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1. UVOD 

Neoplastične bolesti su u pasa, baš kao i u ljudi, vrlo česte. Njihov značaj tim je veći što su ove bolesti među najčešćim uzrocima uginuća (DOBSON i sur., 2002.; ŠOŠTARIĆ-ZUCKERMANN i sur., 2013.; GRÜNTZIG i sur., 2015.). Razumljiva je stoga potreba za istraživanjem njihove biologije, etiopatogeneze i epidemiologije, kako bi se moglo unaprijediti njihovo liječenje te vlasnicima dati preciznija prognoza. U pasa se najčešće javljaju  tumori kože i potkožja (DOBSON i sur., 2002; GRÜNTZIG i sur., 2015.). U Hrvatskoj oni čine oko 45,73% svih tumora pasa (ŠOŠTARIĆ-ZUCKERMANN i sur., 2013.). Posebnu grupu tumora kože pasa čine tumori koji se javljaju u perianalnom prodručju. Karcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica je najčešći maligni tumor ove grupe tumora (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.). Poseban značaj ovom tumoru daje relativno čest paraneoplastični sindrom koji se javlja u oboljelih pasa. 
1.1. Anatomija i histologija apokrinih žlijezdi analnih vrećica

Analne su vrećice parni divertikuli koji su smješteni sa svake strane anusa i otvaraju se u njegov kanal (KOZARIĆ, 1997.). One su veličine graška, kuglastog ili ovalnog oblika. Smještene su između unutrašnjeg glatkog i vanjskog poprečnoprugastog sfinktera. Njihove stijenke sadrže velike savijene apokrine tubularne žlijezde (KÖNIG i LIEBICH, 2005.; AUGHEY i FRYE, 2010. ). Izvodni kanal i vrećice su omeđeni keratiniziranim višeslojnim pločastim epitelom (MONTEIRO-RIVIERE, 2006.). Apokrine žlijezde analnih vrećica nalaze se u submukozi analnog kanala i otvaraju se u njegov lumen. Oko tih žlijezda se nalaze solitarni limfni čvorići. Žljezdane su stanice poligonalne, eozinofilno obojene s fino granuliranom citoplazmom (KOZARIĆ, 1997.). Ove žlijezde luče u analne vrećice svoj serozni do pastozni sekret koji se sastoji od masne osnove i od oljuštenih epitelnih stanica (KÖNIG i LIEBICH, 2005.). Sekret je često tamniji i uljaste konzistencije sa različitim tvarima uključujući amine, lipide, lizosomalne enzime i glikoproteine. On sadrži mirisne tvari koje služe za označavanje područja i socijalno prepoznavanje jedinki (SAMUELSON, 2007.). 

1.2. Karcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa

Ovi karcinomi izrastaju iz apokrinih žlijezdi analnih vrećica i smješteni su u ventrolateralnom području analne regije. Javljaju se kao potkožne i intradermalne tvorbe koje često snažno invadiraju okolno tkivo. Takve mase je teško makroskopski razlikovati od tumora hepatoidnih žlijezda, a ulceracije su rijetke (MAULDIN i PETERS-KENNEDY, 2016.).
Tumori u poodmakloj fazi bolesti uzrokuju poliuriju, polidipsiju, hiperkalcemiju i opću slabost jer neoplastične stanice luče protein sličan paratiroidnom hormonu (PTH-related protein) (NORTH i BANKS, 2009.). Prilikom pregleda analnih vrećica, oni se mogu vidjeti na stijenci. Stijenka analnih vrećica je često tamno pigmentirana, dok je tumor nepigmentiran. On može biti multilobularan i često se mogu vidjeti male ciste.
Histološki gledano razlikujemo tri tipa tumora, a jedan ili više uzoraka mogu biti zastupljeni u istom tumoru. Oni mogu biti solidni, tubularni, u obliku rozeta ili mješoviti. Stanice u solidnom tipu karcinoma imaju okruglu do ovalnu normokromnu do hiperkromnu jezgru i blago eozinofilnu citoplazmu. Kod tipa karcinoma u kojem stanice tvore rozete, jezgre su smještene bazalno, a stanice su radijalno poredane oko male šupljine. Tubularni tip karcinoma ima veliki lumen okružen kubičnim stanicama s hiperkromatičnom jezgrom i obilnom citoplazmom. Mitotski indeks jako varira od tumora do tumora.
Brzina rasta ovih tumora također je varijabilna, ali metastaze su česte. Dapače, većina ovih tumora je već metastazirala u trenutku njihove kliničke dijagnoze (MILLER, 2017.). Metastaze su najčešće limfogene, a obično budu zahvaćeni limfni čvorovi u sakralnom i lumbalnom području. U kasnijim stadijima tumor često metastazira u jetra, pluća i slezenu (MAULDIN i PETERS-KENNEDY, 2016.).
1.3. Ekspresija imunohistokemijskih biljega u karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica 
Interes za karakterizacijom karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica (KAŽAV) raznim imunohistokemijskim markerima prisutan je već dugi niz godina. Tako je već prije više od dvadeset godina istraženo markiranje ovog tumora sa proteinom koji je povezan sa paratireoidnim hormonom (engl. parathyroid hormone-related protein), koji je uostalom i odgovoran za vjerojatno najdramatičniji paraneoplastični simptom koji se kod ovog tumora javlja – hiperkalcemiju. Ovim istraživanjem u skupini od 22 KAŽAV-a, šest tumora se nije markiralo, dok se 16 markiralo slabo ili umjereno (GRONE i sur., 1994.).  Poveziv s prognozom tumora pokazao se biljeg E-kadherin, kod kojeg je primjećeno signifikantno duže preživljavanje u tumora sa 75% ili većom ekspresijom ovog markera (POLTON i sur., 2007.). Određene početne naznake iskoristivosti pojedinih markera (receptora) u liječenju i/ili prognoziranju ovih tumora dala su istraživanja BROWN i sur., 2012., sa c-kit i receptorom za faktor rasta podrijetla trombocita (engl. platelete derived growth factor beta, PDGFR-β). Ovo istraživanje naznačilo je dosta nisku učestalost markiranja markerima c-kit (2,6%) i PDGFR-β (19,5%). Sličan značaj ima i istraživanje u kojem je dokazana prisutna no raznolika pozitivnost KAŽAV na proteinski enzim COX-2 (KNUDSEN i sur., 2013.), kao i istraživanje u kojem je, doduše na malom uzorku, dokazano da su KAŽAV pozitivni na markere citokeratin 14 i Bcl-2, a negativni na citokeratin 7 (PIEPER i sur., 2015.). 
Dosta opsežno istraživanje proveli su SUZUKI i sur., 2013., kada su koristeći nekoliko markera specifičnih za neuroendokrina tkiva (neuron specifičnu enolazu, sinaptofizin i kromogranin A), probali ustvrditi do koje mjere ovi tumori pokazuju neuroendokrine molekularne determinante. Tako je oko 46,4% KAŽAV-a bilo pozitivno na neuron specifičnu enolazu, a 40,6% na kromogranin A. Samo je oko 16% ovih tumora bilo pozitivno na sinaptofizin, dovoljno da po mišljenju autora ustanovimo da je barem dio populacije (prvenstveno solidnog podtipa ovih tumora) zapravo neuroendokrinog porijekla. U istom istraživanju, autori su istraživali i ekspresiju dva proliferacijska biljega: proliferirajućeg staničnog nuklearnog antigena (engl. proliferating cell nuclear antigen, PCNA) i Ki-67. Razina PCNA je varirala od 6,64% do 11,86%, ovisno već o podtipu tumora, dok je razina Ki-67 bila iznenađujuće niska – manja od 1% u svih podtipova ovih tumora.
1.4. Uloga ekspresije markera Ki-67
Antigen Ki-67 (ili MKI-67) je nuklearni protein koji je usko povezan, te je vjerojatno i potreban za proliferaciju stanica. Osim toga, dokazano je da je povezan i sa transkripcijom ribosomalne RNK (BULLWINKEL i sur., 2006.).  Strukturalno, radi se o bjelančevini koja ima dva izomera, i to 345 i 395 kDa (GERDES i sur., 1991.), te ju (u ljudi) kodira gen MKI-67 (SCHONK i sur., 1989.).  


