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POVZETEK

Kljuéne besede: Bolezni psov; kozni mastocitom; ocena stadija novotvorbe — metode;
histoloske tehnike — metode; stanje prezivetja; prognoza; psi

Namen raziskovalne naloge je bil prouciti uporabnost dvostopenjskega ocenjevanja stopnje
malignosti mastocitomov (MCT) po Kiupelu v primerjavi s starejSim, tristopenjskim
ocenjevanjem po Patnaiku za napoved poteka bolezni, ter prouciti uporabnost vzorca KIT-
barvanja in izrazanja PD-1 in PD-L1 kot napovednega dejavnika za potek bolezni pri psih s
koznimi MCT. Raziskavo smo opravili na arhivskih parafinskih vzorcih 59 koznih MCT,
odvzetih 57 psom, v starosti med 3 in 13 let. Tumorji so bili najpogosteje locirani na trupu in
okoncinah (22/59), manj pogosto na glavi (5/59), modniku (3/59), vratu, hrbtu in repu (1/59),
medtem ko za 4 tumorje lokacija ni znana. Tumorji so bili premera med 0,3 in 10 cm, s
povprecno velikostjo 1,75 cm. 47 psov je imelo po 1 tumor, 6 jih je imelo 2 tumorja, za 4
podatek ni znan. Ugotovili smo 5 primerov lokalne ponovitve bolezni in 5 primerov zasevkov.
Kot posledica MCT je poginilo oz. bilo evtanaziranih 11 psov. Histolosko stopnjo malignosti
tumorjev smo rutinsko dolocili po Patnaiku (1984) in Kiupelu (2011) ter imunohistokemi¢no
dolo¢ili vzorec KIT-barvanja ter izrazanje antigenov PD-1 in PD-L1. Kot histoloski gradus I
po Patnaiku smo ocenili 18 (30,5 %) MCT, 27 (45,8 %) MCT kot histoloski gradus II in 14
(23,7 %) MCT kot histoloski gradus I1l. Glede na kriterije po Kiupelu smo 44 (74,6 %) MCT
ocenili kot MCT nizke stopnje malignosti in 15 (25,4 %) MCT kot MCT visoke stopnje
malignosti. Vsi MCT histoloskega gradusa I in 26/27 (96,3 %) MCT gradusa II po Patnaiku so
bili nizke stopnje malignosti po Kiupelu. Vsi MCT histoloskega gradusa III in 1/27 (3,7 %)
gradusa Il po Patnaiku so bili ocenjeni kot MCT visoke stopnje malignosti po Kiupelu. 36/59
(61,0 %) tumorjev je izrazalo vzorec KIT-barvanja I, vzorec KIT-barvanja Il in vzorec KIT-
barvanja III pa smo ugotovili pri po 11 (18,6 %) MCT. Izrazanje antigena PD-1 smo ugotovili
pri31 (54,2 %) MCT. Dolocili smo 3 razlicne vzorce barvanja: difuzno citoplazemsko reakcijo,
reakcijo na povrsini celiéne membrane in perinuklearno reakcijo. Izrazanje antigena PD-L1
smo ugotovili pri 15/42 (35,7 %) preiskanin MCT. Antigen PD-L1 so izrazale tumorske celice

z difuzno citoplazemsko reakcijo dveh razli¢nih stopen;.
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SUMMARY

Key words: Dog diseases; mast cell tumour, skin; neoplasms grading — methods; histological
techniques — methods; survival rate; prognosis; dogs

The goals of this study were to evaluate the prognostic utility of histologic grade (2-tier
histologic grading system as proposed by Kiupel et al. (2011) vs. 3-tier grading system by
Patnaik et al. (1984)), KIT staining patterns and expression of antigen PD-1 and its ligand PD-
L1 in canine cutaneous mast cell tumours (MCTSs). The study was performed on 59 cutaneous
MCTs from 57 dogs. The anatomical locations of MCTs were: trunk and extremities (22/59),
head (5/59), scrotum (3/59), neck, back and tail (1/59 each), locations of 4 tumors were not
known. Radius of MCTs was between 0.3 and 10 cm (average 1.75 cm). Five cases of local
recidive were recognized and 5 cases of metastatic disease. 11/59 dogs died or was euthanized
due to MCT-associated disease. Histologic grade was determined routinely based on grading
system by Patnaik (18 MCT (30.5 %) were grade I, 27 MCT (45,8 %) grade Il and 14 MCT
(23,7 %) grade III). Based on Kiupel’s grading system there were 44 (74,6 %) low grade MCTs
(all grade 1 and 26/27 grade Il MCTSs) and 15 (25,4 %) high grade MCTs (all grade 111 and 1/27
grade Il MCTs). 36/59 (61 %) MCTs had KIT-I staining pattern, KIT-1l1 and KIT-111 were found
in 11 (18,6 %) MCTs each. Expression of antigen PD-1 was present in 31 (54,2 %) MCTs in
three different staining patterns (diffuse cytoplasmic, membraneous and perinuclear reaction).
Expression of PD-L1 in two distinctive levels was found in 15 (35,7 %) examined MCTs. There
was statistically significant shorter survival in dogs with grade 111 MCTs in comparison with
grade I and Il, dogs with high grade MCTs based on Kiupel system in comparison with low
grade MCTs, dogs with KIT-11I staining pattern compared with KIT-1 and in dogs in which
tumours did not express PD-1 compared to those where this expression was present. The results
of our study show that the prognosis of the disease correlates with histological grade, where the
Kiupel system has better prognostic value compared to Patnaik’s. Outcome of the disease also
correlates with KIT staining pattern in MCTs. Canine cutaneous MCTs express both PD-1
antigen as well as its ligand PD-L1, which could represent a new approach for selection of
currently available biological therapies for treatment of canine MCT. Expression of PD-1 in
MCTs correlates with outcome of the disease, where dogs without PD-1 expression have

significantly better prognosis.
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SEZNAM OKRAJSAV

AgNOR s srebrom dokazljiva regija za organizacijo nuklolusov (angl. argyrophilic
nucleolar organiser region)

bFGF bazi¢ni fibroblastni rastni faktor (angl. basic fibroblast growth factor)

HPF vidno polje visoke povecave (angl. high power field)

IPDRC Institut za patologijo, divjad, ribe in ¢ebele Veterinarske fakultete UL

MCT mastocitom

Ml mitoti¢ni indeks

PCNA jedrni antigen proliferirajocih celic (angl. proliferating cell nuclear antigen)

PDGFR receptor za trombocitni rastni faktor (angl. platelet-derived growth factor
receptor)

PD-1 receptor programirane celi¢ne smrti 1 (angl. programmed cell death-1)

PD-L1 ligand za receptor programirane celi¢ne smrti 1 (angl. programmed cell death-1
ligand)

RTK receptor tirozin kinaze

RTKI inhibitor receptorja tirozin kinaze (angl. receptor tyrosine kinase inhibitor)

SCF dejavnik mati¢nih celic (angl. stem cell factor)

TIB biopsija s tanko iglo

TIL tumor-infiltrirajoc¢i limfociti

TKI inhibitorji tirozin kinaze (angl. tyrosine kinase inhibitors)

TNF-a dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. tumor necrosis factor alfa)

VEGF vaskularni endotelijski rastni faktor (ang. vascular endothelial growth factor,)

VEGFR2 receptor 2 za vaskularni endotelni rastni faktor (angl. vascular endothelial

growth factor receptor 2)
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1 UVvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Mastocitomi (MCT) so najpogostejsi kozni tumorji psov, ki zajemajo priblizno 21 % vseh
koznih tumorjev pri psih. Zaradi zelo raznolikih bioloskih znacilnosti, ki variirajo od povsem
benignih solitarnih tumorjev, do zelo malignih tumorjev, ki hitro zasevajo in lahko izzovejo
razli¢no hude parancoplasti¢ne sindrome, predstavljajo MCT velik diagnosti¢ni in terapevtski
izziv. Diagnoza, napoved poteka bolezni in terapevtski pristop pri MCT vecinoma temeljijo na
oceni malignosti (histoloskem gradusu), ki ga dolo¢imo s patohistolosko preiskavo. Dolga leta
se je za oceno malignosti najpogosteje uporabljal ocenjevalni sistem, ki so ga opisali Patnaik in
sod. (1984), s katerim razlikujemo med MCT gradusa | (dobro diferencirani), MCT gradusa Il
(zmerno diferencirani) in MCT gradusa III (slabo diferencirani). Zaradi dolocenih
pomanjkljivosti Patnaikovega ocenjevalnega sistema, so Kiupel in sod. (2011) oblikovali
predlog dvostopenjskega ocenjevanja, po katerem naj bi lo¢ili med MCT nizke in visoke stopnje
malignosti.

V literaturi so poleg ocene malignosti (histoloSkega gradusa) opisani tudi nekateri drugi
dejavniki, ki so v pomo¢ pri dolo¢itvi prognoze MCT, kot so klini¢ni stadij bolezni, pasma,
anatomska lokacija, anamneza predhodne ponovitve bolezni, mitoti¢ni indeks, vzorec KIT-
barvanja, Ki-67 proliferacijski indeks, barvanje AQNOR, AgNOR x Ki-67 indeks ter mutacije
v ¢-KIT onkogenu.

Kiupel in sod. (2004) so prvi opisali, da je vzorec KIT-barvanja v MCT, s katerim prikazemo
1zrazanje KIT receptorja povezan z lokalno ponovitvijo bolezni in asom preZivetja. Nasprotno
pa je bilo v zadnjem ¢asu objavljenih nekaj raziskav, katerih avtorji niso potrdili povezave med
vzorcem KIT-barvanja in napovedjo poteka bolezni.

Zaradi pogostosti MCT in njihovega raznolikega bioloskega obnaSanja ves Cas potekajo
raziskave novih dejavnikov oz. oznacevalcev, ki bi lahko bili samostojno ali v kombinaciji z Ze
znanimi oznacevalci pomembni za dolocitev napovedi poteka bolezni in izbor zdravljenja.

V humani medicini se Ze uporabljajo tar¢na zdravila v obliki monoklonskih protiteles, ki so
usmerjena proti nekaterim celi¢nim beljakovinam, med drugim proti receptorju programirane
celi¢ne smrti 1 (PD-1) in ligandu programirane celi¢ne smrti 1 (PD-L1). PD-1 in PD-L1 sta

poznana kot del signalne poti, ki je mo¢no izrazena pri razli¢nih vrstah rakavih obolenj, in s
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katero tumorji zavirajo delovanje imunskega sistema. Z vezavo tarénega zdravila se blokira
po poti PD-1 posredovano zavrtje imunskega odziva, vklju¢no z imunskim odzivom proti
tumorju.

Visoko izrazanje PD-L1 pri nekaterih tumorjih ljudi je povezano tudi z vecjo biolosko
agresivnostjo tumorja in ve¢jim tveganjem za smirt.

Pri psih je podatkov o izrazanju PD-1 in PD-L1 malo, izrazanje PD-1 je bilo opisano na povrsini
limfocitov, PD-L1 pa v stevilnih malignih tumorjih, npr. melanomih, tumorjih mle¢ne zleze,
limfomih, sarkomih mehkih tkiv in hemangiosarkomih. Izrazanje PD-L1 je bilo opisano tudi v
MCT pri psih, vendar pa doslej ni podatkov kako se PD-L1 izraza v MCT razli¢nih histoloskih
stopenj malignosti in ali obstaja povezava med izraZzanjem PD-L1 ter ponovitvijo bolezni in

¢asom prezivetja.

1.2 CILJI RAZISKOVANJA

Namen raziskovalne naloge je bil prouciti uporabnost dvostopenjskega ocenjevanja malignosti
koznih MCT po Kiupelu v primerjavi s starejSim, tristopenjskim ocenjevanjem po Patnaiku, za
napoved poteka bolezni, ter prouciti uporabnost vzorca KIT-barvanja kot napovednega
dejavnika za kozne MCT.

Z raziskovalno nalogo smo Zeleli pridobiti tudi podatke o izrazanju PD-1 in PD-L1 v koznih
MCT razli¢nih histoloskih stopenj malignosti. Podatek, da MCT izraza PD-1 in PD-L1 je zelo
pomemben, ker bodo psi s takimi tumorji, zlasti tistimi, ki so na mestih, kjer je kirurska
odstranitev z dovolj Sirokim varnostnim robom nemogoca, potencialni kandidati za
imunoterapijo.

V nalogi smo poleg tega raziskovali tudi povezavo med izraZzanjem navedenih celi¢nih
oznacevalcev ter ponovitvijo bolezni in ¢asom prezivetja psov, z namenom, da bi ocenili ali je

izrazanje PD-1 in PD-L1 v MCT uporabno za napoved poteka bolezni.
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE

1. Histoloska stopnja malignosti koznih MCT psov, ocenjena po Kiupelu ima vecjo
napovedno vrednost kot histoloSka stopnja malignosti MCT psov ocenjena po
Patnaiku.

2. Vzorec KIT-barvanja koznih MCT psov je uporaben napovedni dejavnik, s katerim
lahko napovemo ponovitev bolezni in Cas prezivetja.

3. Kozni MCT psov izrazajo antigena PD-1 in PD-L1.

4. lzrazanje PD-1 in PD-L1 v koznih MCT sta uporabna kot napovedna dejavnika, s
katerima lahko napovemo ponovitev bolezni in ¢as prezivetja. Poleg tega sta

pomambna za izbor kandidatov za tar¢no zdravljenje.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 BIOLOSKE ZNACILNOSTI MASTOCITOV PSOV

Mastociti so normalno prisotni v vecini tkiv, zlasti na stiku telesa z okoljem (koza, pljuca,
gastrointestinalni trakt) (Welle in sod., 2008). Obcasno jih najdemo v kostnem mozgu, skoraj
nikoli pa v sistemskem obtoku (Blackwood in sod., 2012). Prekurzorji mastocitov nastajajo v
kostnem mozgu, najverjetneje iz mielomonocitne celi¢ne linije, od koder migrirajo v periferna
tkiva in se pod vplivom lokalnih citokinov diferencirajo v zrele mastocite (Misdorp, 2004,
Blackwood in sod., 2012).

V citoplazmi zrelih mastocitov so znacilne granule, ki se barvajo metakromati¢no s
toluidinskim modrilom in barvanjem po Giemsi (London in Thamm, 2013). Citoplazmatske
granule vsebujejo Stevilne bioaktivne substance; heparin, histamin, dejavnik tumorske nekroze
alfa (angl. tumor necrosis factor alfa, TNF-a) eozinofilni kemotakti¢ni factor in razli¢ne
proteaze (Misdorp, 2004; London in Thamm, 2013). Ob stimulaciji mastociti hitro proizvedejo
razli¢ne citokine (TNF-a, interlevkin-6), rastne faktorje (vaskularni endotelijski rastni faktor
(ang. vascular endothelial growth factor, VEGF), bazi¢ni fibroblastni rastni faktor (angl. basic
fibroblast growth factor, bFGF), proteaze (triptaza) in lipidne mediatorje (prostaglandin Do,
levkotrien Cs), preko katerih sodelujejo v razliénih bioloskih procesih kot so celjenje ran,
vnetje, preobcutljivostne in alergijske reakcije, indukcija naravnega imunskega odgovora in
reakcije na strupe ZuZelk (Blackwood in sod., 2012; London in Thamm, 2013). Mastociti imajo
osrednjo vlogo pri IgE- in lgG-odvisnih alergijskih reakcijah, povezanih s histaminom
(Misdorp, 2004).

Zaradi vplivov na Stevilne fizioloske procese se lahko v kombinaciji s proliferacijo mastocitov

razvijejo razli¢ni paraneoplasti¢ni sindromi (Gross in sod., 2005).

2.2 MASTOCITOMI PSOV

Mastocitomi (MCT) so tumorske proliferacije mastocitov. Kozni MCT nastanejo iz mastocitoV

koZe in podkoznega tkiva (Blackwood in sod., 2012).
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2.2.1 Patogeneza

Natancna etiologija MCT ni znana, kot pri veéini ostalih tumorjev pa je najverjetneje rezultat
delovanja vecih razli¢nih dejavnikov (Welle in sod. 2008). Vecja incidenca pri dolo¢enih
pasmah nakazuje na genetsko komponento (Welle in sod., 2008; London in Thamm, 2013).
Razvoj MCT so vcasih povezovali s kroni¢nim koznim vnetjem in uporabo koznih iritantov,
vendar epidemioloske raziskave MCT pri psih teh hipotez niso potrdile (London in Thamm,
2013). Avtorji nekaterih raziskav ugotavljajo virusni vzrok, vendar ultrastrukturna preiskava ni
razkrila virusnih partiklov, niti ni dokazov o horizontalnem prenosu (Misdorp 2004, London in
Thamm, 2013).

