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MORFOLOSKE SPREMEMBE MEMBRANE KRVNIH CELIC POD VPLIVOM
ANORGANSKIH NANODELCEV IN MASTOCITOMA PRI PSIH

Izvlecek

Kljuéne besede: Celicna membrana — patofiziologija; neoplazme; mastocitom; celi¢ni
mikrodelci — metabolizem; nanodelci — analize; sistemi za dajanje zdravil — metode; eritrocitna
membrana — ucinki zdravil; plazma, bogata s trombociti — uinki zdravil; cinkov oksid — kemija;

titanium — kemija; fosfolipidi; mikroskopija elektronska, vrsti¢na; psi

V doktorski nalogi smo proucevali vpliv anorganskih nanodelcev (ND) in prisotnosti
najpogostejSega koznega tumorskega obolenja, mastocitoma (MCT) pri psih na morfoloske
spremembe membrane celic. Proucevali smo ucinek ND titanijevega dioksida (TiO2) in
cinkovega oksida (ZnO) na obliko pasjih eritrocitov, trombocitov in orjaskih fosfolipidnih
mehur¢kov (OFM). Ugotovili smo, da ND ZnO po 1 uri inkubacije aktivirajo trombocite in
povzrocijo pokanje OFM, ne vplivajo pa na obliko eritrocitov, medtem ko ND TiO2 po 1 uri
inkubacije nimajo ucinka na obliko eritrocitov, trombocitov in OFM. Rezultati kazejo, da bi
lahko bili ND ZnO potencialno protrombogeni in bi celo lahko povzrocali pokanje celicne
membrane. Razli¢na patoloska stanja vplivajo na morfoloSke spremembe celicne membrane,
kar se odraza tudi v njenem brstenju in odcepljanju veziklov (mikrovezikulaciji) v okolno
raztopino. Zato smo proucevali vpliv MCT pri 13 psih na Stevilsko koncentracijo mikroveziklov
(MV) v izolatih periferne krvi. Osem zdravih psov smo vkljucili v kontrolno skupino. Ugotovili
smo, da je bila povprecna Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi psov z MCT
statisti¢no znacilno visja kot pri zdravih psih. Visja Stevilska koncentracija MV je bila povezana
z vi§jo histoloSko oceno malignosti, vi§jim proliferacijskim indeksom Ki-67 in citoplazemskim
vzorcem KIT-barvanja. Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi med in po
zdravljenju se je pri vecini bolnikov znizala v primerjavi s koncentracijo pred zdravljenjem ne
glede na izbrani nagin zdravljenja. Stevilska koncentracija trombocitov ni korelirala s stopnjo
malignosti in rezultati zdravljenja. Dobljeni rezultati potrjujejo vpliv novotvorb na morfoloske

spremembe membrane celic in posledi¢no vecjo vezikulabilnost in vi§jo koncentracijo MV.
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THE MORPHOLOGIC CHANGES OF BLOOD CELL MEMBRANES DUE TO THE
EFFECT OF INORGANIC NANOPARTICLES AND CANINE MAST CELL TUMOUR

Abstract

Key words: Cell membrane — physiopathology; neoplasms; mastocytoma; cell-derived
microparticles — metabolism; nanoparticles — analysis; drug delivery systems — methods;
erythrocyte membrane — drug effects; platelet-rich plasma — drug effects; zinc oxide —

chemistry; titanium — chemistry; phospholipids; microscopy, electron, scanning; dogs

The objective of this thesis was to evaluate the influence of inorganic nanoparticles (NPs) and
the presence of the most common malignant skin tumour, mast cell tumour (MCT) in dogs on
the morphological changes of cell membranes. We studied the effect of titanium dioxide (TiO3)
and zinc oxide (ZnO) NPs on the shape of canine red blood cells, platelets and giant
phospholipid vesicles (GPVs). We found that ZnO NPs activated platelets and caused bursting
of GPVs after 1 hour of incubation, but did not affect the shape of red blood cells, while TiO»
NPs had no effect on the shape of red blood cells, platelets or GPVs after 1 hour of incubation.
The results show that ZnO NPs are potentially prothrombogenic and may cause bursting of cell
membranes. Various pathological conditions elicit morphological changes of cell membranes,
which also reflects in budding of the cell membranes and the release of vesicles
(microvesiculation) into the surrounding solution. Therefore, we studied the effect of MCT in
13 dogs on the concentration of microvesicles (MVs) in isolates from peripheral blood. Eight
healthy dogs were used as the control group. We found that the average concentration of MVs
in isolates from peripheral blood of dogs with MCT was significantly higher than in healthy
dogs. A higher concentration of MVs was associated with a higher histological grade of
malignancy, a higher proliferative index Ki-67 and a cytoplasmic KIT-staining pattern. In most
patients, the concentration of M Vs in isolates from peripheral blood decreased during and after
treatment compared to the concentrations before treatment, regardless of the selected type of
treatment. The concentration of platelets did not correlate with the grade of malignancy and the
treatment results. The obtained results confirm the impact of neoplasms on the morphological
changes of cell membranes, which results in greater vesiculability and a higher concentration

of MV.
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1 UVvOD

Osnovni gradnik celi¢ne membrane je fosfolipidni dvosloj, sestavljen iz ve¢ vrst fosfolipidnih
molekul. V fosfolipidni dvosloj so vgrajene razlicne vecje molekule, kot so na primer
glikoproteini in glikolipidi, zaradi Cesar debelina membrane evkariotskih celic variira od 6—10
nm (Lodish in Rothman, 1979). Holesterol se poveze v fosfolipidni dvosloj in poveca stabilnost
celicne membrane. Membranske sestavine so ve¢ ali manj prosto gibljive lateralno po
membrani, lahko pa tudi med seboj interagirajo — povezejo se v funkcionalne enote, ki jim
pravimo membranski rafti (Ikonen in Simons, 1998). Membranski rafti so heterogene,
dinamicne strukture, bogate s holesterolom in sfingolipidi in sluzijo kot signalne platforme
(Ikonen in Simons, 1998). Lateralno gibanje membranskih sestavin vpliva na interakcijo med
njimi in s tem na nastanek membranskih raftov, na oblikovanje medceli¢nih stikov in interakcijo
med receptorji in ligandi (Heidemann, 2013). Snovi prehajajo skozi membrano na razli¢ne
nacine kot na primer s pasivnim transportom (difuzija), z aktivnim transportom in endocitozo,
odvisno od tipa celic in lastnosti snovi, ki prehajajo (Heidemann, 2013). Celicna membrana
SCiti celice pred zunanjim okoljem, obenem pa zaradi dinami¢ne narave lahko spreminja
kemijske in fizikalne lastnosti glede na mikrookolje, v katerem se nahaja. Lateralna gibljivost
sestavin daje celi¢éni membrani lastnosti dvodimenzionalne teko€ine, zato so jo v okviru modela
poimenovali teko¢i mozaik (Singer in Nicolson, 1972), ta model pa je bil kasneje dopolnjen z
vkljucitvijo membranskih raftov (Brown in London, 1998; Simons in Ikonen, 2000), lokalno
ukrivljenost pa so povezali z lokalno sestavo membrane. Za Studij medsebojne odvisnosti
sestave in oblike membrane so primerni sistemi, pri katerih energija membrane prispeva
bistveni del k energiji sistema. Taka sistema sta na primer eritrocit, pri katerem je citoskelet
omejen na tanko plast pod fosfolipidnim dvoslojem, in fosfolipidni mehuréek. Oba sistema
nimata notranje strukture in se zato lastnosti membrane in njihove spremembe odrazajo na
spremembi oblike celotnega sistema. Eritrociti in fosfolipidni mehurcki so tudi dovolj veliki,
da jih lahko direktno in v realnem casu opazujemo z opti¢nim mikroskopom. Zato so bile na
teh dveh sistemih opravljene Studije, ki so pokazale, da pod vplivom razli¢nih dejavnikov, ki
vplivajo na povrSino in prostornino fosfolipidnih mehurckov ter na razliko med povrSinama
obeh slojev membrane, fosfolipidni mehurcki zavzamejo razlicne oblike (Sakashita in sod.,
2012). Nekatere od teh oblik (diskocitno in stomatocitno, pa tudi nekatere druge) so opazili tudi

pri eritrocitih (Canham, 1970). Nadalje so opazili, da so bili posebej mo¢ni ucinki vgrajevanja
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amfifilnih molekul v membrano eritrocitov (Hégerstrand in Isomaa, 1992). Te so povzrocile
brstenje membrane, ki je privedlo do odcepljanja brstov od materinske membrane (Hagerstrand
in Isomaa, 1992). Pojav so poimenovali mikrovezikulacija membrane in predstavlja ekstremno
spremembo morfologije celice (eritrocita). Brstenje in vezikulacijo so ob dodajanju uc¢inkovin
opazili tudi pri fosfolipidnih mehurckih (Mav¢ic in sod., 2004, Urbanija in sod., 2007), vendar
so bili brsti v tem primeru vecinoma manj Stevilni in vecji (Urbanija in sod. 2007). Celi¢ne
mikrovezikle je mogoce izolirati iz krvi in dolociti njihovo Stevilo, kar je posredni kazatelj za
lastnosti celiénih membran in sprememb njihovih oblik. Model teko¢ega mozaika pa opisuje
membrano, ki ni mo¢no ukrivljena, kot je na primer v membranskih mikro- in nanostrukturah.
Pri obravnavanju membranskih nanostruktur se je izkazalo, da je struktura njenih sestavin in
njena lateralna porazdelitev tista, ki doloCa lokalno ukrivljenost membrane; zaradi tega ima
membrana lastnosti dvodimenzionalnega tekocega kristala, kar je pomembno tudi pri brstenju
membrane in doloca obliko veziklov, ki jih celica v kon¢ni fazi brstenja odpusti v okolico
(Kralj-Igli¢, 2012).

Na lastnosti celicne membrane in njeno vezikulabilnost tako lahko vpliva sestava okolne
raztopine in s tem razli¢ne ucinkovine, ki jih v telo vnesemo, kot na primer nanodelci (ND).
Membranski mikrovezikli (MV) lahko nastajajo v telesu tudi zaradi patoloskih procesov, kot
so npr. tumorji.

Uporaba ND v zadnjih dveh desetletjih naglo narasca v vseh gospodarskih panogah, predvsem
zaradi njihovih edinstvenih lastnosti v primerjavi z ve¢jimi delci enake kemijske sestave.

ND so predvsem zaradi trdnosti, opti¢nih, fotokataliti¢nih in drugih sposobnosti aplikativni za
proizvodnjo materialov z izboljSanimi lastnostmi v kemiji, kozmetiki, optiki, robotiki,
gradbeniStvu, proizvodnji hrane, tekstila, Se posebej pa v terapevtske in diagnosticne
medicinske namene, pri ¢emer se ND vnaSa v telo, tudi neposredno v Zilo (Manivasagam in
sod., 2010; Naahidi in sod., 2013; Viet Long in sod., 2014). Zaradi vsakodnevne uporabe ND
in neposrednega stika Zivali in ljudi z ND je njihov dolgoro¢ni vpliv na zdravje zelo pomemben
(Colvin in sod., 2003; Iavicoli in sod., 2011). Razumevanje vpliva ND na bioloske sisteme,
zlasti na celi¢no membrano, je klju¢no za varno uporabo nanomaterialov, predvsem tistih, ki se
posredno ali neposredno vnasajo v telo.

Na lastnosti celiéne membrane in vezikulabilnost vpliva patolosko stanje organizma. MV so
celi¢ni fragmenti, obdani s celicno membrano, ki nastajajo v zadnji fazi brstenja membran vseh

celi¢nih tipov. Njihova sestava odraza sestavo mati¢ne celice, iz katere izvirajo. Brstenje MV



M. Simundié: Morfoloske spremembe membrane krvnih ... anorganskih nanodelcev in mastocitoma pri psih. 18
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

je fizioloski fenomen in se bolj izraza pri aktivnih celicah, pri celicah, ki so izpostavljene
Skodljivim dejavnikom, apoptoti¢nih in tumorskih celicah (Ratajczak, 2006; Ratajczak in sod.,
2006; Muralidharan-Chari, 2010; Yanez-Mo in sod., 2015). Glede na nacin nastanka obstajajo
vsaj trije tipi MV, ki jih imenujemo ektosomi, eksosomi in apoptotska telesca (Lee in sod.,
2011). MV lahko pridejo v telesne tekocine (kri, limfo, cerebrospinalno tekocino, urin idr.) in
predstavljajo mehanizem medceli¢ne komunikacije. V interakcijo MV in oddaljene celice je
vkljuc¢enih ve¢ mehanizmov: MV lahko neposredno stimulirajo ciljne celice (npr. z izrazenimi
rastnimi faktorji ali bioaktivnimi lipidi), prenesejo lahko na celicno membrano vezane ligande
receptorjev ali pa prenesejo v celico cele organele, kuzne delce, prione in genetski material
(Ratajczak, 2006; Ratajczak in sod., 2006). MV, ki vsebujejo prokoagulantne, rastne,
regulatorne in onkogene molekule, lahko le-te z interakcijo prenesejo na netransformirane
stromalne, endotelijske celice in vnetne infiltrate celic. S tem pripomorejo k invaziji tumorja,
angiogenezi, metastaziranju in rezistenci na zdravila (Lee in sod., 2011). Raziskave kazejo, da
je povisana Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi humanih onkoloskih bolnikov
(Kim in sod., 2003; JanS$a in sod., 2008). Prav zaradi teh lastnosti so MV, ki so bili zaradi svoje
majhnosti dolgo spregledani in poimenovani kot trombocitni prah, zadnja leta predmet Stevilnih
intenzivnih raziskav. MV so zaradi svojega diagnosti¢nega potenciala kot biomarkerji in
napovedni dejavniki razvoja in zdravljenja novotvorb zanimivi tako v humani kot tudi v
veterinarski medicini.

Mastocitom (angl. mast cell tumor, MCT) je najpogostejsi tumor koze pri psih (16-21 %)
(Finnie in Bostock, 1979; Bostock, 1986), ki kljub patohistoloSkim in imunohistokemi¢nim
klasifikacijam zaradi svojega izjemno spremenljivega bioloSkega obnasanja Se vedno
predstavlja izziv v napovedi poteka obolenja in izida zdravljenja.

V doktorski nalogi smo obravnavali vplive razlicnih dejavnikov na lastnosti bioloskih
membran, ki so se odrazile v spremembah njihove oblike. Obliko eritrocitov in trombocitov
smo opazovali z mikroskopom, indirektno (preko koncentracije MV v izolatih) pa smo
ugotavljali vecje vplive, ki privedejo do mikrovezikulacije. Pri orjaskih fosfolipidnih
mehurckih (OFM) smo ugotavljali samo vecje vplive, ki privedejo do njihovega pokanja.
Zeleli smo ugotoviti in vitro vpliv ND TiO2 in ZnO na morfoloske spremembe membrane
eritrocitov in trombocitov. Opazovanje vpliva teh ND na OFM smo omejili na merjenje

njihovega Stevila. Ugotavljali smo torej, ali so ND povzrocili pokanje membran OFM.
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Lastnosti membran celic smo proucevali tudi z merjenjem Stevilske koncentracije MV pri psih.

Zanimalo nas je predvsem, kaksen je vpliv MCT na morfoloske spremembe membrane celic in

s tem na vezikulabilnost njihovih membran.

Z nalogo smo Zzeleli preiskusiti MV kot dodatni napovedni biomarker za doloCanje stopnje

malignosti, napredovanja bolezni in ugotavljanje uspesnosti zdravljenja MCT.

1.1

NAMEN RAZISKAVE IN HIPOTEZE

Osrednji namen doktorskega dela je bil prispevek k boljSemu razumevanju mehanizma

morfoloskih sprememb membrane krvnih celic pod vplivom ND in MCT pri psih. Doktorsko

nalogo smo razdelili na dva dela:

a.

Namen prvega dela je bil raziskati interakcije ND z bioloskimi in umetnimi
fosfolipidnimi membranami. Proucevali smo vpliv ND TiO2 in ZnO na membrane
eritrocitov in trombocitov ter na umetne membrane.

V drugem delu doktorske naloge smo zeleli preveriti, ali lahko na lastnosti bioloskih
membran vpliva patolosko stanje organizma. Za ta namen smo kot model izbrali
tumorsko obolenje pri psih, pri katerem zaradi u€inkov tumorja prihaja do razli¢nih
odstopanj v homeostazi tako v mikrookolju tumorja kot tudi sistemsko na drugih
organskih sistemih. Ugotavljali smo, ali sta Stevilski koncentraciji MV in trombocitov
pri psth z MCT vi§ji v primerjavi z zdravimi psi in ali so odstopanja povezana s stopnjo
malignosti ter klini¢no stopnjo bolezni. Z namenom ovrednotenja uporabnosti Stevilske
koncentracije MV in trombocitov za ugotavljanje odgovora na zdravljenje oziroma
napredovanje bolezni smo omenjene parametre pri pacientih spremljali tudi med in po
zdravljenju in ugotavljali, ali gre za korelacijo med Stevilsko koncentracijo MV in

trombocitov z napredovano boleznijo.

Hipoteze, ki smo jih preverjali, so:

1.

Anorganski ND vplivajo na ukrivljenost membrane krvnih celic (eritrocitov in
trombocitov) in njihove medsebojne interakcije.

Anorganski ND vplivajo na lastnosti fosfolipidnih membran.

Stevilski koncentraciji MV in trombocitov sta v krvi psov z MCT vigji kot pri zdravih

psih in povezani s histolosko stopnjo malignosti MCT.
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2 PREGLED LITERATURE

2.1 ANORGANSKI NANODELCI

2.1.1 Lastnosti in uporaba nanodelcev

Anorganski nanodelci (ND) nastajajo v naravnem okolju, predvsem v procesih erozije in
vulkanskih izbruhov, lahko pa so stranski proizvod izgorevanja biomase in goriv, ali pa so
nacrtno narejeni in uporabljeni v razli¢nih tehnoloskih procesih. ND so Siroko zastopani v
razlicnih gospodarskih panogah zaradi edinstvenih termic¢nih, mehanic¢nih, elektriénih in
opticnih sposobnosti. Vsestransko so uporabni predvsem zaradi majhnosti, saj imajo vsaj eno
dimenzijo manjSo od 100 nm, in velike reaktivne povrSine, kar omogoca nove fizikalne in
kemicne lastnosti, boljSo prehodnost v celice, vecjo kataliticno in bioloSko aktivnost
(Oberdorster in sod., 2005). Prav zaradi teh lastnosti so ND nepogresljivi tudi v medicini in
farmaciji, kjer se uporabljajo za ciljano dostavo zdravil in genov, raziskave
deoksiribonukleinske kisline (angl. deoxyribonucleic acid, DNA), zdravljenje tumorjev,
slikovne preiskave z MRI, implantante, kot fluorescen¢ni oznacevalci, idr. (Wolfram in sod.,
2015; Baeza in sod., 2016).

Narascajoca uporaba ND v vsakdanjem Zivljenju v hrani, oblekah, kozmetiki, son¢nih kremah,
medicini, farmaciji idr. postavlja vse ve¢ vprasanj glede njihovega vpliva na zdravje ljudi in
zivali (Reijnders, 2012). MoZne poti vnosa v telo so preko: dihalnih poti (Yeates in Mauderly,
2001), oralno preko prebavil (Bockmann in sod., 2000), preko kozZe, lahko pa jih v organizem
vnesemo nacrtno v terapevtske ali diagnosti¢ne namene (Yallapu in sod., 2010; Naseroleslami
in sod., 2016).

Na biolosko reaktivnost ND vplivajo njihove specificne lastnosti, kot so: velikost, oblika,
povrsinski naboj, kemijska sestava, sposobnost odtapljanja ionov iz ND in potencialna
agregacija/aglomeracija nanomateriala, ki je odvisna od ionske moci raztopine in lahko
spremeni efektivno velikost delcev za ve¢ velikostnih razredov (Borm in sod., 2006; Albanese
in Chan, 2011; Yong in sod., 2013, Lin in sod., 2014; Shang in sod., 2014; Pastrello in sod.,
2016).
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2.1.2 Bioloska reaktivnost nanodelcev

2.1.2.1 Interakcija nanodelcev in celicne membrane in vitro

Ob cedalje obseznejsi uporabi ND v medicinske in farmacevtske namene, kjer prihaja do
neposrednega stika ND s celicami organizma, je razumevanje interakcij ND na celi¢ne
membrane velikega pomena. Mnogi avtorji zakljucujejo, da prve interakcije med ND in
celicami potekajo na celi¢nih membranah (Leroueil in sod., 2007; Verma in Stellacci, 2010;
Chen in Bothun, 2014) ne glede na to, kako so bile izpostavljene ND (Banaszak-Holl, 2008).
Na spremembo morfologije celiéne membrane in njeno stabilnost vplivajo tako biokemicni kot
fizikalni dejavniki (Elsaesser in Howard, 2012).

Interakcije med povrsino ND in lipidnim dvoslojem so kompleksen pojav, pri katerem lahko
sodelujejo van der Waalsove, elektrostaticne, hidrofobne, hidrofilne in protruzijske sile. ND se
lahko adsorbirajo na membrane in povzrocijo prerazporeditev v lipidnem dvosloju (Wang in
sod., 2008; Yu in Granick, 2009), na destabilizacijo membrane lahko delujejo preko
oksidoredukcijskih procesov, ali pa je u¢inek ND na membrano posledica odtapljanja ionov
(Hong in sod., 2006; Wang in sod., 2008; Xia in sod., 2011). ND se na membrano lahko
adsorbirajo in povzro€ijo lokalno ukrivljenost (Wang in sod., 2008; Chen in Bothun, 2011),
lahko pa s formacijo por, tanjSanjem membrane in lipidno peroksidacijo zmanjSajo njeno
integriteto (Mecke in sod., 2005; Hong in sod., 2006; Ginzburg in Balijepalli, 2007; Leroueil
in sod., 2008; Moghadam in sod., 2012; Li in Malmstadt, 2013).

ND lahko povzrocijo apoptozo celice (Park in sod., 2008), lahko pa se vezejo na plazemske

proteine, kar bistveno vpliva na njihovo interakcijo s celicami (Ruh in sod., 2012).