Protein Ki-67 se koristi kao biljeg stanične proliferacije (SCHOLZEN i GERDES, 2000.). Naime, Ki-67 antigen je eksponiran tijekom aktivnih faza staničnog ciklusa – interfaze (G1, S i G2 faze) i mitoze (M), dok ga nema u stanicama koje su u G0 tj. fazi mirovanja (GERDES i sur., 1984.). Ekspresija ove bjelančevine vidljiva je za vrijeme interfaze isključivo u jezgri, dok je tijekom mitoze prisutna na površini kromosoma. Ulaskom u neproliferativnu fazu ovaj se protein brzo razgradi (SCHOLZEN i GERDES, 2000.), a zanimljivo je da tijekom reparacije DNK nema njegove ekspresije (KEY i sur., 1994.). 

Ki-67 je odličan biljeg za određivanje udjela stanica koje su u fazi rasta unutar populacije stanica. Udio tj. postotak Ki-67 pozitivnih stanica često je prognostički indikator biološkog (kliničkog) ponašanja tumora. Pojačana ekspresija biljega Ki-67 tako je utvrđena u nizu tumora pasa, kao što su sarkomi mekih tkiva (ETTINGER i sur., 2006), mastocitomi (SCASE i sur., 2006.; SEGUIN i sur., 2006.), tumorima jetre (NEUMANN i KAUP, 2005.), tumorima karotidnih tjelešaca (BROWN i sur., 2003.), malignim limfomima (PONCE i sur, 2003.),  karcinomima pluća (GRIFFEY i sur., 1999.), tumorima mliječne žlijezde (PENA i sur., 1998.; GUDAN KURILJ i sur., 2011.), tumorima melanocita (ROELS i sur., 1999.) i tumorima sjemenika (SARLI i sur., 1994.).  Iako prognostički značaj ovog markera varira od tumora do tumora, on se ipak u dobrom dijelu istraživanih tumora pokazao kao koristan prognostički indikator.

2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

Već je u uvodnom dijelu navedeno da su tumori vrlo česte bolesti u pasa koje nerijetko dovode do uginuća. Upravo su kožni tumori ti koji se najčešće javljaju i dijagnosticiraju u pasa. Koža perianalnog područja predstavlja specifično područje kože unutar kojeg se javljaju i specifični tumori.  Karcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica najčešći je i sigurno najvažniji maligni tumor ovog područja. Imajući sve ovo na umu i prepoznavši važnost ove vrste tumora, cilj nam je bio skupiti što više podataka o pojavnosti te karakteristikama ovog tumora u pasa u Republici Hrvatskoj. 

Osmišljajući i izrađujući ovo istraživanjem, zadali smo si nekoliko specifičnih ciljeva. Kao prvo, željeli smo utvrditi učestalosti pojedinih histoloških podtipova karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica od uzoraka ovih tumora dostavljenih na histopatološku dijagnostiku na Zavod za veterinarsku patologiju. 

