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1. Uvod
1.1. Citologija i citoloski preparati

Pojam citologija odnosi se na znanost o stanicama, a dolazi od grcke rijeci ,,kytos™ $to znaci
kutija ili Supljina, a od 1859. godine u modernoj znanosti odnosi se na stanicu, te od grcke
rije¢i ,logia“ §to znaci znanost, diskusija, rasprava, doktrina. Citologija je dio patologije i
bavi se mikroskopskim prouc¢avanjem strukture, funkcije, umnozavanja, zivotnim ciklusom i

patologijom stanica organizma.

Tocnost dijagnoze uvelike ovisi o kvaliteti uzimanja uzoraka i pripremi preparata. Metode
uzimanja uzoraka dijele se na aspiracijske i eksfolijativne. U aspiracijske metode ubrajaju se
FNB (engl. fine needle biopsy) i FNAB (engl. fine needle aspiration biopsy) dok se u

eksfolijativne metode ubrajaju otisak, obrisak, strugotine i ispirak.

Za nodularne koZne i potkozne novotvorevine kao $to je kutani histiocitom najpogodniji je
pristup aspiracijskim metodama. Za izvodenje aspiracijskih metoda potrebno je: igla veli¢ine
22-25 G, $prica od 3-20 ml (ovisno o konzistenciji tkiva, najcesce se koristi 3ml) i predmetna
stakalca (Valenciano i Cowell, 2019.). Novotvorevina se ¢vrsto fiksira jednom rukom dok se
drugom rukom pomocu igle ulazi u tkivo. Kako bi se dobila dovoljna koli¢ina stanica
potrebno je iglu uvoditi u razli¢itim smjerovima uz rotaciju, ali bez izlaska iz novotvorevine
(Albanese, 2017.). Ako se primjenjuje metoda FNB na konus igle nije potrebno stavljati
Spricu prilikom uzimanja uzoraka, a Stanice se izuzimaju samim ulaskom i rotacijom igle u
tkivo. Kod primjene FNAB metode na konus igle potrebno je staviti $pricu te nakon §to je igla
u tkivu aspirirati najcesce % ili % Sprice kako bi stvorili negativan podtlak (Valenciano i
Cowell, 2019.). Kada je u Sprici stvoren negativan podtlak igla se u tkivu nekoliko puta
preusmjerava i rotira, a prije izvlacenja igle iz tkiva potrebno je pustiti klip Sprice i time

popustiti negativni tlak u $prici (Valenciano i Cowell, 2019.).

Nakon §to je odradena metoda uzimanja uzoraka potrebno je stanice adekvatno premjestiti
na predmetno stakalce. Materijal se njezno mora nanijeti na predmetno stakalce pomocu
Sprice minimalno 1 cm udaljenosti od matiranog ruba stakalca (Albanese, 2017.).
Distribucijom male koli¢ine uzorka na vise stakalca postigne se dobivanje uzoraka u jednom
sloju u koji lakSe prodire boja, te veca koli¢ina preparata koji se mogu bojati specijalnim
metodama ili imunohistokemijskim bojama (Albanese, 2017.). Nakon $to je uzorak nanesen

na predmetno stakalce potrebno ga je razmazati kako bi se dobio oblik elipse ili pera u ¢ijem



centru se nalazi optimalni dio za procjenu stanica. Razmazak se radi pomocu drugog
predmetnog stakalca koji se postavi pod kutem od 90 stupnjeva na stakalce s uzorkom i uz

konstantan, njezan pritisak svako se stakalce povuce u suprotnom smjeru (Albanese, 2017.).

Sljedeci korak je susenje preparata ¢ime se postize fiksacija koja sprjecava autolizu stanica.
Optimalno je susSenje preparata na zraku, a moze posluziti i suSilo za kosu. Nakon $§to je
preparat fiksiran potrebno je bojanje kako bi se pojacala vizualizacija stanica. Postoji viSe
razli¢itih vrsta bojenja, a u veterinarskoj medicini naj¢eSée se korist bojenja po
Romanowskom (Wright, Giemsa, May-Grunwald-Giemsa, Diff-Quik, Quik-Dip) i novo
metilensko modrilo (engl. New Methylene Blue Stain-NMB) (Raskin i Meyer, 2016.).

Nakon uzimanja uzorka i pripreme preparata dolazi se do mikroskopiranja nakon kojeg
slijedi pisanje nalaza i miSljenja. Citoloska pretraga je vrlo vrijedna dijagnosticka metoda, ali
treba imati na umu da se ponekad samostalno ne moze do¢i do dijagnoze i da nisu sva tkiva
pogodna, te je tada potrebno kombinirati s drugim metodama kao Sto je histopatoloska

pretraga.

1.2. Kanini kutani histiocitom

Kutani histiocitom pasa spada u tumore podrijetla okruglih stanica (engl. round cell
tumors). U kategoriji tumora okruglih stanica nalaze se i mastocitom, limfom, plazmacitom,

melanom 1 transmisivni veneri¢ni tumor.

Kanini kutani histiocitom nastaje proliferacijom intraepidermalnih Langerhansovih stanica
tvoreéi benignu neoplaziju. Ova neoplazija vrlo je Cesta kod pasa te je specifi¢na po tome §to
zahvaca pse mlade zivotne dobi. Najées¢e se pojavljuje kao solitarna uzdignuta okrugla
novotvorevina, dok vrlo rijetko dolazi u obliku multinodularnih lezija. Veli¢ina tvorbe

najcesce se ne prelazi 4 cm, a unutar nekoliko mjeseci dolazi do spontane regresije.

Dijagnosti¢ka metoda izbora je citoloska pretraga ¢ija velika prednost je brzina i cijena. Od
velike je vaznosti uzeti uzorak za citoloSku pretragu kako bi se postavila pravilna dijagnoza, a
time iskljucile druge mnogo nepovoljnije dijagnoze koje makroskopski mogu izgledati sli¢no
kutanom histiocitomu. Terapija izbora je kompletna kirurSka ekscizija tumora, a prognoza je

izrazito povoljna.



2. Pregled rezultata dosadasnjih istraZivanja
2.1. Normalna struktura kozZe

Koza se sastoji od tri medusobno povezana sloja. PovrSinski sloj ¢ini epidermis, ispod

njega nalazi se dermis, dok najdublji dio ¢ini hypodermis ili subcutis.

Epidermis je povrsinski dio koZe i sastoji se od keratinocita, melanocita i Langerhansovih
stanica, tj. histiocita (Albanese, 2017.). Keratinociti ¢ine najvecu populaciju stanica i
sudjeluju u procesu keratinizacije, tj. sazrijevanja stanica koje u konacnici izgube jezgru i ¢ine
odumrle oroznjele povrsinske stanice koje se nazivaju korneociti (lat. corneocytes). Histiociti
ili Langerhansove stanice spadaju u mononuklearni fagocitni sustav, te predstavljaju tkivne
makrofage. Melanociti 1 histiociti najées¢e su vidljivi tek prilikom njihove proliferacije ili
neoplasti¢nog procesa (Albanese, 2017.). Keratinociti ¢ine Cetiri sloja: stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum i stratum corneum. Stratum basale c¢ine mali
keratinociti koji su veli¢ine 8-10 mikrometara okruglog oblika s velikim okruglim jezgrama.
Bazalni keratinociti mogu se razlikovati od neaktiviranih histiocita prema svjetlijem podruc¢ju
uz rub jezgre koji se naziva halo (Albanese, 2017.). Stratum spinosum ¢ini najveéi dio
epidermisa 1 sastoji se od vec¢ih keratinocita koji su poligonalna oblika s ovalnom jezgrom
(Albanese, 2017.). Stratum granulosum dobio je ime po okruglim keratohijelinim granulama
u citoplazmi poligonalnih keratinocita. Granule se boje eozinofilno ako se koristi bojanje po
Romanowskom (Albanese, 2017.). Posljednji sloj epidermisa ¢ini Stratum corneum Kkojeg
karakteriziraju anuklearni keratinociti koji podlijezu fizioloSkom procesu keratinizacije, t;.
oroznjavanja. Nakon $to potpuno oroznjaju nazivaju se korenociti prema ¢emu je ovaj sloj

dobio ime.

Dermis predstavlja srednji sloj koZe. Cini najkompleksniji dio koZe i sastoji se od vezivnog
tkiva, krvnih zila, Zivaca, dla¢nih folikula, znojnih i lojnih Zlijezda (Albanese, 2017.).
Fibroblasti 1 fibrociti ¢ine najve¢i postotak stanica dermisa no prisutni su histiociti 1

melanociti (Albanese, 2017.).

Supkutano tkivo, subcutis ili hypodermis ¢ini posljednji i najdublji dio koze. Sastoji se od
masnog tkiva kojeg c¢ine zrele masne stanice (adipociti). Adipociti se u citoloskim
preparatima mogu nalaziti kao samostalne stanice te u veéim ili manjim nakupinama.
Poligonalnog su oblika s ekscentricno smjeStenim malim hiperkromatskim jezgrama

(Albanese, 2017.).



