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1. UvOD

Tumori su jedan od najces¢ih uzroka smrti u pasa, pogotovo starijih. Jedan od njih je i
mastocitom. Najcesce se pojavljuje na kozi, ali se moze pojaviti i na drugim organima kao
primarnim lokacijama ili kao metastaza iz koze. Kako se naj¢es¢e pojavljuju na kozi i vlasnici
lak$e mogu primjetiti promjenu i prije posjetiti veterinara. Treba napomenuti da pri pojavi
bilo kakve tvorbe na kozi u pasa mastocitom treba biti jedna od diferencijalnih dijagnoza.
Biolosko ponaSanje tumora, vrijeme bez bolesti i vrijeme prezivljavanja ovisi o histoloskom
stupnju tumora (postoji trostupanjska klasifikacija po Patnaiku i sur.,1984. i dvostupanjska po

Kiupelu i sur., 2011.).

Unato¢ njegovoj relativno velikoj pojavnosti u pasa u Hrvatskoj do sada nema
istrazivanja, a niti razvijenog protokola o pracenju pacijenata nakon dijagnoze i uklanjanja

tumora kao ni pracenja pojavnosti recidiva ili metastaza te vremena prezivljavanja zivotinje.

Kako se gotovo svi uzorci tkiva s tumorom iz podrucja Republike Hrvatske na
patohistoloSku dijagnostiku dostavljaju na Zavod za veterinarsku patologiju namjera nam je
da u ovom radu provjerimo vrijeme bez bolesti nakon uklanjanja, odnosno vrijeme pojave
recidiva tumora i vrijeme prezivljavanja ovisno o histoloskom stupnju tumora. Podatci ¢e se
odnositi na tumore iz arhiva Zavoda u petogodiSnjem razdoblju pri ¢emu je dijagnostika i
stupnjevanje tumora radeno po trostupanjskoj klasifikaciji (PATNAIK i sur., 1984.), a do
podataka o duljini vremena do ponovne pojave bolesti 1 vremenu prezivljavanja kod
odredenog stupnja tumora doci ¢e se anketiranjem vlasnika Zivotinje. Za ocekivati je da ¢e
dobiveni rezultati pomo¢i klini¢arima pri dijagnostici 1 terapiji tumora i ukazati na potrebu
stvaranja protokola praenja Zivotinje s mastocitomom (dijagnoza, terapija, recidiv ili

metastaza, vrijeme prezivljavanja). Isto tako ocekuje se da rezultati ukazu da li je



trostupanjska histoloska klasifikacija pouzdana ili je uvodenje dvostupanjske klasifikacije

imperativ.



2. PREGLED LITERATURE

Mastocitomi su neoplasti¢ne proliferacije mastocita. Psi imaju osobitu predispoziciju
za mastocitome (WELLE i sur., 2008.) i podatci o njihovoj pojavnosti su razli¢iti. Cine 7-21
% svih tumora koze u pasa (PATNAIK isur., 1984.; WELLE i sur., 2008.; BLACKWOOQOD i
sur., 2012.; MAULDIN i PETERS KENNEDY., 2016.), a u Hrvatskoj 13.47%
(ARTUKOVIC i sur., 2014.). Mastocitomi se obi¢no javljaju u starijih pasa, u prosjeku s 9
godina, ali se mogu pojaviti i u pasa mladih od godinu dana. Vec¢i rizik i sklonost razvoju
mastocitoma imaju odredene pasmine pasa kao $to su bokseri, retriveri, mopsi, boston terijeri

I pit-bulovi dok nije utvrdena spolna predispozicija (BLACKWOOQOD i sur., 2012.).

Mastocitomi se mogu pojaviti kao solitarne ili rasijane multiple tvorbe po cijelom
tijelu kada imaju znatno loSiju prognozu (KIUPEL 1 sur., 2005). NajceS¢e se pojavljuju u
dermisu i subkutisu. Dobro diferencirani mastocitomi najcesée izgledaju kao bezdlacne
solitarne tvorbe koje sporo rastu dok slabije diferencirani brzo rastu te ¢esto ulceriraju, a u
zivotinje moZe uzrokovati i svrbeZ u tom podrugju. Cesto se uz veéu tvorbu vide i prateée
manje tvorbe, tzv. satelitske lezije (BLACKWOOD i sur., 2012.). Svrbez, edem, ulceracije i
krvarenja su posljedica degranulacije mastocita (VAN GELDEREN i sur., 2011.), pri ¢emu Se
otpustaju granule koje sadrze histamin i heparin. Budu¢i da poticaji za degranulaciju mogu
biti razli¢iti od fizikalnih, Koji ukljuuju i traumu, do kemijskih i imunoloskih, kliniCari
trebaju biti oprezni prilikom pregleda Zivotinje s mastocitomom. Gruba manipulacija moze
dovesti do pojave eritema 1 oteCenja, tzv. Darierovog znaka Klini¢ki znaci koji ukazuju na
agresivniji oblik mastocitoma uklju¢uju brzi i infiltrativni rast, lokalnu upalu, stvaranje
satelitskih tumora (BLACKWOOD i sur., 2012.). Takoder neka istrazivanja ukazuju da i
lokalizacija tumora moze utjecati na prognozu odnosno biolosko ponasanje tumora. Tako se

pojavnost tumora u ustima, ingvinalnom podru¢ju i mukokutanim spojevima smatraju



prognosticki losijim lokacijama tumora koje imaju veci potencijal metastaziranja (GOVIER,
2003.). Medutim, u jednom istrazivanju koje je ukljucivalo 124 slucaja mastocitoma u
ingvinalnom i perinealnom podru¢ju nije utvrdena razlika u duljini vremena bez pojave
bolesti 1 vremena prezivljavanja u odnosu na pse s tumorima na drugim lokacijama vec je ono
ovisilo o histoloskom stupnju i klinickom stadiju bolesti (SFILIGOI i sur., 2005.).
CAHALANE i sur. (2004) su pratili 68 pasa s mastocitomom u ingvinalnoj ili perinealnoj
regiji i takoder zakljucili da nema bitnije razlike u prezivljavanju pasa s tumorom na tim
lokacijama. Razlog loSije prognoze tumora na tim lokacijama bi mogao biti zbog otezanog
pristupa za obavljanje operacije. Mastocitomi Kkoji se razviju na visceralnim organima i u

kostanoj srzi imaju losu prognozu (BLACKWOOD i sur., 2012.).

Biolosko ponaSanje mastocitoma je jako varijabilno (O'KEEFE, 1990.; PREZIOSI i
sur., 2004.; PASSANTINO i sur., 2008.), te moze biti od relativno benignog do izrazito
agresivnog koji uzrokuje metastaziranje i smrti (LONDON i SEGUIN, 2003.). Jasno se treba
naglasiti da se svi mastocitomi moraju smatrati potencijalno malignima (GOLDSCHMIDT i
SHOFER, 1992.; GROSS i sur., 2005.). Biolosko ponasanje uvelike ovisi histoloskom stupnju
tumora. Postoje dvije metode Kklasifikacije tumora, a to su trostupanjska metoda (PATNAIK i
sur., 1984.) i dvostupanjska (KIUPEL i sur., 2011.). Po Patnaikovoj trostupanjskoj metodi
klasifikacije u prvi prvi stupanj tumora svrstani su oni koji su sastavljeni od dobro
diferenciranih mastocita naj¢es¢e posloZzenih u redove ili u malim grupama koje razdvajaju
kolagena vlakna dermisa. Stanice su okruglog oblika s obilnom citoplazmom koja sadrzi
srednje velike granule. Jezgre stanica su okrugle s gustim kromatinom i nema vidljivih
mitoza. Tumori su najcesce u dermisu i intefolikularnim prostorima. Kod stupnja Il stanice su
pleomorfne i u citoplazmi su vidljive ve¢e granule. Stanice su poredane u grupe odijeljene
finom fibrovaskularnom stromom. Jezgra im je okrugla do ovalna sa raspr§enim kromatinom i

vidljivim jezgricama. Prisutan je manji broj mitoza (0 — 2 po vidnom polju). Neoplasti¢ne



stanice infiltriraju duboki dermis i subkutis. Neki tumori sezu sve do skeletnog misicja ili
drugog okolnog tkiva. U najmalignijem, tre¢em stupnju, prisutan je pleomorfizam i visoka
stani¢nost i znacajnija anizocitoza i anizokarioza, prisutnost binuklearnih i multinuklearnih
divovskih stanica i stanica s viSe vidljivih jezgara. Nazo¢no je viSe mitoza, (0ko 3-6 po
vidnom polju pod velikim poveéanjem ). Tumorske stanice gotovo u potpunosti zamjenjuju
subkutis i duboki dermis. Cesto su prisutni edem, krvarenja i nekroze. U Patnaikovom
istrazivanju u kojem su bila uklju¢ena 83 psa udio pojedinih stupnjeva je bio 36% za prvi
stupanj, 43% za drugi i 20% za tre¢i stupanj mastocitoma. U prvom stupnju 93% zivotinja je
prezivjelo 1500 dana. Od zivotinja s drugim stupnjem tumora 47% je prezivjelo 1500 dana
dok je u treCem stupnju tumora samo 6 % prezivjelo 1500 dana (PATNAIK i sur., 1984.).
Patnaikov sustav predvida dobru prognozu za stupanj I, a loSu za stupanj III. Najveca slabost
ovog sustava je povezana sa Il stupnjem zbog njegove velike raznolikosti (OZAKI i sur.,

2007.; KANDEFER-GOLA i sur., 2015.).