2.1.2.2 Nanodelci in proteinska korona

ND po vstopu v biolosko okolje pridejo v stik s Stevilnimi biomolekulami, sestavljenimi iz
proteinov, lipidov in sladkorjev, raztopljenimi v telesnih tekoc¢inah. Proteinska korona je izraz,
ki pomeni oplas¢anje ND s proteini (Cedervall in sod., 2007; Lundqvist in sod., 2008), vendar
se na povrSino ND ne vezejo le proteini, temve¢ tudi lipidi in sladkorji. OplaSc¢eni ND
spremenijo fizikalno-kemicne lastnosti in dobijo novo identiteto (Monopoli in sod. 2012). Za

nastanek proteinske korone sta razen biomolekul in vrste, velikosti in naboja ND pomembna


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341906
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bothun%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24341906

M. Simundié: Morfoloske spremembe membrane krvnih ... anorganskih nanodelcev in mastocitoma pri psih.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

22

tudi Casovna izpostavitev ND biomolekulam v telesni tekocini in razmerje med fiziolosko
tekocino in ND. Interakcije proteinske korone z bioloskimi sistemi so kompleksne in e predmet

intenzivnih raziskav (Lee in sod., 2014; Docter in sod., 2015, Grife in sod., 2016).

2.1.2.3 Nanotoksi¢nost

Z vstopom ND v telo se ti lahko preko krvnega obtoka zanesejo po celem organizmu. Skrb
vzbujajo¢i so Stevilni rezultati raziskav, ki kazejo na citotoksi¢ne, genotoksi¢ne in
imunotoksi¢ne ucinke ND na celice (Huang in sod., 2009; Setyawati in sod., 2013; Farrera in
Fadeel, 2015).

Toksi¢en ucinek nanodelcev, ki ima za posledico nastanek okvar v celicah, genomu in
delovanju imunskega sistema, naj bi bil posledica povecanega sproS¢anja reaktivnih kisikovih
zvrsti (RKZ), ki inducirajo oksidativni stres, v katerem tvorba reaktivnih kisikovih zvrsti
prevlada nad antioksidativno obrambo celice (Khanna in sod., 2015).

Vpliv ND na imunski sistem je lahko zelo raznolik, saj ND lahko delujejo v organizmu kot
adjuvansi (spodbujevalci imunskega sistema) ali hapteni, kar pomeni, da vplivajo na povisano
sproscanje Stevilnih citokinov ter sprememb prenosa signalov, aktivacije komplementarnega
sistema, celiCnega in humoralnega vnetnega odgovora in v nekaterih primerih zavirajo
delovanje imunskega sistema. Organizem se na prisotnost ND lahko odzove na razli¢ne nacine:
lahko odstrani ND kot tujke, razvije poviSano obcutljivost za njihovo prisotnost ali pa razvije
vnetno ali avtoimuno bolezen (Kononenko in sod., 2015; Ilinskaya in Dobrovolskaia, 2016).
Mehanizem nastanka okvare dedne zasnove in nastanka novotvorb, naj bi bil prav tako
posledica povecanega sproscanja reaktivnih kisikovih zvrsti (RKZ), saj prosti radikali in lipidna
peroksidacija povzro¢ijo poskodbe DNA, spremenjeno izrazanje genov ter vplivajo na potek
vnetnega odgovora (Jaeger in sod., 2012; Fu in sod., 2014). Poroc¢ajo pa tudi o neposrednem

vplivu ND na genski material (Toyooka in sod., 2012).
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2.1.3 Vpliv nanodelcev na eritrocite in trombocite

Ker se ND prenasajo do organov in celic po krvnem obtoku, so klju¢nega pomena raziskave
njihovega vpliva na krvne celice. Vsi tipi krvnih celic opravljajo Stevilne funcije, npr. aktivni
in pasivni transport snovi do tar¢nih tkiv, zanje je znacilno ohranjanje ionskega in elektri¢nega
gradienta in homeostaze, hkrati pa imajo znacilno celicno membrano in so zato ustrezen
modelni sistem za raziskave vpliva ND in vitro (Suwalsky in sod., 2009). Zaradi narascajoce
uporabe ND, tudi v medicinske namene, je vse ve€ raziskav namenjenih vplivu ND na eritrocite
in trombocite. Eritrociti so bikonkavne geometrije, ki lahko zaradi viskoelasti¢nosti in glede na
zunanje sile, spremenijo obliko celice, med tem ko so trombociti diskoidne oblike in zato
imenovani tudi plos¢ice. Studije poroéajo o vplivu ND na spremenjeno obliko membrane
eritrocitov, zaradi Cesar lahko membrana izgubi viskoelastine sposobosti in pride do
morfoloskih sprememb eritrocitov ter do nastanka sferocitov, ehinocitov, stomocitov, idr ter
nenazadnje do hemolize (Mocan, 2013; Kozelskaya in sod., 2016). ND lahko aktivirajo
trombocite in spremenijo morfolosko obliko celice iz plos€ice v okrogloliko celico s
protruzijami (Simundi¢ in sod., 2013), ki se lahko posledi¢no agregirajo (Samuel in sod., 2015;
Frohlich 2016). NasStetih je ve¢ mehanizmov vpliva ND na membrano eritrocitov in
trombocitov in sicer, da: ND poskodujejo membrano eritrocitov in trombocitov tako, da se na
membrano celic vezejo zaradi elektrostaticne interakcije, saj je membrana negativno nabita in
zato privlaci pozitivno nabite ND, ki lahko povzrocijo hemolizo eritrocitov (Kozelskaya in sod.,
2016) in aktivacijo ter agregacijo trombocitov (Ziemba in sod., 2012). Kot drugi vzrok za
morfoloske spremembe eritrocitov pod vplivom ND navajajo spros¢anje RKZ iz lipidov
membrane eritrocitov, ki poSkodujejo membrano eritrocitov (Nel in sod., 2009; Asharani in
sod., 2010; Huang in sod., 2016) in trombocitov, kjer RKZ, povzrocijo aktivacijo trombocitov
ter posledicno njihovo agregacijo, s Cimer se poveca tveganje za nastanek tromboembolij
(Vermeylen in sod., 2005; Shannahan in sod., 2012, Ilinskaya in Dobrovolskaia, 2013; Nemmar
in sod., 2015). Nadalje opisujejo, da lahko zaradi hidrofobne interakcije med ND in celicno
membrano pride do morfoloSkih sprememb in razpok v membrani eritrocitov in poSkodbe celice
(Kozelskaya in sod., 2016) ter do aktivacije trombocitov (Miyamoto in sod., 1990). ND lahko
v eritrocitu povzrocijo spremembe na citoskeletu ter tako vplivajo na morfoloske spremembe
eritrocitov (Diakowski in sod., 2006), navajajo pa tudi, da do sprememb citoskeleta pride lahko

zaradi konfiguracijske spremembe membranskega proteina band 3 (Gimsa in Ried, 1995). Deb
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in sodelavci (2011) so s fluorescinskim oznacevalcem prikazali prisotnost ND na granulah
trombocitov in opisujejo moznost, da bi ND v trombocitu povzrocili aktivacijo le-tega (Deb in

sod., 2011).

2.1.4 Anorganski nanodelci, uporabljeni v doktorski nalogi

2.1.4.1 Nanodelci titanijevega dioksida

ND TiOz2 lahko najdemo v Stevilnih produktih: v Sportnih oblekah, plastiki, steklu, fasadah,
papirju, hrani, prisotni so v farmaciji, v kozmeti¢ni industriji in v drugih gospodarskih panogah
(Fujishima in sod., 2008; Shi in sod., 2013). ND TiO2 se v najvecji meri proizvajajo kot prah
bele barve in brez vonja. Letna poraba tega materiala je okrog 4 milijone ton (Ortlieb, 2010).
Zaradi izredne kemijske stabilnosti in fotokataliticnosti so bili ND TiOz2 prvotno uporabljeni v
samodistilnih povrSinah, na katere so nanesli ND TiO2, ki so ob obsevanju sprosc¢ali proste
radikale, razgrajevalce polutantov. Zaradi fotokataliticnega ucinka so ND TiO2 vse bolj
zastopani tudi v medicini, predvsem v onkologiji, kjer se uporabljajo pri fotodinami¢ni terapiji
tumorjev (Vinardell in Montserrat, 2015). Stopnja toksi¢nosti ND TiOz2 je manjSa v primerjavi
z drugimi anorganskimi ND, saj so toplotno in kemijsko stabilni in slabo topni v tekocinah

(Hahn in sod., 2012).

2.1.4.2 Nanodelci cinkovega oksida

ND ZnO so zaradi fotokatalitiénih in drugih fizikalno-kemi¢nih lastnosti eni izmed
najpogosteje uporabljanih ND v proizvodnji keramike, barv, hrane, kozmetike, predvsem
son¢nih krem in zobnih past ter lasne kozmetike (Osmond in McCall, 2010). V porastu je
uporaba ND ZnO za medicinske namene, kjer prihaja do neposrednega stika med ND ZnO in
telesom. Nove Studije potrjujejo uporabnost ND ZnO pri zdravljenju diabetesa (Kitture in sod.,
2015), prenosu zdravil do tar¢nih celic (Tripathy in sod., 2015), za onkoloSke namene pa
predvsem pri fotodinami¢ni terapiji (Sadjadpour in sod., 2016).

Toksicnost ND ZnO je pogojena z indukcijo oksidativnega stresa in odtapljanjem Zn ionov
(Brunner in sod., 2006; Xia in sod., 2011) ter neposrednim stikom med ND in celicami

(Premanathan in sod., 2011).
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22 MASTOCITOM

2.2.1 Mastociti

Mastociti — tkivni bazofilci so heterogena populacija celic, izvirajo¢a iz pluripotentnih
krvotvornih mati¢nih celic, oznacenih z antigenom CD34, ki se lahko diferencirajo ne samo v
krvne, pac pa tudi v druge celi¢ne vrste pod vplivom hematopoetina liganda c-kit, rastnega
dejavnika SCF (angl. stem cell factor, SCF) ter drugih citokinov (Lin in London, 2006; Lin in
sod., 2006; Scott in Stoskham, 2000). Mastociti imajo na svoji celi¢ni povrsini receptor KIT, ki
je iz druzine tirozin kinaznih receptorjev (TKR) in se aktivira po vezavi liganda. KIT je kodiran
z genom C-KIT. Mastociti so celice, ki sodelujejo pri vnetnem procesu. Njihova aktivacija
povzro¢i sproscanje Stevilnih vazoaktivnih substanc iz citoplazemskih zrnc, kot so: amini
(histamin, serotonin), encimi (katepsin G, fosfolipaza A, triptaza, kimaza idr.), proteoglikani
(heparin, hondroitin sulfat) (Scott in Stoskham, 2000), citokini (dejavnik tumorske nekroze alfa
(angl. tumor necrosis factor alfa, TNF a)), interlevkin-6 (IL-6), kemokini (kemokin CCL2,
kemokin CXCL1), rastni dejavnik (zZilni endotelijski rastni dejavnik (angl. vascular endothelial
growth factor, VEGF), bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik (angl. basic fibroblast growth factor,
bFGF) in lipidni mediatorji (prostaglandin D2, PGD2) ter levkotrien C4 (LTC4) (Kumar in
Sharma, 2010).

2.2.2 Pojavnost mastocitoma

Mastocitom (angl. mast cell tumor, MCT) je tumor, ki nastane z neoplasti¢no proliferacijo
mastocitov, najpogosteje v kozi in podkozju. Nenehna izpostavljenost koze razli¢nim kemi¢nim
in mehanskim dejavnikom je najverjetneje eden od razlogov, da je kar 9,5-51 % vseh tumorjev
psov koznih (Bronden in sod., 2010), med katerimi je med najpogostejSimi prav MCT, ki
zajema 16-21 % vseh kozZnih tumorjev pri psih (Finnie in Bostock, 1979; Bostock in sod.,
1986). Obolevajo predvsem psi v starosti 8,5-9,5 let ne glede na spol. Pri pasmah, sorodnih
buldogu, se pogosteje pojavljajo MCT nizke ali srednje stopnje malignosti. Pri nemskih
bokserjih se pogosteje pojavijo MCT z nizko stopnjo malignosti (Foncesa in sod., 2015),
medtem ko se pri mopsih lahko razvijejo multipli benigni kozni MCT (McNiel in sod., 2006).

Shar-peiji, nasprotno, najpogosteje obolevajo za agresivno maligno obliko koznega MCT
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(Mullins in sod., 2006). Pogosto za MCT obolevajo tudi bostonski terierji, labradorci, zlati
prinasalci, beagli, Snavcerji, rodezijski grebenarji, pitbuli in weimaranci (Peters, 1969; Patnaik
in sod., 1984; Bostock in sod., 1986; Rothwell in sod., 1987; White in sod., 2011; Blackwood
in sod., 2012). Nemski bokserji obolevajo 10,7-krat pogosteje kot psi meSane pasme (Shoop in
sod., 2015).

Etiologija nastanka MCT Se ni v celoti pojasnjena, ¢eprav je znano, da je za nastanek tumorja
pomembna genetska predispozicija in izguba kontrole nad regulacijo izrazanja receptorja KIT
(London in Kisseberth, 1996; Downing in sod., 2002; Webster in sod., 2007). Raziskave kazejo,
da se lahko na genu c-KIT, ki kodira KIT, pojavi mutacija, tandemska podvojitev znotraj eksona
11 in 12, kar ima za posledico nekontroliran prenos signalov preko KIT in stalno aktivacijo KIT
(London in sod., 1999; Letard in sod., 2008). Redke so mutacije na drugih exonih 2, 6, 7, 8, 9,
15, 17 (Letard in sod., 2008; Takeuchi in sod., 2013). Mutacija na genu c-KIT je prisotna pri
25-30 % MCT srednje in visoke stopnje malignosti, pri katerih so lokalne ponovitve pogostejse
in pogosteje zasevajo, kar pomeni slabso prognozo (Downing in sod., 2002; Zemke in sod,
2002; London in sod., 2003; Webster in sod., 2008). Mutacije na genu c-KIT so potrdili tudi pri
psih z gastrointestinalnimi stromalnimi tumorji (GIST) (Gregory-Bryson in sod. 2010) ter v
humani medicini pri bolnikih z levkemijo (Fink in sod., 2012; Machado in sod., 2012),
sistemsko mastocitozo (Boissan in sod, 2000; Fink in sod, 2012) in GIST (Hirota in sod., 1998;
Grgi¢ in Novakovi¢, 2014).

2.2.3  Kliniéna slika

MCT se lahko pojavljajo v kozi ali podkozju v vec¢ oblikah: dobro diferencirani, slabo
diferencirani, podkozni in multipli primarni (Mullins in sod., 2006). Dobro diferencirani kozni
MCT, ki so solitarni, rastejo pocasi in imajo povrsino koze nad seboj neodlakano. MCT, ki se
v veC letih od nastanka ne spreminjajo, so pogosteje benigni (Bostock, 1973). Slabo
diferencirani MCT, ki so hitro rastoci, srbeci in z ulcerirano povrSino, lahko tudi s satelitskimi
lezijami okrog primarnega tumorja ali s spremljajo¢o limfadenopatijo ali organomegalijo
nakazujejo na maligno obliko MCT (Mullins in sod., 2006; Thamm in Vail, 2007). PodkoZni
MCT spominjajo na lipom.

MCT se ponavadi pojavijo na razli¢nih mestih v kozi in podkoZju. Priblizno 50 % se jih pojavi

na trupu in perinealni regiji, 40 % na okonc¢inah in 10 % na vratu in glavi (Hottendorf in Nielsen,
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1967; Cohen in sod., 1974; Thamm in Vail, 2001). MCT le redko nastanejo v ustni votlini,
nosni votlini, zrelu, o¢esni veznici, seCevodu, hrbtenici, v gastrointestinalnem traktu, prav tako
je zelo redek pojav diseminirane mastocitoze (Patnaik in sod., 1982; Crowe, 1986; Iwata in
sod., 2000; Moore in sod., 2001; Ozaki in sod., 2002; Steffey in sod., 2004; Thamm in Valil,
2007).

Paraneoplasti¢ni klini¢ni znaki nastanejo zaradi spros¢anja aktivnih substanc in mediatorjev
vnetja iz citoplazemskih zrnc celic MCT ter sposobnosti vzpodbujanja nastanka in izloCanja
drugih citokinov ter vnetnih celic. Klini¢na slika teh tumorjev je zelo raznolika. Lokalne
spremembe na mestu MCT so oteklina, rdeina, razjede in upocasnjeno celjenje. Mehani¢na
manipulacija MCT (palpacija, punkcija) lahko privede do sprosc¢anja aktivnih substanc iz zrnc
MCT, kar povzroc¢i edem in eritem okolice, t. i. Darierjev sindrom (Thams in Macy, 1981).
Sistemski ucinki histamina in heparina, ki se izlo¢ata iz citoplazemskih zrnc mastocitov, se
kazejo kot bruhanje, driska, melena, vroc¢ina, periferni edemi in slabo celjenje (Thamm in Vail,
2007). Pri intenzivnejSem sistemskem sproScanju histamina lahko pride celo do aritmij,
sistemske hipotenzije in Soka (Fox, 2002). Sproscanje heparina iz MCT pa lahko privede tudi
do koagulopatije (Hottendorf in Nielsen, 1965; O 'Keefe, 1990).

2.2.4 Diagnostika in klasifikacija mastocitoma

2.24.1 Citoloska diagnostika

MCT v 92-96 % primerov lahko diagnosticiramo s citolosko preiskavo vzorcev, odvzetih s
pomocjo tankoigelne aspiracijske ali neaspiracijske biopsije (TIAB ali TIB). Mastociti so
okrogle celice z jedrom okrogle ali ovalne oblike, ki imajo v citoplazmi znacilna
metakromati¢na zrnca (Scott in Stockham, 2000). S citolosko preiskavo lahko postavimo
diagnozo MCT, za potrditev diagnoze in oceno stopnje malignosti ter s tem napoved prognoze

pa je potrebna patohistoloska preiskava tumorja.

2.2.4.2  Patohistoloska diagnostika

Vzorce za patohistoloSko preiskavo lahko odvzamemo z incizijsko ali ekscizijsko biopsijo, kar

je odvisno od velikosti in lokacije tumorja.
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NajstarejSa in najpogosteje uporabljena razvrstitev po patohistoloskih kriterijih je t. i.
klasifikacija po Patnaiku (Patnaik in sod., 1984), ki razvrs¢a MCT v tri histoloske stopnje
malignosti: dobro diferencirani MCT (histoloSka stopnja malignosti I), zmerno diferencirani
MCT (histoloska stopnja malignosti II) in diferencirani MCT (histoloska stopnja malignosti
III).

Histoloska stopnja malignosti je najpomembnejSi samostojni napovedni dejavnik za MCT
(Blackwood in sod., 2012). Po podatkih Patnaika in sod. (1984), 93 % psov z MCT histoloske
stopnje malignosti I, 47 % psov z MCT stopnje malignosti II in samo 6 % psov z MCT stopnje
malignosti III prezivi ve¢ kot 1500 dni (Patnaik in sod., 1984).

Ceprav je Patnaikov sistem zlati standard za prognozo MCT, ima dolo¢ene pomanjkljivosti, saj
je stopnja malignosti II, zmerno diferenciran MCT, nepredvidljivega obnaSanja in se lahko
izraza kot benigen ali maligen tumor s ponovitvijo in/ali zasevki (Seguin in sod., 2001; Weisse
in sod., 2002). Zato so leta 2011 Kiupel in sod. (2011) izdali nova priporocila dvostopenjskega
ocenjevanja. Po njihovem predlogu lo¢ujemo MCT nizke stopnje malignosti (angl. low grade)
in visoke stopnje malignosti (angl. high grade) (Kiupel in sod., 2011). V omenjeni Studiji so
avtorji potrdili, da imajo psi z MCT visoke stopnje malignosti statisticno znacilno krajSe
obdobje brez bolezni, da imajo zasevke pogosteje in krajSo dobo prezivetja, ki je povprecno 4

mesece pri visoko malignih in ve€ kot 2 leti pri nizko malignih MCT.

2.2.4.3 Imunohistokemi¢ne metode za napoved poteka bolezni

Poleg histoloske stopnje malignosti sta za napoved prognoze in izbiro nacina zdravljenja
pomembna vzorec imunohistokemicnega izraZanja receptorja tirozin kinaze, tj. KIT-barvanja
(Kiupel in sod., 2004) ter proliferacijski indeks Ki-67. Izrazanje obeh je povezano s
pogostnostjo lokalnih ponovitev in krajSo dobo prezivetja (Abadie in sod., 1999, Webster in
sod., 2007).

Izrazanje KIT lahko prikazemo z imunohistokemic¢nim barvanjem, pri katerem uporabimo
protitelo proti c-kit (CD117). Pri MCT so opisani trije vzorci imunohistokemi¢ne reakcije: na
celiéni membrani (vzorec KIT-barvanja I), fokalno ali zrn¢asto barvanje v citoplazmi (vzorec
KIT-barvanja II) in difuzno citoplazemsko barvanje (vzorec KIT-barvanja III). Vzorec KIT-
barvanja | se pojavlja pri normalnih mastocitih in MCT stopnje malignosti I. Vzorca KIT-

barvanja II in III sta povezana s pove¢anim tveganjem za lokalno ponovitev ter krajSim ¢asom
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prezivetja (Webster in sod., 2004) in sta prisotna pri MCT stopnje malignosti II in III. Vzorec
barvanja KIT nakazuje korelacijo z mutacijo na genu c-KIT in je napovedni dejavnik prezivetja
pri MCT koze pri psih ter pomemben podatek pri izbiri zdravljenja (Webster in sod., 2004).
Protein Ki-67 se nahaja v jedru in je oznacevalec celi¢ne proliferacije t. i. proliferacijski indeks
Ki-67. V casu aktivne faze razvojnega ciklusa celice je sestavljen iz dveh proteinskih podenot
(345 in 395 kDa) (Abadie in sod., 1999). Relativno stevilo Ki-67 pozitivnih celic v tkivu je zato
v korelaciji s proliferacijskim ciklusom celice in ga ne najdemo v fazi mirovanja celice. Ki-67
prikazemo z imunohistokemi¢nim barvanjem in doloCimo s S$tetjem imunohistokemicno
obarvanih jeder novotvorbnih celic od skupno 1000 jeder (Abadie in sod., 1999). Visok Ki-67
proliferacijski indeks je prognosti¢ni dejavnik, povezan z visoko smrtnostjo, pogostimi zasevki
in ponovitvami (Scase in sod., 2006). Ki-67 uporabljamo za napoved poteka bolezni in izbiro
nacina zdravljenja predvsem pri MCT stopnje malignosti II (Maglennon in sod., 2008).