2.2. Podrijetlo tumora, makroskopski izgled i incidencija

Histiociti su stanice imunosnog sustava koje nastaju iz prekursora matic¢nih stanica kostane
srzi (Fulmer i Mauldin, 2007.). Histiociti se mogu klasificirati kao makrofagi ili dendriti¢ne
stanice (Coomer i Liptak, 2008.), a u koju od ove dvije vrste ¢e se diferencitati ovisi 0
utjecaju razliCitih citokina (Fulmer i Mauldin, 2007.). Nakon diferencijacije obje vrste
histiocita sadrze mnoge povrSinske antigene, te povrSinske receptore za imunoglobuline i
komplemente koji se podudaraju (Fulmer i Mauldin, 2007.). Makrofagi su ukljuceni u upalni
proces gdje im je primarna zadaca fagocitoza (imaju veliku koli¢inu lizosomalnih enzima),
dok dendriti¢ne stanice sluze kao antigen prezentirajuce stanice (DAPCs- engl. dendritic
antigen-presenting cells) (Coomer i Liptak, 2008.). Nakon $to antigen bude obraden,
dentriti¢ne stanice odlaze u parakoretks limfnog ¢vora gdje prezentiraju antigen naivnim T
limfocitima (ThO) u svrhu poticanja imunosong odgovora (Moore, 1998.). Dendriti¢ne stanice
ukljucuju epidermalne dendriti¢ne stanice (Langerhansove stanice), intersticijske dendtiricne
stanice i interdigitiraju¢e dendriti¢ne stanice (u perifernim limfoidnim organima) (Fulmer i
Mauldin, 2007.). Monociti nakon $to napuste kostanu srz cirkuliraju u krvi, te u tkivu postaju
zreli makrofagi te se kao takvi mogu naéi u raznim tkivima ukljucujuéi kozu, slezenu, jetru

(Kupfferove stanice) i pluca (alveolarni makrofagi) (Fulmer i Mauldin, 2007.).

Kanine histiocitne bolesti podijeljene su u tri kategorije: nemaligne neneoplasti¢ne,
nemaligne neoplasti¢ne 1 maligne neoplasticne; te njih Cini Cetiri sindroma: reaktivna kutana
ili sistemska histiocitoza (nemaligna neneoplasti¢na bolest), kutani histiocitom (nemaligna
neoplastiéna bolest), lokalizirani histiocitni sarkom (maligna neoplastiéna bolest) 1

diseminirani histiocitni sarkom (maligna neoplasti¢na bolest) (Coomer i Liptak, 2008.).

Kod pasa tumori koze ¢ine gotovo 30% od svih neoplazija (Pakhrin i sur., 2007.). Prema
istrazivanju u Koreji provedenom na 2952 uzorka biopsije u top pet dijagnosticiranih tumora
koZe spadaju epidermalne i folikularne ciste (12,70%), lipom (11,36%), mastocitom (8,82%),
kutani histiocitom (7,49%) i tumor bazalnih stanica (6,82%) (Pakhrin i sur., 2007.).

Kutani histiocitom je benigni tumor koji se pojavljuje kao uzdignuta solitarna lezija kod
mladih pasa (Fulmer i Mauldin, 2007.). Lezija je naj¢eS¢e vidljiva kao cirkularna kupolasta
novotvorevina na kozi, koja se brzo razvila i1 ¢esto ubrzo ulcerira (Taylor, Dorn i Luis, 1969.).
Veli¢ina lezije krece se u promjeru izmedu 0,5 i 4 cm, ve¢inom od 1-2 cm, dok je visina

najcesce 50% manja od promjera (Taylor, Dorn i Luis, 1969.). Na presjeku svjezeg tkiva



tvorevina je vidljiva kao ispupcena, dobro odvojena, nekapsulirana bijela masa s primjesom

zuckaste boje (Taylor, Dorn i Luis, 1969.).

Najces¢e se pojavljuje kod pasa mladih od 3 godine (Coomer i Liptak, 2008.), ali
dijagnosticiran je kod pasa od 2 mjeseca do 16 godina (Pakhrin i sur., 2007.). Pasminsku
predispoziciju imaju brahiocefalicne pasmine pasa kao $to su bokser i buldog, te doberman
piné, skotski terijer, koker $panijel (Fulmer i Mauldin, 2007.), te se smatra da ¢istokrvni psi
imaju vedi rizik za razvoj kaninog kutanog histiocitoma od mjeSanaca (Taylor, Dorn i Luis,
1969.). Kod pasmine shar-pei ¢esce su prijavljeni slucajevi multiplih kutanih histiocitoma
(Coomer i Liptak, 2008.). Spolna dispozicija nije statisticki znaCajna, te nema znacajne
razlike izmedu kastriranih i nekastiranih Zenki, dok za muzjake nije usporedivano s obzirom
na kastirane i nekastrirane zbog nedostatnog broja nekastriranih u istrazivanju (Taylor, Dorn i
Luis, 1969.). Tumor se najces¢e pojavljuje na glavi i vratu, ekstremitetima, trupu i repu
(Pakhrin i sur., 2007.).

Regionalna limfadenopatija moze se pojaviti zbog migracije histiocita u limfni ¢vor, ali
najcesce dolazi do regresije limfadenopatije zajedno s regresijom kozne lezije, no ako do
regresije ne dode potrebno je posumnjati na malignu histiocitnu bolest (Coomer i Liptak,
2008.).

Regresija najées$¢e spontano nastupa unutar 1-2 mjeseca te je karakterizirana limfocitnom
infiltracijom na citoloskim ili histoloskim preparatima (Fulmer i Mauldin, 2007.). U rijetkim
slu¢ajevima postoji moguc¢nost da ne dode do spontane regresije te tada prelazi u perzistentni
kutani histiocitom (Maina, Colombo i Stefanello, 2014., Gross i sur., 2005.). Kirur§ko
uklanjanje je kurativno i svakako se preporucuje kod novotvorevina koje unutar 3 mjeseca
nisu podlegle regresiji, dok do regersije moze doc¢i spontano za 6 tjedana (solitarna lezija) do
10 mjeseci (multiple lezije) (Coomer i1 Liptak, 2008.). Nakon kirurSke obrade ili spontane
regresije prognoza je odli¢na (Coomer i Liptak, 2008.). Zabiljezen je povratak lezije, ali nije

sasvim jasno radi li se o stvarnoj rekurenciji ili 0 novom tumoru (Meuten, 2017.).

2.3. Mikroskopske karakteristike
2.3.1. Svjetlosni mikroskop

Na citoloskim preparatima kanini kutani histiocitom sadrzi nakupine okruglih do ovalnih

stanica (Coomer i Liptak, 2008.) promjera veli¢ine 12-26 mikrometara (Duncan i Prasse,
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1979.). Na histoloSkom preparatu kanini kutani histiocitom vidljiv je kao slabo demarkirani,
neinkapsulirani, intrakutani nodul kojeg je tesko diferencirati od neepiteliotropnog ili
epiteliotropnog kutanog limfoma (Coomer i Liptak, 2008.). Histiociti su iregularna oblika,
najces¢e ovalnog do okruglog (Duncan i1 Prasse, 1979.). Stanice blize epidermisu su dobro
razdvojene, dok se u dubljim slojevima pojavljuju u plahtama zbijenih stanica (Kelly, 1970.).
Jezgru ¢ini njezno granulirani kromatin, te je okrugla do ovalna oblika i najcesée ekscentri¢no
smjeStena (Duncan i Prasse, 1979.). Mitoze su brojne, te su ponekad vidljive binuklearne
stanice (Duncan i Prasse, 1979.). Citoplazma je voluminozna i vakuolizirana (Taylor, Dorn i
Luis, 1969.), blijedo bazofilna s uo¢ljivim marginama, dok jezgrice najces¢e nisu vidljive
(Duncan i Prasse, 1979.). Omjer jezgre i citoplazme nesto je veéi od 1:1 (Duncan i Prasse,

1979.).

U slucaju neulceriranog kaninog kutanog histiocitoma tumorske stanice se pojavljuju u
uniformnim nakupinama koje prodiru u dermis i1 subkutis, te uzrokuju Siroko rasprSenje
kolagenih vlakana i adneksa koZe (Taylor, Dorn 1 Luis, 1969.). Kada dode do ulceracije
povrsinskog epidermisa tada su stanice tumora pomijeSane s upalnim stanicama (Taylor, Dorn
i Luis, 1969.). Duboke margine ulceracije infiltrirane su limfocitima, plazma stanicama i
manjim brojem neutrofila, te takvi tumori ¢esto sadrze podruéja koagulacijske nekroze koja
su infiltrirana limfocitima i velikim brojem neutrofila (Taylor, Dorn i Luis, 1969.). Uz
ulceracije epidermisa moguce su i druge promjene kao Sto su parakeratoza, intraepidermalna
agregacija tumorskih stanica i hidropi¢na degeneracija epidermisa (Pazdzior-Czapula i sur.,
2015.).