Vec iz Patnaikovog rada vidiljivo je da je otprilike polovica pasa s drugim stupnjem
mastocitoma prezivjela preko 1500 dana, a polovica ispod, Sto ne daje dobru prognosticku
vrijednost (KIUPEL i sur., 2011.). Naime, patolozi se ¢esto ne slazu oko stupnjevanja zbog
subjektivnosti (NORTHRUP i sur., 2005.; NEWMAN i sur., 2007.; KIUPEL i sur., 2011.). To
rezultira varijacijama i razli¢itim bioloskim ponaSanjem tumora drugog stupnja (SCASE i
sur., 2006.), te tako i nepouzdanom prognozom (WEBSTER i sur., 2004.). Drugi stupanj je
vjerojatno zato i najzastupljeniji. Utvrdena su izrazita odstupanja izmedu patologa pri
postavljanju dijagnoze i utvrdivanja stupnja tumora. Tako je 10 patologa dobilo 60 histoloskih
preparata mastocitoma, za svaki stupanj 20 preparata. Od 60 uzorka, svih 10 patologa se
slagalo oko stupnja na samo 4 preparata, 3 visokog tre¢eg stupnja 1 1 niskog prvog stupnja
(NORTHRUP i sur., 2005). U drugom istrazivanju 28 patologa je dobilo 95 uzorka

mastocitoma. Njih 74.6% se slagalo oko dijagnoze treceg stupnja, dok je kod drugog stupnja



suglasnost bila 63%, a prvog 63.1%. Zakljuéeno je da postoji tendencija postavljanja
dijagnoze mastocitoma drugog stupnja za one tumore koji su na granici izmedu prvog i
drugog stupnja. Ta €injenica zajedno sa subjektivnosc¢u patologa rezultira povecanim brojem
dijagnoze mastocitoma drugog stupnja te samim time i nepouzdanom prognozom (KIUPEL i
sur., 2011.). Kiupel takoder kritizira Patnaikov Kriterij 3-6 mitoza po vidnom polju za treci
stupanj, smatraju¢i da je to preblag kriterij zbog kojeg isklju¢ujemo neke tumore za visoki
stupanj koji ¢e se ponaSati agresivno. Jo§S jedan razlog za reorganizaciju stupnjevanja
mastocitoma su potkozni tumori. Patnaik je potkoznu lokaciju tumora koristio kao jedan od
kriterija malignosti, te takve tumore svrstavao u drugi stupanj (PATNAIK i sur., 1984.). Do
danas je napravljeno viSe istrazivanja koja tvrde da potkoZni mastocitomi imaju dobru

prognozu (NEWMAN i sur., 2007.; THOMPSON i sur., 2011.).

Zbog toga je Kiupel u svom radu predlozio novi, dvostupanjski sustav u kojem postoje
niski stupanj i visoki stupanj malignosti mastocitoma. Visoki stupanj malignosti se
dijagnosticira na temelju prisutnosti bar jednog od slijedecih kriterija: najmanje 7 mitoza u 10
vidnih polja pod velikim poveéanjem mikroskopa (HPF); najmanje 3 visejezgrene
(multinuklearne) stanice u 10 vidnih polja; najmanje 3 bizarne jezgre u 10 vidnih polja i
kariomegalija. Svi ostali mastocitomi su smatrani niskim stupnjem malignosti. Biraju se vidna
polja s najviSom mitotskom aktivnoScu ili s najve¢im stupnjem anizokarioze. U tom radu,
primjenom dvostupanjskog Ssistema, prosjeno prezivljavanje Zzivotinja s mastocitomom
visokog stupnja malignosti je ispod 4 mjeseca, a kod niskog stupnja malignosti vise od dvije
godine. Ova dvostupanjska klasifikacija tumora pokazuje puno vece suglasje medu
patolozima pri odredivanju stupnja malignosti i to ¢ak u 99,3% sluc¢ajeva. Ovom metodom
uklonjene su vecée varijabilnosti izmedu patologa koje su bile pri postavljanju dijagnoze
tumora drugog stupnja pri trostupanjskoj klasifikaciji. (KIUPEL i sur., 2011.). U¢inkovitost

dvostupanjskog sustava su potvrdila i neka druga istrazivanja. Tako su SABATTINI i sur.



(2015.) usporedili Patnaikov i Kiupelov sustav stupnjevanja mastocitoma na 137 uzorka
mastocitoma. Prema Patnaikovom sustavu 13.1% mastocitoma su bili prvog stupnja, 60.6%
drugog, a 26.3% trec¢eg stupnja. Prezivljavanje od 12 mjeseci je bilo 100% kod prvog stupnja,
87% u drugom stupnju i 16 % u tre¢em stupnju. Prosjecno prezivljavanje u tre¢em stupnju je
bilo 108 dana. Patnaikov sustav pruza pouzdanu prognozu za prvi i treci stupanj, dok se drugi
stupanj ne razlikuje puno od prvog. Prema Kiupelovom sustavu 65% uzorka su bili
mastocitomi niskog stupnja malignosti i 35% visokog stupnja malignosti. PreZivljavanje od
12 mjeseci je bilo u 95% za mastocitome niskog stupnja malignosti te 24% u visokog stupnja
malignosti. Prosjek prezivljavanja mastocitoma visokog stupnja malignosti je bio 150 dana.
Kada se usporede ova dva sustava, svi Patnaikovi mastocitomi prvog stupnja su bili
mastocitomi niskog stupnja malignosti po Kiupelu, kao i $to su svi Patnaikovi mastocitomi
tre¢eg stupnja bili mastocitomi visokog stupnja malignosti po Kiupelu. U Patnaikovom
drugom stupnju, 85.6% mastocitoma su pripadali Kiupelovim mastocitomima niskog stupnja
malignosti i 14.4% su pripadali mastocitomima visokog stupnja malignosti. Prezivljavanje od
12 mjeseci je bilo 94% za mastocitome koji su po Patnaiku bili razvrstani u drugi stupanj, a
po Kiupelu u niski stupanj malignosti, i u 46% Zzivotinja koji su iz drugog Patnaikovog stupnja
po Kiupelu razvrstani u visoki stupanj malignosti. Prosje¢no vrijeme prezivljavanja tih
zivotinja drugog stupnja koji su razvrstani u visoki stupanj malignosti je bio 698 dana.
STEFANELLO i sur., (2015.) su takoder usporedivali ova dva sustava. Analizirali su 386
patohistoloSka uzorka mastocitoma. Po Patnaikovu, 13.5% pasa je imalo mastocitom prvog
stupnja, 75.4% mastocitom drugog stupnja i 11.1% mastocitom treceg stupnja. Po Kiupelu
76.4% su bili mastocitomi niskog stupnja malignosti i 23.6% mastocitomi niskog stupnja
malignosti. Svi Patnaikovi mastocitomi prvog stupnja su bili mastocitomi niskog stupnja
malignosti po Kiupelu i svi Patnaikovi mastocitomi tre¢eg stupnja su bili mastocitomi visokog

stupnja malignosti po Kiupelu. Od Patnaikovih mastocitoma drugog stupnja 83.5% su bili



