010.). Urodeni otpor, koji predvida Goldie-Coldman hipoteza, zajedno
sa steCenim otporom vezanim uz regulaciju stani¢nog transportera kao $to je p-glikoprotein i
jedinstveno otporne mati¢ne stanice tumora, mogu djelomi¢no pomoc¢i u objasnjenju neuspjeha
kemoterapije u lijeCenju veéine veterinarskih onkoloskih pacijenata (WEISS 1 WARDROP
2010.). Bitno je napomenuti da je, zivotinje koje su u relapsu, moguce drugi, pa nekada i treci
puta vratiti u remisiju bolesti uz dobro odabranu terapiju (LORIMIER i FAN, 2005.). lako je
tome tako i postoji viSe izbora lijeCenja pacijenata koji imaju relaps limfoma, vecina ih se
suocava s neuspjehom kontrole ove bolesti nakon nekoliko mjeseci (WEISS i WARDROP
2010.).

2.5. Leukemija

Leukemija predstavlja grupu neoplasticnih poremecaja, koju karakterizira klonalna
proliferacija malignih hematopoetskih progenitornih stanica porijeklom iz kostane srzi (WEISS
1 WARDROP 2010.). Ona se javlja u svih domacih zivotinja i u ljudi, medutim u zivotinja

njezini uzroci nisu sasvim jasni i dovoljno istrazeni, iako se pretpostavlja da je kao i limfom
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vezana uz odredene genetske, okoliSne 1 infekcijske ¢imbenike (npr. virusi) (WEISS i
WARDROP 2010.). Kod domac¢ih Zivotinja javlja se rjede od limfoma, ali isto tako postoji

pretpostavka da u dijagnostici Cesto biva propustena.

Leukemije klasifikacijski uklju¢uju mnogo tipova i podtipova, medutim za lakSe
razumijevanje i olakSavanje klinickog rada postoji osnovna podjela prema kojoj se one kasnije
dijele. Na taj nacin su one prema WHO Kklasifikaciji definirane kao akutne ili kroni¢ne — s
obzirom na njihov razvoj, te mogu biti porijeklom stanica definirane kao limfati¢ne
(limfocitne/limfoblastne) ili mijeloi¢ne (Tablica 3.). Radi se o klasifikaciji koja je proizasla iz
kombinacije FAB i R.E.A.L. sustava i time objedinjuje viSe njihovih obiljezja. Akutne
podrazumijevaju velike stanice s citoloSkim fenotipom pretezito nezrelih stanica, dok su
kroni¢ne one s manjim i zrelijim stanicama (VAIL 1 sur., 2013.). Mijeloi¢ne neoplazije se dalje
dijele na granulocitne (ukljucujuc¢i podtipove neutrofilne, eozinofilne i bazofilne), monocitne,
eritroidne 1 megakariocitne (Tablica 4.) (DOBSON i sur., 2006.; WEISS i WARDROP 2010.).
Uz to, u nekim slu¢ajevima mijeloi¢ne leukemije mogu biti kombiniranog tipa stanica (WEISS
1 WARDROP 2010.). U osnovnoj klasifikaciji postoje Cetiri bazi¢na tipa leukemije €iji nazivi
proizlaze upravo iz kombinacija prethodno navedenih podjela — akutna limfoblasticna
leukemija (engl. Acute Lymphoblastic Leukemia, ALL), akutna mijeloblasti¢na leukemija (engl.
Acute Myeloid Leukemia, AML), kroni¢na limfocitna leukemija (engl. Chronic Lymphocytic

Leukemia, CLL) 1kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic Myelogenous Leukemia, CML).

Tablica 3: Klasifikacija leukemija

Akutna leukemija Kroni¢na leukemija
Mijeloidno porijeklo Akutna mijeloi¢na leukemija Kroni¢na mijeloi¢na
(AML) leukemija (CML)
Limfoidno porijeklo Akutna limfoblastna = Kroni¢na limfocitna
leukemija (ALL) leukemija (CLL)
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Tablica 4: Tipovi mijeloi¢nih leukemija

Mijeloi¢na leukemija
Granulocitna Monocitna Eritroidna Megakariocitna
neutrofilna
eozinofilna

bazofilna

U fizioloskim uvjetima iz hematopoetskih mati¢nih stanica (engl. Hematopoietic Stem
Cells, HSC), razvijaju se sve loze zrelih krvnih stanica. Svaka novonastala progenitorska stanica
ima odredenu hijerarhiju stanica i sve stanice imaju ograni¢en razvojni potencijal, pa ne
proliferiraju beskona¢no (WEISS 1 WARDROP 2010.). Za razliku od toga, leukemi¢ne maticne
stanice (engl. Leukemic Stem Cells, LSC), koje predstavljaju tumorske stanice koje su potrebne
za razvoj leukemije, zadrzavaju kapacitet beskonac¢ne proliferacije preko brojnih mutacijskih i
epigenetskih promjena. LSC potenciraju stvaranje svojih progenitorskih stanica koje nisu
sposobne uzrokovati normalnu stani¢nu diferencijaciju i zbog toga se javljaju brojne klonalne

tumorske stanice (WEISS 1 WARDROP 2010.).

2.5.1. Akutna leukemija

Akutna leukemija se pojavljuje u svih domacih zivotinja pa i u egzoti¢nih vrsta, ali
najznacajnija je u pasa 1 macaka (WEISS 1 WARDROP 2010.). Do nedavno su literature
navodile kako se akutnom leukemijom smatra ona kod koje se u kostanoj srzi nalazi vise od
30% blasta (DOBSON i sur., 2006.) te su se prema tome klinicari vodili u svom svakodnevnom
radu. Od nedavno se, prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije, leukemija smatra
akutnom kada se u krvi ili koStanoj srzi nalazi 20 ili viSe posto blasta, a dalje se klasificira s
obzirom na dominantnu, odnosno prevladavajucu stani¢nu liniju i time moze biti limfati¢na ili

mijeloicna (WADLEIGH i sur., 2012.).

Kada je rije¢ o akutnoj leukemiji, danas su aktualne dvije klasifikacije koje se najcesce
isprepli¢u, kako u radovima tako i u praksi. Jedna je FAB klasifikacija €iji je fokus usmjeren
na razlike u stani¢noj morfologiji i zrelosti stanica, a druga je nastala kao kombinacija

morfoloskih karakteristika stanica zajedno s klinickim oblikom, terapijom te prognostickim
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faktorima 1 predlozena je od strane Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) (ANGELESCU
isur., 2012.).

U akutnoj limfoblasti¢noj (limfocitnoj) leukemiji (ALL) stanice pokazuju malu
diferencijaciju, a stani¢ne populacije koje dominiraju su blasti i prolimfociti (WEISS i
WARDROP, 2010.). Akutna mijeloblasticna leukemija (AML) je ona kod koje se javlja
povecan broj leukocita u krvi te veci broj cirkuliraju¢ih atipi¢nih blasta, a stanice su
diferencirane u granulocitne, monocitne, eritrocitne 1 megakariocitne stani¢ne linije

(JUOPPERI1 DE HEER, 2004.; WEISS i WARDROP, 2010.).

