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1. UvOD

Probavni sustav pasa cjelokupno promatramo kao dugacku cijev koja je slozene grade 1
ima vrlo bitnu funkcionalnu vaznost u organizmu (McGAVIN i ZACHARY, 2008.). Sustav
probavnih organa sastavljen je od dva dijela: 1. probavni kanal, koji se sastoji od cjevastih
organa razli¢ite duljine i razli¢itog promjera (usta, zdrijelo, jednjak, Zeludac, tanko crijevo,
debelo crijevo, rektum), 2. Zljezdani organi: slinovnice, jetra i guSteraca koje izluCuju svoje
sekrete u probavni sustav (GUYTON i HALL, 2012.). Funkcija je probava i razgradnja
velikih hranjivih molekula u manje i jednostavnije koje se resorbiraju kroz stijenku crijeva i
putem limfe i krvotoka transportiraju u organizmu. Svaki od organa probavnog sustava ima
vlastitu funkciju, a zajedno sluze probavi i resorpciji hrane (McGAVIN i ZACHARY, 2008.).

Isto tako probavni sustav je izlozen raznim patoloskim promjenama i oboljenjima.

Alimentarni limfom i upalna bolest crijeva su poremecaji probavnog sustava Koji se
klini¢ki gotovo jednako ocituju, a uzrokuju perzistentne ili intermitentne gastrointestinalne
klinicke znakove kao $to su proljev, povracanje, gubitak tjelesne tezine u pasa te hematoloske
i biokemijske promjene. Klinicki, dijagnosticki i histopatoloski ove dvije bolesti je ¢esto tesko
razlikovati (WILLIARD, 2012.). U svakodnevnoj dijagnostici se uzimaju endoskopskKi
biopsijski uzorci sluznice zeluca i crijeva te tijekom kirurskih zahvata i rutinskih obdukcija,
nakon ¢ega se uzorci primjereno obraduju (COONS 1 sur., 1942.). Imunohistokemija i lan¢ana
reakcija polimerazom (PCR) za antigen receptorsko preuredivanje (PARR) u kombinaciji sa
histopatologijom omogucavaju nam da s velikom to¢noscu razlu¢imo upalnu bolest crijeva od
limfoma (MIURA i sur., 2004.). Alimentarni limfom uglavnom je podrijetla T- limfocita
lokaliziran u duodenumu i jejunumu, dok je u zelucu podrijetla B- limfocita, a upalnu bolest
crijeva karakterizira infiltracija B- limfocita vrlo ¢esto mjeSovita sa T- limfocitima i ostalim
imunosnim stanicama (MEUTEN, 2017.). CD biljezi predstavljaju sustav membranskih
molekula na imunosnim stanicama (DAY i SCHULTZ, 2011.). U stani¢noj imunologiji je
poznato da T- limfociti eksprimiraju CD3 biljege, a B- limfociti CD79 (a i b) biljege (DAY i
SCHULTZ, 2011.). Koriste¢i ove biljege u imunohistokemiji moguce je utvrditi ekspresiju
odredenih antigena u stanicama i tkivima i utvrditi podrijetlo imunosnih stanica i patoloske

promjene zahvacenog tkiva.

Cilj ovog rada bio je na temelju endoskopski i kirurski biopsiranih uzoraka sluznice
zeluca 1 crijeva pasa iz arhive Zavoda za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta

istraziti ucestalost 1 tipove patoloskih promjena 1 eventualnu ekspresiju pojedinih



imunohistokemijskih biljega. Pomo¢u imunohistokemijske pretrage i na temelju dobivenih
rezultata pokuSali smo dovesti u korelaciju ekspresiju pojedinih biljega s odredenim
patoloskim promjenama. Pozornost je stavljena na dvije patohistoloski vrlo sli¢ne bolesti,
alimentarni limfom i upalnu bolest crijeva u pasa. Takoder se nastojalo utvrditi povezanost
pojedinih lezija ovisno o pasmini, dobi i spolu pasa. Svrha ovog istrazivanja je olakSavanje
postavljanja dijagnoze i prognoze za zivotinje s bolestima probavnog sustava koje su prema

danasnjoj literaturi vrlo ucestale.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1.  Grada i funkcija probavnog sustava

Zeludac pasa jednostavne je grade, migiéno-Zljezdani je organ i nastavlja se na jednjak
te ga povezuje sa duodenumom (McGAVIN i ZACHARY, 2008.). U prednjem dijelu Zeluca
luci se ZeluCana kiselina 1 pepsin, a u pilori¢nom dijelu luce se sluz i1 gastrin, izmedu ostalog.
U zelucu se nalazi i1 bakterijska mikroflora koja je urodena. Uloga enzima i sekreta zelucanih
zlijezda je enzimatska i hidroliticka razgradnja hrane. Sluz koju luce Zelu¢ane stanice ima
ulogu sprjeCavanja autodigestije i prekomjernog rasta bakterija. Osim sluzi, obrambeni
mehanizam Zeluca cCine njegova motilnost, prostaglandini, bikarbonati, sekretorni
imunoglobulini A (IgA), TGFa, EGF te iznimno kiseli pH Zeluca. Za normalnu funkciju bitna
je prokrvljenost Zeluca i neoStecene epitelne stanice (MCGAVIN i ZACHARY, 2008.).

Na zeludac se nastavlja crijevo, a ¢ine ga tanko crijevo te debelo crijevo. Tanko crijevo se
anatomski sastoji od tri dijela i to su duodenum, jejunum i ileum. Debelo crijevo se takoder
sastoji od tri dijela i to cekuma, kolona i rektuma (KONIG i LIEBICH, 2009.). Funkcija
crijeva je uz djelovanje enzima, bakterijske mikroflore i dodatnih sekreta razgradnja hrane
koja se nastavlja na procese koji su zapoceli u zelucu. U crijevu se odvijaju procesi
apsorpcije, reapsorpcije i izlu¢ivanja otpadnih i toksi¢nih produkata (GUYTON i HALL,
2012.). Nakon enzimatske i hidroliticke razgradnje makromolekula na mikromolekule te za
apsorpciju svih tvari potrebna je velika povrSina crijeva $to je omogucéeno stvaranjem brojnih

zavoja crijeva i histoloskom gradu crijevne sluznice (KOZARIC, 1997.).

2.2.  Histologija probavnog sustava (tanko i debelo crijevo)

S obzirom na bitnu funkciju probavnog sustava histoloska grada je vrlo specifi¢na.
Probavni sustav je jedna zatvorena cijev koju iznutra prema van ¢ine Cetiri sloja, a to su:
sluznica (tunica mucosa) koju ¢ine epitel (lamina epithelialis mucosae), vezivnotkivni dio

sluznice (lamina propria) i misiéni dio sluznice (lamina muscularis mucosae); podsluznica



(tunica submucosae), zatim miSi¢nica (tunica muscularis) koja se sastoji od unutra$njeg
kruznog i vanjskog uzduznog misi¢nog sloja; vanjski sloj probavne crijevi ¢ini tunica serosa,

a na nekim mjestima i tunica adventitia (KOZARIC, 1997.).

Sluznica tankog crijeva prekrivena je mnogobrojnim resicama Cime se povecava
apsorptivna povrsina, a ¢ine ju dva tipa stanica. U najvecem broju su pokrovne prizmati¢ne
stanice prekrivene mikrovilima, a ¢ine ih enterociti koji apsorbiraju vodu i elektrolite. Izmedu
njih nalaze se jednostani¢ne, vréaste stanice koje mogu biti ispunjene mukoznim sekretom ili
prazne. U lamini propriji crijeva nalaze se glandulae intestinales, Lieberkbhnove kripte, a oko
zlijezda se nalaze brojna vezivnotkivna vlakna i limfociti, tu se nalaze i enteroendokrine
stanice koje luce probavne hormone, Panethove stanice koje luce antimikrobne tvari te
mati¢ne stanice. U ileumu se u lamini submucosi nalaze nakupine limfati¢nog tkiva, Peyerove
ploce koje se protezu i laminu propriu i u crijevne resice. Na povrsini resica u koje se proteze
limfati¢no tkivo nalaze se tzv. M stanice ¢ija je funkcija prezentacija antigena limfocitima

smjestenim u lamini propriji (KOZARIC, 1997.).

Sluznica debelog crijeva je uzduzno naborana, histoloski gradena kao 1 tanko crijevo dok
je najbitnija razlika $to u debelom crijevu nema crijevnih resica. Bitna razlika je i1 §to se u
lamini propriji nalazi mnogo vise vréastih stanica, a u podsluznici limfni &vorié¢i (KOZARIC,

1997.).