mastocitomi niskog stupnja malignosti po Kiupelu i 16.5% mastocitomi visokog stupnja
malignosti po Kiupelu. U ovom radu je istraZzena i moguénost predvidanja metastaza 0visSno 0
stupnju tumora razvrstanog po ove dvije metode. Po Patnaikovu 5.8% pasa s prvim stupnjem
mastocitoma, 16.5% s drugim i 48.8% s tre¢im stupnjem su razvili metastaze. Postojala je
znatna razlika u pojavnosti metastaza izmedu prvog i treceg, te drugog i tre¢eg stupnja, ali ne
izmedu prvog i drugog stupnja. Po Kiupelovom sistemu, 14.9% mastocitoma niskog stupnja
malignosti i 30.8% mastocitoma visokog stupnja malignosti su razvili metastaze. Treba
naglasiti da je 16.9% mastocitoma s Patnaikovim drugim stupnjem koji su bili klasificirani
kao Kiupelov niski stupanj malignosti metastaziralo, a kod onih koji su klasificirani kao
visoki stupanj metastaze su bile u 14.6% slucajeva. Prevalencija metastaza se ne razlikuje
znacajno izmedu pasa s Patnaikovim drugim stupnjem koji su razvrstani u Kiupelove
mastocitome visokog (14.6%) 1 niskog stupnja malignosti (16.9%). Sli¢no, nema znacajne
razlike u metastazama izmedu mastocitoma niskog stupnja malignosti koji su Patnaikovi
mastocitomi prvog stupnja (5.8%) i mastocitoma niskog stupnja malignosti koji su po
Patnaiku mastocitomi drugog stupnja (16.9%). Mastocitomi treCeg stupnja po Patnaiku
pokazuju znatno veéi metastaski potencijal od mastocitoma prvog i drugog stupnja, a po
Kiupelu mastocitomi visokog stupnja takoder pokazuju veéi metastatski potencijal od
mastocitoma niskog stupnja malignosti. Dobar dio pasa s mastocitomima prvog (5.8%) i
drugog (16.9%) stupnja po Patnaiku te niskog stupnja malignosti (14.9%) po Kiupelu su isto
razvili metastaze. To je dovelo do zakljucka da histoloSko stupnjevanje, neovisno koji sustav
se koristi, nije dovoljno za postavljanje pouzdane prognoze. Unato¢ tome brojni laboratoriji
danas primjenjuju oba sustava klasifikacije ¢ekajuci daljnja istrazivanja i rezultate koji ¢e

ustanoviti bolju metodu (STERN, 2012.; SABATTINI i sur., 2015.).

Za pracenje bioloSkog ponaSanja tumora vazno je i procjenjivanje Sirine margina.

Tako su MICHELS i sur. (2002.) usporedivali 2 skupine zivotinja kod kojih su operirani



mastocitomi s marginama od 3 ¢cm. U jednoj skupini su bile Zivotinje kod kojih su u
marginama bile vidljive tumorske stanice dok su u drugoj skupini margine bile slobodne od
tumorskih stanica. Zivotinje s marginama slobodnim od tumora su imale prosje¢no vrijeme
prezivljavanja 53,5 mjeseci. Prosjecno vrijeme prezivljavanja zZivotinja s marginama koje nisu
slobodne od stanica tumora je bilo 15 mjeseci. Ukupno 45% zivotinja s marginama slobodnim
od tumorskih stanica su razvile recidiv prosje¢no nakon 13 mjeseci, dok je u drugoj skupine
54% Zivotinja razvilo recidiv prosje¢no nakon 7,5 mjeseci. Sto se ti¢e lokacije recidiva, nije
bilo razlike u mjestu pojavnosti recidiva izmedu dvije skupine. Iako su recidivi ¢e$¢i u
Zivotinja s marginama koje nisu slobodne od tumorskih stanica, nije zabiljezena ve¢a smrtnost
zbog tumora u toj skupini. Rezultati rada ovih autora pokazuju da nema razlike u smrtnosti
zbog tumora izmedu dvije skupine, ali postoji veéa mogucénost da ¢e Zivotinja ponovno

oboljeti od bolesti u slu¢aju neadekvatnih margina.

Jo§ jedno istrazivanje prognosticke vaznosti margina je bilo radeno na 90 uzorka
mastocitoma. Njih 55 je bilo mastocitom drugog stupnja i 35 mastocitom trec¢eg stupnja po
Patnaiku (1984.). Autori su takoder razvrstali mastocitome i po Kiupelovom sustavu (2011.),
po kojem je 51 mastocitom bio niskog stupnja i 39 visokog stupnja. Na svim Zivotinjama je
kirurSki uklonjen mastocitom s marginama Sirokim 3 centimetra. Zakljucili su da Zivotinje s
niskim stupnjem mastocitoma imaju dobru prognozu, neovisno o Sirini margina slobodnih od
tumorskih stanica. Naime, 29% tumora niskog stupnja je imalo margine slobodne od
tumorskih stanica manje od 3 milimetra i niti jedna od tih Zivotinja nije razvila recidiv. Samo
4% zivotinja s niskim stupnjem mastocitoma je razvilo recidiv, dok je 36% tumora visokog
stupnja razvilo lokalne recidive unato¢ potpunom uklanjanu mastocitoma s dovoljno Sirokim
marginama. Premda u ovoj studiji nisu zasebno istrazivani ucinci terapije (kemoterapija i
zraCenje) autori misle da odredivanje stupnja tumora i zahvacenosti margina moze biti korisno

za uvodenje odredenog terapijskog postupka s tim da bi u te postupke obavezno trebale ici



Zivotinje s visokim stupnjem mastocitoma (DONNELLY i sur., 2013.). WEISSE i sur. (2002.)
su istrazivali mastocitome drugog stupnja u pasa i ucestalost recidiva. Samo 11% pasa je
razvilo lokalne recidive i autori zakljucuju da nisu potrebne dodatne terapijske metode, poput

zraCenja u vecine psa s kirurski potpuno odstranjenim mastocitomima.

Uz patohistolosku, potrebno je provesti i detaljnu klini¢ku pretragu kako bi se mogle

donijeti pouzdane terapijske odluke (STEFANELLO i sur., 2015.).

U zadnje vrijeme se sve viSe istrazuju dodatne metode pretraga pomocu kojih bi se
pouzdanije prognoziralo biolosko ponaSanje tumora. Ove dodatne dijagnosticke metode su
osobito vazne za procjenjivanje nepredvidivog drugog stupnja po Patnaiku. One ukljucuju
markere stani¢ne proliferacije (Ki67, AgNOR, c-kit). Visoki proliferacijski potencijal je
povezan s brzim rastom tumora i ve¢om moguénosScu recidiviranja i metastaziranja. Zbog
toga se markeri stani¢ne proliferacije Koriste za razlikovanje benignih od malignih tumora

(KANDEFER-GOLA i sur., 2015.).

Ki67 je jezgrin protein koji se aktivira u aktivnim fazama stani¢nog ciklusa i jedan je
od najcesce istrazivanih marekera stani¢ne proliferacije. Moze se detektirati u gotovo svim
fazama stani¢nog ciklusa i oznacava brzinu rasta, tj. djeljenja stanica te je povecana ekspresija
znak malignijeg stupnja i ponaSanja mastocitom. KANDEFER-GOLA i sur., (2015) su
dokazali da se Ki67 moze pouzadno koristiti u Patnaikovom i Kiupelovom sustavu
stupnjevanja tumora. To je potvrdeno i u istrazivanjima SCASE i sur., (2006.) u kojima autori
posebno ukazuju na korisnost Ki67 pri odvajanju benignijih od malignijih mastocitoma
drugog stupnja po Patnaiku. WEBSTER i sur., (2007) su utvrdili da je jaca ekspresija Ki67
povezana s povecanom incidencijom recidiva i smrtnosti , a VASCELLARI i sur., (2012) su
nasli snaznu povezanost izmedu aktivnosti Ki67 proteina 1 stupnja malignosti te povecane

smrtnosti. Najvec¢a varijabilnost u ekspresiji Ki67 je pronadena u grupi drugog stupnja
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mastocitoma po Patnaiku, $to potvrduje da je bioloSko ponaSanje mastocitoma tog stupnja

nepredvidiljivo.

AgNOR je metoda bojenja proteina nukleolusa srebrom. Ovi proteini imaju Vvisoki
afinitet za srebro. Nakon bojenja se jasno vide u jezgrici kao crne tockice. Studije su dokazale
da maligne stanice redovito imaju veéi broj AgNOR proteina od normalnih stanica te je
njihova koli¢ina povezana s brzinom dijeljenja stanica (TRERE, 2000.). Nizi broj AgNOR
indicira duze vrijeme prezivljavanja, a veci broj ukazuje na veéu mogucénost recidiviranja i
veéi mortalitet (SCASE i sur., 2006.). AgNOR predstavlja brzinu stani¢ne proliferacije, i kao
takav je indikator progresivnosti mastocitoma (WEBSTER i sur., 2007.). Usporedbom triju
metoda za prognozu mastocitoma (AgNOR, histopatoloski stupanj i PCNA-Proliferating Cell
Nuclear Antigen) na 122 uzorka mastocitoma utvrdena je znacajna razlika u koli¢ini AgNOR
proteina izmedu tumora koji su recidivirali ili metastazirali i onih benignijeg ponasanja.
Takoder su primjetili visoku korelaciju izmedu patologa, Sto iskljucuje subjektivnost kao

nedostatak ove metode (SIMOES i sur., 1994.).