Najbolj verjetna in najbolje opisana molekularna anomalija pri MCT psov vkljucuje KIT,
receptor tirozin kinaze (RTK). KIT je receptor, normalno izrazen na povrsini Stevilnih celic,
tudi mastocitov, ki ga kodira proto-onkogen c-kit. Ligand za KIT je dejavnik mati¢nih celic
(angl. stem cell factor, SCF), ki po vezavi sprozi dimerizacijo receptorja, posledi¢no
fosforilacijo in pospeSitev proliferacije, diferenciacije in zorenja normalnih mastocitov
(Misdorp 2004; Welle in sod., 2008; London in Thamm, 2013). RTK povezujejo tudi z
angiogenezo v tumorjih in procesom zasevanja (Blackwood in sod., 2012). SCF je kljucen za
diferenciacijo zrelih mastocitov in vitro in inhibicija KIT sprozi apoptozo mastocitov psa
(London in Thamm, 2013). Izrazenost KIT z imunohistokemi¢nim barvanjem lahko prikazemo
v mastocitih in tumorskih celicah iz MCT. IzraZenost je mnogo vecja v slabo diferenciranih
MCT (Welle in sod., 2008). V velikem delezu MCT psov so na c-Kit genu prisotne mutacije.
Posledica je nenehna aktivacija KIT receptorja neodvisno od liganda in s tem neregulirana
signalna kaskada, kar bi lahko pripomoglo k tumorski transformaciji celic (Misdorp 2004;
London in Thamm, 2013). Dokazana je statisticno znacilna povezava med prisotnostjo mutacij
na c-kit genu in vi§jo histolosko stopnjo malignosti tumorja, ne pa tudi med prisotnostjo mutacij
in pasmo (Zemke in sod., 2002). Vzrok za visok delez mutacij v MCT psov ni znan (London in

Thamm, 2013).

2.2.2 Incidenca in dejavniki tveganja

MCT predstavljajo 16 — 21 % vseh koznih tumorjev psov in so najpogostejsi kozni tumor pri

psih. Povprecna starost psov z MCT je med 7,5 in 9 let, vendar se ob¢asno ugotovijo tudi pri
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psih, mlajsih od 6 mesecev. Predisponirane so pasme, ki izvirajo iz buldoga (bokser, bostonski
terier, angleski buldog, mops) ter labradorci, zlati prinasalci, Snavcerji, koker Spanjeli,
rodezijski grebenarji, beagli, ameriski Staffordshire terierji, weimarski pticarji, avstralski
ovcarji in shar-peiji. Mopsi naj bi pogosteje razvili multiple MCT, ki pa so benigne narave.
Nasprotno naj bi se pri shar-peijih pogosteje razvili slabo diferencirani, bioloSko agresivne;jsi
tipi MCT. Opisane so nekatere pasemsko predisponirane lokacije, npr. rep pri rodezijskem
grebenarju in zadnje okoncine pri bostonskih in ameriskih Staffordshire terierjih. Spol zivali ne
vpliva na vecjo pojavnost MCT (Welle in sod., 2008; Blackwood in sod., 2012; London in
Thamm, 2013).

2.2.3 Klini¢na slika

Vecina MCT pri psih nastane v koZi ali podkoZju in so obicajno solitarni tumorji, 11 — 14 %
pacientov pa razvije multiple tumorje (London in Thamm, 2013). Ve¢ina, 50 — 60 % koznih
MCT se razvije na trupu, 25 — 40 % na okoncinah in priblizno 10 % na glavi in vratu. Na
splosno so MCT pogostejsi na zadnji polovici telesa (Welle in sod., 2008). Visceralna oblika
MCT oz. diseminirana ali sistemska mastocitoza je dokumentirana, vendar obicajno sledi
agresivnemu tipu primarnega tumorja (London in Thamm, 2013).

Makroskopski izgled koznth MCT je izjemno raznolik in do neke mere korelira s histolosko
stopnjo malignosti. Kozna tvorba, ki raste in se manj$a, nakazuje na MCT. Dobro diferencirani
MCT nizke stopnje malignosti so obi¢ajno solitarni, ¢vrstoelasticne konsistence, pocasi rastoci,
premera 1 — 4 cm, lahko so brezdla¢ni, vendar obicajno ne ulcerirajo. Pogosto so prisotni veé¢
kot 6 mesecev pred diagnozo. Slabo diferenciarni MCT so hitro rasto¢i, ulcerirani, pruritini in
pogosto veliki. Okolisko tkivo je lahko vneto in edematozno. V okolici primarnega tumorja se
pogosto razvijejo satelitski zasevki (Welle in sod., 2008; Blackwood in sod. 2012; London in
Thamm, 2013). MCT visoke stopnje malignosti obi¢ajno zasevajo v podro¢ne bezgavke, mozni
pa so tudi hematogeni zasevki v jetra, vranico in kostni mozeg (Misdorp 2004; Blackwood in
sod., 2012).

Podkozna oblika MCT, ki je na otip mehka, se pogosto napacno diagnosticira kot lipom
(London in Thamm, 2013). Zaradi Stevilnih razli¢nih klini€énih podob moramo MCT izkljuciti

kot diferencialno diagnozo vsake kozne tvorbe (Welle in sod., 2008).
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Palpacija MCT med klinicnim pregledom ali travma tumorja lahko povzrocita degranulacijo
mastocitov in posledi¢no sprosc¢anje histamina in drugih vazoaktivnih substance, kar ima za
posledico edem in eritem okoli tumorja (t. i. Darierov znak) (Gross in sod., 2005; Welle in sod.,
2008).

2.2.3.1 Paraneoplasti¢ni sindrom

Znaki, povezani z izloCanje bioaktivnih substanc iz citoplazmatskih granul mastocitov
(histamin, heparin, proteoliticni encimi), se pojavijo pri do polovici vseh psov z MCT (Welle
in sod., 2008). Tumorske celice v MCT vsebujejo do 50-krat ve¢ histamina kot normalni
mastociti (Welle in sod., 2008). Poleg Ze omenjenega Darierovega znaka, proteoliti¢ni encimi
in vazoaktivni amini lokalno povzrocajo zapoznelo celjenje ran, ulceracije in koagulacijske
motnje, ki lahko vodijo do lokalnih krvavitvah ob kirurski eksciziji, biopsiji s tanko iglo (TIB)
ali grobi manipulaciji s tumorjem (Welle in sod., 2008; Blackwood in sod., 2012).
Najobicajnejsi sistemski ucinki so gastrointestinalni znaki. Histamin preko H> receptorjev
pospesi Zelod¢no peristaltiko in stimulira parietalne celice Zelodca k pove¢anemu izlocanju
klorovodikove kisline, kar vodi k nastanku ulceracij. Gastrointestinalne ulceracije povzrocajo
klini¢ne znake kot so nejes¢nost, bruhanje, slabost, hematohezija, trebusna bolecina, melena.
Zaradi gastrointestinalnih krvavitev lahko sekundarno ugotavljamo anemijo (Welle in sod.,
2008; Blackwood in sod., 2012). Pri raztelesbah psov z MCT so bile gastrointestinalne
ulceracije ugotovljene v 35 — 83 % primerov (Howard in sod., 1969).

Redka, vendar moZna, je akutna anafilakti¢na reakcija in posledi¢ni kolaps po nenadni sprostitvi
velikih koli¢in histamina iz tumorskih mastocitov (Welle in sod., 2008; Blackwood in sod.,
2012).

2.2.4 Diagnosti¢ne metode

Diagnosti¢ni postopek pri psih s sumom na MCT ima tri cilje:
1) postavitev diagnoze MCT s citolosko in/ali histopatolosko preiskavo,
2) dolocitev klini¢nega stadija bolezni,

3) dolocitev morebitnih klini¢nih znakov paraneoplasticnega sindroma (Rogers, 1996).
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2.2.4.1 Biopsija s tanko iglo

TIB je poceni, minimalno invazivna — lahko izvedljiva na budni zivali in omogoca boljse
nacrtovanje kirurSkega postopka (ustrezni robovi) (Blackwood in sod., 2012). TIB koznih in
podkoznih mas je enostavna metoda, ki jo praviloma izvedemo pred kirurS$kim posegom, saj
predoperativna diagnoza MCT vpliva na kirurski pristop (Welle in sod., 2008). Citoloska
preiskava tankoigelnega aspirata omogoca diagnozo v 92 — 96 % primerov MCT (Blackwood
in sod., 2012). Obicajno zadostujejo hitra modificirana barvila tipa Romanowsky (npr. Diff
Quik™) (Welle in sod., 2008). Mastociti so majhne do srednje velike, okrogle celice z obilico
majhnih, uniformnih citoplazemskih granul, ki se barvajo znalilno vijoli¢asto-rdece
(metakromati¢no) (London in Thamm, 2013). Celice imajo okroglo do ovalno jedro, ki je v
primeru, ¢e je citoplazma moc¢no granulirana, lahko popolnoma prekrito (Slika 1) (Welle in
sod., 2008). Manjsi odstotek mastocitov vsebuje granule, ki se z obiajnimi barvili ne barvajo;
v teh primerih so potrebna nekatera specialna barvila, npr. toluidinsko modrilo in Wright-
Giemsa (London in Thamm, 2013).

Slika 1: Citoloski razmaz dobro diferenciranega MCT. Tumorske celice so monomorfne, okrogle, majhne do
srednje velike in imajo po eno okroglo do ovalno jedro. Citoplazma vsebuje $tevilna metakromati¢na zrnca, ki
ponekod povsem prekrivajo jedro (puséica). Hemacolor, x 400. Merilo =50 um.

Figure 1: Cytologic smear of a well differentiated MCT. Neoplastic cells are monomorphic, round-shaped,
small to medium-sized, with a single round to oval-shaped nucleus. Cytoplasm contains humerous metachromatic
granules, which multifocally obscure nuclei (arrow). Hemacolor, x 400. Bar = 50 um.
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Citoloska preiskava zadostuje za diagnozo MCT, ne pa tudi za natan¢no oceno stopnje
malignosti tumorja. Vendar pa morfologija celic in obarvanje granul nakazujejo na stopnjo
diferenciacije tumorja. Aspirati anaplasticnih tumorjev so obicajno gostoceli¢ni, celice so
mocno pleomorfne in anizocitoti¢ne, v citoplazmi imajo malo ali ni¢ granul, jedra celic so

razli¢nih in nepravilnih oblik, pogoste so mitoze (Slika 2) (Welle in sod., 2008).

Slika 2: Citoloski razmaz slabo diferenciranega MCT. Tumorske celice so pleomorfne in moé¢no anizocitoti¢ne,
s slabo granulirano citoplazmo. Jedra tumorskih celic so razli¢nih oblik in imajo eno ali ve¢ izrazitih jedrc. Pogoste
so mitoze, tudi bizarne (puscica). Hemacolor, x 400. Merilo = 50 um.

Figure 2: Cytologic smear of a poorly differentiated MCT. Neoplastic cells are highly pleomorphic and
anisocytotic, with poorly granulated cytoplasm. Nuclei are variably shaped, with one or more distinct nucleoli.
Mitotic figures are common, also bizzare mitotic figures are present (arrow). Hemacolor, x 400. Bar = 50 um.

Camus in sod. (2016) v nedavni raziskavi predlagajo uporabo dvostopenjskega sistema za
oceno stopnje malignosti MCT na podlagi citoloske preiskave. Kot kriterije za MCT visoke
citoloSke stopnje malignosti avtorji navajajo slabo granuliranost citoplazme ali vsaj dva izmed
naStetih kriterijev:

— prisotnost mitoz,

— razli¢na velikost jeder (posamezna jedra so vsaj 50 % vecja od drugih),

— prisotnost dvo ali ve¢jedrnih celic,

— prisotnost pleomorfnih jeder (Camus in sod., 2016).
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Vsi MCT, ki ne izpolnjujejo navedenih kriterijev, se ocenijo kot MCT nizke citoloske stopnje
malignosti. Avtorji ugotavljajo, da so psi z MCT visoke citoloske stopnje malignosti 25-krat
verjetneje poginili v dveh letih, kot psi z MCT nizke citoloske stopnje malignosti (Camus in
sod., 2016).

2.2.4.2 Incizijska biopsija

Incizijska biopsija pomeni odvzem vzorca tumorja brez poskusa odstranitve celotne tumorske
mase. Po dolocitvi histopatoloske diagnoze in oceni stopnje malignosti tumorja je mogoce
natan¢nej$e nacrtovanje koncne operacije. Pri incizijski biopsiji se moramo izogibati vnetim in
ulceriranim podroc¢jem ter zagotoviti, da incizija ne bo ovirala ali otezila kasnejSe resekcije s
kurativnim namenom ali kontaminirala zdravega okoliSkega tkiva, potrebnega za
rekonstrukcijo kirurske rane (Blackwood in sod., 2012; London in Thamm, 2013). Ob kon¢ni
resekciji tumorja vedno v celoti odstranimo biopsijski trakt (Blackwood in sod., 2012).

2.2.4.3 Ekscizijska biopsija

Namen ekscizijske biopsije je lahko diagnosti¢ni ali terapevtski. Ekscizijska biopsija je
najprimernejSa, ko natan¢na diagnoza tumorja ne bi vplivala na izbor druge terapevtske metode
(Ehrhart in sod., 2014). V kolikor je diagnoza MCT potrjena s citolosko preiskavo in je MCT
na lokaciji, ki dovoljuje Siroko kirursko resekcijo, je ekscizijska biopsija primerna metoda. V
primerih zahtevnih kirurskih lokacij pa ta metoda ne omogoca potrebnega nacrtovanja in lahko

ogrozi izid operacije (Blackwood in sod., 2012).

2.2.4.4 Dolocitev klini¢nega stadija

Z dolocitvijo klini¢nega stadija bolezni ocenimo razsirjenost tumorske bolezni. MCT lahko
zasevajo v podrocne bezgavke, jetra, vranico in kostni mozeg ter povzrocajo rast lokalnih
satelitskih tumorjev (Blackwood in sod., 2012). Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) pri
MCT lo¢i pet klini¢nih stadijev, od 0 do 4 (London in Thamm, 2013) (Tabela 1).
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Tabela 1: Klini¢ni stadiji MCT po dolocilih Svetovne zdravstvene organizacije (WHO) (London in
Thamm, 2013)

Table 1: Clinical stages of MCT according to World Health Organization (WHQ) (London and Thamm,

2013)

Klini¢ni Opis

stadij

0

En nepopolno izrezan tumor v dermisu, opredeljen histolosko, brez zasevkov v
podrocnih bezgavkah
a. brez sistemskih znakov
b. s sistemskimi znaki
En tumor omejen na dermis brez zasevkov v podro¢nih bezgavkah
a. brez sistemskih znakov
b. s sistemskimi znaki
En tumor omejen na dermis, z zasevki v podro¢nih bezgavkah
a. brez sistemskih znakov
b. s sistemskimi znaki
Vec koznih tumorjev ali veliki, infiltrativno rasto¢i tumorji z zasevki v podro¢nih
bezgavkah
a. brez sistemskih znakov
b. s sistemskimi znaki
Katerikoli tumor z distalnimi zasevki ali ponovitev tumorja z zasevki (z infiltracijo

v Kri in kostni mozeg)

Obseg diagnosti¢nega postopka za dolocanje klini¢nega stadija je odvisen od nekaterih

napovednih dejavnikov (Welle in sod., 2008). Vecina MCT pri psih ne zaseva, zato vsak pacient

ne potrebuje popolnega postopka dolocitve klini¢nega stadija. V primeru slabo diferenciranih

tumorjev oz. ob nacrtovanju obsezne, invazivne in drage terapijo, pa je natan¢no dolo¢anje

klini¢nega stadija indicirano (Blackwood in sod., 2012). Minimalni obseg doloCanja klini¢nega

stadija bolezni vkljucuje TIB podro¢nih bezgavk, ne glede na njihovo velikost in ultrazvok
trebuha (Welle in sod., 2008).
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Citoloska preiskava aspirata bezgavk je lahko zavajajoCa, saj je prisotnost mastocitov v
bezgavki lahko normalna, zlasti v blizini ulceriranega tumorja (Misdorp, 2004; Welle in sod.,
2008). Do 24 % zdravih psov ima v aspiratu normalne bezgavke manjSe Stevilo mastocitov
(Bookbinder in sod., 1992). WHO smernice, ki predlagajo zgolj oceno aspirata na prisotnost
mastocitov, so zatorej lahko zavajajoce (Welle in sod., 2008).

Pogosto citolog tezko oceni ali je bezgavka reaktivna ali neoplasti¢na, na splosno pa velja, da
skupine mastocitov nakazujejo na metastatsko bolezen (Blackwood in sod., 2012). Za
dokon¢no oceno je vCasih potrebna kirurska odstranitev bezgavke in histopatoloska preiskava
(London in Thamm, 2013). Weishaar in sod. (2014) so predlagali nov sistem klasificiranja MCT
na podlagi Stevila, razporeditve in arhitekturnih znacilnosti tumorskih mastocitov v podro¢nih
bezgavkah v 4 razrede (HNO — HN3). Avtorji so pri psih z vecjim Stevilom mastocitov in
obseznejSimi histopatoloskimi spremembami v podro¢nih bezgavkah ugotovili krajsi interval
brez bolezni in krajsi Cas prezivetja v primerjavi s psi z manj$im Stevilom tumorskih mastocitov
v podro¢nih bezgavkah (Weishaar in sod., 2014).

