Ekspresija E-kadherina u tumorima apokrinih i lojnih
zlijezda koze u pasa i povezanost s prezivljavanjem

Mihokovi¢é, lvana

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:715357

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-06-28

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:715357
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:289
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:289
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:289

SVEUCILISTE U ZAGREBU

VETERINARSKI FAKULTET

Ivana Mihokovié

EKSPRESIJA E-KADHERINA U TUMORIMA APOKRINIH | LOJNIH
ZLIJEZDA KOZE U PASA I POVEZANOST S PREZIVLJAVANJEM

Diplomski rad

Zagreb, 2017.



VETERINARSKI FAKULTET SVEUCILISTA U ZAGREBU

ZAVOD ZA VETERINARSKU PATOLOGIJU

Predstojnik:

Doc. dr.sc. Marko HohSteter

Mentor:

Doc. dr. sc. Marko HohSteter

Clanovi povjerenstva za obranu diplomskog rada:
1. Prof. dr. sc. Branka Artukovié¢

2. Doc. dr. sc. Ivan-Conrado Sostari¢-Zuckermann
3. Doc. dr. sc. Marko Hohsteter

4. lzv. prof. dr. sc. Andrea Gudan Kurilj, DECVP, zamjena



Zahvala

Zahvaljujem mentoru doc. dr. sc. Marku Hohsteteru na pomoci, vodstvu, strpljenju i ulozenom
trudu pri izradi ovog diplomskog rada, ali i na usmjeravanju tijekom cijelog studija. Zatim, prof. dr.
sc. Zeljku Grabarevicu, prof. dr. sc. Branki Artukovi¢, doc. dr. sc. Ivanu Conradu Sostarié-
Zuckermannu, asistentici Lidiji Medven Zagradisnik, dr. med. vet. i laborantici Sanji DZaji na

podijeljenim savjetima i pomoci, kao i ostalim zaposlenicima Zavoda za veterinarsku patologiju.

Izrada ovog rada je djelomicno financirana sredstvima projekta FP7-ERA Chairs-Pilot Call-
2013, VetMedZg.

Takoder, zahvaljujem svim zaposlenicima veterinarske ambulante ,, Majcan d.o.o.", narocito
viasniku Josipu Majcanu, dr. med. vet. te strucnoj mentorici Saneli Samec Komljenovic, dr. med. vet.

na nezamjenjivom iskustvu rada u struci za vrijeme obvezne strucne prakse.

Veliko hvala mojoj obitelji, prijateljima i kolegama na pomoéi, podrsci i razumijevanju

tijekom razdoblja studiranja. Hvala Denisu i mojim Cetveronoznim nadahnuéima - Vilmi i Zari.

I na kraju, najvecéu zaslugu za ono Sto sam do sada postigla pripisujem svojim roditeljima bez

kojih bi sve bilo puno teze i gotovo nemoguce!



POPIS PRILOGA

SLIKE

Slika 1: Adenom lojnih zZlijezda, pas, HE, X 20.......ccoceiiiiiiiiiiiiiiie et 9
Slika 2: Epiteliom lojnih Zlijezda, pas, HE, X 40......cccciiiiiiiiiiiiieie et 9
Slika 3: Karcinom lojnih zlijezda, pas, HE, X 40......c.ccceoriiiiiiiiiiiieiiee et 10
Slika 4: Adenom lojnih zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, X 20 .........cccooerveiniiniiniicnieeieeeene e 11
Slika 5: Epiteliom lojnih Zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, X 20..........cccceeveeniiriinneenieiieeneenee e, 12
Slika 6: Karcinom lojnih Zlijezda, pas, IHC, E-Kadherin, X 10 ........ccccceeveeriiriiinneenieiieeseesee e 12
Slika 7: Adenom apokrinih Zlijezda, pas, HE, X 10 .......cccciiiiiiiiiiiiiieie e 16
Slika 8: Karcinom apokrinih Zlijezda, pas, HE, X 20......ccccccovviiiiiiniiiieiiiiee e 16
Slika 9: Adenom apokrinih Zlijezda, pas, THC, E-Kadherin, X 40.......c.ccccceevviiirriieeeriie e siee e 18
Slika 10: Karcinom apokrinih Zlijezda, pas, THC, E-kadherin, X 20.........ccccecvevrreerercieesciee e ecree e 18
GRAFIKONI

Grafikon 1: Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima lojnih zlijezda ..........ccocceerieeennennne. 8
Grafikon 2: Udio pojedinih histoloskih tipova tumora lojnih Zlijezda u pasa.......ccccceeveveeerrvreeresnnnnnnn. 9

Grafikon 3: Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata svih
procjenjivanih parametara imunohistokemijske pretrage za adenome, epiteliome i karcinome lojnih

4 L[4 - R PP UPPUPTPN 13
Grafikon 4: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s vremenom prezivljavanja pasa nakon ekscizije

L8[ (0] - TSRO PPN 13
Grafikon 5: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s pojavom metastaza........c..ocevveeeerevvereercnveerennnnnes 14
Grafikon 6: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s recidiviranjem tumora nakon ekscizije.............. 14
Grafikon 7: Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima apokrinih Zlijezda.............cccverrnnee. 15
Grafikon 8:Udio pojedinih histoloskih tipova tumora apokrinih Zlijezda u pasa ........ccccceeeereveeeennee. 16

Grafikon 9: Prosjecne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata svih
procjenjivanih parametara imunohistokemijske pretrage za adenome i karcinome apokrinih zlijezda .19
Grafikon 10: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s vremenom prezivljanja tumora pasa nakon

A VAT T (0440 - USRS 19
Grafikon 11: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s pojavom metastaza ........c.c.cccceeeervveeeennnee 20
Grafikon 12: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s recidiviranjem tumora nakon ekscizije ......20
TABLICE

Tablica 1: Ukupni rezultati imunohistokemijske pretrage ekspresije E-kadherina obavljene na

tumorima 10jnih ZIJEZAA PASA......eeiiieiiiiiiiiiie e e 10
Tablica 2: Ukupni rezultati imunohistokemijske pretrage ekspresije E-kadherina obavljene na
tumorima apokrinih ZIJEZda Pasa........eeeeiuuiiiiiiiiiie e 17



SADRZAJ

T AV | 5 LT 1
2. PREGLED REZULTATA DOSADASNITH ISTRAZIVANIA ...covvoiiiiiiiieieieeseesesieseesessenesenne. 2
2.1. Anatomija i histologija lojnih 1 apokrinih ZIijezda ..........ccceerveiriieeiiiie e 2
2.2. TUMONi [O]NiN ZIIJEZAQ PASA ..vvvevrrunninii s 2
2.2.1. Adenomi 1ojnih ZIJEZda ......ccouveeiiiieiiiieiiee e e 2
2.2.2. Epiteliomi Lojnih ZIJEZda .....cc.eeeiviiiiiiiiieeiiiee e 2
2.2.3. Karcinomi 10jnih ZIJeZda......ccuveiiiiiiiiiiiiiii ettt 3

2.3. Ekspresija imunohistokemijskih biljega u tumora lojnih Zlijezda.........ccccovevveiiiniiereiiiiien e, 3
2.4, Tumori apoKrinih ZIJEZAa PASA....ccccuviereiriiireiiiiiee e ittt e siee e s srbre e e s saree e s srabeeeesssreeessnnees 3
2.4.1. Adenomi apoKrinih ZHJEZAa .......cceevvuriiiiiiiiiiiiiiiie it 3
2.4.2. Karcinomi apoKrinih ZIJEZAA ......ccevevveeeeiiiiereiiiieiesiieee s sitee s seieee e sseraeee s seveee s seveeessssnneee s 3

2.5. Ekspresija imunohistokemijskih biljega u tumora apokrinih zlijezda...........ccccoevevveviincieeinnnens 4
2.6. Uloga ekspresije E-KadNEriNa ........cccuviiiiieeiiie sttt st e e e 4

