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POPIS KRATICA

HSA - hemangiosarkom

MC - mastocit

Tu2 —engl. T helper 2, pomo¢nicki T limfociti tipa 2
IgE — imunoglobulin E

BM — broj mastocita

HE — hematoksilin eozin

n — engl. number, broj

NP — nije poznato
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1. uvOoD

Hemangiosarkom (HSA) je maligna neoplazija karakterizirana agresivnim
rastom, ranim metastaziranjem i nepovoljnom prognozom. Hemangiosarkom se
mozZze razviti u bilo kojem vaskulariziranom tkivu, medutim najceSce primarno mjesto
razvoja hemangiosarkoma u pasa je slezena. Takoder, u pasa se uz HSA slezene,
mogu razviti i konkurentni tumori u supkutanom tkivu i srcu gdje najceSce zahvacaju
desni atrij ili aurikulu U takvim slu€ajevima jo$ uvijek nije jasno radi li se o

metastazama tumora ili multicentriCnoj pojavi tumora (LINDER, 2017.).

Pretpostavlja se da visceralni hemangiosarkomi u pasa mogu nastati iz
diferenciranih vaskularnih endotelnih stanica ili iz mati¢nih (hematopoietskih) stanica
koStane srzi sa hemangioblastiCnim potencijalom. Naime, pojedine neoplasticne
stanice pokazuju razli¢ite molekularne fenotipove, $to sugerira podrijetlo od
multipotentnih progenitorskih stanica hematopoietskog podrijetla (LINDER, 2017.).
To€an uzrok HSA u pasa nije poznat, medutim pasminska predispozicija za razvoj
ovih tumora ukazuje na utjecaj nasljednih genetskih ¢imbenika (HART i sur., 2014.).
Cimbenici iz okolida, kao $to su ultraljubigasto ili ionizirajuée zradenje, mogu
uzrokovati kutane hemangiosarkome, a psi izlozeni radionukleotidima mogu razviti
primarne HSA u plu¢ima, kostima i jetri (LINDER, 2017.).

UCESTALOST HEMANGIOSARKOMA, PASMINA, DOB | SPOL ZIVOTINJA

Hemangiosarkomi se naj¢esc¢e pojavljuju kod pasa starosti od 6 do 17 godina,
a obolijevaju razlicite pasmine pasa ukljuCujuci i krizane (LINDNER, 2017.). Nekoliko
studija je pokazalo da najveéi rizik za razvoj HSA imaju pasmine zlatni retriver,
labrador retriver i njemacki ov€ar (SCHULTHEIS, 2004., BOSTON i sur., 2011.), a
smatra se da povecani rizik imaju i pasmine bokser, baset i bernardinac (KIM i sur.,
2015.). Za razvoj HSA ne postoji zna€ajnija spolna predispozicija, a ve¢a ucestalost
pojave HSA utvrdena je u kastriranih kuja u odnosu na nekastrirane (PRYMAK i sur.,
1988.).



KLINICKE KARATERISTIKE HEMANGIOSARKOMA

Klini¢ki znakovi kod pasa sa HSA mogu varirati s obzirom na lokaciju tumora, a
mogu ukljuCivati anoreksiju, letargiju, osjetljiv abdomen, povracanje i proljev. Kod
nekih Zivotinja mogu se izmjenjivati epizode sinkope i kolpsa sa epizodama oporavka
Sto se objasnjava pojavom hipovolemije i autotransfuzije zbog rupture tumora
(PRYMAK i sur., 1988.). HSA u desnom atriju moze rezultirati hemoperikardom i
posljedicnom tamponadom srca (BOSTON i sur., 2011.). NajCeS¢i uzrok smrti kod
pasa sa HSA slezene je hipovolemija zbog rupture tumora, metastatska bolest,
diseminirana intravaskularna koagulopatija i sr€ane aritmije (WOOD i sur., 1998.).
Promjene u krvnoj slici kod pasa sa HSA ukljuCuju regenerativnu anemiju i
retikulocitozu. U 30 do 60% pasa sa HSA se nalazi i trombocitopenija, a moze se
naci i neutrofilna leukocitoza (LINDER, 2017.).

MAKROSKOPSKE | HISTOLOSKE KARAKTERISTIKE HSA

Hemangiosarkomi slezene najéeSce se manifestiraju kao multiple, male ili
velike mekane parenhimske mase. Na prereznoj povrsini najvecim dijelom su tamno
crvene boje, ali se mjestimice mogu uociti bjeliCasta solidna podrucja tumora. Vrlo
Cesto veliki dio mase Cini hematom nastao kao posljedica rupture tumora, Sto
otezava nalaz samog tumora. Najbolji makroskopski dokaz da je masa u slezeni HSA
je prisutnost metastaza u drugim organima, kao $to su omentum, jetra, pluc¢a ili
mozak. U 70 do 80% pasa sa HSA slezene nastati ¢e hemoabdomen
(MALLINCKRODT i GOTTFRIED, 2011.).