Drugo, cilj istraživanja je bio utvrditi da li postoji povezanost između imunohistokemijske ekspresije Ki-67 i histološkog podtipa tumora koji je određen histopatološkom pretragom. Pri tom valja naglasiti da je do sada u istraživanjima ovog tipa tumora, samo jednom primijenjeno ovo protutijelo, i to sa neuspješnim ishodom, vjerojatno (kao što to i sami autori priznaju) zbog neadekvatnosti odabranih uzoraka (SUZUKI i sur., 2013). Kako bi se dodatno istražila povezanost Ki-67 markera sa histološkim izgledom tumora, zasebno se još provjeravala povezanost između nekih drugih histoloških parametara (npr. mitotski indeks, infiltrativan rast, prisutnost histološki vidljivih vaskulogenih ili limfogenih metastaza) i ekspresije Ki-67. Kao što je prije u uvodu navedeno, marker Ki-67 je važan pokazatelj proliferativne frakcije stanica u tumoru, te na taj način i pokazatelj brzine rasta tumora, tj. malignosti (vidi dio 1.4 iz uvoda). Povezivanje određene više ili niže vrijednosti Ki-67 sa određenim histološkim podtipom tumora (ili određenim histološkim parametrom) olakšalo bi postavljanje prognoze za pojedinačne karcinome apokrinih žlijezdi analnih vrećica oslanjajući se samo na podtip tumora. 
Treće, jedan od ciljeva istraživanja je bio i povezati vrijednosti Ki-67 sa dimenzijama (promjerom ekscidiranog tumora)  kao i općenito sa vrijednostima biološkog ponašanja ovog tumora (ponovno pojavljivanje tumora, prisutnost metastaza i paraneoplastičnog sindroma). Ovo nam se učinilo važno, jer bi na ovaj način, jedno makroskopski lako odredivo svojstvo moglo pripomoći kod daljnjeg prognoziranja biološkog ponašanja tumora.
Četvrto, posljednji, ali ne najmanje važan cilj istraživanja je bio povezati vrijednosti Ki-67 sa  vrijednostima biološkog ponašanja ovog tumora (ponovno pojavljivanje tumora, prisutnost metastaza i paraneoplastičnog sindroma).

3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Uzorkovanje tumora i pretraživanje arhive i baze
U istraživanju su korišteni arhivski uzorci karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa iz arhive Zavoda za veterinarsku patologiju, Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, dobiveni nakon operacije istih, u razdoblju od 1. siječnja 2008. do 01. srpnja 2016. godine. Prilikom prikupljanja podataka iz baze (arhive) o samim tumorima posebno se računa vodilo o tome da se zabilježi promjer tumora. Ako ovo nije bilo navedeno, promjer tumora se procijenio iz parafinskog bloka i/ili naknadno iz mikroskopskog preparata.
3.2. Histopatološka analiza

U svrhu histopatološke analize tumora, uzorci su fiksirani u 4 ili 10% - tnom puferiranom formalinu i uklopljeni u parafin. Izrezani presjeci (4 µm) su obojeni hematoksilin i eozinom (HE). Histopatološka klasifikacija tumora provedena je prema kriterijima Svjetske zdravstvene organizacije (GOLDSCHMIDT i sur., 1998.). Prilikom histopatološke analize za svaki tumor se određivao dominantni histološki podtip tumora (rozete, tubuli, solidni), kao što je opisano u literaturi (SUZUKI i sur., 2013.; MAULDIN i PETERS-KENNEDY, 2016.). Osim toga, svi uzorci su detaljno pregledani kako bi se utvrdila prisutnost ili odsutnost infiltrativnog rasta, vidljivih limfogenih/vaskulogenih metastaza, nekroza, upalnog infiltrata i krvarenja. Kako bi se što objektivnije odredio mitotski indeks, svaki od autora i mentor je zasebno (individulano) odredio mitotski indeks za svaki tumor. Konačna vrijednost mitotskog indeksa izražena je kao medijan skupa od ove četiri vrijednosti. U slučaju da ovakav medijan nije bio cijeli broj (npr. 4,5), on je zaokružen na višu vrijednost (u slučaju iz primjera to bi bio 5).

3.3. Imunohistokemijska analiza

3.3.1. Korišteni reagensi

Istraživana je razina ekspresije tj. nazočnosti tumorskog biljega Ki-67. Pri tom se koristio Ki-67 Antigen, monoklonsko, miš, anti-human, klon MIB-1; proizvođač Dako, M7240.
 Od ostalih reagencija koristili su se:
 1. Dako Wash Buffer, S3006; Dako Target Retrieval Solutions, S2367 
2. Dako REALTM Peroxidase Blocking Solution S2023

3. Dako REALTM EnVisionTM Detection System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse, K5007

4. Dako REALTM Antibody Diluent, S2022
5. Dako REALTM Hematoxylin, S2020.

3.3.2. Postupak imunohistokemijske pretrage

Svi odabrani uzorci (parafinski blokovi) su narezani na debljinu od 4 μm i nanešeni na negativno nabijena stakalca koja se koriste za ovu svrhu (DAKO ). Nakon deparafinizacije u ksilolu i rehidracije u padajućim koncentracijama alkohola, pristupilo se postupku predigestije tkiva (engl. “antigen retrieval”). Po završetku ovog koraka, nakon kraćeg hlađenja, pristupilo se bojanju primjenom gore spomenutog primarnog protutijela te sekundarnim univerzalnim polimerskim protutijelom (ovo kompleksno protutijelo se sastoji od polimerskog nosača tj. dekstrana na koji su istovremeno vezana protutijela protiv mišjih i kunićjih imunogloblina te enzim peroksidaza). Nakon primjene sekundarnog protutijela, za vizualizaciju vezivanja protutijela, nanosio se još supstrat za enzim peroksidazu – diaminobenzidin (DAB). Ovakvo bojenje je provedeno korištenjem uređaja DAKO Autostainer Plus. U nastavku iznosimo detaljne korake primjenjene prilikom bojenja, pri čemu je većina koraka izvedena automatski u navedenom uređaju.