Prema podacima istrazivanja provedenih na incidenciji ove bolesti u pasa i macaka, u pasa
je zabiljezeno vise AML, a u macéaka ALL. Sto se ti¢e spolne dispozicije, ¢ini se da kod pasa
kod macaka je u etiologiju umjesan FeLV pa je veliki postotak oboljelih macaka od ove bolesti
pozitivan na FeLV, njih i viSe od dvije tre¢ine (DOBSON 1 sur., 2006.; WEISS i WARDROP,
2010.). U danasnjoj dijagnostici i klasifikaciji ove bolesti najvise se koristi imunofenotipizacija,
koja koristi proto¢nu citometriju kao metodu izbora, za razliku od starijih metoda dijagnostike

koje su se preteZzito oslanjale na citokemijsku analizu enzima (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.5.1.1. Akutna limfoblasti¢na leukemija (ALL)

Akutna limfoblasti¢na leukemija primarno zahvaca koStanu srz i svojom proliferacijom
blastnih stanica zaustavlja normalnu hematopoezu te se iz tog razloga posljedi¢no javljaju
promjene poput anemije, trombocitopenije i neutropenije (DOBSON i sur., 2006.; WEISS i
WARDROP, 2010.). Ova bolest pretezito se javlja u mladih do srednje starih zivotinja, iako se
moze javiti 1 u starijih zivotinja, a progresija bolesti je agresivna i brza (DOBSON 1 sur., 2006.;
WEISS i WARDROP, 2010.). Akutna limfoblasti¢na leukemija osim koStane srzi zahvaca krv
1 periferne organe, a posebice jetru i slezenu (DOBSON i sur., 2006.).

Akutne limfoblasti¢ne leukemije razlikuju se s obzirom na prekursorke stanice od kojih
one nastaju, pa tako postoje ALL B- i T-stanica. Takoder, daljnja klasifikacija prema FAB
sustavu (engl. French-American-British) temelji se na njihovim morfoloSkim razlikama, zbog
¢ega su one oznacene kao L1 gdje su prisutne male jednolike stanice, L2 uz vece raznolike
stanice ili L3 ¢ije su stanice velike, raznolike i vakuolizirane. lako navedena klasifikacija vrijedi
za T 1 B-stani¢ne limfome, u primjeni se ¢eS¢e koristi i navodi ona vezana uz limfome iz

prekursorskih B-stanica (Tablica 5) jer je CeS¢e prisutna u veterinarskoj praksi (WEISS i
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WARDROP 2010.). Osim navedene, postoji 1 WHO klasifikacija ALL koja ¢ini kompleksniju
varijantu klasifikacije gdje su imunofenotipski definirana tri podtipa ove bolesti, a ukljucuju

prekursore B-stanica, T-stanicne prekursore i zrele B-stanice. Uz to, unutar kategorije

prekursora B-stanica

postoji

nekoliko  podtipova

koji mogu biti

identificirani

citogenetskim/molekularnim abnormalnostima (ANGELESCU i sur., 2012.).

Tablica 5. Klasifikacija akutne limfoblasti¢ne leukemije nastale iz prekursorskih B-stanica

TIPOVI ALL PREMA Morfoloska obiljezja Osnovne znacajke i znakovi
FAB KLASIFIKACIJI stanica bolesti
Homogena populacija Kod zivotinja dobre kondicije
stanica s okruglom dobro javlja se nagli gubitak apetita,
ALL-L1 obojanom jezgrom koja je prisutna je blaga
nesto veca od prosjeénog organomegalija, a slezena je
promjera eritrocita simetri¢no povecana
Stanice su vece, a jezgre su | Najcesca ALL u zZivotinja,
2 puta vece od prosjecnog prisutna blaga do umjerena
ALL-L2 promjera eritrocita. limfocitoza,
Jezgre imaju plitka 1 oStra izraZzena organomegalija
udubljenja slezene, jetre i/ili limfnih
¢vorova
IzraZena periferna
citoplazmatska Prisutna blaga
ALL-L3 vakuolizacija, a jezgre organomegalija
stanica su 2 do ¢ak 3 puta
vece od promjera eritrocita

T-stani¢na akutna limfoblasti¢na leukemija ne moze biti dijagnosticirana iskljucivo na
temelju stanicne morfologije, ve¢ je potrebna imunofenotipizacija. Kod Zivotinja nije dovoljno
istraZzena 1 ve¢ina poznatih informacija vezana je uz pojavu kod ljudi. Klinicke znacajke uvelike
su definirane zahva¢anjem koStane srzi ¢ime dolazi do drugih poremecaja u organizmu (Tablica

6.). Radi toga prisutna je citopenija, §to posljedicno dovodi do povecanog rizika za razne
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infekcije. Takoder, povecava se mogucnost krvarenja, a uz to zahvac¢eni mogu biti i visceralni

organi ¢ime se poremeti njihova struktura i funkcija (WEISS i WARDROP, 2010.).

Tablica 6: Akutna limfoblasti¢na leukemija nastala iz T-stanica

TIP OSNOVNA OBILJEZJA BOLESTI
T-STANICNA AKUTNA Periferna citopenija
LIMFOBLASTICNA LEUKEMIJA | Groznica
(T-ALL) Sklonost krvarenju
Disfunkcije 1 zatajenja organa

U B-stani¢noj akutnoj limfoblasti¢noj leukemiji tipa L1 (ALL-L1) uvijek su prisutne
blastne stanice u krvi, a ukupan broj leukocita u krvi moze biti normalan ili smanjen (WEISS i
WARDROP 2010.). Stanice su u razmazima homogene, s okruglim i dobro obojanim jezgrama
koje su do 1,5 puta vece od prosjecnog promjera eritrocita (Slika 10), a citoplazma je poprilicno
oskudna. U stanicama koje se nalaze u krvi su obi¢no prisutne mitoze, a kostana srz je apsolutno
uvijek zahvacena te se ponekad javlja ftiza sa smanjenjem eritropoetskih stanica i
megakariocita. Ukoliko su limfni ¢vorovi zahvaceni, javljaju se promjene u vidu atrofije
germinalnih centara s kolonizacijom unutarnjeg parakortikalnog podrucja i medularnog centra

sa stanicama (WEISS i WARDROP, 2010.).
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Slika 10. Aspirat koStane srzi psa koji boluje od ALL-L1, bojanje Wright — Giemsa

Vidljivo propadanje normalnih stanica i zamjena manjim neoplasti¢nim stanicama. Kromatin
je gusto obojan, a jezgrice nisu vidljive. Izrazena razlika u veli¢ini jezgara manjih stanica u
usporedbi s eritrocitima (Izvor: WEISS i WARDROP, 2010.)