HistoloSki, hemangiosarkome karakterizira proliferacija  neoplasti¢nih
endotelnih stanica koje stvaraju vaskularne prostore ispunjene krvlju. Rastu kao
neinkapsulirani, invazivni tumori. Vaskularni prostori su razli€ite veliine, a pregraduju
ih tanke kolagene trabekule ili viS8e solidna podrucja tumorskih stanica. Obrasci rasta
variraju, pa se tako mogu naéi kapilarna, kavernozna i solidna podrugja (GORITZ i
sur., 2013.). Ovakvi obrasci rasta su samo deskriptivni i ne koriste se u prognosticke
svrhe (LINDER, 2017.). Morfologija neoplasticnih epitelnih  stanica u

hemangiosarkomima je opcéenito heterogena. One mogu biti vretenaste ili



poligonalne sa okruglim, ovalnim ili pleomorfnim jezgrama koje imaju prominentne
jezgrice. Citoplazma moze biti umjerena ili obilna, bazofilna ili ponekad vakuolizirana.
Anizocitoza, anizokarioza i broj mitoza mogu varirati, ali su gotovo uvijek prisutni.
Takoder, Cesto se nalaze i veCa podruCja nekroze, krvarenja i naslaga fibrina
(GORITZ i sur., 2013., LINDER, 2017.). HSA su relativno tipi¢ni tumori te je nalaz
pojedinacnih ili ve¢ih nakupina eritrocita izmedu zbijenih neoplasti¢nih stanica obi¢no
dovoljan za postavljanje dijagnoze. Ukoliko se radi o slabije diferenciranim tumorima,
za diferenciranje endotelnih stanica se mogu primijeniti imunohistokemijski biljezi i to
faktoru VIl — pridruzeni ¢imbenik (von Willebrand faktor) i CD31 (LINDER, 2017.).

RAST | METASTAZIRANJE HSA

Hemangiosarkomi slezene imaju visoki metastatski potencijal i loSu prognozu.
HSA mogu metastazirati u razliCite organe ukljuCujuéi pluc¢a, jetru, bubrege, srce,
mozak, crijevo, oSit, peritoneum, omentum, mezenterij, nadbubreZne Zlijezde i kozu/
potkozje. Metastaze su Cesto brojne, relativno uniformne veli€ine i najceS¢e promjera
manjeg od 1 cm (SCHULTHEISS, 2004., GORITZ i sur., 2013., WENDELBURG |
sur., 2015.). Prema istrazivanjima, prosje€no vrijeme prezivljavanja pasa nakon
operacije HSA je Cetiri mjeseca (WENDELBURG i sur., 2015.). U istraZivanju
SPANGLER i KASS (1977.) manje od 10% pasa sa HSA slezene je bilo Zivo jednu

godinu nakon nalaza tumora.

ULOGA MASTOCITA U TUMORIMA

Mastociti (MC) potjeu i diferenciraju se iz CD34+ prekursorske stanice u
kosStanoj srzi. U sisavaca su normalno rasprostranjeni u vezivnom tkivu oko malih
krvnih i limfnih zila i u sluznicama. Sluzni¢ki mastociti se nalaze u sluznicama diSnog
i probavnog sustava, a njihov broj raste tijekom nekih tipova imunosnog odgovora,
kao $to je onaj posredovan pomocnickim T limfocitima tipa 2 (Tn2). Za razliku od njih,
vezivnotkivni mastociti nisu ovisni o T limfocitima. Mastociti imaju najvazniju ulogu u
reakcijama preosjetljivosti posredovanima sa imunoglobulinima E (IgE)
(ACKERMANN, 2017.).