2.3. Limfom u pasa

Pse¢i maligni limfom progresivna je 1 fatalna bolest uzrokovana malignim povecanjem
limfoidnih stanica (GIEGER, 2011.). Naj¢eS¢e nastaje iz organiziranog limfoidnog tkiva kao
Sto su koStana srz, timus, limfni ¢vorovi i1 slezena. Osim tih primarnih 1 sekundarnih
limfoidnih organa, ukljucuje i ekstranodalna mjesta, a to su koza, o¢i, sredi$nji Ziv€ani sustav,
testisi i kosti (MCGAVIN i ZACHARY, 2008.). Limfom je najées¢a hematopoetska
neoplazija u pasa, bolest je tipi¢na za pse srednje i starije dobi, medutim etiologija joS nije u
potpunosti razjasnjena (McCGAVIN i ZACHARY, 2008.). Limfomi se razlikuju prema
anatomskoj lokaciji: multicentri¢ni, alimentarni, medijastinalni odnosno timicki limfom 1
kutani limfom. Prema imunofenotipu razlikujemo limfome podrijetla B-limfocita 1 T-

limfocita te non-B i non-T limfome, prema stani¢noj morfologiji §to ukljucuje veli¢inu,
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nuklearna obiljezja, udio mitoza, histoloski uzorak koji moze biti difuzan ili nodularan te
biolosko ponasanje tumora od niskog stupnja (indolentni tumori) do visokog stupnja
(agresivni tumori) (GEIGER, 2011.). Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) Klasificirala
je gastrointestinalne limfome na stadije s obzirom na stupanj invazivnosti i razvoja te
proSirenosti metastaza. Pet je klinickih stadija, a oni su stadij I: pocetak bolesti i promjene
ograni¢ene na samo jedan limfni ¢vor; stadij II: regionalna limfadenopatija (zahvaceni okolni
limfni ¢vorovi uz primarni); stadij I1l: generalizirana limfadenopatija ( povecanje svih limfnih
¢vorova u organizmu ); stadij IV: hepatosplenomegalija sa ili bez limfadenopatije; stadij V:
zahvacenost koStane srzi, srediSnjeg Zziv€anog sustava 1 ostalih ekstranodalnih mjesta
(BOSMAN, 2010.). Multicentri¢ni limfom najce$¢i je oblik, a obiljezava ga zahvacanje
perifernih limfoidnih ¢vorova tumorskim masama (maligno promijenjeni limfociti) u
medijastinu i abdomenu. Pojavljuje se u otprilike 80-85% svih dijagnosticiranih sluc¢ajeva dok
je vecina njih (oko 80%) od srednjeg do visokog stupnja malignosti (MCGAVIN i
ZACHARY, 2008.). Rani klinicki znak je brz i bezbolan razvoj generalizirane
limfadenopatije s posljedi¢nom infiltracijom malignih limfocita u unutarnje organe, slezenu,
jetra, koStanu srz i druga ekstranodularna mjesta (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Na
alimentarne limfome otpada oko 7% svih dijagnosticiranih pse¢ih limfoma u ¢emu se slazu
mnogi autori. Promjene mogu zahvatiti cijeli probavni sustav, medutim najée$ce su
lokalizirane na samo jedan segment (WILLIARD, 2012.). Kod alimentarnog limfoma
mezenterijalni limfni ¢vorovi bilo kojeg dijela probavnog sustava mogu biti zahvaceni
promjenama. S obzirom na stupanj zahvacenosti probavnog sustava i rasporedenost lezija, psi
pokazuju klinicke znakove djelomi¢ne ili potpune opstrukcije crijeva (povracanje, bolovi u
trbuhu, proljev, gubitak tjelesne mase te teSka do srednje tesSka malapsorpcija i maldigestija)
(GEIGER, 2011.). Klini¢ki znakovi mogu trajati mjesecima pa i godinama. Svaka
organomegalija koja ukljucuje generalizirano povecanje limfnih ¢vorova ili ultrazvuéni nalaz
zadebljanja crijevne stijenke nenormalne ehogenosti postavlja sumnju na limfom. U tom
slu¢aju provodi se aspiracijska citoloSka pretraga, biopsija i histopatologija promijenjenih
organa (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Citoloski i histoloski limfom obilljezava
uniformna populacija morfoloski atipi¢nih limfocita te naruSavanje normalne grade limfnog
¢vora i organa. S obzirom na stupanj razvijenosti, histoloski ¢emo razlikovati limfome malih,
dobro diferenciranih stanica s niskim udjelom mitotskih promjena i to su limfomi niskog
stupnja (indolentni, sporo progresivni), dok su limfomi velikih, slabo diferenciranih stanica s
visokim mitotskim udjelom limfomi visokog stupnja (agresivni, brzo progresivni). Kako bi

odredili tip tumora i stadij bolesti, nakon citoloske pretrage i biopsije potrebno je provesti

7



imunofenotipiziranje. Imunofenotipiziranje pomoc¢u T i B markera sluzi determinaciji tumora
B- ili T-limfocitnog podrijetla (McGAVIN i ZACHERY, 2008.). Ukoliko je bolest
uznapredovala koStana srz 1 krv mogu biti opsezno zahvadeni $to Cesto otezava dijagnozu jer

je tada tesko razlikovati limfom od limfoidne leukemije (McGAVIN i ZACHARY, 2008.).

2.3.1. Alimentarni limfom

Alimentarni limfom moZze zahvatiti gornji ili donji dio gastrointestinalnog trakta, a
karakterizira ga infiltracija neoplasti¢nih limfocita u stijenci Zeluca i crijeva (GEIGER,
2011.). Histopatoloski alimentarni limfom podijeljen je na limfom niskog stupnja, dobro
diferenciran (limfocitni limfom) i limfom visokog stupnja, slabo diferenciran (limfoblastican
limfom). Granularni limfom je jo$ jedan tip limfoma koji je podrijetla NK-stanica (Natural
killer cells) (GEIGER, 2011.). Klini¢ki, ova tri tipa limfoma su medusobno razli¢iti, tako se
razlikuju prema klinickom ocitovanju, nacinu terapiranja i ishodu same bolesti. Limfocitni
limfom je sporo progresivan limfom, sa protrahiranim vremenom od samog pocetka bolesti do
ocitovanja prvih klini¢kih znakova, otprilike 6 mjeseci (GEIGER, 2011.). Klini¢ki znakovi
ukljucuju gubitak tjelesne mase, povracanje, proljev, anoreksiju i letargiju. Klinickim
pregledom nalaze se blago difuzno zadebljani zavoji crijeva, povecani mezenterijalni limfni
¢vorovi 1i/ili intramuralne intestinalne tvorbe (ETTINGER i FELDMAN, 2010.).
Limfoblastican limfom karakterizira uglavnom akutni pocéetak bolesti s naglim gubitkom
tjelesne mase, povracanje, proljev, ascites, anoreksija 1 ikterus ukoliko je i jetra infiltrirana
malignim stanicama. Klinickim pregledom nalazi se dehidracija, hepatomegalija, palpiraju se
abdominalne mase $to predstavlja pove¢ane mezenterijalne ¢vorove ili intramuralne crijevne

tvorbe te difuzno zadebljani zavoji crijeva (GEIGER, 2011.).

Alimentarni limfom u pasa javlja se u svega 7% svih dijagnosticiranih limfoma te se
cesto pojavljuje kao dio multicentricnog limfoma (generalizirana limfadenopatija pri cemu
mogu ali i ne moraju biti malignim stanicama infiltrirani i ostali organski sustavi) (GEIGER,
2011.). Alimentarni limfom c¢ije su maligno promijenjene stanice iskljucivo podrijetlom
limfoidnog tkiva crijeva (Peyerove ploce, limfoidni folikuli) ostaje ograni¢en samo na
gastrointestinalni sustav. U jednoj studiji u kojoj je sudjelovalo 18 pasa sa alimentarnim
limfomom (limfoblasti¢ni limfom) 13 njih (72%) je imalo limfom ograni¢en samo na
gastrointestinalni trakt, dok je njih 5 (28%) imalo alimentarni limfom koji je bio dio

multicentricnog limfoma (FRANK 1 sur., 2007.). Kod pasa se ceS¢e javlja limfoblasti¢ni
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limfom, za razliku od limfocitnog koji je vrlo rijedak (GEIGER, 2011.). Prema vrsti
imunofenotipiziranih stanica, limfocitni limfom i limfogranulomatozni limfom uglavnom su
sastavljeni od T- limfocita, a limfoblasti¢ni limfom je sastavljen uglavnom od B- limfocita
(GEIGER , 2011.). Postoji jo$ jedan tip, a to je epiteliotropni intestinalni limfom koji je
podskupina limfocitnog limfoma. Ovaj tip limfoma obiljeZava nakupina malignih T- limfocita

ogranic¢ena na epitel sluznice crijeva (FRENCH i sur., 1996.).

U literaturi se navode subtipovi limfoma ¢ije podrijetlo dolazi iz humane medicine, ali i
prema klasifikaciji limfoma u macaka kod kojih je alimentarni limfom daleko ucestaliji.
Naime, u humanoj medicini se enteropatija s gubitkom proteina dijagnosti¢ki povezala sa
alimentranim limfomom. Prema tome, navode se dva subtipa, a to su EATL-1 i EATL-2
(enteropathy — associated T-cell lymphoma). Razlika jest ta da kod EATL-1 nalazimo velike
limfoidne T stanice, nekrozu i upalne promjene na sluznici crijeva, dok kod EATL-2 nalazimo
morfoloski monoklonalnu populaciju malih i srednje velikih T- limfocita, bez upalnih
promjena i s rijetkom nekrozom u sluznici crijeva (MEUTEN, 2017.). Danas je poznato da su
intestinalni intraepitelijalni af T- limfociti, u razli¢itim fazama diferencijacije zapravo
ishodne stanice ¢ijom malignom transformacijom zapocinje alimentarni limfom (MEUTEN,
2017.). U veterinarskoj medicini kod macaka primarni alimentarni limfom je EATL tip 2
limfoma, ¢ije su maligno promijenjene stanice T- stani¢nog podrijetla (MOORE, 2012.). U
macaka se pojavljuju jo§ EATL tip 1 limfoma, B- stani¢ni limfom i limfom podrijetla
limfoidnog tkiva sluznice (MALT) (GEIGER, 2011.). U pasa je do sada najéeSce zabiljeZzen
T- stani¢ni intestinalni limfom malih i srednje velikih T- limfocita (FOURNEL-FLEURY i
sur., 2002.). Jedna studija je pokazala kako je kod pseceg T- stani¢nog limfoma izrazen
epiteliotropizam, odnosno ekspresija CD3 biljega u crijevnim resicama i njihovo nakupljanje
u plakove ili gnijezda u epitelu (COYLE, 2004.). Razvojem dijagnosti¢kih metoda, lanc¢ane
reakcije polimerazom (PCR) 1 imunohistokemijskom pretragom olakSana je dijagnostika 1
diferencijacija alimentarnog limfoma i upalne bolesti crijeva upravo zbog moguénosti
razlikovanja T- limfocita od B- limfocita. Takoder je olakSano prepoznavanje fenotipa
alimentarnog limfoma bazirano prema ekspresiji CD molekula Sto se determinira takoder

pomocu imunohistokemijske pretrage (MEUTEN, 2017.).