Za napoved nadaljnjega poteka bolezni in izbiro zdravljenja lahko v kombinaciji s histolosko
preiskavo uporabljamo Se druge proliferacijske oznacevalce, kot so: s srebrom dokazljiva regija
za organizacijo nukleolusov (angl. argyrophilic nucleolar organiser regions, AgNOR), jedrni
antigen proliferirajoc¢ih celic (angl. proliferating cell nuclear antibody, PCNA) in mitoti¢ni

indeks (MI) (Blackwood in sod., 2012).

2.2.4.4 Dolocanje klini¢nega stadija bolezni

Za dolocanje klini¢nega stadija bolezni je potrebno opraviti TIAB regionalne bezgavke MCT
in ultrazvocni pregled trebusne votline, predvsem vranice, jeter in bezgavk (Blackwood in sod.,
2012). Warland in sod. (2014) so ugotovili, da MCT primarno zaseva v regionalne bezgavke in
da oddaljenega zasevanja ni, ¢e v regionalnih bezgavkah ni zasevka (Warland in sod., 2014).
TIAB vranice in jeter opravimo vedno v primeru zasevanja v regionalne bezgavke ne glede na
rezultate ultrazvocne preiskave (Finora in sod., 2006; Book in sod., 2011). Radiografijo prsne
votline uporabimo zaradi morebitnih povecanih bezgavk v prsni votlini, medtem ko so zasevki
v pljucih zelo redki (Warland in sod., 2014). V kostnem mozgu le redko najdemo zasevke (4,5

%) (Endicott in sod., 2007), zato ga rutinsko ne biopsiramo.
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2.2.5 Zdravljenje

Prvi izbor zdravljenja MCT obsega kirurSko odstranitev primarnega tumorja z ustreznimi
varnostnimi robovi ter odstranitev bezgavke. V primeru zasevka sta kot neoadjuvantni ali
adjuvantni zdravljenji radioterapija in kemoterapija, pri psih z mutacijo tandemske podvojitve
znotraj eksona 11 in 12 na genu c-KIT pa zdravimo Se z inhibitorji tirozin kinaze, kot sta
toceranib in masitinib. Poleg nastetih metod zdravljenja se za lokalno zdravljenje vse bolj
uveljavljajo alternativne metode, kot sta elektrokemoterapija in elektrogenska terapija (Kodre
in sod., 2009, Pavlin in sod., 2011, Pavlin in sod., 2015). Odlocitev o izbiri zdravljenja je
odvisna od lokacije, velikosti, Stevila nodulov in stopnje malignosti tumorja ter od prisotnosti

morebitnih zasevkov.

2.2.5.1 Kirursko zdravljenje

Pri MCT brez zasevkov je prvi izbor zdravljenja kirurska ekscizija. Kozne tumorje nizke in
srednje stopnje malignosti kirurSko v celoti odstranimo z 2 cm varnostnim robom in spodaj
leZze€o misicno fascijo (Simpson in sod., 2004). Pri MCT stopnje malignosti II, ki niso bili v
celoti odstranjeni in so robovi biopsije infiltrirani s tumorskimi celicami, se ponovitev bolezni
v enem letu pojavi v 7,3 %, v dveh letih v 22,1 % in treh letih v 33,3 % primerih (Seguin in
sod., 2006). V primerih, ko tumorja ne moremo kirurS$ko v celoti odstraniti, je za preprecitev
ponovitve bolezni potrebno dodatno zdravljenje. Kozne MCT visoke stopnje malignosti
izrezemo v celoti s 3 cm varnostnim robom in globoko miSi¢no fascijo. Ker je moznost
zasevanja teh visoko malignih tumorjev velika, je potrebno Se dodatno zdravljenje (Thamm in
Vail, 2007). Glede na rezultate novejsih klini¢nih $tudij naj bi varnostni rob MCT pri nodulih
premera 0,2-3,1 cm bil le 1 cm ob strani in 4 mm v globino (Schultheiss in sod., 2011) oziroma
naj bi odstranili MCT ne glede na velikost in stopnjo malignosti tako, da je varnostni rob enak

premeru tumorja, a maksimalno do 4 cm (Pratschke in sod., 2013).
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2.2.5.2 Radioterapija

Radioterapijo najpogosteje uporabljamo adjuvantno po kirurski terapiji brez ustreznih
varnostnih robov. Uspesno jo lahko uporabljamo tudi za zdravljenje lokalnih metastaz. V
Studijah zdravljenja MCT stopnje malignosti I/I z radioterapijo v kombinaciji s kirurskim
zdravljenjem so ugotovili, da je 79 % do 97 % psov eno leto in 77 % do 85 % psov po dveh
letih brez bolezni (Turrel in sod., 1988; Al-Sarraf in sod., 1996; Frimberger in sod., 1997;
LaDue in sod., 1998; Poirier in sod., 2006). 19 psov z MCT stopnje malignosti I/II/III in z
zasevki v regionalni bezgavki je po kirurSkem zdravljenju, radioterapiji in kortokosteroidu

prednisolonu imelo interval brez bolezni v povprecju 1240 dni (Chaffin in Thrall, 2002).

2.2.5.3 Kemoterapija

Kemoterapijo uporabljamo v kombinaciji s kirurSkim zdravljenjem in/ali radioterapijo v
primerih MCT visoke stopnje malignosti. Pri MCT stopnje malignosti Il izberemo kemoterapijo
v primeru, ko so proliferacijski markerji visoki, ko predstavljajo veliko tveganje za zasevanje
ali pa MCT Ze zaseva. Namen kemoterapije je zdravljenje tumorja in upocasnitev ter
prepreCevanje zasevanja. Najpogosteje se v kombinaciji uporabljata kemoterapevtika vinblastin
in prednisolon (Davies in sod., 2004; Thamm in sod., 2006). V eni od $tudij je bila v kombinaciji
s kirur§kim zdravljenjem in uporabi vinblastina ter prednisolona pri 61 psih z MCT stopnje
malignosti III povpre¢na doba prezivetja psov 1305 dni in pri psih z MCT stopnje malignosti
11, z zasevki v lokalni bezgavki in/ali ne€istimi robovi po operaciji 3 leta (Thamm in sod., 2006),
medtem ko je po samo kirurski odstranitvi MCT stopnje malignosti III preZivelo leto dni le 6
% do 27 % psov (Bostock, 1973; Patnaik in sod., 1984; Bostock in sod., 1989). Lomustin je
drugi pogosto uporabljen kemoterapevtik v kombinaciji s kortikosteroidom prednisolonom
in/ali vinblastinom (Cooper in sod., 2009; Rassnick in sod., 2010). V $tudijo zdravljenja s
kombinacijo lomustina, vinblastina in prednisolona je bilo vkljucenih 17 psov z neoperabilnim
MCT in 35 psov MCT stopnje malignosti III ali MCT z metastazami. Od 17 psov z
neoperabilnim MCT je odgovorilo na zdravljenje 65 % psov, od tega s popolnim odgovorom
(povprecno 141 dni) 5 % psov in z delnim odgovorom 6 % psov (povprec¢no 66 dni). Psi z MCT
stopnje malignosti III so imeli krajsi interval brez progresije bolezni kot psi z MCT II z zasevki

(190 v primerjavi z 954 dnevi). Povprecno obdobje brez bolezni pri psih s kombinirano terapijo
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je bilo 489 dni (Rassnick in sod., 2010). V studiji zdravljenja nepopolno kirursko odstranjenega
MCT stopnje malignosti II pri 12 psih z lomustinom in prednisolonom so bili vsi psi eno leto

brez bolezni in dve leti 77 % psov (Hosoya in sod., 2009).

2.2.5.4 Inhibitorji tirozin kinaze

V zadnjem casu v primeru ponovnega nastanka MCT, ki je ze bil zdravljen kirursko,
uporabljamo za nadaljnje zdravljenje inhibitorje tirozin kinaze (TKI). Majhne molekule TKI se
aplicirajo peroralno in se vezejo na vezno mesto za ATP ter zavirajo signal preko KIT in
onemogocajo delovanje receptorja. Toceranib (Palladia, Zoetis Belgium SA, Belgija) in
masitinib (Masivet, Centre Spécialités Pharmaceutiques, Francija) sta registrirani TKI za
uporabo v veterinarski medicini. Toceranib deluje tudi na receptor VEGF (angl. vascular
endothelial growth factor receptor, VEGFR) in na receptor za rastni dejavnik iz trombocitov
(angl. platelet derived growth factor, PDGFR) ter zato vpliva na angiogenezo v tumorju in
zmoznost zasevanja (Mendel in sod., 2003; London in sod., 2009). London in sod. (2009)
porocajo, da je bil pri psih z MCT stopnje malignosti II in III, pri katerih so se ponovili tumorji
po kirurSkem zdravljenju, zdravljenih s toceranibom po 6 tednih objektivni odgovor na
zdravljenje v 37,2 % (8,1 % popoln, 29,1 % delni) primerov v primerjavi s 7,9 % primerov
psov, zdravljenih s placebom. Povpre¢no ¢asovno obdobje od zacetka zdravljenja do progresije
tumorja je bilo 9 do 10 tednov za razliko od 3 tednov pri psih, ki so dobivali placebo (London
in sod., 2009).

Hahn in sod. (2008) porocajo, da je poteklo pri psih z neoperabilnim MCT stopnje malignosti
IT in II ali MCT, ki se je lokalno ponovil, vendar brez zasevkov, in zdravljenih samo z
masitinibom, od zaetka zdravljenja do progresije tumorja povprecno 253 dni, za razliko od 75
dni pri psih, zdravljenih s placebom. V tej skupini psov, zdravljenih samo z masitinibom, ni
bilo razlike v u¢inku terapije med MCT, ki je imel mutacijo gena c-KIT ali divjim tipom. Razen
zaviranja prenosa signalov preko KIT obstaja verjetno Se drug mehanizem delovanja, kot je

npr. zaviranje drugih protein-kinaz, kar vpliva na rast tumorja (Hahn in sod., 2008).
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2.2.5.5 Elektrokemoterapija

Elektrokemoterapija (angl. electochemotherapy, ECT) zdruzuje uporabo kemoterapije in
elektroporacije. Je alternativni nacin lokalnega zdravljenja tumorjev in je predmet novega
pristopa zdravljenja nodularnih MCT (Tozon in sod, 2001; Lowe in sod, 2016). Vnos
kemoterapevtika je lahko sistemski v ozilje ali neposreden v tumor. Po vnosu kemoterapevtika
cisplatina ali bleomicina sledi elektroporacija tkiva z ustreznimi elektricnimi pulzi, kar poveca
prepustnost celiénih membran in olajSa prehod kemoterapevtikov v taréno celico ter poveca
citotoksi¢nost cisplatina za 80-krat in bleomicina za 800-krat (Belehradek in sod., 1993; SerSa
in sod., 1995). Elektri¢ni pulzi s svojim u¢inkom na zilje zaradi zmanj$anega pretoka podaljsajo
¢as delovanja kemoterapevtikov. Zaradi elektroporacije vseh celic v tumorju pride tudi do
poskodb endotela zil v tumorju in posledi¢no do spros¢anja antigenov iz tumorskih celic ter
hkrati sistemskega imunskega odgovora, kar dodatno pripomore k uni¢evanju tumorskega tkiva
(Mir in sod., 1999; Gehl, 2003, Sersa in sod., 2006). Kodre in sod. (2009) so v klini¢ni Studiji
primerjali rezultate uspeSnosti zdravljenja MCT s kirurSkim posegom in ECT pri psih. V €asu
spremljanja pacientov (30 mesecev po kirurSkem posegu in po ECT) so popolni odgovor brez
ponovitve bolezni dosegli pri 50 % tumorjev, zdravljenih s kirurSkim posegom, in pri 70 %

tumorjev, zdravljenih z ECT (Kodre in sod., 2009).

2.2.5.6  Elektrogensko zdravljenje

Pri elektrogenski terapiji (EGT) uporabljamo elektroporacijo za vnos terapevtskih genov,
najpogosteje tistih, ki nosijo zapis za citokine. Terapevtski geni se vnasajo v tumorsko tkivo ali
skeletno miSi¢nino, ¢emur sledi elektroporacija z namenom zacasnega povecanja prepustnosti
celicne membrane in boljSega vstopa molekul v celico ter posledicnega izrazanja kodiranega
transgena. Pavlin in sod. (2011) so v klini¢ni $tudiji, v kateri so zdravili MCT pri psih z
intratumorsko EGT s plazmidom, ki nosi zapis za humani interlevkin-12 (IL-12), dosegli
zmanjSanje volumnov tumorjev za 15 do 38 % zacetne velikosti. S histoloSkim pregledom
zdravljenih tumorjev so ugotovili pove€ano infiltracijo vnetnih celic in zmanjSano Stevilo
mastocitov. Pri zdravljenih psih je bilo dosezeno sistemsko izloCanje IL-12 in interferona vy
(IFN-y) brez stranskih u¢inkov (Pavlin in sod., 2011). Razen lokalnega uc¢inka IL-12 na tumor

je opisan vpliv sistemskega ucinka IL-12 na oddaljene tumorje (Pavlin in sod., 2009).
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Kombinacija obeh opisanih nacinov zdravljenja, ECT in EGT, je trenutno v fazi klinicnega
preizkuSanja z namenom lokalnega in sistemskega zdravljenja tumorjev in zdravljenja ali
prepreCevanja morebitnega zasevanja. Pavlin in sod. (2015) so objavili rezultate 32,5 mesecev
trajajoce Studije zdravljenja MCT 18 psov z EGT, v kateri je bil dosezen 72 % popolni odgovor

na zdravljenje, od tega 100 % pri tumorjih, manjsih od premera 2 cm (Pavlin in sod., 2015).

2.2.5.7 Druge metode zdravljenja, ki so bile glede na literaturne vire uporabljene redko

Izhajajo¢ iz strokovne literature so se kot metode zdravljenja uporabili Se lokalni
kortikosteroidi, ki se uporabljajo za zmanjSanje velikosti preobseznega tumorja za kirursko
zdravljenje ali v paliativne namene, ko je tumor neodziven na kemoterapijo in radioterapijo
(Rogers, 1996); imunoterapija (Schusser, 1990), manjkajo pa relevantni podatki raziskav
(Blackwood, 2012); hipertermija tumorja je bila v raziskavi uporabljena kot dodatno
zdravljenje z radioterapijo (Thrall in Dewhirst, 1985), vendar brez dokazanega vecjega uspeha
kot sama radioterapija; fotodinamicna terapija (Lucroy in sod., 2000), namenjena za zdravljenje
manj$ih tumorjev, vendar s pogostimi degranulacijami, in krioterapija za zdravljenje tumorjev,
manjSih od 1 cm, na mestih, kjer s kirur§kim zdravljenjem ne moremo izrezati tumorja v celoti

(Krahwinkel, 1980).

2.2.6  Geni, signalni proteini in encimi, pomembni za prognozo mastocitoma

Ves Cas potekajo raziskave tudi na molekularni ravni, s pomoc¢jo katerih bi lahko samostojno
ali v kombinaciji z Ze znanimi dejavniki Se bolje prognozirali in zdravili MCT. Tako so Fenger
in sod. (2014) opisali povecano izrazanje mikroribonukleinske kisline-9 (angl. micro
ribonucleic acid RNA-9, miRNA-9), ki se pojavlja pri agresivnih oblikah MCT pri psih (Fenger
in sod., 2014). Povecano izraZanje miRNA-9 je moc€ najti tako v primarnem tumorju kot tudi v
zasevkih, kar nakazuje na vlogo miRNA pri njihovem nastanku, saj je miRNA regulator genov,
pomembnih za normalno diferenciacijo in rast celic (Fenger in sod., 2014). Prav tako je v Studiji
izrazanja gena za tumor zavirajoce proteine (angl. tumour-suppressor gene in lung cancer,
TSCL1) pri psih z MCT nakazana njegova morebitna pomembna vloga v zasevanju. Znano je,

da je izrazanje gena TSLC1 pogosto v negativni korelaciji s prognozo tumorjev pljuc, dojke,



M. Simundié: Morfoloske spremembe membrane krvnih ... anorganskih nanodelcev in mastocitoma pri psih.
Ljubljana: UL, Veterinarska fakulteta, 2017. Doktorska disertacija

35

prostate, poziralnika in Zelodca pri ljudeh (Heller in sod., 2006; Heller in sod., 2007). VEGF je
glavni regulator angiogeneze in s tem potencialni avtokrini rastni dejavnik za tumorske celice.
Pri psih z MCT so potrdili izrazanje VEGF v tumorskih celicah. Obenem so zabelezili
korelacijo med visjim izrazanjem VEGF in slabo prognozo (Mederle in sod., 2010). Tumorske
celice MCT proizvajajo matriks metaloproteinaze 2 in 9 (MMP2 in MMP9). MCT visoke
stopnje malignosti izloCajo vecje koli¢ine MMP9 v proaktivni in aktivni obliki (Leibman in
sod., 2000; Giantin in sod., 2012). Sclieben in sod. (2012) so potrdili povezavo med mutacijo
na genu C-KIT pri visoko malignem MCT in spremembo proteina, ki je sestavni del citoskeleta

in sodeluje pri migraciji celic (Schlieben in sod., 2012).

2.3 MIKROVEZIKLI

Celi¢ni mikrovezikli nastajajo v zadnji fazi brstenja membran vseh celi¢nih tipov. Njihova
biokemijska sestava, velikost in bioloske aktivnosti so odvisne od mati¢ne celice, iz katere
izvirajo. Brstenje MV je fizioloSki pojav in je bolj izrazit pri aktivnih celicah, pri celicah, ki so
izpostavljene skodljivim dejavnikom, in apoptoti¢nih celicah (Ratajczak, 2006; Kralj - Igli¢ in
Verani¢, 2007). Stevilne raziskave potrjujejo velik vpliv MV na razli¢nih nivojih medceliéne
komunikacije in vpliva na druge celice, tako pri vnetnih stanjih kot tudi tumorskih obolenjih

(Inal in sod., 2012).

231 Nastanek mikroveziklov

Ektosomi so vezikli, obdani s fosfolipidnim dvoslojnikom, heterogeni po velikosti (100-1000
nm) in nastanejo z direktnim brstenjem plazemske membrane navzven, predvsem na tistih
mestih, kjer so lipidni rafti ustrezne sestave (Baj-Krzyworzeka in sod., 2006; Ratajczak, 2006;
Ratajczak in sod., 2006). Bogati so s fosfatidilserinom, integrini, selektini in ligandi CD40
(Ohno in sod., 2013), vsebujejo pa tudi genetski material (Martins in sod., 2013). K nastanku
ektosomov prispeva povisana znotrajceliéna koncentracija Ca®" (Baj-Krzyworzeka in sod.,
2006; Ratajczak, 2006), aktivacija protein-kinaze C (PKC) s forbolnim estrom (Baj-
Krzyworzeka in sod., 2006) in reorganizacija citoskeleta (Ratajczak in sod., 2006). PoviSana

znotrajceliéna koncentracija Ca®* blokira translokazo in aktivira skramblazo, tako da se porusi
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membranska asimetrija in se negativno nabite molekule fosfatidilserina pojavijo na zunanji
strani membrane ektosoma (Hugel in sod., 2005).

Pri reorganizaciji citoskeleta pride do odstopa plazemske membrane od kortikalnega aktina.
Vloga kontraktilnega proteina v procesu nastanka mikroveziklov je pojasnjena sledece: na vratu
vzbrsti je kinaza, ki aktivira kinaza 2 lahke miozinske verige (angl. myosin light-chain kinase
2, MLCK2), ta pa omogoca kontrakcijo aktinskega citoskeleta. Skupaj z miozinom 1la (angl.
myosin la, MYOIA) naj bi bila potrebna za nastaneck MV (McConnell in sod, 2009;
Muralidharan-Chari in sod., 2010). Kljucen za nastanek MV iz tumorskih celic (angl. tumor-
derived microvesicles, TMV) naj bi bil adenozin-difosfat (angl. adenosine diphosphate, ADP)
ribozilacijski dejavnik 6 (angl. ADP-ribosylation factor 6, ARF6), ki posredno vpliva na
MLCK2 (Muralidharan-Chari in sod., 2009). Prvotnemu prerazporejanju membranskih
sestavin, pri ¢emer se najprej oblikujejo membranski izrastki, sledi odcepitev od povrsine celice
in nastanek prostih MV (Kralj - Igli¢, 2012).

Eksosomi so vezikli, obdani s fosfolipidno membrano in manj$i od 120 nm. Nastajajo znotraj
celice ter se zadrzujejo v multivezikularnih telescih (MVT), iz katerih se sprostijo v okolico, ko
se membrane MVT zdruzijo s celicno membrano (Camussi in sod. 2010; Kralj - Igli¢, 2012).
Biogeneza eksosoma Se ni raziskana. Vkljucuje kompleks proteinov ESCRT (angl. endosomal
sorting complexes for transport, ESCRT), ki so potrebni za nastaneck MV. MVT se zdruzi s
celiéno membrano in eksosom se sprosti v zunajceli¢ni prostor z aktivnim procesom, ki ga
katalizirata gvanozin trifosfataza (angl. guanosine trophosphatase, GTP-aza) Rab27A in
Rab27B (Muralidharan-Chari in sod., 2009). Poroc¢ajo, da ima klju¢no vlogo pri nastanku
proteolipidnega eksosoma mascobna molekula ceramid, ki nastane na citosolni strani
membrane (Trajkovic in sod., 2008). Pomembno vlogo pri nastanku eksosomov pripisujejo
proteinu tetraspaninu (Andreu in Yanez 2014).