Osim u upalnim reakcijama, poznato je da mastociti imaju vaznu ulogu i u
progresiji i angiogenezi kod nekih humanih tumora. Tako je dokazano da poticu
angiogenezu u karcinomima bazalnih stanica (AOKI i sur., 2003.), plazmacitomima
(NAKAYAMA i sur., 2004.), planocelularnim karcinomima i adenokarcinomima plucéa
(TOMITA i sur., 2000.). Sto se tiée uloge mastocita u tumorima Zivotinja, takve
spoznaje su malobrojne. MUKARATIRWA i sur. (2006.a i b) su istrazivali povezanost
izmedu podrucja velike vaskularne gustoce i broja mastocita u pasa sa melanomima i
transmisivnim veneri¢nim tumorima. SCHULTHEISS (2004.) je utvrdila poveéan broj
mastocita u kutanim i nekutanim hemangiomima i hemangiosarkomima kod domacih
Zivotinja, ali nije utvrdena povezanost izmedu stupnja diferencijacije tumora i broja
mitoza s brojem mastocita. SABATTINI i BETTINI (2009.) su utvrdili veci broj
mastocita u kutanim hemangiomima i pretpostavili njihovu mogucéu ulogu u
patogenezi benignih vaskularnih neoplazija. WOLDEMESKEL i RAJEEV (2010.) su
utvrdili da je veci broj mastocita u karcinomima mlijeCne Zlijezde kuja takoder
povezan sa angigenezom, a nisu pronasli znacajniju razliku u broju mastocita izmedu
kutanih HSA i hemangioma. Povezanost angiogeneze i broja mastocita utvrdena je i
u limfomima pasa (WOLDEMESKEL i sur., 2014.).



2. HIPOTEZA, OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

HIPOTEZA

Iz dosadasnjih relativno malobrojnih istraZzivanja hemangiosarkoma u pasa,
razvidno je da oni predstavljaju vrlo maligne i agresivne tumore, slabo razjasnjene
etiologije i patogeneze. Stoga ne postoje niti relevantni histoloSki ¢cimbenici koji bi se
koristili u prognosticke svrhe. Nadalje, potencijalna uloga mastocita u ovim tumorima
vrlo je slabo istrazena te se uglavnom svodi na zakljuCke o ve¢em broju mastocita u

kutanim hemangiomima u odnosu na kutane hemangiosarkome.

Pretpostavljamo da mastociti imaju odredenu ulogu i u patogenezi visceralnih
HSA. Obzirom da je kod nekih tipova tumora dokazana njihova veza sa
angiogenezom, pretpostavljamo da je u visceralnim HSA pasa broj mastocita (BM)
mozda povezan sa razvojem odredenog tipa HSA ili se broj mastocita u tumoru
razlikuje s obzirom na zahvaceni organ. Takoder, pretpostavljamo da je broj
mastocita u HSA mozZda povezan i sa nekim drugim histoloSkim karakteristikama

tumora, kao npr. koli¢inom strome odnosno stupnjem fibroze.

OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i ciljevi ovoga rada su u odredenom vremenskom periodu utvrditi broj pasa
sa visceralnim hemangiosarkomima, dob i pasminu oboljelih Zivotinja te broj HSA
obzirom na zahvacene organe (jedan organ ili konkurentni tumori i metastaze u viSe

organa). Nadalje, odrediti ¢e se i histoloSki tipovi HSA u zahvaéenim organima.
Specifi¢ni ciljevi rada su:
1. Utvrditi broj mastocita u parenhimu tumora.

2. Utvrditi broj mastocita u stromi tumora i na njegovim rubnim dijelovima

(okolina tumora).

3. Utvrditi stupanj razvijenosti strome, odnosno stupanj fibroze u tumorima.



. Utvrditi eventualnu povezanost izmedu broja mastocita i histoloSkog tipa

tumora.

. Utvrditi eventualnu povezanost izmedu broja mastocita i razvijenosti

strome, odnosno fibroze u tumorima.



3. MATERIJAL | METODE

U istrazivanju su koriSteni arhivski uzorci hemangiosarkoma pasa iz arhive
Zavoda za veterinarsku patologiju, Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
dobiveni nakon operacije istih ili izuzetih prilikom obdukcije, u razdoblju od 1.
sijeCnja 2013. do 31. prosinca 2017. godine.

Histopatoloska analiza

U svrhu histopatoloske analize tumora, uzorci su fiksirani u 4 ili 10% - tnom
puferiranom formalinu i uklopljeni u parafin. lzrezani presjeci debljine 4 ym su

obojeni hematoksilin i eozinom (HE) metodom.

Kako bi se $to objektivnije odredio histoloski tip HSA, svaki od autora i mentor
prvo je zasebno (individulano) odredio histoloski tip za svaki tumor prema
histolo§kom obrascu rasta i naginu opisanom u GORITZ i sur., 2013., te su na
kraju histoloski tipovi tumora usuglaseni za svaki pojedini tumor i prezentirani kao:
solidni, kapilarni, kavernozni ili svi tipovi (ukoliko je tumor sadrzavao dva ili sva tri
obrasca rasta s time da su u prikazu rezultata tipovi poredani od dominantnog do
najmanje raSirenog, a u svrhu statisticke obrade rezultata stavljeni su u skupinu
mjeSoviti HSA).