3. MATERIJALI T IMETODE......ctiiiitii ettt sttt st e st e st e e e e 5
3.1, UZOIKOVANJE TUMOKA ....eccuveieeieeeirieeieeeseteeesireesieeeseteesssseessteeesaseeessseesnseeesnsesesseesnseeesnsesenssessnnes 5
3.2. HiStopatoloSKa ANAliZa........ccuvveeeiiurereiiiiieeeeeiiieeessireeesstreeeessrreeessnsreeessssseeeessssseeessnssenesssnsenees 5
3.3. Imunohistokemijska analiza ............ceeevveieiiie i e 5
3.3, 1. KOTIStENT TEAZENST uvvereeuvrieeesiurreeeesrreeessiteeeesstreeessssseeesssssseeessssseessssssenesssssseeessssssesssssssnnes 5
3.3.2. Postupak imunohistoKemIijSKE Pretrage ......cccveeeevveeireieiieeeriiee st e steeerreesreeesreeesreeesnneeens 5

3.4. Kvantifikacija imunohistoKemijSKe Pretrage .....c.eeeiveeeeeieeiieee ettt 6
3.5. Podatci 0 bioloSkom ponasanju tUMOTA .........ceveerueereeriieeniee st eieesee e sreesieeseeesbeeseeesaeesseeneeas 6
3.6. StatistiCka obrada podataka ..........cceeiviiiiiiiiiieii s a e e 6

A REZULT AT ettt et ettt et e a e st e e st e e bt e e s bt e e sabee e eabeesbeeesabeeeraneeeanee 8
4.1.Rezultati analize tumora 1ojnih ZIJEZda ........c.cevveerieriiiiieniieeese e 8
4.1.1. Utvrdena dob, pasmine i SPOl ZIVOLINJ@........ccevrureierriiiireeiiiieee et eriieee et 8
4.1.2. Rezultati histopatoloSke analize ...........coooueiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
4.1.3. Rezultati imunohistoKemMijSKe Pretrage.......cocveecveeeiiee it 10
4.1.4.Rezultati analize bioloSkog ponasanja tumora ...........cc.eeeeiriiereiiiiieeee e 13
4.1.5. Rezultati statistiCke analize ..........coooveeiiiiiiiiiiii e 14

4.2. Rezultati analize tumora apokrinih ZIijezda...........oocoeeiiiiiiiiiiii e 15
4.2.1. Utvrdena dob, pasmine i SPOl ZIVOTIN]a.......cccererreiiiiieiiiieiree et 15
4.2.2. Rezultati histopatoloSKe analize ...........coovueeiiiiiiiiiiiiiiiie e 15
4.2.3. Rezultati imunohiStoKemijSKe Pretrage........ooveeviririeeeiiee ettt 17



4.2.4. Rezultati analize bioloSkog ponasanja tUmora ............eevcvererreeiiieeenieeeniee e 19

4.2.5. Rezultati statistiCke analize .........ccoovuieiiiiiiiiiiiiie e 20
B RASPRAVA ettt e et e st e e et e et e e sttt aa bt e e nt e e et e e e abeeeantee e nteeeaneeeanreeennteeans 21
5.1. Tumori 1ojnih ZIJEZAA ......eeeeieeiiiieiiie et s 21
5.1.1. Utvrdena pasminska, spolna i dobna distribucija te histoloski tipovi tumora lojnih zlijezda
................................................................................................................................................. 21
5.1.2. Imunohistokemijska analiza tumora lojnih Zlijezda ..........cccoceeviirieniienicieecceeeen 21
5.1.3. Analiza bioloskog ponasanja tumora lojnih Zlijezda ........c..ccceerveiineiiniiciiiieec e, 22
5.1.4. Statisticka analiza tumora 10jnih ZIJezda........ceevevrciiieiiiiiiiiiiieee e 23
5.2, Tumori apokrinih ZIJEZAa........ceevruiiiiiiiiiiiiiiieee et e s s e e s e e s s 23
5.2.1. Utvrdena pasminska, spolna i dobna distribucija te histoloski tipovi tumora apokrinih
4 1177 - PSPPI 23
5.2.2. Imunohistokemijska analiza tumora apokrinih Zlijezda..........ccccocvererererreeriiiencie e, 23
5.2.3. Analiza bioloskog ponasanja tumora apokrinih Zlijezda ..........ccccvevvevereiiiiieriiniien e, 24
5.2.4. Statisticka analiza tumora apokrinih ZIJEZda ..........cccceevrviieiiiriiiere e 24
6. ZAKLIUCCT ..ottt ettt 25
T LITERATURA ettt ettt e st e sab e s be e sttt e sab e e s bbeesbbeesbeeesabeesnaeesas 26
8. SAZETAK .ttt ettt 28
0. SUMMARY .ottt ettt ettt ettt e bt e bt e e s bt e sa bt e s bt e e s bt e e sabe e e eabe e s bt e e sbe e e sabeeeaateeea 29
10. ZIVOTOPIS ..cooieiriicietiesie it st 30



1. UVOD

Tumori su Ceste bolesti pasa te jedan od najées¢ih uzroka uginu¢a (DOBSON i sur., 2001.;
SOSTARIC-ZUCKERMANN i sur., 2013.; GRUNTZIG i sur., 2015.). Zato postoji potreba za
istrazivanjem njihovih uzroka, patogeneze, terapije, prognoze i epidemiologije. U pasa su najées¢i
tumori koze (DOBSON i sur., 2001; GRUNTZIG i sur., 2015.), a prema Sostari¢-Zuckermannu i
suradnicima (2013.), oni ¢ine 45,73% tumora pasa u Hrvatskoj. Od tumora koze Cesti su tumori
apokrinih i lojnih zlijezda. Prema histoloskoj klasifikaciji i bioloskom ponasanju, razlikuju se benigni
adenomi i maligni karcinomi apokrinih zlijezda. U lojnih Zlijezda, osim adenoma i karcinoma postoje i
epiteliomi kao semimaligni tumori (GOLDSCHMIDT i sur., 1998.; LEE GROSS i sur., 2005.).
Rezultati ekspresije E-kadherina su vazni zbog toga $to je u vise istrazivanja na humanim pacijentima
(WIINHOVEN i sur., 2000.) te u nekoliko njih obavljenim na tumorima zivotinja (POLTON i sur.,
2007.; RESTUCCI i sur., 2009.; KARABOLOVSKI i sur., 2015.) utvrdeno da je kod malignijih oblika
tumora ekspresija E-kadherina slabija i promijenjena. Kod malignijih oblika lokalizacija ekspresije E-
kadherina se mijenja s membrana u citoplazme tumorskih stanica. Ovi podatci su vazni jer je utvrdeno
da kod nekih tumora sama histopatoloska klasifikacija nije dostatna za dono$enje prognoze tumorske
bolesti. Ovo je osobito znacajno kod malignih histoloSkih tipova tumora koji su skloni recidiviranju pa
se Cesto koriste radikalne metode kirurske terapije s amputacijom pojedinih dijelova tijela. Upravo
zbog navedenog, postoje istrazivanja u kojima se zeli istraziti ekspresija pojedinih
imunohistokemijskih biljega (SABATTINI i sur., 2015.) kako bi se to¢nije odredio stupanj malignosti
i biolosko ponasanje tumora te bi se na taj nacin to¢nije odredili terapijski postupci i postavila to¢nija

prognoza.

U okviru opéih ciljeva u ovom radu nastojalo se dobiti §to viSe podataka o tumorima lojnih i

apokrinih Zlijezda pasa u Republici Hrvatskoyj.

Specifiéni ciljevi rada su bili utvrdivanje ucestalosti pojedinih histoloskih tipova tumora lojnih
i apokrinih zlijezda u pasa, ¢iji su uzorci dostavljeni na histopatolosku dijagnostiku na Zavod za

veterinarsku patologiju.

Takoder, cilj rada je bio utvrditi da li postoji povezanost izmedu imunohistokemijske
ekspresije E-kadherina i tipa tumora koji je odreden histopatoloSkom pretragom te istraziti ekspresiju
E-kadherina i hipotezu da kod tumora lojnih Zlijezda i tumora apokrinih zlijezda pasa dolazi do
slabljenja i promjene u ekspresiji E-kadherina kod malignijih histoloSkih oblika tumora. Osim
navedenog, cilj rada je bio i usporediti rezultate o preZivljavanju zivotinje, metastaziranju i
recidiviranju tumora dobivenih telefonskom anketom vlasnika, s rezultatima imunohistokemijske
pretrage, kako bi se na temelju tih rezultata moglo do¢i do podataka koji bi koristili to¢nijoj prognozi

ishoda tumorske bolesti i eventualne pomo¢i kod odredivanja terapije.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIIH ISTRAZIVANJA
2.1. Anatomija i histologija lojnih i apokrinih zlijezda

Lojne zlijezde su specijalizirane zlijezde koze ¢ija je uloga hormonalna regulacija i
proizvodnja sekreta, loja (BONGIOVANNI i sur., 2012.). To su alveolarne Zlijezde dermisa te su
povezane s dla¢nim tobolcem iz Cijeg epitela nastaju. LOj se otpusta u dlaéni tobolac, a nastaje

holokrinom sekrecijom od masno degeneriranih zljezdanih stanica (KOZARIC, 1997.).