Eksosomi vsebujejo vrsto proteinov, potrebnih za celi€ni transport in membransko fuzijo
(flotilin, aneksin, Tsg 101, Allix), integrinov in tetraspaninov (CD9, CD63, CD81, CD82),
stresnih proteinov (Hsp70, Hsp90), posttranslacijsko modificiranih proteinov (kinaze,
fosfataze, glikoziltransferaze) ter lipidnih raftov, holesterola, sfingolipidov in ceramidov
(Martins in sod., 2013). Eksosomi so tudi nosilci genetskega materiala (Rak, 2010; Lee in sod.,
2012; Lee in sod., 2014).
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Apoptotska telesca (kaspaza-3 pozitivni MV) so MV, ki nastajajo med apoptozo, ko celotna
celica razpade na apoptotska telesca. Ta so obicajno vec¢ja od 1 um in vsebujejo citoplazemski
in membranski material, nukleinske kisline in organele (Kralj - Igli¢, 2012).

Z razlicnimi mikroskopskimi tehnikami je mogoce lociti apoptotska telesca od ostalih MV;
apoptotska telesca so vecja, nepravilnih oblik in opticno gostej$a, medtem ko zaenkrat $e niso
znane natan¢ne razlike med ektosomi in eksosomi. Pri pridobivanju MV potekajo procesi, ki
lahko pomembno vplivajo na njihovo identiteto, zato je razumevanje mehanizmov, ki vodijo
do njihovega nastanka, Se rudimentarno.

Vecina studij zajema meSano populacijo ektosomov in eksosomov in jih skupno oznacuje kot
MYV; enotnega dogovora o natan¢ni klasifikaciji zunajceli¢cnih MV $e ni (Ohno in sod., 2013).
MYV razli¢nih velikosti nastanejo tudi in vitro s fragmentacijo celic v procesu izolacije zaradi

delovanja zunanjih striznih sil (Sustar in sod., 2011).

2.3.2 Interakcija mikroveziklov s ciljno celico

V skladu z dosedanjim pogledom na MV lahko ti vstopijo v telesne tekocine (kri, limfo,
cerebrospinalno tekocino, urin idr.), preko teh potujejo po organizmu in prenasajo snovi ter
informacije do oddaljenih celic, kjer z njimi interagirajo (Baj-Krzyworzeka in sod., 2006), in
tako predstavljajo mehanizem medcelicne komunikacije. Opisanih je ve¢ nacinov interakcij
MV z receptorsko celico: fagocitoza (Feng in sod., 2010; Christianson in sod., 2013),
makropinocitoza (Fitzner in sod., 2011) in fuzija s celicno membrano (Parolini in sod., 2009).
MYV lahko neposredno stimulirajo ciljne celice (npr. z izraZzanjem rastnih dejavnikov ali
bioaktivnih lipidov), prenesejo na membrano vezane ligande, receptorje, ali pa prenesejo v
celico cele organele, kuzne delce, prione in genetski material (Ratajczak, 2006; Ratajczak in
sod., 2006; Cocucci in sod., 2009).

MYV lahko po odcepitvi od mati¢ne celice izoliramo iz skoraj vseh telesnih tekocin ljudi in
zivali. Najpogosteje so MV izolirani iz vzorcev periferne krvi (Sustar in sod., 2011), lahko pa
iz ascitesa, plevralnega izliva (Mrvar - Brecko in sod., 2010), urina (Dear in sod., 2013), sline
in amnionske tekocine (Keller in sod., 2011), ocCesnih tekoCin (Perkumas in sod., 2007),
sinovialne tekocine (Gyorgy in sod., 2012) ter materinega mleka (Admyre in sod., 2007). Za
izolacijo MV iz krvi vzorce centrifugiramo in izpiramo. Ve¢ina MV, izoliranih iz periferne krvi

zdravih osebkov, je trombocitnega izvora (80 %), preostalih 20 % pa predstavljajo MV iz
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levkocitov, eritrocitov in endotelijskih celic (Diamant in sod., 2002; Ratajczak in sod., 2006).
MYV iz periferne krvi izoliramo z metodo centrifugiranja in spiranja vzorcev, medtem ko
Stevilsko koncentracijo MV dolo¢amo z metodo pretocne citometrije (Orozco in Lewis, 2010).
Za analizo posameznih komponent vezave molekul v MV se uporabljajo fluorescenc¢ni
oznacevalci, s pomocjo katerih se proucuje vezava na povrsino (Diamant in sod., 2002),
vsebnost nukleinskih kislin (Mestdagh in sod., 2008) in vsebnost proteinov (Prokopi in sod.,
2009). Izolirani MV lahko nastajajo iz celic tudi med samim jemanjem vzorca in postopkom
izolacije (Sustar in sod., 2011). Zunanji vplivi okolja, kot so strizne sile, ki se pojavijo Ze pri
odvzemu krvi v igli, mehanski stresi in temperatura okolja, lahko pomembno vplivajo na
Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi (Sustar in sod., 2011). Kljub nastetemu

MYV odrazajo lastnosti izvornih celic.

2.3.3 Mikrovezikli, nastali iz tumorskih celic

TMYV, so heterogena skupina, ki se sproSca v zunajceli¢no okolje. Zaradi kompleksnosti
bioaktivnih substanc, ki jih vsebujejo TMV, tako prostih proteinov kot tudi proteinov, vezanih
na membrano vezikla, so nosilci Stevilnih molekularnih informacij in sodelujejo pri
napredovanju tumorja ter nastanku zasevkov, povzro¢ajo tromboze, angiogenezo in rekrutacijo
premetastatskih celic iz kostnega mozga (Baj-Krzyworzeka in sod., 2006; Ratajczak, 2006;
Ratajczak in sod., 2006; Martins in sod., 2013; Minciacchi in sod, 2015). Znano je, da je Stevilo
MV v krvi onkoloskih bolnikov vi§je kot pri zdravih ljudeh (Ginestra in sod., 1998; Kim in sod.
2003; Zwicker in sod. 2009). Telesne tekocine, predvsem kri, so pomemben rezervoar TMV za
njihovo identifikacijo. TMV, izolirani iz tekoCin onkoloskih bolnikov, bi v bodoce lahko podali
ve¢ podatkov o sami bolezni (Al-Nedawi in sod., 2008). Spremljanje Stevilske koncentracije
MV v izolatih telesnih tekocin onkoloskih bolnikov lahko omogoca tudi spremljanje

ucinkovitosti zdravljenja.
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2.3.4 Prenos medceli¢nih informacij iz mikroveziklov, nastalih iz tumorjev do

tumorskega mikrookolja

Nove raziskave nakazujejo moznost horizontalnega prenosa medceli¢nih informacij preko
TMYV in s tem nastanek tumorskega mikrookolja. TMV, dobljeni iz medijev kultur tumorskih
celic, vsebujejo mnogo povrsinskih determinant maternih tumorskih celic, rastne dejavnike,
njihove receptorje, adhezijske molekule, signalne molekule, DNA, miRNA, informacijska
RNA (angl. messenger RNA, mRNA) pa tudi metaloproteinaze ter druge proteoliticne encime,
s pomocjo katerih razkrajajo zunajceli¢ni matriks in s tem tudi omogocajo rast in invazijo
tumorja v okolno tkivo in krvne zile (Ratajczak in sod., 2006; Minciacchi in sod, 2015).

Za uspesno rast in zasevanje tumorja sta kljuénega pomena razkroj zunajceli¢nega matriksa in
angiogeneza. Za razkroj matriksa so potrebne proteaze; MMP-2, MMP-9 ter urokinazni
aktivator plazminogen (angl. urokinase-type plasminogen activator, uPA), ki razgradi bazalno
membrano in fibrin. Graves in sod. (2004) so dokazali povisano Stevilo TMV z vecjo vsebnostjo
MMP-2, MMP-9 in uPA v krvnih vzorcih bolnic s karcinomom ovarija visokega stadija v
primerjavi z zaCetnim stadijem. Prav tako so z inhibicijo vezave proteaz na TMV izkljucili vpliv
TMV na zasevanje (Graves in sod., 2004).

Za angiogenezo sta znacilni proliferacija endotelijskih celic za tvorbo krvnih Zil in njihova
infiltracija v tumorsko tkivo. TMV vsebujejo rastne dejavnike, kot sta VEGF in fibroblastni
rastni dejavnik (angl. fibroblast growth factors, FGF). Proteini, prisotni na TMV, povecajo
izloCanje proangiogenih dejavnikov iz stromalnih fibroblastov, ki pospesujejo angiogenezo
preko proliferacije endotelijskih celic (Janowska-Wieczorek in sod., 2005). V TMV je mRNA,
ki kodira rastne dejavnike, kar je lahko indirektno povezano z aktivacijo rastnih dejavnikov,
predvsem VEGEF in rastnega dejavnika hepatocitov. Dokazan je prenos nukleinskih kislin pri
fuziji monocitov s TMV, ki inducirajo rastne dejavnike (Baj-Krzyworzeka in sod., 2007).
TMV lahko iz celic melanoma, ki zaseva, prenaSajo tirozinsko kinazo MET do mati¢nih celic
v kostnem mozgu, kar zaradi spremenjene mobilnosti in znacaja celic moc¢no poveca
sposobnost zasevanja primarnega melanoma (Peinado in sod., 2012).

Al-Nedawi in sod. (2008) so dokazali prenos onkogenega receptorja za epidermalni rastni
dejavnik (angl. epidermal growth factor receptor, EGFRvVIII) iz malignega glioma preko TMV

na neagresivno populacijo tumorskih celic, kar nadalje aktivira mitogen-aktivirajoco protein
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kinazo (MAKP) in signalno pot Akt ter vpliva na spremembe v izrazanju genov (Bcl-xL, p27)
(Al-Nedawi in sod., 2008).

Kim in sod. (2002) porocajo, da lahko sfingomielin, ki je glavna sestavina lipidnih raftov, bodisi
sam bodisi kot del TMV pospesi angiogenezo in s tem omogoca napredovanje tumorja (Kim in
sod., 2002). Metastatske razli¢ice humanih prostaticnih adenokacinomatoznih celi¢nih linij, ki
kazejo vecji potencial zasevanja (DU-145 in ND-1), vsebujejo ve¢ sfingomielina v primerjavi
s celi¢nimi linijami z manjSim potencialom (LNCaP) (Dahiya in sod., 1992). Na membranskih
lipidnih raftih se lahko nahajajo tudi nekateri onkogeni proteini (npr. EGRF in H-ras) (Patra,
2008).

2.3.5 Nukleinske kisline v mikroveziklih, nastalih iz tumorjev

Medceli¢ni prenos genetskih informacij ima mocan vpliv na tumorsko mikrookolje. V
eksosomu sta dokazani eno-verizna DNK (Balaj in sod., 2011) in dvo-verizna DNK (Thakur in
sod., 2014).

Ugotovljen je prenos mRNA na TMV iz glioblastoma (Skog in sod., 2008), zelod¢nega
karcinoma in karcinoma kolona (Baran in sod., 2010).

TMV iz CDI105 pozitivnega tumorja ledvicnih zarodnih celic stimulirajo angiogenezo in
zasevanje na pljucih. Grange in sod. (2011) so ugotovili, da 105 TMV-pozitivni vezikli
posedujejo proangiogeno mRNA in miRNA, ki vplivata na napredovanje tumorja in pojavljanje
zasevkov (Grange in sod., 2011). Studije kazejo, da se lahko DNA in komplementarna DNA iz

glioblastoma vkljucita v TMV, vendar ta mehanizem $e ni razjasnjen (Balaj, 2011).

2.3.6 Vpliv mikroveziklov, nastalih iz tumorskih celic na imunski sistem

TMV omejujejo delovanje imunskega sistema na ve¢ nacinov. Tumorske celice izlo¢ajo
kaspazo 3, encim, pomemben za apoptozo v TMV, in se tako izognejo prekomernemu
znotrajcelicnem kopicenju le-teh ter apoptozi celice. V TMV je mo¢no izrazen komplementarni
regulatorni membranski kofaktorski protein (CD46), ki inaktivira komplement C3b in C4b. Z
zamenjavo integrinov in lipidov na povrSini membrane TMV celica ni ve¢ razpoznavna kot
tumorska (Valenti in sod., 2006). TMV lahko odstranijo ligand Fas ( FasL) iz tumorske celice

in s tem slabijo adaptivni imunski sistem (Inal in sod., 2013). TMV, ki nosijo FasL (ligand
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receptorja Fas ali CD95), sprozijo apoptozo aktiviranih T-celic ubijalk, ki ubijajo tumorske
celice (Andreola in sod., 2002; Huber in sod., 2005). Tumorji, ki niso obcutljivi na
kemoterapevtike, izlocajo TMV z vecjo koncentracijo doksorubicina (Shedden in sod., 2003)
in cisplatina (Saefi in sod., 2005) za razliko od celic, obcutljivih na kemoterapevtike. S tem
mehanizmom se najverjetneje izognejo apoptozi, inducirani s kemoterapevtiki. MV iz kultur
celic karcinoma dojk in drugih vrst tumorjev lahko prenasajo rezistenco na zdravila (Lv in sod.,

2014; Choi in sod., 2014)

2.3.7  Mikrovezkli, nastali iz tumorjev in tromboembolizem

Zwicker in sod. (2009) so ugotovili, da je vecina tkivnega dejavnika (TF) v MV tumorskega
izvora, kar mo¢no poveCa tveganje za nastanek tromboembolij pri onkoloskih bolnikih

(Zwicker in sod., 2009).

2.3.8 Mikrovezikli v izolatih krvi kot biomarkerji in napovedni dejavnik poteka

bolezni

Za diagnozo in spremljanje onkoloskih pacientov so §e vedno potrebni invazivni posegi, kot so
tankoigelna punkecija, biopti in kirurSki posegi. Ker TMV vsebujejo molekule materinske celice,
torej svoje izvorne celice, in ker se nahajajo prakticno v vseh telesnih tekoc¢inah, so zanimivi
kot potencialni biomarkerji bolezni. Pri pacientih s karcinomom prostate so s protonsko analizo
v eksosomu iz urina dokazali prisotnost mRNK, ki kodira gena PCA3 in TMPRSS, pomembna
za nastanek karcinoma prostate (Miranda in sod., 2010). Prav tako so iz MV iz izolatov
periferne krvi bolnice s karcinomom dojk dokazali izoliran HER-2 onkoprotein (Koga in sod.,
2005).

Koncentracija TMV korelira z invazivnostjo tumorja (Ginestra in sod., 1999), hkrati pa s
spremljanjem koncentracije MV v izolatih telesnih tekoc¢in onkoloskih bolnikov, predvsem iz
plazme, spremljamo uc¢inke zdravljenja, saj so povecane koncentracije MV v krvi teh bolnikov
povezane z vecjim zasevanjem in slabso prognozo (Kim in sod., 2003). Klini¢ne Studije na
populaciji ljudi so pokazale razliko v koncentraciji MV v izolatih krvi med bolniki s tumorji na
prebavilih in zdravimi osebami (Kim in sod., 2003; Jansa in sod., 2008) ter zniZano

koncentracijo MV pri pacientih, kjer je bil tumor v remisiji (Ogorevc in sod., 2013). TMV kot
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biomarkerji iz tkiv in telesnih tekocin obetajo nove razseznosti odkrivanja tumorjev, zasevkov

in spremljanje bolezni med in po terapiji (Fonseca in sod., 2016).
2.4 MODELNI SISTEMI

2.4.1 Krvne celice
2.4.1.1 Eritrociti

Eritrociti so najstevil¢nejse celice krvnega obtoka in so odgovorne za prenos kisika do organov
in tkiv. So brez jedra in v fizioloSkih pogojih bikonkavne oblike. Nastajajo iz pluripotentnih
mati¢nih celic v kostnem mozgu. Zanje je znacilno, da se hitro odzovejo na spremenjene
membranske lastnosti, zato predstavljajo Siroko uporabljen modelni sistem.

Vpliv snovi na eritrocitne membrane se odrazi v spremembi celi¢ne oblike in njihove
aglutinacije, kar opazujemo s svetlobno ali elektronsko mikroskopijo (Simundi¢ in sod., 2013;

Drasler in sod., 2014), in v kon¢ni fazi lahko privede celo do lize celic (Aisaka in sod., 2008).

2.4.1.2 Trombociti

Trombociti ali krvne plos€ice so brezjedrne celice krvnega obtoka. Nastajajo v kostnem mozgu
iz megakariocitov. Igrajo pomembno vlogo pri vzpostavljanju in ohranjanju telesne
homeostaze, saj predstavljajo celiéno komponento krvnega koagulacijskega sistema. So glavni
akterji pri razvoju kardiovaskularnih bolezni, kar nas vzpodbuja v iskanju vzrokov za nastanek
aktivacije in agregacije trombocitov in tudi njihove inhibicije. Med vzroki, ki privedejo do
aktivacije in agregacje trombocitov, so lahko tudi ND, ki pridejo v neposreden kontakt s

trombociti (Deb in sod., 2011).

2.4.2  Orjaski fosfolipidni mehurcki

Zelo primeren sistem za Studije u¢inkov razli¢nih substanc, tudi ND, na celi¢cne membrane so
umetne fosfolipidne membrane, saj je fosfolipidni dvosloj glavna komponenta bioloskih

membran. Fofolipidine mehurcke lahko pripravimo s formacijo v vodni raztopini, sestavo
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membrane in okoljske raztopine pa do neke mere lahko kontroliramo (Drobne in Kralj - Iglic,
2009). Vecina eksperimetalnih dokazov o delovanju fosfolipidnih membran temelji na Studijah,
izvedenih na orjaSkih fosfolipidnih mehurckih (OFM) (Ddébereiner, 2000; Dimova in sod.,
2006), saj so ti dovolj veliki za opazovanje pod svetlobnim mikroskopom (vecji od 1 um;
vecinski premer med 10 in 50 um) ( Angelova in Dimitrov, 1986; Bivas in sod., 1997; Bagatolli
in sod., 2000; Ambrozi¢ in sod., 2006; Peterlin in Arrigler, 2008; Pavli¢ in sod., 2010; Peterlin
in sod., 2012). Faznokontrastna svetlobna mikroskopija, ki je ena izmed najbolj uporabnih
tehnik za opazovanje OFM, deluje na osnovi razli¢ne opti¢ne gostote vzorca, kjer je opticno
gostej$a notranjost vezikla v primerjavi z okolno raztopino. Zarek svetlobe se lomi na robu
OFM in tako omogoc¢a opazovanje faznih sprememb v vzorcih. Ugotovili so (Canham, 1970;
Svetina in Zeks, 1989; Ziherl in Svetina, 2005), da mehurcki lahko zavzamejo razli¢ne oblike.
Majhne asimetri¢ne spremembe v lipidnem dvosloju lahko povzro€ijo mocno spontano
ukrivljanje membrane, kar vpliva na preoblikovanje veziklov, ki se lahko preoblikujejo v
razli¢no oblikovane vezikle, lahko pa tudi v vezikle z brstmi (Lipowsky, 1991; Lipowsky in
Doébereiner, 1998; Yu in Granick, 2009) ali pa celo povzrocijo njihovo razbitje (Zupanc in sod.,
2012; Drasler in sod., 2014). Kralj-Igli¢ in sod. (2001) porocajo, da pride do transformacije
veziklov zaradi razlike med osmotskim pritiskom med zunanjostjo in notranjostjo vezikla
(Kralj-Igli€ in sod., 2001) ali zaradi stika snovi kot NM na fosfolipide (Yu in Granick, 2009).
Z OFM kot modelnimi sistemi biolo§kih membran lahko tako prouc¢ujemo vpliv substanc (npr.
ND) na spremenjeno gibanje (fluktuacijo) (Baumgart in sod., 2007; Wang in sod., 2008),
permeabilnost (Peterlin in sod., 2009; Peterlin in sod. 2012), elasti¢nost (Bivas in sod., 1987;
Bivas, 2010) in delovanje makromolekul (Ambrozi€ in sod., 2006; Pavli¢ in sod., 2010).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 NANODELCI TITANIJEVEGA IN CINKOVEGA DIOKSIDA

3.1.1 Priprava suspenzij titanijevega dioksida in cinkovega oksida za poskuse z

orjaskimi fosfolipidnimi mehurcki in krvnimi celicami

Uporabili smo komercialno dostopne ND TiO:2 anatazne kristalne strukture in ZnO v obliki
nanoprahu (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemcija).

Za poskuse z OFM smo pripravili suspenziji ND TiOz2 in ZnO v 0,3 M raztopini glukoze (enaki
raztopini, kot obdaja pripravljene OFM v saharozni raztopini), s koncentracijo 1 mg TiO2 ali
ZnO/ml, za testiranje vpliva na krvne celice pa v fosfatno-citratnem pufru z NaCl (angl.
phosphate buffer saline, PBS) (PBS-citratni pufer; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7,8 mM
NaH2P04¢2H20, 1,5 mM KH2POs, pH 7,4), s koncentracijo Smg TiOz2 ali ZnO/ml.