U svrhu vizualizacije mastocita, dodatni presjeci debljine 4 ym su bojani i
specijalnim histokemijskim bojenjem toluidinskim modrilom na sljedec¢i nacin: (1)
deparafinizacija i rehidracija narezanog tkiva; (2) bojenje u radnoj otopini
toluidinskog modrila (10 minuta); (3) ispiranje destiliranom vodom; (4) dehidracija
uzorka; (5) bistrenje u ksilolu; (6) pokrivanje uzorka pokrovnim stakalcem.

Broj mastocita koji infiltriraju tumor ili stromu i okolno tkivo odredivan je u 10

vidnih polja na povecéanju x400, kako je prikazano u tablici 1.



Tablica 1. Odredivanje broja mastocita

BROJ MASTOCITA (BM) BODOVI
Nema mastocita 0
Rijetki mastociti (1 do 9) 1
Osrednji BM (10 do 24) 2
Veliki BM (24 do 50 ili vise) 3

Za odredivanje razvijenosti strome, odnosno stupnja fibroze u tumorima, svaki
od autora i mentor prvo je zasebno (individulano) odredio stupanj fibroze, a zatim
su stupnjevi usuglaseni za svaki pojedini tumor i prezentirani kao: (1) vrlo slaba
stromal/ fibroza, (2) umjereno razvijena stroma/ fibroza, (3) vrlo razvijena stroma/

fibroza.
StatistiCka obrada podataka

Prikupljeni podatci statisticki su obradeni u raCunalnim programima Microsoft
Excel 2013 i STATISTICA (data analysis software sistem), StatSoft, Inc. (2011.),

version 10 www.statsoft.com. Signifikantnost razlika izmedu razli€itih skupina se

utvrdivala pomodu analize varijance te Pearsonovog Hi-kvadrat testa. Kao

statisti¢ki zna¢ajnima smatrane su p vrijednosti nize od 0,05 (p<0,05).



http://www.statsoft.com/

4. REZULTATI

BROJ PASA SA VISCERALNIM HSA, PASMINA | DOB OBOLJELIH
ZIVOTINJA

U periodu od 1. sije€nja 2013. do 31. prosinca 2017. godine u arhivi Zavoda za
veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu pronaden je
ukupno 31 pas sa dijagnozom visceralnog hemangiosarkoma. Od toga je od 19 pasa
(61,3%) na histopatoloSku pretragu dostavljen po jedan organ zahva¢en tumorom, a
12 pasa (38,7%) je dostavljeno na obdukciju te su kod njih utvrdeni konkurentni
tumori i metastaze u viSe organa. Prosje¢na dob oboljelih Zivotinja je bila 10 godina,
s rasponom izmedu 7 i 15 godina. Pasmina u koje je utvrden najveci broj HSA je bila
krizana (n = 12, 38,7%), a zatim njemacki ov€ar (n = 5, 16,1%) i labrador retriver (n =
3, 9,7%). Po dva slu¢aja (6,5%) HSA utvrdena su u pasmina stafordski terijer, zlatni
retriver i bigl, a po jedan slucaj (3,2%) u pasmina gordon seter, maltezer, rodezijski
goni€ i akita inu. Za jednog psa nisu bili poznati podaci o pasmini. Pojavnost HSA

obzirom na pasminu prikazana je na slici 1.
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Slika 1. Pojavnost HSA u pojedinih pasmina pasa. (NP — nije poznato)



ORGANI ZAHVACENI SA HSA | HISTOLOSKI TIP TUMORA

Organi zahvaceni sa HSA i histoloski tip tumora kod pasa dostavljenih na

obdukciju te pojedinacno zahvacdeni organi pasa (koji su u trenutku operacije i

dijagnoze HSA bili Zivi) i histoloski tip tumora dostavljeni na histopatoloSku pretragu

prikazani su u tablicama 2. i 3.

Tablica 2. Organi zahvacéeni sa HSA i histolo$ki tip tumora kod pasa dostavljenih na

obdukciju.
PASMINA ORGAN HISTOLOSKI TIP HSA
njemacki ovcar slezena kavernozni>kapilarni>solidni
jetra kapilarni
pluéa kavernozni
stafordski terijer slezena solidni
omentum kavernozni

njemacki ovcar

mokraéni mjehur

kavernozni>solidni

jetra

kavernozni>solidni

slezena/ranija splenektomija

gordon seter slezena kavernozni>kapilarni>solidni
jetra kapilarni

njemacki ovcar pluéa solidni>kapilarni
desni atrij solidni

slezena/ranija splenektomija

labrador retriver desni atrij solidni>kavernozni
jetra kavernozni
bubreg kavernozni
slezena solidni>kavernozni
krizani desni atrij kavernozni>kapilarni>solidni
slezena kavernozni
omentum kavernozni
zlatni retriver jetra kavernozni>kapilarni
desni atrij kapilarni>solidni
pluéa kapilarni
omentum kapilarni

slezena/ranija splenektomija

krizani desni atrij kavernozni>solidni
jetra kavernozni
pluéa kavernozni

beagle slezena kavernozni> solidni
jetra solidni

njemacki ovcar slezena solidni>kavernozni
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krizani jetra kapilarni

slezena/ranija splenektomija

Tablica 3. Pojedinacni organi zahvaceni sa HSA i histoloski tip tumora kod pasa koji

su bili Zivi u trenutku operacije i dijagnoze tumora.