Apokrine zlijezde su najéesce znojne zlijezde pasa (BAHARAK i sur., 2012.). To su tubularne
zlijezde dermisa, smjestene u podrucju korijena dlake. Apokrinim tipom sekrecije luce serozni sekret
znoj u dla¢ni folikul (KOZARIC, 1997.).

2.2. Tumori lojnih Zlijezda pasa

2.2.1. Adenomi lojnih Zlijezda

Adenomi lojnih Zlijezda ¢ine oko 6-7% svih tumora koze pasa te se naj¢esce javljaju u dobi od
10 godina. Koker $panijel, haski, pudla, goni¢ rakuna s palezom i samojed su pasmine s ve¢om
predispozicijom za nastanak adenoma, a naj¢e$¢i su na glavi (LEE GROSS i sur., 2005.).
Makroskopski su Cesto egzofiti¢ni, reznjeviti, Zuckastosmede boje, bezdlaéne i masne povrSine
(HARGIS i GINN, 2008.). U ove tumore pripadaju i adenomi lojnih (tarzalnih) zlijezda u vjedama pa
se nazivaju adenomi tarzalnih Zlijezda. Oni su najé¢eS$¢i u dobi 6-11 godina, a ¢e$¢i su u gordon setera,
samojeda, pudla, shih tzu-a, haskija, zapadno $kotskih terijera i labrador retrivera (GOLDSCHMIDT i
HENDRICK, 2002.). Adenomi lojnih i tarzalnih Zlijezda sporo rastu te se ne razlikuju histoloski
(HARGIS i GINN, 2008.). Jednostavni adenomi su gradeni od lojnih stanica (sebocita), oblikovanih u

reznji¢e. SloZeni adenomi imaju solidne reznjice i tubularne Zljezdane strukture u razli¢itim omjerima.

2.2.2. Epiteliomi lojnih Zlijezda

Ovo su semimaligni ili nisko maligni tumori koji ¢ine oko 40% tumora lojnih Zlijezda pasa te
se najc¢esce javljaju na glavi. To su pojedinacni tumori Koji ¢esto ulceriraju i smede su boje zbog
prisutnosti melanocita (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.; HARGIS i GINN, 2008.). Epiteliomi
mogu recidivirati nakon uklanjanja, a rijetko stvaraju metastaze, najéesce u regionalne limfne ¢vorove.
Histolo$ki su gradeni od nepravilnih otoka epitelnih, tzv. rezervnih ili bazaloidnih stanica. Unutar
otoka su zarista ili pojedinacni, diferencirani, masno vakuolizirani sebociti (LEE GROSS i sur.,
2005.).



2.2.3. Karcinomi lojnih Zlijezda

Karcinomi su maligni tumori koji su najrjedi od svih tumora lojnih Zlijezda. Cine 0,7-0,8%
tumora koze, a najées¢i su u dobi 9-12 godina. Naj¢es¢i su u koker $panijela, kavalira princa Charlesa,
Skotskih terijera i haskija (LEE GROSS i sur., 2005.). Nastaju primarno na glavi i vratu, kao
multilobularni intradermalni tumori, mogu biti lokalno invazivni, rjede metastaziraju i to primarno u
limfne évorove (HARGIS i GINN, 2007.). U odnosu na adenome i epiteliome, kod karcinoma su
izrazeniji Kriteriji malignosti; invazivni rast, stani¢na anaplazija, vise mitoza i ceste nekroze.
Sebociticne oblike karakteritiraju reznjevi podijeljeni fibrovaskularnim trabekulama. Tumorske
stanice su veée od onih kod epiteloidnih oblika, citoplazma je obilna i vakuolizirana, cCesta je
skvamozna diferencijacija, a stvaraju i tubule (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.). Epiteloidni
karcinom je graden od manjih, tzv. rezervnih ili bazaloidnih stanica poslozenih u trabekule i tracke
koji infiltriraju dermis i potkozje. Lobularna grada je slabo izrazena, a Ceste Su stanice s
intracitoplazmatskim melaninom (LEE GROSS i sur., 2005.).

2.3. Ekspresija imunohistokemijskih biljega u tumora lojnih Zlijezda

Tumori lojnih Zlijezda eksprimiraju citokeratinske biljege, a radi bolje dijagnostike i prognoze
se istrazuju proliferacijski biljezi, kao $to su Ki67 (LEE GROSS i sur., 2005.; SABATTINI i sur.,
2015.).

2.4. Tumori apokrinih zlijezda pasa

2.4.1. Adenomi apokrinih Zlijezda

Adenomi apokrinih zlijezda ¢ine 1,7-2,9% tumora koze pasa, a najées¢e nastaju na glavi i
vratu, pasa dobi 8-11 godina (HARGIS i GINN, 2008.). Najucestaliji su u lasa apso, staroengleskih
ovéara, shih tzu-a i irskih setera (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.). Ti tumori sporo rastu i ne
recidiviraju nakon uklanjanja. Razlikujemo dobro ograni¢ene cistadenome, gradene od razli¢itih
cisti¢nih struktura te sekretorne adenome. Mogu biti jednostavni ili sloZeni. Jednostavni su ograni¢eni
i neinkapsulirani, ¢ine ih gnijezda, tubuli ili papilarne Zljezdane strukture. Slozeni ili mjeSoviti
sekretorni adenomi, uz Zljezdane strukture, sadrze hrskavicu ili kost, i/ili mioepitelne stanice (LEE
GROSS i sur., 2005).

2.4.2. Karcinomi apokrinih zlijezda

Karcinomi apokrinih zlijezda su maligni tumori koji ¢ine 0,7-2,2% svih tumora koze u pasa
(SIMKO i sur., 2003.). Kao i za druge tumore apokrinih i lojnih zlijezda nema spolne predispozicije
(GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.). Najc¢es¢i su u dobi 8-12 godina, s ve¢om ucestalos¢u kod
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staroengleskih i njemackih ov¢ara, shih tzu-a i koker $panijela (GOLDSCHMIDT i HENDRICK,
2002.). Makroskopski su to intradermalni i potkozni noduli s povrsinskim erozijama i jakom upalom.
Histoloski se dijele na solidne, tubularne, cisticne, slozene, s jakom proliferacijom mioepitelnih
stanica ili mjeSovite s proliferacijom hrskavice ili kosti. Kriteriji maligniteta karcinoma su izrazeniji u
odnosu na apokrine adenome (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.).

2.5. Ekspresija imunohistokemijskih biljega u tumora apokrinih Zlijezda

U pasa su najvise istrazivani citokeratinski biljezi pomocu kojih se ovi tumori diferenciraju od
drugih neoplazija te su jace eksprimirani citokeratin 7/8 i 13 (LEE GROSS i sur., 2005.).