3.1.2 Karakterizacija suspenzij titanijevega dioksida in cinkovega oksida

Karakterizacijo suspenzij ND smo izvedli v sodelovanju z Odsekom za sintezo materialov (IJS,
prof. dr. Darko Makovec), in sicer s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM), z metodo
dinami¢nega sipanja svetlobe (angl. dynamic light scattering, DLS) ter z merjenjem potenciala
zeta (C-potenciala). Primarno velikost in obliko ND smo dolo¢ili z uporabo TEM (JEOL 2100,
Tokio, Japonska; pri 200 kV). Preparate smo pripravili s suSenjem vodnih suspenzij ND TiO2
in ZnO na bakreni perforirani mrezici, prekriti z ogljikovo folijo, pri sobni temperaturi.
Suspenzije ND, pripravljene v PBS-citratnem pufru, smo slikali tudi z vrsti¢nim elektronskim
mikroskopom (SEM) (LEO Gemini 1530 (LEO, Oberkochen, Nemcija). Hidrodinamic¢ni
premer ND v suspenzijah v 0,3 M raztopini glukoze (10 pg/ml) smo ovrednotili z inStrumentom
DLS Fritsch Analysette 12 DynaSizer (Idar-Oberstein, Nemcija). Zaradi zelo hitre
sedimentacije obeh suspenzij v PBS-citratnem pufru meritve DSL ni bilo mogoce izvesti.
Meritve C-potenciala suspenzij TiO2 in ZnO v 0,3 M glukozi in PBS-citratnem pufru smo izvedli
z uporabo ZetaPals instrumenta (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, New York,

ZDA).
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3.2 PRIPRAVA ORJASKIH FOSFOLIPIDNIH MEHURCKOV

OFM smo pripravili po modificirani metodi elektroformacije (Angelova, 1986) iz meSanice
sinteti¢nih lipidov 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 fosfatidilholina (POPC) (Avanti Polaris
Lipids, Alabaster, Alabama, ZDA), raztopljeni v mesanici kloroforma in metanola (razmerje 2
: 1) v koncentraciji 1 mg/ml pri sobni temperaturi. Za povecano obstojnost smo dodali
holesterol v razmerju 1 : 5. MeSanico POPC in holesterola (v volumskem razmerju 4 : 1, v/v)
(0,02 ml) smo nanesli na dve platinasti elektrodi in ju dali v Sibek vakuum za 2 uri, da je topilo
lahko izhlapelo. V elektroformacijsko kamrico, ki je vsebovala 0,3 M saharozne raztopine, smo
za 2 uri prikljucili obe elektrodi v razmiku 4 mm na izmeni¢no elektricno polje s frekvenco 10
Hz in amplitudo 5 V/mm. Frekvenco in amplitudo elektricne napetosti smo nato postopoma
zmanjSevali v 15-min intervalih, najprej na frekvenco 5 Hz in amplitudo napetosti 2,5 V, nato
frekvenco 2,5 Hz in amplitudo napetosti 2,5 V, nazadnje frekvenco 1 Hz in amplitudo napetosti
1 V. 600 pL suspenzije s formiranimi OFM smo odlili k 1 ml 0,3 M raztopine glukoze v
volumskem razmerju 3 : 5 (saharozna /glukozna raztopina; v/v) in jo zaprli s parafinskim
trakom z namenom za$¢ite pred vdorom zraka in mikroorganizmov. OFM smo pustili stati 24

ur v nizkem vakuumu pri 23 °C.

3.3 PRIPRAVA MIKROSKOPSKIH PREPARATOV SUSPENZIJE ORJASKIH
FOSFOLIPIDNIH MEHURCKOV IN NANODELCEV TITANIJEVEGA
DIOKSIDA IN CINKOVEGA OKSIDA TER ZAJEM IN ANALIZA
MIKROSKOPSKIH VIDEOPOSNETKOV

Suspenzije OFM (0,07 ml) (saharozna /glukozna raztopina; v/v) smo vnesli v eksperimentalne
kamrice (CoverWellTM Perfusion chambers PC4L-0,5; Grace Bio-Labs, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Nemcija). Razred¢eni suspenziji OFM (z 0,3 M glukozno raztopino) smo dodali ND
v volumskem razmerju suspenzija OFM : testni medij =9 : 1; v/v, s kon¢nimi koncentracijami
Ti02 ali ZnO 0,01mg /ml. Kontrolnim skupinam smo dodali enak volumen 0,3 M raztopine
glukoze. V posamezni kamrici smo obravnavali eno populacijo OFM, ki je bila predhodno
izpostavljena ND (20 in 50 min), zajetih v dveh enodimenzionalnih videoposnetkih na dveh
loc¢enih pasovih, posnetih pri 400-kratni povecavi. Videoposnetke populacij OFM smo izvedli

z uporabo svetlobnega faznokontrastnega mikroskopa Nikon Eclipse TE2000-S (Nikon, Tokio,
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Japonska) in videokamere CCD XC -77 CE (Sony, Tokio, Japonska), priklju¢ene na mikroskop.
Vzorce smo proucevali tako, da smo ustvarili mozaik z algoritmom iz naSega video
mikroskopskega posnetka. Vsak mozaik je vseboval vse potrebne OFM. Iz teh smo z uporabo
avtomatske segmentacije in ro¢nega pregleda mozaikov slik izrazili kvantitativne podatke o
Stevilu OFM kontrolne skupine in po dodatku testiranih ND TiOz2 in ZnO (Zupanc in sod., 2010;
Zupanc in sod., 2011; Zupanc in sod., 2014).

3.4 POSKUSI Z ANORGANSKIMI NANODELCI IN KRVNIMI CELICAMI

Krvne vzorce smo odvzeli s punkcijo ene od perifernih ven (vene cephalice antebrachii) v
epruveto z antikoagulantom (0,109 M antikoagulanta trinatrijevega citrata,Vacutube,
Laboratorijska tehnika Burnik d.o.o.,Vodice, Slovenija). Citrirano kri (2,7 ml z 0,109M
antikoagulanta trinatrijevega citrata) smo centrifugirali (centrifuga Centric 200/R, Tehtnica
Zelezniki, Podjetje precizne mehanike in elektronike, Zelezniki, Slovenija) 15 min s pospeskom
50 g pri 37 °C, da smo locili s trombociti bogato plazmo od eritrocitov. Eritrocite smo sprali (3
krat) s PBS-citratom tako, da smo centrifugirali 10 min s pospeskom 1550 g pri 37 °C. Sprane
eritrocite in s trombociti bogato plazmo smo razdelili v dva odmerka (50 pl eritrocitov in 200
ul s trombociti bogato plazmo). Suspenziji ND TiO; in ZnO v PBS-citratnem pufru (5 mg/ml)
smo inkubirali s pasjimi spranimi eritrociti (v razmerju 2 : 1) in s trombociti bogato plazmo (v
razmerju 3 : 1). Za kontrolo smo PBS-citratno raztopino brez ND dodali k pasjim spranim
eritrocitom (v razmerju 2 : 1) in s trombociti bogati plazmi (v razmerju 3 : 1) ter opazovali
morebitne spremembe v vzorcu po 1-urni inkubaciji pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo
vzorce fiksirali v 0,1 % glutaraldehidu, ponovno 1 uro inkubirali pri sobni temperaturi in jih
nato centrifugirali 10 min s pospeskom 1550 g pri 37 °C. Supernatant smo zamenjali s PBS-
citratnim pufrom, vzorec vorteksirali, centrifugirali s pospeskom 1550 g pri 37 °C Se za 10
minut in fiksirali 1 uro z 2 % glutaraldehidom.

Izolate vzorcev smo opazovali z razli¢nimi mikroskopskimi tehnikami, tj. s faznokontrastnim

mikroskopom in z vrsticnim elektronskim mikroskopom (SEM).
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3.4.1 Mikroskopiranje

a. Faznokontrastna mikroskopija

5 ul raztopine eritrocitov smo nanesli med dve krovni stekelci, ki smo ju zalepili z lakom za
nohte. Vzorec smo opazovali pod mikroskopom s faznokontrastno optiko Olympus GWB BH-
2 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) pri 400-kratni povecavi. Slike smo posneli z digitalno
kamero Canon EOS 450D (Canon, Tokio, Japonska).

b. Vrsti¢na elektronska mikroskopija (SEM)

Fiksirane vzorce smo sprali s PBS-citratno raztopino in inkubirali za 20 min pri sobni
temperaturi. Postopek smo ponovili 4-krat, zadnja inkubacija je trajala ¢ez no¢ pri 8 °C. Vzorce
smo nato fiksirali §e za 60 min pri 22 °C v 1 % OsO4 raztopini 0,9 % NaCl, dehidrirali v
narascajoci vrsti acetona (50 %—100 %, v/v). Vzorce smo opazovali z vrsticnim elektronskim

mikroskopom LEO Gemini 1530 (LEO, Oberkochen, Nemcija).

3.5 ZIVALI

V $tudiji vpliva ND na krvne celice smo uporabili kri treh zdravih psov meSane pasme, starosti
treh, Stirih in Sestih let.

V §tudijo koncentracije MV v krvi psov z MCT smo vklju€ili trinajst psov z MCT, pri Cemer je
bila diagnoza MCT pri devetih psih postavljena s patohistolosko preiskavo in pri §tirih psih s
citoloSko preiskavo, ter osem zdravih psov, ki smo jih vkljucili v kontrolno skupino. Podatke o
zivalih predstavljamo v Tabeli 1. Lastniki psov so podpisali svoj pristanek za odvzem vzorcev

in uporabo podatkov v raziskovalne namene.
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Tabela 1: Podatki o pacientih vklju€enih v raziskavo MCT in MV.
Table 1: Data on patients included in the study of MCTs and MVs.
.. Premer
Zaporedna Starost Lokacija g Klini¢ni Klini¢ni
Stevilka  (lety  oPol  Pasma Tt t”(m;’a izgled stadij o MHC
1 5 m NB trebuh 2 al.opecga, . 1 da da
pigmentacija
2 6 zZ VPP Isllggl’d 3 alopecija 1 da da
3 3 zZ SP nogaz.d. np alopecija 1 da da
4 9 m NT komolec 5 alopecuna, 1 da da
ulceracija
5 6 m JRT vrat 1 pod kozo 1 da da
6 12 m PRT aksﬂaryo 0,5 pod kozo 1 da da
podrocje
7 12 »  LAB 'o#® 2 alopecija, 1 da da
sp. L. ulceracija
8 5 m NB rama 3 ulceracija 2 da da
9 8 ; M plecka 15 opsezma 2 da da
nekroza
10 3 zZ NB vulva 1 ulceracija np ne ne
11 12 m M koleno np np 1 ne ne
12 10 zZ zp prst postop  np 2 da ne
13 8 m BPP nosnica 3 depigmentacija np ne ne
14 9 m M kontrola
15 1 m GR kontrola
16 2 Z EB kontrola
17 0,7 zZ M kontrola
18 3 m v kontrola
19 4 Z M kontrola
20 8 m M kontrola
21 4 m BC kontrola
Legenda: PH: patohistologija; IHC: imunohistokemija; pasma: NB = nemski bokser, VPP = veliki plansarski
pes, SP = shar-pei, NT = nemski terier, JRT = jack russel terier, PRT = parson russel terier, LAB =
labradorec, M = meSanec, ZP = zlati prinasalec, BPP = bernski plansarski pes, G = greyster, EB =
epagneul breton, V = vizla, BC = border collie; np = ni podatka; noga z. d. = zadnja desna noga; noga
sp. 1. = sprednja leva noga; klini¢ni stadij: 1 = solitarni tumor brez zasevkov, 2 = solitarni tumor z
zasevki v regionalni bezgavki
Legend: PH: pathohistology; IHC: immunohistochemistry; breed: NB = Boxer, VPP = Great Swiss Mountain

Dog, SP = Shar Pei, NT = German Hunting Terrier, JRT = Jack Russell Terrier, PRT = Parson Russell
Terrier, LAB = Labrador Retriever, M = mixed breed, ZP = Golden Retriever, BPP = Bernese
Mountain Dog, G = Greyster, EB = Epagneul Breton, V = Vizsla, BC = Border Collie; np = no data;
noga z. d. =right hind leg; noga sp. 1. = left front leg; clinical stage: 1 = nonmetastatic solitary tumour,
2 = solitary tumour with metastases in the regional lymph node
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3.6 PRIPRAVA VZORCEV MASTOCITOMOV ZA PATOHISTOLOSKO IN
IMUNOHISTOKEMICNO PREISKAVO

3.6.1 Obdelava vzorcev za citoloSko diagnostiko

Pri zivalih s tumorjem smo s TIAB odvzeli vzorce, jih na zraku posuSili in obarvali s
toluidinskim barvilom, po protokolu, ki ga uporabljajo na Institutu za patologijo, divjad, ribe in

cebele Veterinarske fakultete v Ljubljani.

3.6.2 Obdelava vzorcev tumorjev za patohistolosko in imunohistokemic¢no

preiskavo

Pri Zivalih s citoloSko diagnosticiranim MCT smo z ekscizijsko ali incizijsko biopsijo odvzeli
tkivne vzorce tumorskega tkiva in jih fiksirali v 10 % puferiranem formalinu. Poseg smo
opravili v splosni anesteziji. PatohistoloSko in imunohistokemi¢no preiskavo smo opravili na
Institutu za patologijo, divjad, ribe in Cebele Veterinarske fakultete v Ljubljani.

Vzorce tumorjev za patohistoloSko in imunohistokemicno preiskavo smo fiksirali v 10 %
puferiranem formalinu in jih nato rutinsko impregnirali s parafinom s pomocjo aparature

Hypercenter XP (Shandon, Watertown, ZDA).

3.6.3 Barvanje s hematoksilinom in eozinom ter toluidinskim modrilom

Iz parafinskih blokov smo z drsnim mikrotomom (Leica, Nussloch, Nemc¢ija) narezali tkivne
rezine debeline 4 um. Tkivne rezine smo v aparaturi Varistain (Shandon, Cheshire, Velika
Britanija) deparafinizirali v ksilolu in padajoci vrsti alkoholov. Nato smo eno rezino v aparaturi
Varistain (Shandon, Cheshire, Velika Britanija) obarvali s hematoksilinom in eozinom (HE),
drugo rezino pa ro¢no s toluidinskim modrilom (pH 4,2). Po kon¢anem barvanju smo rezine
dehidrirali v naras¢ajoci vrsti alkoholov in postopek barvanja zakljucili z bistrenjem v ksilolu.
Pobarvane tkivne rezine smo pokrili s sinteti¢éno smolo in pokrovnim stekelcem. Barvanje smo
izvedli po protokolu, ki ga uporabljajo na InStitutu za patologijo, divjad, ribe in Cebele

Veterinarske fakultete v Ljubljani.
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3.6.4 Imunohistokemi¢no oznacevanje

Imunohistokemi¢na oznacevanja smo izpeljali na parafinskih tkivnih rezinah debeline 4 pm, ki
smo jih prenesli na objektna stekelca prevleCena s 3-aminopropiltrietoksilanom (APTES) in jih
nato suSili v termostatu pri temperaturi 45 °C ez noC. Tkivne rezine smo pred
imunohistokemi¢nim oznacevanjem CD117 in Ki-76 antigena, deparafinizirali v aparaturi

Varistain (Shanon, Cheshire, Velika Britanija).

3.6.4.1 Postopek imunohistokemi¢nega oznacevanja

Imunohistokemi¢no oznacevanje smo izvedli rocno, z vizualizacijskim kitom Dako REAL™
EnVision™ Detection System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (DAKO, kat. §t. K5007) po
naslednjem postopku:
1. Deparafinizacija tkivnih rezin do vode.
2. Demaskiranje antigena z mikrovalovi:
— V0,01 M citratnem pufru s pH 6,0, 20 minut za tkivne rezine, ki smo jih nato oznacevali
s protitelesom proti CD117, in
— V0,1 M pufru etilendiaminotetraocetne kisline (angl. ethylenediaminetetraacetic acid,
EDTA) s pH 9,0, 15 minut za tkivne rezine, ki smo jih nato oznacevali s protitelesom
proti Ki-67 antigenu.
3. Hlajenje rezin do sobne temperature.
4. Kratko spiranje v izpiralnem pufru tris-pufer z dodatkom Tweena (angl. tris-buffered-
saline-Tween, TBST) s pH 7,5, 5 minut.
5. Inhibicija endogene peroksidaze s Peroxidase-Blocking Solution Dako REAL (DAKO), 30
minut.
6. Prenos za 5 minut v izpiralni pufer.
7. Inkubacija s primarnim protitelesom v vlazni komori pri sobni temperaturi za 1 uro.
Uporabili smo primarni protitelesi:
— kungje poliklonsko protitelo proti ¢loveskemu CD117 (kataloska oznaka A450229), v
red¢itvi 1 : 300 in
— monoklonsko protitelo proti ¢loveskemu Ki-67 antigenu, klon MIB-1 (kataloska oznaka

M724029), v redcitvi 1 : 75.
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8. Kratko spiranje v TBST, 5 minut.

9. Inkubacija v sekundarnih protitelesih, konjugiranih s polimerom, oznacenim s hrenovo
peroksidazo, iz vizualizacijskega kita DAKO REAL™ EnVision™ Detection System
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse (DAKO, kat. st. K5007) (steklenicka A), v vlazni komori
na sobni temperaturi, 30 minut.

10. Kratko spiranje v TBST, 5 minut.

11. Inkubacija v delovni raztopini barvnega substrata s 3-diaminobenzidinom (DAB).
Raztopino barvnega substrata smo pripravili pred uporabo tako, da smo v pufer iz kita
(Substrate Buffer - steklenicka B) dodali kromogen iz kita (DAB + Chromogen -
steklenicka C), v razmerju 1 ml pufra in 20 pl kromogena. Tkivne rezine smo inkubirali na
sobni temperaturi, 7 minut.

12. Spiranje z destilirano vodo in kontrastiranje z Meyerjevim hematoksilinom, 1 minuta.

13. Spiranje v TBST, 1 minuta.

14. Spiranje v tekoc¢i vodi, 20 minut, dehidracija v naraSc¢ajo€i vrsti alkoholov, bistrenje v
ksilolu in pokrivanje s sinteticno smolo.

Pozitivna reakcija je pri imunohistokemi¢énemu oznacevanju, kjer uporabimo DAB kot barvni

substrat, vidna kot rjav reakcijski produkt. Jedra celic se po kontrastiranju s hematoksilinom

obarvajo nezno vijoli¢no.

3.6.4.2 Kontrole pri imunohistokemi¢nem oznacevanju

Pri vsakem od imunohistokemic¢nih oznacevanj smo uporabili kontrole. Za pozitivno kontrolo
pri imunohistokemi¢nem oznacevanju CD117 smo uporabili parafinske tkivne rezine MCT psa,
kot pozitivno kontrolo Ki-67 antigena pa bezgavko psa.

Kot negativno kontrolo smo uporabili tkivne rezine, pri katerih smo v imunohistokemi¢nem
postopku primarno protitelo nadomestili z razred¢ilom za protitelesa (razred¢ilo za protitelesa
DAKO Cytomation Antibody Diluent).

Ponovljivost imunohistokemic¢ne reakcije smo kontrolirali tako, da smo v vsako serijo barvanja
vzorcev vklju€ili tkivno rezino vzorca, ki je bil oznacen v prejSnjih serijah. Ponovljivost

reakcije smo ocenili subjektivno.
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3.7 KRITERIJI ZA OCENJEVANIJE STOPNJE MALIGNOSTI
MASTOCITOMOV, OCENO VZORCA KIT-BARVANIJA IN DOLOCANIJE
PROLIFERACIJISKEGA INDEKSA Ki-67

3.7.1  Ocenjevanje citoloskega vzorca

Vzorce, odvzete iz MCT s TIAB, smo obarvali s toluidinskim barvilom in jih ocenili:
a. dobro diferencirani:

- so zgrajeni iz homogene populacije celic s Stevilnim metakromati¢nimi zrnci,

b. slabse diferencirani:

- v citoplazmi je manj metakromati¢nih zrne in vec€ izrazenih malignih lastnosti celic.

3.7.2  Ocenjevanje histoloske stopnje malignosti mastocitomov

S patohistoloSko preiskavo vzorcev mastocitomov smo ocenili stopnjo malignosti (histoloski

gradus).

Stopnjo malignosti smo ocenili po Patnaiku (Patnaik in sod., 1984) in po Kiupelu (Kiupel in
sod., 2011):
1. po Patnaiku:
a. dobro diferencirani MCT (histoloSka stopnja malignosti I, Slika 1 A)
— so zgrajeni iz monomorfnih okroglih celic z mo¢no granulirano citoplazmo,
— 1majo zrnca v citoplazmi, ki so srednje velika, in

— S0 brez mitoz.

b.  zmerno diferencirani MCT (histoloSka stopnja malignosti II, Slika 1 B):

— so zmerno do gostoceli¢ni,

— so zgrajeni iz pleomorfnih celic okrogle do ovalne oblike,

— 1majo celice z razli¢no stopnjo granuliranosti citoplazme, v nekaterih celicah so zrnca
velika in hiperkromati¢na, v drugih pa bolj drobna

— 1majo podrocja z edemi, nekrozami ali hialiniziranim kolagenom,

— 1imajo na vidno polje velike povecave (angl. high power field, HPF) do dve mitozi,

— v katerih novotvorbne celice infiltrirajo globoko v dermis in/ali podkozje.
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Slika 1:

Figure 1:
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MCT histoloske stopnje malignosti I, II in III. A: MCT histoloske stopnje malignosti I. Dobro
diferencirane, monomorfne okrogle tumorske celice z veliko granulirane citoplazme in okroglimi jedri
z zgo$¢enim kromatinom, v katerih jedrca niso vidna. Mitoz ni; B: MCT histoloske stopnje malignosti
II. Zmerno diferencirane tumorske celice, ki so zmerno pleomorfne - okrogle do ovalne oblike, zmerno
anizocitoticne in imajo razlicno koli¢ino citoplazme, ki je razlicno mo¢no granulirana. Jedra tumorskih
celic so zmerno pleomorfna - okrogla do ovalna in zmerno anizokarioti¢na ter imajo po eno jedrce; C:
MCT histoloske stopnje malignosti I1I. Slabo diferencirane tumorske celice, ki so mo¢no pleomorfne -
okrogle do ovalne oblike, mo¢no anizocitoti¢ne, z razli¢no koli¢ino slabo granulirane citoplazme. Jedra
tumorskih celic so mo¢no pleomorfna - okrogla, ovalna in z zaZzemki, mo¢no anizokarioti¢na ter imajo
izrazito jedrce. HE. Merilo za A, B in C = 100 um.

Grade I, 1T and III MCT. A: Grade I MCT. Well-differentiated, monomorphic and round tumour cells
with ample granulated cytoplasm and round nuclei with condensed chromatin, in which nucleoli are not
seen. Mitoses are absent; B: Grade II MCT. Moderately-differentiated and moderately pleomorphic -
round to ovoid tumour cells, which are moderately anisocytotic and have different amounts of cytoplasm
with various degrees of granulation. The nuclei of tumour cells are moderately pleomorphic - round to
ovoid, moderately anisokaryotic and have a single nucleolus; C: Grade III MCT. Poorly-differentiated,
highly pleomorphic - round to ovoid tumour cells, which are highly anisocytotic and have different
amounts of poorly-granulated cytoplasm. The tumour cells have highly anisokaryotic, highly
pleomorphic - round, ovoid and indented nuclei with a prominent nucleolus. HE. Bar in A, B and C =
100 pm.
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c. diferencirani MCT (histoloska stopnja malignosti III, Slika 1 C):

— so gostocelicni,

— so zgrajeni iz moc¢no pleomorfnih celic z zazetimi ali okroglimi mehurjastimi jedri z
enim ali ve¢ izrazitimi jedrci,

— imajo slabo granulirano citoplazmo, v kateri so drobna zrnca ali zrnca niso vidna,

— na eno vidno polje velike povecave je 3—6 mitoz,

— 1imajo pogosto podrocja z edemi, krvavitvami, nekrozami in hialiniziranim kolagenom
ali so ulcerirani,

— v katerih novotvorbne celice infiltrirajo globoki dermis in/ali podkozje.