Akutna limfoblasti¢na leukemija tipa L2 (ALL-L2) zahvaca koStanu srz, a pripadajuce
promjene u nalazu mogu ukljucivati srednje jaku limfocitozu uz leukopeniju te se predstavlja
bolest kako kuénih ljubimaca tako i domacih zivotinja (WEISS i WARDROP, 2010.). Za
razliku od ljudi, u kojih L1 i L2 nemaju neku pretjerano veliku biolosku razliku, kod Zivotinja
je razlika znacajna te se L2 tip u praksi javlja najcesce kod pacijenata koji obolijevaju od akutne
limfoblasti¢ne leukemije (WEISS i WARDROP, 2010.). Glavno obiljezje ovog tipa leukemije
jest da su jezgre neoplasti¢nih stanica 2 puta vece od prosje¢nog promjera eritrocita (Slika 11),
auzto na odredenim mjestima javljaju se ostra i plitka udubljenja jezgre (WEISS i WARDROP,
2010.).
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Slika 11. Krvni razmaz psa s ALL-L2, bojanje Wright — Giemsa

Kromatin se dobro boji, jezgre su 2 do 2,5 puta vece od promjera eritrocita, a
citoplazma je volumno minimalna. Prisutna je srednje jaka citoplazmatska
bazofilija, ali bez izrazene vakuolizacije ili granulacije (Izvor: WEISS i
WARDROP, 2010.).

Akutna limfoblasti¢na leukemija tipa L3 (ALL-L3) je ona koja je, uz zahvacdanje
kostane srzi, najéesce obiljezena organomegalijom, a javlja se u vecini sisavaca, s time da je
¢eS¢a u pasa i macaka te eventualno goveda, dok je rijetka u konja (WEISS 1 WARDROP,
2010.). Stanice kod ALL-L3 imaju izrazenu perifernu citoplazmatsku vakuolizaciju koju je
moguce pozitivno obojati mastima. Citoplazma je volumno sli¢na L2 tipu akutne limfoblasticne
leukemije te se boji izrazito bazofilno (Slika 12), a jezgre stanica su 2 do ¢ak 3 puta vece od

promjera eritrocita (WEISS 1 WARDROP, 2010.).
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Slika 12. Aspirat limfnog ¢vora psa s ALL-L3, preparat obojen prema Wright — Giemsi

Citoplazmatska vakuolizacija se naj¢esce javlja ispod citoplazmatske membrane, jezgre
imaju izrazenu blagu anizokariozu, a jezgrice su male i brojne (Izvor: WEISS i WARDROP,
2010.).

2.5.1.1.1. Korelacija ALL macaka i FeLV-a

Kao §to je ve¢ ranije spomenuto, viSe od dvije tre¢ine macaka koje boluju od akutne
limfoblasti¢ne leukemije pozitivno je na FeLV (WEISS i WARDROP, 2010.). Zanimljivo je
da su laboratorijski nalazi, klinicki simptomi i odgovor na terapiju sli¢ni istoj toj bolesti u ljudi,
pa su tako znakovi u jednih 1 drugih obi¢no nespecifi¢ni 1 ukljucuju bljedilo, letargiju, slabost,
anoreksiju i gubitak tezine (COTTER i ESSEX, 1977.). Cest je nalaz anemije, a iako je
leukocitoza moguca, ¢esc¢i je nalaz normalnog broja leukocita ili eventualno leukopenija, dok
su trombocitopenija i sklonost krvarenju ¢es¢i u ljudi nego zivotinja. Limfoblasti su obi¢no
prisutni u krvi kada je kostana srz infiltrirana leukemicnim stanicama, a u vrijeme postavljanja
dijagnoze kosStana srz je obi¢no hipercelularna s najviSe prolimfocita i blasta (COTTER 1

ESSEX, 1977.).
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2.5.1.2. Akutna mijeloi¢na leukemija (AML)

Kod mijeloi¢nih leukemija broj leukocita varira tako da je moguca pojava kako
leukopenije tako i leukocitoze, a organi koji su ¢esto zahvaceni su slezena, jetra i limfni ¢vorovi,
te osim toga tonzile, bubrezi, srce i S7ZS (WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.).
Hematoloske promjene kod ove bolesti ukljucuju neregenerativnu anemiju, neutropeniju,
trombocitopeniju uz ceS¢e infekcije 1 povecanu sklonost krvarenju, a u nekim slucajevima se
neoplasti¢ne stanice nalaze iskljuc¢ivo u kostanoj srzi (Slika 13), dok u perifernoj krvi ne, ¢ime
su takve leukemije stekle naziv leukemicne leukemije (WEISS 1 WARDROP, 2010.; VAIL i
sur., 2013.). Osim toga, u nekim slucajevima neoplasti¢ne stanice se u manjem broju mogu
pronaci u cirkulaciji uz normalan ili smanjen broj leukocita, te se takva leukemija naziva

subleukemicna leukemija (VAIL i sur., 2013.).

Akutne mijeloicne su, jednako kao S$to su i1 akutne limfoblasticne leukemije,
klasificirane, prema raznim klasifikacijama, u vise podtipova. U ovom radu naglasak je na FAB
klasifikaciji (Tablica 7) 1 dijagnostickim pokazateljima koji su vezani uz nj, iako postoji Sira 1
kompleksnija WHO klasifikacija koja se u praksi danas sve viSe koristi (WEISS i WARDROP,
2010.; ANGELESCU i sur., 2012.). U WHO klasifikaciji AML postoje Cetiri glavne kategorije
koje uklju¢uju AML s rekurentnim citogenetskim translokacijama, AML s viSelinijskom
displazijom, terapijsku (sekundarnu) AML 1 AML koja nije drugacije kategorizirana (gdje su
svrstani tipovi FAB klasifikacije) (ANGELESCU i sur., 2012.).

Kod pasa su zasad zabiljezeni svi tipovi mijeloicne leukemije osim promijelocitne
leukemije M3, a najcesce se javljaju akutna mijeloblastna M1 1 M2 te akutna mijelomonocitna

leukemija M4 (VAIL i sur., 2013.).

Za razliku od akutne limfoblasti¢ne leukemije, maligne stanice kod akutne mijeloi¢ne
leukemije su vece, imaju manji omjer jezgre prema citoplazmi, obilniju citoplazmu te mogu

sadrzavati citoplazmatske vakuole i azurofilna zrnca (WEISS 1 WARDROP, 2010.).
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Slika 13. Citoloski prikaz uzorka aspirata kosStane srzi psa koji boluje od akutne mijeloicne
leukemije., bojanje Wright Giemsa

a. UobicCajena normalna hematopoeza djelomi¢no je zamijenjena infiltracijom tumorskim
stanicama. b. Vidljiva homogena populacija nezrelih mijeloidnih stanica u koStanoj srzi, u
preparatu prisutna jedna mitotska figura (Izvor: MOCHIZUKI i sur., 2014.)

Tablica 7. FAB klasifikacija akutne mijeloi¢ne leukemije u veterinarskoj medicini (Izvor:

WEISS 1 WARDROP, 2010.)
TIPOVI AML

Akutna nediferencirana leukemija (engl.

Acute Undifferentiated Leukemia, AUL)

Minimalno diferencirana AML (engl.
Acute myeloblastic leukemia, minimally
differentiated, AML-M0)

AML bez sazrijevanja (engl. Acute
myeloblastic leukemia without
maturation, AML-M1)

AML sa sazrijevanjem (engl. Acute
myeloblastic leukemia with maturation,
AML-M2)

Akutna promijelocitna leukemija (engl.