2.6. Uloga ekspresije E-kadherina

E- kadherin je transmembranski protein koji sudjeluje u adheziji epitelnih stanica te epitelnih
stanica i ekstracelularnog matriksa. Vazan je u odrzavanju polarnosti i odvijanju interakcija u
stanicama. Slabija adhezija rezultira entropiénim ucinkom te dovodi do naru$avanja histoloSke
strukture (SHAMIR i EWALD, 2015.). Gubitak veza izmedu stanica i sposobnost mijenjanja
ekstracelularnih matrica su obiljezja neoplazija, a gubitak ekspresije E-kadherina je vazan za razvoj i
progresiju malignih tumora (POLTON i sur., 2007.). Smanjena ekspresija E-kadherina povezana je s
visim stupnjem malignosti, a time i s kra¢im preZivljavanjem pacijenata kod razli¢itih tumora u ljudi,
poput neoplazija Stitne Zlijezde, zeludca, kolorektalnih i karcinoma bubrega (WIINHOVEN i sur.,
2000.; SHAMIR i EWALD, 2015.). Ova istrazivanja pokazuju da je E-kadherin dobar prognosti¢ki
pokazatelj. U pasa postoji povezanost izmedu smanjene ekspresije E-kadherina i nekih odlika
malignosti tumora mlijeéne zlijezde, kolorektalnih i tumora Zlijezda analnih vreé¢ica (POLTON i sur.,
2007.; RESTUCCI i sur., 2009.; KARABOLOVSKI i sur., 2015.). Dokazana je povezanost slabije
membranske ekspresije E-kadherina i krateg prezivljavanja pasa s karcinomima zlijezda analnih
vrecica. Ekspresija E-kadherina progresivno pada od benignih prema malignim, te se gubi u malignih,
slabo diferenciranih tumora. E-kadherin je uklju¢en u malignu progresiju jer djeluje kao supresor
invazivnosti tumora. Njegova smanjena ili nepravilna ekspresija (citoplazmatska, a ne membranozna)
dovodi do smanjene povezanosti tumorskih stanica i olaksava infiltraciju tumorskih stanica u okolno
tkivo. Upravo zbog toga, nalaz ekspresije E-kadherina imunohistokemijskom metodom moze pomo¢i
pri odabiru terapije tumora (POLTON i sur., 2007.).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje tumora

U istrazivanju su koriSteni arhivski uzorci tumora apokrinih i lojnih Zlijezda pasa iz arhive
Zavoda za veterinarsku patologiju, Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, dobiveni nakon
operacije istih, u razdoblju od 1. sije¢nja 2010. do 31. prosinca 2012. godine.

3.2. HistopatoloSka analiza

U svrhu histopatoloske analize tumora, uzorci su fiksirani u 10% - tnom puferiranom
formalinu i uklopljeni u parafin. Izrezani presjeci (5 pm) su obojeni hemalaun i eozinom (HE).

Histopatoloska klasifikacija tumora provedena je prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije
(GOLDSCHMIDT i sur., 1998.).

3.3. Imunohistokemijska analiza

3.3.1. Koristeni reagensi
Istrazivana je nazoC¢nost tumorskog biljega E-kadherina sa specificnim miSjim monoklonskim

protutijelom (E-cadherin Clone NCH-38, code M3612, DAKO), streptavidin-biotin metodom.
3.3.2. Postupak imunohistokemijske pretrage
Imunohistokemijska pretraga je provedena na slijede¢i nacin:

-predigestija tkiva: kuhanje u prethodno zagrijanom citrathom puferu, pH 6.0 (Dako REALTM Target

Retrieval Solution, kod S2031) u mikrovalnoj pe¢nici 20 minuta
-ohladiti

-isprati u puferu

-DAKO REALTM Peroxidase-Bloking Solution 5 minuta
-isprati puferom

-primarno protutijelo 1:50, 30 minuta

-isprati puferom

-sekundarno protutijelo (Dako REALTM En VisionTM/HRP, Rabbit/Mouse), 30 minuta



-isprati puferom

-substrat Dako REALTM DAB + Chromogen 10 minuta
-isprati u vodi

-Hemalaun 30-60 sekundi

KONTROLA: normalna cirkumanalna Zlijezda psa

3.4. Kvantifikacija imunohistokemijske pretrage

Za svaki tumor su odredivani: proSirenost, intenzitet bojenja i lokalizacija reakcije. Ocjena
ekspresije E-kadherina u tumorima apokrinih i lojnih zlijezda bazirana je na semikvantitativnoj analizi
prema postotku imunoreaktivnih stanica. ProSirenost reakcije odredivana je kao 1: < 25% pozitivnih
stanica, 2: 25-75% pozitivnih stanica, 3: >75% pozitivnih stanica. Intenzitet bojenja je odredivan kao
0: bez obojenja, 1: osrednje, 2: jako. Lokalizacija je procjenjivana kao citoplazmatska: -1 i
membranozna: 1. Dobivene vrijednosti za sve varijable su zbrojene za svaki tumor te su tako
kvantificirani rezultati imunohistokemijske reakcije (RESTUCCI i sur., 2009.; SOSTARIC-
ZUCKERMANN, 2014.).

3.5. Podatci o bioloskom ponasanju tumora

Podatci 0 biolo§kom ponaSanju tumora su dobiveni telefonskom anketom vlasnika Zivotinja, a
uklju¢ivali su vrijeme prezivljavanja nakon kirurSskog uklanjanja, metastaziranje tumora te
recidiviranje tumora (ponovna pojava tumora na mjestu uklanjanja). Vrijeme prezivljavanja nakon
operacije tumora ocijenjeno je ocjenama: 1 - Zivotinje koje su preZivjele do 12 mjeseci od operacije
tumora, 2 — zivotinje koje su prezivjele od 12 do 24 mjeseca, 3 - Zivotinje koje su prezivjele od 24 do
36 mjeseci i 4 — zivotinje koje su prezivjele vise od 36 mjeseci od operacije tumora. Utvrdivana je
pojava metastaza tumora nakon operacije, pojava metastaza ocijenjena je s 1, a odsutstvo metastaza s
0. Ocjenom 1 oznaCavano je recidiviranje tumora, a ocjenom 0 oznac¢eno odsutstvo recidiviranja

tumora.

3.6. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podatci statisticki su obradeni u ra¢unalnim programima Microsoft Excel 2007 i
STATISTICA (data analysis software sistem), StatSoft, Intc. (2011.), version 10 www.statsoft.com.

Utvrdivala se povezanost izmedu tipa tumora i vrijednosti dobivenih imunohistokemijskom pretragom



te rezultata telefonski provedene ankete o bioloSkom ponasanju tumora. Povezanost se utvrdivala

pomocu Pearsonovog Hi-kvadrat testa te su p vrijednosti nize od 0,05 smatrane statisticki znacajnima.



4. REZULTATI

4.1.Rezultati analize tumora lojnih Zlijezda

4.1.1. Utvrdena dob, pasmine i spol Zivotinja

U razdoblju od 1. sije¢nja 2010. do 31. prosinca 2012. godine, na Zavodu za veterinarsku
patologiju, provedena je analiza 22 tumora lojnih Zlijezda u pasa. Prosje¢na starost svih Zivotinja
iznosila je 10,91 godina, s rasponom 6 do 16 godina. Prosje¢na starost zivotinja s dijagnozom
adenoma lojnih Zlijezda iznosila je 10 godina, epitelioma 12 godina te karcinoma 11,33 godina.
Tumori lojnih zlijezda su dijagnosticirani u 54,5% (12) muzjaka i 45,5% (10) kuja.

Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima lojnih Zlijezda je prikazan na grafikonu 1.
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Grafikon 1: Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima lojnih Zlijezda

4.1.2. Rezultati histopatoloske analize
Na grafikonu 2 je prikazan udio pojedinih tipova tumora lojnih zlijezda, a na slikama 1-3

karakteristiCan histopatoloski izgled pojedinih tipova tumora.
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Grafikon 2: Udio pojedinih histoloskih tipova tumora lojnih Zlijezda u pasa
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Slika 2: Epiteliom lojnih Zlijezda, pas, HE, x 40



Slika 3: Karcinom lojnih Zlijezda, pas, HE, x 40

4.1.3. Rezultati imunohistokemijske pretrage

Rezultati ekspresije E-kadherina u tumorima lojnih Zlijezda su prikazani u tablici 1.

Tablica 1: Ukupni rezultati imunohistokemijske pretrage ekspresije E-kadherina obavljene na

tumorima lojnih Zlijezda pasa

IMUNOHISTOKEMIJSKI NALAZ

TIP TUMORA
MEMBRANOZNA CITOPLAZMATSKA
DISTRIBUCIJA
Br. LOKALIZACIA LOKALIZACIA INTENZITET ZBROJ
1| Adenom lojnih Zlijezda 0 -1 3 2 4
2|  Adenom lojnih Zlijezda 1 -1 2 1 3
3| Adenom lojnih Zlijezda 1 -1 2 2 4
4|  Adenom lojnih Zlijezda 1 0 1 1 3
5|  Adenom lojnih Zlijezda 0 -1 3 2 4
6| Adenom lojnih Zlijezda 0 -1 3 1 3
7| Adenom lojnih Zlijezda 0 -1 3 1 3
8| Adenom lojnih Zlijezda 0 -1 3 2 4
9| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 1 2 2
10| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 2 1 2
11| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 2 2 3
12| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 1 2 2
13| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 2 2 3
14| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 1 2 2
15| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 1 1 1
16| Epiteliom lojnih Zlijezda 1 -1 3 2 5
17| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 2 2 3
18| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 2 2 3
19| Epiteliom lojnih Zlijezda 0 -1 1 1 1
20 Karcinom lojnih Zlijeda 1 -1 3 2 5
21 Karcinom lojnih Zlijeda 0 -1 1 1 1
22 Karcinom lojnih Zlijeda 1 -1 1 1 2
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Rezultati imunohistokemijske pretrage adenoma lojnih zlijezda

Rezultati IHC pokazuju da je ekspresija E-kadherina u 62,5% adenoma bila citoplazmatska, u
12,5% membranozna, a u 25,5% citoplazmatska i membranozna. Prosjec¢na vrijednost citoplazmatske
ekspresije je bila -0,86 (SD=0,35), a membranozne 0,38 (SD=0,52).