C-KIT protein (CD117), tip 3 tirozin kinaza protein je ukljucen u rast i diferencijaciju
mastocita (PREZIOSI i sur., 2004). On ima vaznu ulogu u razvoju mastocitoma i bitan je
prognosticki faktor. Mutacije c-KIT gena dovode do konstantno aktivnog c-KIT proteina, §to
se moze detektirati imunohistokemijski (GIL DA COSTA, 2015.). U jednoj studiji u koju je
bio ukljuéen 31 pas s mastocitomom imunohistokemijski je istrazivana ekspresija c-KIT
proteina (CD117). Pronadena je znaCajna povezanost espresije c-KlTa s vremenom
prezivljavanja. Uocena su tri tipa obojenja: difuzno citoplazmatsko, membranozno i
perinuklearno. Statisticka analiza je pokazala mogucnost povezivanja uzorka obojenja s
histoloskim stupnjem. Difuzno citoplazmatsko obojenje je ukazivalo na prvi stupanj po
Patnaiku, dok su mastociti s perinuklearnim obojenjem pripadali najmalignijem treCem
stupnju. Zakljuceno je da se pomocu 0vog bojenja moze predvidjeti vrijeme prezivljavanja i
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bioloSko ponasanje tumora. Drugi stupanj mastocitoma je pokazivao heterogeno obojenje.
Jedini je imao membranozni uzorak bojenja, uz citoplazmatski i perinuklearni. Taj nalaz
podupire neizvjesnu prognozu koja prati drugi stupanj (PREZIOSI i sur., 2004.). Agresivnije

ponasanje mastocitoma povezano s ja¢om ekspresijom c-kit-a (PASSANTINO i sur., 2008.).

Uz ove markere stani¢ne proliferacije kao pouzdan pokazatelj prognoze nekih tumora
u pasa pokazao se mitotski indeks (MI) koji je indirektna metoda mjerenja stani¢ne
proliferacije. U jednom istrazivanju mastocitoma visina MI je bila povezana s visinom stupnja
tumora. Mitotski indeks je odreden kao broj mitoza na 10 vidnih polja (400x). Projecno
vrijeme prezivljavanja pasa s MI < 5 je bilo znatno duze (70 mjeseci) od onih s MI > 5 (2
mjeseca), neovisno o stupnju tumora. Mastocitomi drugog stupnja koji su imali Ml < 5 su
takoder zivjeli duze (70 mjeseci) u usporedbi s MI > 5 kod kojih je prosjecno vrijeme

prezivljavanja bilo 5 mjeseci (ROMANSIK i sur., 2007.).

Za odredivanje prognoze tumora vazno je odredivanje matriksne metaloproteinaze
(MMP). One razgraduju komponente ekstracelularnog matriksa, a specificni tkivni inhibitori
(TIMP) kontroliraju njihovu aktivnost (VISSE i NAGASE, 2003.). Prisutnost matriksne
metaloproteinaze je povezano s jacom invazivno$¢u tumora i metastaza. U stanicama
mastocitoma je utvrdena prisutnost matriksne metaloproteinaze 2 i 9. Usporedujuci drugi i
tre¢i stupanj mastocitoma nadena je znac¢ajno veca aktivnost metaloproteinaza u stanicama
mastocita treceg stupnja u odnosu na drugi stupanj (LEIBMAN i sur., 2008.). Pretrazivana je
imunohistokemijskim bojenjem aktivnost MMP-2, MMP-9, TIMP-1 i TIMP-2 na 46 uzoraka
mastocitoma. Cilj istraZivanja je bio povezati ekspresiju tih enzima sa stupnjem mastocitoma,
vremenom prezivljavanja i mortalitetom. TIMP-1 ekspresija je pokazivala prognosticku
vrijednost za post-operativno vrijeme prezivljavanja. Psi s mastocitomom koji sadrzi manje
od 22.9% pozitivnih mastocita na TIMP-1 su imali 3,3 puta vecu vjerojatnost da ¢e uginuti i

imati kratko postoperativno vrijeme prezivljavanja, dok su psi s visokom TIMP-1 ekspresijom
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imali znatno duze vrijeme prezivljavanja. Taj podatak sugerira da TIMP-1 ima vaznu ulogu u

.....

(PULZ i sur., 2016.).

Za odredivanje malignosti tumora korisna je i nuklearna morfometrija. Proucavajuci
fizikalne karakteristike jezgre (promjer, opseg, pravilnost) STREFEZZI i sur. (2003.) su 24
mastocitoma svrstali u 3 stupnja, te ih onda usporedili s Patnaikovim histopatoloskim
stupnjevima. Promjer, opseg i povrsina jezgre su se povecivali s maligno$¢u mastocitoma, ali
statisticki znacajna razlika je zabiljezena samo izmedu drugog i treeg te prvog i treceg
stupnja. Isti istrazivaci su 2009. godine analizirali 29 mastocitoma, tj. izmjerili su prosje¢nu
veli¢inu jezgre u citoloskim uzorcima. Rezultati su pokazali moguénost razdvajanja
malignijih mastocitoma drugog stupnja po Patnaiku od onih s boljom prognozom

(STREFEZZI i sur., 2009.).

Mastociti sadrze serotonin, monoamin sposoban za brojne 1 kompleksne radnje, koje
mogu utjecati na rast tumora. Imunohistokemijski je dokazano da i mastociti mastocitoma
sadrze serotonin i 5- HT1A receptore. Sto je mastocitom bolje diferenciran, to sadrzi vise
serotonina i receptora. U slucaju pronalaska malog broja stanica sa serotoninom i 5-HT1A,

moze se pretpostaviti da je tumor zloéudniji (FROBERG et al., 2009.).

Na temelju odredivanja svih ovih dodatnih dijagnostickih ¢imbenika moguce je
kvalitetnije odrediti terapiju tumora koja moze znacajnije utjecati na duljinu prezivljavanja
zivotinja. Tako su WEBSTER i sur. (2008.) pratili biolosko ponasanje pasa s mastocitomom
drugog i treceg stupnja terapiranih vinblastinom i prednizonom. Usporedili su vrijeme bez
bolesti i vrijeme prezivljavanja pasa terapiranih vinblastinom i prednizonom s psima koji su
lijeCeni samo kirurS§kim putem. Vrijeme prezivljavanja i vrijeme do recidiva bolesti kod

Zivotinje s tre¢im stupnjem mastocitoma koje su dodatno lijecene vinblastinom 1 prednizonom
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je bilno znacajno dulje nego kod Zivotinja kod koji je samo kirurSki uklonjen tumor. Oko 50%
zivotinja je uz kemoterapiju bilo i zraceno, ali nije zabiljezena znacajna razlika u vremenu
prezivljavanja u odnosu na zivotinje koje su primale samo kemoterapiju. Korisnost primjene
vinblastina i prednizolona spominju se u istrazivanjima RUNGSIPIPAT i sur. (2009.). Oni su
jednu skupinu pasa s mastocitomom tretirali s vinblastinom i prednizolonom, a drugu samo s
prednizolonom bez prehodnog kirurSkog lijeCenja. Prosjek prezivljavanja prve grupe je bio
101 dan, a druge grupe 175 dana. Autori su takoder zabiljezili smanjenje aktivnosti markera
proliferacije (AgNOR, Ki67, PCNA) te histoloSki manji broj mitoza i vefu uniformnost
stanica, smanjenje citoplazmatskih granula, povecanje strome i vaskularizacije sli¢éne onoj
kod procesa cijeljenja granulacijskim tkivom. Ucinkovitost primjene kemoterapije kod
mastocitoma drugog i treceg stupnja takoder opisuju THAMM i sur. (2006.). Prosje¢no
vrijeme bez bolesti je kod ovih zivotinja bilo 1305 dana. Sve zivotinje s drugim stupnjem i
65% s tre¢im stupnjem mastocitoma je bilo Zivo nakon 3 godine. Prosje¢no vrijeme

prezivljavanja zZivotinja s mastocitomom treceg stupnja je bilo 1374 dana.

14



3. CILJEVI

Glavni cilj ovog istrazivanja je provjeriti vrijeme prezivljavanja i vrijeme bez bolesti,
odnosno vrijeme do pojave recidiva, kod razli¢itog stupnja mastocitoma klasificiranih po
trostupanjskoj klasifikaciji (PATNAIK i sur., 1984.) u pasa i usporediti rezultate istrazivanja
s podacima iz literatutre. Tumori su dostavljeni na rutinsku patohistolosku dijagnostiku na
Zavod za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u periodu od

od 1.1.2009. do 31.12.2013.

Uz ovo takoder ¢e se utvrdititi ucestalost pojavljivanja ovih tumora ovisno o spolu, pasmini,

dobi i histopatoloskom stupnju tumora u pasa u istrazivanom petogodi$njem razdoblju.

Jo§ jedan od ciljeva istraZivanja je na temelju dobivenih rezultata utvrditi opravdanost

primjene dvostupanjske klasifikacije mastocitoma (KIUPEL i sur., 2011.).
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Uzorkovanje tumora

Pri izradi ovog rada koriSteni su histopatoloski uzorci mastocitoma u pasa iz arhiva Zavoda za

veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Analizirani uzorci su

bili dostavljeni u razdoblju od 1.1.2009- do 31.12-2013.