Acute promyelocytic leukemia, AML-M3)

Dijagnosticki pokazatelji

Blastnim  stanicama  nedostaju  svi

morfoloski, ultrastrukturni, citokemijski 1
imunoloski markeri

Mijeloidna loza potvrdena ultrastrukturom
MPO pozitivnih granula

Negativno na limfoidne antigene

<10% ukupnog broja svih stanica s jezgrom
(engl. All nucleated cells, ANC) pokazuje
granulocitnu diferencijaciju

>10%  ANC

pokazuje  granulocitnu

diferencijaciju

>20% ANC su mijeloblasti 1 abnormalni

promijelociti
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Akutna mijelomonocitna leukemija (engl.
Acute myelomonocytic leukemia, AML-

M4)

Akutna monoblasti¢na leukemija (engl.

Acute monoblastic leukemia, AML-M5a)

Akutna monocitna leukemija (engl. Acute

monocytic leukemia, AML-MS5b)

Akutna eritroleukemija (engl. Acute

erythroleukemia, AML-Mé6a)

Akutna eritroleukemija uz eritroidnu
predominaciju (engl. Acute
erythroleukemia with erythroid
predominance, AML-MG6b, Cista
eritroleukemija)

Akutna megakarioblasticna leukemija
(engl. Acute megakaryoblastic leukemia,
AML-M7)

Kod zivotinja tipicno nadene hipogranularne
varijante

>20% ANC su mijeloblasti, monoblasti 1
promonociti

>20% ANC je zrele granulocitne linije
>20% ANC je zrele monocitne linije

>80% ANC je monocitnog porijekla

7]

najmanje 20% mijeloblasta, monoblasta 1
promonocita
>50% monocitnih stanica ¢ine monoblasti

>80% ANC je monocitnog porijekla

wn

najmanje 20% mijeloblasta, monoblasta 1
promonocita

>50% monocitnih stanica ¢ine promonociti
>50% ANC je eritroidnog porijekla
>20% ne-eritroidnih stanica (engl. non-
erythroid cells, NEC) ¢ine mijeloblasti
>20%  ANC ¢ine mijeloblasti  1ili
proeritroblasti

>20% ANC c¢ine mijeloblasti ili rubriblasti

>20% ANC su blasti

>50% blastnih stanica ¢ine megakarioblasti

Akutna nediferencirana leukemija (engl. AUL, Acute Undifferentiated Leukemia)

Smatra se onom gdje su dominantne stanice toliko nezrele da svojim porijeklom nisu
prepoznatljive kao mijeloicne ili limfaticne, a jezgra im je ekscentri¢no polozena, jezgrica

izrazena i citoplazma blago bazofilna (WEISS i WARDROP, 2010.).
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Akutna mijeloblastna leukemija (AML-MO, M1 1 M2)

Akutna mijeloblastna leukemija se dijeli u tri podtipa, M0, M1 1 M2, a zajednicko im je
obiljezje prisutnost neregenerativne anemije i1 trombocitopenije, dok je broj leukocita
varijabilan pa tako moze biti poviSen, normalan ili snizen, ali zbog oslabljenog sazrijevanja

neutropenija je uvijek prisutna (WEISS i WARDROP, 2010.).

Akutna promijelocitna leukemija (AML-M3)

Bolest koja nije zabiljeZena u vecine Zivotinja, a prema trenutnim podacima javila se
samo jednom u vepra/nerasta i transgenskog modela misa te je obiljeZena pojavom atipi¢nih

promijelocita u kostanoj srzi ili krvi (WEISS i WARDROP, 2010.).

Akutna mijelomonocitna leukemija (AML-M4)

Stanice su mijeSane loze, a dijagnoza bolesti moze biti postavljena tek nakon $to su
zadovoljeni odredeni kriteriji, tj. viSe od 20% ANC moraju ¢initi blasti, visSe od 20% stanica
mora pripadati monocitnoj lozi i viSe od 20% njih mora pripadati granulocitnoj lozi (WEISS 1

WARDROP, 2010.).

Akutna monocitna leukemija (AML-M5)

Dijeli se na dva podtipa koji se razlikuju prema zrelosti stanica - vecinski nezrele stanice
odreduju akutnu monoblasti¢nu leukemiju M5a, a zrelije akutnu monocitnu leukemiju M5b.
Oba tipa stani¢no zadovoljavaju da je vise od 80% ANC monocitnog podrijetla i da je vise od
20% mijeloblasta, monoblasta i promonocita. Kod AML-M5a vise od 50% monocita su
monoblasti, dok su kod AML-M5b viSe od 50% monocita promonociti (WEISS 1 WARDROP,
2010.).

Akutna eritroleukemija (AML-M6)

Kod ove leukemije razlikuju se dva podtipa ovisno o stani¢noj dominaciji, gdje se

akutna eritroleukemija AML-M6a pretezito javlja u ljudi, dok akutna eritroidna leukemija uz
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eritroidnu predominaciju AML-M6b predstavlja oblik koji se najceSce javlja u veterinarskih

pacijenata, a ve¢inu njih ¢ine FeLV-pozitivne macke (WEISS i WARDROP, 2010.).

Akutna megakarioblasti¢na leukemija (AML-M7)

Osim $§to se kod ovog tipa leukemije nalazi vise od 20% blasta u koStanoj srzi, barem

50% njih mora biti megakarioblasta (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.5.1.3. Klini¢ki znakovi bolesti

Klini¢ka slika bolesti akutne leukemije je u pravilu nespecifi¢na, te su za razliku od
limfoma znakovi bolesti od pocetka prisutni i poprili¢no izrazeni (WEISS i WARDROP,
2010.). Kod pasa se moze javiti anoreksija, letargija, gubitak tezine, vruéica, izmjeni¢na
Sepavost na razli¢itim udovima i1 neuroloski znakovi, a osim toga ucestali nalaz ove bolesti su
takoder spleno- i hepatomegalija te petehije, ekhimoze i generalizirana limfadenopatija (WEISS
1 WARDROP, 2010.). Neki od navedenih klini¢kih znakova poput anoreksije, gubitka tezine i
letargije posebice su izraZzeni u pasa koji boluju od akutne limfoblasticne leukemije, a
splenomegalija kod tih pacijenata predstavlja ve¢ tipi¢an nalaz (VAIL 1 sur., 2013.). Takoder,
osim navedenog mogu se javiti umor, oralne lezije, pojave modrica po tijelu, poviSena tjelesna
temperatura i infekcija, a kod akutne mijeloi¢ne leukemije ucestala je perirektalna infekcija
(WADLEIGH i sur., 2012.). Anemija, neutropenija i trombocitopenija su jace izrazene nego u
pacijenata koji obolijevaju od kroni¢nih oblika ove bolesti, §to nerijetko uzrokuje po zivot
opasna stanja zbog brze progresije i1 jaeg intenziteta same bolesti (VAIL i sur., 2013.).
Infiltracija koStane srzi tumorskim stanicama Cesto je opsezna, a osim toga neoplasti¢ne stanice
je moguce pronaci u perifernoj krvi vecine pasa, dok je broj bijelih krvnih stanica poviSen i to
posebice u onih koji boluju od akutne limfoblasti¢ne leukemije (WEISS i WARDROP, 2010.;
VAIL 1 sur., 2013.). Razlikovanje akutne leukemije od limfoma visokog stadija predstavlja
veliki izazov u klinickom radu, medutim razvojem dijagnostike danas ih je moguce razluciti,
pa tako npr. u pasa koji imaju jako izrazene znakove sistemske bolesti, pancitopeniju ili veci
postotak blasta u kostanoj srzi je vjerojatnije da boluju od akutne leukemije nego od limfoma
(WEISS 1 WARDROP, 2010.). Osim toga, u razlikovanju se Cesto koristi ve¢ prethodno
spomenuta imunofenotipizacija u kojoj je kod akutne leukemije CD34 vecinski eksprimiran i