62,5% adenoma je E-kadherin eksprimirao u vise od 75% stanica, 25,5% tumora u 25-75%, a
12,5% tumora u manje od 25% stanica (Slika 4). Prosje¢na vrijednost distribucije ekspresije je bila 2,5
(SD=0,76).

Intenzitet bojenja je u 50,0% adenoma ocijenjen s 2, a u 50,0% s 1. Prosje¢na vrijednost
intenziteta ekspresije je bila 1,5 (SD=0,53).

Slika 4: Adenom lojnih zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, x 20

Rezultati imunohistokemijske pretrage epitelioma lojnih Zlijezda

Ekspresija E-kadherina epitelioma je u 90,9% tumora bila citoplazmatska, u 9,1%
citoplazmatska i membranozna. Prosjec¢na citoplazmatska ekspresija je bila -1 (SD=0), a membranozna
0,09 (SD=0,30).

Po 45,5% epitelioma su E-kadherin eksprimirali u manje od 25% stanica te 25-75% stanica, a
9,1% epitelioma u vise od 75% stanica (Slika 5). U 54,5% uzoraka je E-kadherin eksprimiran u svim
stanicama, a u 45,5% je eksprimiran samo u jako diferenciranim stanicama. Prosje¢na vrijednost za
distribuciju ekspresije E-kadherina je u epitelioma iznosila 1,66 (SD=0,67).

U 72,7% je intenzitet bojenja ocijenjen s 2, a 27,3% s 1. Prosje¢na vrijednost intenziteta
ekspresije E-kadherina za epiteliome je bila 1,33 (SD=0,58).
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Slika 5: Epiteliom lojnih Zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, x 20

Rezultati imunohistokemijske pretrage karcinoma lojnih Zlijezda

Karcinomi su u 66,7% eksprimirali E-kadherin citoplazmatski i membranozno, a u 33,3%
citoplazmatski. Prosje¢na vrijednost citoplazmatske ekspresije je bila -1 (SD=0), a membranozne
ekspresije 0,67 (SD=0,58).

66,7% karcinoma su E-kadherin eksprimirali u manje od 25% stanica, a 33,3% u vise od 75%
stanica (Slika 6). U 66,7% je E-kadherin eksprimiran u svim, a u 33,3% tumora samo u diferenciranim
stanicama. Prosjec¢na vrijednost za distribuciju ekspresije E-kadherina je iznosila 1,66 (SD=1,15).

Intenzitet bojenja je u 66,7% karcinoma ocijenjen s 2, a u 33,3% s 1. Prosje¢na vrijednost

intenziteta ekspresije E-kadherina je za karcinome 1,33 (SD=0,58).

Slika 6: Karcinom lojnih zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, x 10
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Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata svih
procjenjivanih parametara imunohistokemijske pretrage za adenome, epiteliome i karcinome lojnih

zlijezda, prikazani su na grafikonu 3.

IHC ZBROI

5,00
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3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

2,45 2,67

ADENOMI EPITELIOMI KARCINOMI

Grafikon 3: Prosjeéne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata svih
procjenjivanih parametara imunohistokemijske pretrage za adenome, epiteliome i karcinome lojnih
zlijezda

4.1.4.Rezultati analize biolo§kog ponasanja tumora

Vrijeme prezivljavanja pasa nakon kirurS$kog uklanjanja tumora, adenoma, epitelioma ili
karcinoma lojnih Zlijezda je prikazano na grafikonu 4. Prosje¢no vrijeme preZivljavanja pasa s
dijagnozom adenoma ocijenjeno je ocjenom 3 (SD= 0,71), pasa s epiteliomima ocjenom 2,78 (SD=

1,093), a pasa s dijagnosticiranim karcinomima lojnih Zlijezda ocjenom 3,50 (SD= 0,71).

Povezanost tipa tumoralojnih Zlijezda s vremenom preZivljavanja
pasa nakon ekscizije tumora
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Grafikon 4: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s vremenom prezivljavanja pasa nakon ekscizije
tumora
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Rezultati analize ucestalosti metastaziranja pojedinih tipova tumora lojnih zlijezda su
prikazani na grafikonu 5. Prosje¢ni postotak metastaziranja adenoma je iznosio 16,67% (SD= 0,41),
epitelioma 22,22% (SD= 0,44), a karcinoma lojnih zlijezda 0,00% (SD= 0).

Povezanost tipa tumoralojnih Zlijezda s pojavom metastaza
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Grafikon 5: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s pojavom metastaza

Rezultati analize pojave recidiva kod pasa s dijagnosticiranim tumorima lojnih zlijezda su
prikazani na grafikonu 6. Prosje¢ni postotak recidiviranja adenoma i epitelioma je iznosio po 33,33%
(SD=0,52), a karcinoma lojnih zlijezda 100% (SD=0).
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Grafikon 6: Povezanost tipa tumora lojnih Zlijezda s recidiviranjem tumora nakon ekscizije

4.1.5. Rezultati statisticke analize

Obavljenom statistickom analizom (Hi-kvadrat test) utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
razlika (p=0,04035) za dobivene rezultate imunohistokemijske pretrage izmedu grupa tumora lojnih
Zlijezda razli¢itih histoloSkih podtipova s obzirom na vrijednosti ekspresije E-kadherina. Takoder je

utvrdeno da postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa tumora rasporedenih prema vremenu
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prezivljavanja s obzirom na vrijednosti intenziteta ekspresije E-kadherina (p=0,041017) kao i s
obzirom na vrijednost ekspresije E-kadherina unutar citoplazme (p=0,046662). Za ostale analizirane

parametre nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.

4.2. Rezultati analize tumora apokrinih Zlijezda

4.2.1. Utvrdena dob, pasmine i spol Zivotinja

U razdoblju od 1. sije¢nja 2010. do 31. prosinca 2012. godine, na Zavodu za veterinarsku
patologiju Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, provedena je analiza ukupno 13 tumora apokrinih
zlijezda u pasa. Prosje¢na starost svih Zivotinja iznosila je 10,15 godina, s rasponom od 1 do 16
godina. Prosje¢na starost pasa s dijagnozom adenoma apokrinih Zlijezda iznosila je 10,33 godina, a za

pse s karcinomima 10 godina.

Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima apokrinih Zlijezda je prikazan na

grafikonu?.
Pasminska distribucija tumora apokrinih Zlijezda u pasa
45,0%
40.0% 38,5%
35,0%
30,0%
25,0% 23,1%
20,0% _—
15,4%
15,0% -
10.0% 7,7% 7,7% 7,7% |
5,0% —
0,0%
irski plavi mjesanac njemacki pekinski psic¢ samojed zlatni retriver
terijer bokser n=13

Grafikon 7: Udio pojedinih pasmina pasa s utvrdenim tumorima apokrinih Zlijezda.

Tumori apokrinih Zlijezda su dijagnosticirani u 46,1% (6) muzjaka, 38,5% (5) kuja, a za

15,4% (2) zivotinja nije bio poznat spol.

4.2.2. Rezultati histopatoloske analize
Grafikonom 8 je prikazan udio pojedinih histoloskih tipova tumora apokrinih zlijezda, a na

slikama 7 i 8 karakteristian histopatoloski izgled pojedinih tipova tumora.
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Grafikon 8:Udio pojedinih histoloSkih tipova tumora apokrinih zlijezda u pasa

Slika 8: Karcinom apokrinih Zlijezda, pas, HE, x 20
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4.2.3. Rezultati imunohistokemijske pretrage

Rezultati ekspresije E-kadherina u tumorima apokrinih zlijezda su prikazani u tablici 2.