PASMINA ORGAN HISTOLOSKI TIP HSA
krizani slezena kavernozni

krizani slezena solidni>kavernozni
krizani slezena solidni>kavernozni
maltezer slezena solidni>kavernozni
NP slezena solidni

beagle slezena solidni

rodezijski gonic slezena kapilarni

labrador retriver slezena solidni>kavernozni
labrador retriver slezena kapilarni

akita inu slezena kavernozni

krizani slezena solidni>kavernozni
krizani slezena kavernozni

zlatni retriver slezena solidni

njemacki ovcar slezena solidni>kavernozni
krizani slezena kapilarni
stafordski terijer jetra solidni

krizani omentum solidni>kavernozni
krizani jetra kavernozni

Organ koji je u najvecem broju sluCajeva bio zahvacen sa hemangiosarkomom
je slezena (n = 23, 47,9%), a slijedili su jetra (n = 10, 20,8%) i desni atrij (n = 5,
10,4%). Plu¢a i omentum su bili zahvaéeni u 4 slu€aja (8,3%), a mokraéni mjehur i
bubreg u po jednom slucaju (2,0%). Gledajuéi zastupljenost histoloSkih tipova HSA
ukupno u svim zahvacéenim organima, u 27 tumora (56,3%) utvrden je jedan obrazac
rasta, a najucestaliji tip HSA je bio kavernozni (n = 12, 25%). MjeSoviti tipovi tumora
sa pojavom dva ili sva tri obrasca rasta utvrdeni su u 21 tumoru (43,7%), a naj¢esci
su bili tipovi sa dominacijom solidnog i kavernoznog obrasca rasta. Zahvacéenost
pojedinih organa sa HSA i uCestalost pojedinih histoloskih tipova HSA ukupno u svim

organima prikazani su na slikama 2. i 3.
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ORGANI ZAHVACENI SA HSA
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Slika 2. Organi zahvacéeni sa hemangiosarkomom.

UCESTALOST HISTOLOSKIH TIPOVA HSA
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Slika 3. Ucestalost pojedinih histoloskih tipova HSA ukupno u svim organima.

Sto se ti6e udestalosti pojedinih histoloskih tipova HSA u pojedinim organima,
najucestaliji tipovi HSA u slezeni su bili kavernozni (slika 6.) i solidni (slika 7.) (n = 4,
17,4% svaki), dok je kapilarni tip utvrden u tri slu€aja (13%) (slika 8.). MjeSoviti tipovi
HSA u slezeni su Cinili ukupno 52,2%, a najuestaliji je bio mjeSoviti dominantno
solidni tip HSA (n = 9, 39,1%). UCestalost pojedinih histoloskih tipova HSA u slezeni
prikazana je na slici 4.
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UCESTALOST POJEDINIH TIPOVA HSA -
SLEZENA

-’ - -‘ - l
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Slika 4. UCestalost pojedinih histoloskih tipova HSA u slezeni.

Najucestaliji tipovi HSA u jetri su bili kavernozni i kapilarni (n = 3, 30 % svaki);
solidni tip HSA u jetri je utvrden u dva slu€aja (20%), dok su mjeSoviti tipovi utvrdeni
takoder u 20% sluCajeva i to kao dominantni kavernozni tip. UCestalost pojedinih

histoloskih tipova HSA u jetri prikazana je na slici 5.

UCESTALOST POJEDINIH TIPOVA HSA -
JETRA

I'I'-- ' -- '
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Slika 5. Ucestalost pojedinih histoloSkih tipova HSA u jetri.
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U desnom atriju su utvrdeni pretezno mjeSoviti tipovi HSA, a u omentumu pretezno
pojedinacni tipovi i to kavernozni, no zbog malog broja uzoraka ovih tumora, oni nisu

dalje obradivani.

