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POPIS KRATICA
CD = cluster of differentiation

DMLL= difuzni mali limfocitni limfom 

DLVL= difuzni limfom velikih limfocita

DML= difuzni mješoviti limfom

HE = hemalaun-eozin
IHC = imunohistokemija

ILVL= imunoblastični limfom velikih limfocita

LMNL= limfom malih  nezarezanih limfocita
NCI-WF = Nacional Cancer Institute – Working Formulation
NHL = non-Hodgkin limfoma

PTH-rP = parathormon related protein

REAL = Revised European American Lymphoma

RH = Republika Hrvatska
WHO = World Health Organisation
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UVOD
Limfomi (limfosarkomi, maligni limfomi) predstavljaju grupu novotvorevina koje se razvijaju iz limforetikularnih stanica. One uglavnom nastaju u limfoidnom tkivu, kao što su limfni čvorovi i slezena, ali mogu nastati i u drugim tkivima (VAIL i YOUNG, 2007.). Limfomi predstavljaju jednu od najčešćih novotvorevina kod pasa i zauzimaju otprilike 7% do 24% svih novotvorevina pasa (JACOBS i sur., 2002.). Uglavnom se pojavljuju kod pasa srednje ili starije dobi (od 5 do 11 godina) iako su zabilježeni i slučajevi limfoma kod štenadi starosti 4 mjeseca (JACOBS i sur., 2002.). S obzirom na pasminsku predispoziciju, uočeno je da se češće javljaju kod boksera, baseta, bernardinca, bulmastifa, škotskog terijera, erdel terijera, buldoga, rotvajlera i vidraša.  Spolna predispozicija nije uočena (JACOBS i sur., 2002., VAIL i YOUNG, 2007.). 
ETIOLOGIJA

Etiologija limfoma kod pasa do danas nije u potpunosti razjašnjena i vrlo je vjerojatno multifaktorijalna, odnosno uključuje genetske i molekularne čimbenike kao što su mutacije gena (SUEIRO i sur., 2004; VAIL i YOUNG, 2007.), zatim utjecaj različitih čimbenika iz okoliša, prvenstveno nekih otrova kao što su herbicidi (HAYES i sur., 1991.), a također je uočeno da i imunosupresija može biti povezana s nastankom limfoma kod pasa (VAIL i YOUNG, 2007.). Neke humane studije također su pokazale da prevladavanje određenog tipa non-Hodgkin limfoma (NHL) kod ljudi također ovisi o geografskoj regiji te je utvrđena uzročna veza sa specifičnim rizičnim čimbenicima (FISHER i FISHER, 2004.). Tako je na primjer limfom B-stanični limfom u Africi povezan s infekcijom s Epstein-Barr virusom (GROVES i sur., 2000.), dok je humani T-limfotropni virus tip I povezan s velikom učestalošću limfoma u Japanu (PROIETTI i sur., 2005.). 
KLINIČKE KARAKTERISTIKE

Klinički znaci povezani s limfomom kod pasa su različiti, a ovise o lokaciji i opsegu tumora. Najčešći oblik je multicentrični limfom kojega karakterizira generalizirana bezbolna limfadenopatija, a također mogu biti prisutni i supkutani edemi, splenomegalija te drugi simptomi ovisno o tome koji je organ zahvaćen tumorom te o prisutnosti paraneoplastičnog sindroma (JACOBS i sur., 2002.). 
Drugi najčešći oblik limfoma je alimentarni, kojega obično karakterizira nakupljanje neoplastičnih stanica u stjenci probavnog sustava sa mogućim zahvaćanjem mezenterijalnih limfnih čvorova. Ovakav oblik obično prate proljevi, povraćanje, malapsorpcija i gubitak težine (SKUDDER i SCHWARTZ, 1985.;  COUTO i sur., 1989.).
Timički ili medijastinalni limfom karakterizira povećanje kraniomedijastinalnih struktura (timus, limfni čvor) i ovaj oblik limfoma vrlo često prati hiperkalcemija, koja nastaje zbog sekrecije PTH-rP (parathormon related protein, engl.) (JACOBS i sur., 2002.). 