Laboratorijski nalazi kod pasa s alimentarnim limfomom variraju. Najéesca
hematoloSka abnormalnost jest blaga do srednja neregenerativna anemija kronic¢nih bolesti ili
regenerativna anemija nastala kao posljedica gubitka krvi preko crijevne sluznice. Cescée se

nalazi limfopenija nego limfocitoza $to je posljedica nenormalnog kolanja normalnih
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neneoplasticnih limfocita kao 1 opsezne distribucije neoplasti¢nih limfocita (GEIGER, 2011.).
U krvi se nalazi takoder i neutrofilija te hiperkalcemija kao posljedica paraneoplasti¢nog
sindroma (povecana produkcija paratireoidnom hormonu slicnog peptida, PTHrP).
Paraneoplasti¢na hiperkalcemija moze dovesti do patoloskih kalcifikacija i komplikacija kao
Sto je zatajenje rada bubrega (McGAVIN i ZACHARY, 2008.). Biokemijske abnormalnosti
ukljucuju hipoalbuminemiju i/ili panhipoproteinemiju kao posljedicu gubitka proteina putem
crijeva. Poveéani jetreni enzimi mogu upucivati na limfom, ali i na druge bolesti jetre
(hepaticka lipidoza, kolangiohepatitis). S obzirom da je ileum jedino mjesto apsorpcije
kobalamina, niska koncentracija kobalamina u krvi ukazuje da postoji primarno intestinalno
ostecenje, ukoliko je pankreasna egzokrina funkcija normalna. Od laboratorijskih analiza radi
se pretraga na funkciju Stitnjace (koncentracija tiroksina u krvi) i pretraga urina (GEIGER,
2011.).

Dijagnostika limfoma provodi se nakon postavljanja sumnje na temelju akutnih ili
prolongiranih klini¢kih znakova probavnog sustava (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Osim
anamneze, klinickog pregleda i laboratorijskih nalaza, koriste se manje ili viSe invazivne
dijagnosticke metode kako bi sa sigurno$¢u postavili dijagnozu. Aspiracija koStane srzi i
citoloSka pretraga aspirata osnova su dijagnostickog protokola. Obavezna je i1 ultrazvucno
vodena aspiracija (FNA, fine needle aspiration ) povecanih mezenterijanlnih limfnih ¢vorova
kako bi citoloski pregledali aspirat i potvrdili ili odbacili sumnju na limfom (GEIGER, 2011.).
Ultrazvuéni nalaz sluzi za procjenu zadebljanja crijevnih zavoja, prohodnosti probavnog
sustava, mogucih opstrukcija, lezija na stijenci crijeva, promjena u parenhimu jetre, slezene i
pankreasa (kao posljedica infiltracije parenhima malignim limfocitima) i kako bi uo¢ili da li
su mezenterijalni limfni ¢vorovi povecani (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Ono $to je bitno
za istaknuti da se ultrazvuéni nalaz limfoma ne razlikuje od onog sa upalnom bolesti crijeva,
jedina razlika jest normalna ili povecana debljina crijevne stijenke sa ocuvanjem slojeva
stijenke crijeva kod UBC (GEIGER, 2011.). Preporucena je i radiografija prsnog kosa u tri
projekcije (laterolateralna, lijeva i desna te dorzoventralna) zbog mogucih metastaza u
plu¢ima te abdomena zbog abdominalnih masa (povecani mezenterijalni limfni ¢vorovi),
prohodnosti probavnog sustava, organomegalije (GEIGER, 2011.). PCR aspirata koStane srzi
radi se u slucaju sumnje na virusne zarazne bolesti koje bi mogle biti uzrokom limfoma,

medutim to se radi u macaka kod sumnje na FeLV.

U dijagnostici limfoma nam se vrlo ¢esto namece diferencijalna dijagnoza upalne bolesti

crijeva. Kako bi razlikovali ove dvije patohistoloski slicne bolesti radi se endosopska ili
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laparotomska biopsija sluznice crijeva. Obje tehnike imaju odredene prednosti 1 nedostatke.
Prednosti laparotomske biopsije su da se obavlja transmuralna biopsija prilikom koje se
dobivaju uzorci koji sadrze sve slojeve stijenke crijeva omogucéujuéi patologu da temeljito
evaluira patoloski proces. Pri tome se uzimaju uzorci mezenterijalnih limfnih ¢vorova, jetre i
gusteraCe. Nedostaci su ti da je zivotinja dulje vrijeme izlozena anesteziji i sama tehnika je
invazivnija te postoji moguénost komplikacija poput dehiscencije rane i/ili anastomoza.
Prednosti endoskopske biopsije su da je tehnika manje invazivna, kraée traje samo uzimanje
uzoraka i preporuca se U kriticnih pacijenata kod kojih treba smanjiti vrijeme izloZenosti
anesteziji. Prednost je i bolja vizualizacija sluznice $to omogucava da se uzmu uzorci sa
promijenjenih dijelova stijenke Zeluca i/ili crijeva. Bitno je istaknuti da samo uzimanje i
kvaliteta uzoraka najvise ovise o sposobnosti i iskustvu operatera. Uzorci uzeti endoskopski
obuhvacaju slojeve crijevne stijenke do muscularis muscose ukoliko su pravilno uzeti i vrlo je
bitno da histopatolog pravilno usmjeri uzorak kako bi bio u mogu¢nosti optimalno tumaciti
nalaz. Nedostaci endoskopskog uzimanja uzoraka su $to uzorke za biopsiju mozemo uzimati
sa sluznice Zeluca, duodenuma, ileuma i do pocetka kolona. Takoder je nedostatak Sto kod
limfoma maligne stanice infiltriraju dublje slojeve tkiva (submukoza, mukoza, serozna
ovojnica) §to je endoskopski otezano za uzeti i Cesta je komplikacija oSte¢enja sluznice
(GEIGER, 2011.). Danas se u veterinarskoj praksi uzorci naj¢es¢e uzimaju endoskopskim

biopsiranjem.

Histoloska razlika izmedu limfoma i upalne bolesti crijeva jest da UBC obiljezava
difuzna infiltracija limfocita razlicite veliine, plazma stanica, eozinofila, neutrofila 1/ili
makrofaga koji se nalaze difuzno rasporedeni u epitelu crijeva. Kod limfoma se nalazi
infiltracija neoplasti¢nih limfocita koji su slabo do dobro diferencirani, nepravilni, sa brojnim
mitozama, difuzno rasporedeni u epitelu, izmedu crijevnih mikrovila s progresijom prema
submukozi i dubljim slojevima stijenke crijeva. Kod upalne bolesti crijeva uocava se edem
stijenke crijeva i upalne promjene koje se pojavljuju u manjem opsegu kod limfoma
(GEIGER, 2011.).

Osnovu lijecenja limfoma ¢ini medikamentozna terapija. Ova terapija ukljuCuje viSe
lijekova citotoksi¢nog, imunosupresivnog 1 imunomodulatorskog djelovanja. U veterinarskoj
medicini su danas u upotrebi dva kemoterapijska protokola. To su COP koji ukljucuje
citostatike vinkristin i ciklofosfamid te imunosupresiv prednizon, a drugi je CHOP koji
ukljucuje citostatike ciklofosfamid, doksorubicin i vinkristin te imunosupresiv prednizon, a

mogu se dodati i enzim L-asparaginaza te metotreksat koji spada u skupinu lijekova za
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lijeCenje reumatoidnog artritisa (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Psi sa limfocitnim
limfomom imaju bolji odgovor na terapiju kao i vrijeme prezivljavanja za razliku od pasa
kojima je dijagnosticiran limfoblasti¢éni limfom (GEIGER, 2011.). Uz kemoterapijske
protokole, bitna je i1 potporna terapija koja ukljucuje tekuéinsku terapiju, enteralno ili
parenteralno hranjenje (ovisno o zdravstvenom stanju pacijenta). Zivotinje se moraju hraniti
lako probavljivom, hipoalergenom i palatabilnom hranom, a po potrebi se postavlja i
nazogastricna ili gastroezofagealna sonda koju se ukloni kada Zivotinja zapo¢ne samostalno
jesti §to se Cesto dogada nakon $§to odreagira na prvu dozu kemoterapeutika (ETTINGER i
FELDMAN, 2011.). Preporuceno je i parenteralno dodavanje kobalamina ukoliko su razine
serumskog kobalamina niske i nemjerljive zbog prevencije hipokobalaminemije (GEIGER,
2011.).