T-limfociti najée$¢e se nalaze u nakupinima i difuzno, B-limfociti i plazma stanice
pojavljuju se fokalno ili kao samostalne stanice, neutrofili su najées¢e vidljivi u veéim ili
manjim nakupinama povezanim s epidermalnom ulceracijom i nekrotiénim Zari$tima,
eozinofili su vidljivi kao samostalne stanice ili u malim nakupinama, dok se mastociti
pojavljuju kao male nakupine najc¢e$¢e na periferiji tumora (Pazdzior-Czapula i sur., 2015.).

Cesta je kontaminacija uzorka s velikim brojem eritrocita (Duncan i Prasse, 1979.).

2.3.2. Elektronski mikroskop

Na preparatima predominantne stanice su velike i iregularna oblika s obilnom citoplazmom

(Glick, Holscher i Campbell, 1976.). U mnogim podrucjima stanice su grupirane s usko



postavljenim plazminim membranama, dok su na drugim mjestima jasno odvojene jedne od
drugih (Kelly, 1970.). Jezgre su ekscentricno smjestene (Kelly, 1970.) s rasprSenim
kromatinom (Glick, Holscher i Campbell, 1976.). Jezgre su Cesto nepravilno presavinute ili
uvucene, dok su velike jezgrice samo ponekad vidljive (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).
Obilna citoplazma sadrzi brojne ribosome, mitohondrije, zrnati endoplazmatski retikulum i
Golgijev aparat, te citoplazmatske vezikule i nakupine mikrofilamenata (Glick, Holscher i
Campbell, 1976.).

Ribosomi se nalaze kao slobodni i vezani za endoplazmatski retikulum, te distribuciji na
endoplazmatskom retikulumu nedostaje uredan uzorak kao kod susjednih fibroblasta (Glick,
Holscher i Campbell, 1976.).

Zrnati endoplazmatski retikulum nasumicno je distribuiran kao kratki valoviti tubuli S
relativno rijetko prihva¢enim ribosomima (tubuli su najéesce uski, no poneki segmenti mogu

biti dilatirani) (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).

Mitohondriji su rijetko i neselektivno rasprSeni u citoplazmi, a oblik im varira od okruglog

do tubularnog (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).

Golgijev aparat primjetan je u vedini stanica i sastoji se od paralelnih nizova uskih i

dilatiranih tubula s okruglim zavrSetkom (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).

Cesto su uocene citoplazmatske vezikule vezane na membranu, te neke izgledaju prazne,

dok druge sadrZe gusti zrnati materijal 1 nalikuju lizosomima (Glick, Holscher i Campbell,

1976.).

Plazmina membrana izgleda neujednaéeno, te je na vecini povrSine glatka, dok se na
pojedinim mjestima mogu pojaviti kompleksna preklapanja isprepletena s potiskom susjednih
stanica (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).

U medustani¢nom prostoru sredi$njeg dijela tumora nalaze se pojedina¢ni fibroblasti, dok
kolagena vlakna nisu vidljiva, a na lateralnim i dubljim rubovima tumora fibroblasti dolaze u

grupama uz brojna kolagena vlakna (Glick, Holscher i Campbell, 1976.).



2.4. Biolosko ponasanje kaninog kutanog histiocitoma

Tumori se prema bioloskom ponaSanju dijele na benigne (dobrocudne) i maligne
(zlo¢udne), a njihove karakteristike prikazane su u tablici 2 (Baba i Catoi, 2007.). Benigne
tumore karakterizira proliferacija stanica koje su dobro diferencirane, sporiji rast koji je
povezan sa slabijim razvojem vaskularne mreze, naj¢es¢e dobro ograniceni unutar tkiva uz
egzofiti¢an rast, rijetka prisutnost mitoza, moguce lokalne promjene (kompresija) te izostanak
metastaziranja (Baba i Catoi, 2007.). Kod malignih tumora obrnuta je situacija i karakterizira
ga invazivni i infiltrativni rast, proliferacija tumorskih nediferenciranih stanica, izrazito brojne
mitoze (najéeSce atipi¢ne), Cesta prisutnost nekroza i ulceracija povrsine, prisutnost metastaza,

a prognoza je nepovoljna (Baba i Catoi, 2007.).

Tablica 2. Karakteristike benignih i malignih tumora (Baba i Catoi, 2007.)

Karakteristike

Benigni

Maligni

Tip rasta

Ekspanzivni

Infiltrativni

Brzina rasta

Sporo (uglavnom)

Brzi (uglavnom)

Fiksacija za podlogu Cesta lzuzetno

Struktura Tipi¢na Atipi¢na (nediferencijacija-anaplazija)
Mitoze Rijetke + Tipi¢ne Brojne + Atipi¢ne

Razvoj Lokalno Lokalno + Generalno

Metastaziranje Ne Da

Lokalne posljedice

Varijabilne (npr. kompresija)

Ozbiljne (npr. infiltracija, destrukcija, nekroza)

Generalne posljedice

Nema (izuzetak su sekretorni tumori ili na

odredenim mjestima)

Konstantni + teski (u fazi generalizacije)

Spontani razvoj/prognoza

Obi¢no povoljna

Nepovoljna

Pojava nakon odstranjivanja

Nema recidiva

Cesti recidivi

Kanini kutani histiocitom prema bioloskom ponaSanju spada u benigne tumore iako ne
posjeduje sve tipi¢ne karakteristike benignog tumora. Kanini kutani histiocitom ima
egzofitian rast u obliku kupolastog uzdignutog solitarnog nodula (Fulmer i Mauldin, 2007.),
a veli¢ina u promjeru krece se od 0,5-4 cm (Coomer i Liptak, 2008.). Tumor je najéesc¢e brzog
rasta, a lokalne promjene Cesto ukljucuju crvenilo koZe (eritem) i ulceraciju povrsine tumora
(Taylor, Dorn i Luis, 1969.). Tumorske Langerhansove stanice su dobro diferencirane s
velikom okruglom do ovalnom ekscentricno smjestenom jezgrom (Duncan i Prasse, 1979.).
Mitoze su tipi¢ne i1 brojne, te su vidljive stanice s viSe jezgara (multinuklearne stanice)
(Duncan i Prasse, 1979.). Vrlo je Cesta infiltracija upalnim stanicama (limfociti, neutrofili,
eozinofili). Spontana regresija najesce nastaje za 1-2 mjeseca (Fulmer i Mauldin, 2007.), dok
su rijetki recidivi nakon regresije ili kirurSkog odstranjivanja §to ide u prilog vrlo povljnoj

prognozi (Coomer i Liptak, 2008.).



Ovaj tumor zanimljiv je upravo zbog mogucénosti potpune spontane regresije. Intenzitet
limfocitne infiltracije u korelaciji je sa stupnjem tumorske regresije, te je karakterizirano
podruc¢jima fokalne koagulacijske nekroze i drugih degenerativnih promjena tumorskih
stanica (Cockerell i Slauson, 1979.). T-limfociti su brojni u veéini kaninih kutanih
histiocitoma i brojéano nadmasuju B-limfocite, ali T i B-limfociti su u pozitivnoj korelaciji

Sto sugerira sinergijsku ulogu u tumorskoj regresiji (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.).

Broj mastocita je naprotiv, u negativnoj korelaciji s intenzitetom limfocitne infiltracije
(Pazdzior-Czapula i sur., 2014.), §to objasnjava ¢injenica da medijatori izvedeni iz T-limfocita
(kao $to su beta-kemokini) direktno uzrokuju degranulaciju mastocita (Mekori i Metcalfe,
1999.).

Neutrofili su povezani s fokalnim podrucjima nekroze, ali nije dokazana korelacija s

intenzitetom limfocitne infiltracije (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.).

Regresija kaninog kutanog histiocitoma povezana je sa sazrijevanjem tumorskih stanica
(Pazdzior-Czapula i sur., 2014.). Regresija tumora povezana je s promjenama u veli¢ini i
obliku stanica, te promjenama jezgrinog podrucja, a te su promjene u pozitivnoj korelaciji s

limfocitnom infiltracijom (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.).

S jac¢inom limfocitne infiltracije dolazi do smanjenja omjera jezgre i citoplazme, a omjer
jezgre i citoplazme je indikator diferencijacije stanica (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.). Dobro
diferencirane stanice imaju niZi omjer jezgre naspram citoplazme u odnosu na slabije
diferencirane stanice iste populacije (McGavin i Zachary, 2012.). Stoga, tumorske stanice
kaninog kutanog histiocitoma postizu visi stupanj sazrijevanja tijekom regresije (Pazdzior-
Czapulai sur., 2014.).

Takoder, oblik stanice povezan je s regresijom, te je pravilan kruzni oblik stanica u
negativnoj korelaciji s infiltracijom limfocita, tj. infiltracija limfocita je u pozitivnoj korelaciji

s pleomorfizmom tumorskih Langerhansovih stanica (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.).

Stupanj anizocitoze 1 anizokarioze tumorskih stanica, promjene u veli¢ini stanice, tj. jezgre,
u pozitivnoj je korelaciji s limfocitnom infiltracijom, odnosno regresijom (Pazdzior-Czapula i
sur., 2014.).