Ekstranodalni i kutani limfomi se kod pasa pojavljuju vrlo rijetko. Klinički znaci kod ekstranodalnog limfoma ovise o vrsti zahvaćenog organa. Kutani limfom, kao najrjeđi oblik limfoma kod pasa, mogu biti multifokalni do generalizirani, epiteliotropni i neepiteliotropni (JACOBS i sur., 2002.).

Većina pasa sa limfomom je hematološki normalna. Međutim, mogući hematološki nalazi su: blaga normocitna, normokromna, neregenerativna anemija, rubrocitoza, hemolitička anemija, neutrofilija, limfopenija, limfocitoza, trombocitopenija. Pojavnost  neoplastičnih limfocita u cirkulaciji je rijetka pojava, ali moguća uslijed progresije bolesti jer se tada povećava vjerojatnost invazije koštane srži metastazama (JACOBS i sur., 2002.).

HISTOLOŠKA KLASIFIKACIJA

Istraživanje limfoma kod pasa je od naročitog interesa u veterinarskoj medicini jer ovi tumori predstavljaju jedne od najčešće terapiranih tumora u tzv. maloj praksi. Stoga je od naročitog interesa istraživanje različitih čimbenika vezanih uz tumor i pacijenta koji mogu služiti kao korisni pokazatelji prognoze limfoma i uspjeha terapije. Tako su istraživanja pokazala da psi sa B-staničnim limfomima i limfomima osrednjeg i visokog stupnja malignosti bolje reagiraju na kemoterapiju, dok psi sa limfomima niskog stupnja malignosti mogu živjeti relativno dugo bez agresivne terapije (VAIL i YOUNG, 2007.). 

S vremenom i dostignućima u razumijevanju patogeneze hemolimfatičnih tumora, razvile su se klasifikacijske sheme, prevenstveno za non-Hodgkin limfome kod ljudi, koje se koriste i u veterinarskoj patologiji za klasifikaciju limfoma kod pasa (CARTER i sur., 1986.; FOURNEL-FLEURY i sur., 1997.; FOURNEL-FLEURY i sur., 2002.; PONCE i sur., 2004.). Dvije najčešće korištene klasifikacije su NCI-WF (National Cancer Institute – Working Formulation) i Kiel-ova klasifikacija limfoma, koje se baziraju na standardnim histološkim tehnikama kojima se određuje morfologija i stupanj malignosti tumora (JACOBS i sur., 2002.). Međutim, za preciznu dijagnozu limfoma potrebno je odrediti i podrijetlo stanica, pa su tako dostignuća u imunologiji i imunohistokemiji dovela do potrebe proširivanja postojećih klasifikacija (VALLI i sur., 2011.). Tako je 2002. godine (VALLI i sur.) predložena klasifikacija Svjetske zdravstvene organizacije (World Health Organisation, WHO engl.), koja obuhvaća histološke i imunohistokemijske karakteristike limfoma (B i T imunofenotip), međutim zbog nedostatka prospektivnih studija, prognostičko značenje pojedinih podtipova limfoma pasa je još uvijek nedostatno u kliničkim smislu (DOBSON, 2004.). Slično tome,  klasifikacija  Revised European American Lymphoma sistema (REAL) dijeli limfome prema morfologiji, ali različitom biološkom ponašanju na T- i B-stanične, ali za razliku od WHO klasifikacije, ne uključuje mijeloproliferative bolesti (JACOBS i sur., 2002.).