Radioterapija, odnosno zracenje je jedna od terapijskih metoda koja se moze upotrijebiti
jer je limfom bolest koja odgovara na zracenje. Medutim, radioterapija se uspjesno koristi za
solitarne limfome kao Sto su nazalni i spinalni limfom, a psi pri tome dobro podnose

ozracivanje (GEIGER, 2011.).

2.4. Upalna bolest crijeva (UBC)

Upalna bolest crijeva (Inflammatory bowel disease, eng., IBD) je oboljenje probavnog
sustava koje zahvaca ileum 1 kolon u najve¢em broju slu€ajeva, ali isto tako se upalne
promjene mogu zahvatiti ostale dijelove (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Jedna je od
najcesc¢ih bolesti koje uzrokuju kroni¢no povracanje i proljev u pasa, a za klinicare predstavlja
izazov prilikom dijagnosticiranja jer mora iskljuciti sve poznate kroni¢ne uzroke oboljenja
probavnog sustava kako bi dosao do dijagnoze upalne bolesti crijeva. UBC (upalna bolest
crijeva) je zapravo kroni¢na recidivirajuca upala sluznice crijeva kao posljedica trajnog i
nenormalnog imunoloskog odgovora. Vlastiti imunoloski sustav je taj koji je zapravo okidac u
razvoju upalnih promjena u odgovoru na antigene u crijevnom lumenu na koje inace postoji
tolerancija (CERQUETELLA i sur., 2010.). UBC je bolest koja u humanoj medicini
predstavlja veliki globalni zdravstveni problem i u porastu je broj dijagnosticiranih slucajeva.
U humanoj medicini UBC ukljucuje dvije razli€ite bolesti crijeva, ali u klini€kom slucaju
preklapajuce te ih je Cesto tesko dijagnosticki razlikovati. To su Kronova bolest (Chrone's
disease, CD) i ulcerozni kolitis, obje se razvijaju u kroni¢nom obliku. Kod Kronove bolesti

upala se razvija u granulomatoznom obliku i zahvaca ¢itavu stijenku (laminu propriju,

12



submukozu 1 dublje slojeve stijenke crijeva), a naj¢es¢e zahvaca terminalni kolon 1 perianalnu
regiju. Ono §to je karakteristicno kod klini¢ke manifestacije upalne bolesti crijeva jest da
upala nije kontinuirana ve¢ se vra¢a i ponavlja u razliitim vremenskim razmacima. Za
razliku od ulceroznog kolitisa, kod Kronove bolesti se Cesto javljaju komplikacije kao S$to Su
apscesi, fistule i strikture. Ulcerozni kolitis je ulcerativna i upalna bolest ograni¢ena na

povrsinske slojeve (mukozu i povrsinski sloj submukoze) kolona (ZHANG i1 LI, 2014.).

Etiologija UBC je nepoznata, ali se danas provode mnoga istrazivanja kako bi se otkrilo
Sto je zapravo uzrok. Kad se govori o UBC najce$¢e se navode genetska predispozicija
pojedinog organizma, odnosna genetska preosjetljivost, zatim okoli$ni ¢imbenici, crijevna
mikrobioloska flora te imunosni odgovor svake jedinke kao jedan od klju¢nih ¢imbenika. Svi
ovi ¢imbenici zajednicki djeluju i Cine patogenezu UBC. U humanoj medicini se provode
brojna istrazivanja kako bi se poboljsale dijagnoza, terapiranje i prognoza upalne bolesti
crijeva i to njena genetska i imunoloSka osnova. Za razliku od ljudi kod pasa se proucava
uglavnom imunoloski aspekt etiopatogeneze UBC-a (ZHANG i LI, 2014.). Kod pasa se UBC
pojavljuje u obliku kroni¢nog oboljenja probavnog sustava koje traje duze od tri tjedna,
potrebno je histoloski dokazati prisutnost infiltracije upalnih stanica U zahvaé¢enom dijelu
crijeva te istraziti i iskljuciti sve druge moguée uzroke enteritisa/kolitisa (CERQUETELLA i
sur., 2010.). Kod pasa se UBC Kklasificira ovisno o vrsti stanica koje infiltriraju crijevnu
stijenku 1 koji dio crijeva je upala zahvatila. Ukoliko je kroni¢na upala razvijena u tankom
crijevu razlikujemo: limfocitarno-plazmacitni enteritis, eozinofilni enteritis i eozinofilni
gastro-enteritis. Ukoliko je kroni¢na upala razvijena u debelom crijevu razlikuju se
limfocitno-plazmacitni kolitis, eozinofilni kolitis, histiocitni ulcerativni kolitis (PAS-pozitivni
makrofagi) i granulomatozni kolitis (PAS-negativni kolitis) (ETTINGER i FELDMAN,
2010.). Medutim, upalna infiltracija i kroni¢ne patoloske promjene mogu zahvatiti Citav
gastrointestinalni trakt pa tako razlikujemo: limfocitno-plazmacitni enterokolitis, eozinofilni
enterokolitis, gastroenterokolitis i granulomatozni gastroenteritis. Morfoloski oblici svih ovih
promjena se preklapaju (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Kod pasa se ¢esto klinicki ocituje
jos$ jedan tip kroni¢nog enteritisa koji se u zadnje vrijeme dosta istrazuje 1 nije to¢no jasan
uzrok, a povezan je s alergijskim reakcijama. Radi se o preosjetljivosti na hranu, u stranoj
literaturi nazvan kao food-responsive diarrhoea (CERQUETELLA i sur., 2010.). Ovaj
poremecaj je vrlo bitan jer jedna od diferencijalnih dijagnoza za UBC. UBC ima jednaku
incidenciju pojavljivanja u muskih 1 Zenskih jedinki, a naj¢esc¢e se pojavljuje u pasa srednje

zivotne dobi (CERQUETELLA i sur, 2010.). Sto se ti¢e pasminske predispozicije razlikujemo
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specifi¢ne oblike UBC kao $to imunoproliferativna enteropatija u Basenji pasmina, sindrom
dijareje (protein-losing enteropathy and protein-losing nephropathy) u mekodlakog
pSeni¢nog terijera, kao i histiocitno-ulcerativni kolitis u boksera koji je opisan joS i u
francuskog buldoga, doberman pinCera, mastifa i aljaSkog malamuta (ETTINGER i
FELDMAN, 2010.).

Razvoj upalne bolesti crijeva posljedica je disregulacije u imunosnom sustavu crijevne
sluznice. Uz gubitak tolerancije na antigene kao $to su hrana, crijevna mikroflora je jedan od
najvise proucavanih c¢imbenika uzroka za razvoj kronicne upale crijeva. Imunoloski
posredovana osnova ove bolesti moze se joS dokazati odgovorom na primjenu
imunomodulatorskih lijekova. Nakon njihove primjene povecena je prisutnost IgE protutijela
u oboljelih pasa u usporedbi sa zdravim psima, kao i povecana koncentracija eozinofila i
mastocita Sto sugerira na uklju¢ivanje reakcija preosjetljivosti kod pasa sa UBC
(CERQUETELLA i sur., 2010.). Bilo kakvo oste¢enje sluznice (bakterijsko, kemijsko, itd.)

moze povecati izloZenost sluznice antigenima i uzrokovati progresiju bolesti u kronic¢an oblik.

Homeostaza unutar crijeva je uravnoteZena u normalnim uvjetima i odvija se izmedu
patogena unesenih izvana i komenzala te drugih bezopasnih antigena unutar lumena crijeva,
stoga je prisutnost tolerancije u mukozi crijeva vrlo vazna. U protivnom u odsutnosti
tolerancije naknadni upalni odgovor moze biti pretjeran, pa ¢ak 1 Stetan. U normalnim
uvjetima imunosna reakcija kontrolirana je reakcijom IgA i supresijskih T limfocita sa
antigenima. Razlika izmedu tolerancije i reaktivnog upalnog odgovora je takoder i u
receptorima za prepoznavanje antigena (PRRs) koji su sposobni prepoznati mikrofloru prema
njihovim molekularnim uzorcima (patogeni ili nepatogeni mikrobi) (ZHANG i LI, 2014.).

Kao 1 u humanoj medicini, prilikom proucavanja UBC u pasa postavljena je hipoteza da
genetska predispozicija i crijevna mikroflora igraju glavnu ulogu u patogenezi ovog
poremecaja, vode¢i do abnormalnog odgovora crijevne sluznice na normalnu mikrofloru
(ZHANH i LI, 2014.). U tom slucaju, jednom stimulirani PRRs receptori kao Sto su Toll-like
receptor's zapocinju svoju proinflamatornu aktivnost, a nedavna studija je pokazala tri
istaknuta TLR's (2,4 i 9) receptora stimulirana bakterijama u crijevima kod pasa sa UBC.
Kao $§to je ve¢ poznato u humanoj medicini, a nedavno je dokazano da je crijevna mikroflora
u pasa sa UBC bitno razli¢ita od crijevne mikroflore u zdravih pasa. Kod pasa sumnjivih na
oboljenje od UBC povecana je distribucija IgE protutijela za razliku od zdravih pasa. Osim

navedenog kod pasa je zabilljezeno povecanje mastocita, CD3+ limfocita i IgG+ plazma
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stanica (CERQUETELLA i sur, 2010.). U razli¢itim studijima u nastojanju da se objasne
etiologija i patogeneza UBC najviSe se istrazivanja posvecuje imunogenetskoj osnovi ovog
oboljenja. Tako se doslo do saznanja koji geni, receptori i faktori imaju glavnu ulogu. Neki od
njih su nuklearni receptori (NR's), peroksisom proliferiraju¢i receptor alfa (PPAR a), posebno
NR target geni (kao MDR-1 geni, multiple drug resistance genes ), zatim MRP-2 gen
(multiple drug resistence-associated proteins), citokrom P450, ekspresija mRNA i brojnih
citokina kao §to su IL-2, IL-5, IL-12p40, interferon- y (IFN-y), faktor tumorske nekroze alfa
(TNF-a) i transformirajuéi faktor rasta Bl (TGF-B1). IL-23 je klju¢an citokin i kod urodenog
1 kod steCenog odgovora, a najvise se isti¢e kao proupalna molekula u kroni¢nim procesima

(ZHANG i LI, 2010.).