Imunohistokemijskom pretragom dokazana je ekspresija E-kadherina na povrSini

fizioloskih Langerhansovih stanica i tumorskim Langerhansovim stanicama, dok su aktivirani



makrofagi iz piogranuloma bili negativni na ekspresiju E-kadherina (Pazdzior-Czapula i sur.,
2014.). Takva pretraga moze posluziti u razlikovanju aktiviranih makrofaga od tumorskih
stanica kaninog kutanog histiocitoma. No, valja biti na oprezu jer je uofen nedostatak
ekspresije E-kadherina (Moore i sur., 1996., Moore, 2014.). Fizioloske Langerhansove stanice
gube ekspresiju E-kadherina tijekom svoje migracije iz epidermisa u regionalni limfni ¢vor,
takoder, uocena je povezanost pada ekspresije E-kadherina u tumorskim Langerhansovim

stanicama sa stupnjem regresije (Pazdzior-Czapula i sur., 2014.).

Sazrijevanje fizioloskih Langerhansovih stanica povezano je s redistribucijom MHCII
(engl. Major Histocompatibility Comlex Class I1) iz intracelularnih citoplazmatskih vezikula
na povrSinsku membranu stanice (Pazdzior-Czapula i sur., 2014., Pazdzior-Czapula i sur.,
2015.). Regresija kaninog kutanog histiocitoma povezana je s transportom MHCII iz vezikula
na povrsinu tumorske stanice, a time je i u pozitivnoj korelaciji s limfocitnom infiltracijom
(Kipar i sur., 1998., Pires i sur., 2013.).

Nuklearni antigen Ki-67, jedan je od najéesce koriStenih markera za odredivanje stani¢ne
proliferacije, tj. mitotske aktivnosti (Guvenc i sur., 2002.). Regresija kaninog kutanog
histiocitoma ne dogada se jednostavnim smanjenjem proliferacije stanica kao §to je slucaj kod
spontane regresije nekih humanih tumora (Pires i sur., 2013.). Svaka stanica ima unutarnje
programe koji odreduju kada je kraj njenog zivotnog vijeka (Pires i sur., 2013.). Takva
promjena naziva se apoptoza i oznaCava programiranu smrt stanice. Pomo¢u TUNEL (engl.
terminal deoxytransferase deoxyuridine-5'-triphosphated nickend labelling assay) metode
detektira se apoptoticna DNA fragmentacija, te sluzi kao kvantitativna metoda odredivanja
apoptoze tumorskih stanica (Pires i1 sur., 2013.). U pocetnoj fazi rasta kaninog kutanog
histiocitoma proliferativna aktivnost je veca od apoptoze, dok u kasnijoj fazi apoptoza ima
vecu aktivnost od proliferacije Sto rezultira smanjenjem lezije i kona¢no potpunu regresiju
(Pires i sur., 2013.). No, smatra se da veliku ulogu u tumorskoj regresiji ima disbalans izmedu
proliferacije i apoptoze viSe nego samo smanjenje proliferacijske aktivnosti i povecanje

apoptoti¢ne aktivnosti zasebno (Pires i sur., 2013.).

Od specifiénih imunohistokemijskih bojanja i1 odredivanja fenotipa tumora i time
diferencijalno dijagnosticki izdvojiti kanini kutani histiocitom od drugih morfoloski sli¢nih
tumora, u obzir dolazi ekspresija CD1a, CD1b, CD1c, MHCII, CD11c i E-kadherin (Fulmer i
Mauldin, 2007.) uz izostanak ekspresije limfocitnih antigena CD3,CD4, CD21,CD8 i CD19
(Kaim i sur., 2006.).

10



3. Materijali i metode

Supstrat ovog istrazivanja bili su arhivirani citoloSki preparati sa Zavoda za veterinarsku
patologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Putem kompjuterizirane interne
baze podataka Zavoda ustanovljeno je 30 citoloskih preparata s dijagnozom kaninog kutanog
histiocitoma ili temeljitom sumnjom na kanini kutani histiocitom za vremenski period 2009.-
2018.godine. Od ukupno 30 citoloskih preparata, 8 je bilo nedostupno, a 2 su preparata
iskljucena zbog preniske stani¢nosti, te je u ovom istrazivanju obradeno ukupno 20 citoloskih

preparata.

Odabrani preprati dostavljeni su na Zavod za veterinarsku patologiju iz privatnih
veterinarskih te s Klinika Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. Dostavljeni su uz uputnice u
obliku razmaska punktata (FNB, FNAB) ili otiska na predmetnim stakalcima. U laboratoriju
Zavoda izvrSena je daljnja priprema preparata u obliku bojanja s posebnim bojama
(modificirana Giemsa) namijenjenim za citoloSke i histopatoloske preparate zbog lakse
vizualizacije svih elemenata preparata, a time i mogucénost postavljanja dijagnoze.

Pripremljeni preparati su pregledani i opisani od strane kvalificiranih zaposlenika Zavoda.

U ovom istrazivanju ponovno su mikroskopski pregledani odabrani preparati i odredivane

su pojedine citoloske karakteristike.

3.1. Citoloske karakteristike
Stanicnost

Celularnost ili stani¢nost citoloskog preparata ima vrlo je vaznu ulogu u pravilnoj procijeni,
a time i u postavljanju odgovaraju¢e dijagnoze. Cesto se moZe procjeniti odmah nakon
bojanja preparata gdje ¢e se visoka celularnost prepoznati kao plavo obojenje, dok ¢e nisko
celularni preparati izgledati gotovo prozirno (Cowell i Valenciano, 2019.). Potvrda
celularnosti mora se obaviti mikroskopski. Koristi se poveéanje svjetlosnog mikroskopa od
10X ili 20X (Cowell i Valenciano, 2019.). Procjena je subjektivni dojam o koli¢ini stanica na

odredenom preparatu:

o Visoka stani¢nost (V)
o Umjerena stani¢nost (U)

o Niska stani¢nost (N)
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Omjer jezgre i citoplazme

Ovaj omjer odnosi se na histiocite koji ¢ine kutani histiocitom, te spadaju u okrugle stanice.
U citoloSkim preparatima histiociti vidljivi su kao velike okrugle do ovalne stanice veli¢ine
12-26 mikrometara s ekscentri¢no smjestenom velikom okruglom do ovalnom jezgrom s fino
zrnatim kromatinom (Duncan i Prasse, 1979.). Jezgrice najcesce nisu vidljive u intaktnim
stanicama, a mitoze su ponekad uocljive. Citoplazma je blijedo bazofilna 1 omjer jezgre i
citoplazme je najces$ce nesto veci od 1:1 (Duncan i Prasse, 1979.). U ovom radu omjer jezgre

(J) 1 citoplazme (C) odreden je kao:

o Visok (J:C=2:1)
o Umjeren (J:C=1:1)
o Nizak (J:C=1:2)

Anizocitoza

Promjena veliCine stanica iste populacije moze ukazivati na maligni proces te se naziva
anizocitoza (Cowell i sur., 2008.). To se pravilo ne moze samostalno primjenjivati kao
pokazatelj malignosti, no uniformnost stanica najces¢e ide u prilog benignim procesima i
nalazu zdravog tkiva dok se pleomorfizam (promjene u veli¢ini i obliku stanica) povezuje sa
zlo¢udnim procesima. U radu odredivana je prisutnost (+) ili odsutnost (-) anizocitoze

histiocita.
Anizokarioza

Zdrave i nepromijenjene stanice imaju minimalne promjene u veli¢ini i obliku same jezgre.
Promjene u veli¢ini jezgre stanica iste populacije, takoder moZe ukazivati na maligni proces te
se naziva anizokarioza (Cowell i sur., 2008.). U radu odredivana je prisutnost (+) ili odsutnost

(-) anizokarioze histiocita.
Limfociti

Limfociti spadaju u upalne stanice koje u kozu, a time i u kozne tvorbe dolaze putem krvi.
Oni imaju vaznu ulogu u kroni¢nim procesima, te posebno u imunoposredovanim procesima
(Albanese,2017.). Limfociti su male okrugle stanice neznatno vece od eritrocita S velikom
okruglom jezgrom koja zauzima gotovo cijelu stanicu dok citoplazma zauzima mali periferni

dio (Albanese,2017.). Na svakom preparatu odredivao se broj limfocita unutar prebrojanih
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100 stanica, te se postupak ponovio za svaki preparat 5 puta (ukupno prebrojano 500 stanica

jednog preparata). Rezultat je prikazan u obliku postotka (%).
Neutrofili

Neutrofili, kao i limfociti, spadaju u upalne stanice koje putem krvi dolaze u kozne lezije.
Spadaju u leukocite akutne faze, no najcesce su prisutni u svim fazama upalnog procesa. Zreli
nepromijenjeni neutrofili karakteristi¢éni su po segmentiranoj jezgri (3-5 segmenata), a
citoplazma je sivo-plave boje jer se klasi¢nim metodama bojenja preparata ne mogu uociti
granule u citoplazmi kao $to je to slucaj kod bazofila i eozinofila (Albanese, 2017.). Nezreli
neutrofili nemaju segmentiranu jezgru. Uocavanje degenerativnih promjena morfologije
neutrofila moze biti od velikog znacaja, a vidljive su u obliku kariolize, kariorekse i
kariopiknoze. Karioliza oznacava otapanje jezgre uslijed teskog oSte¢enja stanice, karioreksa
oznacava destruktivnu fragmentaciju jezgre u obliku malih okruglih hiperkromatskih dijelova
jezgre uslijed smrti same stanice, a kariopiknoza oznafava progresivno smanjivanje jezgre u
obliku malih okruglih formacija (Albanese, 2017.). Kariopiknoza i karioreksa najcesce su
sastavni dio programirane smrti stanice-apoptoze (Albanese, 2017.). Na svakom preparatu
odredivao se broj neutrofila unutar prebrojanih 100 stanica, te se postupak ponovio za svaki
preparat 5 puta (ukupno prebrojano 500 stanica jednog preparata). Rezultata je prikazan u
obliku postotka (%).