4.2. Histopatoloska pretraga

Dostavljni uzorci tkiva s tumorom su fiksirani u 10% puferiranom formalinu i uklopljeni u
parafin. Bojeni su uobic¢ajenom rutinskom hemalaun-eozin (HE) metodom, a pojedini uzorci i
diferencijalnom metodom bojenja, Toluidin blue. Histopatoloski uzorci tkiva su analizirani
svjetlosnim mikroskopom (OLYMPUS,CX 21) pod povetanjem od 4x, 10x i 40x.

Stupnjevanje tumora je provedeno po trostupanjskoj klasifikaciji.

4.3. Anketni listi¢ za pracenje bioloSkog ponaSanja tumora

Za odredivanje bioloSkog ponaSanja tumora koje je ukljucivalo odredivanje vremena bez
bolesti, odnosno vremena do pojave recidiva ili metastaza te vremena prezivljavanja zivotinje
ovisno o stupnju tumora provedena je anketiranje vlasnika Zivotinja. Anketa je obavljena
2016. godine tj. 36 mjeseci nakon zadnjeg uzorkovanog tumora 2013. godine. Anketa je

provedena telefonskim putem i ukljucivala je sljedeca pitanja:
e Dalije Zivotinja Ziva?
e Ako nije zivotinja Ziva kada je uginula/eutanazirana?
e Koji je razlog uginuca/eutanazije?

e Dalije primjenjivana terapija nakon uklanjanja tumora?
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Da li je zivotinja bolovala od nekih drugih bolesti nakon dijagnoze tumora?

Da li se tumor ponovno pojavio na istom mjestu ili nekom drugom mjestu i kada se
pojavio

Kako je to potvrdeno?

Da li su utvrdene metastaze i kada?

Kako su potvrdene metastaze
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati analize tumora

U istrazivanom petogodiSnjem razdoblju patohistoloskom pretragom je dijagnosticirano 133

mastocitoma koze i potkozja na 123 psa koji su predmet ovog istrazivanja.

Tijekom istrazivanog razdoblja ukupno je dijagnosticirano 1977 tumora od ¢ega su 933 bili

kozni tumori (47.19%). Ukupan broj mastocitoma je bio 133 sto ¢ini 14.25% svih koznih

tumora. Podatci su prikazani u tablici 1.

Tablica 1 : Pojavnost mastocitoma u odnosu na ukupan broj tumora i ukupan broj koznih

tumora

Ukupni broj svih tumora (n+%)

Tumori koZe (n+%) (Z + M)

Mastocitomi (n+%) (Z + M)

(Z+ M)
1977 (9282 +  999M) | 933(47.19%) (3027 + 631M) | 133 (14.25%) (572 + 74M + 2 N)
(49.47%7Z + 50.53%M) (32.37%Z + 67.63%M) (43.51%7Z + 56.49%M)

Sto se tice pasminske distribucije, koja je prikazana u tablici 2., najzastupljenije pasmine

pasa su redom bile zlatni retriver, labrador retriver, krizanci, njemacki bokser, mops,

bulmastif, americki stafordski terijer dok je kod dvije Zivotinje pasmina bila nepoznata.
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Tablica 2 : Zastupljenost pasmina u 123 pasa s mastocitomom

Pasmina Broj Postotak
Zlatni retriver 21 17.08%
Labrador retriver 19 15.45%
Krizanac 18 14.64%
Njemacki bokser 14 11.39%
Mops 8 6.51%
Bulmastif 5 4.07%
Americki stafordski terijer 4 3.26%
Maltezer 3 2.44%
Argentinska doga 2 1.63%
Bernski planinski 2 1.63%
Bostonski terijer 2 1.63%
Engleski seter 2 1.63%
Aljaski malamut 1 0.81%
Americki pitbul terijer 1 0.81%
Bergamski ovcar 1 0.81%
Bigl 1 0.81%
Doberman 1 0.81%
Engleski baset 1 0.81%
Francuski buldog 1 0.81%
Hrvatski ovéar 1 0.81%
JazavCar 1 0.81%
Kerry blue terijer 1 0.81%
Koker $panijel 1 0.81%
Lhasa apso 1 0.81%
Njemacka doga 1 0.81%
Njemacki ov€ar 1 0.81%
Patuljasti pin¢ 1 0.81%
Rodezijski gonié 1 0.81%
Rotvajler 1 0.81%
Srednji gubicar 1 0.81%
Tornjak 1 0.81%
Veliki gubicar 1 0.81%
Zapadnoskotski bijeli terijer 1 0.81%
Nepoznata pasmina 2 1.63%
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Obzirom na spol mastocitomi su kod Zenskih Zivotinja utvrdeni u 57 (43.51%), a u muskih

Zivotinja u 74 (56.49%) slucajeva dok je spol bio nepoznat u 2 Zivotinje. Ovi podatci su

prikazani u grafikonu 1.

Grafikon 1 : Zastupljenost spolova u 133 uzorka mastocitoma (123 zivotinje)

1.5%

® Muski psi
 Zenski psi
i Nepoznat spol

Prosje¢na dob zivotinja zahvacenih tumorom je bila 8 godina, a raspon godina se kretao od 9

mjeseci do 16 godina.
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5.2. Rezultati histopatoloske analize

Mastocitomi su bili klasificirani po trostupanjskoj metodi po Patniaku. Preparati su bojeni
rutinskom hemalaun —eozin metodom i po potrebi Toluidin blue metodom (slika 4).

Histoloski izgled pojedinog stupnja tumora je vidljiv u slikama 1, 2 1 3.

Slika 1. Mastocitom prvog stupnja, pas, HE, x 20
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Slika 3. Mastocitom tre¢eg stupnja, pas, HE, x 40

Ozirom na zastupljenost tumora u pojedinom stupnju najzastupljeniji je bio drugi stupanj s 64
mastocitoma (48.12%), a nakon toga je tre¢i stupanj s 40 (30.08% ) te na kraju prvi stupanj s

29 mastocitoma (21.8 %), $to je prikazano u grafikonu 2.
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Grafikon 2 : Raspodjela stupnjeva mastocitoma po Patnaiku u 133 istrazivana slucaja
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5.3. Rezultati analize ankete

48.12%

21.8%

Prvi stupanj

Drugi stupanj

Treci stupanj

i Prvi stupanj
L1 Drugi stupanj

H Treci stupanj

Biolosko ponasanje tumora koje je ukljuéivalo vrijeme prezivljavanja i vrijeme bez

bolesti odnosno vrijeme do pojave recidiva ili metastaziranja je procjenjivano prikupljanjem

podataka anketiranjem vlasnika. Anketiranje je obavljano telefonskim putem. Na zalost

anketom se nisu uspjeli prikupiti podatci za sve zivotinje (zbog promjene adrese i telefonskog

broja vlasnika ili nepostojanja podataka o adresi vlasnika).

Od 123 zivotinje anketom se uspjelo prikupiti

podatke za 77 zivotinja.

Najzastupljenije pasmine su bile redom zlatni retriver, labrador retriver, njemacki bokser,

krizanac, mops te pojedinacno i druge pasmine pasa Sto je vidljivo iz tablice 3.
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Tablica 3. Zastupljenost pojedinih pasmina u anketiranoj skupini od 77 pasa s

mastocitomom

Pasmina Broj Postotak
Zlatni retriver 14 18.18%
Labrador retriver 13 16.88%
Njemacki bokser 12 15.58%
Krizanac 11 14.28%
Mops 4 5.19%
Bullmastiff 3 3.89%
Argentinska doga 2 2.6%
Bostonski terijer 2 2.6%
Aljaski malamut 1 1.3%
Americki stafordski terijer 1 1.3%
Bergamski ov¢ar 1 1.3%
Bernski planinski pas 1 1.3%
Bigl 1 1.3%
Doberman pincer 1 1.3%
Engleski seter 1 1.3%
Francuski buldog 1 1.3%
Hrvatski ovcar 1 1.3%
Jazavcar 1 1.3%
Koker $panijel 1 1.3%
Lhasa apso 1 1.3%
Maltezer 1 1.3%
Njemacka doga 1 1.3%
Rotvajler 1 1.3%
Zapadnoskotski bijeli terrier 1 1.3%

Od tih 77 zivotinja 45 Zivotinja (58.44%) su bile muskog spola, a 32 (41.56%)

zenskog spola $to je prikazano u grafikonu 3. Prosje¢na dob zivotinja je bila 7,7 godina

(raspon godina je bio od 1 do 14).

24



Grafikon 3 : Zastupljenost spolova u anketiranoj skupini od 77 pasa s mastocitomom

® Muski psi
H Zenski psi

U ovih 77 zZivotinja za koje je provedena anketa najzastupljeni je bio drugi stupanj
tumora po trostupanjskoj klasifikaciji po Patnaiku. Drugi stupanj tumora je utvrden u 45
(58.44%) zivotinja. Na drugom mjestu po zastupljenosti je bio treci stupanj tumora koji je bio
u 18 (23.38%) zivotinja dok je na trecem mjestu bio prvi stupanj tumora koji je utvrden u 14

(18.18%) zivotinja. Raspodjela mastocitoma po stupnjevima je vidljiva iz grafikona 4.