Slika 7. Slezena, solidni obrazac rasta HSA. HE x 20.
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Slika 8. Slezena, kapilarni obrazac rasta HSA. HE x 10.
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BROJ MASTOCITA U HEMANGIOSARKOMIMA

Od ukupno 48 uzoraka tumora, mastociti su utvrdeni u 42 tumora (87,5%). U
samom parenhimu tumora (izmedu tumorskih stanica), u svim zahvacenim organima
broj mastocita je bio najmaniji, a veci broj mastocita je uoen u stromi tumora te
mjestimice na periferiji tumora (slika 9.). Gledajuci organe zahvaéene tumorom, veci
broj mastocita u samom parenhimu tumora te u stromi i okolini tumora je utvrden u
jetri, omentumu i desnom atriju, a manje u slezeni. Stupanj razvijenosti strome
odnosno stupanj fibroze tumora je bio jaCe izrazen u omentumu i desnom atriju,
podjednak u jetri i slezeni, a najslabiji u plu¢éima. Odnos broja mastocita u parenhimu
tumora, stromi i okolini (rubnim dijelovima) tumora te stupanj fibroze za svaki pojedini

zahvaceni organ prikazani su na slikama 10.-14.

Slika 9. Slezena, veci broj mastocita u stromi tumora. Toluidin x 10.
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Slika 10. Odnos broja mastocita u samom parenhimu HSA (tumor), stromi i
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Slika 11. Odnos broja mastocita u samom parenhimu HSA (tumor), stromi i

okolini tumora te fibroze u slezeni. (BM — broj mastocita).

okolini tumora te fibroze u jetri.
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Slika 12. Odnos broja mastocita u samom parenhimu HSA (tumor), stromi i

okolini tumora te fibroze u desnom atriju.
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Slika 13. Odnos broja mastocita u samom parenhimu HSA (tumor), stromi i

okolini tumora te fibroze u omentumu.
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Slika 14. Odnos broja mastocita u samom parenhimu HSA (tumor), stromi i

okolini tumora te fibroze u pluéima.

Statisticka obrada rezultata u svrhu utvrdivanja povezanosti izmedu broja
mastocita i histoloSkog tipa tumora te broja mastocita i razvijenosti strome odnosno
fibroze u tumorima, zbog malog broja uzoraka nije provedena za jetru, omentum,
plu¢a i desni atrij, ve¢ su obradeni svi uzorci ukupno, a jedino je slezena zbog vecéeg
broja uzoraka dodatno obradena i zasebno. StatistiCki nije utvrdena znacajna
povezanost izmedu broja mastocita i histoloSkog tipa odnosno obrasca rasta HSA niti
u slezeni, niti u svim organima ukupno. Statisti¢ki je utvrdena znacCajna povezanost
izmedu vecéeg broja mastocita u stromi i okolini tumora te viSeg stupnja fibroze u

slezeni (p=0,002) i svim tumorima ukupno (p=0,000001).
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5. RASPRAVA

Rezultati ranijih studija vezanih uz distribuciju dobi i pasmina pasa oboljelih od
hemangiosarkoma (SABATTINI i BETTINI, 2009., GORITZ i sur., 2013.) jo$ jednom
su potvrdeni i ovim istrazivanjem, gdje je u populaciji od 31 psa prosjeCna dob
oboljelih pasa iznosila 10 godina. Naj¢eS¢a pasmina kod koje su utvrdeni HSA je bila
krizana, a zatim njemacki ov€ar i labrador retriver. NeSto veci broj pasa krizane
pasmine u nasem istrazivanju vjerojatno je posljedica vecCe zastupljenosti ove

pasmine u populaciji pasa u Republici Hrvatsko;.

Organ koji je najceSc¢e bio zahvacen sa HSA je slezena (47,9%) Sto je takoder u
skladu s ranijim istrazivanjma (BOSTON i sur.,, 2011., GORITZ i sur., 2013.,
LINDER, 2017.) i ukazuje na veliku vjerojatnost da su visceralni HSA primarni tumori
slezene. Sto se ti¢e histoloskih tipova odnosno obrazaca rasta HSA, u istrazivanju
GORITZ i sur., 2013. je dominirala visoka histoloska heterogenost ovih tumora. U
nasem istrazivanju su neznatno dominirali pojedinacni obrasci rasta (56,3%) sa
kavernoznim tipom rasta kao naj¢eS¢im, dok su mijeSoviti tipovi utvrdeni u 43,7%
tumora. Ovakav relativno visoki postotak mjeSovitog obrasca rasta govori u prilog
tome da su HSA histoloSki heterogeni tumori $to ima i dijagnostic¢ki znacaj, narocito
kod kavernoznih tipova tumora koji se ne smiju zamijeniti sa hemangiomom ili
hematomom te kod kapilarnih tipova koji se ne smiju zamijeniti za granulacijsko tkivo
(GORITZ i sur., 2013.).