Nekroti¢ni debris

Predstavlja ostatke nekroticnog materijala u pozadini citoloskog preparata. Nekroza stanica
moze se povezivati s ve¢om invazivnosti odredenog procesa, no ponekad se moze naci i u
dobro¢udnih novotvorevina. U radu odredivana je prisutnost (+), tj. odsutnost (-) nekroti¢nog

debrisa.
3.2. Statisticka obrada i fotografiranje

Svi podaci su uneseni i statisticki obradeni deskriptivnim metodama u programu Microsoft
Office Excel 2007.

Fotografije su izradene pomocu sustava za mikroskopsku digitalnu fotografiju OLYMPUS

Camera Software DP-20 i programa Cell B.
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4. Rezultati

Uz svaki dostavljeni preparat obavezna je dostava i odgovarajue uputnice s opéim
podacima o pacijentu, vlasniku i posiljatelju. Dobivene podatke podijelili smo u dvije

kategorije koje ukljucuju opée podatke o pacijentu i novotvorevini te citoloske karakteristike.

U kategoriju op¢ih podataka o pacijentu i novotvorevini uklju¢eni su bili: datum dostave,

ime pacijenta, pasmina, dob, spol, lokalizacija novotvorevine i dijagnoza.

U Kkategoriju citoloskih karakteristika svrstali smo pak: stani¢nost, omjer jezgre i
citoplazme, anizocitoza, anizokarioza, postotak limfocita, postotak neutrofila i prisutnost

nekotri¢nog debrisa.

U svrhu lakseg pregleda podaci istrazivanja prikazani su u Microsoft Office Excel tablici
(Tablica 1).

14



ejedn euzoyewojnueibord

+ 4 v'L - - A0SIA (n) euesslin (ousap) sxeio L exslioieq 1 esed wonoonsiy ey Y fure eop wewalN|  efjod| "2T02'60'22 0z
o T 8 = = YOSIA (A) H0SIA BOI{e|peU BUSSQ esed wonoonsiy ueny| fw 2 Jegaeze(yeiq pysdry ueg| °/T0Z'60'6T 6T
+ T v + + NOSIA (A) BA0SIA (991US0U ©I0AJO podsI) SON WIoJ200SIY 1UEINy 1uIue W pob T deuesaljy AalleN|  2T0Z°20°92! 8T
- 9'0 z0 - - AOSIA (n) eussefwn BSOU wnziog N pob 7 RLEORRZE areg| '/T02'90°L0 LT
- 'y 8'9 - - NOSIA (n) euasslwn abou ausap esed woyo0nsIy 1ueINYy 4 pob g JeuesafjA aleN| 210270 TZ 9T
b N aluzens esnzie) 170% N BGIOA] | R o b
" o8 v - - MOSIA () euasslwn 4 1fisax3ar n esed azoy woydonSIH| A pob T efiop exsunuabiy 00sny| “LT0Z'€0°LO ST
+ 97T 0T + + NOSIA (A) ©osIA 1Ae|6 eu BQIOA | | 531631 N WOYI20NSIY IUEINY IUIUEY W pob g J18[113) []8ssny uosIed uoly| "LT02°T0°0€! v
+ 7'z §'eT + + uasslin (A) BOSIA eusn efuio9 WOH0NSIY tueIny Iujued|| o pob g nz1-yiys BIL| LT0Z'TO'ST, €1
' X ualssfw, (n) euasalw, sya|dwoy 1urewe) WI0I901S1Y 1UBINy 1uluey eu efuwn: 06 iofiuedes Agn . TT
+ 4 8's + + lwn n wn M3 dwo | W NI01SIY fueIny jujuey luwng El pob T sopreyD Bur Jaijened and| "9T0Z'TT'6C| T
+ 0 8T + + uasefwn (n) euassfwn ELP A G R WONOONSIY IUINY Juluey| o pob nz1-yiys BIN| "9T0Z'0T'LT 7
esed nwonoonsiy
. . nfanipod P
+ 9T 8'9 + + NOSIA (A) BY0SIA woue)ny e1eA03PO §IAlRU JRI0ZN BWEYNSLIARIRY 4 pob z Quid uewaqoq -| 'ST02°20'22 0T
woueulABul n eqIoA ] 3 N
winjsojojIowr ewaid ‘910)1[eAY aqe]s Ye10zn of oder.
uausfw (N) es1 - A (VT i LTS 06 oruesaljy eleg| "0
* & 9 * * U DR enfjwy 1foisod uepnyso onzeizi elozn of oyel| I = (RE]| s AT g
+ 9'c 7'9 + + HOSIA (n) euaselun afpnipod oufenBipiony W pob T Jooneus psefjned -| 'sT02'90°ST 8
- 9 'T + + NOSIA (N) exsIN efou eusap efupaid woyoonsi 4 pob z ojeuzodaN ei| 'STOZH0'TO L
. 9z voT + + MOSIA (A) B{0SIA eSou eaafi| eluzeng| 1fisaifes n woyoonsly lueny eu efuwns eyfjswal| N fwg Jesxog Apoy| "€T02'70'90 9
epjafiiod oupewyuazaw
" 22 98 o + uaselwn (n) euasafin esou Joqeu 1uzoy|  afizejdoou a3nip nignfpyst nsoundiod n agnSowr| |y pob g sdon obury| ‘£102°20'82 S
aliN "woydonsiy 1ueny eu efuwns exfjaway |
X - oS!, (n) euasalw, sl (3lsaibas 06 JEST] oun.: B 2T
+ 9g 81 + + NOSIA n. wn d nfipess n ouyefosa(n) esed WONDONSIY 1UBINY] W pob g >og d| 210221 0! 14
epjaliiod Boufewyuszaw
o z YT + + uassfwn (A) BIOSIA JeIA|  nlizeidoau n3nip nignipyst apnFow ofiu exeIoZN! 4 pob g Jaluia) |ng pispioseIS -| "T102'¥0°T0 &
(11992pa1d) a)[eAY 930] F0qZ WONOONSIY TURINY
os1 () o1 i (wonaonsty 1ueny afiuzelosalafeu) exo01 o6 JEIE] e . .
* 8t L * * A0SIA N)BHSIN epafiipod nuinsioA10AOU BU Bfuwins eNfjawa ] W pobe 1j0fiq nysioysoupedey W| "0T02720%e, 4
+ 81T 2z + + HoSIA (n) evesefuun - eednl | pob osiopaued|  reusM| ‘60020TST[ T
B B eyslLopeq LUIBPUNYOS BYSUISIAO I WOIDONSIH B
-/+ es1Iga) (eaueys yiueloigzi (eawueys yiueloagzi feziu=g:T
[+ BSLep ILELS iuetolq LIS yluetolq -/+ ©ZOLIBYOZIUY [/+ BZONIOZIUY |  ‘UBJBIWN=T:T ‘}OSIA=T:Z Jsouiuelg elioeso] ezoubehqg lods qoq eulwsed aw| wneqg foiq 1upay

Sougriopjou ysownsrig

00TXS N %) 111Jo1INaN

00TXS N %) 13100)WI

{(moonsiy) o:¢ Jefwo

ereredard exnsuoleIRy Y$o0IId I exejepod yrodo zeyiid T ealjqeL

15



4.1. Op¢i podaci o pacijentu i novotvorenvini

4.1.1. Godine uzorkovanja

Prema podacima o datumu dostave preparata uoéen je proporcionalan porast broja uzoraka

s godinama (Graf 1). U ovom istrazivanju sudjelovalo je ¢ak 40% uzoraka iz 2017. godine,

zatim 20% uzoraka iz 2015. godine, dok na 2016. i 2013. godinu otpada 10% uzoraka po

godini, te 5% uzoraka po godini za 2012., 2011., 2010. i 2009. godinu.