- Predigestija tkiva: kuhanje u EDTA puferu (Dako S2367), u mikrovalnoj pećnici 20 minuta

-Ohladiti

-Isprati u puferu

-Dako REALTM Peroxidase-Blocking Solution 5 minuta

-Isprati puferom

-Primarno protutijelo 1:100, 30 minuta

-Isprati puferom

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

-Isprati puferom

-Supstrat Dako REALTM DAB+Chromogen 10 minuta

-Isprati u vodi

-Hematoksilin 30-60 sekundi

Kontrola: crijevo
3.4. Procjenjivanje (stupnjevanje) imunohistokemijske pretrage

Kao što je to za ovaj marker i uobičajeno, za svaki tumor se određivao tzv. Ki-67 (proliferacijski) indeks. Tako se u deset reprezentativnih vidnih polja pri povećanju 400X (uglavnom na najmalignijem dijelu tumora) izbrojalo najmanje 1000 tumorskih stanica, pri čemu se broj pozitivno markiranih stanica na 1000 stanica izrazio kao postotak. Svaka obojena jezgra smatrala se pozitivnom bez obzira na intenzitet bojenja.

3.5. Podatci o biološkom ponašanju tumora

Podatci o biološkom ponašanju tumora su dobiveni telefonskom anketom vlasnika životinja, a uključivali su: dob životinje prilikom uginuća, koliko je životinja poživjela od prvog postavljanja dijagnoze tumora, da li se nakon kirurškog uklanjanja tumora na tom mjestu javio recidiv, jesu li vlasnici primijetili neke simptome paraneoplastičnog sindroma i koje te da li je životinja bila kastrirana prije pojave tumora.
3.6. Statistička obrada podataka

Prikupljeni podatci statistički su obrađeni u računalnim programima Microsoft Excel 2007 i STATISTICA (data analysis software sistem), StatSoft, Inc. (2011.), version 10 www.statsoft.com. Utvrđivala se povezanost između histološkog podtipa tumora, promjera tumora i  vrijednosti ekspresije Ki-67 te rezultata telefonski provedene ankete o biološkom ponašanju tumora. Signifikantnost razlika između različitih skupina se utvrđivala pomoću analize varijance te Pearsonovog Hi-kvadrat testa. Kao statistički značajnima smatrane su p vrijednosti niže od 0,05.
4. REZULTATI

4. 1.Utvrđena dob, pasmine i spol životinja 

U razdoblju od 1. siječnja 2008. do 1. srpnja 2016. godine na Zavodu za veterinarsku patologiju Veterinarskog fakulteta provedena je analiza 17 adenokarcinoma apokrinih žlijezda analnih vrećica kod pasa. Prosječna starost životinja iznosila je 9,22 godine s rasponom između 6 i 14 godina. Od 18 uzoraka tumora, oni su dijagnosticirani kod 12 mužjaka (70.6 %) i 5 ženki (29.4 %). Za detaljnije informacije o pasmini, spolu i dobi pasa vidi tablicu br 1.
Tablica 1. Prikaz pasmine, spola i dobi pasa kod kojih su pronađeni KAŽAV
	REDNI BROJ
	Pasmina
	spol
	kastriran/nekastriran
	Dob

	1
	Križanac
	m
	da
	6

	2
	Cane corso
	ž
	ne
	6

	3
	Malteški psić
	m
	nepoznato
	8

	4
	Engleski koker španijel
	m
	da
	8

	5
	Zlatni retriver
	ž
	ne
	9

	6
	Engleski koker španijel
	ž
	nepoznato
	9

	7
	Malteški psić
	m
	ne
	9

	8
	Engleski koker španijel
	ž
	nepoznato
	9

	9
	Francuski buldog
	m
	da
	10

	10
	Križanac
	m
	da
	10

	11
	Labrador retriver
	m
	da
	10

	12
	Labrador retriver
	m
	ne
	10

	13
	Zlatni retriver
	m
	nepoznato
	11

	14
	Labrador retriver
	m
	nepoznato
	13

	15
	Rotvajler
	m
	nepoznato
	13

	16
	Labrador retriver
	ž
	nepoznato
	13

	17
	Labrador retriver
	m
	da
	14


Tumori su se pojavili kod 5 labrador retrivera i 2 zlatna retrivera, zatim kod 3 engleska koker španijela, 2 malteška psića, 2 mješanca i kod po jednog psa pasmine cane corso, rotvajler i francuski buldog. 
Pojavnost tumora u pojedinih pasmina prikazana je na slici 1.
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Slika 1. Grafički prikaz pojavnosti tumora u pojedinih pasmina

Tumori su se pojavili kod 12 mužjaka i 5 ženki.
Pojavnost tumora prema spolu prikazana je na slici 2.
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Slika 2. Pojavnost tumora prema spolu
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Slika 3: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, solidni histološki podtip, HE, povećanje 100x. Stanice su gusto poredane bez formiranja određenih struktura.
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Slika 4: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, solidni histološki podtip, HE, povećanje 400x. Stanice imaju okruglu normokromnu jezgru i blago eozinofilnu citoplazmu.
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Slika 5: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, tubularni histološki podtip, HE, povećanje 100x. Tumorske stanice formiraju tubularne strukture.
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Slika 6: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, tubularni histološki podtip, HE, povećanje 400x. Kubične stanice s hiperkromatičnom jezgrom i obilnom citoplazmom poredane su na način da stvaraju lumen.
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Slika 7: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, histološki podtip rozeta, HE, povećanje 100x. Primjetite brojne acinarne strukture (tzv. rozete) koje formiraju tumorske stanice.
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Slika 8: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, histološki podtip rozeta, HE, povećanje 400x. Stanice su poredane radijalno oko male šupljine, a jezgre su smještene bazalno.
4. 2. Rezultati histopatološke analize i rezultati imunohistokemijske pretrage