Limfati¢no tkivo crijeva ¢ini jedan od najve¢ih imunosnih sustava u organizmu i sadrzi
najve¢i broj imunosnih stanica, a sastoji se od Peyerovih ploca smjestenih u mukozi i
submukozi tankog crijeva (ponajvise ileuma), izoliranih limfnih folikula i mezenterijalnih
limfnih ¢vorova. Vecina imunosnog odgovora odvija se u epitelu i lamini propriji, odnosno u

Peyerovim plo¢ama, u kojima takoder dolazi do produkcije B- limfocita (KOZARIC, 1997.).

Osnovu imunoloskog odgovora kod upalne bolesti crijeva ¢ini aktivacija stecenog,
odnosno specifi¢nog imunoloskog odgovora i to distribucija T- limfocita. Za razvoj ste¢enog
imunoloSkog odgovora potrebno je nekoliko dana, pa i mjeseci. U odredenoj mjeri se aktivira
i urodeni imunoloski odgovor. Znacajna razlika izmedu pasa i ljudi je razli¢ita distribucija
podskupina T- limfocita. Tako kod pasa dolazi do aktivacije mjeSovitog, Thl (citotoksi¢an,
IgG odgovor) i Th2 (IgE-odgovor) upalnog odgovora §to ukljucuje i ekspresiju razlicitih
citokina ( IL-12, IL-4, 51 13, IFN-y) (HELLMAN i SUCHODOLSKI, 2015.).

Urodeni imunitet predstavlja prvu liniju obrane organizma od patogena i razlicitih agensa,
nespecifi€an je 1 imunoloski odgovor nastupa unutar nekoliko minuta do sati. Populacija
stanica zastupljena u ovom odgovoru jesu epitelne stanice, neutrofili, dendritine stanice,
monociti, makrofagi i NK stanice, sustav komplementa te brojne proupalne molekule (citokini
i kemokini). Neki autori navode da infiltracija makrofaga (poviseni ili snizeni) najvise ovisi o
predominantnom stani¢nom infiltratu npr. kod limfocitnoplazmocitnog enteritisa infiltracija je
smanjena dok su kod eozinofilnog gastroenteritisa makrofagi brojniji. Nakon prepoznavanja
antigena pomoc¢u Toll-like receptora na povrsini stanica i NOD-like receptora u citoplazmi
stanica razvija se upalni odgovor i u sluznici crijeva dolazi primarno do akumulacije

neutrofila, a nakon ekspresije odredenih receptora i razli¢itih citokina i do infiltracije sluznice
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stani¢nim infiltratom karakteristicnim za tip upalne bolesti crijeva (CERQUETELA 1 sur,
2010.). NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2) predstavlja prvi
suspektni gen otkriven kod ljudi za razvoj Kronove bolesti. NOD2 kodira protein za
intracelularni receptor prepoznatljiv kao muramil dipeptid (MDP). Pomocu ovog receptora
nakon njegove aktivacije, inducirana je autofagija koja kontrolira bakterijsku replikaciju i
antigen prezentaciju te na taj nac¢in modulira imunosni odgovor unutar crijevnog lumena i
sprjeCava abnormalan i pretjeran imunoloski odgovor. Ukoliko dode do mutacije NOD2 gena
dolazi do reduciranog antibakterijskog odgovora i patoloske mikrobne invazije prilikom cega
epitelne stanice pocinju LPS normalne mikroflore prepoznavati kao antigen. Isto tako,
mutacije NOD2 gena vode ka imunotoleranciji (ZHANG i LI, 2014.). Uslijed upalnog
odgovora dolazi do osteCenja sluznice crijeva, povecane propustljivosti i poremecaja u
crijevnoj mikroflori. Na taj naCin stvara se zaCarani krug i antigeni bivaju lakSe dostupni

imunosnom sustavu crijevne sluznice.

Klinicka manifestacija upalne bolesti crijeva je nespecifi¢na, najces¢i klini¢ki znakovi su
gubitak tjelesne tezine, perzistentno i/ili recidivirajuée povracanje i proljev, u nekim
slu¢ajevima komplikacije kao ascites (ako je hipoalbuminemija prisutna) i blijede sluznice
(ukoliko je prisutno gastrointestinalno krvarenje) (CERQUETELLA i sur, 2010.). Kako bi

dijagnosticirali upalnu bolest crijeva bitno je iskljuciti sve ostale uzroke kroni¢nog enteritisa.

Kako bi dosli do dijagnoze potrebno je provesti klini¢ki pregled, laboratorijske testove
(hematologija, biokemija, analiza urina i fecesa). Preporucena je i eliminacijska dijeta kako bi
iskljucili ili dokazali preosjetljivost na hranu (netolerancija proteina i/ili ugljikohidrata). U
dijagnosticiranju upalne bolesti crijeva koristimo se radiografijom, ultrazvukom i
histopatoloskom evaluacijom uzoraka osteCene sluznice, koja jedina moze najblize dokazati
da se radi o UBC na temelju stani¢nog infiltrata u sluznici crijeva (ETTINGER i FELDMAN,
2010.).

Vazan dijagnosticki parametar je mjerenje albumina, odnosno hipoalbuminemija S$to
ukazuje na gubitak proteina preko oSteCene sluznice crijeva. Ishod upalne bolesti crijeva je
varijabilan i ovisi o pojedinom pacijentu, ali monitoring i evaluaciju mozemo voditi pomoc¢u
prognostic¢kih indikatora, pankreasne imunoreaktivnosti lipaze (cPLI) i razine koncentracije
kobalamina (CERQUETELLA i sur., 2010.).

LijeCenje, odnosno terapiranje upalne bolesti crijeva ovisi o klinickom nalazu i

patohistoloSkoj evaluaciji svakog pojedinca. Nekim psima je dovoljno samo promijeniti hranu
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u kojoj se nalazi hidroliziraju¢i protein. Osnovni pristup svodi se na promjenu prehrane,
probiotike/prebiotike, antibiotike i po potrebi kortikosteroide (prednizon,budezonid). Od
imunomodulatornih lijekova najcesce se upotrebljava metronidazol koji ima i antibakterijsko
djelovanje, a od drugih protuupalnih i imunomodulatornih lijekova koriste se azatioprin,
klorambucil, ciklosporin, ciklofosfamid i 5-aminosalicilat i uvode se u terapiju kao nadopuna
osnovnoj terapiji. Simptomatsku terapiju Cine gastroprotektori, antiemetici, prokinetici,
suplementacija kobalamina, folata, elektrolita (ETTINGER i FELDMAN, 2010.). Uloga
citokina u patogenezi upalne bolesti crijeva je poznata u veterinarskoj medicini, a nedavna
istrazivanja na bioptatima crijeva pasa sa UBC pokazala su perspektivnu ulogu hormona rasta

i inzulinu sli¢nog faktora (IGF1/2) u terapiranju UBC (CERQUETELLA i sur., 2010.).

2.5.  Imunohistokemijska pretraga

Imunohistokemijska pretraga (IHC) kombinira anatomske, imunoloske i biokemijske
tehnike kako bi se identificirale diskretne tkivne komponente u interakciji ciljnih antigena sa
specificnim antitijelima oznacenim vidljivom oznakom (COONS i sur., 1941.). IHC
omogucava vizualizaciju distribucije i1 kolonizacije specifi¢nih stanicnih komponenti samih
stanica, a time i tkiva (COONS i sur., 1941.). Koriste¢i monoklonalna i poliklonalna
protutijela za detekciju specificnih antigena u uzorcima tkiva 1 njthovu rasprostranjenost,
predstavlja jednu od najvaznijih metoda u dijagnostici bolesti, istrazivanju lijekova 1
bioloskim istrazivanjima. Posebnu ulogu ima u dijagnostici tumora jer tumori mogu potaknuti
ekspresiju pojedinih antigena nanovo ili pak pojacati ekspresiju nekih antigena u tkivima
(DURAIYAN i sur., 2012.). Pomoc¢u THC metode moguce je odrediti biolosko ponasanje
tumora, da li je benigan ili maligan, determinirati stadij i stupanj tumora, podrijetlo primarnog
tumora i metastaziranje nepoznatog primarnog tumora. Imunohistokemija se izvodi na
biopsiranim uzorcima koji se prethodno obrade, a zatim se inkubiraju s odgovarajué¢im
protutijelom (COONS i sur., 1941.). Mjesto vezanja protutijela s antigenom vizualizirano je
pod obicnim ili fluorescentnim mikroskopom pomocu supstrata kao $to su fluorescentna boja,
enzim, radioaktivni element ili koloidno zlato koji je primarno vezan na antitijelo ili
odgovarajuc¢e sekundarno protutijelo. Cilj IHC je da Sto manje oSteti stanice i tkivo prilikom
bojenja te da pomoc¢u najmanje koli¢ine protutijela pronade biljeg i tipizira ciljni protein
(DURAIYAN i sur., 2012.). Opisane su direktna i indirektna tehnika imunohistokemijska

pretraga. Indirektna IHC ukljucuje prepoznavanje eksprimiranog epitopa ciljnog proteina u