Godina uzorkovanja

9
8
7
§6
d
/
g AN/
1 L & &

2009.god 2010.god 2011.god 2012.god 2013.god 2015.god 2016.god

Graf 1. Prikaz porasta broja uzoraka s obzirom na godinu uzorkovanja
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4.1.2. Podrijetlo uzoraka

Takoder, o broju poslanih uzoraka ovisi i udaljenost od zeljenog laboratorija u koji se Salju
uzorci. U ovom istrazivanju 55% uzoraka je dostavljeno s Klinika Veterinarskog fakulteta u

Zagrebu, dok je 45% uzoraka dostavljeno iz privatnih ambulanti (Graf 2).

Podrijetlo uzoraka

B Klinike Veterinarskog fakulteta u Zagrebu M Privatna ambulanta

Graf 2. Podrijetlo uzoraka

4.1.3. Pasmina

Od ukupnog broja uzoraka najvec¢i udio ¢inili su mjesanci (15%, tj. 3 uzorka). Slijede ih
pasmine shih-tzu i bokser (10%, tj. 2 uzorka po pasmini), dok je udio ostalih pasmina 1
uzorak, tj. 5 % po pasmini (cane corso, mops, stafordski bull terijer, zapadnoskotski bijeli
terijer, patuljasti Snaucer, doberman pin¢, cavalier king charles Spanijel, parson russell terijer,
argentinska doga, jazavcar, alpski brak jazavcar i njemacka doga). Za jedan uzorak nepoznat

je podatak o pasmini pacijenta (5%). Zbog lakseg prikaza udio pasmina prikazan je u Grafu 3.
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Pasmine

Graf 3. Prikaz udjela pasmina

4.1.4. Dob i spol

Raspon dobi pacijenata proteze se od 3 mjeseca, pa sve do 5 godina starosti (Graf 4). Od
ukupno 20 uzoraka, 30% (6 uzoraka) pripada pacijentima u starosti od jedne godine i 30% (6
uzoraka) pacijentima od dvije godine starosti. Pacijenti u tre¢oj godini ¢ine 15% (3 uzorka).
Preostalih 15% (3 uzorka) ¢ine pacijenti do godine dana starosti, dok 10 % cine pacijenti U
petoj i Cetvrtoj godini (svaki po 1 uzorak, tj. 5%). Prosje¢na starost iznosi 22,5 mj. (1 god., 10

mj., 15 dana).

Omjer spolova veéi je u korist muzjaka. Od ukupnog broja uzoraka 60% pripada

muzjacima, a 40% zenkama (Graf 5).
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Graf 4. Dobna zastupljenost

Spol

B Muzjak ® Zenka

Graf 5. Spolna zastupljenost
4.1.5. Lokacija novotvorevine

Od ukupnog broja uzoraka, za 16 je bila poznata lokacija novotvorevine, dok je za 4 uzorka
taj podatak bio nepoznat (Graf 6). Na Slici 1 nalazi se shematski prikaz poznatih lokacija (16
uzoraka) na kojima su se nalazili kanini kutani histiocitomi. Podru¢ja uzorkovanja podijeljene
su u tri velike kategorije: glava i vrat, ekstremiteti i trup. Najveéi broj novotvorevina
uzorkovano je s podrucja glave 1 vrata te ¢ini 38% (6 uzoraka). Kategorije trupa 1 ekstremiteta

svaku ¢ini po 31% (5 uzoraka).
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Lokalizacija

Glavaivrat Ekstremiteti Trup Nepoznatno

Graf 6. Prikaz lokacija kaninog kutanog histiocitoma

38%

31% /

NS
31%

Slika 1. Shematski prikaz poznatih lokacija kaninog kutanog histiocitoma

20



4.2. Citoloske karakteristike
4.2.1. Stani¢nost i omjer jezgre i citoplazme

Prilikom mikroskopiranja prvi kriterij koji je bio procijenjen odnosio se na stani¢nost, tj.
celularnost uzorka. Podijeljena je bila u tri skupine: visoka, umjerena i niska (Graf 7). Najveci
broj uzoraka bio je svrstan u kategoriju umjerene stani¢nosti te ga ¢ini 10 uzoraka (50%).
Kategoriju visoke stani¢nosti ¢inilo je 7 uzoraka (35%), a preostala 3 uzorka bila su svrstana u
kategoriju niske stani¢nosti (15%). Slika 2 prikazuje visoko celularni preparat na najmanjem
povecéaju mikroskopa (4X), dok je na slici 3 primjer visoko celularnog preparata pod ve¢im

povecanjem mikroskopa (20X).

Omijer jezgre i citoplazme sljedeci je kriterij koji se odredivao na velikom povecanju (40x
ili vise). Ovaj omjer odnosi se na histiocite (Slika 4). Ako je omjer jezgre i citoplazme 2:1 u
korist jezgre bio je svrstan u visoki omjer, dok se obrnuta situacija kada je omjer jezgre i
citoplazme 1:2 bila u Kkorist citoplazme svrstala u nizak omjer. Kada odnos jezgre i
citoplazme iznosi 1:1 tada se svrstao u umjeren omjer. U ovom istraZivanju najveci broj
uzoraka pripadao je skupini s visokim omjerom 70% (14 uzoraka), te 30% pripada
umjerenom omjeru (6 uzoraka) dok ni jedan uzorak nije bio svrstan u nizak omjer jezgre i

citoplazme (Graf 8).

Usporedbom stani¢nosti i omjera jezgre i citoplazme primije¢eno je da vecina uzoraka
pripadala visokoj i umjerenoj stani¢nosti, a jednako tako visokom i umjerenom odnosu jezgre

i citoplazme.

Stanicnost

10

3

I

Visoka Umjerena Niska

Graf 7. Prikaz udjela stani¢nosti uzoraka
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Omjer J:C

Visok Umjeren Nizak

Graf 8. Prikaz omjera jezgre naspram citoplazme

Slika 2. Prikaz visoko celularnog preparata pod mikroskopskim povecanjem 4X
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- 200 um

Slika 3. Prikaz visoko celularnog preparata pod mikroskopskim povecanjem 20X

Slika 4. Prikaz histiocita (crveni kruzi¢i) na mikroskopskom povecaju 40X
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4.2.2. Anizocitoza

Kriterij koji oznacava medusobno odstupanje u veli¢ini stanica (u ovom slucaju histiocita)
naziva se anizocitoza. Odreduje na velikom povecanju mikroskopa (40x ili vise). Od ukupnog
broja preparata u njih 75% (15 uzoraka) utvrdena je prisutnost anizocitoze, dok je u ostalih

25% (5 uzoraka) odsutna (Graf 9).

Anizocitoza

M Prisutna (+) Odsutna (-)

25%

Graf 9. Prikaz udjela anizocitoze u preparatima
4.2.3. Anizokarioza

Kao i anizocitoza, ovaj kriterij odnosi se na histiocite te oznacava medusobno odstupanje u
veli¢ini same jezgre i naziva se anizokarioza. Odreduje na velikom povecanju mikroskopa
(40x ili vise). Takoder, udio anizokarioze odgovara udjelu anizocitoze (Graf 10). Prisutna je u

75% (15 uzoraka) preparata, a odsutna u 25% (5 uzoraka).

Anizokarioza

M Prisutna (+) Odsutna (-)

Graf 10. Prikaz udjela anizokarioze u preparatima
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4.2 4. Limfociti

Uz histiocite na preparatu uo€ljive su i upalne stance. Limfociti su prisutni u svim
preparatima. Odreduje se pod veéim povecanjem mikroskopa (40X ili vise). Njihov broj
izrazen je u postotku (%) do kojeg se dolazi nakon §to se prebroji pet vidnih polja sa sto
stanica (ukupno 500 prebrojanih stanica) i odredi se udio limfocita unutar prebrojanih stanica
s jezgrom. Prosjecan udio limfocita iznosio je 6,6 %. Najmanji zabiljezen udio iznosio je 0,2
%, a najveci 17,4%. Zbog lakSeg pregleda udjela limfocita u svakom pojedinacnom preparatu
napravljen je graf s paralelnim unosom podataka o udjelu neutrofila (Graf 11). Na slici 51 6

uz histiocite vidljivi su i limfociti.

Slika 5. Prikaz histiocita (crveni kruzié¢i) i limfocita (tirkizni kruzi¢i) na poveéanju 20X
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Slika 6. Prikaz histiocita (crveni kruziéi), mitoza histiocita (narancasti kruzic), limfocita

(tirkizni kruzi¢i), multinuklearni histiocit (plavi kruzi¢) na povecanju 40X

4.2.5. Neutrofili

Neutrofili, kao i limfociti, spadaju u upalne stanice koje su vidljive na preparatu uz
histiocite (Slika 7). Njihov broj je, takoder, izrazen u postocima (%). Odreduje se pod ve¢im
povecanjem mikroskopa (40X ili vise). Konacan postotak dobiven je nakon §to je izbrojano
po sto stanica na pet vidnih polja (ukupno 500 stanica) i odredeno koliko stanica pripada
neutrofilima od svih stanica s jezgrom. Od ukupnog broja preparata samo u jednom nisu
utvrdeni neutrofili. Prosje¢an udio neutrofila iznosio je 9,42%. Najmanji udio od preparata s
neutrofilima iznosio je 0,2 %, a najveci 47%. Pregled udjela neutrofila prikazan je na grafu 14
zajedno s udjelom limfocita.