Istraživanje limfoma pasa naročito je zanimljivo i s gledišta komparativne onkologije, jer spontani slučajevi bolesti predstavljaju dobre modele za istraživanje limfoma kod ljudi, a dijeljenje zajedničkog okoliša pruža mogućnost istraživanja etioloških čimbenika koji su eventualno povezani s nastankom limfoma kod obje vrste (MACEWEN, 1990.).
OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Empirijska istraživanja o učestalosti B- i T-staničnih limfoma u različitim geografskim regijama, doprinjela su razumijevanju uzročnih i rizičnih čimbenika odgovornih za nastanak NHL kod ljudi, te potencijalnih strategija prevencije ovih tumora. U veterinarskoj medicini su istraživanja o učestalosti pojedinih podtipova NHL u pasa relativno rijetka, a dosadašnje spoznaje ukazuju na potrebu daljnjih istraživanja kako bi se dobilo što više podataka o tome koji tipovi limfoma prevladavaju kod pasa te o tome koja je klasifikacija najaplikativnija, kako bi se u konačnosti neoplazija definirala kao specifični entitet koji sadrži sve informacije potrebne kliničaru za daljnji tretman oboljele životinje. 
U Republici Hrvatskoj (RH) nema podataka o učestalosti pojedinih staničnih podtipova i imunofenotipova limfoma kod pasa jer vlasnici životinja, uglavnom zbog materijalnih razloga, ne žele snositi troškove dodatne dijagnostike, a također, često i sami doktori veterinarske medicine nisu upoznati s problematikom dijagnostike limfoma kao niti biološkim ponašanjem ovih tumora.
S obzirom na navedeno, svrha ovog istraživanja je utvrditi prevladavanje pojedinih podtipova i imunofenotipova NHL u pasa u Republici Hrvatskoj na osnovu morfologije i imunofenotipa tumora te usporediti rezultate sa sličnim istraživanjima u drugim zemljama.
MATERIJAL I METODE
Uzorkovanje tumora
U istraživanju su korišteni arhivski uzorci tumora pasa sa Zavoda za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu dobivenih nakon operacije tumora ili uzetih pri obdukciji u razdoblju od 1. siječnja 2007. do 31. prosinca 2009. godine.
Histopatološka analiza

U svrhu histopatološke analize, uzorci tumora su fiksirani u 10% puferiranom neutralnom formalinu i uklopljeni u parafin. Uklopljeni uzorci su rezani na rotacionom mikrotomu (MICROM, HM 355 S) na debljinu od 3 μm i bojani rutinskom hemalaun-eozin metodom (HE). Histopatološka klasifikacija tumora je provedena prema kriterijima National Cancer Institute Working Formulation (CARTER i sur., 1986.; JACOBS i sur., 2002.), a bazirala se na određivanju arhitekture tumora (difuzni ili folikularni), mitotskog indeksa (niski (0-2 mitoze(, srednji (3-5 mitoza(, visoki (( 6 mitoza( po vidnom polju povećanje 40x, izbrojenih u najmanje 10 vidnih polja) i tipu stanica. Tip stanica je definiran na osnovi veličine (male veličine 1-1,5 eritrocit; velike  veličine 2 ili više eritrocita) i oblika (zarezane i okrugle - nezarezane) jezgri, broju i lokaciji nukleolusa te karakteristikama kromatina. Kod životinja s relevantnim kliničkim podacima ili razudbenim nalazom također je naznačena i topografija tumora.

Imunohistokemijska analiza

Primjenjeni imunohistokemijski biljezi

Istraživana je nazočnost tumorskih biljega korištenjem sljedećih protutijela:

1. Anti-Human CD3, monoklonsko, miš, klon F7.2.38, Code M7254.

2. Anti-Human CD79(cy, monoklonsko, miš, klon HM57, Code M7051.


Ostale korištene reagencije

1. DakoCytomation Wash Buffer, S3006.

2. Dako REALTM Target Retrieval Solution, S2367.

3. Dako REALTM EnVisionTM Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, K5001.

4. Dako REALTM Antibody Diluent, S2022.

5. Dako REALTM Hematoxylin, S2020.


Metoda bojenja

Imunohistokemijsko (IHC) bojenje je provedeno streptavidin-biotin-peroksidaza kompleks metodom na deparafiniziranim histološkim rezovima debljine 3 μm na sljedeći način:


CD3 i CD79:

· Predigestija tkiva: kuhanje u citratnom puferu u mikrovalnoj pećnici 20 minuta
· Ohladiti

· Isprati u redestiliranoj vodi

· Isprati puferom

· Primarno protutijelo 1:50, 30 minuta

· Isprati puferom

· Sekundarno protutijelo 30 minuta

· Isprati puferom

· Dako REALTM Peroxidase-Bloking Solution 6 minuta

· Isprati puferom

· Streptavidin peroksidaza 30 minuta

· Isprati puferom

· Substrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

· Isprati puferom

· Hematoksilin 60 sekundi

· Ispiranje puferom, ispiranje destiliranom vodom, dehidracija i pokrivanje uzoraka.