pozitivan, a kod limfoma je isti negativan u 70 i viSe posto vremena tijekom bolesti (WEISS i
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WARDROP, 2010.). Kod macaka se, izuzev prisustva u kosStanoj srzi, ceSce javlja infiltracija
tumorskih stanica i u druge organe za razliku od iste bolesti u pasa, a simptomi bolesti su gotovo
identi¢ni onima u pasa. Radi potencijalne sveze ove bolesti s infektivnim uzrocima, svim
mackama kod kojih se sumnja na leukemiju, preporuca se testiranje na FeLV 1 FIV (WEISS 1

WARDROP, 2010.).

2.5.1.4. Prognoza i lijeCenje

Sve akutne leukemije u pasa i macaka imaju loSu prognozu bolesti te se kod njih remisije
rijetko postizu, a Cak 1 u tom slucaju vrijeme prezivljavanja nije duze od nekoliko mjeseci
(WEISS i WARDROP, 2010.). Zivotinje najée$¢e imaju izraZenu citopeniju, a upravo ta
promjena krvne slike najdramaticnije je izraZena u vidu neutropenije, trombocitopenije i
anemije koje jako utjecu na sam organizam (VAIL i sur., 2013.). Kod macaka, a i kod pasa,
lijeCenje se, osim kemoterapije, sastoji od potporne terapije ukljucujuéi transfuziju krvi,
antibiotike i nutritivne podrske sustava (WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.). Kod
ovih pacijenata potreban je stalno prac¢enje kako bi se izbjegle pojave poput sepse, krvarenja i
diseminirane intravaskularne koagulopatije, a usprkos tome cak i kod pasa koji su propisno
lijeceni, viSe od polovice njih u konacnici ugiba od sepse ili krvarenja (WEISS i WARDROP,
2010.; VAIL i sur., 2013.). Vecina protokola lije¢enja ovih Zivotinja nije nikada specificno
prilagodena Zivotinjama, ve¢ je izvedena iz kemoterapijskog protokola humanih onkoloskih
pacijenata koji boluju od sli¢nih bolesti, ali sve zivotinje koje boluju od akutne leukemije bilo
koje vrste zahtijevaju intenzivnu njegu 1 lijecenje (WEISS 1 WARDROP, 2010.). Akutna
limfoblasti¢na leukemija u pravilu se lije¢i kombinacijom istih ili slicnih protokola koji se
koriste u lije¢enju limfoma, s tim da se preferiraju oni koji sadrze citostatik doksorubicin
(WEISS 1 WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.). U usporedbi s limfomom, lijeenje je manje
uspjesno 1 poprilicno razoCaravajuée — remisije su rjede i krace, a vrijeme prezivljavanja iznosi
u prosjeku 1 do 3 mjeseca (WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.). Sto se ti¢e akutne
mijeloblasti¢ne leukemije, prognoza je jo§ gora — veéina Zivotinja ugiba ili je eutanazirana
nedugo nakon potvrde dijagnoze zbog izuzetno loSeg stanja (WEISS i WARDROP, 2010.). U
onih zivotinja koje se lije¢e koristi se citozin-arabinozid 1 to samostalno ili u kombinaciji s
ostalim ve¢ prethodno spomenutim kemoterapeuticima, najceS¢e s doksorubicinom ili
ciklofosfamidom, a osim toga za lijeCenje akutne mijeloi¢ne leukemije Cesto se koriste
vinkristin i prednizon. Remisije su takoder iznimno rijetke i kada se jave kratkog su vijeka, pa
zivotinja ubrzo nakon toga ugiba (WEISS i WARDROP, 2010.).
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2.5.2. Kroni¢na leukemija

Osnovnu podjelu kroni¢ne leukemije ¢ine kroni¢na limfocitna i kroni¢na mijeloi¢na
leukemija, koje imaju svoje podtipske varijante (WEISS i WARDROP, 2010.). O kroni¢noj
leukemiji nije poznato puno i ona se u pravilu javlja rjede nego akutna, a vecina studija
pokazuje da pogada pse i macke starije zivotne dobi iako uzroci bolesti i dalje nisu u potpunosti
razjasnjeni (DOBSON i sur., 2006.; WEISS i WARDROP, 2010.). Osim toga, u pasa je ceSc¢a
pojava kroni¢ne limfocitne leukemije nego one mijeloi¢nog porijekla, dok u macaka oba tipa

imaju jednako iznimno rijetku pojavu u populaciji (DOBSON i sur., 2006.).

Kroni¢nu limfocitnu leukemiju karakterizira klonalna neoplasti¢na proliferacija malih i
naizgled morfoloski zrelih limfocita koja se manifestira kao perzistentna periferna limfocitoza,
a pod tim pojmom smatra se stanje kada naizgled zrele limfocitne stanice perzistiraju u
organizmu dulje od tri mjeseca (WEISS i WARDROP, 2010.). Ta leukemija je u zivotinja, za
razliku od ljudi, pretezito T-limfocitnog proliferacijskog porijekla stanica, a u pasa citotoksi¢na
T-stani¢na proliferacija dominira morfoloskim oblicima granuliranih limfocita dok su u macaka

cesce prisutne T-pomocnicke stanice (WORKMAN i1 VERNAU, 2003.).

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic myelogenous leukemia, CML) smatra se
izuzetno rijetkom u pasa i macaka, a ukljucuje kroni¢nu mijelogenu ili granulocitnu, kroni¢nu
monocitnu i kroni¢nu mijelomonocitnu leukemiju te su klinicki znakovi bolesti gotovo identi¢ni

onima koji se javljaju u kroni¢ne limfocitne leukemije (WEISS i WARDROP, 2010.).

2.5.2.1. Kroni¢na limfocitna leukemija (engl. Chronic Lymphocytic Leukemia, CLL)

Pacijenti koji obolijevaju od ove bolesti u koStanoj srzi imaju vise od 30% malih limfocita,
a sli¢ne stanice mogu se pronaci i u perifernoj krvi te se bolest odvija proliferacijski sporo jer
se dugo zivuce stanice postupno akumuliraju u srzi (DOBSON 1 sur., 2006.; WEISS i
WARDROP, 2010.). Cirkuliraju¢a limfocitoza predstavlja gotovo patognomonican nalaz za
ovu bolest, a osim toga limfocitoza je prisutna i u kostanoj srzi (DOBSON i sur., 2006.; WEISS
1 WARDROP, 2010.).