SABATTINI i BETTINI, 2009. su u svom istrazivanju koje je uklju€ivalo 40 HSA od
Cega 29 visceralnih, utvrdili mali do osrednji broj mastocita u 10 tumora, dok u 72,5%
tumora nisu uocili MC. Za razliku od njih, u naSem istrazivanju su MC utvrdeni u
znatno vecem broju tumora i to u 42/48 (87,5%). Navedeni autori nisu precizirali
distribuciju mastocita u HSA. U naSem istrazivanju, manji broj mastocita je utvrden u
parenhimu tumora, dok je veéi broj utvrden u stromi i na periferiji pojedinih tumora.
Ovakav nalaz je slican nalazu SCHULTHEISS, 2004. koja je takoder utvrdila
infiltraciju mastocita u malom broju HSA (16/ 76), ali je akumulacija MC bila najvec¢a u
stromi tumora. Nas nalaz sli¢niji je distribuciji MC kod kutanih hemangioma i
hemangiosarkoma koju su utvrdili WOLDEMESKEL i RAJEEV, 2010. Isti autori

utvrdili su veéi broj MC u kutanim HSA i adenokarcinomima mlije¢ne Zlijezde nego u
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kutanim hemangiomima i adenomima mlijeCne Zlijezde te sugerirali da broj MC u
tumorima raste sa maligno$¢u. Osim toga, veci broj mastocita u hemangiomima i
HSA nego u tumorima mlijeCne Zlijjezde, sugerira da su mastociti brojniji u
vaskularnim neoplazijama (WOLDEMESKEL i RAJEEV, 2010.).

U nasSem istrazivanju nije utvrdena znacCajna povezanost izmedu broja mastocita i
histoloSkog tipa odnosno obrasca rasta HSA niti u slezeni, niti u svim organima
ukupno. Prisutnost mastocita u HSA takoder nije bila povezana sa stupnjem
diferencijacije, mitotskim indeksom niti drugim istrazivanim parametrima niti u
istrazivanju SCHULTHEISS, 2004. Medutim, u nasSem istrazivanju je utvrdena
znacajna povezanost izmedu veceg broja mastocita u stromi i okolini tumora te viSeg
stupnja fibroze u slezeni (p=0,002) i svim tumorima ukupno (p=0,000001). Moguce je
da mikrookoli$ i stromalne komponentne variraju u razliitim tkivima i imaju utjecaj na
rast neoplastinih i ne-neoplastiCnih stanica i na infiltraciju mastocita u takva
podrucja. Neki autori sugeriraju da u odredenim tumorima broj malih krvnih Zila i broj
mastocita mogu biti povezani sa stromalnim komponentama pa posljedi¢no, tumori
sa viSe strome mozda imaju razvijeniju mikrocirkulaciju i viSe mastocita (ELPEK i
sur., 2001.). S druge strane, poznato je da se mastociti tijekom proliferativne faze
cijelienja infarkta miokarda, nakupljaju u podrucju infarkta i moguce reguliraju
depoziciju fibroznog tkiva i angiogenezu Iluceéi cCimbenike rasta, angiogene
¢imbenike i proteaze (FRANGOGIANNIS i ENTMAN, 2006.). Stoga nije isklju¢eno da
i u tumorima, osim Sto vjerojatno utjeCu na angiogenezu, mastociti mozda potiCu i

stvaranje strome.

Sama spoznaja o broju mastocita u visceralnim HSA ima jo$ jedan dijagnosticki
znacaj. Naime, u slu€aju punkcije tumora i citoloSke pretrage, moguce je da se u
uzorku nade samo krv pomijeSana sa manjim brojem mastocita. U tom slu€aju se

nalaz mastocita ne smije zamijeniti za mastocitom (SCHULTHEISS, 2004.).

Razvidno je da mastociti mogu biti prisutni u visceralnim HSA u ve¢em broju i da
imaju odredenu ulogu u patogenezi hemangiosarkoma. Rezultati dosadasnjih studija,
uklju€ujuci i nasSu, ukazuju na potrebu daljnih istrazivanja njihove uloge i ¢imbenika

koje otpustaju u razvoju i progresiji tumora.
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6. ZAKLJUCCI

. Visceralni hemangiosarkomi naj¢eS¢e su se pojavijivali kod starijih pasa
(prosjeCne starosti 10 godina). NajCesSce zahvacene pasmine su bile krizana,

njemacki ov€ar i labrador retriver.
. Organ u kojem su naj¢esc¢e utvrdeni hemangiosarkomi je slezena.

. NajCes¢i histoloski tip odnosno obrazac rasta HSA je bio kavernozni. Visoka
zastupljenost dva ili sva tri obrasca rasta u jednom tumoru ukazuje na veliku

histoloSku heterogenst visceralnih HSA.

. Mastociti su utvrdeni u 87,5% visceralnih HSA. Manji broj mastocita infiltrira
sam parenhim tumora, a veéi broj se nalazi u stromi i okolini (rubnim

dijelovima) tumora.