Pozitivna kontrola: tonzila.



Negativna kontrola: zamjena primarnog protutijela fosfatnim puferom.

Kvantificiranje reakcije
Limfomi su klasificirani kao T-stanični tip (ako je više od 60% stanica reagiralo s CD3 protutijelom) ili kao B-stanični tip (ako je više od 60% stanica reagiralo s CD79 protutijelom).

REZULTATI
U razdoblju od 1. siječnja 2007. do 31. prosinca 2009. godine u Zavodu za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu dostavljeno je ukupno 46 slučajeva limfoma kod pasa, a zastupljenost pojedinih pasmina bila je sljedeća: križana pasmina (12), zlatni retriver (5), labrador retriver (3), bulterijer, afganistanski hrt, shar pei i njemački ovčar (2), te po jedna životinja pasmine veliki gubičar, patuljasti gubičar, engleski koker španijel, engleski buldog, flandrijski stočarski pas, shi-tzu, srednjoazijski ovčar, dalmatiner, rotvajler, samojed, irski seter, staford terijer, bordoška doga i belgijski ovčar. Za dva psa pasmina nije bila navedena u popratnom dopisu.

Prosječna dob životinja u kojoj su dijagnosticirani limfomi iznosila je 8,3 godine s rasponom dobi od najmlađe životinje stare 4 godine do najstarije životinje stare 14 godina. Kod pet životinja dob nije bila poznata. 

Što se tiče spola, limfomi su utvrđeni u 24/46 životinja ženskog spola, 20/46 životinja muškog spola, dok za dvije životinje nije bilo podataka o spolu. 
Stanični podtipovi i imunofenotipovi limfoma

Od 46 istraživanih slučajeva limfoma, kod 40 tumora (86,7%) je određen imunofenotip, dok je 6 tumora bilo (13,0%) neklasificirano s obzirom na imunofenotip.  21 tumor (45,6%) je klasificiran kao T-stanični limfom (slika 1.), a 19 tumora (41,3%) kao B-stanični limfom. S obzirom na arhitekturu limfoma, u svim tumorima (100%) je utvrđen difuzni oblik limfoma (slika 2.). Što se tiče stupnja malignosti, visoki stupanj malignosti je utvrđen u 17 limfoma (37,0%), srednji stupanj malignosti u 19 limfoma (41,3%), te niski stupanj malignosti u 10 (21,7%) limfoma.
Neklasificirani slučajevi limfoma bili su ili zbog negativne reakcije sa oba korištena protutijela (3/6) ili zbog toga što je utvrđen podjednak postotak stanica pozitivnih na B i T limfocite (2/6). Samo u jednom slučaju limfoma je utvrđena pozitivna reakcija samo na B limfocite, međutim postotak pozitivnih stanica je bio  manji od 60%. 
[image: image8.jpg]



          Slika 1. Limfni čvor, pas; difuzni oblik limfoma, arhitektura organa
          narušena zbog difuznog proraštanja neoplastičnih stanica. HEx4.
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Slika 2. Limfni čvor, pas; T-stanični limfom, više od 80% stanica pozitivno na CD3 protutijelo. IHCx10. Umetak: mali udio stanica folikula pozitivnih na CD79 (ostatak normalnih stanica).
Niski stupanj malignosti
Difuzni mali limfocitni limfom (DMLL) (slika 3.) utvrđen je u deset slučajeva (21,7%) od ukupnog broja limfoma. Od toga, pet (10,9%) tumora je klasificirano kao T-stanični limfomi, tri (6,5%) kao B-stanični limfom, dok su dva tumora bila neklasificirana zbog negativne imunohistokemijske reakcije sa oba protutijela. Stanice su bile male, nezarezane (okrugle) sa uglavnom jednim centralno smještenim nukleolusom. 
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Slika 3. Limfni čvor, pas; difuzni mali limfocitni limfom; uniformne okrugle stanice veličine do 1,5 eritrocit. HEx20.