Kod kroni¢ne limfocitne leukemije kod koje su neoplasti¢ne stanice porijeklom iz B-
stanica, razlikujemo dvije vrste stanica, pa su tako kod macaka prisutne male stanice s okruglom
jezgrom koje su 1 do 1,5 puta vece od promjera eritrocita te imaju suzenu citoplazmu, a u pasa

se osim navedenih javlja 1 drugi tip stanica koje imaju vecu jezgru i obilniju citoplazmu, koja
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se boji svijetlije 1 te su stanice sli¢nije onima koje se javljaju u ljudi, a predstavljaju progresiju

bolesti (WEISS i WARDROP, 2010.).

Kao $to je ranije spomenuto, T-stani¢na limfocitna leukemija je u domacih zivotinja CeSc¢a
pojava, a njih ¢ine stanice koje su male do srednje veli¢ine s ovalnom jezgrom i glatkim
kromatinom te blago bazofilno obojenom citoplazmom, koja moze imati azurofilne granule
(WEISS i WARDROP, 2010.). Uglavnom predstavlja indolentnu bolest koja se slucajno
dijagnosticira, a infiltracija kosStane srzi nije dosljedna i periferna citopenija je rijetka (WEISS

1 WARDROP, 2010.).

2.5.2.2. Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (engl. Chronic Myelogenous Leukemia, CML)

Ovu bolest ponekad je tesko razlikovati od infekcijskih i upalnih procesa koji uzrokuju
izrazito jaku neutrofiliju (leukemoidna reakcija) jer se upravo i kod kroni¢ne mijeloicne
leukemije javlja neutrofilija s izrazenim skretanjem u lijevo, a neutrofili mogu iskazivati
odredene atipi¢ne i displasti¢ne promjene (DOBSON i sur., 2006.). Cesto se javljaju promjene
kao Sto su hepatosplenomegalija zbog infiltracije granulocitima, koStana srz je hipercelularna
uz dominaciju zrelih granulocita 1 s poviSenim brojem nezrelih stanica, s time da mijeloblasti
ne prelaze 20% (DOBSON i sur., 2006.), a ponekad se javljaju anemija, trombocitopenija ili
trombocitoza (WEISS i WARDROP, 20120.).

2.5.2.3. Znakovi bolesti

Znakovi bolesti kod kroni¢ne limfocitne leukemije naj¢esce nisu vidljivi i bolest se odvija
asimptomatski, a u slu¢aju da su oni prisutni, nespecificni su i ukljucuju letargiju, spor
progresivan gubitak na tezini 1 eventualno smanjen apetit, a prilikom klinickog pregleda moze
se primijetiti blago izrazena generalizirana limfadenopatija te spleno— i hepatomegalija (WEISS
i WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.). Ova bolest Cesto se dijagnosticira nakon slucajnog
nalaza limfocitoze prilikom rutinskog pregleda gerijatrijskih pacijenata, prije planiranog
operativnog zahvata ili evaluacije stanja zivotinje radi neke druge bolesti pomocu navedenih

pretraga (WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL 1 sur., 2013.).

Laboratorijski nalaz kod ovih pacijenata ukljucuje leukocitozu i to najcesce uz apsolutnu
limfocitozu, normocitnu normokromnu neregenerativnu anemiju (u vise od 50% pasa) i
trombocitopeniju (25-50% pasa). Kod macaka se u vecini slucajeva javljaju anemija (61%),
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trombocitopenija (38%) 1 neutrofilija (50%), a neutropenija je prisutna samo u nekim
slucajevima (16%) (WEISS i WARDROP, 2010.). Klini¢ki znakovi isto kao i nalaz prilikom
klini¢kog pregleda Zivotinja koje boluju od CML vrlo su sli¢ne onim pacijentima s CLL, a
hematoloski nalaz kod kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije u pasa je oskudno obraden, a dosad je
poznato da se kod Zivotinja javlja leukocitoza sa skretanjem u lijevo uz mijelocite i ponekad
mijeloblaste (WEISS i WARDROP, 2010.). Sto se ti¢e stani¢ne infiltracije, ona je desto vezana
uz zrelije oblike stanica (Slika 14) te se mogu javiti znakovi displazije stanica u smislu

hipersegmentacije, prstenastih jezgri i divovskih oblika.

Slika 14. Razmaz krvi psa koji boluje od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije, bojanje Wright Giemsa

Vidljivo povecanje broja granulocita prisutnih u preparatu. b. U perifernom razmazu krvi psa
koji boluje od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije uoCeno povecanje broja zrelih i1 nezrelih
granulocita. (Izvor: MOCHIZUKI i sur., 2014.)

2.5.2.4. Prognoza i lijecenje kroni¢ne leukemije

Kroni¢na limfocitna leukemija je sporo progresivna bolest i neki psi uopce ne zahtijevaju
lijecenje kroz odredeni period nakon postavljanja dijagnoze, a isto tako zabiljeZen je jedan
slucaj psa koji je uz ovu bolest prezivio ¢ak dvije godine bez ikakve terapije (VAIL 1 sur.,
2013.). Veliki znacaj u prognozi i lijeCenju ima oblik bolesti koji moze biti jednostavan
(limfocitoza, bez citopenije) kad se bolest ponasa dosta tromo i ne napreduje brzo te ju je
mogucée drzati pod kontrolom, ili kompliciran (limfocitoza uz citopeniju, anemija,
paraneoplasti¢ni sindrom, jaka infiltracija pojedinih organa i slicno) (WEISS i WARDROP,
2010.). Uz pravovremeno i ispravno lijecenje psi mogu zZivjeti s tom boles¢u i vise od tri godine
u slucaju jednostavnog oblika bolesti, dok je kod kompliciranog oblika bolesti prognoza

drugacija, ali isto tako prema podacima lijecenja takvih pacijenata vidljivo je da se u nekim
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sluajevima njihov zivot moze produziti za 1 pa ¢ak 1 do 3 godine (WEISS 1 WARDROP,
2010.).