Grafikon 4 : Raspodijela stupnjeva mastocitoma po Patnaiku u anketiranoj skupini od 77 pasa
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Vrijeme prezivljavanja pasa do vremena izvodenja ankete ( kraja 2016. godine) je prikazano

na grafikonu 5.

Grafikon 5 : Distribucija vremena prezivljavanja pojedinih pasa ovisno o stupnju

mastocitoma (ukupan broj pasa 77)
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Prosje¢no vrijeme prezivljavanja svih 77 pasa je bilo 32,7 mjeseci. Medutim treba

napomenuti da su 34 (44.16%) Zivotinje bile Zive u trenutku izvodenja ankete dok su 43

(55.84%) zivotinje uginule. Prosje¢no vrijeme prezivljavanja od uginulih pasa je bilo 20,1

mjesec.
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Od 43 uginula psa njih 26 je uginulo zbog posljedica mastocitoma. Njihovo prosje¢no vrijeme
prezivljavanja je bilo 8,5 mjeseci, a pojedinacno vrijeme prezivljavanja je prikazano na
grafikonu 6. Od tih pasa 1 (3.85%) je imalo mastocitom prvog stupnja, 14 (53.85%) pasa
mastocitom drugog te 11 (42.3%) pasa mastocitom treceg stupnja. Treba ponovno naglasiti da
su podatci dobiveni na temelju anketiranja vlasnika i1 da se utvrdivanje razloga uginuca

Zivotinje iznimno rijetko provodilo.

Grafikon 6 : Pojedinac¢no vrijeme prezivljavanje 26 pasa uginulih zbog mastocitom
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Prosje¢no vrijeme prezivljavanja Zivotinja s prvim stupnjem mastocitoma, koji je
utvrden u 14 Zivotinja, je bilo 40,5 mjeseci s tim da je 7 zivotinja uginulo, a 7 Zivo. Prosjek
prezivljavanja uginulih Zivotinja je bio 35,1 mjesec. Samo je jedan pas uginuo zbog
mastocitoma 6 mjeseci nakon dijagnoze . U 7 pasa su se pojavile ponovno tumorozne tvorbe
prosjecno nakon 17 mjeseci. Prosjek prezivljavanja pasa s ponovnim javljanjem tumoroznih
tvorbi je 45,5 mjeseci, dok je prosjecno vrijeme prezivljavanja uginulih pasa kod kojih su se

pojavile nove tvorbe 41,1 mjesec. Ovi podatci su prikazani u grafikonu 7.

Grafikon 7 : Pojedinacno prezivljavanje 14 pasa s mastocitomom prvog stupanja
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Prosje¢no vrijeme prezivljavanja zivotinja s drugim stupnjem mastocitoma, koji je
utvrden u 45 zivotinja, je bilo 34,4 mjeseci. Od 45, njih 21 je do izvodenja ankete uginulo i
njihovo prosjecno vrijeme prezivljavanja je 18 mjeseci s tim da treba naglasiti da je 14 pasa
uginulo zbog mastocitoma prosjeéno nakon 11,1 mjesec (raspon 1-40). U 25 pasa su se
ponovno pojavile tumorozne tvorbe prosjeéno nakon 14,4 mjeseci (raspon 1-47). Njihovo
prosje¢no vrijeme prezivljavanja je 33,2 mjeseci. Prosje¢no vrijeme prezivljavanja uginulih
pasa kod kojih su se pojavile nove tvorbe je 13,4 mjeseci. Prikaz vremena prezivljavanja

pojedinih zivotinja s drugim stupnjem tumora je vidljiv iz grafikona 8.

Grafikon 8 : Pojedinacno prezivljavanje 45 pasa s mastocitomom drugog stupnja
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Prosje¢no vrijeme prezivljavanja zivotinja s tre¢im stupnjem mastocitoma, koji je
utvrden u 18 Zivotinja, je bilo 22,2 mjeseca $to je prikazano pojedina¢no za svaku zivotinju u
grafikonu 9. Od ukupnog broja pasa s mastocitomom ovog stupnja 15 Zivotinja je uginulo, a 3
su zive. Prosjek prezivljavanja uginulih Zivotinja je 16 mjeseci. Od njih 15, mastocitom je bio
uzrok uginuca u 11 Zivotinja kod kojih je prosje¢no vrijeme prezivljanja bilo 5,3 mjeseci. U 7
pasa su se ponovno javile tumorozne tvorbe prosje¢no nakon 14,4 mjeseci (raspon 1-65), te je
njihovo prosje¢no vrijeme preZivljavanja 21,1 mjesec. Prosjeéno vrijeme prezivljavanja

uginulih pasa kod kojih su se pojavile nove tvorbe je 6 mjeseci

Grafikon 9 : Pojedinacno prezivljavanje 18 pasa s mastocitomom tre¢eg stupanja
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Anketiranjem vlasnika 77 Zivotinja dobiveni su rezultati koji pokazuju povezanost
stupnja mastocitoma s duljinom vremena prezivljavanja pasa izrazenu U postotcima §to
prikazuje grafikon 10. Iz grafikona je vidljivo da je u prvom stupnju prezivljavanje preko 12
mjeseci bilo 92.85% dok je u drugom stupnju bilo 75.55%, a tre¢em 50%. Prezivljavanje
dulje od 24 mjeseca u prvom stupnju je bilo kod 85.71% zivotinja, u drugom stupnju kod
66.6% 1 u tre¢cem kod 33.3% zivotinja. U 85.71% zivotinja prvog stupnja prezivljavanje je
bilo dulje od 36 mjeseci, a u drugom stupnju 51.11% i tre¢em 33.3%. Polovica Zivotinja iz
prvog stupnja je prezivjela dulje od 48 mjeseci dok je u drugom stupnju prezivjelo 33.3%
Zivotinja, a u tre¢em 16.6%. | na kraju 14.28% zivotinja iz prvog stupnja je prezivjelo dulje

od 60 mjeseci dok je u drugom stupnju prezivjelo 8.88%, a u treCem 16.6%.

Grafikon 10 : Postotak prezivjelih pasai vrijeme prezivljavanja ovisno o Stupnju
mastocitoma u anketiranoj skupini od 77 pasa s mastocitomom
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Ponovno pojavljivanje tumoroznih tvorbi je utvrdeno u 39 (50.65%) od 77 Zivotinja
prosjeéno nakon 14,8 mjeseci (raspon je bio od 1-65 mjeseci) nakon prve dijagnoze
mastocitoma. U 4 psa se ne zna to¢no vrijeme ponovnog pojavljivanja tumora. Zastupljenost
ovih tumora po stupnjevima je prikazana u grafikonu 11. Prosje¢no vrijeme prezivljavanja
svih Zivotinja kod kojih su se ponovno pojavile tvorbe je 33,3 mjeseci. Od 39 pasa do
izvodenja ankete uginuo je 21 pas i nihovo prosje¢no vrijeme prezivljavanja bilo 17 mjeseci.
Posebno treba naglasiti da je od 39 Zivotinja kod kojih su se pojavile ponovno tumorozne
tvorbe samo u 16 pasa recidiv potvrden dijagnostickom pretragom (12 histopatoloskom

pretragom, 3 citoloskom pretragom i 1 metastaza u unutarnje organe ultrazvukom).

Grafikon 11 : Ukupan broj pasa s odredenim stupnjem tumora i broj pasa s ponovnim
pojavljanjem tvorbi u tom stupnju
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Sto se ti¢e lokacije tumora u 23 (58.97%) pasa nove tvorbe su se pojavile na drugoj
lokaciji dok su se u 16 (41.03%) zivotinja pojavile na istoj lokaciji. Prikaz lokacije i stupnjeva
recidiva tumora je prikazan u grafikonu 12.
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Grafikon 12 : Raspodjela 39 pasa s recidivom po stupnjevima ovisno o lokaciji recidiva(%)
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Ponovno pojavljivanje bolesti na istoj lokaciji je bilo znatno ranije, tj. prosjecno nakon

8 mjeseci u usporedbi s pojavnoséu na drugim lokacijama gdje je ono bilo 20,5 mjeseci.

Prosjecno vrijeme preZivljavanja pasa s recidivom na istoj lokaciji je bilo 23,5 mjeseci, s tim

da je 10 Zivotinja uginulo te je njthovo prosjecno vrijeme preZivljavanja bilo samo 4,4

mjeseca. Prosjek prezivljavanja pasa s recidivom na drugoj lokaciji je bilo 40,2 mjeseca s tim

da je 11 Zzivotinja uginulo i njihovo prosje¢no vrijeme prezivljavanja je bilo 28,3 mjeseci §to

je vidljivo iz grafikona 13.