Iz grafa 14 uocljivo je da porast broja neutrofila na pojedinom preparatu nuzno ne prati

jednaki porast limfocita.
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Slika 7. Prikaz histiocita (crveni kruziéi) i neutrofila (zeleni kruzi¢i) na povecanju 40X
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4.2.6. Nekroti¢ni debris

Zavrs$ni kriterij koji se procjenjivao na citolo§kim preparatima odnosi Se na prisutnost, tj.
odsutnost nekroti¢nog debrisa. Odreduje se pod ve¢im povecanjem mikroskopa (40X ili vise).
Na znatno vecem broju preparata uocen je nekroti¢ni debris i iznosi 80% (16 uzoraka), dok u

preostalih 20% (4 uzoraka) nije uocen (Graf 12).

Nekroticni debris

Graf 12. Prikaz udjela nekroti¢nog debrisa na preparatima
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5. Rasprava

Kanini kutani histiocitom je Cesti tumor koji zahvaca mlade dobne skupine pasa, stoga je
cilj ovog istrazivanja bio opisati karakteristike citoloskih preparata u svrhu boljeg
razumijevanja, a time i lakSeg postavljanja dijagnoze, te procjena uloge upalnih stanica u
tumorskoj regresiji. S obzirom na to da makroskopski izgled ovog benignog tumora moze
odgovarati i drugim mnogo malignijim tumorima od velike je vaznosti postaviti tocnu

dijagnozu na temelju citoloskih i/ili histopatoloskih preparata.

Broj citoloskih preparata s godinama je rastao na Zavodu za veterinarsku patologiju, te je
tako u ovom istrazivanju ¢ak 40% ukupnih uzoraka bilo iz 2017. godine, dok se ostalih 60%
odnosi na razdoblje 2009.-2016. godine. Smatram da je povecanje broja uzoraka povezano sa
sve vecom osvijeStenoS¢u doktora veterinarske medicine o vaznosti i1 koristi citoloske
pretrage, te o njenim prednostima koje ukljuéuju brzinu, cijenu, jednostavnost, informacije o
dijagnozi kao §to je privremeno postavljanje ili utvrdivanje dijagnoze, te planiranje terapije
(Radin i Wellman, 2001.). Kvalitetna tehnika uzimanja materijala i odabir najprikladnije
metode uzorkovanja stjeCe se iskustvom. Uzev$i u obzir te informacije sve se veci broj
doktora veterinarske medicine odlucuje na uzimanje uzoraka i postavljanje dijagnoze, odabira
lije¢enja i prognoze putem citoloSke pretrage. Najveci broj uzoraka (90%; 18/20) dostavljen je
iz grada Zagreba u kojem se nalazi i Veterinarski fakultet sa Zavodom za veterinarsku
patologiju i struénim timom za obavljanje citoloSke pretrage. Pedeset pet posto (11/20)
uzoraka dostavljeno je s Klinika fakulteta, te se postavlja pitanje rjeSavanja problema dostave.
Problem predstavlja vrijeme same dostave, ali i na¢in transportiranja uzoraka. U danaSnje
vrijeme postoje komercijalne kutijice od razli¢itih ¢vrstih materijala koje osiguravaju siguran

transport predmetnih stakalaca do laboratorija.

U ovom istrazivanju najveci broj uzoraka potjece od mjeSanaca (3/20) $to nije u korelaciji s
drugim autorima. Taylor, Dorn i Luis (1969. god.) smatraju da ¢istokrvne pasmine imaju vecu
predispoziciju za pojavu kaninog kutanog histiocitoma. Prema ucestalosti, nakon mjesanaca,
dolaze bokser (2/20) i shih-tzu (2/20) $to se podudara s autorima (Fulmer i Mauldin, 2007.)
koji tvrde da su brahiocefalicne pasmine predisponirane. Ostale pasmine u istrazivanju dolaze
samo kao pojedinacni slucajevi, te je ovdje uocljivo brojéano ograni¢enje uzoraka za

statisticku obradu.

Takoder, u istrazivanju je potvrdena veca pojavnost bolesti kod pasa mlade zivotne dobi.

Cak 60%.,tj. 12/20 uzoraka pripada psima od jedne (6/20) i dvije godine (6/20) starosti te se
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podudara s rezultatima ostalih istrazivanja, kod kojih je pojavnost bolesti znatno ucestalija do
tre¢e godine starosti. Pakhrin i suradnici (2007. god.) utvrdili su da se tumor pojavljuje kod
pasa od 2 mjeseca, pa sve do 16 godina §to se podudara s ovim istrazivanjem gdje je raspon
pacijenata od 3 mjeseca do 5 godina starosti. Veéina autora smatra da ne postoji spolna
predispozicija, dok je u ovom istrazivanju udio muzjaka veci od Zenki (60%:40%) §to se moze
objasniti malim brojem uzoraka. Broj¢ano ogranic¢enje uzoraka sprje¢ava donosenje statisticki

znacajne povezanosti spola i pojavnosti tumora.

Od ukupnog broja uzoraka, za Cetiri preparata lokacija uzorkovane novotvorevine ostaje
nepoznata. Kod poznatih lokacija (16/20) najveéi broj nalazi se na podru¢ju glave i vrata
(38%; 6/16), dok se jednaki udio pojavljuje na ekstremitetima (31%; 5/16) i trupu (31%;
5/16). Pakhrin i suradnici (2007. god.) u istrazivanju navode da pojavnost kaninog kutanog
histiocitoma na podrucju glave i vrata iznosi 30,36%, ekstremiteta 35,71%, trupa 19,64% i
repa 1,78% za skupinu od 56 uzoraka, §to se podudara s najve¢om pojavnosti na glavi i vratu,

ekstremitetima i trupu u ovom istrazivanju.

Stani¢nost je, u ovom istraZivanju, podijeljena na visoku, umjerenu i nisku. Najve¢i udio
uzoraka procijenjen je kao umjereno stani¢an i ¢ini 50% (10/20), dok visoko stani¢ni uzorci
¢ine 35% (7/20), a nisko stani¢ni 15% (3/20). U pojedinih tumora visoka stani¢nost moze
ukazivati na malignost procesa, no uzevsi u obzir da je kanini kutani histiocitom benignog
bioloSkog ponaSanja, stani¢nost uzorka moze biti povezana s podru¢jem uzorkovanja. Vec¢ina
autora opisuje da povrSinski dio tumora, blize epidermisu, sadrzi viSe samostalnih stanica,
dok se u dubljim slojevima nalaze gusto zbijene tumorske stanice u obliku plahta. Moze se

zakljuciti da stani¢nost uzorka najvjerojatnije ovisi o na¢inu i metodi uzorkovanja.

Odnos, tj. omjer jezgre naspram citoplazme procijenjen je kao visok (2:1), umjeren (1:1) i
nizak (1:2). Jezgre su ovalna do okrugla oblika, te u ovom istrazivanju 70% (14/20)
procijenjen je kao visoki omjer jezgre i citoplazme (J:C), 30% (6/20) kao umjeren omjer J:C,
dok ni jedan uzorak nije procijenjen kao nizak omjer J:C. U uzorcima s visokim omjerom J:C
prosjecna infiltracija limfocitima iznosi 5,49%, dok u uzorcima s umjerenim omjerom J:C
iznosi 9,22% $to se podudara s istrazivanjem autora Pazdzior-Czapula i sur. (2014. god.) koje
govori o pozitivnoj korelaciji infiltracije limfocita s nizim omjerom jezgre prema citoplazmi,

a time i o korelaciji s tumorskom regresijom.

Anizocitoza i anizokarioza utvrdeni su u 75% (15/20) uzoraka, te se obje promjene

istovremeno nalaze u svim pozitivnim uzorcima. U uzorcima s izrazenom anizocitozom i
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anizokariozom prosje¢na limfocitna infiltracija iznosi 7,05% $to je neznatno vise od prosjecne
limfocitne infiltracije svih uzoraka (6,6%). Prisutnost anizocitoze i anizokarioze prati rast
intenziteta limfocitne infiltracije, a time i regresiju tumora, te se podudara s istrazivanjem

autora Pazdzior-Czapula i sur. iz 2014. godine.

Infiltracija limfocita, u ovom istraZivanju prisutna je u 100% (20/20) preparata. Maksimalni
postotak infiltracije iznosi 17,4%, minimalni 0,2%, a prosjecni 6,6%. U wuzorku s
maksimalnim postotkom infiltracije od 17,4% prisutna je anizocitoza, anizokarioza i omjer
jezgre 1 citoplazme procijenjen je kao umjeren Sto je u skladu s primjeéenom pozitivnom
korelacijom jacine limfocitne infiltracije s promjenama stanice u obliku i veli¢ini, s
negativnom korelacijom s omjerom jezgre i citoplazme iz istraZivanja autora Pazdzior-
Czapula i sur. iz 2014. godine. Time se moze zakljuciti da je limfocitna infiltracija u direktnoj

vezi s tumorskom regresijom kao $to dokazuju i ostali autori.