S obzirom na velike razlike u tezini klinicke slike u ovih pacijenata, lijeCenje Zivotinja s
istom bolesti ne mora biti provedeno na identi¢an nacin te se iz tog razloga na nekim
pacijentima primjenjuje samo aktivno pracenje (najces¢e kod asimptomatskih, uz slabu do
srednje izrazenu limfocitozu), koje se najceS¢e provodi jednom do dva puta mjesecno uz
klinicki pregled zZivotinje 1 kompletnu krvnu sliku (WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL i sur.,
2013.). Bitno je da se kod tih pacijenata kroz odredene vremenske periode prati porast broja
limfocita iz periferne krvi i/ili prisutnost drugih sistemskih znakova bolesti, a kada je uocena
progresija bolesti tada se prelazi na kemoterapiju (WEISS i WARDROP, 2010.). Do sada se
najdjelotvornijim lijekom pokazao klorambucil koji se zivotinjama daje oralno, ali osim toga
psi se Cesto lijece kombinacijom klorambucila i kortikosteroida (naj¢esce prednizona), a u¢inak
terapije je najcesce vidljiv tek kroz mjesec dana, $to kod nekih moze iznositi i do Sest mjeseci
(WEISS i WARDROP, 2010.; VAIL i sur., 2013.). Bitno je napomenuti da je lijecenje kroni¢ne
limfocitne leukemije primarno palijativno i da su kompletne remisije iznimno rijetke, a osim
toga postoji Sansa da se u ovih pacijenata bolest razvije u smjeru akutne faze i da psi razviju

oblik limfoma koji je brzo-progresivan i loSe odgovara na terapiju (VAIL i sur., 2013.).

Lijecenje pacijenata koji boluju od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije izvedeno je iz protokola
lije¢enja humanih pacijenata, a sude¢i prema istrazivanjima prognoza bolesti je loSija od one u
pacijenata s CLL pa tako vrijeme prezivljavanja ovih Zivotinja, ¢ak i uz pravodobnu terapiju,

iznosi 4 do 15 mjeseci (WEISS i WARDROP, 2010.).

Prognoza kroni¢ne leukemije je svakako bolja od one u akutne leukemije, a glavni cilj
lijecenja jest taj da se krvna slika normalizira, odnosno da se broj krvnih stanica u perifernoj
krvi ustabili u referentnom intervalu fizioloskih vrijednosti, te kad se postigne remisija prelazi
se na terapiju odrzavanja, s ciljem zadrzavanja stanica u priblizno jednakom broju (VAIL i sur.,

2013.).
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3. ZAKLJUCCI

1. Hematoloske neoplazije rezultat su kontinuiranih brojnih mutacija koje mijenjaju DNK
normalnih stanica. Zbog promjene u genetskom materijalu razvijaju se tumorske stanice koje
su jedinstvene i1 imaju viSe obiljezja koja im omogucuju zaobilazenje vanjskih i unutarnjih

regulatornih mehanizama, kako u Zivotinjskom, tako i u ljudskom organizmu.

2. Leukemije 1 limfomi su prema nacinu nastanka i1 klini¢kim znakovima poprili¢no sli¢ne,
medutim njihovi uzroci, prognoza bolesti i lijeCenje mogu se znatno razlikovati, a bez obzira
na odgovor organizma na kemoterapiju u bilo kojoj od navedenih ucestala je pojava povratka

bolesti (relaps).

3. Najznacajniji oblici i vrste limfoma u danasnje vrijeme predstavljaju multicentri¢ni limfom
kod pasa, macji limfom kao hematoloska neoplazija vezana uz FeLV infekciju i enzootska

leukoza goveda ¢iji je uzrocnik BLV.

4. Cetiri osnovna tipa leukemije su akutna limfoblastiéna leukemija, akutna mijeloblasti¢na

leukemija, kroni¢na limfocitna leukemija i kroni¢na mijeloi¢na leukemija.

5. Osim §to je prema FAB klasifikaciji akutna limfoblasti¢na leukemija razvrstana s obzirom
na podrijetlo prekursorskih stanica T i B, daljnje podjele ukljucuju razlike u stani¢noj

morfoloskoj gradi ¢ime one mogu biti klasificirane kao L1, L2 ili L3.

6. ALL-L2 predstavlja naj¢es¢u akutnu limfoblasticnu leukemiju Zivotinja, a incidencija ALL
je najveca u macaka. Vise od dvije tre¢ine macaka koje boluju od leukemije pozitivno je na

FeLV.

7. Akutna mijeloi¢na leukemija je najcesc¢a u pasa i to u obliku AML-M1, AML-M2 i AML-
M4.

8. O kroni¢noj leukemiji jo$ uvijek dosta informacija nije poznato, ali prema trenutnim

podacima ona se javlja rjede nego akutna i pogada pse i macke starije zivotne dobi.

9. Kemoterapijom 1 ostalim popratnim terapijama limfom i leukemiju moguce je viSe ili manje
dovesti u stanje stagnacije, remisije ili trenutne neaktivnosti tumorskih stanica. Kvaliteta Zivota
oboljelih Zivotinja za vrijeme terapije znatno je poboljSana, a zivotni vijek Zivotinja u najboljim

slu¢ajevima produljuje se na vremenski period od maksimalno nekoliko godina.
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5. SAZETAK

Patofiziologija leukemija i limfoma

Cilj ovog rada bio je poblize opisati patofiziologiju leukemija i limfoma viSe vrsta Zivotinja,

uz naglasak na pse i macke.

Patofiziologija leukemija i limfoma u Zivotinja nije dovoljno razjasnjena i treba dodatnu
sistematizaciju 1 klasifikaciju, uz dodatne animalne modele i istrazivanja kako bi se rasvijetlile

mnoge nepoznanice od etiologije do mehanizma nastanka bolesti.

Pojava hematoloskih neoplazija vezana je uz stani¢ni ciklus 1 njegovu kontrolu te se javlja
zbog greSaka u istom u kombinaciji sa specificnim obiljezjima tumorskih stanica Sto rezultira

brojnim mutacijama i nekontroliranim diobama jednom zdravih i funkcionalnih stanica.

Limfom 1 leukemija razliite su bolesti, ¢ija je osnovna razlika da se leukemija primarno
javlja u kostanoj srzi i krvi te zahvaca, vise ili manje, sve krvne loze. Limfom zahvaca iskljucivo
limfocite te se javlja u pojedinim organima i to najces¢e u onima koji ¢ine osnovu imunosnog

odgovora, gdje je prisutna najveca koncentracija limfocita.

Limfom, koji potjece od stanica imunoloSkog sustava — limfocita, moze biti T ili B
stani¢nog podrijetla, a osim toga moze se razlikovati prema svojoj anatomskoj lokaciji,
imunofenotipu, histoloskoj gradi i bioloSkom ponaSanju. Klini¢ki oblici su brojni, a incidencija
navedenih razlikuje se od vrste do vrste, gdje je u pasa najCeSca varijanta multicentricnog
oblika. Kod macaka je to limfom gastrointestinalnog trakta uz $to je sama pojava bolesti ¢esto
u svezi s pozitivnim nalazom FeLV-a. U farmskih Zivotinja jedini znacaj pridodaje se
enzootskoj leukozi goveda €iji je uzro¢nik retrovirus roda Deltaretrovirus i pogada govedo,
ovce 1 koze. Patogeneza enzootske leukoze goveda se odvija na nacin da se virusna DNK
integrira u DNK stanice domacina pomoc¢u enzima reverzne transkriptaze, a primarno inficira
B-stanice i uzrokuje perzistentnu limfocitozu. Bolest zahvaca samo odrasle jedinke i ve¢ina ih

u pravilu ne razvija klini¢ke znakove, a suzbija se prema ,,Naredbi o mjerama zastite zdravlja

zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti i njihovom financiranju u 2021. godini®.