Preiskava trombocitno levkocitne plasti polne krvi (angl.buffy-coat smear) se je izkazala kot
neuporabna za ugotavljanje sistemske bolezni pri psih s koznimi MCT, saj je mastocitemija
pogostejsa pri psih z vnetnimi boleznimi, kot pa pri MCT (Welle in sod., 2008).

Pri psih z zasevki v podro¢ne bezgavke je indicirana popolna dolocitev stadija bolezni z
ultrazvokom trebuha, aspiracijo kostnega mozga in rentgenskim slikanjem prsnega koSa, Ceprav
MCT redko zasevajo v pljuca (Blackwood in sod., 2012; London in Thamm, 2013). Ne glede
na njuno ultrazvoc¢no strukturo opravimo tudi aspiracijo jeter in vranice, kjer znake sistemske
bolezni lazje ugotavljamo kot v kostnem mozgu (Blackwood in sod., 2012; London in Thamm,
2013). Infiltracija tumorskih mastocitov v kostnem mozgu sicer nakazuje na sistemsko bolezen
(London in Thamm, 2013).

2.2.5 Prognoza

Biolosko obnaSanje in napoved poteka bolezni pasjih koznih MCT je izjemno variabilna
(Misdorp in sod., 2004). Noben napovedni dejavnik ni povsem zanesljiv, zato pri oceni pacienta

vedno upostevamo ve¢ dejavnikov (London in Thamm, 2013).
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2.2.5.1 Histoloska stopnja malignosti

Za MCT je najpomembnejsi napovedni dejavnik histoloska stopnja malignosti (Blackwood in
sod., 2012).

Histopatoloska diagnoza MCT je obicajno enostavna. MCT so neinkapsulirane, kozne ali
podkozne, infiltrativno rastoce tvorbe, zgrajene pretezno iz okroglih celic v trakovih ali plasteh.
Epidermis nad tumorjem je lahko neposkodovan, pri vecjih tumorjih pa obi¢ajno ulceriran.
Morfologija tumorskih celic je odvisna od stopnje diferenciacije MCT. Vecina tumorskih
mastocitov ima izrazito celicno membrano, centralno postavljeno okroglo jedro, v citoplazmi
pa so Stevilne citoplazmatske granule, ki se znacilno metakromatsko obarvajo s toluidinskim
modrilom in nekaterimi drugimi barvili. Med tumorskimi celicami je lahko razli¢na koli¢ina
kolagene strome, ki je lahko edematozna ali hialinizirana. V skoraj vseh MCT je razli¢no Stevilo
eozinofilnih granulocitov, ki lahko multifokalno oblikujejo skupine (Gross in sod., 2005).
Najpogostejsi sistem gradiranja je Patnaikov sistem, ki koZzne MCT razvrSca v tri histoloske
stopnje malignosti (Patnaik in sod., 1984):

— histoloski gradus malignosti | (dobro diferencirani MCT): tumorske celice so urejene v
vrstah ali manj$ih skupinah in so omejene samo na dermis. Tumorske celice so dobro
diferencirane, okrogle, monomorfne, imajo pretezno jasno vidne celiéne meje in obilico
citoplazme. V citoplazmi so srednje velike granule. Jedra tumorskih celic so okrogla.
Mitoz ni (Patnaik in sod., 1984).

MCT gradusa | zasevajo v manj kot 10 % in so redko vzrok pogina (Blackwood in sod.,
2012). V raziskavi Patnaika in sod. (1984) je 28 od 30 psov (93 %) z MCT gradusa |
prezivelo vec kot 1500 dni.

— histoloski gradus II: tumorji so zmerno do gostoceli¢ni in vraséajo v globoki dermis in
podkozje. Tumorske celice so urejene v skupine z razli¢no koli¢ino vmesne strome in
hialiniziranimi podrocji. Tumorske celice so zmerno pleomorfne, okrogle do ovalne
oblike in imajo pretezno izrazito citoplazmo z drobnimi granulami. Redke so vmesne
vretenaste celice in zelo velike celice. Jedra tumorskih celic so okrogla do vdrta z enim
jedrcem. Posamezne celice imajo dve jedri. Mitoze so redke, do 2 mitozi na vidno polje
visoke povecave (angl. high power field, HPF). Pogostejsa so podro¢ja edema in
nekroze (Patnaik in sod., 1984).

Prognoza MCT gradusa Il je bolj variabilna; 5 — 22 % tumorjev zaseva in 17 — 56 %

psov z MCT histoloskega gradusa II pogine ali je evtanaziranih zaradi neuspe$ne
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terapije ali metastatske bolezni (Blackwood in sod., 2012). Patnaik in sod. (1984)
navajajo, da 44 % psov z MCT histoloskega gradusa II prezivi ve¢ kot 1500 dni.

— histoloski gradus III: tumorji so gostoceli¢ni in vras¢ajo v globoki dermis, podkozje in
globja tkiva. Tumorske celice so pleomorfne, srednje velike, okrogle, ovalne ali
vretenaste oblike in so pretezno urejene v goste plasti. Citoplazma tumorskih celic je
neocitna, citoplazmatske granule so majhne ali nevidne. Jedra tumorskih celic so
okrogla do vdrta in vezikularna, z enim ali ve¢ o€itnimi jedrci. Pogoste so dvojedrne
celice, pojavljajo se ve¢jedrne in zelo velike tumorske celice. Mitoze so pogoste (3 — 6
na HPF). Pogoste so krvavitve, nekroza in edem (Patnaik in sod., 1984).
Vec kot 80 % MCT gradusa III zaseva (Welle in sod., 2008). V Patnaikovi raziskavi je
le 6 % psov prezivelo ve€ kot 1500 dni (Patnaik in sod., 1984).

Pomanjkljivosti Patnaikovega sistema sta prevladovanje MCT histoloskega gradusa II in
relativno velike razlike pri ocenjevanju stopnje malignosti med razlicnimi patologi (Kiupel in
sod., 2011). Prevalenca MCT histoloskega gradusa II je visoka (53 %), vendar pa nosi nizko
napovedno vrednost, saj je obnasanje MCT histoloskega gradusa II zelo razli¢no; v tej skupini
se pojavlja Sirok spekter tumorjev, od MCT z benignim potekom do biolosko zelo agresivnih
MCT. Pes z MCT histoloskega gradusa II ima po podatkih Patnaikove raziskave priblizno
polovi¢no moznost prezivetja po 1500 dneh, kar kliniku nudi le majhno napovedno vrednost
(Patnaik in sod., 1984; Séguin in sod., 2001; Kiupel in sod., 2011). Histopatolosko ocenjevanje
malignosti MCT je subjektivno in raziskava Kiupela in sod. (2011) poroca o 74 % skladnosti
patologov glede diagnoze MCT histoloSkega gradusa III in o zgolj 63 % skladnosti glede
diagnoze histoloSkih gradusov I in II. StarejSa raziskava poroca o $e nizji, 62 % skladnosti pri
ocenjevanju stopnje malignosti po Patnaikovem sistemu med razli¢nimi patologi (Northrup in
sod., 2005). Ena od kritik Patnaikovega sistema je tudi, da zaradi kriterijev za MCT gradusa IlI
1zpadejo nekateri biolosko agresivni tumorji (Kiupel in sod., 2011). Kiupel in sod. (2011) so
zato predlagali nov, dvostopenjski sistem ocenjevanja malignosti, ki MCT deli na MCT nizke
in visoke stopnje malignosti.

Za diagnozo MCT visoke stopnje malignosti zadostuje eden od naStetih kriterijev:

— vsaj 7 mitoz v 10 HPF,

— vsaj 3 ve¢jedrne celice (to so tumorske celice, ki imajo vec¢ kot 3 jedra) v 10 HPF,

— vsaj 3 bizarna jedra (to so jedra, ki so moc¢no atipicna, z izrazitimi zazemki,

segmentirana ali nepravilne oblike) v 10 HPF,
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— kariomegalija (vsaj 10 % tumorskih celic ima dvakrat ve¢ji premer jedra od premera
najmanj$ih tumorskih celic) (Kiupel in sod., 2011).

Vse ostale MCT, ki ne izpolnjujejo naStetih kriterijev, se oceni kot MCT nizke stopnje
malignosti (Kiupel in sod., 2011).
Mediani ¢as prezivetja psov z MCT visoke stopnje malignosti je manj kot 4 mesece, za pse z
MCT nizke stopnje malignosti pa ve¢ kot 2 leti (Kiupel in sod., 2011).
Medtem ko Patnaikov sistem gradiranja kot pomemben dejavnik izpostavlja globino invazije
tumorskih celic, novejse raziskave tega niso dokazale (Kiupel in sod., 2005; Kiupel in sod.,
2011). Zato nekateri avtorji menijo, da globina infiltracije tumorskih celic ne bi smela vplivati
na dodelitev histoloske stopnje malignosti (Sledge in sod., 2016).
V dveh novejsih raziskavah sta bili narejeni primerjavi uporabnosti Patnaikovega in
Kiupelovega sistema gradiranja. Sabattini in sod. (2015) ugotavljajo ve¢jo napovedno vrednost
Kiupelovega sistema, saj prepozna MCT gradusa Il z bolj agresivnim bioloskim vedenjem,
vendar med pomanjkljivostmi izpostavljajo, da raziskava ni upostevala klini¢nega stadija in
popolnosti ekscizije tumorja (t.i. “Cistost robov”). Stefanello in sod. (2015), ki so ugotavljali
prisotnost zasevkov pri MCT razli¢nih gradusov, pa ne opisujejo nobene prednosti uporabe
Kiupelovega sistema v primerjavi s Patnaikovim, saj so tumorji gradusa Il visoke stopnje
malignosti priblizno enako pogosto zasevali v primerjavi s tumorji gradusa II nizke stopnje
malignosti. Obe raziskavi navajata, da zgolj histoloSka stopnja malignosti ni dovolj natancen

napovedni dejavnik (Sabattini in sod., 2015; Stefanello in sod., 2015).

2.2.5.2 Mitoti¢ni indeks

Mitoti¢ni indeks (MI) pomeni Stevilo mitoz v 10 HPF, dolo€enih s standardno histopatolosko
preiskavo (Blackwood in sod., 2012). MI je posredni kazalec stopnje celi¢ne proliferacije in je
pomemben napovedni dejavnik pri Stevilnih tumorjih ljudi in Zivali (Romansik in sod., 2007).
Visok MI je pokazatelj slabe prognoze (Romansik in sod., 2007; Elston in sod., 2009; Kiupel
in sod., 2011). Raziskava Romansika in sod. (2007) je pokazala neposredno povezavo med MI
koznih MCT psov in ¢asom prezivetja, ne glede na histolosko stopnjo malignosti tumorja.
Mediani ¢as prezivetja pri psih z MI vi§jim od 5 je bil 2 meseca, pri MI enakem ali nizjem od
5 pa 70 mesecev (Romansik in sod., 2007). Novejsa raziskava Elstona in sod. (2009) poroca o
primerljivih izsledkih, vendar pa predlaga natan¢nejso razdelitev v 3 skupine glede na Ml:
MI=0-1,MI=1-7inMI>7.
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2.2.5.3 IzraZenost KIT
Vecina pasjih MCT izraza RTK KIT, 15 — 40 % pa jih vsebuje mutacijo v c-kit genu, ki pomeni
nenehno aktiviranost receptorja KIT brez potrebne po vezavi liganda (Blackwood in sod., 2012;
London in Thamm, 2013). Mutacije na c-kit genu so statistiéno znacilno povezane z visjo
histolosko stopnjo malignosti MCT, vi§jo umrljivostjo psov zaradi MCT in vecjo verjetnostjo
ponovitve bolezni (Zemke in sod., 2002; Webster in sod., 2006). Webster in sod. (2006) so
ugotovili povezavo med c-kit mutacijo in spremenjenim izrazanjem KIT v celicah koznih MCT
pSOV.
Izrazanje KIT prikazemo z imunohistokemi¢nim barvanjem, pri katerem lahko ugotovimo tri
vzorce barvanja:
— vzorec KIT-barvanja I, pri katerem vidimo pozitivno imunohistokemi¢no reakcijo na
celiéni membrani mastocitov in tumorskih celic v MCT,
— vzorec KilT-barvanja 1II, pri katerem vidimo fokalno zrnasto pozitivno
imunohistokemicno reakcijo v citoplazmi tumorskih celic, in
— vzorec KlT-barvanja III, pri katerem vidimo difuzno moc¢no pozitivno
imunohistokemi¢no reakcijo v citoplazmi tumorskih celic (Kiupel in sod., 2004).
KIT receptor je transmembranska beljakovina, ki se v mastocitih psov izraza izkljuno na
celiéni membrani. Kozni MCT psov s povec¢anim izrazanjem KIT v citoplazmi (vzorca Il in 111)
so bolj nagnjeni k lokalni ponovitvi bolezni in €as preZivetja psov je krajsi, medtem ko je vzorec
KIT-barvanja na celi¢ni membrani povezan z redkejSimi lokalnimi ponovitvami, redkejSimi
oddaljenimi zasevki in daljsim ¢asom prezivetja (Kiupel in sod., 2004). Vendar pa Costa
Casagrande in sod., (2015) niso uspeli dokazati povezave med vzorcem KIT-barvanja in

histoloskim gradusom tumorja, niti med vzorcem KIT-barvanja in prognozo.

2.2.5.4 Ki-67 protein

Ki-67 je jedrni protein, ki se izraza med vsemi aktivnimi fazami celi¢nega cikla (G1, S, G2,
mitoza) in se uporablja kot proliferacijski oznacevalec (Scholzen in Gerdes, 2000; London in
Thamm, 2013). PrikaZzemo ga z imunohistokemi¢nim barvanjem (Blackwood in sod., 2012) in
njegovo izrazenost najpogosteje opredelimo s t. i. proliferacijskim indeksom Ki-67, ki pove
Stevilo Ki-67 imunohistokemi¢no oznacenih jeder med 100 ali 1000 pregledanimi jedri v

tumorju (Abadie in sod., 1999; Vascellari in sod., 2012).
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Izrazenost Ki-67 je uporaben napovedni dejavnik zlasti pri psih s solitarnimi koznimi MCT
histoloskega gradusa II (Abadie in sod., 1999; Scase in sod., 2006). Proliferacijski indeks Ki-
67 je bil statisti¢no znacilno visji v MCT psov, ki so poginili zaradi MCT, kot pri prezivelih
psih (Abadie in sod., 1999). Scase in sod. (2006) so v svoji raziskavi ugotovili, da je vrednost
Ki-67 vi§ja od 1,8 (po Coxovem regresivnem modelu) pri psih z MCT histoloSkega gradusa II
povezana z izrazito krajSo prezivetveno dobo. Webster in sod. (2007) podobno ugotavljajo

vecjo verjetnost napredovanja bolezni in smrti zaradi MCT v primeru visje vrednosti Ki-67.

2.2.5.5 Jedrni antigen proliferirajo¢ih celic (PCNA)

Jedrni antigen proliferirajocih celic (angl. proliferating cell nuclear antigen, PCNA) je jedrna
beljakovina, potrebna za podvojevanje DNA, ki se izrazi med S in M fazo celi¢nega cikla in jo
prikaZzemo z imunohistokemi¢nim barvanjem (Scase in sod., 2006). Raziskave nakazujejo visje
izrazanje PCNA pri rekurentnih in metastazirajocih MCT, vendar pa izrazanje PCNA ni
uporabno za napoved Casa prezivetja (Simoes in sod., 1994; Scase in sod., 2006, Seguin in sod.,
2006).

2.2.5.6 AgNOR

Stevilo s srebrom dokazljivih regij za organizacijo nukleolusov (angl. argyrophilic nucleolar
organiser regions, AgNOR), ki jih prepoznamo v jedrih tumorskih celic, je proporcionalno
hitrosti pomnozevanja celic (Simoes in sod., 1994; Scase in sod., 2006; Blackwood in sod.,
2012). Nizje stevilo AgNOR tock (<2,25/celico) je povezano s statisticno znacilno daljSim
¢asom prezivetja in manjSo verjetnostjo zasevanja, vendar pa je za napoved klini¢nega poteka
bolezni hkrati potreben tudi histoloski gradus po Patnaiku (Simoes in sod., 1994; Scase in sod.,
2006). Kljub dokazani napovedni vrednosti je po mnenju nekaterih raziskovalcev uporabnost
AgNOR manjsa, saj ne nudi boljse napovedne vrednosti kot ocena stopnje malignosti po
Patnaiku (Scase in sod., 2006).