Tablica 2: Ukupni rezultati imunohistokemijske pretrage ekspresije E-kadherina obavljene na

tumorima apokrinih Zlijezda pasa

Br.

TIP TUMORA

IMUNOHISTOKEMIJSKI NALAZ

MEMBRANOZNA
LOKALIZACUJA

CITOPLAZMATSKA
LOKALIZACUA

DISTRIBUCIJA

INTENZITET

ZBROJ

Adenom apokrinih Zlijezda

2

Adenom apokrinih Zlijezda

Adenom apokrinih Zlijezda

Adenom apokrinih Zlijezda
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Rezultati imunohistokemijske pretrage adenoma apokrinih Zlijezda

Rezultati IHC pokazuju da je ekspresija E-kadherina u 100,0% adenoma bila citoplazmatska

(Slika 9). Prosjecna vrijednost citoplazmatske ekspresije je bila -1 (SD=0), a membranozne 0 (SD=0).

Adenomi su 50,0% E-kadherin eksprimirali u rasponu 25-75% stanica, u 33,3% tumora u vise

od 75%, a 16,7% adenoma u manje od 25% stanica. Prosje¢na vrijednost distribucije ekspresije je bila
2,17 (SD=0,75).

Intenzitet bojenja je u 66,7% adenoma ocijenjen s 2, a u 33,3% s 1. Prosje¢na vrijednost
intenziteta ekspresije je bila 1,67 (SD=0,52).
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Slika 9: Adenom apokrinih Zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, x 40

Rezultati imunohistokemijske pretrage karcinoma apokrinih Zlijezda

Rezultati IHC pokazuju da je ekspresija E-kadherina u 57,1% karcinoma bila citoplazmatska,
u 28,6% citoplazmatska i membranozna, a u 14,3% membranozna. (Slika 10). Prosje¢na vrijednost
citoplazmatske ekspresije je bila -0,86 (SD=0,38), a membranozne 0,43 (SD=0,53).

Karcinomi su 57,1% E-kadherin eksprimirali u rasponu 25-75% stanica, u 28,6% tumora u
manje od 25%, a u 14,3% slucajeva u vise od 75% stanica. Prosjecna vrijednost distribucije ekspresije

je bila 1,86 (SD=0,60).

Intenzitet bojenja je u 57,1% karcinoma ocijenjen s 1, a u 42,9% s 2. Prosje¢na vrijednost

intenziteta ekspresije je bila 1,43 (SD=0,53).

Slika 10: Karcinom apokrinih Zlijezda, pas, IHC, E-kadherin, x 20
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Prosjecne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata procjenjivanih

parametara IHC pretrage adenoma i karcinoma apokrinih zlijezda, prikazani su grafikonom 9.
IHC ZBROJ
4,5
3,5
2,5
1,5

0,5
2,86

ADENOMI KARCINOMI

Grafikon 9: Prosje¢ne vrijednosti i standardne devijacije zbroja kvantificiranih rezultata svih
procjenjivanih parametara imunohistokemijske pretrage za adenome 1 karcinome apokrinih Zlijezda

4.2.4. Rezultati analize bioloSkog ponasanja tumora
Vrijeme prezivljavanja pasa nakon kirur§kog uklanjanja tumora, adenoma ili karcinoma lojnih
zlijezda je prikazano grafikonom 10, a rezultati analize ucestalosti metastaziranja i recidiviranja su

prikazani grafikonima 11 i 12.

Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s vriemenom
prezivljavanja pasa nakon ekscizije tumora
35,0%
33,3%
30,0% 28,6% 28,6%
25,0% S— {
[0 do 12 mjeseci (1)
20,0% S— {
16,7% 16,7% [0 od 12 do 24 mjeseca (2)
15,0% 14,3% od 24 do 36 mjeseci (3)
vise od 36 mjeseci (4)
o
10,0% | nepoznato
5,0% — I
0,0%
0,0% . .
adenom karcinom n=13

Grafikon 10: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s vremenom prezivljanja tumora pasa nakon
ekscizije tumora
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Grafikon 11: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s pojavom metastaza
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Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s recidivom tumora
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Grafikon 12: Povezanost tipa tumora apokrinih Zlijezda s recidiviranjem tumora nakon ekscizije

Prosjeéno vrijeme prezivljavanja pasa s adenomima je ocijenjeno s 2,4 (SD=1,41),as

karcinomima apokrinih Zlijezda ocjenom 2,33 (SD= 1,37). Prosjecni postotak metastaziranja adenoma

je iznosio 0% (SD= 0), a karcinoma apokrinih Zlijezda 16,67% (SD= 0,41). Prosje¢ni postotak
recidiviranja adenoma je bio 20,0% (SD=0,52), a karcinoma apokrinih Zlijezda 66,67% (SD= 0,52).

4.2.5. Rezultati statisti¢ke analize

Provedenom statistiCkom analizom za analizirane parametre tipa tumora i vrijednosti

dobivenih imunohistokemijskom pretragom i rezultata telefonski provedene ankete o bioloskom

ponasanju tumora apokrinih zlijezda nisu utvrdene statisticki znacajne razlike.
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5. RASPRAVA

5.1. Tumori lojnih Zlijjezda

5.1.1. Utvrdena pasminska, spolna i dobna distribucija te histoloski tipovi tumora lojnih zlijezda

U nasem radu utvrdili smo da je u istrazivanom razdoblju ukupno bilo dijagnosticirano 22
tumora lojnih zlijezda koji su se javljali naj¢eS¢e u pasa prosje¢ne dobi od 10,91 godina $to odgovara
podatcima iz literature (LEE GROSS i sur., 2005.). Takoder smo utvrdili da su se najc¢escée javljali kod
zlatnih retrivera, engleskih koker Spanijela i mjeSanaca. Engleski koker Spanijeli su i u literaturi
opisani kao pasmina s u¢estalom pojavom ovih tumora (LEE GROSS i sur., 2005.), a ve¢a incidencija
kod zlatnih retrivera i mjeSanaca u naSem istrazivanju moze biti posljedica pasminskog sastava, tj.
poveéanog udjela ovih pasmina u cjelokupnoj populaciji pasa u Hrvatskoj. Prema spolnoj distribuciji
oboljelo je 54,5% muzjaka i 45,5% Zenki $to odgovara podatcima prema kojima ne postoji znacajnija

spolna predispozicija za razvoj ovih tumora (LEE GROSS i sur., 2005.).

Prema histoloskom tipu tumora najces¢i su bili epiteliomi (50,0%), zatim adenomi (36,4%) i
najrjedi karcinomi (13,6%) te i ovi podatci odgovaraju rezultatima dosada$njih istrazivanja
(GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.; LEE GROSS i sur., 2005.).

5.1.2. Imunohistokemijska analiza tumora lojnih Zlijezda

Rezultati imunohistokemijske analize lokalizacije ekspresije E-kadherina, u adenoma lojnih
zlijezda su pokazali da je ekspresija najrjede bila izraZzena u citoplazmi adenoma, 62,5% tumora, dok
je u epitelioma bila izrazena u 90,9% tumora te u 66,7% karcinoma. Ovakvi rezultati ekspresije
E-kadherina potvrduju rezultate istrazivanja provedenih na odredenim humanim tumorima te
tumorima mlije¢ne zlijezde pasa, kod kojih je dokazana promijenjena ekspresija E-kadherina u korist
jace citoplazmatske ekspresije kod malignijih oblika tumora (WIJNHOVEN i sur., 2000.; POLTON i
sur., 2007.; RESTUCCI i sur., 2009.; KARABOLOVSKI i sur., 2015.; SHAMIR i EWALD, 2015.).
Analizom distribucije ekspresije E-kadherina je utvrdeno da je kod histoloski najbenignijih oblika
tumora, tj. adenoma, bilo najvise uzoraka tumora (62,5%) s najve¢im postotkom pozitivnih tumorskih
stanica (viSe od 75% pozitivnih stanica) te je za njih i prosje¢na vrijednost kvantificirane distribucije
ekspresije E-kadherina iznosila 2,5. Za epiteliome je u vise od 75% stanica ekspresija zabiljezena u
455 % tumora, a za karcinome u 33,3% slucajeva te su vrijednosti kvantificirane distribucije
ekspresije bile podjednake i iznosile su 1,66. 1 ovi rezultati potvrduju hipotezu da je E-kadherin
slabije eksprimiran u malignijih oblika tumora $to odgovara nekim istraZivanjima u humanoj i
veterinarskoj medicini (WIJNHOVEN i sur., 2000.; POLTON i sur., 2007.; RESTUCCI i sur., 2009.;
KARABOLOVSKI i sur., 2015.; SHAMIR i EWALD, 2015.). Intenzitet ekspresije E-kadherina je bio

najve¢i u epitelioma (1,73) i karcinoma (1,67) te je u njih i bio najveéi broj tumora s jakom
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ekspresijom, dok je u adenoma bio nizi intenzitet (1,5) te je bilo manje tumora s najja¢im intenzitetom.
lako je intenzitet bio nesto slabiji kod adenoma, broj pozitivnih stanica je bio ve¢i kod benignijih
tumora, a i kod malignijih oblika su E-kadherin eksprimirale dominantno jace diferencirane, tj. stanice

koje su manje maligno transformirane.