. Broj mastocita u tumorima nije bio znacajnije povezan sa histoloSkim tipom
tumora Sto govori u prilog tome da mastociti nemaju utjecaj na morfologiju

visceralnih HSA.

. Broj mastocita u tumorima je bio znaajno povezan sa obilnijjom stromom
odnosno visim stupnjem fibroze u slezeni (p=0,002) i svim tumorima ukupno
(p=0,000001) Sto ukazuje na to da su mastociti povezani sa razvojem

stromalnih komponenti u visceralnim HSA.
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9. SAZETAK
Lucija Kanizaj i Sara Klobucar
Analiza morfologije tumora i broja mastocita u pasa sa hemangiosarkomom

Hemangiosarkom (HSA) je maligna neoplazija karakterizirana agresivnim rastom,
ranim metastaziranjem i nepovoljnom prognozom. Etiologija i patogeneza visceralnih
hemangiosarkoma je vrlo slabo istraZzena, kao i potencijalna uloga mastocita u

razvoju i progresiji ovih tumora.

U ovome radu napravljena je analiza visceralnih hemangiosarkoma iz arhive
Zavoda za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu od
ukupno 31 psa. Histoloski se u preparatima obojenima hemalaun eozinom u
tumorima odredivao histolos$ki tip odnosno obrazac rasta (kavernozni, kapilarni,
solidni) te stupanj razvijenosti strome odnosno fibroze. Uzorci su dodatno bojeni
toluidinskim modrilom u svrhu detekcije mastocita te je odredivan njihov broj u
parenhimu tumora te u stromi i okolini tumora. Najveéi broj visceralnih HSA utvrden
je u slezeni. Prosje¢na dob oboljelih Zivotinja je bila 10 godina, a dominirale su
krizana pasmina, njemacki ovCar i labrador retriver. NajCesci histoloski tip odnosno
obrazac rasta HSA je bio kavernozni uz visoku zastpuljenost dva ili sva tri obrasca
rasta u jednom tumoru. Mastociti su utvrdeni u 87,5% visceralnih HSA. Maniji broj
mastocita je utvrden u parenhimu tumora, a veci broj u stromi i okolini tumora. Broj
mastocita u tumorima nije bio znacajnije povezan sa histoloskim tipom tumora, ali je
bio znac€ajno povezan sa obilnijom stromom odnosno viSim stupnjem fibroze u

slezeni (p=0,002) i svim tumorima ukupno (p=0,000001).

Ovi rezultati govore u prilog tome da mastociti nemaju utjecaj na morfologiju
visceralnih HSA, ali su vjerojatno povezani sa razvojem stromalnih komponenti i
svakako ukazuju na potrebu daljnih istraZivanja njihove uloge i ¢imbenika koje

otpustaju u razvoju i progresiji hemangiosarkoma.

Klju€ne rijeci: pas, hemangiosarkom, mastociti, stroma
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10. SUMMARY
Lucija Kanizaj and Sara Klobucar

Analysis of tumor morphology and mast cell count in canine

hemangiosarcoma

Hemangiosarcoma (HSA) is malignant neoplasia characterized by aggressive
growth, early metastasis, and unfavorable prognosis. The etiology and pathogenesis
of visceral hemangiosarcoma is poorly investigated as well as the potential role of

mast cells in the development and progression of these tumors.

In this study, visceral hemangiosarcomas from the Department of Veterinary
Pathology Faculty of Veterinary Medicine University of Zagreb were analyzed from a
total of 31 dogs. Histologically in hemalaun eosin stained sections the histological
type or growth pattern (cavernous, capillary, solid) and the level of stroma or fibrosis
development was investigated. Additionally, sections were staind with toluidine blue
for the purpose of mast cell detection and their number was determined in the tumor
parenchyma, stroma and tumor edges. The highest number of visceral HSAs was
found in the spleen. The average age of animals was 10 years, and dominat breeds
were cross breeds, German Shepherd Dog and Labrador Retriever. The most
common histological type or growth pattern of HSA was cavernous with high
percentage of two or all three growth patterns in one tumor. Mast cells were found in
87.5% of visceral HSA. A smaller number of mast cells was found in the tumor
parenchyma, and higher number was found in the stroma and tumor edges. The
number of mast cells in tumors was not significantly associated with the histological
type of tumor, but was significantly associated with more abundant stroma or higher
degree of fibrosis in the splenic HSA (p = 0.002) and total number of tumors (p =
0.000001).

These results suggest that mast cells have no effect on the morphology of
visceral HSA, but are probably associated with the development of stromal
components and certainly point the need for further research on their role and the

factors they release in the development and progression of hemangiosarcoma.

Key words: dog, hemangisarcoma, mast cell, stroma
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