2.2.5.7 AgNOR x Ki-67

Kombinirana vrednost proliferacijskega indeksa Ki-67 in indeksa AgNOR, kot jo predstavlja
njun zmnozek (AgNOR x Ki-67), nudi najboljso oceno celi¢ne proliferacije v tumorju (Sledge
in sod., 2016). Vrednost AgNOR x Ki-67 nosi najve¢jo napovedno vrednost med
proliferacijskimi indeksi (Seguin in sod., 2006; Webster in sod., 2007; Smith in sod., 2017).
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Smith insod. (2017) v nedavni raziskavi opisujejo zelo nizko verjetnost lokalne ponovitve MCT

z nizkimi vrednostmi Ki-67 in AQNOR x Ki-67 po nepopolni kirurski resekciji.

2.2.5.8 Klini¢ni stadij

MCT klini¢nega stadija 0 ali 1 imajo boljSo prognozo kot MCT visjih klini¢nih stadijev
(London in Thamm, 2013). Cas preZivetja pri psih z MCT stadija 2 je bil zrazito kraj§i v
primerjavi s psi v stadiju 1 (0,8 proti 6,2 let) (Krick in sod., 2009). Vendar rezultati nekaterih
raziskav nakazujejo na pomankljivosti trenutnega sistema (Kiupel, 2016). Zlasti je
problemati¢na dolocitev 3. stadija za pse z multiplimi MCT (Kiupel, 2016). Poleg tega WHO
klasifikacija ne opredeljuje “velikosti”, ki jo navaja kot dejavnik za vkljucitev v 3. stadij
(Dobson in sod., 2004). Murphy in sod. (2006) niso ugotovili razlike v izidu med psi v stadiju
1 in psi v stadiju 3, psi v stadiju 2 pa so imeli slabso prognozo kot psi v stadiju 3. Mullins in
sod. (2006) navajajo ve¢ kot 5-letno dobo brez bolezni pri 54 psih z MCT stadija 3.

Rezultati nekaterih raziskav nakazujejo, da je ob multimodalni terapiji klini¢ni stadij manj

pomemben napovedni dejavnik (Chaffin in sod., 2002; Thamm in sod., 2006).

2.2.5.9 Anatomska lokacija

Glede na rezultate nekaterih raziskav so MCT v ustni votlini, pod kremplji, na perinealnem
podroc¢ju, mukokutanih prehodih, modniku in prepuciju, v ingvinalnem podro¢ju in na smrcku
povezani s slabSo prognozo (Welle in sod., 2008; London in Thamm, 2013). Nasprotno pa v
drugih raziskavah niso porocali o slabSi prognozi MCT na perinealnem in ingvinalnem
podrocju v primeru ustrezne terapije (Cahalane in sod., 2004; Sfiligoi in sod., 2005). Slabsa
prognoza za MCT na nekaterih omenjenih anatomskih lokacijah bi lahko bila povezana s

tezavnostjo popolne kirurSke resekcije (Blackwood in sod., 2012).

2.2.5.10 Sistemski znaki
Prisotnost sistemskih znakov, kot so anoreksija, melena, bruhanje, gastrointestinalne ulceracije,

je povezana s slabso prognozo (London in Thamm, 2013).

2.2.5.11 Stevilo tumorjev
Prognoza za multiple kozne MCT ni slabsa kot za solitarne tumorje, razen ¢e gre za metastatsko

bolezen (Mullins in sod., 2006; Murphy in sod., 2006).
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2.2.5.12 Drugi napovedni dejavniki

V literaturi so opisani $e nekateri drugi napovedni dejavniki kot so ploidnost DNA (Ayl in sod.,
1992), gostota malih krvnih zil v tumorju (angl. intratumoral microvessel density, IMVD)
(Preziosi in sod., 2004b), izrazanje ciklooksigenaze-2, beljakovine BCL-2 (Vascellari in sod.,

2013) in beljakovin toplotnega Soka (angl. heat shock protein, HSP) (Romanucci in sod., 2017).

2.2.6 Zdravljenje

Moznosti zdravljenja so odvisne od klini¢ne slike, klini¢nega stadija bolezni in histoloSkega
gradusa tumorja. Pred kon¢no odlo¢itvijo o vrsti zdravljenja je potrebno razjasniti predvsem,
ce je:
1) popolna kirurska ekscizija mogoca, in
2) lokalno zdravljenje zadostno, ali je potrebno sistemsko zdravljenje (Blackwood in sod.,
2012).

2.2.6.1 Kirursko zdravljenje

Pri psih je kirur$ka resekcija zdravljenje izbora za lokalizirane MCT brez znakov metastatske
bolezni (Blackwood in sod., 2012). Od 60-ih let prejSnjega stoletja je veljalo prepricanje, da
popolna resekcija MCT zahteva vsaj 3 cm varnostni rob v vse smeri (London in Thamm, 2013).
Novejse raziskave kazejo, da za popolno resekcijo vec¢ine MCT histoloskega gradusa I in II
zadostuje 2 cm Sirok stranski rob in 1 plast fascije v globino (Simpson in sod., 2004; Fulcher in
sod., 2006). Globoki rob naj bi vseboval podkozno misico, spodaj lezeco fascijo ali, v primeru
njene odsotnosti, povrSinsko plast miSi¢nine (Simpson in sod., 2004; Fulcher in sod., 2006). V
retrospektivni raziskavi, opravljeni na 100 psih s 115 MCT histoloskega gradusa I in II ter
velikosti 2 — 31 mm niso ugotovili nobene lokalne ponovitve v obdobju dveh let po kirurski
resekciji, opravljeni z vsaj 10 mm Sirokim stranskim in vsaj 4 mm globokim robom (Schultheiss
in sod., 2011). Vendar pa je bila Sirina robov dolocena histolosko, kar pomeni, da navedene
mere ne korelirajo nujno s Sirino robov ob operaciji. Kozno tkivo se po fiksaciji v formalinu
lahko skr¢i tudi do 30 % (London in Thamm, 2013). Smiselno je torej zakljuciti, da manj
radikalna resekcija manjS§ih MCT nizkih histoloskih gradusov ne pomeni viSje stopnje
ponovitve (Blackwood in sod., 2012). Vendar pa literatura opisuje relativno nizko stopnjo

lokalne ponovitve tudi v primerih, ko so v robovih ekscizije tumorske celice (t. 1. "necisti
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robovi"). Murphy in sod. (2004) so ugotovili le 20 ponovitev v vzorcu 340 nepopolno izrezanih
MCT razli¢nih histoloskih gradusov.
Pri multiplih MCT se svetuje kirurSka odstranitev vseh tumorjev, ki to dopuscajo (Blackwood
in sod., 2012).
Vsa navedena priporocila veljajo za tumorje, manj$e od 4 cm in histoloskega gradusa I ali 1l.
Zavse ostale MCT se priporoca siroka kirurska resekcija z vsaj 3 cm Sirokimi stranskimi robovi
in globinsko fascijo; Se primernejsi je multimodalni pristop (Blackwood in sod., 2012).
MCT na tezavnih lokacijah, zlasti na distalnih delih okoncin, ki onemogocajo Siroko kirurSko
resekcijo, je pred operacijo priporocljivo histopatolosko oceniti stopnjo malignosti. Za MCT
histoloskih gradusov I in II na distalnih delih okoncin obstajajo 4 glavne moznosti zdravljenja
(London in Thamm, 2013):
— amputacija je najbolj agresivna metoda, ki zagotavlja Siroke varnostne robove, vendar
je najmanj funkcionalna in glede na druge mozne terapije ni priporocljiva,
— radioterapija je kot primarna terapija razli¢no uspesna,
— kombinacija operacije in postoperativne kemoterapije; in
— kombinacija operacije in adjuvantne radioterapije se priporo¢a kot najprimernejsa
terapija (London in Thamm, 2013).
Za biolosko agresivne MCT histoloskega gradusa III se priporo¢a kombinacijo citoreduktivne

kirurSke resekcije in adjuvantne radioterapije in kemoterapije (London in Thamm, 2013).

2.2.6.2 Radioterapija

Radioterapija naj bi bila omejena na uporabo v primerih, ko popolna kirurska resekcija ni
mogoca. V kolikor bi ponovna operacija okrog prvotne kirurSke rane omogocila popolno
odstranitev, je le-ta indicirana (Blackwood in sod., 2012). Prednost radioterapije pred kirur§kim
posegom je, da omogoca zajetje vecjih podroc€ij naenkrat (LaRue in Gordon, 2013).
Radioterapije se kot edine metode zdravljenja ve¢jih MCT izogibamo zaradi nevarnosti
radiacijsko-inducirane degranulacije mastocitov in resnih sistemskih posledic. Poleg tega, vedji
tumorji pogosteje vsebujejo radiorezistentne tumorske celice (Blackwood in sod., 2012).
Radioterapija je uporabna kot predoperacijska metoda za zmanjSanje velikosti tumorja in
izboljSanje moznosti uspeha operacije, najpogosteje pa se je posluzujemo kot postoperacijsko
adjuvantno terapijo po nepopolni resekciji (Blackwood in sod., 2012; London in Thamm,

2013). Frimberger in sod. (1997) v svoji raziskavi poro¢ajo, da v 93 % primerov v treh letih po
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koncani radioterapiji, ki je sledila nepopolni kirurski resekciji MCT histoloSke stopnje
malignosti II, ni prislo do lokalne ponovitve. Prognoza za pse z MCT, zdravljenimi s kirur§kim
posegom in radioterapijo, je dobra, vendar pa so ti podatki zaradi relativno nizke stopnje
ponovitve tudi pri histolosko necistih robovih vprasljivi (Murphy in sod., 2004; Blackwood in
sod., 2012). Chaffin in Thrall (2002) porocata o 1240-dnevnem medianem ¢asu prezivetja psov
z MCT stadija 2 po citoreduktivni operaciji, postoperativni radioterapiji in terapiji s
prednizonom.

Iz radiacijskega polja na okoncinah izklju¢imo trak koze, da preprec¢imo nastanek limfedema
zaradi poskodb limfnih Zil. Posledi¢no celotnega obsega okoncine ne moremo obsevati, kar
omeji robove (Blackwood in sod., 2012).

Preventivno obsevanje podro¢nih bezgavk, v katerih se s citoloSko preiskavo ne ugotovi
tumorskih celic, je zaradi relativno majhnega tveganja za zasevanje nizko in zmerno
diferenciranih MCT verjetno nepotrebno (Poirier in sod., 2006; London in Thamm, 2013).
Postopek se priporoca pri MCT visokega tveganja, kot so MCT histoloskega gradusa III,
histoloSkega gradusa Il na mukokutanem prehodu ali dokazanem zasevku v bezgavki (Thamm
in sod., 2006).

Radioterapija je uporabna tudi kot paliativna metoda zdravljenja (Mayer, 2006).

Za zmanjSanje radioloSko inducirane degranulacije mastocitov in posledicnih sistemskih
ucinkov se pred, med in po radioterapiji uporabljajo prednizolon, Hi (klorfeniramin,
difenhidramin) in Hz (cimetidin, ranitidin) blokatorji (Welle in sod., 2008; Blackwood in sod.,
2012).

2.2.6.3 Kemoterapija
Kemoterapija za zdravljenje MCT je pri psih indicirana v primeru:

1) Kadar je potrebna sistemska terapija za zdravljenje, upoCasnitev ali prepreCevanje
metastatske bolezni pri MCT z visokim tveganjem za zasevanje, to so tumorji gradusa
11 ali 1/111 in tumorji gradusa Il z visokimi proliferacijskimi indeksi (Blackwood in
sod., 2012). Raziskava, v kateri so 61 psov z MCT z visokim tveganjem za zasevanje,
zdravili s kombinacijo vinblastina in prednizona po kirurski resekciji z ali brez radiacije,

opisuje 1305 dnevni interval brez bolezni in 65 % preZivetje po treh letih (Thamm in



22

7. Zagar: Klini¢no-patoloske znagilnosti koznih mastocitomov psov, pomembne za napoved poteka bolezni
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Raziskovalna naloga

sod., 2006). Patnaik in sod. pa so v svoji raziskavi porocali, da je le 6 % psov z MCT

gradusa III, zdravljenega s kirursSko resekcijo, prezivelo ve¢ kot 1500 dni (1984).

2) Kot neoadjuvantna terapevtska metoda pred kirurSkim posegom ali radioterapijo z
namenom zmanjSanja tumorskega bremena. Na ta nacin lahko izboljSamo moznosti za

popolno kirursko resekcijo oz. zadovoljivo in varnejSo obsevanje (Blackwood in sod.,

2012).

3) Za zdravljenje rezidualne mikroskopske bolezni v primerih, ko ponovna kirurSka
resekcija ni mogoca in radioterapija ni na voljo (Blackwood in sod., 2012). Raziskava
Daviesa in sod. (2004) opisuje, da pri 18 od 20 psov po enem letu ni prislo do lokalne
ponovitve bolezni; pri 4 psih od 18 so se pojavili novi MCT. Poudariti je potrebno, da
je bilo v omenjeni raziskavi vkljuéenih veliko MCT gradusa II, pri katerih je lokalna

ponovitev po nepopolni kirurski odstranitvi redka (Blackwood in sod., 2012).

Obstaja vec razli¢nih protokolov, kot monoterapija in kombiniranih. Prvi izbor je obicajno

kombinacija vinblastina in prednizolona, drugi izbor pa lomustin (Blackwood in sod., 2012).

2.2.6.4 Terapija z glukokortikoidi

Glukokortikoidi statisti¢no znacilno zavrejo rast celic koznih MCT in vitro in in vivo
(Takahashi in sod., 1997).

Stopnja odzivnosti MCT na peroralno terapijo z glukokortikoidi (prednizon ali prednizolon) je
glede na razli¢ne raziskave 20 — 75 % (McCaw in sod., 1994; Dobson in sod., 2004; Stanclift
in Gilson, 2008). Stanclift in Gilson (2008) opisujeta u¢inek neoadjuvantne uporabe prednizona
na zmanjSanje MCT in posledi¢no zaneslivejSe doseganje zeljenih kirurskih robov. V raziskavo
so bili vkljuéeni MCT, ocenjeni kot zahtevni za popolno kirur§ko resekcijo. Tumorski volumen
se je pri 87 % MCT zmanjsal za najmanj 25 %. Vec avtorjev uporabo glukokortikoidov svetuje
predvsem kot neoadjuvantno metodo (Dobson in sod., 2004; Stanclift in Gilson, 2008, Case in
Burgess, 2018)

Case in Burgess (2018) sta nedavno opisali u¢inkovitost in varnost intratumorske aplikacije
triamcinolona pri 23 psih. Porocana stopnja odzivnosti tumorjev je bila 67 %, a je vrednotenje

rezultatov zaradi razli¢nih soCasnih terapevtskih metod manj zanesljivo.
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2.2.6.5 Elektrokemoterapija

Elektrokemoterapija zdruzuje lokalno ali sistemsko aplikacijo kemoterapevtikov s slabo
membransko permeabilnostjo (obi¢ajno cisplatin ali bleomicin) in elektropermeabilizacijo z
neposredno aplikacijo elektricnih pulzov v tumor (Cemazar in sod., 2008). Rezultati na
relativno majhnem vzorcu kazejo primerljivo proti-tumorsko ucinkovitost med
elektrokemoterapijo s cisplatinom in kirur§ko resekcijo, zlasti pri manjsih MCT (Kodre in sod.,
2009).

Predlagana je bila tudi uporaba elektrokemoterapije kot adjuvantne terapije po kirursko
nepopolno odstranjenih MCT; raziskave kazejo dosezen lokalni nadzor tumorjev v 78 — 85 %
primerov (Spugnini in sod., 2006; Spugnini in sod., 2011). Tako elektrokemoterapija lahko
predstavlja alternativo adjuvantni radioterapiji in moznost pri zdravljenju MCT na tezavnih
lokacijah (perinej, genitalije, glava) (Spugnini in sod., 2006; Spugnini in sod., 2011).

Stevilni avtorji elektrokemoterapijo opisujejo kot varno, uéinkovito, preprosto in cenovno
ugodno alternativo (Kodre in sod., 2009; Spugnini in sod., 2006; Spugnini in sod., 2011;
Cemazar in sod., 2008).

2.2.6.6 Elektrogenska terapija

Elektrogenska terapija, podobno kot elektrokemoterapija, zdruzuje aplikacijo plazmidne DNA
z vstavljenim terapevtskim genom in lokalno aplikacijo elektri¢nih pulzov v tumor z namenom
zacCasnega povecCanja permeabilnosti celiénih membran (Pavlin in sod., 2011). Pavlin in sod.
(2011) so opisali zmanjsanje velikosti tumorjev za 13 — 83 % po aplikaciji plazmidne DNA z
vstavljenim genom za humani interlevkin-12 in hkrati histopatoloske spremembe tumorjev, v
smislu manjSega Stevila tumorskih mastocitov in vecje infiltracije vnetnih celic.