17



uzorku tkiva koriste¢i specifiéno primarno protutijelo. Nakon vezivanja antitijelo-epitop,
sekundarno antitijelo se veze na primarno antitijelo, ponovno sa visokom specificnoséu i
oznaceno vidljivim supstratom pri ¢emu nakon reakcije antitijelo - antitijelo nastanu obojeni

precipitati i ¢ine antitijelo-epitop kompleks vidljivim (COONS i sur., 1941.).
2.5.1. Imunohistokemijski biljezi

CD (cluster of differentiation) prevodi se kao diferencijacijski biljezi ili diferencijacijska
skupina, a predstavlja sustav membranskih molekula na povrsini imunosnih stanica (DAY i
SCHULTZ, 2011.). Na temelju ¢injenice da T- i B- limfociti na svojoj povrSini eksprimiraju
niz jedinstvenih molekula koje mozemo identificirati pomocu antiseruma, omogucava da u

stani¢noj imunologiji identificiramo pojedine populacije imunosnih stanica.

CD3 pripada skupini imunoglobulinskih molekula i uloga mu je stani¢na signalizacija. To
je polimerni protein sastavljen od Cetiri razli¢ita polipeptidna lanca (3., vy i - lanci). Svaki od
ovih lanaca sadrzava imunoreceptor tirozin aktiviraju¢i enzim koji je zaduZen za inicijaciju
kaskadne reakcije. CD3 je eksprimiran u velikom postotku kod cirkulirajuc¢ih perifernin T-
limfocita formiraju¢i kompleks sa antigenskim receptorima, TCR-ovima (T-cell receptor).
Prisutan je u svim stadijima stani¢ne diferencijacije T- limfocita te predstavlja koristan biljeg
u imunohistokemijskoj pretrazi, pogotovo u dijagnostici limfoma i leukemija (CHETTY i
GATTER, 1994.).

CD79acy pripada skupini imunoglobulinskih molekula, to je transmembranski protein koji
formira kompleks sa receptorima B- limfocita (BCR, B-cell receptor) i njegova uloga je
stani¢na signalizacija. CD79acy sastoji se od CD79a i CD79b komponenata eksprimiranih
isklju¢ivo na B- limfocita i neoplazmama B- limfocita. Ekspresiji CD79a i CD79b prethodi
imunoglobulinska pregradnja gena teSkog lanca 1 ekspresija molekule CD20 tijekom
ontogeneze B stanica i nestaje u kasnijem stupnju diferencijacije (plazma stanici), stoga su
antitijela CD79a i CD79b korisna u diferencijalnoj dijagnostici B- stani¢nih neoplazmi iz T -
stani¢nih neoplazmi i mijeloidnih neoplazmi T- limfocita (CHU i ARBER, 2001.)
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Uzorkovanje sluznice Zeluca i crijeva

U istrazivanju su koristeni arhivski histopatoloski nalazi, arhivski histopatoloski preparati
tkiva, parafinski blokovi i stakalca uzorkovani prilikom redovitog rutinskog obavljanja
obdukcija na Zavodu za veterinarsku patologiju i endoskopskim biopsiranjem sluznice Zeluca
i crijeva na klinikama Veterinarskog fakulteta i veterinarskim praksama prikupljenim u
razdoblju od 1.1.2009. do 30.6.2018. Svi psi u povijesti bolesti pokazivali su klinicke znakove
oboljenja probavnog sustava. U istrazivanje su ukljuceni uzorci kod kojih smo mikroskopski
utvrdili infiltraciju limfocita i plazma stanica, eozinofilnu infiltraciju i prorastenost vezivnim

tkivom te edem.
3.2.  Histopatoloska analiza

U istrazivanju su koristeni arhivski histopatoloski preparati tkiva i stakalca Zavoda za
veterinarsku patologiju. Preparati su dobiveni postupkom fiksacije sluznica Zeluca i crijeva u
10%- tnom formalinu i uklopljeni u parafin. lzrezani presjeci parafinskih blokova (5pum) su
obojeni hemalaun i eozinom (HE).

3.3.  Imunohistokemijska pretraga

U istrazivanju se metodom imunohistokemije nastojalo detektirati ekspresiju biljega CD3
i CD79acy u stanicama i tkivima kod upalne bolesti crijeva i alimentarnog limfoma.
Prethodno su izrezani presjeci parafinskih blokova veli¢ine Sum i pripremljeni za
imunohistokemijsku pretragu. U ovom radu primijenjena je indirektna tehnika

imunohistokemije.
3.3.1. KoriSteni reagensi

U istrazivanju su koristena dva protutijela CD3 Clone F7.2.38. i CD79 acy/RPE Clone
HMS57, oba protutijela su monoklonalna, mi§ja, anti-human, proizvodaca Dako te je koriSten

puffer pH 9, Tris-EDTA.
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3.3.2. Postupak imunohistokemijske pretrage

Imunohistokemijska pretraga je provedena na sljedeci nacin:
-predigestija tkiva: kuhanje u prethodno zagrijanom citratnom puferu, pH 9.0 ( Tris — EDTA)
u mikrovalnoj pe¢nici 20 minuta
-ohladiti
-isprati u puferu
-DAKO REALTM Peroxidase-Bloking Solution 5 minuta
-isprati puferom
-primarno protutijelo CD3 Clone F7. 2.38, 1:50, 30 minuta
-isprati puferom
-sekundarno protutijelo CD79 acy/RPE Clone HM57, 1:50, 30 minuta
-substrat Dako REALTM DAB + Chromogen, 10 minuta
-isprati u vodi
-Hemalaun 30-60 sekundi

KONTROLA: normalan limfni ¢vor

3.4.  Procijenjivanje imunohistokemijske pretrage

Na temelju imunohistokemijske reakcije procjenjivan je postotak pozitivnih stanica na
svaki biljeg. U slucaju da je 80% i vise limfati¢nih stanica u jednom organu bilo pozitivno na
jedan biljeg takva promjena je ocijenjena kao limfom, a ovisno o vrsti biljega je svrstan u B-
ili T-stani¢ni. U slucaju slabije ekspresije, nize od 80%, patoloska promjena je svrstana u

skupinu upalne bolesti.
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3.5. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci statisticki su obradeni u racunalnom programu Microsoft Excel 2007.
Utvrdivani su postotni udjeli za svake pojedine promjene obzirom na metodu dijagnostike te
prema pasmini, dobi i spolu Zzivotinje te podudarnost utvrdenih dijagnoza na osnovi

histopatoloske I imunohistokemijske promjene.
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4. REZULTATI

4.1. Utvrdena pasminska, dobna i spolna distribucija

U ovaj rad bilo je ukljuceno 35 pasa ¢iji su uzorci prikupljeni u razdoblju od 1.1.2009. do
30.6.2018.godine. Od tog broja 35 uzoraka je pregledano histopatoloSkom pretragom (HE), a
16 uzoraka je pregledano histopatoloskom pretragom i evaluirano nakon imunohistokemijske
pretrage.

U ovom radu je od ukupno 35 ukljucenih zivotinja 40% bilo sa dijagnozom limfoma, 40%
zivotinja sa dijagnozom upalne bolesti, 17.4% zivotinja sa suspektnom upalom, 2.6%
zivotinja sa dijagnozom suspektna upala/limfom. Prosje¢na starost svih pasa iznosila je 7.2
godina, s rasponom od 1 - 15 godina. Prosjecna starost zivotinja sa upalnom bolesti crijeva
iznosila je 7 godina, sa limfomom 8.8 godina, sa suspekthom upalom 8.2 godina te je sa
dijagnozom suspektna upala/limfom iznosila 5.5 godina. Broj muskih Zivotinja u radu iznosio
je n=30 sto je 85.8% od ukupnog broja, a Zenki n= 5 $to iznosi 14.2%. Pasmine uklju¢ene u
istrazivanje bile su velski terijer (n=1), njemacki ov¢ar (n=2), bernski planinski pas (n=1)
pudl mali (n=4), pudl Toy (n=1), engleski buldog (n=1), zlatni retriver (n=2), labrador retriver
(n=2), belgijski ov¢ar (n=1), cane corso (n=1), americki stafordski terijer (n=1), njemacki
pticar (n=1), kerry blue terijer (n=1) 1 gordonski seter (n=1), zapadnoSkotski terijer (n=1),

patuljasti $naucer (n=1), samojed (n=2), bigl (n=1), malteski psi¢ (n=1) i krizanac (n=9).