Pazdzior-Czapula i sur. (2014. god.) dokazuju povezanost infiltracije neutrofila s fokalnim
podru¢jima nekroze, ali ne dokazuju korelaciju s intenzitetom limfocitne infiltracije. Taylor,
Dorn i Luis (1969. god.) ulceracije tumora direktno povezuju s povecanim brojem neutrofila u
uzorcima. U ovom istrazivanju neutrofili su potvrdeni u 95% (19/20) preparata, te maksimalni
udio neutrofilne infiltracije iznosi 47%, najmanji 0,2%, a prosjec¢ni 9,42%. Takoder, u 80%
(16/20) uzoraka utvrden je nekroti¢ni debris. U uzorku s najve¢im udjelom neutrofila (47%)
potvrdena je 1 prisutnost nekroti€nog debrisa, te se time predlaze podudarnost s prijasnjim
istrazivanjima gdje je infiltracija neutrofila povezana s ulceracijama i nekroti¢nim zariStima
tumora. Zbog nedostatnih informacija prije citoloske obrade (prisutnost ili odsutnost
ulceracija) ne moze se sa sigurnoScu tvrditi povezanost neutrofila i ulceracije u ovom

istrazivanju.

Ovo istraZivanje provedeno je na 20 citoloSkih preparata iz arhive Zavoda za veterinarsku
patologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, te je predstavljalo odredeno
brojano ograni€enje za statistiCku obradu, stoga naZalost mnogi rezultati nemaju statisticku
znaCajnost. Dodatna ograni¢enja predstavljao je nedostatak informacija prije 1 nakon
postavljanja dijagnoze putem citoloske pretrage u smislu makroskopskog izgleda, duljini

trajanja bolesti, na¢inu lijecenja i potencijalnoj rekurenciji.

Brzina rasta i tumorska regresija, te uloga i povezanost upalnih stanica u razvoju i regresiji
kaninog kutanog histiocitoma nije jo§ u potpunosti razjasnjena, te se za buduca istrazivanja

predlaze analiza viSe uzastopnih uzoraka od pojedinog pacijenta uz opseznu anamnezu i
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mogucnost pracenja pacijenta nakon kirurSkog lijeCenja ili spontane regresije tumora

(prospektivno istrazivanje).

6. Zakljucak

U ovom istrazivanju potvrdene su ranije spoznaje o kaninom kutanom histiocitomu, s
obzirom da se podudaraju rezultati iz kategorije op¢ih podataka, tj. incidencije, tako i iz
kategorije citoloSkih karakteristika tumora s dosadasnjim istrazivanjima ostalih autora. U
ovom istrazivanju potvrdena je incidencija ucestalosti pojavljivanja u mladoj zivotnoj dobi
(najces¢e 1-2 god.), glava i1 ekstremiteti kao najceS¢a lokacija pojavljivanja tumora, te
postojanje pasminske predispozicije (brahiocefali¢ne pasmine, npr. bokser, shih-tzu), dok

spolna predispozicija nije dokazana.

Takoder, utvrdena je podudarnost u citoloSkim karakteristikama koje se odnose na izgled
samih Langerhansovih tumorskih stanica i infiltraciju upalnih stanica. Tumorske stanice
tipicnog su okruglog do ovalnog oblika, te sadrze obilnu citoplazmu i ekscentricno smjestenu
okruglu do ovalnu jezgru. Potvrden je visok omjer jezgre i citoloplazme koji se mijenja s
obzirom na stupanj regresije. Jednako tako potvrdena je prisutnost anizocitoze i anizokarioze,
te je njihova ucestalost povezana sa stupnjem regresije. U ovom istraZivaju potvrdena je Cesta
infiltracija upalnih stanica koje su povezane s promjenama u samom tumoru kao Sto su
prisutnost nekroze i stupanj spontane regresije. Intenzitet infiltracije neutrofila povezan je s

prisutnosc¢u nekroti¢nih Zarista, a infiltracija limfocita sa stupnjem regresije.

lako se, zbog limitiranosti u dostupnim informacijama, nismo Kkoristili objektivnim
indikatorima tumorske regresije (klinicki parametri, dodatni imunohistokemijski markeri)
zaklju¢no mozemo re¢i da rezlutati ovog istraZivanja sugeriraju povezanost proces regresije s
poveéanom infiltracijom limfocita, udijelom anizocitoze i anizokarioze, te smanjenim

omjerom jezgre i citoplazme, dok udio neutrofilne infiltracije nije jasno povezan s regresijom.
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8. Sazetak

KANINI KUTANI HISTIOCITOM: CITOLOSKE KARAKTERISTIKE —
RETROSPEKTIVNI PRIKAZ SLUCAJEVA DIJAGNOSTICIRANIH NA ZAVODU ZA
VETERINARSKU PATOLOGIJU 2009.-2018.

Cilj ovog rada bio je naglasiti vaznost uzimanja uzoraka za citoloSku pretragu, bolje
razumijevanje citoloSkih karakteristika kaninog kutanog histiocitma i povezanost upalnih
stanica s tumorskom regresijom. Citoloska pretraga vrlo je vrijedna dijagnosticka metoda u
dijagnostici kaninog kutanog histiocitoma zbog to¢nosti, brzine, jednostavnosti i prihvatljive
cijene. Ovo istrazivanje provedeno je na 20 citoloSkih preparata iz arhive Zavoda za
veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Iz uputnice koja prati
svaki preparat prikupljeni su op¢i podaci o pacijentu i novotvorevini, a ukljucivali su: datum
dostave, ime pacijenta, pasminu, dob, spol, lokalizaciju novotvorevine i dijagnozu.
Mikroskopskom pretragom ponovno su pregledani preparati i odredivane su citoloske
karakteristike koje ukljucuju stani¢nost, omjer jezgre i citoplazme, prisutnost anizocitoze i
anizokarioze, infiltraciju limfocita i neutrofila, te prisutnost nekroti¢nog debrisa. Rezultati
ovog istrazivanja podijeljeni su u dvije kategorije koje Cine opéi podataci 0 pacijentu i
novotvorevini te njihove citoloske karakteristike. U ovom istrazivanju potvrdena su ranija
saznanja drugih autora kao §to su: povecana ucestalost ovih tumora u mladih pasa, najcesce
pojavljivanje na podrucju glave, vrata i ekstremiteta 1 prisutnost pasminske predispozicije,
dok citoloske karakteristike potvrduju izgled tumorskih stanica 1 prisutnost upalnih stanica
koje su povezane s mogucénoscu spontane regresije. lako nismo koristili objektivne indikatore
koji bi ukazivali na tumorsku regresiju (klini¢ki parametri, dodatni imunohistokemijski
markeri itd.), rezultati sugeriraju da su procesi koji ukazuju na regresiju povezani s
povecanom infiltracijom limfocita, povec¢anim udjelom anizocitoze 1 anizokarioze, te
smanjenim omjerom jezgre i citoplazme, dok infiltracija neutrofila nije jasno povezana s

regresijskim promjenama.

Kljuéne rijeci: kanini kutani histiocitom, citologija, tumor, regresija, limfociti
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9. Summary

CANINE CUTANEOUS HISTIOCYTOMA: CYTOLOGICAL CHARACTERISTICS -
RETROSPECTIVE STUDY OF CASES DIAGNOSED AT THE DEPARTMENT OF
VETERINARY PATHOLOGY 2009.-2018.

The aim of this study was to emphasize the importance of sampling for cytological
examination, a better understanding of the cytological characteristics of canine cutaneous
histiocytoma, and the association of inflammatory cells with tumor regression. Cytological
examination is a very valuable diagnostic method in the diagnosis of canine cutaneous
histiocytoma because of its accuracy, speed, simplicity and reasonable price. This research
was performed on 20 cytological preparations from the archive of the Department of
Veterinary Pathology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zagreb. The samples
were microscopically reevaluated. At the same time the following cytological characteristics
were determinated: cellularity, nucleus to cytoplasm ratio, presence of anisocytosis and
anisocariosis, infiltration of lymphocytes and neutrophils, and presence of necrotic debris.
The results of this study were divided into two categories consisting of general patient and
neoplasm data and their sample cytological characteristics. General patient and neoplasm data
were collected from submission form accompanying each preparation and were including:
date of delivery, patient name, breed, age, gender, neoplasm localization and diagnosis. This
study confirmed earlier findings from other authors such as: increased incidence of these
tumors in young dogs, most frequent occurrence in the head, neck and extremities
appearances, and the presence of breed predisposition, while cytologic characteristics
confirmed the appearance of tumor cells and the presence of inflammatory cells associated
with the possibility of spontaneous regression. Although we did not use objective indicators to
indicate tumor regression (clinical parameters, additional immunohistochemical markers etc.),
the results suggested that regression related processes were associated with increased
lymphocyte infiltration, increased anisocytosis and anisocariosis, and a decreased ratio of
nucleus to cytoplasm, while neutrophil infiltration was not clearly associated with regression

changes.

Keywords: canine cutaneous histiocytoma, cytology, tumor, regression, lymphocytes
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