Tablica 2. Prikaz histološki određivanih parametara i vrijednosti markera Ki-67 (vrijednost Ki-67 je aritmetička sredina četiri pojedinačnih vrijednosti Ki-67)
	REDNI BROJ
	Histološki podtip
	Promjer tumora 
	Mitotski indeks
	Infiltrativan rast
	Limfog/vaskulog metastaze
	Ki-67

	1
	solidni
	m
	10
	da
	ne
	35,5

	3
	solidni
	m
	7
	da
	da
	5

	4
	solidni
	v
	11
	da
	da
	38,1

	6
	solidni
	m
	7
	da
	ne
	31,9

	8
	solidni
	m
	2
	da
	ne
	12,3

	9
	solidni
	m
	1
	da
	da
	15,2

	10
	solidni
	v
	1
	da
	da
	38,2

	11
	solidni
	v
	5
	da
	da
	20,7

	13
	solidni
	m
	1
	da
	da
	4,1

	14
	solidni
	v
	8
	da
	da
	34,2

	16
	solidni
	m
	7
	da
	da
	31,7

	12
	solidni 
	v
	3
	da
	ne
	41,1

	2
	tubularni
	v
	2
	da
	da
	26,7

	5
	tubularni
	m
	10
	da
	ne
	11,4

	15
	tubularni
	v
	1
	da
	da
	31,2

	17
	tubularni
	m
	5
	da
	da
	24,7

	7
	rozete
	m
	1
	ne
	ne
	14,7
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Slika 9: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, solidni histološki podtip, IHC, povećanje 400x. Visoke vrijednosti Ki-67, crvenom strelicom označena je stanica u diobi.
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Slika 10: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, histološki podtip rozeta, IHC, povećanje 400x. Niske vrijednosti Ki-67 (većina stanica u G0 fazi, tj. stadiju mirovanja).
Prosječna vrijednost Ki-67 solidnih KAŽAV je bila 25,67 %, a tubularnih (kojima je pridružena i rozeta) je bila 21,73 %. Prosječna vrijednost svih tumora je bila 24,51 %.

Prosječna vrijednost Ki-67 „velikih“ tumora je bila 32,88 %, a „malih“ 18,65 %.
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Slika 11: Adenokarcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa, histološki podtip solidni, HE, povećanje 400x. Vidljive brojne mitoze tumorskih stanica (tamnije obojane jezgre).
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Slika 12: Unutar dilatirane limfne žile vidljiva je solidna nakupina okruglih do kuboidalnih stanica koje odgovaraju metastazi adenokarcinoma apokrinih žlijezda analnih vrećica pasa, HE, povećanje 400x.

Iako ovaj tumor čine četiri različita podtipa (solidni, tubularni, rozete i mješoviti), zbog relativno malog broja uzoraka, mješoviti smo tip tumora, već prema tome koje strukture u njemu prevladavaju, podijelili na solidne ili tubularne. To nam je omogućilo da dobijemo određeni broj svakog od podtipova i rezultate pogodne za statističku obradu. Tako smo od ukupno 17 uzoraka imali 12 uzoraka solidnog tipa, 4 tubularnog i tek jedan uzorak tipa rozeta, koji smo pribrojili tubularnom tipu. 
4. 3. Rezultati analize biološkog ponašanja tumora
Od 17 slučajeva uspjeli smo doći do informacija o samo 10 pasa.

 Prosječno vrijeme preživljavanja pasa nakon prve dijagnoze tumora je 1,9 godina, a kreće se od 1 pa do čak 6 godina, no valja naglasiti da je za vrijeme provedbe istraživanja troje pasa još uvijek bilo živo.

Recidivi tumora pojavili su se kod 55.5 % pasa, a metastaze su uočene kod 44.4 % njih.

Kod 44.4% pasa vlasnici navode da su primijetili simptome paraneoplastičnog sindroma, a najizraženije je bilo mršavljenje životinje.
Tablica 3.
	REDNI BROJ
	Dob prilikom uginuća
	Preživljavanje nakon prve dijagnoze (godine)
	Recidiv
	Metastaze
	Paraneoplastični sindrom