33



Grafikon 13 : Usporedba prosjecnog vremena prezivljavanja 39 pasa s ponovnim

pojavljanjem tumoroznih tvorbi ovisno o lokaciji recidiva
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Informacije o stupnju tumora u recidivu smo dobili za samo 10 zivotinja, uglavnom
zbog nemogucnosti vlasnika da se sjete detaljnijih informacija. U 6 pasa recidiv je bio viseg
stupnja od prvobitnog tumora, dva recidiva su bila istog stupnja, a dva niZeg stupnja

maligniteta.

Sest Zivotinja je primilo kemoterapiju nakon operacije. Od tih 6 Zivotinja 4 su imale
mastocitom drugog stupnja i 2 mastocitom trec¢eg stupnja. Prosjecno vrijeme prezivljavanja 4
Zivotinje s mastocitomom drugog stupnja je bilo 49,5 mjeseci, s time da su tri zivotinje i
danas Zive. Obje Zivotinje s tre¢im stupnjem mastocitoma su uginule, jedna nakon 13, a druga

nakon 3 mjeseca.
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RASPRAVA
1. Rezultati analize tumora vezani za pasminsku, spolnu i dobnu distribuciju

U ovom radu su istraZivani mastocitomi U pasa u petogodi$njem razdoblju u kojem su
bila ukupno dijagnosticirana 133 mastocitoma sto je 14.25% svih tumora koze. Ovi podatci su
slicni podatcima iz literature (WELLE i sur., 2008.; MAULDIN | PETERS-KENNEDY,
2016.). Obzirom da se putem ankete koja je provedena zbog utvrdivanja biolo§kog ponasanja
tumora (vremena prezivljavanja i vremena do ponovnog pojavljivanja bolesti) nije uspjelo
do¢i do svih vlasnika ve¢ samo do vlasnika 77 Zivotinja tako da je ovdje posebno izdvojena
spolna, dobna i pasminska predispozicija za ovu skupinu zivotinja. Prosje¢na dob svih
Zivotinja s tumorom je bila 8 godina s rasponom od 9 mjeseci do 16 godina. U ovoj
izdvojenoj skupini od 77 zivotinja prosje¢na dob je bila 7,7 godina, s rasponom godina od 1
do 14. Ovi podatci su takoder u suglasju s brojnim navodima iz literature (GOLDSCHMIDT
i SHOFER, 1992.; SIMOES i sur.,, 1994.; GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.;

WEBSTER i sur., 2007.; THOMPSON i sur., 2011.; STEFANELLO i sur., 2015.).

Sto se ti¢e spolne predispozicije tumori su bili neto ¢e$¢i u muskih Zivotinja kojih je
bilo 74 (56.49%), a Zenskih 57 (43.51%). Sli¢no je bilo i u izdvojenoj skupini u kojoj je 45
zZivotinja (58.44%) bilo muskog spola i 32 (41.56%) zenskog spola. Drugi autori navode da
nema spolne predispozicije ili da su zenske zivotinje neSto sklonije pojavi bolesti
(GOLDSCHMIDT | SHOFER, 1992.; SIMOES i sur.,, 1994.; GOLDSCHMIDT I
HENDRICK, 2002.; WEBSTER i sur., 2007.; THOMPSON i sur., 2011.; VASCELLARI i

sur., 2012.; STEFANELLO i sur., 2015.).

U ukupnoj populaciji pasa u kojoj je u petogodisnjem razdoblju dijagnosticiran
mastocitom najzastupljenija pasmine su bile zlatni retriver, labrador retriver, krizanac,

njemacki bokser, mops i bulmastif. Iste pasmine se pojavljuju u izdvojenoj skupini od 77
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pasa. Ovi podatci su u suglasju s podacima iz literature (GOLDSCHMIDT | SHOFER, 1992.;

SIMOES i sur., 1994.; WEBSTER i sur., 2007.; THOMPSON i sur., 2011.).

2. Rezultati histopatoloske analize

Rezultati histopatoloske klasifikacije istrazivanih arhiviranih tumora koja je obavljena po
trostupanjskom modelu (PATNAIK i sur.,, 1984.) ukazali su da je kod 133 tumora
najzastupljeniji drugi stupanj, a nakon toga tre¢i pa prvi stupanj. Slican odnos je bio i u
anketiranoj skupini. I mnogi drugi autori navode drugu stupanj kao najzastupljeniji, dok
zastupljenost prvog i tre¢eg stupnja varira od autora do autora (SIMOES i sur., 1994.; VAN
GELDEREN i sur., 2011.; POGGIANI i sur., 2012.; SABATTINI i sur., 2015,
STEFANELLO i sur., 2015.; PULZ i sur., 2016.). Upravo ova Cinjenica sugerira upotrebu

dvostupanjske klasifikacije zbog velike varijabilnosti u histoloskom stupnjevanju po Patnaiku.

3. Rezultati bioloskog ponasanja tumora dobiveni anketiranjem vlasnika

Da bi se utvrdilo vrijeme prezivljavanja i vrijeme bez bolesti odnosno vrijeme do
pojave recidiva ili metastaza provedena je anketiranje vlasnika. Kako je ve¢ ranije spomenuto
do svih vlasnika se nije moglo do¢i ve¢ se uspjelo anketirati 77 vlasnika. Dobiveni rezultati
koji su se odnosili na duljinu prezivljavanja za prvi stupanj su sli¢ni onima koje navode
PATNAIK i sur. (1984.), tj. oko 90% zivotinja je prezivjelo preko 3 godine. Ovaj podatak se
priblizno poklapa s istrazivanjima drugih autora (VASCELLARI i sur., 2012.). U drugom
stupnju prosjecno prezivljavanje je bilo krace nego u prvom stupnju $to je u skladu s
podatcima iz literature (PATNAIK i sur., 1984.; KIUPEL i sur., 2011.; VASCELLARI i sur.,

2012.; SABATTINI i sur., 2015.). PATNAIK i sur. (1984.) navode da je 55% zivotinja s
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drugim stupnjem mastocitoma prezivjelo preko 3 godine, $to se podudara s rezultatima naSeg
rada (51.11%). Medutim neki autori navode i veéi postotak prezivljavanja kod ovog stupnja
tumora (KIUPEL i sur., 2011.; VASCELLARI i sur., 2012.; SABATTINI i sur., 2015.). | ovi
podaci o raznolikosti rezultata $to se ti¢e vremena prezivljavanja takoder ukazuju na potrebu
primjene dvostupanjske Klasifikacije. U tre¢em stupnju 33.33% zivotinja je prezivjelo preko 3
godine. Vecina autora navodi krace vrijeme prezivljavanja pasa s tre¢im stupnjem
mastocitoma (PATNAIK i sur., 1984.; KIUPEL i sur., 2011.; SABATTINI i sur., 2015.). U
njihovim istrazivanjima 10-25% Zivotinja s mastocitomom tre¢eg stupnja prezivi preko 3
godine. Razlike u rezultaima o duljini vremena prezivljavanja izmedu autora ukazuju na
potrebu uvodenja 1 dodatnih dijagnostickih postupaka uz uvodenje dvostupanjske
Klasifikacije, a koji bi nam bolje ukazali na prognozu bioloskog ponaSanja, a koristili bi i

klini¢arima pri odredivanju terapije tumora.

Sto se tice pojave recidiva u nafem istrazivanju povovno pojavljivanje tumoroznih
tvorbi je bilo kod 39 od 77 zivotinja (50.65%). Slican postotak navode i neki drugi autori
(MICHELS i sur., 2002.; POGGIANI i sur., 2012.). Prosje¢no vrijeme do pojave recidiva za
prvi stupanj je bilo 17 mjeseci, za drugi 14,4, a za tre¢i 14,4. Nazalost, Samo u 16 zivotinja je
potvrdeno histoloskom ili citoloSkom pretragom da se radilo o ponovnom pojavljivanju
mastocitoma. Od toga u 5 (31.25%) slucajeva tumori su se pojavili na istom, u 11 (68.75%)
na drugom mjestu. Sli¢nu distribuciju recidiva su nasli i neki drugi autori (WEISSE i sur.,
2002.; SEGUIN i sur., 2006), dok MICHELS i sur. (2002.) navode ¢ak 80% recidiva na
drugoj lokaciji. Ovaj podatak nam govori da se recidivi mogu pojaviti unato¢ potpunom
kirurskom uklanjanju mastocitoma. Analiza pokazuje da psi koji razviju recidive imaju loSiju
dugoro¢nu prognozu u usporedbi s Zivotinjama koje ne obole ponovno. Po nasim rezultatima,
psi koji razviju recidive na istoj lokaciji imaju znatno loSiju prognozu 0 odnosu na pse koji

imaju recidive na drugim lokacijama. Zbog malog broja potvrdenih sluc¢ajeva recidiva
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mastocitoma teSko je govoriti o duljini vremena koje prode do pojave recidiva pa i ove
rezultate treba uzeti s rezervom. Problem se o¢ito pojavljuje najéeS¢e zbog neodgovarajucih
uputa od strane veterinara (kirurga) vlasniku ili nemoguénosti vlasnika da kontrolira zivotinju
iz ekonomskih razloga. Na pojavnost recidiva znatno utjece i Sirina margina pri uklanjanju
tumora. U nasem slucaju podatci o marginama nisu dostupni. MICHELS i sur. (2002.)
navode kako postoji ve¢a mogucénost ponovnog oboljenja zivotinje u slucaju neadekvatnih
margina, a tumori veceg stupnja malignosti ¢eS¢e recidiviraju od tumora niskog stupnja

neovisno o §irini margina (DONNELLY i sur., 2013.).