2. po Kiupelu:

a. MCT visoke stopnje malignosti so tisti, v katerih ugotovimo vsaj enega od nastetih

kriterijev

— sedem in ve¢ mitoz v 10 vidnih poljih velike povecave,

— najmanj tri vecjedrne celice (med vec¢jedrne celice priStevamo novotvorbne celice, ki
imajo ve¢ kot 3 jedra) v 10 vidnih poljih velike povecave, najmanj tri bizarna jedra (jedra,
ki so mocno atipi€na, z izrazitimi zaZemki, segmentirana ali nepravilne oblike) v 10
poljih velike povecave ali

— kariomegalija, kar pomeni, da ima vsaj 10 % tumorskih celic dvakrat vecji premer jeder

od premera najmanj$ih tumorskih celic.

b. MCT, v katerih ne ugotovimo nobene od nasStetih znacilnosti, spadajo med MCT nizke

stopnje malignosti.

3.7.3  Ocenavzorca KIT-barvanja

Imunohistokemicno reakcijo na CD117 smo ocenili po kriterijih, ki so jih opisali Kiupel in sod.

(2004), in razlikovali med tremi vzorci imunohistokemicéne reakcije:

- vzorec KIT-barvanja I, ¢e smo ugotovili pozitivno reakcijo na celicni membrani

novotvorbnih celic (Slika 2 A),
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- vzorec KIT-barvanja II, ¢e smo ugotovili fokalno ali zrnéasto pozitivno reakcijo v
citoplazmi novotvorbnih celic (Slika 2 B)
in
- vzorec KIT-barvanja III, ¢e smo ugotovili difuzno pozitivno citoplazemsko reakcijo v

novotvorbnih celicah (Slika 2 C) (Kiupel in sod., 2004).

Slika 2:  MCT z vzorcem KIT-barvanja. A: MCT z vzorcem KIT-barvanja I. Znacilna imunohistokemicna
reakcija je vidna na celi¢ni membrani tumorskih celic; B: MCT z vzorcem KIT-barvanja II. V
citoplazmi tumorskih celic je vidna znacilna fokalna ali zrnc¢asta imunohistokemicna reakcija; C: MCT
z vzorcem KlIT-barvanja III. V citoplazmi tumorskih celic je vidna znacilna difuzna mocna
imunohistokemic¢na reakcija. Imunohistokemicno barvanje s kun¢jim poliklonskim protitelesom proti
¢loveskemu CD117 (DAKO), kontrastirano s hematoksilinom. Merilo za A, B in C = 100 um.

Figure 2: MCT with KIT-staining pattern. A: MCT with KIT-staining pattern I, which is characterized by
membrane-associated staining of tumour cells; B: MCT with KIT-staining pattern II, which is
characterized by intense focal or stippled cytoplasmic staining of tumour cells; C: MCT with KIT-
staining pattern III, which is characterized by diffuse and cytoplasmic staining of tumour cells.
Immunohistochemical staining with rabbit polyclonal antibody against human CD117 (DAKO),
counterstained with hematoxylin. Bar in A, B and C = 100 pum.
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3.7.4  Dolocanje proliferacijskega indeksa Ki-67

Proliferacijski indeks smo dolocali na tkivnih rezinah, oznacenih s protitelesom proti antigenu
Ki-67. Meritve smo opravili na mikrografijah, zajetih z digitalno kamero DS-U2 (Nikon, Tokio,
Japonska) in mikroskopom Microphot FXA (Nikon, Tokio, Japonska) ter s pomocjo
racunalniskega programa NIS-Elements BR (Nikon, Tokio, Japonska). Meritve smo opravili na
slikah, zajetih pod 400-kratno povecavo, v podroc¢jih novotvorbe, za katere smo subjektivno
ocenili, da imajo najvecje Stevilo imunohistokemi¢no oznacenih celic.

Proliferacijski indeks smo opredelili kot razmerje med Stevilom Ki-67-pozitivnih celic na 1000
celic. Rezultate smo glede na $tevilo pozitivnih celic oznacili kot proliferacijski indeks Ki-67
> 10 (ve¢ kot 100 pozitivnih celic na 1000 pregledanih celic, Slika 3 A) in proliferacijski indeks
Ki-67 <10 (manj kot 100 pozitivnih celic na 1000 pregledanih celic, Slika 3 B), pri ¢emer smo
delili Stevilo imunohistokemicno pozitivnih jeder z vsemi jedri novotvorbnih celic in pomnozili

s 100.

Slika 3:  MCT in proliferacijski indeks Ki-67. A: MCT s proliferacijskim indeksom Ki-67 > 10. V jedrih §tevilnih
tumorskih celic je vidna znacilna imunohistokemic¢na reakcija; B: MCT s proliferacijskim indeksom Ki-
67 < 10. Le fokalno je v jedru tumorske celice vidna znacilna imunohistokemicna reakcija.
Imunohistokemicno barvanje z monoklonskim protitelesom proti ¢loveskemu Ki-67 antigenu,
kontrastirano s hematoksilinom. Merilo za A in B = 100 pm.

Figure 3: MCT and proliferative index Ki-67. A: MCT with proliferative index Ki-67 > 10. An immunopositive
reaction is located in the nuclei of many tumour cells; B: MCT with proliferative index Ki-67 < 10. An
immunopositive reaction is visible only focally in the nucleus of a tumour cell. Immunohistochemical
staining with monoclonal antibody against human Ki-67 antigen, counterstained with hematoxylin. Bar
in A and B =100 pm.
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3.8 ODVZEM VZORCEV KRVI IN LOCITEV KRVNIH CELIC OD PLAZME

Krvne vzorce smo odvzeli s punkcijo ene od perifernih ven (vene cephalice antebrachii, vene
saphenae ali vene jugularis) v epruveto z antikoagulantom (0,109 M antikoagulanta
trinatrijevega citrata). Citrirano kri (2,7 ml z 0,109M antikoagulanta trinatrijevega citrata) smo
centrifugirali (centrifuga Centric 200/R, Tehtnica Zelezniki, Podjetje precizne mehanike in
elektronike, Zelezniki, Slovenija) 20 min s pospeskom 1550 g pri 37 °C. 250 ul supernatanta
smo odpipetirali in ga prenesli v 1,8 ml mikrokrocentrifugirko (Isolab, Wertheim, Nem¢ija) za
nadaljnjo obdelavo. Krvne vzorce (0,5 ml krvi) za hematoloske preiskave smo shranili v

epruvete z etilendiamintetraocetno kislino (EDTA).

3.9 PRIDOBIVANIJE S TROMBOCITI SIROMASNE PLAZME

Citratno kri smo centrifugirali 15 min s pospeskom 800 g pri 37 °C, pri ¢emer smo locili in
odstranili vecino eritrocitov, preostanek vzorca pa je predstavljal s trombociti siromasno

plazmo.

3.10 IZOLACIJA MIKROVEZIKLOV

250 pl supernatanta s trombociti siromasne plazme smo v 1,8 ml mikrocentrifugirki
centrifugirali 5 min s pospeskom 17.570 g pri 37 °C. Odstranili smo 225 pl supernatanta, 25 pl
peleta z MV pa razredcili z 225 pl PBS-citrata (pH 7,4), MV smo resuspendirali z
vorteksiranjem s pospeSkom 1200 g in vzorec centrifugirali 5 min s pospeSkom 17.570 g pri
37 °C. Zgornjih 225 ul supernatanta smo odpipetirali in ga zavrgli, k 25 ul peleta pa dodali 75
ul pufra PBS-citrata (pH 7,4).
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3.11 STETJE MIKROVEZIKLOV S PRETOCNIM CITOMETROM

Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi psov smo dolo¢ili s pretoénim citometrom
MACSQuant analizatorjem r (http://www.miltenyibiotec.com/en/products-and-services/macs-
flowcytometry/flow-cytometers/macsquant-analyzer-10/macsquantanalyzer-10.aspx)
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, Germany), s 405 nm, 488 nm in 640 nm zra¢no
hlajenimi laser;ji (Slika 4). Princip delovanja preto¢nega citometra temelji na tem, da zazna na
delcih sipano svetlobo, pri ¢emer je signal odvisen od lastnosti delcev. Vir svetlobe je laserski
zarek, usmerjen v tok delcev, ki skozi mesto interakcije z laserskim zarkom prehajajo
posami¢no (hidrodinamsko fokusiranje). Zaznamo lasersko svetlobo, sipano v smeri zarka
(angl. forward side scatter, FSC), in v stranski smeri (angl. side side scatter SSC). Signal v smeri
zarka je odvisen od velikosti delcev, signal v stranski smeri pa predvsem od povrSinskih
lastnosti delca.

Rezultate smo analizirali z MACSQuantifyTM (Miltenyi Biotec GmbH; Bergisch Gladbach,
Nemcija) razli¢ico programske opreme 2.4. Za meritev smo uporabili 25 pl vzorca. MV smo
na pretocnem citometru doloc€ili na razsevnem diagramu dogodkov, ki jih doloca svetloba,

sipanja v smeri naprej in v stranski smeri (Slika 4).

c0cts Rt en o‘-o.o_.pi‘goo?_;;
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Slika 4:  Citometricna metoda. Prikaz potovanja delca in sipanja svetlobe v pretocni citometriji (levo) in pretocni
citometer MACSQuant analizator (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Nemcija) (desno), ki se
nahaja v prostorih Laboratorija za klini¢no biofiziko, Katedre za ortopedijo Medicinske fakultete v
Ljubljani.

Figure 4. Cytometric method. A schematic presentation of particle movement and light scattering in flow
cytometrylC (left) and flow cytometer MACSQuant (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,

Germany) (right) at the Laboratory of Clinical Biophysics, Chair of Orthopaedics, Faculty of Medicine,
University of Ljubljana.


http://www.miltenyibiotec.com/en/products-and-services/macs-flowcytometry/flow-cytometers/macsquant-analyzer-10/macsquantanalyzer-10.aspx
http://www.miltenyibiotec.com/en/products-and-services/macs-flowcytometry/flow-cytometers/macsquant-analyzer-10/macsquantanalyzer-10.aspx
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Tockovni diagram zdravega psa. FSC-A/SSC-A (forward side scatter/side side scatter —
prednje/stransko sipanje, logaritemska skala) prikazuje MV (rdeca elipsa) in fragmente celic v izolatih,
pridobljenih iz periferne krvi zdravega psa.

A density plot of a healthy dog. FSC-A/SSC-A (forward side scatter/side side scater, logarithmic scale)
representing MVs (red ellipse) and fragments of cells in isolates from peripheral blood of a healthy dog.
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Tockovni diagram psa z MCT. FSC-A/SSC-A (forward side scatter/side side scatter — prednje/stransko
sipanje, logaritemska skala) prikazuje MV (rdeca elipsa) in fragmente celic v izolatih, pridobljenih iz
periferne krvi psa z MCT.

A density plot of a dog with MCT. FSC-A/SSC-A (forward side scatter/side side scatter, logarithmic
scale) representing MVs (red ellipse) and fragments of cells in isolates from peripheral blood of a dog
with MCT.
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3.12 MERJENJE STEVILSKE KONCENTRACIJE TROMBOCITOV V
PERIFERNI KRVI

Stevilske koncentracije trombocitov smo dolo¢ali skupaj s hemogramom z diferencialno belo
krvno sliko v EDTA vzorcih venozne krvi (0,5 ml krvi) z avtomatskim hematoloskim
analizatorjem ADVIA 120 (Siemens, Erlangen, Nemcija). Delovanje avtomatskega laserskega
hematoloskega analizatorja ADVIA 120 (Siemens, Erlangen, Nemcija) temelji na citokemiji in
pretocni citometriji z lasersko svetlobo. Analizator omogoca dolocanje celotne krvne slike in
retikulocitov 21 zivalskih vrst.

Dolocanje stevilske koncentracije in volumna eritocitov in trombocitov poteka z enoreagentno
metodo (RBC/PLT metoda), ki temelji na pretonem citometrijskem merjenju s pomocjo
razprSevanja laserske svetlobe. Vzorec krvi se meSa z reagentom ('/RBC dil' reagent). Pri tem
se eritrociti izovolumetrijsko zaokrozijo in fiksirajo z glutaraldehidom, ki je sestavni del
reagenta. Reakcijska zmes gre skozi opti¢ni kanal, osnovan na laserju (helij-neonski rdeci
laser), kjer poteka Stetje celic, razlo¢evanje med eritrociti in trombociti ter dolo¢anje volumna
posameznih eritrocitov in trombocitov z uporabo tehnike razprSevanja laserske svetlobe.
Opti¢ni merjenji se izvedeta pri malem (2°-3°) in velikem (5°-15°) vpadnem kotu laserske

svetlobe.

3.13 STATISTICNE METODE

Za primerjavo Stevilske koncentracije MV razli¢nih skupin psov in posameznih pacientov pred,
med in po zdravljenju smo uporabili faktor, ki predstavlja razmerje med koncentracijo MV v
vzorcu, v primerjavi s kontrolo. Medsebojno smo primerjali skupine glede na histolosko stopnjo
malignosti po Patnaiku in Kiupelu, vzorce KIT-barvanja in proliferacijski indeks Ki-67.
Skupine vzorcev smo predstavili s povprecnimi vrednostmi parametrov in standardnim
odmikom ter jih primerjali s T-testom. Razlike, ki so jim ustrezale verjetnosti manjse, od p =
0,05, smo vzeli kot statisticno pomembne. Primernost velikosti vzorcev smo ocenili z analizo
statisticne moci. Statisticno mo¢ pri vrednosti a = 0,05 smo oznacili kot dovolj veliko, ¢e je
presegla vrednost P = 0,8. Pri statisticni analizi smo uporabili programa Excel in Statistical
solutions. Microsoft Office Excel, 2007 SP3 in 1-Sample, 2-Sided Equality (HY Lown
Cosulting LLC, Atlanta, GA, ZDA) 2013-2016 htpp://www.powerandsamlesize.com.
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Rezultate poskusa OFM z ND smo statisti¢no ovrednotili z uporabo programske opreme Team
RC. R: A language and environment for statistical computing testa (R Fundation for Statistical
Computing, Dunaj, Avstrija), 2008 ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org., pri

vrednosti o = 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 LASTNOSTI IZBRANIH ANORGANSKIH NANOMATERIALOV

V suspenziji ND TiO2 v 0,3M raztopini glukoze so se oblikovali skupki in aglomerati velikosti
600 do 4000 nm, v suspenziji ND ZnO in glukoze pa so nastali skupki velikosti 100 do 1200
nm (Slika 7).

Slika 7: Suspenzija ND TiO; in ZnO v glukozi (0,3M raztopini), slikana s presevnim (TEM) (A, C) in vrsti¢nim
elektronskim mikroskopom (SEM) (B, D) (Simundi¢ in sod., 2013).

Figure 7: TiO; and ZnO NPs suspended in glucose (0.3M solution), imaged by a transmission electron microscope
(TEM) (A, C) and by a scanning electron microscope (SEM) (B, D) (Simundi¢ et al. 2013).

Zaradi zelo hitre sedimentacije obeh suspenzij v PBS-citratnem pufru meritve DSL ni bilo
mogoce izvesti.
Meritve (-potenciala suspenzij TiO2 in ZnO v 0,3 M glukozi in PBS-citratnem pufru so

pokazale blago negativen naboj v nevtralnem pH (Tabela 2).
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Tabela 2: Lastnosti suspenzij ND TiO; in ZnO.
Table 2: Characteristics of TiO, and ZnO NPs.

pH C-potencial
TiO; v PBS-citratu 7,9 -26
ZnO v PBS-citratu 7,9 -29
TiO, v 0,3M glukozi 4.4 -22
ZnO v 0,3M glukozi 6,6 -15

4.2 REZULTATI VPLIVA ANORGANSKIH NANODELCEV NA
MORFOLOSKE SPREMEMBE MEMBRANE KRVNIH CELIC

4.2.1 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida na ukrivljenost membrane pasjih

eritrocitov in njihove medsebojne interakcije

Inkubacija spranih pasjih eritrocitov s suspenzijo TiO2 v PBS-citratu po 1 uri ni vplivala na
ukrivljenost membrane in morfolosSke znacilnosti eritrocitov. ND TiO2 niso vplivali na

medsebojne interakcije eritrocitov, na sprane pasje eritrocite so se le pritrdili (Slika 8 D, E, F).

4.2.2 Vpliv nanodelcev cinkovega oksida na ukrivljenost membrane pasjih

eritrocitov in njihove medsebojne interakcije

Inkubacija spranih pasjih eritrocitov s suspenzijo ZnO v PBS-citratu po 1 uri ni vplivala na
ukrivljenost membrane eritrocitov in morfoloske znacilnosti eritrocitov. ND ZnO niso vplivali

na medsebojne interakcije eritrocitov, na pasje eritrocite so se le pritrdili (Slika 8 G, H, I).
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Slika 8:  Mikrografije izpranih eritrocitov treh psov, zajete z vrsticno elektronsko mikroskopijo (SEM). A, B, C:
kontrolna skupina eritrocitov; D, E, F: eritrociti inkubirani z ND TiO»; G, H, I: eritrociti inkubirani z
ND ZnO. Puscice kazejo na vedje aglomerate ND. Merilo za A, B, C, D, E, F, G, Hin I = 5 um
(Simundié in sod, 2013).

Figure 8: Scanning electron microscope (SEM) micrographs of washed red blood cells of three dogs. A, B, C:
control group of red blood cells; D, E, F: red blood cells incubated with TiO, NPs; G, H, I: red blood
cells incubated with ZnO NPs. Arrows point at larger agglomerates of NPs. Barin A, B, C, D, E, F, G,
Hand I =5 pm (Simundi¢ et al, 2013).

4.2.3 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida na ukrivljenost membrane

trombocitov in njihove medsebojne interakcije

Inkubacija suspenzije ND TiO2 v PBS-citratu in s trombociti bogato plazmo po 1 uri ni imela
vpliva na ukrivljenost membrane trombocitov. Skupki ND TiOz2 niso povzrocili medsebojne

interakcije trombocitov, na trombocite so se le pritrdili (Slika 9 D, E, F).
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4.2.4 Vpliv nanodelcev cinkovega dioksida na ukrivljenost membrane trombocitov
in njihove medsebojne interakcije

Anorganski ND ZnO so aktivirali trombocite v s trombociti bogati pasji plazmi ze po 1-urni
inkubaciji suspenzije. Aktivirani trombociti so spremenili svojo obliko iz plos¢ate v kroglaste
oblike, nekateri s tubularnimi protruzijami. Sprememba oblike trombocitov je v c¢asovni
odvisnosti z inkubacijo; ¢im dlje Casa, kot so bili trombociti inkubirani z ND, tem bolj so se
aktivirali (Slika 9 G, H, ).

Slika 9:  Mikrografije s trombociti bogate plazme treh psov, zajete z vrsticno elektronsko mikroskopijo. A, B, C:
kontrolna skupina s trombociti bogate plazme (trombociti diskoidne oblike-modra puscica); D, E, F: s
trombociti bogata plazma inkubirana z ND TiO, (trombociti diskoidne oblike); G, H, I: s trombociti
bogata plazma inkubirana z ND ZnO, aktivirani kroglasti trombociti, nekateri s tubularnimi protruzijami
(roza pusc€ica), aktivirani kroglasti trombociti brez protruzij (rumena pus€ica) in eritrociti, ki so v plazmi
bogati s trombociti (bela puséica). Merilo za A, Bin C=lum, za D, E, F, G, HinI =5 um (Simundi¢
in sod., 2013).

Figure 9: Scanning electron microscope (SEM) micrographs of platelet-rich plasma of three dogs. A, B, C: control
group of platelet-rich plasma (discoid platelets - blue arrow); D, E, F: platelet-rich plasma incubated
with TiO, NPs (discoid platelets); G, H, I: platelet-rich plasma incubated with ZnO NPs (activated
round-shaped platelets, some with tubular protrusions (pink arrow), activated round-shaped platelets
without protrusions (yellow arrow) and red blood cells in platelet-rich plasma (white arrow)). Bar in A,
Band C =1 um, for D, E, F, G, Hand I = 5 um (Simundi¢ et al, 2013).
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4.3 REZULTATI VPLIVA ANORGANSKIH NANODELCEV NA LASTNOSTI
FOSFOLIPIDNIH MEMBRAN

4.3.1 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida na lastnosti fosfolipidne membrane

Po dodatku suspenzije ND TiO2 v 0,3M glukozi k OFM smo zabelezili povecano stevilo OFM
na dnu kamrice podobno kot pri kontrolni skupini. Stevilo OFM na dnu kamrice je bilo v

pozitivni odvisnosti od ¢asa; po 50 min jih je bilo ve¢ kot po 20 minutah (Slika 10).

4.3.2 Vpliv nanodelcev cinkovega oksida na lastnosti fosfolipidne membrane

Po dodatku suspenzije ND ZnO v 0,3M glukozi k OFM smo zabeleZili znatno zmanjSanje
Stevila OFM ze po 20 min (17 %), Se bolj pa po 50 min (28 %). Nanodelci ZnO so ze po 20-
minutni izpostavitvi povzrocili statisti¢no znacilno (p < 0,001) zmanjSanje Stevila OFM (Slika

10).
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Slika 10:  Stevilo OFM po dodatku 0,3M raztopine glukoze (kontrola) in suspenzije ND ZnO in TiO,. Na
navpicni osi so podane povprecne vrednosti parametrov OFM, zajetih v eni eksperimentalni kamrici,
na dveh mestih vzorcenja (P1 in P2), na vodoravni osi pa ¢asi izpostavitve (20 min in 50 min). V vsaki
kamrici pri posameznih casih izpostavitve so ponazorjeni najvi§ja in najnizja vrednost z rocaji,
povprecje je predstavljeno kot manjsi pravokotnik v centru okvirja z ro¢aji, centralna ¢rta ponazarja
mediano, spodnja in zgornja ¢rta pa 25. in 75. percentil.