(PS)
	Koji PS

	1
	7
	1
	da
	da
	ne
	/

	2
	9
	3
	da
	ne
	ne
	/

	4
	9
	1
	ne
	da
	da
	mršavljenje

	5
	15
	6
	da
	ne
	ne
	/

	7
	10
	1
	ne
	da
	da
	mršavljenje

	9
	nepoznato
	nepoznato
	da
	ne
	da
	mršavljenje

	10
	10
	1
	ne
	ne
	ne
	/

	11
	još živi
	2
	ne
	ne
	ne
	/

	12
	još živi
	1
	da
	da
	da
	mršavljenje

	17
	još živi
	1
	ne
	ne
	ne
	/


4. 4. Rezultati statističke analize

Statistička obrada pokazuje da su signifikantne razlike u populaciji malih i velikih tumora (2 cm ili veći) u odnosu na njihove vrijednosti Ki-67 (p= 0,0112). Ovu razliku zorno prikazuje slika 13. Ostale razlike nisu statistički signifikantne (p>0.05), no spomenimo ipak par vrijednosti koje su bile najbliskije ovoj razini vrijednosti. Tako su razlike u populaciji manjih i većih tumora s obzirom na zabilježene metastaze utvrđene anketom dale vrijednost p= 0,129 (Hi kvadrat test), a razlike u populaciji tumora koji su metastazirali (utvrđeno anketom) s obzirom na vrijednost ekspresije markera Ki-67 dale vrijednost p=0,197 (analiza varijance). 
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Slika 13: Graf koji prikazuje prosječnu vrijednost (aritmetičku sredinu) razine ekspresije markera Ki-67 u skupine tumora promjera do 2 cm ( na grafu označeni kao „Mali tumori“), i onih u promjera 2 ili više centimetara (na grafu označeni kao „Veliki tumori“),  crna mjerka na vrhu svakog stupca označava vrijednost dvostruke standardne greške tj. interval 95% pouzdanosti nalaza srednje vrijednosti

5. RASPRAVA

5.1. Utvrđena pasminska, spolna i dobna distribucija tumora 

U rezultatima istraživanja može se primijetiti veća učestalost tumora kod pasmina zlatni i labrador retriver, što do sada nije primijećeno u ovakvim istraživanjima. Ovo možemo objasniti doduše činjenicom da se radi o vrlo popularnoj i zastupljenoj pasmini pasa u Hrvatskoj. S druge strane, s obzirom da je ova pasmina i inače dosta genetski sklona razvoju raznih tumora, možda se radi o još neprimijećenoj tendenciji razvoju ovih tumora u ove pasmine pasa. 

Ovim istraživanjem također je primijećena veća pojavnost tumora kod mužjaka u odnosu na ženke i to prvenstveno kod mužjaka koji su bili kastrirani prije pojave tumora. Ovo je u malom nesrazmjeru sa do sada uvriježenim spoznajama da podjednako obolijevaju i muški i ženski psi (NORTH i BANKS, 2009.). Ipak, bar što se tiče muških kastriranih pasa, naša opažanja su jednaka prethodnim (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.)
Što se dobi zahvaćenih životinja tiče, može se vidjeti da su svi pacijenti bili srednje do starije životne dobi, a najveći je udio starih životinja.  Dobni raspon pasa se kreće od 6 do 14 godina, što je vrlo blisko do sad utvrđenom rasponu od 5 do 15 godina (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.).
5.2. Imunohistokemijska analiza tumora

Vrijednosti ekspresije Ki-67 u našim uzorcima KAŽAV pokazuju vrijednosti od 4,1 do 41,0%. Srednja vrijednost svih KAŽAV je bila 24,51%. Ovo je puno viša vrijednost od 1% utvrđene vrijednosti u jedinom prethodnom istraživanju koje se bavilo ekspresijom Ki-67 na KAŽAV (SUZUKI i sur, 2013.). Ovo možemo jednostavno objasniti, kao što smo već spomenuli u uvodnom dijelu, a kao što i sami autori priznaju u svojoj raspravi, vjerojatno se u njihovom slučaju radi o pogrešnoj vrijednost do koje je došlo zbog starijih uzoraka loše kvalitete pa epitop pretraživanog antigena jednostavno nije bio očuvan u tim uzorcima. Stoga, naše dobivene vrijednosti uzimamo kao relevantnijima, još više utoliko što su dobiveni nezavisnim opažanjem četiriju različitih opažača tj. procjenjivača ovih imunohistokemijskih reakcija. Zanimljivo je ovdje ukazati i na razlike u razini ekspresije Ki-67 s obzirom na histološki podtip tumora (više vrijednosti za solidni podtip naspram tubularnog i rozeta – 25,67% naspram 21,73%), što iako nije statistički signifikantno, ipak je u skladu sa općenitim stavom da je solidni podtip ovog tumora maligniji (MILLER, 2017.). 

Sigurno najzanimljiviji detalj ovog istraživanja jesu signifikantne razlike dobivene između populacije „malih“ (do 2 cm u promjeru) te velikih (2 ili više cm u promjeru)  s obzirom na iskazane vrijednosti Ki-67. Ovaj odnos je 32,88% (u „velikih“) naprema 18,64% (u „malih“) i sugerira da tumor sa povećanjem mase (što ujedno možemo shvatiti kao i poodmaklijom fazom karcinomske progresije tj. razvoja) ubrzava tj. povećava svoj proliferativni potencijal. Ovo nam se čini u skladu sa općenitom teorijom karcinogeneze i stvaranjem mutacijskog fenotipa. 