Rezultati dobiveni analizom zbroja imunohistokemijskih parametara pokazuju da su najvece
utvrdene prosje¢ne vrijednosti bile za adenome (3,5), a najmanje za epiteliome (2,45) i neSto malo
vece za karcinome (2,67).

Procjenjujuéi vrijednosti zbroja procjenjivanih imunohistokemijskih parametara, kao i
rezultate cjelokupne imunohistokemijske analize, vidljivo je da je ekspresija E-kadherina slabija kod
malignijih oblika tumora, tj. epitelioma i karcinoma te je kod tih oblika ona jaCe citoplazmatski
izrazena u odnosu na benignije histoloSke oblike adenoma. Obzirom da je  E-kadherin
transmembranski protein ¢ija je uloga vazna u izgradnji medustani¢nih veza te veza stanica i
ekstracelularnog matriksa, stoga je bitan za odrZavanje polarnosti stanica, dobiveni rezultati dokazuju
povezanost izmedu imunohistokemijske ekspresije E-kadherina i histolo§kog oblika tumora $to je bio
jedan od ciljeva ovog rada, a takoder odgovaraju rezultatima dosadasnjih istrazivanja provedenih na
drugim tipovima humanih i Zivotinjskih tumora (WIJNHOVEN i sur., 2000.; POLTON i sur., 2007.;
RESTUCCI i sur., 2009.; KARABOLOVSKI i sur., 2015.; SHAMIR i EWALD, 2015).

5.1.3. Analiza bioloskog ponasanja tumora lojnih Zlijezda

Provedena analiza biolo§kog ponaSanja tumora lojnih Zlijezda je rezultirala nalazom ocjene
prosjeénog vremena preZivljavanja pasa s adenomima koja iznosi 3, za epiteliome je prosje¢na ocjena
iznosila 2,78, a za karcinome 3,5. Metastaze su ustanovljene kod 18,2% epitelioma, 12,5% adenoma,
a nisu utvrdene kod karcinoma. Recidivi tumora su se javili kod 66,7% karcinoma, 27,3% epitelioma i
25,0% adenoma. Rezultat utvrdenog metastaziranja jednog adenoma koji inace ne metastaziraju
ukazuje na postojanje teSkoce u histoloskom razlikovanju tipa tumora te moguénosti proglasavanja
epitelioma ili dobro diferenciranog karcinoma adenomom, §to potvrduje potrebu za dodatnim
metodama za diferenciju ovih tumora. Takoder je vidljivo da svi podaci dobiveni telefonskom
anketom nisu u potpunosti pouzdani, obzirom da se metastaziranje odredenog tumora moze dokazati

jedino histopatoloskom pretragom suspektne metastaze, $to nije obavljeno u nasem slucaju.

Podatci dobiveni telefonskom anketom o bioloSkom ponasanju tumora lojnih Zlijezda
pokazuju da tumori analizirani na Zavodu za veterinarsku patologiju koji su ocijenjeni kao histoloski
maligniji, imaju lo$iju prognozu, odnosno da ¢eS¢e recidiviraju i stvaraju metastaze $to odgovara
podatcima dostupnima u literaturi (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.; LEE GROSS i sur.,
2005.). O vremenu preZivljavanja ne postoje podatci u literaturi, stoga iznenaduje nesto duze vrijeme
preZivljavanja kod karcinoma, no to moze biti posljedica malog broja ovih analiziranih tumora (tri), od

kojih su u anketi dobiveni podatci o bioloskom ponasanju za samo dva tumora.
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5.1.4. Statisticka analiza tumora lojnih zlijezda

Rezultati provedene statisticke analize koji pokazuju statisticki znacajnu razliku (p=0,04035)
izmedu vrijednosti dobivenih analizom rezultata ekspresije E-kadherina u tumora lojnih zlijezda u
odnosu na odredeni histopatoloski tip tumora, dokazuju da se primijenjena imunohistokemijska
metoda moze koristiti kao dodatna metoda u tocnijem odredivanju tipa tumora. Ovakvi rezultati su
kompatibilni s istrazivanjima provedenima na tumorima mlijec¢ne zlijezde pasa (KARABOLOVSKI i
sur., 2015.). Takoder, rezultati statisticke analize koji pokazuju statisticki znacajnu razliku
(p=0,041017) izmedu vrijednosti vremena prezivljavanja i intenziteta ekspresije E-kadherina te
statisticki znacajnu razliku (p=0,046662) izmedu vremena prezivljavanja i lokalizacije ekspresije E-
kadherina, govore u prilog tome da bi se imunohistokemijska analiza ekspresije E-kadherina mogla
koristiti kao jedna od metoda za procjenu duljine prezivljavanja pasa s tumorima lojnih Zlijezda, $to se
takoder pokazalo i u istrazivanju koje su proveli Polton i sur. (2007.) na karcinomima analnih vrecica

pasa.

5.2. Tumori apokrinih Zlijezda

5.2.1. Utvrdena pasminska, spolna i dobna distribucija te histoloski tipovi tumora apokrinih zlijezda

U nasem istrazivanju utvrdili smo da je u razdoblju od tri godine bilo dijagnosticirano 13
tumora apokrinih zlijezda, a prosje¢na dob pasa s dijagnosticiranim tumorima je bila 10,15 godina.
Ovi tumori su se naj¢e$cée javljali kod zlatnih retrivera i njemac¢kih boksera, s time da su 46,1% uzorka
¢inili tumori muzjaka, a 38,5% zenki (za 15,4% Zzivotinja nisu bili poznati podatci o spolu). Ovakvi
podatci o dobi i neizraZenoj spolnoj predispoziciji odgovaraju poznatim podacima iz literature, osim
§to su u literaturi ovi tumori opisani najce$ée kod lasa-apso pasmine i shih tzu-a (GOLDSCHMIDT i
HENDRICK, 2002.), a njihova odsutnost u rezultatima naseg istraZivanja je najvjerojatnije posljedica

malog broja Zivotinja ovih pasmina u populaciji pasa u Hrvatskoj.

Prema histoloskoj klasifikaciji 46,2% tumora su bili adenomi, a 53,8% karcinomi apokrinih

Zlijezda $to je sukladno dostupnim podatcima o incidenciji tumora apokrinih Zlijezda u pasa (SIMKO i
sur., 2003.; LEE GROSS i sur., 2005.).

5.2.2. Imunohistokemijska analiza tumora apokrinih zlijezda

Rezultati imunohistokemijske analize lokalizacije ekspresije E-kadherina u adenoma apokrinih
Zlijezda, pokazali su da je kod svih adenoma (100%) ekspresija bila citoplazmatska, a u karcinoma je u
57,1% tumora bila samo citoplazmatska, u 28,6% citoplazmatska i membranozna, a u 14,3% samo
membranozna. Analizom distribucije ekspresije E-kadherina nije utvrdena znacajnija razlika u broju

imunohistokemijski pozitivnih stanica, tj. distribuciji ekspresije E-kadherina. Intenzitet ekspresije je
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bio pretezito jak kod adenoma (66,7%) te je prosjecna vrijednost intenziteta ekspresije iznosila 1,67, a
kod karcinoma je u vecini tumora (57,1%) intenzitet ekspresije bio slab, prosjecne vrijednosti 1,43.
Vrijednost ukupnih prosje¢nih kvantificiranih rezultata imunohistokemijske analize je za adenome
(2,83) bila otprilike jednaka onoj za karcinome (2,86). Rezultati dobiveni analizom intenziteta
ekspresije E-kadherina odgovaraju podatcima iz dosad objavljenih istrazivanja E-kadherina na
tumorima ljudi i pasa (WIINHOVEN i sur., 2000.; POLTON i sur., 2007.; RESTUCCI i sur., 2009.;
KARABOLOVSKI i sur., 2015.; SHAMIR i EWALD, 2015.) kod kojih je utvrdeno da malignije
stanice slabije eksprimiraju E-kadherin od benignijih. Sto se ti¢e ostalih odredivanih parametara koji
nisu u skladu s provedenim istraZivanjima, smatramo da mogucéi razlozi za to leZze u Cinjenici da je
analiziran relativno mali broj tumora te da sam malignitet tumora moZe ovisiti i o brojnim drugim

¢imbenicima, a ne samo o stupnju medusobne povezanosti stanica (CULLEN i sur., 2002.) .