Nedavno je bila opisana u¢inkovitost kombinacije elektrokemoterapije in elektrogenske terapije
z intelevkinom-12. Odgovor tumorja je bil zabelezen pri 15 od 18 psov, v 72 % primerov je bil
odgovor popoln in dolgotrajen (Cemazar in sod., 2017). Salvadori in sod. (2017) so spremljali
histopatoloske in imunohistokemi¢ne uéinke terapije iz omenjene raziskave. V tumorjih s
popolnim odgovorom so ugotovili izrazito zmanj$anje populacije tumorskih celic in zmanjSanje
njihove proliferacijske aktivnosti.

Avtorji ne opisujejo hujsih stranskih u¢inkov niti pri elektrokemoterapiji, niti pri elektrogenski
terapiji (Spugnini in sod., 2006; Kodre in sod., 2009; Pavlin in sod., 2011; Spugnini in sod.,
2011, Cemazar in sod., 2017).
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2.2.6.7 Inhibitorji tirozin kinaze

Specifi¢ni inhibitorji tirozin kinaze (TKI) lahko blokirajo aktivacijo receptorjev s kompetitivno
inhibicijo vezave ATP. Posledica je nizja proliferacija, migracija, apoptoza in angiogeneza,
odvisno od receptorja, ki ga TKI blokira (Blackwood in sod., 2012).

Evropska agencija za zdravila (EMA) je za uporabo v veterinarski medicini odobrila dva
inhibitorja receptorja tirozin kinaze (RTKI): toceranib fosfat in masitinib (Blackwood in sod.,
2012).

Toceranib je odobren za zdravljenje rekurentnih, neresektabilnin MCT gradusa Il in 1l
(Blackwood in sod., 2012). Toceranib u¢inkuje antitumorsko in antiangiogeno preko inhibicije
receptorja KIT, receptorja za vaskularni endotelni rastni faktor (VEGFR2) in receptorja za
trombocitni rastni faktor (PDGFR) (London in sod., 2009). London in sod. (2009) porocajo o
42,8 % stopnji odzivnosti MCT na samostojno terapijo s toceranibom. Najpogostejsi stranski
ucinki so bili nevtropenija, driska, neje$¢nost oz. zmanjsan apetit, bruhanje in letargija.
Masitinib je odobren za zdravljenje neresektabilnih MCT gradusa Il in 1l z dokazano c-kit
mutacijo (Blackwood in sod., 2012). Hahn in sod. (2008) opisujejo upoc¢asnjeno napredovanje
tumorja, zlasti ko je bilo zdravilo uporabljeno kot prva terapija. Najpogostejsi stranski ucinki
so bili driska, bruhanje, edemi, nevtropenija; opisane so tudi hemoliticna anemija in nefropatije
(Hahn in sod., 2008). Uc¢inek tako toceraniba kot masitiniba je vecji v primeru mutacije na c-
kit genu (Hahn in sod., 2008; London in sod., 2009).

RTKI naj ne bi bila alternativa kirurSki resekciji, kadar je le-ta mogoca. Trenutna priporocila

jih kot prvo zdravilo proti MCT odsvetujejo (Blackwood in sod., 2012).

2.2.6.8 Ostale moZznosti zdravljenja

Manj ustaljene terapevtske moznosti vkljucujejo intratumorsko aplikacijo kortikosteroidov ali
deionizirane vode, imunoterapijo, krioterapijo, hipertermijo, brahiterapijo in fotodinami¢no
terapijo, vendar so podatki o u¢inkovitosti posameznih postopkov skopi in neprepricljivi (Welle
in sod., 2008; Blackwood in sod., 2012). Mnoge od omenjenih moZnosti zdravljenja tudi

onemogocijo histoloSko oceno robov tumorja (Welle in sod., 2008)

2.2.6.9 Podporna terapija
Podporna terapija je usmerjena v prepreCevanje ucinkov histamina. Uporabljajo se H:
antagonisti za preprecevanje zelod¢nih €irov in Hi antagonisti za zmanjSanje u€inka histamina

na periferno Zilje in celjenje ran (Blackwood in sod., 2012). Podporna terapija je zlasti
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pomembna pri pacientih s sistemskimi znaki in kadar pricakujemo degranulacijo mastocitov
(London in Thamm, 2013). Pri znakih gastroduodenalnih ulceracij se svetuje dodatek sukralfata
(London in Thamm, 2013).

2.3PD-1INPD-L1

PD-1 je inhibitorni receptor, ki ga uvr§¢éamo med beljakovine druzine B7/CD28. Skupaj z
ligandoma PD-L1 in PD-L2 igra pomembno vlogo pri razvoju periferne tolerance in
avtoimunosti. Med drugimi se PD-1 izraza na limfocitih T, kjer negativno regulira celi¢no
receptorsko signaliziranje in s tem zmanjSa intenzivnost in trajanje imunskega odziva ter
preprecuje avtoimune poskodbe zdravih tkiv. Medtem ko je os PD-1 kriticna komponenta
telesne avtoimunosti, jo lahko izkoristijo tudi tumorji za omejitev antitumorske aktivnost
limfocitov T, kar vodi v tumorski pobeg pred imunskim sistemom (Keir in sod., 2008;
Intlekofer in Thompson, 2013; Jin in sod., 2011; McDermott in sod., 2013; Muenst in sod.,
2015). Izrazanje PD-L1 v tumorskih celicah nima pro-onkogenega ucinka, temvec¢ predstavlja
imunski $¢it, ki tumor varuje pred imunskim sistemom telesa (Patel in Kurzrock, 2015).
Inhibitorni receptor PD-1 in njegov ligand PD-L1 v humani onkologiji predstavljata vse
pomembnejsa napovedna dejavnika pri Stevilnih vrstah tumorjev (Darb-Esfahani in sod., 2015;
Maruse in sod., 2018). Izrazanje PD-L1 je bilo dokazano v stevilnih tumorjih ljudi: melanomu,
nedrobnocelicnemu raku plju¢, karcinomu ledviénih celic, hepatocelularnemu karcinomu,
seroznemu karcinomu jaj¢nika, ploscatocelicnemu karcinomu ust, timomu in timi¢nemu
karcinomu, razli¢nih levkemijah, B-celicnemu limfomu, multiplemu mielomu idr. (Darb-
Esfahani in sod., 2015; Patel in Kurzrock, 2015; Maruse in sod., 2018), medtem ko je bilo
izrazanje PD-1 dokazano v tumor-infiltrirajo¢ih limfocitih (TIL, ang. tumor-infiltrating
lymphocytes) (Ahmadzadeh in sod., 2009). Stevilni avtorji izrazanje PD-1 oz. PD-L1 v
tumorjih oznacujejo kot negativni napovedni dejavnik zaradi krajSega Casa prezivetja ali
pogostejsih zasevkov (Thompson in sod., 2006; Nomi in sod., 2007; Karim in sod., 2009,
Maruse in sod., 2018), vendar se s tem ne strinjajo vsi avtorji (Bellmunt in sod., 2015; Darb-
Esfahani in sod., 2015).

V veterinarski medicini je v primerjavi s humano medicino bistveno manj podatkov o PD-1 in

PD-L1. Trenutno lahko v literaturi najdemo samo tri tovrstne raziskave. Izrazanje PD-L1 je bilo



26

7. Zagar: Klini¢no-patoloske znagilnosti koznih mastocitomov psov, pomembne za napoved poteka bolezni
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2018. Raziskovalna naloga

imunohistokemi¢no dokazano v Stevilnih tumorjih pri  psih: oralnemu melanomu,
osteosarkomu, hemangiosarkomu, MCT, adenokarcinomu prostate, adenomu in
adenokarcinomu mleéne zleze, limfomu, malignemu fibroznemu histiocitomu, malignemu
tumorju Zivénih ovojnic, hemangiopericitomu in fibrosarkomu (Maekawa in sod., 2014,
Maekawa in sod., 2016; Shosu in sod., 2016), medtem ko je bilo izrazanje PD-1 z metodo
preto¢ne citometrije dokazano v MCT, limfomu ter TIL oralnega melanoma, hepatocelularnega

adenoma in adenokarcinoma (Maekawa in sod., 2016; Shosu in sod., 2016)



3 MATERIALI IN METODE

3.1 KRITERIJI ZA VKLJUCITEV MCT V RAZISKAVO

Raziskavo smo opravili na arhivskih parafinskih vzorcih 59 MCT, ki so bili med leti 2009 in
2017 poslani v histopatoloko preiskavo na Institut za patologijo, divjad, ribe in &ebele (IPDRC)
Veterinarske fakultete Univerze v Ljubljani.

V raziskavo smo vkljuéili le kozne MCT, zdravljene izkljucno s kirurs§ko resekcijo in, v nekaj
primerih, dodatkom glukokortikoidov, pri katerih smo imeli na voljo dovolj vzorca za dodatna
barvanja. Razen treh tumorjev so bili vsi odstranjeni s histolosko potrjenim $irokim varnostnim
robom; le 1 MCT histoloskega gradusa III je bil kirurS§ko nepopolno odstranjen, 2 MCT
histoloskega gradusa III pa sta imela tumorske celice blizu robov.

Za vsak primer smo pridobili naslednje anamnesti¢ne podatke in podatke o poteku bolezni:
starost, spol in pasma psa, Stevilo, lokacija in velikost tumorjev, prisotnost zasevkov,
terapevtski postopki, kirurSki robovi, lokalna ponovitev bolezni, preZivetvena doba in vzrok
smrti. Zivali smo spremljali 24 mesecev po postavitvi patohistoloske diagnoze.

Za namen te raziskave smo lokalno ponovitev bolezni definirali kot ponovitev tumorja na mestu

kirurske resekcije, zasevek pa kot zasevanje tumorja v regionalne bezgavke oz. drug organ.

3.2 OBDELAVA VZORCEV TUMORJEV ZA PATOHISTOLOSKO IN
IMUNOHISTOKEMICNO PREISKAVO

Vzorci tumorjev za patohistolosko in imunohistokemicno preiskavo so bili fiksirani v 10 %
puferiranem formalinu in nato impregnirani s parafinom s pomocjo tkivnih procesorjev

HypercenterXP (Shandon®) in Excelsior AS (Thermo Scientific®).

3.3 BARVANJE S HEMATOKSILINOM IN EOZINOM TER TOLUIDINSKIM
MODRILOM
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Z drsnim mikrotomom (Leica®) smo iz parafinskih blokov narezali tkivne rezine debeline 4
um, ki smo jih v napravi Gemini (Thermo Scientific®) nato deparafinizirali v ksilolu in padajo¢i
vrsti alkoholov. Eno rezino smo v napravi Gemini (Thermo Scientific®) obarvali s
hematoksilinom in eozinom (HE), drugo rezino pa ro¢no s toluidinskim modrilom. Po
konCanem barvanju smo rezine dehidrirali v narasc¢ajoci vrsti alkoholov in postopek barvanja
zakljucili z bistrenjem v ksilolu. Pobarvane tkivne rezine smo pokrili s sinteticno smolo in

pokrovnim stekelcem. Barvanje je bilo izvedeno po protokolu, ki se ga uporablja na IPDRC.

3.4 IMUNOHISTOKEMICNO OZNACEVANJE

Parafinske tkivne rezine debeline 4 pm smo prenesli na objektna stekelca prevlecena s 3-
aminopropiltrietoksilanom (APTES) in jih nato ¢ez noc susili v termostatu pri temperaturi

45 °C. Pred imunohistokemi¢nim oznacevanjem smo tkivne rezine deparafinizirali v napravi
Gemini (Thermo Scientific®).

Imunohistokemi¢no oznaéevanje smo izvajali roéno z vizualizacijskim kitom Dako REAL™

EnVision™ Detection System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (DAKO, kat. §t. K5007).

Postopek imunohistokemic¢nega oznacevanja:

Deparafinizacija tkivnih rezin do vode.
Demaskiranje antigenov z mikrovalovi v citratnem pufru s pH 6,0 20 minut.
Hlajenje rezin do sobne temperature.

Spiranje v izpiralnem pufru (TRIS-HCI-NaCl pufer s pH 7,5), 5 minut.

o~ w0 DN

Inkubacija z normalnim kozjim serumom (NGS, okr. angl. normal goat serum) (DAKO,
kat. §t. X0907), red¢enem 1:50 v 5 % govejem serumskem albuminu, raztopljenem v
PBS. To fazo smo uporabili samo pri tkivnih rezinah, na katere smo nanesli protitelo
proti PD-L1.
6. Inkubacija s primarnim protitelesom v vlazni komori. Na osnovi predhodne optimizacije
postopkov smo v tej fazi uporabili naslednja protitelesa:

e kuncje poliklonsko protitelo proti ¢loveskemu CD117 (c-kit) (DAKO, kataloska

oznaka A450229), v red¢itvi 1: 300, inkubacija 1 uro na sobni temperaturi,
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

e kuncje poliklonsko protitelo proti ¢loveskemu PD-1 (Invitrogen, kataloSka
oznaka PA5-32543), v red¢itvi 1: 100, inkubacija ¢ez no¢ na temperaturi 4 °C,
e kuncje poliklonsko protitelo proti ¢loveSkemu PD-L1 (Biorbyt, kataloSka
oznaka orb 158130), v red¢itvi 1: 200, inkubacija 45 minut na sobni temperaturi,
Spiranje v izpiralnem pufru (TRIS-HCI-NaCl pufer s pH 7,5), 5 minut.
Inhibicija endogene peroksidaze s Peroxidase-Blocking Solution Dako REAL™
(DAKO), 30 minut.
Spiranje v izpiralnem pufru (TRIS-HCI-NaCl pufer s pH 7,5), 5 minut.
Inkubacija s sekundarnimi protitelesi, konjugiranimi s polimerom in oznafenimi s
hrenovo peroksidazo, v vlazni komori pri sobni temperaturi, 30 minut.
Uporabili smo sekundarna protitelesa iz vizualizacijskega kita DAKO REAL™
EnVision™ Detection System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (DAKO, kat. $t.
K5007).
Spiranje v izpiralnem pufru (TRIS-HCI-NaCl pufer s pH 7,5), 5 minut.
Inkubacija v delovni raztopini barvnega substrata s 3-diaminobenzidinom (DAB) pri
sobni temperaturi, 7 minut. Raztopino barvnega substrata smo pred uporabo pripravili
tako, da smo pufru iz kita (Substrate Buffer) dodali kromogen iz kita (DAB +
Chromogen) v razmerju 1 ml pufra in 20 pl kromogena.
Spiranje z destilirano vodo in kontrastiranje z Meyerjevim hematoksilinom 1 minuto.
Spiranje v puferirani fizioloski raztopini (PBS, angl. phosphate buffer saline) s pH 7,2
1 minuto.
Spiranje v tekoc¢i vodi 20 minut, dehidracija v naras¢ajoci vrsti alkoholov, bistrenje v

ksilolu in pokrivanje s sinteti¢éno smolo.

Pozitivno reakcijo pri imunohistokemi¢nem oznacevanju, kjer kot barvni substrat uporabimo

DAB, vidimo kot rjav reakcijski produkt. Jedra celic se po kontrastiranju s hematoksilinom

obarvajo nezno modro-Sivo.

3.4.1 Pozitivne in negativne kontrole pri imunohistokemi¢nem oznacevanju

Pri vsakem imunohistokemi¢nem oznacevanju smo uporabili pozitivno in negativno kontrolo.

Kot pozitivno kontrolo smo uporabili parafinske tkivne rezine MCT psa. Kot negativno
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kontrolo smo uporabili parafinsko tkivno rezino MCT psa, pri kateri smo v postopku
imunohistokemic¢nega oznaCevanja primarno protitelo nadomestili z razred¢ilom za protitelesa
(DAKO Cytomation Antibody Diluent, DAKO).

Ponovljivost imunohistokemicne reakcije smo kontrolirali tako, da smo v vsako serijo barvanja
vzorcev vkljucili tkivno rezino vzorca, ki je bil uspeSno oznacen v prejsnji seriji. Ponovljivost

reakcije smo ocenili subjektivno.

3.5 KRITERIJI ZA OCENJEVANIJE HISTOLOSKE STOPNJE MALIGNOSTI
MASTOCITOMOV

S patohistolosko preiskavo vzorcev MCT smo poleg postavitve diagnoze ocenili tudi histolosko
stopnjo malignosti po Patnaiuku in Kiupelu, tako kot je navedeno v pregledu literature (Patnaik
in sod., 1984; Kiupel in sod., 2011).

3.6 OCENA IMUNOHISTOKEMICNE REAKCIJE NA CD117 (c-kit) - VZOREC
KIT-BARVANJA

Imunohistokemi¢no reakcijo na CD117 smo ocenili na podlagi kriterijev, ki so jih opredelili
Kiupel in sod. (2004), in glede na te lo¢ili 3 vzorce barvanja:
— vzorec KlT-barvanja I, ¢e smo ugotovili pozitivno reakcijo na celiéni membrani
mastocitov in tumorskih celic,
— vzorec KlT-barvanja II, ¢e smo ugotovili fokalno zrnCasto pozitivno reakcijo V
citoplazmi tumorskih celic, in
— vzorec KlT-barvanja III, ¢e smo ugotovili difuzno moc¢no pozitivno reakcijo v

citoplazmi tumorskih celic (Kiupel in sod., 2004).