Figure 10: The number of GPVs after addition of 0.3M glucose solution (control) and suspension of ZnO and
TiO, NPs. The ordinate shows average values of GPV parameters assessed in one observation
chamber at two locations of sampling (P1 and P2). The abscise shows time of exposure (20 minutes
and 50 minutes). Maximal and minimal values are given for each chamber at given exposure times by
a box. The average value is represented by a smaller rectangle in the middle of the box, the central
line shows the median value, while the upper and the lower line show the 25" and 75™ percentiles,
respectively.
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4.4 MORFOLOSKE SPREMEMBE MEMBRANE CELIC PRI PSIH Z
MASTOCITOMOM

4.4.1 Primerjava Stevilske koncentracije mikroveziklov v izolatih periferne krvi
psov z mastocitomom s Stevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih
periferne krvi zdravih psov

V Tabeli 3 predstavljamo rezultate Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi skupine

devetih psov z MCT in Stevilske koncentracije MV skupine osmih zdravih psov.

Tabela 3: Primerjava Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi psov z MCT s
Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi zdravih psov.

Table 3:  Comparison of the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of dogs
with MCT with the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of

healthy dogs.
Psiz MCT Zdravi psi
Koncentracija Koncentracija
Zaporedna - . Zaporedna : .
Stevilka psa mlkrgve2|klov Stevilka psa mlkrgve2|klov
(St/ul) (St/p)
1 134 14 168
2 264 15 177
3 338 16 158
4 187 17 119
5 158 18 97
6 88 19 131
7 456 20 120
8 330 21 189
9 446
Povprecje 267 145
Standardna deviacija 135 31

p=0,01;P=0,77
Legenda: st = §tevilo
Legend: §t = number

Opomba: primerjava dveh skupin, tj skupine psov z MCT, in zdrave, kontrolne skupine. Pod zaporedno Stevilko
so posamezni pacienti, ki jim je bila izmerjena Stevilska koncentracija MV (/ul) v izolatih periferne krvi.
Izracunana je povprecna Stevilska koncentracija MV (/ul) v izolatih periferne krvi skupine psovz MCT
in zdrave, kontrolne skupine

Remark: Comparison of two groups: the group of dogs with MCT and the control group of healthy dogs.
Individual patients with measured concentrations of MVs (/ul) in isolates from peripheral blood are
under consecutive numbers. The average concentration of MVs (/ul) in isolates from peripheral blood
of the group of dogs with MCT and the control group of healthy dogs is calculated.
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V izolatih periferne krvi osmih zdravih psov smo s preto¢no citometrijo izmerili povpre¢no
Stevilsko koncentracijo 145/ul, v skupini devetih psov z MCT pa 267 MV/pul. Statisti¢na analiza
je pokazala, da je povprecna Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi psov z MCT
statisticno znacilno (84 %) in za faktor 1,8 vi§ja kot povprecna Stevilska koncentracija MV pri

zdravih psih (Tabela 3).

4.4.2 Povezava med histoloSko stopnjo malignosti mastocitoma po Patnaiku in
stevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih periferne krvi pri psih pred

zdravljenjem

V Tabeli 4 predstavljamo rezultate Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi psov,

razdeljeni v dve skupini glede na histolosko oceno malignosti MCT (Slika 11).

Slika 11: MCT histoloske stopnje malignosti II in III. A: MCT histoloske stopnje malignosti II. Zmerno
diferencirane tumorske celice, ki so zmerno pleomorfne - okrogle do ovalne oblike, zmerno
anizocitoticne in imajo razlicno koli¢ino citoplazme, ki je razlicno moc¢no granulirana. Jedra
tumorskih celic so zmerno pleomorfna - okrogla do ovalna in zmerno anizokarioti¢na ter imajo po
eno jedrce; B: MCT histoloske stopnje malignosti III. Slabo diferencirane tumorske celice, ki so
moc¢no pleomorfne - okrogle do ovalne oblike, mo¢no anizocitotine, z razlicno koli¢ino slabo
granulirane citoplazme. Jedra tumorskih celic so mo¢no pleomorfna - okrogla, ovalna in z zazemki,
mocno anizokarioti¢na ter imajo izrazito jedrce. HE. Merilo za A in B =100 pl.

Figure 11:  A: Grade II and III MCT. Moderately-differentiated and moderately pleomorphic - round to ovoid
tumour cells, which are moderately anisocytotic and have different amounts of cytoplasm. The
cytoplasm is more granulated in some and in less in other tumour cells. The nuclei are moderately
pleomorphic - round to ovoid, moderately anisocytotic and have a single nucleolus; B: Grade III
MCT. Poorly-differentiated, highly pleomorphic - round to ovoid, highly anisocytotic tumour cells,
which have different amounts of poorly-granulated cytoplasm. The tumour cells have highly
anisokaryotic, highly pleomorphic - round, ovoid and indented nuclei, with a prominent nucleolus.
HE. Bar for A in B =100 um.
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Tabela 4: Primerjava med histolosko stopnjo malignosti MCT po Patnaiku in Stevilsko
koncentracijo MV v izolatih periferne krvi pri psih pred zdravljenjem.

Table 4: Comparison between the histological grade of malignancy of MCT according to
Patnaik and the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of dogs
before treatment.

Histoloska stopnja malignosti I1 Histoloska stopnja malignosti I11
Zapareana seevits QAT Zaporecna
psa Gt/ul) Stevilka psa Gt/ul)

1 134 7 456

2 264 8 330

3 338 9 446

4 187

5 158

6 88
Povprecje 195 411
Standardna deviacija 91 70

p=0,0095;P=1

Legenda: §t = stevilo
Legend: §t = number

V izolatih periferne krvi skupine Sestih psov z MCT stopnje malignosti II smo izmerili
povprecno Stevilsko koncentracijo 195 /ul, v skupini treh psov z MCT stopnje malignosti III pa
411 MV/ul. Rezultati kazejo, da je povprecna Stevilska koncentracija MV v skupini psov z
MCT stopnje malignosti III bila za faktor 2,1 visja od povprecne Stevilske koncentracije MV

skupine Sestih psov z MCT stopnje malignosti II (Tabela 4).

4.4.3 Povezava Stevilske koncentracije mikroveziklov v izolatih periferne krvi

skupine psov z mastocitomom in vzorcem KIT-barvanja

V Tabeli 5 predstavljamo rezultate Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi psov z

MCT, razdeljenih v tri skupine glede na reakcijo KIT-barvanja (Slika 12).
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Slika 12:  MCT z vzorcem KIT-barvanja. A: MCT z vzorcem KIT-barvanja I. Znacilna imunohistokemi¢na
reakcija je vidna na celi¢ni membrani tumorskih celic; B: MCT z vzorcem KIT-barvanja 1I. V
citoplazmi tumorskih celic je vidna znacilna fokalna ali zrn¢asta imunohistokemicna reakcija; C:
MCT z vzorcem KIT-barvanja III. V citoplazmi tumorskih celic je vidna znacilna difuzna moc¢na
imunohistokemicna reakcija. Imunohistokemicno barvanje s kun¢jim poliklonskim protitelesom proti
¢loveskemu CD117 (DAKO), kontrastirano s hematoksilinom. Merilo za A, B in C = 100 pum.

Figure 12: MCT with KIT-staining pattern. A: MCT with KIT-staining pattern I, which is characterized by
membrane-associated staining of tumour cells; B: MCT with KIT-staining pattern II, which is
characterized by intense focal or stippled cytoplasmic staining of tumour cells; C: MCT with KIT-
staining pattern III, which is characterized by diffuse and cytoplasmic staining of tumour cells.
Immunohistochemical staining with rabbit polyclonal antibody against human CD117 (DAKO),
counterstained with hematoxylin. Bar in A, B and C = 100 pm.
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Tabela 5: Primerjava Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi psov z MCT glede
na vzorec KIT-barvanja.

Table 5: Comparison of the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of dogs
with MCT according to the KIT-staining pattern.

KIT-barvanje | KIT-barvanje 11 KIT-barvanje Il
Zaporedna  onCentracia . edng  KONCENtACE 7o regng  ONCENtracia
Stevilka psa mikroveziklov Stevilka psa mikroveziklov Stevilka psa mikroveziklov
P (8t/u1) P qny P Gt/nl)
2 264 1 134 8 330
3 338 5 158
4 187 7 456
6 88 9 446
Povprecje 219 299 330

Legenda: $t = Stevilo
Legend: §t = number

Po vzorcu KIT-barvanja I so se obarvali §tirje vzorci, povprecna Stevilska koncentracija MV v
izolatih periferni krvi skupine teh $tirih psov je bila 219/ul. Po vzorcu KIT-barvanja II so se
obarvali §tirje vzorci, povprecna Stevilska koncentracija MV skupine teh Stirih psov v izolatih
periferne krvi je bila 299/ul in je bila za faktor 1,3 viSja od povprecne Stevilske koncentracije
MV v izolatih periferne krvi skupine psov z vzorcem KIT-barvanja I. Po vzorcu KIT-barvanja
IIT se je obarval le en vzorec (Tabela 5). Pri pacientu z zaporedno Stevilko 8 je bila Stevilska
koncentracija MV v izolatih periferne krvi 330/ul in za faktor 1,1 vi§ja od povprecne
koncentracije MV v izolatih periferne krvi od skupine psov z vzorcem KIT-barvanja II.
Rezultati raziskave kaZejo, da je bila Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi psov,
ki so imeli MCT z vzorcem KIT-barvanja II ali III, vi§ja kot pri psih z MCT z vzorcem KIT-
barvanja I, in da je bila Stevilska koncentracija MV psa, ki je imel MCT z vzorcem KIT-
barvanja III, vi§ja od Stevilske koncentracije MV psov, ki so imeli MCT z vzorcem KIT-
barvanja II. Rezultati tako kazejo, da se pri vzorcih KIT-barvanja, ki so povezani s slabSo
prognozo, v krvi pojavlja vi§ja Stevilska koncentracija MV.

Zaradi premajhnega Stevila vzorcev v posameznih skupinah podatki niso bili statisticno

obdelani.
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4.4.4 Povezava med proliferacijskim indeksom Ki-67 in Stevilsko koncentracijo

mikroveziklov v izolatih periferne krvi skupine psov z mastocitomom

V Tabeli 6 predstavljamo rezultate Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne skupine psov

z MCT, razdeljeni v dve skupini glede na proliferacijski indeks Ki-67. V prvi skupini so psi,

katerih MCT so imeli proliferacijski indeks Ki-67 < 10 (Slika 13 A), in v drugi skupini so psi,
katerih MCT so imeli proliferacijski indeks Ki-67 > 10 (Slika 13 B).

Slika 13:  MCT in proliferacijski indeks Ki-67. A: MCT s proliferacijskim indeksom Ki-67 < 10. Le fokalno je
v jedru tumorske celice vidna znacilna imunohistokemicna reakcija; B: MCT s proliferacijskim
indeksom Ki-67 > 10. V jedrih Stevilnih tumorskih celic je vidna znacilna imunohistokemicna
reakcija. Imunohistokemicno barvanje z monoklonskim protitelesom proti Cloveskemu Ki-67
antigenu, kontrastirano s hematoksilinom. Merilo za A in B =100 pm.

Figure 13: MCT and proliferative index Ki-67. A: MCT with proliferative index Ki-67 < 10. An immunopositive
reaction is visible only focally in the nucleus of a tumour cell; B: MCT with proliferative index Ki-67
> 10. An immunopositive reaction is located in the nuclei of many tumour cells. Immunohistochemical
staining with monoclonal antibody against human Ki-67 antigen, counterstained with hematoxylin.
Bar in A and B = 100 pm.
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Tabela 6: Primerjava Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi psov z MCT glede
na proliferacijski indeks Ki-67.

Table 6: Comparison of the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of dogs
with MCT according to the proliferative index Ki-67.

Zaporedna  Koncentracija Zaporedna  Koncentracija

Stevilka mikroveziklov . Pl Stevilka mikroveziklov . Pl
Ki-67 <10 Ki-67 > 10
psa (st/ih) psa (St/ul)
1 134 4,9 5 158 16,2
2 264 1,32 6 88 31,1
3 338 0,29 7 456 18,2
4 187 8,64 8 330 14,1
9 446 31,1
Povprecje 231 3.8 296 234

Legenda: $t = Stevilo; PI = proliferacijski indeks
Legend: §t = number; PI = proliferative index

Povprecna Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi skupine $tirih psov, katere MCT
so imeli proliferacijski indeks Ki-67 < 10, je bila 195/ul. Povprecna Stevilska koncentracija MV
v izolatih periferne krvi skupine petih psov, katere MCT so imeli proliferacijski indeks Ki-67
> 10, je bila 259/ul.

Rezultati kazejo, da je povpreCna Stevilska koncentracija MV v skupini psov z MCT s
proliferacijskim indeksom Ki-67 > 10 bila za faktor 1,3 visja od teh pri skupini psov z MCT s
proliferacijskim indeksom Ki-67 < 10.

Odstopanja so bila pri pacientih z zaporedno Stevilko 3, 5 in 6.

Pri pacientu z zaporedno Stevilko 3 je bila Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi
338/ul, medtem ko je bil proliferacijski indeks Ki-67 < 10, kar je za faktor 1,5 vi§je od povprecja
Stevilske koncentracije MVv izolatih periferne krvi skupine psov s proliferacijski indeksom Ki-
67 < 10. Pri pacientu z zaporedno Stevilko 5 je bila Stevilska koncentracija MV v izolatih
periferne krvi 158/ul, medtem ko je bil proliferacijski indeks Ki-67 > 10 (Tabela 6), kar je za
faktor 1,9 niZje od povprecja stevilske koncentracije MVv izolatih periferne krvi skupine psov
s proliferacijski indeksom Ki-67 > 10. Pri pacientu z zaporedno Stevilko 6 je bila Stevilska
koncentracija MV v izolatih periferne krvi 88/ul, medtem ko je bil proliferacijski indeks Ki-67
> 10 (Tabela 6), kar je za faktor 3,3 niZje od povprecja Stevilske koncentracije MV v izolatih

periferne krvi skupine psov s proliferacijski indeksom Ki-67 > 10.
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Zaradi premajhnega Stevila vzorcev v posameznih skupinah podatki niso bili statisticno

obdelani.

4.4.5 Povezava med Stevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih periferne krvi
pri psih z mastocitomom s klini¢nimi ocenami malignosti, histoloskimi

ocenami malignosti ter Stevilsko koncentracijo trombocitov v periferni krvi

V Tabeli 7 predstavljamo podatke o izgledu povrSine tumorja, klinicnem stadiju pacientov, o
histoloski stopnji malignosti MCT po Patnaiku in Kiupelu ter rezultate Stevilske koncentracije

MYV v izolatih periferne krvi in trombocitov v periferni krvi pri psih z MCT.

Tabela 7: Podatki o kliniénem izgledu MCT, klini¢nem stadiju, histoloski stopnji malignosti
MCT po Patnaiku in Kiupelu, Stevilski koncentraciji MV v izolatih periferne krvi in
trombocitov v periferni krvi.

Table 7: Data on MCT’s clinical presentation, clinical stage, histological grade of
malignancy of MCT according to Patnaik and Kiupel, concentration of MVs in
isolates from peripheral blood and platelets in peripheral blood.

Histolo$ka stopnja Koncentracija Trombociti

Zaporedna Klini¢ni Klini¢ni i X . )

.. . .. malignosti mikroveziklov (143,3-400

$tevilka psa izgled stadij o .

Patnaik Kiupel t/pl) x10%/1)

1 alopecija, pigmentacija 1 2 0 134 169
2 alopecija 1 2 0 264 218
3 alopecija 1 2 0 338 284
4 alopecija, ulceracija 1 2 0 187 340
5 pod kozo multipli 1 2 0 158 420
6 pod kozo 1 2 0 88 282
7 alopecija, ulceracija 1 3 1 456 341
8 ulceracija 2 3 1 330 286
9 nekroza 2 3 1 446 1114

Legenda: histoloska stopnja malignosti MCT po Patnaiku (2 =11, 3 = III) in Kiupelu (0 — nizko maligen, 1 — visoko
maligen); klini¢ni stadij: 1= solitarni tumor brez zasevkov, 2 = solitarni tumor z zasevki v regionalni bezgavki; §t
= Stevilo

Legend: histological grades of malignancy of MCT according to Patnaik (2 = II, 3 = III) and Kiupel (0 — low-
grade, 1 — high-grade); clinical stage: 1 = nonmetastatic solitary tumour, 2 = solitary tumour with metastases in
the regional lymph node; §t = number

V nasi raziskavi so bili MCT z ulcerirano in/ali nekrotizirano povrsino ugotovljeni pri $tirth

psih. Izmed teh so bili trije MCT pacientov z zaporedno Stevilko 7, 8 in 9 v patohistoloski
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preiskavi ocenjeni kot MCT histoloske stopnje malignosti III po Patnaiku in kot MCT visoke
stopnje malignosti po Kiupelu, od tega je bil pri pacientih z zaporednima Stevilkama 8§ in 9
dolocen klini¢ni stadij 2. Pri ostalih pacientih z zaporedno Stevilko od 1-7 smo zabelezili
klini¢ni stadij 1. Iz teh podatkov je razvidno, da imajo MCT z ulcerirano in/ali nekrotizirano
povrsino ve¢ patohistoloskih kriterijev malignosti.

Pri vseh pacientih z zaporedno Stevilko od 1-6 s histolosko oceno MCT stopnje malignosti 11
po Patnaiku je ocena malignosti po Kiupelu nizko maligen tumor (ocena 0). Pri pacientih s
histolosko oceno MCT stopnje malignosti III po Patnaiku je histoloska ocena po Kiupelu visoko
maligen tumor (ocena 1) (Tabela 7). Iz teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da sta obe
patohistoloski preiskavi primerljivi.

Stevilska koncentracija trombocitov je bila pri ve¢ini psov z MCT znotraj referenénih vrednosti.
Pojav trombocitoze smo zabelezili le pri dveh pacientih z zaporednima Stevilkama 5 in 9
(Tabela 7). Pri pacientu z zaporedno Stevilko 5 je bila Stevilska koncentracija trombocitov 420
x 10%/1 (ref. 143.3-400 x 10°/) in MV v izolatu periferne krvi 158/ul, medtem ko je bila
patohistoloSka ocena MCT stopnje malignosti II in 0 po Kiupelu. Pri pacientu z zaporedno
Stevilko 9 je bila $tevilska koncentracija trombocitov 1114 x10%/1 (ref. 143.3-400 x 10°/1), MV
v izolatu periferne krvi 449/ul, medtem ko je bil MCT stopnje malignosti III po Patnaiku in
MCT visoke malignosti po Kiupelu (ocena 1).

Pacient s trombocitozo z zaporedno Stevilko 5 je bil histolosko ocenjen kot MCT stopnje
malignosti II po Patnaiku za razliko od pacienta z zaporedno Stevilko 9, ki je bil ocenjen kot
MCT stopnje malignosti III po Patnaiku.

Rezultati ne kazejo korelacije trombocitoze z visoko malignim MCT (razen pacient 9).

4.4.6 Spremljanje Stevilske koncentracije mikroveziklov in trombocitov v izolatih

periferne krvi psov pred, med in po zacetku zdravljenja mastocitoma

V Tabeli 8 so prikazani rezultati Stevilske koncentracije MV in trombocitov v izolatih periferne

krvi skupine psov pred, med in po zacetku zdravljenja MCT.
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Tabela 8: Spremljanje Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi in trombocitov v
periferni krvi pri psih z MCT pred, med in po zdravljenju.

Table 8: Monitoring of the concentration of MVs in isolates from peripheral blood and
platelets in peripheral blood of dogs with MCT before, during and after treatment.