U naSoj anketiranoj skupini od 77 Zivotinja, samo 6 je bilo podvrgnuto kemoterapiji
od kojih su 4 imale mastocitom drugog stupnja i 2 tre¢eg stupnja. lako se radi o vrlo malom
uzorku tretiranih zivotinja rezultati pokazuju korisnost kemoterapije u zZivotinja s malignijim
stupnjevima tumora te se u tome i slazu s podacima iz literature (THAMM i sur., 2006.;
WEBSTER i sur., 2008.;.). Naime terapirane zivotinje s drugim stupnjem mastocitoma su
prosje¢no zivjele skoro 15 mjeseci duze od svih neterapiranih Zivotinja s drugim stupnjem
mastocitoma s tim da su 3 terapirane Zzivotinje bile jo§ zive u trenutku provodenja ankete.
Budu¢i da je vrijeme prezivljavanja znatno duZe u tretiranih nego netretiranih Zivotinja s
kemoterapeuticima veterinari (kirurzi) bi trebali ¢eS¢e razmotriti opciju dodatnih metoda

lijeCenja za pacijente s mastocitomom visokog stupnja malignosti.

Statisticka obrada podataka s odredivanjem statisticke znacajnosti razlika te korelacije
izmedu pojedinih skupina nije radena zbog relativno malog broja Zivotinja u pojedinim

skupinama te velike varijabilnosti rezultata unutar i izmedu skupina.
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ZAKLJUCCI

1. Pojavnost, udio mastocitoma u koznim tumorima u pasa, dobna i pasminska predispozicija
su u suglasju s literaturnim podatcima dok su u nasem istrazivanju tumori bili zastupljeniji u

muskih zivotinja.

2. Mastocitomi drugog stupnja po trostupanjskoj Klasifikaciji su bili najzastupljeniji sto
sugerira potrebu uvodenja dvostupanjske klasifikacije za uklanjanje ili smanjivanje

varijabilnosti izmedu patologa pri odredivanju stupnja mastocitoma.

3. Prosje¢no vrijeme prezivljavanja za prvi stupanj je bilo 40,5 mjeseci, za drugi stupanj 34,4

mjeseca i za treci stupanj 22,2 mjeseca.

4. Ponovno pojavljivanje tumoroznih tvorbi je bilo u 39 (50.64%) od 77 Zivotinja od Kojih su
samo u 16 (41.02%) zivotinja mastocitomi potvrdeni patohistoloskom ili citoloskom

pretragom.

5. Od ukupnog broja pasa s mastocitomom (123) u 10 Zivotinja su patohistoloskom pretragom
na naSem Zavodu potvrdeni recidivi koji su u 6 Zivotinja viSeg stupnja, a u po dvije zZivotinje
istog 1 nizeg stupnja. Od 16 potvrdenih recidiva samo u tri Zivotinje je poznat stupanj tumora

1 on je bio viSeg, istog ili nizeg stupnja maligniteta.

6. Pri pojavi recidiva na istoj lokaciji primarnog tumora vrijeme prezivljavanja je bilo znatno

krace nego pri pojavi tumora na drugim lokacijama.

7. Prosjecno vrijeme prezivljavanja zivotinja s recidivom odredenog stupnja je bilo krace u

usporedbi s istim stupnjem bez recidiva.

8. Zivotinje s drugim stupnjem tumora koje su bile na kemoterapiji, unato& malom uzorku, su

imale znatno dulje vrijeme prezivljavanja od neterapiranih.
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9. Nase istrazivanje ukazuje na potrebu uvodenja dvostupanjske klasifikacije mastocitoma i
dodatnih dijagnostickih postupaka za bolje predvidanje bioloSkog ponasanja i odredivanje

terapije.

10. NaSe istrazivanje takoder ukazuje na potrebu stvaranja protokola pracenja zivotinje s

dijagnozom mastocitoma (dijagnoza, terapija, recidiv ili metastaza, vrijeme prezivljavanja).
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SAZETAK

U radu je istrazivana pojavnost mastocitoma u pasa ovisno o dobi pasmini, spolu i stupnju
malignosti te vrijeme prezivljavanja i vrijeme do ponovnog pojavljivanja bolesti (recidiva) u
petogodi$njem razdoblju (od 1. sije¢nja. 2009. do 31. prosinca 2013). Tumori su dostavljeni
na histopatolosku dijagnostiku na Zavod za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta u
Zagrebu. Dijagnosticirani u 123 zivotinje, ali su bila ukupno 133 tumora. Za pracenje
vremena prezivljavanja i vremena do pojave recidiva anketirani su vlasnici Zivotinja te su
podaci dobiveni za 77 zivotinja. U skupini od 77 pasa mastocitomi su bili najée$¢i u zlatnog
retrivera, labrador retrivera, boksera i krizanaca. Prosje¢na dob je bila 7, 7 godina i pojavnost
je bila neSto c¢eS¢a kod muskih zivotinja (58,44%). Obzirom na stupanj malignosti
najzastupljeniji je bio drugi, zatim tre¢i i na kraju prvi stupanj. Podatci koji se odnose na
spolnu, pasminsku i dobnu predispoziciju i stupanj tumora su bili sli¢ni onima u ukupnom
broju zivotinja. Prosjecno vrijeme prezivljavanja u anketiranoj skupini od 77 zivotinja je bilo
za prvi stupanj 40,5 mjeseci, za drugi 34,4 mjeseci s velikim varijacijama (raspon 1-84
mjeseca) te za tre¢i 22,2 mjeseca. Od 77 pasa, kod 39 su se pojavile ponovo tumorozne tvorbe
od kojih je samo 16 potvrdeno kao recidiv patohistoloskom ili citoloSkom dijagnozom.
Zivotinje s mastocitomom drugog i treceg stupnja s recidivom su imale kraée prosjecno
vrijeme prezivljavanja nego one bez recidiva. Recidiviranje tumora na isto mjesto znacajno je
skra¢ivalo prezivljavanje u odnosu na recidiv na drugom mjestu. Rezultati rada ukazuju da
samo histopatoloski stupnjevi mastocitoma odredeni po Patnaiku nisu dostatni za prognozu
primjene dvostupanjske klasifikacije po Kiupelu za smanjenje varijacije u stupnjevanjima. Uz

to su potrebne i druge dijagnosticke pretrage poput odredivanja proliferacijskih markera.

Kljuéne rijeci: mastocitom, pas, histopatologija, vrijeme prezivljavanja, recidiv
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SUMMARY
Survival time and disease free interval in dogs with different grade of mast cell tumor

In this study, incidence of mastocytoma in dogs and its connection with age, breed, sex,
malignacy grade, survival time and disease free interval in five year period (1% of January
2009 - 31° of December 2013.) was investigated. Tumours were analyzed at the Department
of veterinary pathology where 133 mastocytoma from 123 dogs were diagnosed. Survival
time and disease free interval information was collected for 77 dogs with the help of the
owners who participated in a survey. From those 77 dogs, most commonly affected breeds
were golden retriver, labrador retriver, german boxer and mongrels. Average age was 7,7
years and male animals were more frequent (58,44%). Regarding the grade of malignacy,
most frequent was second grade, then third and in the end first grade. The data for 77 animals
that were included in the survey are similar to the data in the entire investigated group (123
dogs). Average survival time for 77 dogs included in the survey was 40,5 months for the dogs
with grade | mastocytoma, 34,4 months for grade Il (with wide range 1-84 months) and 22,2
months for grade I11. Out of 77 dogs, 39 of them had recurrence but only 16 were confirmed
as mastocytoma with histopathology or citology. Animals with grade Il and 111 that developed
recurrence had shorter average survival time compared to animals without relapse. Animals
with local recurrence had a significantly shorter average survival time compared to animals
which had recurrence on different location. Our results show that histopathological grading
according to Patnaik system alone is not enough for predicting biological behaviour of
mastocytoma. Second grade is most unpredictable which suggests the need of using Kiupel's
2-tier histologic grading system which should result in less grading variations. Also,

additional diagnostic procedures such as proliferation markers should be implemented.

Key words : mast cell tumor, dog, histopathology, survival time, recurrence
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