5.2.3. Analiza bioloskog ponasanja tumora apokrinih Zlijezda

Obavljena analiza bioloskog ponasanja tumora apokrinih zlijezda je pokazala da ne postoji
znacajna razlika u vremenu prezivljavanja pasa s adenomima (ocijenjeno s 2,4) u odnosu na pse s
karcinomima (2,33). Kod adenoma nisu utvrdene metastaze dok je kod karcinoma u 14,3% utvrdena
prisutnost metastaza. Recidivi su rjede utvrdeni u adenoma (16,7%), u odnosu na karcinome (66,7%).
Zanimljiv je dobiveni podatak o istom vremenu prezivljavanja za adenome i karcinome, obzirom da u
nama dostupnoj literaturi nismo dosli do podataka o duljini vremena preZivljavanju pasa S ovim
tumorima. Podatci o ¢eS¢em metastaziranju i recidiviranju karcinoma od adenoma su ocekivani i u
skladu s navodima u literaturi (SIMKO i sur., 2003.; LEE GROSS i sur., 2005.).

5.2.4. Statisticka analiza tumora apokrinih Zlijezda
Provedenom statistickom analizom za analizirane parametre tumora apokrinih Zlijjezda nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike, a moguce objasnjenje za to je relativno mali broj analiziranih

tumora, uz to, za sve tumore nisu dobiveni podatci provedeni telefonskom anketom.
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6. ZAKLJUCCI

1. Podatci koji su dobiveni analizom pasminske, spolne i dobne distribucije te histoloski tipovi

tumora lojnih i apokrinih zlijezda odgovaraju do sada poznatim literaturnim podatcima.

2. Provedena analiza je postigla postavljene ciljeve te je dokazano da analiza ekspresije E-
kadherina moze koristiti u odredivanju to¢nije dijagnoze tipa tumora apokrinih Zlijezda, a osobito

tumora lojnih Zlijezda pasa.

3. Ustanovljeno je da u tumora lojnih zlijezda lokalizacija i intenzitet ekspresije E-kadherina

mogu pomo¢i kod odredivanja prognoze, odnosno bioloskog ponasanja tumora.

4. Ekspresija E-kadherina u tumorima apokrinih Zlijezda pasa, u provedenom istrazivanju nije
pokazala rezultate koji bi upucivali na povezanost rezultata imunohistokemijske pretrage i bioloskog

ponasanja tumora.

5. U svrhu to¢nijeg odredivanja parametara za procjenu ekspresije E-kadherina, vezano uz
biolosko ponasanje i odredivanje tipa tumora lojnih i apokrinih Zlijezda, smatramo da je potrebno
obaviti istrazivanje na veCem broju zivotinja kako bi se dobili pouzdaniji kriteriji za odredivanje

to¢nije dijagnoze i prognoze istrazivanih tumora.
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8. SAZETAK

U radu je istrazivana ucestalost pojedinih histoloskih tipova tumora apokrinih i lojnih Zlijezda
u pasa ¢iji su uzorci dostavljeni na histopatolosku dijagnostiku na Zavod za veterinarsku patologiju
Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, u razdoblju od 1. sije¢nja 2010. do 31. prosinca 2012. godine.
Utvrdivano je da li postoji povezanost izmedu imunohistokemijske ekspresije E-kadherina i tipa

tumora te da li postoji povezanost ekspresije E-kadherina vezano uz bioloSko ponaSanje tumora.

Pasmina koja najéeS¢e obolijeva od tumora apokrinih i lojnih Zlijezda je zlatni retriver.
Prosje¢na dob oboljelih Zivotinja iznosila je 10,15 godina za tumore apokrinih zlijezda, dok je za
tumore lojnih zlijezda iznosila 10,91 godina. Histopatoloskom klasifikacija tumora utvrdeno je 53,8%
karcinoma i 46,2% adenoma apokrinih Zlijezda, a za tumore lojnih Zlijezda 50,0% epitelioma, 36,4%
adenoma te 13,6% karcinoma. Vrijeme prezivljavanje pasa s tumorima lojnih zlijezda je bilo najkrace
kod epitelioma, dok je srednje prezivljavanje bilo kod adenoma i najduze kod karcinoma.
Metastaziranje je utvrdeno kod malog broja adenoma i epitelioma, a u€estalost recidiva je bila najveca
kod karcinoma lojnih Zlijezda. U tumora apokrinih Zlijezda je utvrdeno priblizno podjednako vrijeme
prezivljavanja za adenome i karcinome te ¢eS¢e metastaziranje i recidiviranje karcinoma u odnosu na
adenome. U tumora apokrinih Zlijezda je utvrdeno priblizno podjednako vrijeme prezivljavanja za

adenome i karcinome te Ce$¢e metastaziranje i recidiviranje karcinoma u odnosu na adenome.

Imunohistokemijskom analizom ekspresije E-kadherina je dokazano da analiza ekspresije E-
kadherina moze koristiti u odredivanju to¢nije dijagnoze tipa tumora apokrinih, a 0sobito tumora
lojnih zlijezda pasa. Imunohistokemijskom analizom je utvrdeno da kod tumora lojnih Zlijezda sama
lokalizacija i intenzitet ekspresije E-kadherina mogu pomoéi kod odredivanja prognoze, odnosno
bioloSkog ponaSanja tumora. FEkspresija E-kadherina u tumorima apokrinih Zzlijezda pasa u
provedenom istrazivanju nije pokazala rezultate koji bi upudivali na povezanost rezultata

imunohistokemijske pretrage i bioloskog ponasanja tumora.

Klju¢ne rije¢i: tumor, apokrine zlijezde, lojne Zlijezde, E-kadherin, imunohistokemija
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9. SUMMARY

Expression of E-cadherin in canine tumors of apocrine and sebaceous glands and relationship with the

survival rate

In this study, incidence of histological types of the canine tumors of apocrine and sebaceos
glands analyzed at Department of veterinary pathology in period between January, 1% 2010. and
December, 31% 2012. was investigated. An association between immunohistochemical expression of

E-cadherin, types and biological behavior of tumors were evaluated.

Breed most commonly affected with apocrine and sebaceous gland tumors was golden
retriever. Average age of dogs diagnosed with apocrine gland tumor and sebaceous gland tumor was
10,15 years and 10,91 years, respectively. According to the histopathological analysis there were
53,8% of carcinomas and 46,2% of adenomas of apocrine glands. Analysis of sebaceous gland tumors
showed epitheliomas as dominant tumor type (50,0%), followed by adenomas (36,4%) and carcinomas
(13,6%). The survival period of dogs with sebaceous gland tumors was shortest for patients with
diagnosed epitheliomas, intermediate for adenomas and longest for carcinomas. Incidence of
metastasis was very low among adenoma and epithelioma groups, and frequency of recidivism was
highest for sebaceous gland carcinoma. Average survival period was approximately the same for
apocrine gland adenomas and carcinomas with higher metastasis and recidivism incidence in

carcinoma group.

Immunohistochemical analysis of E-cadherin expression confirmed efficiency of this method
for more accurate classification of histological types of apocrine and especially sebaceous gland
tumors of dogs. Conducted immunohistochemical analysis showed that location and intensity of E-
cadherin expression can be helpful for better prediction of the biological behavior of sebaceous gland
tumors. Contrary to sebaceous gland tumors, immunohistochemical analyzis of apocrine gland tumors
showed that there was no association between E-cadherin expression and biological behavior of

apocrine gland tumors.

Key words: tumor, apocrine gland, sebaceous gland, E-cadherin, immunchistochemistry
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