3.7 OCENA IMUNOHISTOKEMICNE REAKCIJE NA PD-1 IN PD-L1

V imunohistokemi¢no oznacenih vzorcih smo ocenili, da tumor izraza PD-1 ali PD-L1 v
primeru, ¢e smo ugotovili specifi¢en reakcijski produkt v tumorskih celicah. V primeru, da

reakcijskega produkta nismo ugotovili, smo ocenili, da MCT ne izraza antigena.
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V primeru izrazanja PD-1 ali PD-L1 smo zabelezili lokacijo in jakost imunohistokemi¢ne
reakcije. Pri doloCanju lokacije imunohistokemi¢ne reakcije smo lo¢ili med 3 tipi reakcij:
membransko, perinuklearno in difuzno citoplazemsko. Pri posameznem vzorcu smo za lokacijo
zabelezili prevladujo¢ tip reakcije. Jakost reakcije smo ocenili subjektivno glede na jakost

izrazanja reacijskega produkta v tumorskih celicah.

3.8 STATISTIKA

Podatke smo analizirali s komercialno dostopnim programskim orodjem Sigmastat (Systat
Software, Inc). Za opis osnovnih podatkov smo uporabili deskriptivno statistiko. S pomoc¢jo
Shapiro-Wilk testa smo ugotavljali normalno porazdelitev podatkov. S pomocjo Kaplan-
Meierjeve analiza prezivetja smo pridobili krivulje preZivetja pacientov. Cas prezivetja smo
dolocili od dneva postavitve patohistoloske diagnoze do dneva smrti zaradi MCT oziroma do
konca &asa opazovanja (24 mesecev). Zivali, ki so bile na koncu 3tudije $e vedno Zive, smo
obdrzali v raziskavi in smo jih v analizi prezivetja cenzorirali. Kot signifikantno smo dolo¢ili

vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI

V raziskavo smo vkljuéili 59 koznih MCT, ki so bili kirursko odstranjeni s 57 psov. Psi,
vkljuceni v raziskavo, so bili stari med 3 in 13 let, povprecna starost je bila 7 let in 11 mesecev.
Med psi je bilo 25 samic (2 nesterilizirani, 8 steriliziranih, 15 brez podatka), 22 samcev (1
nekastriran, 8 kastriranih, 13 brez podatka), medtem ko za 10 psov nimamo podatka o spolu.
Najpogosteje zastopane pasme so bile nemski bokser (11/57), mesanec (7/57), mops (6/57),
francoski buldog, Stafordshire terier in labradorec (3/57).

Tumorji so bili najpogosteje locirani na trupu in okonc¢inah (22/59), manj pogosto na glavi
(5/59), modniku (3/59), vratu, hrbtu in repu (1/59), medtem ko za 4 tumorje lokacija ni znana.
Tumorji so bili premera med 0,3 in 10 cm, s povpre¢nim premerom 1,75 cm.

Vecina, 47 psov, je imelo po 1 tumor, 6 jih je imelo 2 tumorja, za 4 podatek ni znan.

Ugotovili smo 5 primerov lokalne ponovitve bolezni in 5 primerov zasevkov. Histolosko smo
v Se enem primeru ugotovili zilno in limfno invazijo tumorskih celic ter 2 premetastatski
bezgavki, ki pa se niso odrazili s klini¢no zaznavnim zasevkom. Kot posledica MCT je poginilo

0z. bilo evtanaziranih 11 psov.

4.1 HISTOLOSKE STOPNJE MALIGNOSTI MCT

Glede na kriterije, ki so jih opisali Patnaik in sod. (1984) smo 18 (30,5 %) tumorjev ocenili kot
MCT histoloskega gradusa I, 27 (45,8 %) tumorjev kot MCT histoloskega gradusa Il in 14 (23,7
%) tumorjev kot MCT histoloskega gradusa III (Slika 3).

Glede na kriterije, ki so jih je opisali Kiupel in sod. (2011), smo 44 (74,6 %) tumorjev ocenili
kot MCT nizke stopnje malignosti in 15 (25,4 %) tumorjev kot MCT visoke stopnje malignosti.
Vsi MCT histoloskega gradusa I po Patnaiku so bili nizke stopnje malignosti po Kiupelu. 26
MCT histoloskega gradusa Il po Patnaiku je bilo nizke stopnje malignosti po Kiupelu in le 1
visoke stopnje malignosti. Vsi MCT histoloSkega gradusa III po Patnaiku so bili ocenjeni kot

MCT visoke stopnje malignosti po Kiupelu.
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Slika 3: MCT razli¢nih histolo§kih gradusov po Patnaiku. A. MCT histoloskega gradusa I. Dobro
diferencirane, okrogle, monomorfne tumorske celice z jasno vidnimi celicnimi mejami in obilico citoplazme. Jedra
tumorskih celic so okrogla in imajo po eno jedrce ali jedrce ni vidno. Mitoz ni. HE, x 400. B. MCT histoloskega
gradusa Il. Zmerno pleomorfne, okrogle do ovalne tumorske celice s pretezno izrazito granulirano citoplazmo.
Jedra so okrogla do vdrta z enim jedrcem. Posamezne celice imajo dve jedri. HE, x 400. C. MCT histoloskega
gradusa I1l. Gostoceli¢en tumor s celicami, ki so okrogle, ovalne ali vretenaste oblike ter mo¢no anizocitoti¢ne.
Citoplazma tumorskih celic je slabo granulirana. Jedra celic so okrogla do vdrta in vezikularna z enim ali ve¢
izrazitimi jedrci. Pogoste so dvojedrne celice in mitoze. HE, x 400. Merilo za A, B in C = 50 um.

Figure 3: MCTs of different histological grades of malignancy according to Patnaik grading system. A.
Grade | MCT. Well differentiated, round, monomorphic neoplastic cells with distinct borders and abundant
granular cytoplasm. Nuclei are round with a single nucleolus or the nucleoli are not visible. There are no mitotic
figures. HE, x 400. B. Grade Il MCT. Moderately pleomorphic, round to oval-shaped neoplastic cells with mostly
distinct granular cytoplasm. Nuclei are round to indented with single nucleoli. Single neoplastic cells have two
nuclei. HE, x 400. C. Grade 111 MCT. Highly cellular tumor with neoplastic cells thet are pleomorphic, round,
oval or spindle-shaped and severly anisocytotic. Cytoplasm of neoplastic cells is poorly granulated. Nuclei are
round to indented and vesicular, with one or more distinct nucleoli. Binucleated cells are common, as well as
mitotic figures. HE, x 400. Bar for A, B and C = 50 pum.

Lokalno ponovitev bolezni smo zabelezili pri 5,5 % MCT gradusa I, 7,4 % MCT gradusa Il in
14,3 % MCT gradusa Il po Patnaiku, oz. pri 6,8 % MCT nizke histoloske stopnje malignosti
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in 13,3 % MCT visoke histoloSke stopnje malignosti. Zasevke smo zabelezili pri 3,7 % MCT
gradusa Il in 28,6 % MCT gradusa Il po Patnaiku, 0z. 26,7 % MCT visoke histoloske stopnje
malignosti.

Neposredno zaradi MCT je poginilo oz. bilo evtanaziranih 7,4 % psov z MCT histoloskega
gradusa Il in 64,3 % psov z MCT histoloskega gradusa III (Tabela 2) 0z. 66,7 % psov z MCT
visoke histoloske stopnje malignosti (Tabela 3). Vsi psi z MCT gradusa | po Patnaiku so
preziveli ¢as opazovanja 24 mesecev.

Mediana ¢asa prezivetja psov z MCT gradusa I1I po Patnaiku oziroma visoke histoloske stopnje
malignosti je bila 5 mesecev. Povpreéen Cas prezivetja psov z MCT gradusa III je bil statisti¢no
znacilno kraj$i v primerjavi s ¢asom prezivetja psov z MCT gradusa | in 11 (p <0,001), kot tudi
pri psih z MCT visoke stopnje malignosti po Kiupelu v primerjavi s psi z MCT nizke stopnje
malignosti (p < 0,001) (Slika 4). Razlika v ¢asu prezivetja je bila statisti¢no znacilna tako za
pse z gradusom Il v primerjavi z gradusoma I in 1l (p < 0,001), kot tudi med psi z MCT z nizko

in visoko histolosko stopnjo malignosti (p < 0,001) (Slika 5).
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Tabela 2: Pogostost lokalne ponovitve bolezni, zasevkov in smrtnosti zaradi MCT pri razli¢nih histolo$kih
gradusih MCT po Patnaiku. V posameznem stolpcu je navedeno S$tevilo primerov z dolo¢eno klini¢no
znacilnostjo od vseh primerov MCT dolocenega gradusa.

Table 2: The frequency of local recurrence, metastases and mortality due to MCT of different histological
grades of malignancy according to Patnaik system. Each column represents the number of cases with a specific
clinical characteristic out of all MCT with a particular histological grade.

Klini¢na znacilnost MCT G | MCT G I MCT G 1l

Lokalna ponovitev bolezni 1/18 (5,5 %) 2127 (7,4 %) 2/14 (14,3 %)
Zasevek 0/18 (0 %) 1/27 (3,7 %) 4/14 (28,6 %)
Pogin zaradi MCT 0/18 (0 %) 2127 (7,4 %) 9/14 (64,3 %)

G I: gradus | po Patnaiku, G II: gradus Il po Patnaiku, G I11: gradus Il po Patnaiku

10 Gradus |
I - * - *—®CGradus ||
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Slika 4. Kaplan-Meierjeva krivulja preZivetja za pse z MCT razli¢nih histoloskih gradusov malignosti po
Pataiku.
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Figure 4. Kaplan-Meier survival plot for dogs with MCT of different histologic grades of malignancy
according to Patnaik grading system.

Tabela 3: Pogostost lokalne ponovitve bolezni, zasevkov in smrtnosti zaradi MCT pri MCT nizke in visoke
stopnje malignosti po Kiupelu. V posameznem stolpcu je navedeno $tevilo primerov z dolo¢eno klini¢no
znacilnostjo od vseh primerov MCT dolocene stopnje malignosti.

Table 3: The frequency of local recurrence, metastases and mortality due to MCT in MCT of low and high
grade of malignancy according to Kiupel system. Each column represents the number of cases with a specific
clinical characteristic out of all MCT with a particular histological grade.

Klini¢na znacilnost MCT nizke MCT visoke

stopnje malignosti  stopnje malignosti

Lokalna ponovitev bolezni 3/44 (6,8 %) 2/15 (13,3 %)
Zasevek 1/44 (2,3 %) 4/15 (26,7 %)
Pogin zaradi MCT 1/44 (2,3 %) 10/15 (66,7 %
19 L_—e—e—e—e————e—e Kiupel - nizka stopnja
0,8
o 06—
)
o
0,4 |
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Slika 5. Kaplan-Meierjeva krivulja preZivetja za pse z MCT nizkega in visokega histoloskega gradusa
malignosti po Kiupelu.

Figure 5. Kaplan-Meier survival plot for dogs with MCT of low and high histologic grades of malignancy
according to Kiupel grading system.
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4.2 IMUNOHISTOKEMICNO IZRAZANJE ANTIGENA CD117 (c-kit) - VZOREC
KIT-BARVANJA

Najpogostejsi je bil vzorec KIT-barvanja I, ki smo ga ugotovili pri 36 MCT, vzorec KIT-

barvanja Il in vzorec KIT-barvanja 11 pa smo ugotovili pri po 11 MCT (Slika 6).

Slika 6: Vzorci KIT-barvanja. A. MCT z vzorcem KIT-barvanja I. Pozitivna imunohistokemi¢na reakcija na
celi¢nih membranah tumorskih celic v MCT. B. MCT z vzorcem KIT-barvanja Il. Fokalna zrn¢asta pozitivna
imunohistokemi¢na reakcija v citoplazmi tumorskih celic. C. MCT z vzorcem KIT-barvanja I11. Difuzna mo¢na
pozitivna imunohistokemiéna reakcija v citoplazmi tumorskih celic. Imunohistokemicno barvanje s poliklonskim
protitelesom proti ¢loveskemu CD 117 (DAKO), kontrastirano s hematoksilinom, X 400. Merilo za A, Bin C =
50 um.

Figure 6: KIT-staining patterns. A. MCT with KIT-staining pattern 1. Membrane-associated
immunohistochemical staining of neoplastic cells. B. MCT with KIT-staining pattern Il. Focal or stippled
immunohistochemical cytoplasmic staining of neoplastic cells. C. MCT with KIT-staining pattern Ill. Intense
diffuse immunohistochemical cytoplasmic staining of neoplastic cells. Immunohistochemical staining with
polyclonal antibody against human CD 117 (DAKO), counterstained with haematoxylin, x 400. Bar for A, B and
C =50 pum.
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Vzorec KlT-barvanja I je izrazalo 83,3 % MCT histoloskega gradusa I in 77,8 % MCT
histoloSkega gradusa II. Vzorec KIT-barvanja Il so izrazali 3 MCT histoloskega gradusa I (16,7
%) ter po 4 MCT histoloskih gradusov II (14,8 %) in III (20,8 %).

Vzorec KIT-barvanja III je izrazalo 9 MCT histoloskega gradusa III po Patnaiku (69,2 %) oz.
10 MCT visoke stopnje malignosti po Kiupelu (71,4 %) ter 2 MCT histoloskega gradusa II (7,4
%) po Patnaiku 0z. 1 MCT nizke stopnje malignosti po Kiupelu (Tabela 4).

Lokalno ponovitev bolezni smo zabelezili pri 2 (5,6 %) MCT z vzorcem KIT-barvanja I, 2 (18,2
%) MCT z vzorcem KlIT-barvanja Il in 1 (9,1 %) MCT z vzorcem KIT-barvanja Ill. Zasevke
smo zabelezili pri 1 (2,8 %) MCT z vzorcem barvanja KIT-1, 1 (9,1 %) MCT z vzorcem
barvanja KIT-II in 3 (27,3 %) MCT z vzorcem barvanja KIT-I11. Neposredno zaradi MCT je
poginilo oz. bilo evtanaziranih 1 (2,8 %) (KIT-1), 3 (27,3 %) (KIT-I1) in 7 (63,6 %) (KIT-111)
psov (Slika 7).
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Tabela 4: Pogostost razli¢nih vzorcev KIT-barvanja pri MCT razli¢nih histoloskih stopenj malignosti po
Patnaiku in Kiupelu ter pogostost lokalne ponovitve bolezni, zasevkov in smrtnost zaradi MCT pri razli¢nih
vzorcih KlIT-barvanja. V posameznem stolpcu je navedeno Stevilo primerov z dologeno kliniéno-patolosko
znacéilnostjo od vseh primerov MCT z dolo¢enim vzorcem KIT-barvanja.

Table 4: Frequency of KIT-staining patterns in MCT of different histological grades of malignancy
according to Patnaik and Kiupel system, and the frequency of local recurrence, metastases and mortality
due to MCT in different KIT-staining patterns. Each column represents the number of cases with a specific
clinico-pathological characteristic out of all MCT with a particular KIT-staining pattern.

Klini¢no-patoloska znacilnost

Vzorec KIT-

barvanja I

Vzorec KIT-

barvanja Il

Vzorec KIT-

barvanja Il

MCT histoloskega gradusa I

MCT histoloskega gradusa II

MCT histoloskega gradusa I11

15/18 (83,3 %)

21/27 (77,8 %)

0/13 (0 %)

3/18 (16,7 %)

4127 (14,8 %)

4113 (30,8 %)

0/18 (0 %)

2/27 (7,4 %)

9/13 (69,2 %)

MCT nizke stopnje malignosti

MCT visoke stopnje malignosti

36/44 (81,8 %)

0/13 (0 %)

7/44 (15,9 %)

4114 (28,6 %)

1/44 (2,3 %)

10/14 (71,4 %)

Lokalna ponovitev bolezni

Zasevki

Pogin zaradi MCT

2136 (5,6 %)

1/36 (2,8 %)

1/36 (2,8 %)

2/11 (18,2 %)

1/11 (9,1 %)

3/11 (27,3 %)

1/11 (9,1 %)

3/11 (27,3 %)

7/11 (63,6 %)
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Slika 7. Kaplan-Meierjeva krivulja preZivetja za pse z MCT z razli¢nimi vzorci KIT-barvanja.

Figure 7. Kaplan-Meier survival plot for dogs with different KIT-staining patterns.

4.3 IMUNOHISTOKEMICNO IZRAZANJE ANTIGENA PD-1

Izrazanje antigena PD-1 smo ugotovili pri skupno 32/59 MCT (54,2 %). Antigen PD-1 je
izrazalo 11/18 (61,1 %) MCT histoloskega gradusa I, 17/27 (63,0 %) MCT histoloSkega gradusa
Il in 4/14 (28,6 %) MCT histoloskega gradusa III, oz. 17/44 (38,6 %) MCT nizke stopnje
malignosti in 5/15 (33,3 %) MCT visoke stopnje malignosti (Tabela 5).