5.3. Analiza biološkog ponašanja tumora
Nažalost nismo uspjeli korelirati ni jedan podatak vezan za biološko ponašanje tumora i ekspresiju Ki-67. Smatramo da je razlog za ovo prvenstveno premali broj uzoraka, prvenstveno onih sa kompletnim podacima o biološkom ponašanju tumora. Smatramo da bi veći uzorak i uspješnije prikupljanje ovih podataka od vlasnika u budućnosti moglo ipak ukazati na određenu signifikantnu povezanost između Ki-67 i nekog od ovih parametara. Naznaka toga mogla bi biti i nesignifikantna, ali ipak primjetna razlika u populaciji tumora koji su metastazirali (utvrđeno anketom) s obzirom na vrijednost ekspresije markera Ki-67. Detaljno, srednje vrijednosti Ki-67 tumora koji su metastazirali je bila 32,34% (±11,977), a onih koji nisu 22,82% (±7,737; u zagradi dane vrijednosti dvostruke standardne greške tj. interval 95% pouzdanosti nalaza srednje vrijednosti), dok je p vrijednost bila 0,197.
Kao što smo već naveli, utvrđeno prosječno vrijeme preživljavanja pasa nakon prve dijagnoze tumora je bilo 1,9 godina, a većina ih je nakon prve dijagnoze preživjela još tek oko godinu dana. Pojavnost recidiva, kao i metastaza tumora u oko polovine pasa, jasno predočava malignosti ovih karcinoma, što se ogleda u njihovom brzom i invazivnom rastu i sklonosti stvaranju limfogenih metastaza u različitim organima, što je već i prije uvelike opisano (GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.; WILLIAMS i sur., 2003).  Također, u gotovo polovice pasa vlasnici navode da su uočili simptome paraneoplastičnog sindroma, a jedini simptom koji navode uočljivo je mršavljenje životinje. Kako je kod ovih karcinoma utvrđena vrlo česta pojavnost paraneoplastičnog sindroma (MILLER, 2017.; GOLDSCHMIDT i HENDRICK, 2002.), pretpostavljamo da mršavljenje nije bilo jedini simptom. To pripisujemo činjenici da je mršavljenje vjerojatno najuočljivija pojava koja se javlja kao posljedica malignih bolesti, a zbog izostanka medicinske naobrazbe većine vlasnika, oni nisu bili u stanju prepoznati druge simptome ili drugi simptomi nisu bili izraženi u dovoljnoj mjeri da bi bili uočeni prostim okom laika. Kao dodatni problem, ovdje opet dolazi u obzir relativno mali broj uzoraka.

5.4. Statistička analiza tumora 
Statistička obrada svih dobivenih rezultata istraživanja pokazala je, kao što je već istaknuto,  da su signifikantne razlike u populaciji malih i velikih tumora (2 cm ili veći) u odnosu na njihove vrijednosti Ki-67. Unatoč uključivanju mnogih drugih rezultata u statističku analizu, ovo je bila jedina analiza koja je dala statistički značajne razlike. Smatramo da je glavni problem bio u premalom broju uzoraka. Napominjemo da se ipak ne radi o tako čestom tumoru u pasa, te da se do podataka o biološkom ponašanju tumora uspjelo doći u samo deset od 17 tumora, tako da nije bilo moguće izvući jasnije zaključke iz tako malog uzorka.  Neke su statističke obrade doduše imale vrijednosti koje su bile blizu značajnih, tako da vjerujemo da bi se one, uz postojanje odgovarajućeg  broja uzoraka, pokazale značajnima. To su bili razlike u populaciji manjih i većih tumora s obzirom na zabilježene metastaze utvrđene anketom, p= 0,129 (Hi kvadrat test), te već spomenute razlike u populaciji tumora koji su metastazirali (utvrđeno anketom) s obzirom na vrijednost ekspresije markera Ki-67, p=0,197 (analiza varijance). 
6. ZAKLJUČCI

1.
Pasminska, spolna i dobna distribucija, kao i učestalost histoloških tipova KAŽAV iz našeg istraživanja u većem dijelu odgovaraju do sada poznatim literaturnim podatcima. Jedini izuzetak je nešto veća zastupljenost muških pasa u odnosu na ženske. 

2.
Nisu ustanovljene signifikantne razlike između različitih populacija histološkog podtipa tumora KAŽAV i ekspresije Ki-67. Ipak, malene razlike postoje i možda bi se u daljnjim sveobuhvatnijim istraživanjima ova razlika mogla dokazati.

3.
Ustanovljeno je da je promjer tumora povezan sa ekspresijom Ki-67. Veći tumori su imali signifikantno višu ekspresiju Ki-67, što bi moglo upućivati na njihovu poodmakliju fazu u procesu kancerogeneze.

4.
 U svrhu kvalitetnijeg povezivanja ekspresije Ki-67 ili histološkog podtipa tumora sa podacima o biološkom ponašanju tumora, smatramo da je potrebno sakupiti veći broj uzoraka. 

7. ZAHVALE

Zahvaljujemo mentoru doc. dr. sc. Ivanu Conradu Šoštarić-Zuckermannu na pomoći, vodstvu, strpljenju i uloženom trudu u izradi ovog studentskog rada, doc. dr. sc. Marku Hohšteteru, predstojniku Zavoda za veterinarsku patologiju na pruženoj mogućnosti izrade ovog rada, laborantici Sanji Džaji na podijeljenim savjetima i pomoći, kao i ostalim zaposlenicima Zavoda za veterinarsku patologiju. 

Također, zahvaljujemo i našim obiteljima na potpori i razumijevanju tijekom pisanja ovog rada.
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9. SAŽETAK
Valentina Percan, Nikolina Škvorc, Monika Živković

Ekspresija Ki-67 biljega proliferacije u karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica pasa

U ovom znanstvenom radu istraživali smo karcinome apokrinih žlijezdi analnih vrećica s aspekta njegove incidencije, biološkog ponašanja te razine proliferacijskog indeksa. Istraživanje je uključivalo 17 uzoraka ove vrste tumora koji su dio arhive Zavoda za patologiju Veterinarskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Uzorci su bili dostavljeni na histopatološku dijagnostiku na Zavod u razdoblju od 1. siječnja 2008. do 1. srpnja 2016. godine.

Istraživanje je provedeno s nekoliko ciljeva. Prvo, htjeli smo utvrditi učestalost pojedinih histoloških podtipova karcinoma apokrinih žlijezdi analnih vrećica. Drugi cilj bio je utvrditi da li postoji povezanost između imunohistokemijske ekspresije Ki-67 i histološkog podtipa tumora koji je određen histopatološkom pretragom. Treće, željeli smo istražiti povezanost vrijednosti Ki-67 sa dimenzijama (promjerom) tumora.