Srednji stupanj malignosti
Svi limfomi srednjeg stupnja malignosti su bili difuzne arhitekture. Difuzni mješoviti limfom (DML) (slika 4.) utvrđen je u 14 (30,4%) slučajeva od ukupnog broja limfoma. Od toga je pet (10,9%) klasificirano kao B-stanični limfom, a sedam (15,2%)  kao T-stanični limfom. Jedan slučaj limfoma iz ove grupe nije klasificiran s obzirom na imunofenotip zbog podjednakog broja stanica pozitivnih na T i B limfocite, a u drugom slučaju je imunohistokemijska reakcija izostala kod oba protutijela. Ovaj podtip limfoma su karakterizirale mješovite stanice (male zarezane i velike zarezane i nezarezane), a većina jezgri je imala više nepravilno raspoređenih nukleolusa i gušće zrnati kromatin. 

Difuzni limfom velikih limfocita (DLVL) (slika 5.) obuhvatio je ukupno pet (10,9%) slučajeva, a s obzirom na imunofenotip dva (4,3%) su bila T-stanični limfomi, a tri (6,5%) B-stanični limfomi. Stanice su bile velike, okrugle (nezarezane) s jednim ili više nukleolusa i rjeđim rasporedom kromatina. 
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Slika 4. Limfni čvor, pas; difuzni mješoviti limfom; mješovita populacija malih i velikih stanica sa zarezanom i nezarezanom (okruglom) jezgrom. HEx20.
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Slika 5. Limfni čvor, pas; difuzni limfom velikih limfocita; populacija uglavnom okruglih, velikih (više od 2 eritrocita) stanica s vezikularnom jezgrom. HEx20.

Visok stupanj malignosti
Kao i u prethodnoj, i u ovoj skupini su svi podtipovi limfoma bili difuzne arhitekture. Imunoblastični limfom velikih limfocita (ILVL) (slika 6.) je utvrđen u sedam (15,2%) slučajeva, od čega su četiri (8,7%) tumora bila T-stanični limfomi, a tri (6,5%) tumora B-stanični limfomi. Stanice su bile uglavnom nezarezane, rjeđe zarezane, velike s uglavnom vezikularnim tipom kromatina i sadržavale mjestimice 1 nukleolusom centralno, a mjestimice više nukleolusa. 
Limfom malih nezarezanih limfocita (LMNL) (slika 7.) utvrđen je u 10 (21,7%) slučajeva od ukupnog broja limfoma. Tri (6,5%) tumora su bila T-stanični limfomi, pet (10,9%) tumora B-stanični limfomi, dok su dva bila neklasificirana s obzirom na imunofenotip zbog podjednakog broja pozitivnih T i B limfocita u jednom slučaju, odnosno manje od 60% pozitivni na B-limfocite i negativni na T-limfocite u drugom slučaju. Stanice su bile male, nezarezane s manjim brojem nepravilno raspoređenih nukleolusa.
Prevladavanje pojedinih podtipova i imunofenotipova istraživanih slučajeva limfoma pasa prikazani su u tablici 1.
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Slika 6. Limfni čvor, pas; imunoblastični limfom velikih limfocita; populacija velikih, okruglastih pleomorfnih stanica s prominentnim nukleolusima i visokim mitotskim indeksom. HEx20.
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Slika 7. Limfni čvor, pas; limfom malih nezarezanih limfocita; okrugle stanice veličine do 1,5 eritrocit, izrazitija hiperkromazija i visok mitotski indeks. HEx20.

Tablica 1. Stanični podtipovi (prema Working Formulation) i imunofenotipovi u 46 slučaja limfoma pasa
	Stupanj malignosti
	Stanični tip
	Broj limfoma prema imunofenotipu

	
	
	T-stanični limfom
	B-stanični limfom
	Neklasificirani

	Niski

(n=10)
	DMLL
	5
	3
	2

	Srednji

(n=19)


	DML
	7
	5
	2

	
	DLVL
	2
	3
	-

	Visoki
(n=17)
	ILVL
	4
	3
	-

	
	LMNL
	3
	5
	2


DMLL, difuzni mali limfocitni limfom;  DML, difuzni mješoviti limfom; DLVL, difuzni limfom velikih limfocita;  ILVL, imunoblastični limfom velikih limfocita; LMNL, limfom malih  nezarezanih limfocita.