Izrazanje antigen PD-1 smo ugotovili v tumorskih celicah v treh razli¢nih vzorcih barvanja:
difuzna citoplazemska reakcija, reakcija na povrsini celicne membrane (membranska) in
perinuklearna reakcija. V nekaterin MCT smo ugotovili kombinacijo dveh razli¢nih vzorcev
barvanj (Slika 8). Vzorec barvanja ni bil v korelaciji s histolosko stopnjo malignosti.

Lokalno ponovitev bolezni smo zabelezili pri 9,4 % MCT, ki so izrazali PD-1, oz. pri 7,4 %
MCT, ki niso izrazali PD-1. Zasevke smo zabeleZili pri 3,1 % psov z MCT, ki so izrazali PD-
1, 0z. 14,8 % psov z MCT, ki niso izrazali PD-1. Zaradi MCT je poginilo 9,4 % psov z MCT,
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ki so izrazali PD-1, oz. 25,0 % psov z MCT, ki niso izrazali PD-1. Razlika v ¢asu preZivetja je
bila statisti¢no znacilna med skupinama psov, katerih MCT so izrazali PD-1 in tistimi, ki tega

antigena niso izrazali (p < 0,05) (Slika 9).

Slika 8. Vzorci imunohistokemi¢nega izraZanja PD-1. A. Perinuklearna reakcija. B. Reakcija na povrSini
celiéne membrane (membranska). C. Mo¢na difuzna citoplazemska reakcija. Imunohistokemic¢no barvanje s
poliklonskim protitelesom proti ¢loveskemu PD-1 (Invitrogen), kontrastirano s hematoksilinom, X 400. Merilo za
A, BinC=50pum.

Figure 8. Different patterns of PD-1 expression. A. Perinuclear reaction. B. Reaction on the cellular
membrane (membranous). C. Intense diffuse cytoplasmic reaction. Immunohistochemical staining with
polyclonal antibody against human CD-1 (Invitrogen), conterstained with haematoxylin, x 400. Bar for A, B and
C =50 um.
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Slika 9. Kaplan-Meierjeva krivulja preZivetja za pse z MCT, ki so izrazali/niso izrazali PD-1.

Figure 9. Kaplan-Meier survival plot for dogs with MCTs that expressed/not expressed PD-1.

4.4 IMUNOHISTOKEMICNO IZRAZANJE ANTIGENA PD-L1

Izrazanje antigena PD-L1 smo ugotovili pri 15/42 preiskanih MCT (35,7 %): 3/14 (21,4 %)
MCT histoloskega gradusa I, 8/19 (42,1 %) MCT histoloskega gradusa I1 in 4/9 (44,4 %) MCT
histoloSkega gradusa IIT 0z. 11/33 (33,3 %) MCT nizke stopnje malignosti in 4/9 (44,4 %) MCT

visoke stopnje malignosti (Tabela 5).
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Tabela 5: Pogostost izrazanja PD-1 in PD-L1 v MCT razli¢nih histoloskih stopenj malignosti po Patnaiku
in Kiupelu. V posameznem stolpcu je navedeno §tevilo MCT, ki so izrazali antigen, od vseh primerov MCT
doloc¢ene stopnje malignosti.

Table 5: Frequency of PD-1 and PD-L1 expression in MCT of different histological grades of malignancy
according to Patnaik and Kiupel system. Each column represents the number of MCTs expressing PD-1/PD-L1
out of all cases of MCT of a particular histological grade of malignancy.

Histoloska stopnja malignosti Izrazanje PD-1 Izrazanje PD-L1
MCT histoloskega gradusa I 11/18 (61,1 %) 3/14 (21,4 %)
MCT histoloskega gradusa II 17/27 (63,0 %) 8/19 (42,1 %)
MCT histoloskega gradusa II1 4/14 (28,6 %) 4/9 (44,4 %)
MCT nizke stopnje malignosti 17/44 (38,6 %) 11/33 (33,3 %)
MCT visoke stopnje malignosti 5/15 (33,3 %) 4/9 (44,4 %)

Antigen PD-L1 so izrazale tumorske celice, v njih smo ugotovili difuzno citoplazemsko
reakcijo, Ki je bila v nekaterih tumorjih blaga, v drugih pa moc¢na (Slika 10).
MCT gradusa I in II so izrazali blago ali mo¢no imunohistokemi¢no reakcijo, medtem ko so vsi

MCT gradusa III izraZali mo¢no imunohistokemicno reakcijo.
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Slika 10. Imunohistokemi¢no izrazanje PD-L1 v MCT. A. Sibka citoplazemska reakcija. B. Mo&na
citoplazemska reakcija. Imunohistokemicno barvanje s poliklonskim protitelesom proti ¢loveskemu PD-L1
(Biorbyt), kontrastirano s hematoksilinom, X 400. Merilo za A in B = 50 pum.

Figure 10. Immunohistochemical expression of PD-L1 in MCT. A. Weak cytoplasmic reaction. B. Intense
diffuse cytoplasmic reaction. Immunohistochemical staining with polyclonal antibody against human PD-L1
(Biorbyt), conterstained with haematoxylin, x 400. Bar for A and B = 50 pum.

Lokalno ponovitev bolezni smo zabelezili pri 13,3 % MCT, ki so izrazali PD-L1, oz. pri 11,5
% MCT, Ki niso izrazali PD-L1. Zasevke smo zabelezili pri 13,3 % psov z MCT, Ki so izrazali
PD-L1, oz. 7,4 % psov z MCT, ki niso izrazali PD-L1. Zaradi MCT je poginilo 13,3 % psov z
MCT, ki so izrazali PD-L1 in 22,2 % psov z MCT, ki niso izrazali PD-L1 (Tabela 6, Slika 11).
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Tabela

6: Pogostost lokalne ponovitve bolezni, zasevkov in smrtnosti zaradi MCT glede na

izraZzanje/neizraZanje antigena PD-1 in PD-L1. V posameznem stolpcu je navedeno $tevilo primerov MCT z
doloc¢eno klini¢no znacilnostjo, ki so izrazali/niso izrazali antigena od vseh primerov MCT, ki so izrazali/niso

izrazali antigena.

Table 6: Frequency of local recurrence, metastases and mortality due to MCT with respect to the
expression/non-expression of PD-1 and PD-L1. Each column represents the number of cases of MCTs with a
specific clinical characteristic that expressed / did not expres the antigens out of all cases of MCTs that expressed/

did not expressed the antigen.

Znacilnost Izrazanje
PD-1
Ponovitev bolezni 3/32
(9,4 %)
Zasevki 1/32
(3,1 %)
Pogin zaradi MCT 3/32

(9,4 %)

NeizrazZanje

PD-1
2127
(7,4 %)

4127
(14,8 %)

8/32
(25,0 %)

Izrazanje

PD-L1
2/15
(13,3 %)

2/15
(13,3 %)

2/15
(13,3 %)

NeizrazZanje

PD-L1
327
(11,5 %)

2/27
(7,4 %)

6/27
(22,2 %)
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Slika 11. Kaplan-Meierjeva krivulja prezivetja za pse z MCT, Ki so izraZali/niso izrazali PD-L1.

Figure 11. Kaplan-Meier survival plot for dogs with MCTs that expressed/not expressed PD-L1.
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5 RAZPRAVA

Glavni cilji nase raziskave so bili primerjati napovedno vrednost tristopenjskega Patnaikovega
in dvostopenjskega Kiupelovega sistema gradiranja pasjih MCT ter prouciti uporabnost vzorca
KIT-barvanja kot napovednega dejavnika za MCT. Poleg tega smo zeleli pridobiti podatke o
izrazanju PD-1 in PD-L1 v MCT razli¢nih histoloskih stopenj malignosti in raziskati povezavo
med izrazanjem navedenih celicnih oznaCevalcev ter ponovitvijo bolezni in casom prezivetja
psov, da bi ocenili, ali je izrazanje PD-1 in PD-L1 v MCT uporabno za napoved poteka bolezni.
V raziskavo smo vkljuéili skupno 59 MCT, ki so bili odstranjeni pri 57 psih. Povpre¢na starost
psov, najpogosteje zastopane pasme, lokacija in Stevilo tumorjev ter priblizno enakomerna
zastopanost samic in samcev v nasi raziskavi so skladni s podatki, ki jih navajajo drugi avtorji
(Welle in sod., 2008; Blackwood in sod., 2012; London in Thamm, 2013; Stefanello in sod.,
2015). Vecina MCT, ki so povzrocili smrt psa, je bilo lociranih na okonc¢inah ali trupu, ki ne
veljata za prognosti¢no neugodni lokaciji (Welle in sod., 2008; London in Thamm, 2013). Po
literaturnih podatkih med anatomske lokacije, ki so povezane s slabSo prognozo, spadajo ustna
votlina, podrocje pod kremplji, perinealno podrocje, mukokutani prehodi, modnik in prepucij,
ingvinalno podroc¢je in smréek (Welle in sod., 2008; London in Thamm, 2013). V naSo
raziskavo smo vkljucili 4 tumorje s teh podrocij, od tega 3 na modniku in 1 na mukokutanem
prehodu (ustnici). Od treh psov z MCT na modniku je po nasih podatkih zaradi MCT poginil
eden, dva pa sta bila brez znakov ponovitve bolezni 24 mesecev po postavitvi diagnoze.
Zanimivo je, da je pri psu, pri katerem je prislo do zasevanja MCT z modnika v pljuca, Slo za
tumor nizke histoloske stopnje malignosti oz. histoloSkega gradusa II. To se sklada z
literaturnimi podatki, ki MCT modnika opisujejo kot agresivnejSega ne glede na histolosko
stopnjo malignosti (London in Thamm, 2013). V nasi raziskavi je bil zgolj en tumor lociran na
mukokutanem prehodu (ustnica), ki zaradi domnevno agresivnej$e narave tumorja po mnenju
nekaterih avtorjev velja za prognosti¢no neugodno lokacijo (Welle in sod., 2008; London in
Thamm, 2013). Po mnenju drugih avtorjev je slabsa prognoza MCT na tej lokacijah lahko
posledica tezav pri izvedbi ustrezne (dovolj radikalne) kirurske terapije (Blackwood in sod.,
2012). Pes je zaradi MCT ustnice sicer poginil, vendar je bil MCT v tem primeru histoloskega
gradusa III, ki je prognosticno mnogo neugodnejsi ne glede na lokacijo (Patnaik in sod., 1984;

Welle in sod., 2008), zato vpliv lokacije v tem primeru tezko ocenimo.
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Metastatski potencial MCT ni znan in je odvisen od narave tumorja (Welle in sod., 2008).
Stefanello in sod. (2015) v raziskavi s 386 MCT porocajo o 18,7 % zasevanju, medtem ko je v
nasi raziskavi zasevalo 8,5 % MCT. Poudariti je treba, da je bil v naso raziskavo vkljucen
relativno visok delez MCT histoloskega gradusa I po Patnaiku (30,5 %) v primerjavi z raziskavo

Stefanella in sod. (13,5 %), kar pomeni, da rezultati niso povsem primerljivi.

5.1 HISTOLOSKA STOPNJA MALIGNOSTI IN KORELACIJA S KLINICNIMI
ZNACILNOSTMI

HistoloSka stopnja malignosti je najpomembnejs$i samostojni napovedni dejavnik pri pasjih
MCT (Blackwood in sod., 2012). Tudi v nasi raziskavi se je izkazala kot pomemben napovedani
dejavnik, saj so vsi psi z MCT histoloskega gradusa I razen enega (MCT na modniku), oz. z
MCT nizke stopnje malignosti preziveli ve¢ kot 24 mesecev, medtem ko je veina zivali s
histoloSkim gradusom III/visoko stopnjo malignosti poginila zaradi MCT v 1 do 17 mesecih po
postavitvi diagnoze (mediana 5 mesecev). Po podatkih Patnaika in sod. (1984) je 93 % psov z
MCT gradusa I prezivelo ve¢ kot 1500 dni, medtem, ko je to obdobje prezivelo le 47 % psov z
MCT gradusa II in samo 6 % psov z MCT gradusa III. V nasi raziskavi je ve¢ kot 24 mesecev
preZivelo 100 % Zivali z MCT gradusa I, 81 % Zivali z MCT gradusa I in 8 % z MCT gradusa
II1. V raziskavi Kiupela in sod. (2011) je bil mediani ¢as prezivetja psov z MCT visoke stopnje
malignosti manj kot 4 mesece, za pse z MCT nizke stopnje malignosti pa ve¢ kot 2 leti, kar je
primerljivo z nasimi rezultati.

Kljub temu da je Patnaikov sistem Se vedno zlati standard za napoved poteka bolezni pri psih z
MCT, ima dolocene pomanjkljivosti. Med najvecjimi pomanjkljivostmi sta dejstvi, da po teh
kriterijih prevliadujejo MCT gradusa II, ki imajo zelo raznoliko biolosko obnasanje, ter da se
med razli€nimi ocenjevalci pojavljajo velike razlike v ocenah. V raziskavi Patnaika in sod.
(1984) je kar 56 % MCT gradusa II povzrocilo smrt psov, v drugih raziskavah je bil ta delez
bistveno manjsi, npr. 27 % pri Kiupelu in sod. (2011) oz. 23 % pri Vascellarijevi in sod. (2013).
Najverjetneje je vzrok za tako velike razlike med tumorji gradusa Il subjektivnost pri
ocenjevanju histoloSkega gradusa po Patnaiku. Namre¢, v svoji raziskavi so Northrup in sod.
(2005) ugotovili, da nekatere MCT razli¢ni patologi lahko ocenijo z razli¢nimi gradusi. Kot
mozne vzroke za tako velike razlike v ocenah navajajo razlike v objavljenih sistemih gradiranja,

heterogenost tumorjev (nekateri MCT lahko izrazajo znacilnosti ve¢ kot enega histoloskega
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gradusa) in subjektivnost patologov pri uporabi kriterijev (Northrup in sod., 2005). Poleg tega
pa glede na kriterije Patnaika in sod. nekateri MCT, kljub temu da so bioloSko agresivni, nimajo
dovolj visokega Stevila mitoz in so zato ocenjeni z niZjim histoloskim gradusom malignosti, ker
ne izpolnjujejo navedenih kriterijev za oceno gradusa Il (Northrup in sod., 2005; Kiupel in
sod., 2011).

V nasi raziskavi je bil delez MCT histoloskega gradusa II, ki so povzrocili smrt, bistveno nizji,
samo 7,4 % - dejansko sta samo dva tumorja od skupno 27 povzrocila smrt pacienta. Eden od
njiju je bil MCT, ki je bil po Kiupelu ocenjen z visoko stopnjo malignosti, drugi pa MCT na
prognosti¢no neugodni anatomski lokaciji, modniku. Iz navedenih rezultatov izhaja, da se
velika vec¢ina MCT, ocenjenih z gradusom II (92,6 %), bioloSko ni obnasala drugace kot MCT
histoloskega gradusa I.

Vendar pa niti Patnaikov, niti Kiupelov sistem klasifikacije MCT v nasi raziskavi nista uspela
napovedati lokalne ponovitve bolezni. Ve¢ kot polovica primerov, ki so se lokalno ponovili
(3/5 0z. 60 %), je bilo namre€ nizke stopnje malignosti oz. histoloskih gradusov I ali II. Tumorji
so se ponovili kljub temu, da so bili, sode€ po histolosko dolo€enih robovih, odstranjeni v celoti.
HistoloSka stopnja malignosti namre¢ ne uposteva nekaterih drugih prognosticno pomembnih
dejavnikov, kot je recimo anatomska lokacija tumorja. V nasi raziskavi se je npr. kot
prognosti¢no zelo neugoden (zasevki v pljucih in smrt zivali 7 mesecev po postavitvi diagnoze)
izkazal MCT modnika, ki je bil ne le po Patnaikovem, pa¢ pa tudi po Kiupelovem sistemu
ocenjen kot nizke stopnje malignosti. Tudi Stefanello in sod. (2015) ugotavljajo, da zgolj
histoloska stopnja malignosti ni dovolj za natan¢no napovedovanje poteka bolezni, pac pa nanj
vpliva tudi klini¢ni stadij bolezni. Eno od moznih pojasnil bi lahko bilo to, da so tumorji nizke
stopnje malignosti, pri katerih je priSlo do lokalne ponovitve bolezni, imeli visji proliferativni
indeks, ki naj bi bil eden od dejavnikov za napoved lokalne ponovitve bolezni (Seguin in sod.,
2006).