U istraživanju su provedeni: histopatološka analiza, imunohistokemijska analiza i analiza biološkog ponašanja, a svi su podaci statistički obrađeni.

Rezultati su pokazali veću učestalost tumora kod pasmina zlatni i labrador retriver. Naime, tumori su se pojavili kod 5 labrador retrivera i 2 zlatna retrivera, zatim kod 3 engleska koker španijela, 2 malteška psića, 2 mješanca i kod po jednog psa pasmine cane corso, rotvajler i francuski buldog.  Prosječna starost životinja iznosila je 9,22 godine s rasponom između 6 i 14 godina. Od 17 uzoraka tumora, oni su dijagnosticirani kod 12 mužjaka (70.6 %) i 5 ženki (29.4 %). Zbog malog broja uzoraka i jednostavnosti,  karcinome smo podijelili na samo dva histološka podtipa (solidni i tubularni). Tako smo od ukupno 17 uzoraka imali 12 uzoraka solidnog tipa i 5 tubularnog tipa.

            Prosječno vrijeme preživljavanja pasa nakon prve dijagnoze tumora je 1,9 godina, a kreće se od 1 pa do čak 6 godina, no valja naglasiti da je za vrijeme provedbe istraživanja troje od ovih pasa još uvijek bilo živo. Recidivi tumora pojavili su se kod 55.5 % pasa, a metastaze su uočene kod 44.4 % njih. Kod 44.4 % pasa vlasnici navode da su primijetili simptome paraneoplastičnog sindroma, a radilo se o uočljivom mršavljenju životinje. Prosječna vrijednost ekspresije Ki-67 u tumora solidnog podtipa je bila 25,67%, dok je tubularnih bila 21,73%.  Prosječna vrijednost ekspresije Ki-67 u skupini malih tumora (promjer do 2cm, ukupno 10 uzoraka) je bila 18,65%, dok je u velikih (promjer tumora jednak ili veći od 2cm) bila 32,88%. Ova razlika je i statistički značajna (p=0,011). 

Iz rezultata zaključujemo da postoje signifikantne razlike u populaciji malih i velikih tumora (2cm ili veći) u odnosu na njihove vrijednosti Ki-67. Veći tumori su imali signifikantno višu ekspresiju Ki-67, što bi moglo upućivati na njihovu poodmakliju fazu u procesu kancerogeneze. Razlike u ekspresiji Ki-67 s obzirom na histološki podtip tumora su vidljive, no nisu signifikantne. Smatramo vjerojatnim da bi većim brojem uzoraka i ovdje došlo do signifikantnih rezultata. 
Ključne riječi:  Karcinom apokrinih žlijezdi analnih vrećica, Ki-67, imunohistokemija, pas
10. SUMMARY
Valentina Percan, Nikolina Škvorc, Monika Živković
Expression of Ki-67 proliferation marker in anal sac apocrine adenocarcinoma of dogs 

In this study, incidence, biological behaviour and proliferation index of Anal sac apocrine gland adenocarcinoma are investigated. The study included 17 samples of these tumors which were collected from the archives of Department of Veterinary pathology, Veterinary faculty, University of Zagreb. These samples were submitted to the department for routine pathohistology analysis in the time interval between January 1st 2008 until July 1st 2016. 
There were few aims of the study. Firstly, we wanted to determine the frequency of individual histological subtypes of Anal sac apocrine gland adenocarcinomas. Secondly, we wanted to determine if there is a correlation between immunohistochemical expression of Ki-67 and histological subtype of tumor determined by microscopic analysis. Thirdly, we wanted to investigate if there is an association between the expression of Ki-67 and dimesions (diameters) of tumors. 

Methods applied in the study were: pathohistological analysis, immunohistochemical analsis and analysis of biologic behavior. All data were statistically analysed. 

The results show greater incidence of these tumors in golden and Labrador retrievers. Specifically, tumors were found in 5 labrador and 2 golden retrievers,  3 english cocker spaniels, 2 maltese dogs, 2 mix breed dogs, and one Cane corso, Rottweiler and French bulldog each. Average age of dogs was 9.22 years, with a span from 6 to 14 years. Of 17 samples, there were 12 samples (70.6%) from male dogs, and 5 (29.4 %) from female dogs.  Due to small number of samples and simplicity, carcinomas were divided only in two histological subtypes (solid and tubular). This way we had 12 samples of  tumors of a solid subtype and 5 of a tubular subtype.   

Average survival time after first diagnosis of tumor was 1.9 years, and spanned between 1 and 6 years, however, it is worth noting that during the time of acquisition of the data, three of these dogs were still alive. Tumor recurrence was noted in 55.5 % of dogs, and the metastases in 44.4% of dogs. About 44% of owners reported symptoms of paraneoplastic syndrome, namely evident cachexia. Average value of Ki-67 expression was 25.67% in a solid subtype of tumors, while in the tubular subtype it was 21.73%. Average value of Ki-67 expression in the group of small tumors (diameter smaller than 2cm) was 18.65%, while in the group of large tumors (diameter of tumor equal to or larger than 2cm) it was 32.88%.  This difference is also statistically significant. 

We conclude from results that there are significant differences in the population of small and large tumors (2cm in diameter or larger) according to their expression of Ki-67. Larger tumors had significantly higher expression of Ki-67, which could point to their later phase in the process of carcinogenesis. Differences in the expression Ki-67 according to the different histological tumor subtype are visible but not significant. We believe that a larger number of samples would also prove significance of differences in this regard. 
Key words: Anal sac apocrine gland adenocarcinoma, Ki-67, immunohistochemistry, dog
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