4.2. Rezultati histopatoloske pretrage

Histopatoloskim pregledom postavljena je dijagnoza za 35 uzoraka ukljucenih u
istrazivanje. Prema histopatoloskoj pretrazi HE u uzorcima Zeluca i crijeva incidencija
limfoma iznosi 20% (n=7), upale 45.7% (n=16), suspektne upale 25.7% (n=9), a suspektna

upala/limfom pojavljuje se u 8.5% slucajeva (n=3).
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Slika 2. Upalna bolest crijeva, duodenum, pas, HE x 20
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Slika 3. Suspektni limfom/upalna bolest crijeva, duodenum, pas, HE x 20

4.3.  Rezultati imunohistokemijske pretrage

Na temelju samo morfoloske Kklasifikacije histopatoloskom analizom, 16 uzoraka na
kojima smo napravili imunohistokemijsku pretragu, 9 slucajeva je dijagnosticirano kao upalna
bolest crijeva (56.2%), 2 slu¢aja su dijagnosticirana kao limfom (12.5%), a 3 slucaja kao
suspektna upala (18.7%) dok su 2 sluéaja histopatoloski klasificirana kao suspektna upala ili
limfom (12.5%).

Nakon §to je provedena imunohistokemijska pretraga i na temelju postotka pozitivnih
stanica u svakom uzorku na CD3 i CD79acy biljege ustanovljeno je 9 dijagnoza limfoma
(56.2%), a u 7 slucajeva je postavljena dijagnoza upalne bolesti crijeva (43.7%). Kada je
napravljena IHC ustanovljeno je da smo ovom pretragom potvrdili histopatoloski nalaz u 6
slucajeva (37.5%), u 5 sluCajeva je opovrgnuta dijagnoza (31.2%) dok je u 5 slucajeva

(31.2%) imunohistokemijska pretraga diferencirala limfom od upalne bolesti crijeva.

U ovom radu incidencija T- stani¢nog limfoma iznosila je 77.7% (n=7), a B- stani¢nog
limfoma 22.2% (n=2) na temelju postotka pozitivnih stanica na biljege, gdje je grani¢na
vrijednost postavljena na 80% pozitivnih stanica.
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Slika 4. Limfom, Zeludac, pas, dominantno (80%) CD79 pozitivne stanice, CD79, IHC x 20
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Slika 5. Upalna bolest crijeva, duodenum, pas, heterogena populacija limfocita, oko 60% CD3
pozitivnih stanica, CD3, IHC x 20

Slika 6. Limfom, kolon, pas, dominantno (80%) CD3 pozitivne stanice, CD3, IHC x 40
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Tablica 1. Prikaz rezultata histopatoloske i imunohistokemijske pretrage

DIJAGNOZA DIJAGNOZA
PASMINA | DOB SPOL | UZORAK HE IHC CD3 CD79
njemacki
1. ovéar 1 pas kolon upala limfom 80% | 20%
krizanac 8 kuja | Zeludac upala upala 70% | 30%
2. jejunum upala 60% | 40%
krizanac 8 pas duodenum | upala limfom 80% | 20%
3. zeludac upala 80% | 20%
4, pudl Toy 8 pas duodenum | upala limfom 80% | 20%
bernski
5. planinski 9 pas jejunum upala limfom 80% | 20%
pas
6. pudl mali 2 kuja zeludac upala upala 50% | 50%
duodenum 60% | 40%
7. krizanac 8 pas zeludac upala upala 60% | 40%
8. krizanac 3 pas duodenum | upala upala 75% | 25%
zap.Skotski
9. terijer 10 pas duodenum | upala limfom 20% | 80%
patuljasti
10. | Snaucer 3 pas zeludac limfom limfom 5% 90%
11. | samojed 12 pas zeludac limfom limfom 90% | 5%
labrador suspektni
12. | retriver 1 kuja duodenum | upala/limfom | upala 45% | 55%
zlatni duodenum | suspektni 65% | 85%3
13. | retriver 9 kuja zeludac upala/limfom limfom 15% | 5%
suspektna
14. | bigl 1 pas duodenum | upala upala 65% | 35%
malteski duodenum | suspektna 80% | 20%
15. | psi¢ 13 pas zeludac upala limfom 40% | 60%
duodenum | suspektna 55% | 45%
16. | samojed 10 pas zeludac upala upala 65% | 35%
velski suspektna
17. | terijer 8 pas duodenum | upala
njemacki suspektna
18. | ovcar 7 kuja | duodenum | upala
19. | pudl mali 11 pas duodenum | upala
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20. | engleski
buldog 6 pas duodenum | limfom
zlatni
21. | retriver 9 pas duodenum | upala
suspektna
22. | pudl mali 8 kuja | duodenum | upala
suspektna
23. | krizanac 8 pas duodenum | upala
labrador
24. | retriver 5 pas duodenum | upala
25. | pudl mali 6 pas duodenum | upala
belgijski
26. | ovcar 8 pas duodenum | upala
suspektna
27. | canecorso |3 pas duodenum | upala/limfom
am.staford suspektna
28. | ski terijer 6 pas duodenum | upala
29. | krizanac 15 kuja | duodenum | limfom
suspektna
30. | krizanac 7 kuja | duodenum | upala
njemacki
31. | pticar 9 pas duodenum | limfom
kerry blue
32. | terijer 11 pas duodenum | limfom
33. | krizanac 6 pas duodenum | limfom
34. | krizanac 4 kuja | Zeludac upala
gordonski
35. | seter 9 pas kolon upala
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5. RASPRAVA

5.1. Utvrdena pasminska, spolna i dobna distribucija

U nas$ rad bilo je uklju¢eno ukupno 35 zivotinja. Na svim uzorcima napravljena je
histopatoloska analiza, a na 16 uzoraka napravljena je i imunohistokemijska analiza. Prema
dobnoj distribuciji prosjecna starost svih pasa iznosila je 7.2 godina. Utvrdili smo da se u
istrazivanom razdoblju od 16 ukljuenih uzoraka na kojima je napravljena
imunohistokemijska pretraga, limfom naj¢eS¢e javlja kod sljede¢ih pasmina: zlatnih retrivera,
bernskog planinskog psa, terijera i krizanaca, a upalna bolest crijeva kod pudla malog,
labrador retrivera, njemackog ovcara, samojeda i krizanaca Sto odgovara podacima iz ranijih
studija (MIURA i sur., 2003.). Prosjecna dob u kojoj se javlja limfom iznosi 8.8 godina, a
upalna bolest crijeva 7 godina, pa je vidljivo da se upalna bolest u prosjeku javlja nesto ranije
u odnosu na limfom, razlika je relativno mala te se vrlo ¢esto dob preklapa $to predstavlja jos
jednu prepreku pri dijagnosticiranju i diferenciranju ove dvije bolesti. Prema nekim autorima,
ilako samo kao hipoteza, postoji potencijalna progresija upalne bolesti u limfom, stoga bi
zivotna dob u kojoj se obje bolesti pojavljuju mogla biti jedna od smjernica za daljnje
istrazivanje (FRANK i sur., 2007.). Spolna distribucija u ovom radu u obje skupine ukazuje
da od obje bolesti ¢es¢e obolijevaju muzjaci kojih je 85.7%, a Zenki 14.2% $to odgovara
ranijim studijama (COUTO i sur., 2018.). Prema tim autorima, ali i drugim izvorima jos
uvijek nije dovedeno u korelaciju spol zZivotinje sa incidencijom pojavnosti oboljenja od

alimentarnog limfoma u muZzjaka.

5.2. Imunohistokemijska pretraga

U rutinskoj dijagnostici upalnu bolest crijeva je vrlo tesko razlikovati od alimentarnog
limfoma, §to ima za posljedicu odgadanje prave dijagnoze, terapije i prognoze (WALY i sur.,
2005).  Upotreba  imunohistokemije  u  kombinaciji ~sa  histopatologijom i
imunofenotipiziranjem te fenotipska uniformnost stanica infiltriranih u mukozi crijeva bile bi
od koristi za razlikovanje ovih dviju bolesti (WALY i sur., 2005). Imunohistokemijska analiza
korisna je u kombinaciji sa histopatoloskom pretragom i PCR- om iz razloga §to omogucava
diferencijaciju klonalne populacije stanica koja je karakteristicna za limfom za razliku od

poliklonalne populacije stanica kod neneoplasti¢énih promjena (COUTO i sur., 2018.). Autori

29



se slazu u tome da bi upravo ta klonalost 1 imunofenotipiziranje bili klju¢ni ¢imbenici u

diferencijaciji ovih dviju bolesti.

U ovom radu je 7 (77.7%) uzoraka pokazalo 80% pozitivnih stanica prema ekspresiji CD3
biljega i klasificirano je u T- stani¢ni alimentarni limfom. Prema literaturi vecina intestinalnih
limfoma je podrijetla T- limfocita (WALY i sur., 2005) i to malih i srednje velikih limfocita
ili je Kklasificirano u EATL tip 2 intestinalnog limfoma §to i jest primarno T- stani¢ni limfom
(MOORE i sur., 2012.). Pozitivnu reakciju na CD79acy biljeg pokazala su 2 uzorka (22.2%) i
oba uzorka bili su uzorci zeluca §to odgovara podatcima iz literature o pojavnosti B-
stani¢nog limfoma u Zelucu. Medutim, u literaturi postoje studije u kojima se pokazalo kako
kod macaka postoji incidencija i B- stani¢nog alimentarnog limfoma dok kod pasa to jo$
uvijek nije zabiljezeno (WALY i sur, 2005.). Bitno je za istaknuti kako je kod pasa limfom
kao najce$¢a hematopoetska neoplazija podrijetla B- limfocita, dok je alimentarni limfom T-
stani¢nog podrijetla. Ekspresija biljega u ovom radu u korelaciji je sa literaturnim podatcima
o stani¢nom tipu tumora (WALY 1 sur., 2012.). U 3 slucaja (18.7%) pojavnost fenotipa je bio
mjesoviti, stanice su pokazale ekspresiju na CD3 i CD79acy biljege, a postavljena dijagnoza
je upalna bolest crijeva. Prema literaturi u takvim slucajevima i ako se histopatoloski pregleda
uzorak moze se postaviti pitanje da li postoji progresija UBC-a u limfom, medutim to je samo
pretpostavka (MOORE i sur., 2012.). Prema literaturi prilikom histopatoloske pretrage vrlo
Cesta dijagnoza je limfom, sa morfoloskom pozadinom upalne infiltracije $to moze otezati
razlikovanje UBC od limfoma pri postavljanju dijagnoze histopatoloSkom pretragom i u ovim
slucajevima je potrebno provesti IHC kako bi diferencirali UBC od limfoma. U ovom radu je
takoder nakon imunohistokemijske reakcije nekoliko slucajeva reklasificirano iz upalne
bolesti crijeva u limfom, ekspresija biljega je u tim sluéajevima gotovo jednakomjerna sto

odgovara ve¢ provedenim studijama (WALY i sur., 2012.).