Topografija

S obzirom na mjesto proliferacije neoplastičnih limfocita, 30 istraživanih slučajeva limfoma (65,2%) je imalo multicentrični oblik, sedam slučajeva (15,2%) su bili kutani limfomi, četiri slučaja (8,7%) alimentarni limfomi, po dva slučaja medijatinalni (4,3%) i hepatosplenički (4,3%) limfomi te jedan (2,2%) solitarni oblik limfoma.
RASPRAVA
Istraživanjem imunofenotipova i detaljnom analizom staničnih podtipova limfoma u pasa u Republici Hrvatskoj utvrđeno je da dominiraju difuzni oblici limfoma te limfomi visokog i srednjeg stupnja malignosti u odnosu na limfome niskog stupnja malignosti. S obzirom na imunofenotip, utvrđen je nešto veći postotak T-staničnih od B-staničnih limfoma. 
Određivanjem staničnih podtipova i imunofenotipova NHL dobivaju se informacije neophodne za prognozu i terapiju oboljelih ljudi i životinja. Klasifikacija NCI-WF, koja je korištena i u ovom istraživanju, daje korisne informacije o prosječnom preživljavanju pacijenata s limfomima, a uz dodatno određivanje imunofenotipa, ovako klasificirani limfomi se mogu lako usporediti s rezultatima drugih klasifikacija (CARTER i sur., 1986.; JACOBS i sur., 2002; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.). 
Dosadašnja istraživanja imunofenotipova limfoma uglavnom su pokazala da su kod pasa češći B-stanični nego T-stanični limfomi. Tako su  FOURNEL-FLEURY i sur., 1997. utvrdili T-staničnih limfoma; SUEIRO i sur., 2004. 72,7% B-staničnih i 21,8% T-staničnih limfoma, a GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007. 51,2% B-staničnih te 29,3% T-staničnih limfoma. U našem istraživanju je utvrđeno 45,6% T-staničnih i 41,3% B-staničnih limfoma kod pasa, što je značajno veći postotak T-staničnih limfoma nego u drugim sličnim istraživanjima. FORNEL-FLEURY i sur. u svojem istraživanju iz 2002. godine su također zamijetili povećanje učestalosti T-staničnih limfoma kod pasa (32,8%) nego u svojim ranijim studijama, te ukazuju na nužnost većeg broja istraživanja imunofenotipa limfoma pasa kako bi se dobio bolji uvid u stvarno stanje prevladavanja pojedinih imunofenotipova. Rezultati ovog istraživanja potvrđuju razmatranje FORNEL-FLEURY i sur. (2002.) i također postavljaju pitanje eventualnih etioloških čimbenika koji bi mogli biti odgovorni za nastanak T-staničnih limfoma kod pasa. U ovom istraživanju šest slučajeva limfoma nije se moglo klasificirati niti u jedan imunofenotip, bilo zbog toga što su podjednako eksprimirali oba markera ili nisu eksprimirali markere, odnosno bilo je pozitivno manje od 60% stanica. Određeni postotak koekspresije CD3 i CD79 markera se gotovo redovito nalazi u sličnim istraživanjima (WILKERSON i sur., 2005.; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.), a gubitak ekspresije se redovito objašnjava tehničkim problemima, budući da su ovi epitopi naročito osjetljivi, pogotovo na fiksaciju (APPELBAUM i sur., 1984.). 
S obzirom na arhitekturu limfoma, u našem istraživanju je utvrđen difuzni oblik limfoma, što se u potpunosti podudara s ostalim istraživanjima limfoma kod pasa (CARTER i sur., 1986.; FORNEL-FLEURY i sur., 1997.; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.). Dominacija difuznih nad folikularnim limfomima kod pasa se objašnjava činjenicom da folikularni limfomi, koji su manje agresivni, prolaze nezapaženi od strane vlasnika (GREENLEE i sur., 1990.). 
U predmetnom istraživanju, najviše limfoma je bilo srednjeg (41,3%) i visokog (37,0%) stupnja malignosti, dok je 21,7% limfoma bilo niskog stupnja malignosti. Ovakvi rezultati se slažu s općenitim podacima da su limfomi pasa pretežno srednjeg i visokog stupnja malignosti (JACOBS i sur., 2002.). Međutim, u pojedinim studijama utvrđen je veći postotak limfoma srednjeg stupnja malignosti (FORNEL-FLEURY i sur., 1997.; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.), dok je u nekima bilo više limfoma visokog stupnja malignosti (CARTER i sur., 1986.; PONCE i sur., 2010.). Limfomi niskog stupnja malignosti u dosadašnjim studijama nisu bili zastupljeni više od 22% (CARTER i sur., 1986.; FORNEL-FLEURY i sur., 1997.; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.). U skupini limfoma srednjeg stupnja malignosti, u našem istraživanju su utvrđeni DML (30,4%) i DLVL (10,9%) stanični podtipovi. U nekim prijašnjim istraživanjima najčešći podtip limfoma u ovoj skupini je bio DLVL (FORNEL-FLEURY i sur., 1997.; GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.), ali je bio dodan i podtip makronukleolarni limfom srednje velikih limfocita, koji se inače ne nalazi u klasifikaciji NCI-WF, što ukazuje na modifikacije svake klasifikacije prema pojavi određenih podtipova limfoma u pojedinom istraživanom području. Naši rezultati za pojavnost DML vrlo su slični istraživanju GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007. koji su ovaj podtip utvrdili u 9,8% slučajeva. Međutim i za ovaj podtip limfoma rezultati značajno variraju od studije do studije (FORNEL-FLEURY i sur., 1997.). U skupini limfoma visokog stupnja malignosti, u predmetnom istraživanju ILVL je utvrđen u 15,2% slučajeva, te LMNL u 21,7% slučajeva limfoma. Slični rezultati, što se tiče ILVL, utvrdili su i FORNEL-FLEURY i sur., 1997. (14,1%) te GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007. (13,4%). CARTER i sur., 1986. su u svom istraživanju utvrdili 24% LMNL što je slično našim rezultatima za ovaj podtip limfoma. Međutim, u nekim drugim istraživanjima je ovaj podtip utvrđen u manjem postotku (GREENLEE i sur., 1990; FORNEL-FLEURY i sur., 1997.; GUIJA DE ARESPACOCHAGA i sur., 2007.), što se pokušalo objasniti činjenicom da  u ovom podtipu limfoma veličina jezgri može dosta varirati pa se zbog toga dio limfoma klasificira u drugačije podtipove (GUIJA de ARESPACOCHAGA i sur., 2007.). 
Prevladavanje multicentričnog oblika limfoma u našem istraživanju (65,2%) u skladu je s rezultatima drugih istraživanja (JACOBS i sur., 2002.; SUEIRO i sur., 2004.) što opet potvrđuje da je ovo najčešći oblik limfoma kod pasa. Kutani limfomi utvrđeni su u 15,2% slučajeva, slično kao i u istraživanju SUEIRA i sur., 2004. (12,7%) što govori da je u nekim područjima pojavnost kutanih limfoma češća od podataka koji se navode u literaturi (JACOBS i sur., 2002.). 