Leukemiju obiljezava proliferacija malignih hematopoetskih stanica, koje su svojim
porijeklom iz koStane srZi i javlja se u svih domacih Zivotinja i to rjede od limfoma. Dijeli se

na akutnu ili kroni¢nu i limfaticku (limfocitnu/limfoblastnu) ili mijeloi¢nu pa tako razlikujemo
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akutnu limfoblasticnu leukemiju (ALL), akutnu mijeloblasti¢nu leukemiju (AML), kroni¢nu

limfocitnu leukemiju (CLL) i kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju (CML).

Akutna limfoblasticna leukemija pokazuje malu stani¢nu diferencijaciju, a dominantna
stani¢na populacija su blasti i/ili prolimfociti, dok je akutna mijeloblasti¢na leukemija ona kod
kojih je prisutna leukocitoza, uz veéi broj cirkuliraju¢ih atipi¢nih blasta te su stanice
diferencirane u granulocitne, monocitne, eritrocitne i megakariocitne stani¢ne linije. Kod pasa
je zabiljezeno veca incidencija akutne mijeloblasticne leukemije, a u macaka akutne
limfoblasti¢ne leukemija te je ona, kao 1 kod limfoma, Cesto u korelaciji s infekcijom macjim

virusom leukemije.

Kroni¢na leukemija moze biti limfaticna ili mijeloi¢na, koje imaju svoje podtipske
varijjante. O njima nije poznato puno i javljaju se rjede nego akutne, a studije pokazuju da
pogadaju pse 1 macke starije Zivotne dobi. U macaka se oba tipa javljaju u populaciji izuzetno
rijetko, dok je kod pasa ipak zabiljezena nesto ¢eSc¢a pojava kroni¢ne limfocitne leukemije nego
one mijeloi¢nog porijekla. Kroni¢na limfocitna leukemija se ocituje kao perzistentna periferna
limfocitoza, a limfociti su morfoloski zreli i perzistiraju u organizmu dulje od tri mjeseca.
Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML) ukljucuje nekoliko podtipova - kroni¢nu mijeloi¢nu ili
granulocitnu, kroni¢nu monocitnu i kroni¢nu mijelomonocitnu leukemiju, a klinicki se o€ituje

gotovo identi¢no kao i kroni¢na limfocitna leukemija.

Kljucne rijeci: limfom, leukemija, akutna, kroni¢na, limfociti, leukociti

60



6. SUMMARY

Pathophysiology of leukemia and lymphoma

The aim of this paper was to describe the details of the pathophysiology of leukemias and

lymphomas of several animal species, with emphasis on dogs and cats.

The pathophysiology of leukemias and lymphomas in animals is not sufficiently elucidated
and needs additional systematization and classification, with additional animal models and
research in order to resolve many of today’s unknowns, from etiology to the mechanisms of the

two diseases.

The occurrence of hematological neoplasms is related to the cell cycle and its control and
occurs due to errors in it. Precisely this, in combination with specific characteristics of tumorous
cells, results in numerous mutations and uncontrolled divisions of once before healthy and

functional cells.

The main difference between leukemia and lymphoma is that leukemia occurs primarily in
the bone marrow and blood affecting almost all cell lineage. Lymphoma affects only
lymphocytes, and it occurs in certain organs. It is most often seen in organs which have the

highest concentration of lymphocytes - those that form the basis of the immune response.

Lymphoma, which originates from cells of the immune system - lymphocytes, can by its
cellular origin be of T or B type, and in addition may differ according to its anatomical location,
immunophenotype, histological structure and biological behavior. Clinical forms are numerous,
and the incidence of these varies from species to species, where in dogs the most common
variant is the multicentric form. In cats, it is a lymphoma of the gastrointestinal tract, and the
onset of the disease is often associated with a positive FeLV test. The most important disease
variant in farm animals is the enzootic bovine leukosis, which is caused by a retrovirus of the
genus Deltaretrovirus and it affects cattle, sheep, and goats. The pathogenesis of enzootic
bovine leukosis starts when viral DNA integrates into the DNA of the host cell by reverse
transcriptase enzyme, and it primarily infects B cells and causes persistent lymphocytosis. The
disease affects only adult bovine and most of them do not usually show clinical signs. This
disease is controlled by the law according to the "Order on measures to protect animal health

from infectious and parasitic diseases and their financing in 2021."
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Leukemia is characterized by the proliferation of malignant hematopoietic cells, which
originate from the bone marrow. It occurs in all domestic animals, and it is less frequent than
lymphoma. It is classified into acute or chronic, and lymphoid (lymphocytic/lymphoblastic) or
myeloid, by which we differentiate main types: acute lymphoblastic leukemia (ALL), acute
myeloblastic leukemia (AML), chronic lymphocytic leukemia (CLL) and chronic myeloid
leukemia (CML).

Acute lymphoblastic leukemia shows a little of cell differentiation, and the dominant cell
population are blasts and/or prolymphocytes. On the other hand, acute myeloblastic leukemia
is the one where leukocytosis is present, with a number of circulating atypical blasts and cells
are differentiated into granulocyte, monocyte, erythrocyte, and megakaryocyte cell lineage. In
dogs, it has been reported a higher incidence of acute myeloblastic leukemia, whereas in cats
acute lymphoblastic leukemia is more common, and it is often correlated with feline leukemia

virus infection.

Chronic leukemia can also be lymphoid or myeloid, and those have their own subtypes.
There is not much known about it, and it occurs less frequently than the acute one, but studies
show that it affects older dogs and cats. In cats, both types are extremely rare in the population,
whereas in dogs, chronic lymphoid leukemia is somewhat more common than the one of
myeloid origin. Chronic lymphoid leukemia manifests as persistent peripheral lymphocytosis
where lymphocytes are morphologically mature and persist in the body for more than three
months. Chronic myeloid leukemia (CML) includes several subtypes - chronic myeloid or
granulocytic, chronic monocytic and chronic myelomonocytic leukemia, and it is clinically

almost identical to chronic lymphocytic leukemia.

Key words: lymphoma, leukemia, acute, chronic, lymphocytes, leukocytes
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7. ZIVOTOPIS

Rodena sam 15. ozujka 1997. godine u Varazdinu i tamo sam zavrsila svoje osnovnoskolsko
obrazovanje. Nakon toga upisala sam dvojezican smjer u Prvoj gimnaziji u Varazdinu gdje sam
provela jo§ naredne tri godine obrazovanja. 2014. godine preselila sam se u Zagreb i upisala
XVI. gimnaziju, gdje sam u konac¢nici maturirala 2015. godine. Veterinarski fakultet u Zagrebu
upisala sam iste te godine 1 to iz ljubavi prema Zivotinjama, a osim toga zbog velikog interesa
u biologiju i1 ostale znanosti vezane uz zivotinjski i ljudski organizam. Na Sestoj godini studija
odradivala sam stru¢nu praksu u veterinarskoj ambulanti za male Zivotinje ,,Specijalisticke

veterinarske ambulante Markovi¢®.
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