Na temelju dosada$njih znanstvenih spoznaja o podrijetlu i distribuciji T- i B- limfocita
kod limfoma u Zelucu 1 intestinalnog limfoma, alimentarni limfom je u 63% do 75% slucajeva
T-stani¢ni limfom i to limfom malih i srednje velikih limfocita, dok limfom Zeluca ima vecu
incidenciju pojavnosti kao B- stani¢ni limfom (COYLE i sur., 2004.). U ovom radu smo
utvrdili takoder da je u slucajevima gdje je potvrden B- stani¢ni limfom distribucija T-

limfocita vrlo rijetka.

Obavljenim istraZivanjem smo utvrdili da imunohistokemijska pretraga moze biti korisna

u diferencijaciji upalne bolesti crijeva od pseceg alimentarnog limfoma. Postoje medutim

30



sluéajevi kod kojih i nakon provodenja imunohistokemijske pretrage postoji dvojba, jer iako
postoji stani¢ni infiltrat koji morfoloski odgovara limfomu, ekspresija biljega pokazuje
heterogeni tip stanica. U ovim slucajevima bi za definitivhu potvrdu dijagnoze trebalo

provesti PCR analizu klonalnosti.
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6. ZAKLJUCCI

1. Rezultati o pasminskoj, spolnoj i dobnoj distribuciji dobiveni analizom u ovom radu
odgovaraju podacima u ranije objavljenim istrazivanjima.

2. Postignut je postavljeni cilj i dokazana korisnost upotrebe imunohistokemijske pretrage
u kombinaciji sa histopatoloskom pretragom u evaluaciji i postavljanju dijagnoze kod upalne
bolesti crijeva i limfoma.

3. Ustanovljeno je da biljezi CD3 i CD79acy mogu biti od koristi u istrazivanju distribucije
imunosnih stanica ovisno o njihovu fenotipu kod upalne bolesti crijeva i alimentarnog
limfoma.

4. U istrazivanju je potvrdena teza da se kod pasa u alimentarnom sustavu javlja
dominantno T-stani¢ni limfom.

5. Upalna bolest crijeva i limfom predstavljaju dijagnosticki i prognosti¢ki zahtjevna
oboljenja probavnog sustava, stoga je nuzno provesti istrazivanja na ve¢em broju zivotinja i
kombinirajuéi ostale pretrage kako bi se nastojalo rijeSiti brojne nedoumice i bolje

diferenciralo ove dvije bolesti.
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8. SAZETAK

Napravljena je retrospektivna analiza koja je ukljucivala 35 uzoraka zeluca i crijeva
pasa dobivenih endoskopski i kirurski, a uzorci su prikupljeni u razdoblju od 1.1.2009. do
30.6.2018. i nalaze se u arhivi Zavoda za veterinarsku patologiju. TeZiSte istraZivanja
stavljeno je na alimentarni limfom i upalnu bolest crijeva u pasa. U ovom radu je od ukupno
35 ukljucenih zivotinja 40% bilo sa dijagnozom limfoma, 40% Zivotinja sa dijagnozom
upalne bolesti, 17.4% Zivotinja sa suspektnom upalom, 2.6% Zivotinja sa dijagnozom
suspektna upala/limfom. U radu je histopatoloSkom pretragom evaluirano 35 uzoraka, od
kojih su uzorci 16 zivotinja analizirani i imunohistokemijskom pretragom (IHC). Dijagnoze
postavljene histopatoloski su ovisno o ekspresiji biljega IHC pretragom bile potvrdene,
opovrgnute ili diferencirane. U radu je imunohistokemijskom pretragom istraZzivan postotak
pozitivnih stanica na ekspresiju CD3 i CD79acy biljega. Ukoliko je 80% i vise limfati¢nih
stanica u jednom organu bilo pozitivno na jedan od biljega takva promjena je ocijenjena kao
limfom, a ovisno o vrsti biljega je svrstan u T- ili B-stani¢ni. U slucaju slabije ekspresije, nize
od 80%, patoloSka promjena je svrstana u skupinu upalne bolesti. U 7 slucajeva (77.7%)
uzorci su pokazali ekspresiju CD3 biljega i klasificirani su u T-stani¢ni limfom. U 2 slu¢aja
(22.2%) uzorci su pokazali ekspresiju CD79acy biljega i klasificirani su kao B- stani¢ni
limfom. U 7 slucajeva (43.7%) uzorci su imali postotak pozitivnih stanica na biljege nizi od
80% i svrstani su u skupinu upalnih bolesti. Pasmine koje su najéesce oboljele od limfoma su
zlatni retriver, labrador retriver, samojed te krizanci. Pasmine koje su najc¢esée oboljele od
upalne bolesti crijeva su pudl mali, njemacki ovcar i bigl. Prosje¢na starost pasa oboljelih od
limfoma bila je 8.8 godina, a od upalne bolesti crijeva 7 godina. Ve¢i postotak oboljelih
zivotinja kod obje bolesti bili su muzjaci (85.8% muZjaka, a 14.2% Zenki).
Imunohistokemijska pretraga moze biti korisna u razlikovanju alimentarnog limfoma od
upalne bolesti crijeva, ali u nekim slucajevim za definitivnu diferencijaciju treba obaviti i

PCR pretragu klonalnosti stanica.

Kljucne rijeci: pas, retrospektivna analiza, Zeludac, limfom, upalna bolest crijeva
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9. SUMMARY

Retrospective analysis of gastric and intestinal samples of dogs

A retrospective analysis was made that included 35 gastric and intestinal samples of
endoscopic and surgical specimens, and the specimens were collected in the period from 1
January 2009 to 30 June 2018. Specimens were from the archive of the Veterinary Patology
Department. The focus of the study was on alimentary lymphoma and inflammatory bowel
disease of the dog as a pathological change in the gastrointestinal tract. In this study, out of
35 animals included, 40% were with lymphoma, 40% with inflammatroy bowel disease,
17.4% with suspected IBD and 2.6% with suspected inflammation/lymphoma. 35 samples
were evaluated by histopathological analysis and 16 of them were also analyzed
immunohistochemically (IHC). IHC analysis investigated the percentage of positive cells with
CD3 and CD79acy markers expression. If 80% and more lymphatic cells were positive to one
marker, that pathological change was evaluated as lymphoma, and depending on the type of
marker it was classified as T- or B-cell lymphoma. In the case of the lower expression, lower
than 80% the pathological change was classified as inflammatory bowel disease. In 7 cases
(77.7%) the samples showed expression of CD3 marker and were classified as T-cell
lymphoma. In 2 cases (22.2%) the samples showed expression of CD79acy markers and were
evaluated as B- cell lymphoma. The breeds most commonly affected by the lymphoma were
golden retriever, the Bernese Mountain dog and the mixed breed. In 7 cases (43.7%) samples
showed expression lower then 80% and they were classified as inflammatory bowel disease.
The breeds most commonly suffering from inflammatory bowel disease were small Poodle,
German Shepard and Beagle. The average age of dogs suffering from lymphoma was 8.8
years, and inflammatory bowel disease was 7 years. Males were more often affected by both
diseases (85.8% males, 14.2% females.). Immunohistochemical anallysis can be useful in
differentiating alimentary lymphoma from inflammatory disease, but in some cases clonal

PCR analysis of cells should be done.

Key words: dog, retrospective analysis, gastric, lymphoma, inflammatory bowel disease
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10. ZIVOTOPIS
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Skolu u Biogradu na moru. Nakon osnovne Skole upisala sam Medicinsku $kolu "Ante
Kuzmanic¢a" u Zadru, usmjerenje farmaceutski tehnicar. Integrirani preddiplomski i diplomski
studij veterinarske medicine na Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu upisala sam
2012.godine. Kao svoje usmjerenje tijekom posljednja tri semestra odabrala sam smjer "Ku¢éni
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"Taco", u Santa Cruzu de Tenerife, Spanjolska gdje sam sudjelovala u izradi stru¢nog rada (1.
PEREZ RIVERO A., A. KABDUR GOMEZ, M. TSELEMEGOKOU, A.PIPLICA (2018.):
Tecnica quirurgica de exteriorizacion subcutanea temporal de un asa intestinal con
dehiscencia posquirurgica. A proposito de un caso. Argos Julio (2018.), 56-59.). Tijekom
studija sudjelovala sam u odrzavanju edukativne izloZzbe "Reptilomanija+" na Veterinarskom

fakultetu.
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