Limfomi kod pasa u Republici Hrvatskoj su dijagnosticirani u prosječnoj dobi od 8,3 godine (raspon od 4 do 14 godina) što je uskladu s ostalim literaturnim podacima (JACOBS i sur., 2002.; VAIL i YOUNG, 2007.). Iako u dosadašnjim istraživanjima limfoma kod pasa nije utvrđena spolna predispozicija, (JACOBS i sur., 2002.; VAIL i YOUNG, 2007.) u našem istraživanju je neznatno veći broj limfoma utvrđen kod ženskih životinja.

ZAKLJUČCI

1. Prema NCI-WF klasifikaciji kod pasa u Republici Hrvatskoj prevladavaju difuzni oblici (100%) non-Hodgkin limfoma, te limfomi srednjeg (41,3%) i visokog (37%) stupnja malignosti.

2. Najčešće utvrđeni stanični podtipovi su difuzni mješoviti limfom (30,4% slučajeva),  difuzni mali limfocitni limfom (21,7% slučajeva) i limfom malih nezarezanih limfocita (21,7% slučajeva).

3. S obzirom na imunofenotip, u većem postotku su utvrđeni T-stanični (45,6%) nego   B-stanični limfomi (41,3%).
4. Najčešće utvrđeni oblici limfoma s obzirom na topografiju su multicentrični i kutani oblik.