Na podlagi nasih podatkov lahko trdimo, da je Kiupelov sistem gradiranja natan¢neje predvidel
prognosti¢no neugodnejse primere MCT in ima boljSo napovedno vrednost v primerjavi s
Patnaikovim sistemom. S pomocjo Kiupelovega sistema lahko bistveno natan¢neje predvidimo,
kateri od MCT, ki po Patnaikovem sistemu sodijo v “sivo cono” gradusa II, se bo obnasal

biolosko bolj agresivno in kateri od tumorjev dejansko sodijo v nizjo stopnjo malignosti.
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5.2 IZRAZANJE ANTIGENA CD117 (c-kit) IN KORELACIJA S KLINICNIMI
ZNACILNOSTMI

Po podatkih nekaterih avtorjev (Kiupel in sod., 2004; Preziosi in sod., 2004a; Horta in sod.,
2018) je vzorec KIT-barvanja v MCT, s katerim prikazemo izrazanje KIT receptorja, povezan
z lokalno ponovitvijo bolezni in ¢asom prezivetja. Vzorec KIT-barvanja I, pri katerem se
pozitivna rekacija ugotovi na celi¢ni membrani, je povezan z redkejSimi lokalnimi ponovitvami,
redkejSimi oddaljenimi zasevki in daljSim ¢asom prezivetja, medtem ko sta zrncasta (vzorec
KIT-barvanja Il) in difuzna citoplazemska reakcija (vzorec KIT-barvanja IllI) povezana s
pogostejSimi lokalnimi ponovitvami, pogostejSimi oddaljenimi zasevki in kraj§im ¢asom
prezivetja (Kiupel in sod., 2004). Ve¢ina MCT v na$i raziskavi je izrazala vzorec KIT-barvanja
I. Rezultati se nekoliko razlikujejo od raziskave Kiupela in sod. (2004), pri kateri je bilo
ugotovljeno prevladovanje vzorcev KlT-barvanja | in Il (43 oz. 44 %). Razlog za to je
najverjetneje v razlicnih delezih MCT posameznih histoloskih gradusov, ki so bili vkljuceni v
raziskavo: 30,5 % MCT gradusa I, 45,8 % MCT gradusa II, 23,7 % MCT gradusa III v nasi
raziskavi v primerjavi s 17 % MCT gradusa I, 72 % MCT gradusa Il in 11 % MCT gradusa |11
v raziskavi Kiupela in sod. Po pri¢akovanju je vec¢ina MCT gradusa I/nizke stopnje malignosti
v nasi raziskavi izrazala vzorec KIT-barvanja I in noben od MCT gradusa Ill/visoke stopnje
malignosti ni izrazal tega vzorca.

Zanimivo pa je izrazito prevladovanje vzorca KIT-barvanja I pri MCT histoloskega gradusa II,
kar je najverejetneje povezano s tem, da je bila ve€ina teh MCT dejansko nizke stopnje
malignosti in s tem Se dodatno potrjuje nase ugotovitve o benignem bioloSkem obnasanju
vecéine tumorjev gradusa II. Ti rezultati niso povsem v skladu z rezultati nekaterih predhodnih
raziskav, namre¢ Gil da Costa in sod. (2007) porofajo o enakomerni razporeditvi
membranskega in citoplazemskega vzorca KIT-barvanja pri MCT histoloskega gradusa II, pri
¢emer je membranski vzorec ustrezal vzorcu KIT I, citoplazemski pa vzorcema KIT Il in KIT
I

Podatki o korelaciji razporeditve vzorca KlT-barvanja s histolosko stopnjo malignosti po
Kiupelu so v trenutno dostopni literaturi zelo skopi. Ce primerjamo razporeditev KIT vzorca v
nasi raziskavi s histoloSko stopnjo malignosti dolo¢eno po Kiupelu, ugotovimo, da ve¢ina MCT
nizke histoloske stopnje malignosti izraza vzorec KIT I, vecina MCT visoke histoloSke stopnje

malignosti pa vzorec KIT III. Medtem ko noben MCT visoke histoloSke stopnje malignosti ni
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izrazal vzorca KIT I, je en MCT nizke histoloske stopnje malignosti izrazal vzorec KIT III. Pes
je v tem primeru prezivel 24 mesecev brez lokalne ponovitve bolezni ali zasevkov.

Podobno kot histoloski gradus je vzorec KIT-barvanja III v nasi raziskavi izrazito povezan z
umrljivostjo zaradi MCT. Zanimivo je, da je bilo kar 63,6 % poginov zaradi MCT v skupini
zivali z MCT z vzorcem KIT III, kar je bistveno ve¢ kot poro¢ajo drugi avtorji (npr. 38,5 %
Kiupel in sod. (2004)). Podatki glede pogina pacientov z vzorcema KIT I in Il pa so primerljivi
z rezultati drugih avtorjev. Podobno kot Kiupel in sod. (2004) v nasi raziskavi ugotavljamo tudi
vecjo verjetnost zasevanja MCT s KIT vzorci II in III, vendar je pogostost zasevanja pri nasih
pacientih nizja (18,1 % v primerjavi z 32,1). Eden od razlogov za to je verjetno v visji splosni
stopnji zasevanja MCT v raziskavi Kiupela in sod. (2004) (24,0 %), v primerjavi z naso
raziskavo (8,5 %). Omenjena raziskava kot vkljucitveni kriterij za MCT namre¢ ne navaja
popolnosti kirurske ekscizije, kar je najverjetneje vplivalo na vecjo pogostost zasevanja.
Povezave med vzorcem KIT in lokalno ponovitvijo bolezni nismo uspeli dokazati, kar se delno
sklada z ugotovitvijo raziskave Coste Casagrande in sod. (2015), ki niso ugotovili povezave
med vzorcem KIT in ponovitvijo bolezni oz. poginom zaradi MCT. Vendar pa omenjena
raziskava tudi ni ugotovila povezave med vzorcem KIT in histoloskim gradusom MCT. V
raziskavi smo imeli tudi en primer MCT na modniku s histoloskim gradusom Il/nizke stopnje
malignosti in vzorcem KIT-barvanja I, pri katerem je prislo do zasevanja v pljuca in pogina
zaradi MCT, kar dokazuje, da tudi vzorec KIT-barvanja I ne izkljuCuje primerov s slabso
prognozo, kar nakazuje na potrebo po uporabi Se drugih napovednih dejavnikov za natan¢nejSe
napovedovanje poteka bolezni.

Na podlagi nasih podatkov lahko zaklju¢imo, da je vzorec KIT-barvanja uporaben napovedni

dejavnik za Cas prezivetja psov z MCT in korelira s histoloSko stopnjo malignosti MCT.

5.3 IZRAZANJE ANTIGENOV PD-1 IN PD-L1 IN KORELACIJA S KLINICNIMI
ZNACILNOSTMI

Izrazanje PD-L1 je bilo predhodno Ze dokazano na posameznih primerih Stevilnih vrst tumorjev
psov (Maekawa in sod., 2014; Maekawa in sod., 2016; Shosu in sod., 2016), vendar pa vecja
raziskava na eni vrsti tumorja doslej Se ni bila opravljena. Maekawa in sod. (2016) so med

drugim dokazali izrazanje PD-L1 v MCT, vendar so v raziskavo vkljucili le 5 MCT
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histoloskega gradusa III, medtem ko Shosu in sod. (2016) histoloskega gradusa 13 MCT,
vkljucenih v svojo raziskavo, niso dolo¢ili.

Podatki o izrazanju antigena PD-1 pri MCT psov so v trenutno dostopni literaturi precej skopi;
medtem ko Maekawa in sod. (2014, 2016) izrazanja antigena PD-1 v tumorskih celicah MCT
niso preiskovali, so Shosu in sod. (2016) dokazali izrazanje PD-1 v 50 % (2/4) MCT.

Po na$ih podatkih je nasa raziskava prva, ki opisuje izrazanje antigena PD-1 in PD-L1 na
vecjem Stevilu pasjih MCT in njuno izrazanje primerja s histoloskim gradusom ter klini¢nim
potekom bolezni.

Izrazanje antigena PD-1 smo ugotovili v 54,2 % preiskanih vzorcev MCT, kar je primerljivo z
ugotovitvami Shosa in sod. (2016), pri cemer pa je treba poudariti, da je bil na§ vzorec tumorjev
bistveno vedji (59 preiskanih vzorcev v nasi raziskavi v primerjavi s 4 tumorji v raziskavi Shosu
in sod.). Pomembna razlika je tudi, da so Shosu in sod. (2016) izrazanje PD-1 v MCT dokazali
z metodo pretocne citometrije, ki je s staliS¢a morebitne kasnejSe uporabe v rutinski diagnostiki
tehni¢no bolj zapletena, tezje dostopna in drazja, ¢eprav natancnej$a, medtem ko smo v nasi
raziskavi uporabili imunohistokemi¢no barvanje.

Shosu in sod. (2016) porocanjo o 84,6 % (11/13) izrazanju PD-L1, Mekawa in sod. (2016) pa
so izrazanje ugotovili v 3/5 (60 %) MCT histoloSkega gradusa III, medtem, ko smo v naSi
raziskavi izrazanje PD-L1 ugotovili le v 35,7 % MCT razli¢nih gradusov. Dokaj velike razlike
v rezultatih bi lahko bile deloma posledica razlik v zastopanosti posameznih histoloSkih
gradusov MCT. V nasi raziskavi smo namre¢ ugotovili pogostejSe izrazanje antigena PD-L1
pri MCT histoloskih gradusov II in III. Mekawa in sod. (2016) so vkljucili le MCT gradusa III,
medtem ko Shosu in sod. (2016) v svojih rezultatih sploh niso navedli histoloSkih gradusov 13
MCT, vkljucenih v svojo raziskavo.

Drugi mozni vzroki za razlike so lahko tudi uporabljena metoda (pretocna citometrija v
primerjavi z imunohistokemi¢no metodo) ali uporaba razlicnih primarnih protiteleles za
imunohistokemi¢no oznacevanje. Mekawa in sod. (2016) so v svoji raziskavi namre¢ uporabili
primarno protitelo lastne izdelave, ki je usmerjeno proti pasjemu PD-L1, medtem ko smo v nasi
raziskavi uporabili poliklonsko protitelo usmerjeno proti ¢loveskemu PD-L1, ker primarno
protitelo proti pasjemu PD-L1 trenutno $e ni komercialno dostopno.

Na osnovi rezultatov nase raziskave lahko potrdimo, da lahko pasji kozni MCT izrazajo tako
PD-1, kot PD-L1 ali kombinacijo obeh antigenov. Dokaz izrazanja PD-1 in PD-L1 v pasjih

MCT bi v prihodnosti lahko predstavljal dodaten kriterij za izbor nacina zdravljenja.
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V humani onkologiji namre¢ Ze obstajajo imunoterapevtska zdravila (nivolumab,
pembrolizumab), usmerjena proti osi PD-1/PD-L, ki predstavljajo enega od pristopov k
zdravljenju nekaterih napredovalih oblik malignih obolenj, kot so nedrobnoceli¢ni rak pljuc,
karcinom ledvi¢nih celic in melanom (Brahmer in sod., 2012).

Zdravil, usmerjenih proti osi PD-1/PD-L1, v veterinarski medicini trenutno $e ni na voljo,
vendar bi v prihodnosti lahko predstavljala eno od terapevtskih moznosti tudi za pasje MCT.
Imunoterapija, usmerjena proti osi PD-1/PD-L1, bi bila zlasti uporabna za neresektabilne,
biolosko agresivne pasje MCT ali MCT, ki so na lokacijah, kjer je kirur§ka odstranitev z dovolj
Sirokim varnostnim robom tezka, in ki Se vedno ostajajo velik terapevtski izziv. Maekawa in
sod. (2017) porocajo o pilotnem poskusu zdravljenja sedmih psov z oralnim malignim
melanomom in dveh psov z nediferenciranim sarkomom z monoklonalnim protitelesom proti
PD-L1. Oc¢iten antitumorski u¢inek zdravila so zabelezili pri enem primeru vsakega tumorja,
medtem ko nezelenih u¢inkov ni bilo.

V naSem primeru bi bilo kar 10 % pacientov primernih kandidatov za tovrstno zdravljenje, ¢e
upoSevamo kriterij, da tumor izraza PD-1 in/ali PD-L1 in je istoasno na anatomski
prognosti¢no neugodni lokaciji (mukokutani prehodi, modnik) oziroma je na lokaciji, kjer je
ustrezna resekcija povezana z zelo invazivnim posegom (npr. amputacija okonlin, velike
rekonstrukcije).

Raziskave, ki bi ocenila napovedno vrednost izrazanja PD-1 in PD-L1 v veterinarski medicini,
po nasih podatkih trenutno ni. V humani medicini Stevilni avtorji izrazanje PD-1 in PD-L1 v
tumorjih opisujejo kot negativni napovedni dejavnik (Thompson in sod., 2006; Nomi in sod.,
2007; Karim in sod., 2009, Maruse in sod., 2018). Smrtnost zaradi MCT je bila v nasi raziskavi
statisti¢no znacilno pogostejsa pri psih z MCT, ki niso izrazali antigena PD-1. Do smrti zaradi
MCT je prislo pri 25 % psov z MCT, ki niso izrazali PD-1, in 22,2 % psov z MCT, ki niso
izrazali PD-L1, zato v nasprotju s pri¢akovanji ugotavljamo, da izraZzanje antigenov PD-1 in
PD-L1 pomeni bolj$o prognozo pri psih z MCT. Trenutno izrazanje PD-L1 v tumorskih celicah
razumemo kot eno od poti pobega imunskemu odzivu, saj privablja imuno-inhibitorne
limfocite, ki izrazajo PD-1 (Darb-Esfahani in sod., 2015). Vendar $tevilni avtorji podobno
ugotavljajo ugodnejSo prognozo pri razliénih tumorjih ljudi, ki izrazajo PD-L1 (seroznemu
karcinomu jajénika, melanomu, nekaterih oblikah nedrobnoceli¢nega raka plju¢) (Darb-
Esfahani in sod., 2015; Kluger in sod., 2015; Schmidt in sod., 2015), kar morda nakazuje na
razlicno vlogo PD-1/PD-L1 v razliénih tumorjih. Darb-Esfahanijeva in sod. (2015)
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predpostavljajo, da je ugodnejsa prognoza pri tumorjih, ki izrazajo PD-L1, lahko povezana z
aktivnej$im imunskim odgovorom V teh tumorjih. Povezava med izrazanjem PD-L1 in vecjo
gostoto TIL, ki jo v svoji raziskavi opisujejo Klugerjeva in sod. (2015), to hipotezo podpira.
PD-L1 sicer velja za imunosupresivno molekulo, vendar pa njeno izrazanje ne pomeni nujno
imunskega pobega tumorja, temve¢ je lahko tudi znak potekajoCega proti-tumorskega
imunskega odgovora, ki vkljucuje sintezo interferona-y in drugih vnetnih dejavnikov (Taube in
sod., 2012). Izrazanje PD-L1 namre¢ stimulirajo limfociti T z izloCanjem interferona-y, zato
imajo pacienti z visoko gostoto TIL v tumorjih, Ki izrazajo PD-L1, verjetno ucinkovitejsi
imunski odziv oz. nadzor (Dong in sod., 2002).

Darb-Esfahanijeva in sod. (2015) opisujejo tudi vpliv kombinacije izrazanja PD-1 in PD-L1 na
prezivetje pacientk s seroznim karcinomom jajcnikov, pri cemer je bilo prezivetje najdaljSe pri
dvojno-pozitivnih tumorjih. Podobnega mi nismo uspeli dokazati, smo pa v nasi raziskavi
ugotovili, da je bilo kar 6 tumorjev, ki so povzro¢ili smrt psa, dvojno-negativnih. Med njimi je
bil tudi edini tumor, ki je bil ocenjen kot gradus 11/nizke stopnje malignosti in je povzro¢il smrt
psa. Izrazanje PD-1/PD-L1 bi tako morda lahko predstavljal dodatni napovedni dejavnik za
napoved poteka bolezni pri psih, podobno kot pri Stevilnih tumorjih ljudi. Za potrditev teze je

potrebna raziskava na ve¢jem vzorcu MCT zlasti nizke stopnje malignosti.
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6 SKLEPI

1. Prezivetje psov s koznimi MCT je povezano s histolosko stopnjo malignosti, pri ¢emer
ima Kiupelov dvostopenjski sistem vecjo napovedno vrednost kot Patnaikov
tristopenjski sistem.

2. Vzorec KIT-barvanja je uporaben napovedni dejavnik za ¢as preZivetja psov z
koznimi MCT.

3. Vzorec KIT-barvanja korelira s histolosko stopnjo malignosti koznih MCT, MCT
nizke stopnje malignosti prevladujoce izrazajo vzorec KIT-barvanja | in MCT visoke
stopnje malignosti ne izrazajo tovrstnega vzorca.

4. Nekateri kozni MCT psov izrazajo PD-1 in PD-L1.

5. Psi z koznimi MCT, ki ne izrazajo PD-1, imajo statisticno znacilno krajsi as
prezivetja, kot tisti, katerih MCT izrazajo PD-1.

6. Izrazanje PD-L1 v koznih MCT ni statisticno povezano s Casom prezivetja psov.
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