5. Limfomi kod pasa u Republici Hrvatskoj su dijagnosticirani u prosječnoj dobi od 8,3 godina.
6. Utvrđene razlike imunofenotipa limfoma te većeg postotka kutanih limfoma kod pasa u Republici Hrvatskoj, u odnosu na slična istraživanja u Zapadnoj Europi, ukazuju na potrebu daljnjeg istraživanja većeg broja slučajeva limfoma te istraživanje eventualnih specifičnih uzroka i rizičnih čimbenika koji mogu biti povezani s nastankom pojedinih tipova limfoma.
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SAŽETAK

Marko Šestan i Ivana Šimić

Morfologija i imunofenotip limfoma u pasa u Republici Hrvatskoj

Prevladavanje pojedinih podtipova non-Hodgkin limfoma kod ljudi dijelom je ovisno o geografskom području, međutim u veterinarskoj medicini nema sličnih podataka za limfome pasa, vjerojatno zbog premalog broja istraživanja. Cilj ovoga istraživanja bio je klasificirati limfome u pasa u razdoblju od 2007. do 2009. godine na području Republike Hrvatske i usporediti sa rezultatima sličnih istraživanja u drugim zemljama. Četerdeset i šest NHL bilo je klasificirano prema morfologiji (bazirano na National Cancer Institute – Working Formulation) i njihovom imunofenotipu (determinacija sa anti-T- i anti-B-staničnim protutijelima). Dvadeset i jedan uzorak (45,6 %) limfoma klasificiran je kao T-stanični limfom, 19 (41,3 %) kao B-stanični limfom, a 6 (13,1 %) je bilo imufenotipski neklasificirano. S obzirom na arhitekturu, dominiraju (100%) difuzni oblici limfoma, dok visoki i srednji stupanj malignosti dominiraju nad niskim stupnjem malignosti. Najučestaliji stanični podtip je bio difuzni mješoviti limfom sa 14 (30,4 %) slučajeva, zatim difuzni mali limfocitni limfom i limfom malih nezarezanih limfocita sa po 10 (21,7 %) slučajeva te difuzni limfom malih limfocita sa 9 (19,6 %) slučajeva. U usporedbi sa rezultatima drugih istraživanja uočena je podudarnost po pitanju arhitekture i topografije, međutim rezultati ovog istraživanja su pokazali veću učestalost kutanih limfoma  i T-staničnih limfoma što ukazuje na potrebu daljnjeg istraživanja većeg broja slučajeva limfoma te istraživanje eventualnih specifičnih uzroka i rizičnih čimbenika koji mogu biti povezani s nastankom pojedinih tipova limfoma.

Ključne riječi: limfom, pas, imunofenotip, stanični podtipovi
SUMMARY
Marko Šestan and Ivana Šimić

Morphology and immunophenotype of canine lymphoma in Croatia

The prevalence of certain subtypes of non-Hodgkin's lymphoma in humans is partly based on geographic area, but in veterinary medicine there are no similar data for canine lymphoma, probably due to small number of studies. The aim of this study was to classify canine lymphomas  in the period since 2007 until 2009 on Croatian territory, and to compare the results with similar studies in other countries. Forty-six NHL-s were classifed according to their morphology (based on the National Cancer Institute - Working Formulation) and their immunophenotype (determined with anti-T-cell and anti-B-cell antibodies). Twenty-one (45,6 %)  were of T-cell subtype, 19 (41,3  %) of B-cell subtype, and 6 (13,1 %) remaind unclassifed. Considering architecture, 100% were diffuse lymphoma, while high grade and intermidiate grade outnumbered low grade lyphomas. The most common subtype was diffuse mixed lymphoma with 14 (30,4 %) samples, followed by diffuse small lymphocytic and small noncleaved cell lyphomas with 10 (21,7 %) samples and diffuse lymphoma of small lymphocytes with 9 (19,6 %) samples. These findings accord with those of similar studies considering architecture and  topography. Whereas, the results of this study showed a higher incidence of cutaneous lymphoma and T-cell lymphoma, indicating the need for further research of a greater number of lymphoma and exploration of possible specific causes and risk factors that may be associated with the prevalence of certain types of lymphoma.
Key words: lymphoma, dog, immunophenotype, cellular subtypes
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