K(_)ncentr_acija . Koncentracija .
Zaporedna  mikroveziklov Cas po. Zdravljenje in odgovor mikroveziklov Trombociti
Stevilka pred zdravljenju L S (143,3-400
o . na zdravljenje po zdravljenju 9
psa zdravljenjem (tedni) t/ul) x10/1)
(t/ul)
2 264 0 krg 218
4 414 np
16 133 199
17 recidiv
4 187 0 krg, ECT, EGT 340
4 ECT, EGT 153 336
8 167 352
7 456 0 krg 341
4 CR 247 np
8 330 0 krg, kemo 286
9 ECT,EGT 216 282
12 masitinib np np
14 52 282
evt, multiorganska
20 odpoved y P P
9 446 0 kemo 1114
5 krg paliat 612 940
12 meta Inn; masitinib np 486
13 evt np np
10 151 0 ECT 264
8 CR np np
11 np 0 kemo 285
1 107 211
2 NC 221
15 evt, PD np
12 np 0 krg brez var. robov, kemo np
5 104 247
10 recidiv 723 281
28 pogin np np
13 np 0 kemo 211
3 ECT np 236
7 160 366
8 127 320
12 kemo lomustin np 158
13 evt np np

Legenda: krg = kirur§ko zdravljenje; krg brez var. robov = kirurgija brez varnostnih robov; np = ni podatka; kemo =
kemoterapija z vinblastinom in prednisolonom; kemo lomustin = kemoterapija z lomustinom; ECT =
elektrokemoterapija; EGT = elektrogenska terapija; krg paliat = paliativna kirurgija; evt = evtanazija; CR = popoln
odgovor na zdravljene (angl. complete response); PD = napredujoca bolezen (angl. progressive disease); NC = ni
spremembe (angl. no change); meta Inn = zasevki v bezgavki; $t = Stevilo

Legend: krg = surgery; krg brez var. robov = surgery without safety margins; np = no data; kemo = chemotherapy with
vinblastine and prednisolone; kemo lomustin = chemotherapy with lomustine; ECT = electrochemotherapy; EGT =
electrogene therapy; krg paliat = palliative surgery; evt = euthanasia; CR = complete response; PD = progressive
disease; NC = no change; meta Inn = metastases in the lymph node; $t = number
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Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 2 je bila
264/ul pred zacetkom zdravljenja in je za faktor 1,01 nizja od povprecne Stevilske koncentracije
MYV skupine psov z MCT, Stiri tedne po kirurski terapiji 414/ul (za faktor 1,56 visja od
povprecne Stevilske koncentracije MV skupine psov z MCT) in 16 tednov po zacetku
zdravljenja 133/ul (za faktor 2 nizja od povprecne Stevilske koncentracije MV skupine psov z
MCT). Stevilska koncentracija trombocitov je bila znotraj referenénih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 4 je bila
pred zacetkom zdravljenja 187/ul in je za faktor 1,4 visja od povprecne Stevilske koncentracije
MYV skupine psov z MCT, stiri tedne po zacetku zdravljenja 153/ul (za faktor 1,7 nizja od
povprecja kontrolne skupine psov z MCT) in osem tednov po zacetku zdravljenja 167/ul (za
faktor 1,5 niZja od povpreéne $tevilske koncentracije MV skupine psov z MCT). Stevilska
koncentracija trombocitov je bilo znotraj referen¢nih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 7 je bila
pred zacetkom zdravljenja 456/ul in je za faktor 1,7 visja od povprecja Stevilske koncentracije
MV skupine psov z MCT in §tiri tedne po zacetku zdravljenja 247/ul (za faktor 1,08 nizja od
povpreéja kontrolne skupine psov z MCT). Stevilska koncentracija trombocitov je bila znotraj
referen¢nih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 8 je bila
pred zaCetkom zdravljenja 330/ul in je za faktor 1,2 vi§ja od povprecne Stevilske koncentracije
MV skupine psov z MCT, devet tednov po zaetku zdravljenja 216/ul (za faktor 1,2 nizja od
povprecja kontrolne skupine psov z MCT) in S$tirinajst tednov po zacetku zdravljenja 52/ul (za
faktor 5,1 niZja od povpre¢ne §tevilske koncentracije MV skupine psov z MCT). Stevilska
koncentracija trombocitov je bila znotraj referencnih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 9 je bila
pred zacetkom zdravljenja 446/ul in je za faktor 1,7 vi§ja od povprecne Stevilske koncentracije
MYV skupine psov z MCT in mesec po zacetku zdravljenja 612/ul (za faktor 2,2 visja od
povpredja kontrolne skupine psov z MCT). Stevilska koncentracija trombocitov je bila povisana
pred zadetkom zdravljenja 1114 x 10%/1 pet tednov po zacetku zdravljenja 940 x 10%/1in dvanajst
tednov po zadetku zdravljenja 486 x 10%/1 (ref. 143.3-400 x 10°/1).

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 10 je bila

151/pul pred zacetkom zdravljenja in je za faktor 1,8 niZja od povprecne Stevilske koncentracije
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MV skupine psov z MCT. Stevilska koncentracija trombocitov je bila znotraj referenénih
vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno $tevilko 11 je bila
107/ul 1 teden po zdravljenju in je za faktor 2,5 nizja od povprecne Stevilske koncentracije MV
skupine psov z MCT ter en teden po zdravljenju 221/ul (za faktor 1,2 nizja od povprecne
Stevilske koncentracije MV skupine psov z MCT). Stevilska koncentracija trombocitov je bila
znotraj referen¢nih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno §tevilko 12 je bila
104/ul 5 tednov po zacetku zdravljenja in je za faktor 2,6 nizja od povprecne Stevilske
koncentracije MV skupine psov z MCT in 10 tednov po zacetku zdravljenja 723/ul (za faktor
2,7 visja od povpreéne Stevilske koncentracije MV skupine psov z MCT). Stevilska
koncentracija trombocitov bila znotraj referencnih vrednosti.

Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri pacientu z zaporedno §tevilko 13 je bila
160/ul 7 tednov po zacetku zdravljenja in je za faktor 1,6 nizja od povprecne Stevilske
koncentracije MV skupine psov z MCT ter 8 tednov po zacetku zdravljenja 127/ul (za faktor
2,1 nizja od povpreéne 3tevilske koncentracije MV skupine psov z MCT). Stevilska

koncentracija trombocitov je bila znotraj referencnih vrednosti.
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV ANORGANSKIH NANODELCEV NA MORFOLOSKE
SPREMEMBE MEMBRANE KRVNIH CELIC IN FOSFOLIPIDNIH
MEMBRAN

5.1.1 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida in cinkovega oksida na ukrivljenost

membrane pasjih eritrocitov in njihove medsebojne interakcije

V nasi raziskavi smo zabelezili, da so se ND TiO2 in ZnO pritrdili na membrano pasjih
eritrocitov po 1-urni inkubaciji, medtem ko nismo opazili spremenjene ukrivljenosti membrane
eritrocitov. Prav tako ni prislo do vpliva ND na medsebojne interakcije pasjih eritrocitov. Tudi
v nasi ze objavljeni Studiji vpliva ND TiO2 na ¢loveske eritrocite smo zakljucili, da ni prislo do
spremembe ukrivljenosti celicne membrane. Za razliko od tukaj predstavljenega dela, pa smo
v nasi drugi Studiji opazili medsebojno zlepljanje eritrocitov kot posledico interakcije ND TiO2
ali ZnO z membrano ¢loveskega eritrocita po 24-urni inkubaciji s suspenzijama (in ne po 3-urni
inkubaciji) (Simundi¢ in sod., 2013). Predpostavili smo, da je prislo do so¢asne interakcije ND

z membrano dveh celic, kar je privedlo do t. i. premostitvene interakcije (Simundié¢ in sod.,
2013). Dobljen negativen rezultat v doktorskem delu je lahko posledica kratke inkubacije. Cas
inkubacije se je namre¢ izkazal kot pomemben dejavnik pri vrednotenju vpliva ND na razli¢ne
sesalcje celice (Colvin, 2003; Jeng in Swanson, 2006; Simundi¢ in sod., 2013).

V okviru raziskav doktorskega dela so bili ND TiO2 in ZnO v suspenzijah v obliki ve¢jih
aglomeratov. Zook in sod. (2011) porocajo o viSjem hemoliticnem potencialu manjsih
aglomeratov ND v primerjavi z ve¢jimi (Zook in sod., 2011). Greish in sod. (2014) so v Studiji
zakljucili, da lahko vecjih agregati ND v realnem bioloskem okolju povzroc¢ijo mehansko
zamasSitev drobnih kapilar in zil (Greish in sod., 2014). Za razliko od rezultatov, predstavljenih
v nasem delu, Pajni¢ in sod. (2015) porocajo o poskodbi membrane eritrocitov in nastanku
velikih por po lepljenju velikih aglomeratov ND ¢rnega ogljika na membrano eritrocitov (Pajni¢
in sod., 2015). Velikost in koncentracija ND sta pomembna dejavnika vpliva ND na celice. Li
in sod. (2008) poroc¢ajo o vplivu velikosti ND TiOz2 na kuncje eritrocite, pri ¢emer so bili ND
TiO2 premera 20 nm in so povzro€ili nastanek akantocitov, hemaglutinacijo, hemolizo ter

spros¢anje RKZ (Li in sod, 2008), saj je v membrani eritrocitov veliko poli-nenasi¢enih
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mascobnih kislin (Scott in sod., 1993). Prav tako porocajo, da so ND ZnO v odvisnosti od
koncentracije povzrocili hemolizo eritrocitov (Aula in sod., 2014). Sprememba lastnosti
membrane eritrocita lahko zmanjSa prehodnost kapilar za eritrocite, kar vodi v upocasnjen
krvni obtok, hipoksemijo in poskodbo tkiva (Winski in Carter, 1998; Svetina in sod., 2004).
Aisaka in sod. (2008) so dokazali supresijo hemolize, nastale kot posledice delovanja ND TiO2
na eritrocite z dodatkom plazme, kar nakazuje, da bi bilo to mogoce tudi in vivo, t j. v
kompleksnem bioloskem okolju (Aisaka in sod., 2008).

Pricakujemo, da bi bila vecja verjetnost nastanka spremembe oblike membrane eritrocitov pod
vplivom ND TiO2 in ZnO, ¢e bi bili ND manjsi in ne v skupkih aglomeratov, v visji

koncentraciji in ¢e bi inkubacija traja dlje ¢asa.

5.1.2 Vpliv anorganskih nanodelcev na ukrivljenost membrane pasjih trombocitov

in njihove medsebojne interakcije

5.1.2.1 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida na ukrivljenost membrane

trombocitov in njithove medsebojne interakcije

ND TiO2 niso povzrocili morfoloskih sprememb trombocitov po 1-urni inkubaciji, prav tako ni
prislo do medsebojnih interakcij trombocitov pod vplivom ND TiO2. Za razliko od dobljenih
rezultatov smo v Studiji vpliva ND TiO2 na ¢loveSke trombocite ugotovili, da so se trombociti
aktivirali po 24-urni inkubaciji (ne pa po 3-urni inkubaciji) (Simundié¢ in sod., 2013). Verjetno
je, da do morfoloskih sprememb membrane pasjih trombocitov pod vplivom ND TiOz2 ni prislo
zaradi kratkega inkubacijskega casa. V drugi Studiji (Krek in sod., 2015) smo prav tako
zabeleZili, da ND ¢rnega ogljika po 1-urni inkubaciji niso vplivali na obliko pasjih trombocitov

(Krek in sod., 2015).

5.1.2.2 Vpliv nanodelcev cinkovega oksida na ukrivljenost membrane trombocitov in

njihove medsebojne interakcije

ND ZnO so vplivali na ukrivljenost celicne membrane trombocitov. Trombociti so se aktivirali

v s trombociti bogati pasji plazmi Ze po 1-urni inkubaciji. Mozen mehanizem aktivacije
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trombocitov je odtapljanje Zn ionov med inkubacijo ND ZnO v s trombociti bogati plazmi, kar
so potrdile tudi druge Studije (Beurki-Thurnherr in sod., 2013). Predvidevamo, da lahko zaradi
odtapljanja Zn ionov iz ND ZnO pride do porusenega osmotskega ravnotezja in spremembe v
pH-ju raztopine, do nastanka lokalnega elektri¢nega polja zaradi nabitih delcev, kar ima lahko
za posledico kemijske spremembe in nastanek Skodljivih RKZ. Znano je, da dvovalentni ioni
aktivirajo trombocitno agregacijo (Spaet in Zucker, 1964) in da prehodni elementi, kot so Ni,
Zn in Mn, povzroc¢ajo Se hitrejSo agregacijo trombocitov kot zemeljoalkalijske kovine (Mg in
Ca) (Penglis in sod., 1969). Raziskave kazejo, da lahko Zn ioni v celici povzrocajo poviSano
koncentracijo Ca, nastanek RKZ, oksidativni stres, spremembo citoskeleta in celicno smrt
(Sharifi in sod., 2012; Huang in sod., 2010; Chang in sod., 2012). Zn ioni lahko aktivirajo
protein kinazo C in ojacajo izpostavljanje tistih fibrogenih receptorjev na povrsini trombocitov,
ki so stimulirani z ADP (Trybulec in sod., 1993). Mehanizem aktivacije trombocitov poteka
preko tirozinske fosforilacije (Golden in sod., 1990), inaktivna oblika glikoproteinskega
membranskega receptorja GplIb/Illa se spremeni v aktivno obliko (Simak, 2009). Pri aktivaciji
in kasneje agregaciji trombocitov pride do povedane intracelularne koncentracije Ca®*,
povecanega sprosc¢anja adenozin-trifosfata (angl. adenosine triphosphate, ATP) (Deb in sod.,
2011) 1idr. signalnih molekul iz trombocitnih zrnc, spremembe oblike trombocita, nastanka
pseudopodija, izrazanja aktivnih oznacevalcev na celicni membrani (CD62P) in sprosScanja
prokoagulantnih mikrodelcev iz plazemske membrane (Simak, 2009).

Kemijska zgradba ND je pomemben dejavnik, ki vpliva na citotoksicnost, saj je toksicnost ND
ZnO dosti ve¢ja od ND TiO2 predvsem zaradi odtapljanja Zn ionov iz ND (Schmidt in
Vogelsberger, 2006; Ivask in sod., 2015).

5.1.3 Vpliv nanodelcev titanijevega dioksida in cinkovega oksida na lastnosti

fosfolipidnih membran

Dodatek suspenzije ZnO k suspenziji OFM v sladkorni raztopini povzro€il izrazito pokanje
OFM. Stevilo OFM se je Ze po 20-minutni inkubaciji v suspenziji ND ZnO zmanjialo v
primerjavi s kontrolno skupino. U¢inek vpliva ND ZnO na OFM je bil znatno zmanjSanje
Stevila OFM Ze po 20 min (17 %), Se bolj pa po 50 min (28 %), medtem ko je Stevilo OFM po

inkubaciji z ND TiOz2 ostalo enako kot v kontrolni skupini.
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Predlagan mehanizem za opisan u¢inek ND ZnO pripisujemo odtapljanju Zn ionov iz ND, kar
je spremenilo osmolarnost raztopine in posledicno prostornino ter obliko mehurckov. V isti
Studiji ND TiOz2 niso imeli u¢inka na OFM, kjer se je Stevilo OFM na dnu kamrice vecalo s
¢asom tako v kontrolni kot tudi v skupini z OFM inkubirani z ND TiO2 zaradi posedanja. Vpliv
ND na OFM ni odvisen samo od sestave, temvec tudi od velikosti ND. Drasler in sod. (2014)
poroc¢ajo o vecjem vplivu manjsih aglomeratov ND CoFe204 z adsorbirano citronsko kislino v
primerjavi z vecjimi aglomerati golih CoFe204 in predpostavljajo, da lahko gre pri interakceiji
ND z umetnimi fosfolipidnimi membranami tudi za direktno interakcijo ND z lipidnim

dvoslojem (Drasler in sod., 2014).

5.2 MORFOLOSKE SPREMEMBE MEMBRANE CELIC PRI PSIH Z
MASTOCITOMOM

5.2.1 Primerjava §tevilske koncentracije mikroveziklov v izolatih periferne krvi
psov z mastocitomom s $tevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih

periferne krvi pri zdravih psih

Rezultati nase raziskave kazejo, da je povprec¢na Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne
krvi pri psih z MCT (267/ul) statisticno znacilna (84 %) in za faktor 1,8 vi§ja kot pri psih brez
MCT (145/ul), kar je skladno s prejSnjimi Studijami, ki opisujejo poviSano Stevilsko
koncentracijo MV pri ljudeh, obolelih z razliénimi onkoloskimi obolenji (Kim in sod., 2003;
Jan$a in sod, 2008; Baran in sod., 2010; De Luca in sod., 2016).

Predpostavljamo, da je povisana Stevilska koncentracija MV v izolatih iz krvi skupine psov z
MCT posledica ve¢ dejavnikov: povecanega spros¢anja TMV iz tumorskih celic, povecanega
nastanka MV trombocitnega izvora predvsem zaradi aktivacije trombocitov in morda
spremenjene vezikulabilnosti, zaradi katere se pod vplivom zunanjih sil (odvzema krvi in
postopkov izolacije) celice hitreje in v vec¢jem Stevilu fragmentirajo. V Studiji vpliva melanoma
na nastanek MV so ugotovili, da je najve¢ nastalih MVv izolatih periferne krvi trombocitnega
izvora (Koliha in sod., 2016).

Stevilnim $tudijam navkljub $e danes ni pojasnjen natanéen mehanizem nastanka povi$ane
Stevilske koncentracije MV iz tumorskih celic in trombocitov pri onkoloskih bolnikih, prav tako

kot Se ni znan mehanizem nastanka MV iz trombocitov zdravih osebkov (Ponomareva in sod.,
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2016). Do sedaj predlagani mehanizmi za povisano koncentracijo MV so, da zaradi
spremenjenih mehanskih lastnosti membrane krvnih celic (Yanez-Mo in sod., 2015), pride v
postopku izolacije membrane do moénej$e fragmentacije (Sustar in sod., 2011).

Predvideva se tudi, da zaradi neugodnega tumorskega mikrookolja, ki vkljucuje hipoksijo,
stradanje in acidozo, pride do avtofagije tumorskih celic in do povisane Stevilske koncentracije
MV (Murrow in Debnath, 2015; Fonseca in sod., 2016). Parolini in sod. (2009) porocajo o
nastanku vecjega Stevila MV iz kulture melanomskih celic Mel 1 v kislem okolju za razliko od

alkalnega (Parolini in sod., 2009).

5.2.2 Povezava med histolosko stopnjo malignosti mastocitoma po Patnaiku in
Stevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih periferne krvi pri psih pred

zdravljenjem

V povezavi s prejsnjim zaklju¢kom o povisani Stevilski koncentraciji MV v izolatih periferne
krvi pri psih z MCT v primerjavi s psi brez MCT nas je zanimalo ali je Stevilska koncentracija
MV vi§ja pri histoloski stopnji malignosti III v primerjavi s histolosko stopnjo malignosti II po
Patnaiku. Glede na to, da zasevajo MCT pri psih s slabo diferenciranim tumorjem (stopnja
malignosti III) kar v 75 % in sedem mesecev prezivi le 13 % (Bostock, 1973) ter 48 mesecev
le 6 % psov (Patnaik in sod., 1984), smo pri¢akovali vi§jo Stevilsko koncentracijo MV pri tej
skupini psov.

Ugotovili smo, da je bila povpre¢na Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pri
skupini psov z MCT stopnje malignosti III za faktor 2,1 vi§ja kot pri skupini psov s stopnjo
malignosti II. Podobno porocajo Kim in sod. (2003) v raziskavi, v kateri je vi§ja Stevilska
koncentracija MV pri napredovanem stadiju IV (I-IV) karcinoma Zelodca pri ljudeh v
primerjavi s prvim stadijem bolezni (Kim in sod, 2003).

TMV nastajajo pri ljudeh z napredovanimi tumorji v ve¢jem Stevilu (Pap, 2011). Prav tako
nastaja vecje Stevilo MV iz aktiviranih trombocitov. Maligne celice aktivirajo trombocite
neposredno s kontaktom ali preko razlicnih mehanizmov kot npr.: ADP (Zucchella in sod.,
1989; Egan in sod., 2011), trombinom in tromboksanom A2 (TXA2) (Egan in sod., 2011),
tkivnim faktorjem (Chiang in sod., 1994) in Se na vrsto drugih nac¢inov (Li, 2016). Helley in
sod. porocajo, da je poviSano Stevilo MV trombocitnega izvora v povezavi z vi§jo stopnjo

malignosti tumorja in hujSo klini¢no sliko (Helley in sod., 2009).
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Najve¢ MV v izolatih periferne krvi nastane zaradi striznih sil in vitro (Sustar in sod., 2011).
Glede na razliko med povprecno Stevilsko koncentracijo MV v vzorcu psov z MCT histoloske
stopnje malignosti III in povprecno Stevilsko koncentracijo MV v vzorcu psov z MCT s
histolosko stopnjo malignosti II si razlagamo, da gre verjetno za spremembo vezikulabilnosti
celic pod vplivom tumorja z vi§jo stopnjo malignosti in posledi¢no vecjo fragmentacijo celic
ter nastanek vec¢jega Stevila MV pod vplivom zunanjih dejavnikov (odvzem vzorca — strizna
sila skozi iglo, centrifugiranje, idr.), ki prispevajo k skupnemu povisanemu Stevilu MV v
izolatih periferne krvi psov z MCT. Ustrezni mehanizmi za poviSanje koncentracije MV
zaenkrat $e niso pojasnjeni. Do sedaj predlagani mehanizmi za povisano koncentracijo MV so,
da zaradi spremenjene mehanske lastnosti membrane krvnih celic (Yanez-Mo in sod., 2015) v
postopku izolacije membrane mocneje fragmentirajo (Sustar in sod., 2011).

ZakljuCujemo, da je povprecna Stevilska koncentracija MV vi§ja pri skupini psov z vi§jo

histolosko stopnjo malignosti v primerjavi s skupino psov z nizjo histolosko stopnjo malignosti.

5.2.3 Povezava Stevilske koncentracije mikroveziklov v izolatih periferne krvi psov

z mastocitomom in vzorcem KIT-barvanja

Rezultati raziskave kaZejo povezavo med Stevilsko koncentracijo MV v periferni krvi in
imunohistokemi¢no reakcijo z razli¢no izrazenimi vzorci KIT receptorja. Stevilska
koncentracija MV je v izolatu periferne krvi psa z MCT z vzorcem KIT-barvanja III za faktor
1,1 vi§ja v primerjavi s povprecno Stevilsko koncentracijo MV v krvi skupine psov z vzorcem
KIT-barvanja II ter pri slednjih za faktor 1,3 vi§ja od povprecne Stevilske koncentracije MV
skupine psov z MCT z vzorcem KIT-barvanja 1.

To je v skladu s pri¢akovanji, saj je KIT protein izraZen v citoplazmi MCT zlasti pri tumorjih s
histolosko oceno malignosti II in III po Patnaiku (Reguera in sod., 2000); to je skupina psov,
kjer smo zasledili poviSano Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi v primerjavi s
skupino psov brez MCT. Kiupel in sod. (2004) so opisali povezavo med imunohistokemi¢no
reakcijo z izrazenimi vzorci barvanja II in III KIT receptorja, pogostejSo ponovitvijo bolezni in
kraj$im prezivetvenim obdobjem (Kiupel in sod., 2004).

Pri MCT z mutacijo na genu C-KIT se pogosteje izrazajo receptorji KIT z vzorcem barvanja I1
in III, kar je verjetno posledica mutacije in fokalnega (vzorec KIT-barvanja II) ali difuznega

(vzorec KlIT-barvanja III) kopicenja KIT proteina v citoplazmi (Webster in sod., 2006).
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Avtofosforiliran protein receptor KIT se kopici v endoplazemskem retikulumu in Golgijevem
aparatu tumorskih celic z mutacijo gena ¢c-KIT v GIST pri ljudeh (Tabone-Eglinger in sod.,
2008).

Vsi mehanizmi kopic¢enja proteina KIT v celici Se niso v celoti odkriti, saj se
imunohistokemicne reakcije KIT z vzorcem barvanja II in III lahko ugotovijo tudi pri MCT
brez dokazane mutacije. Thompson in sod. (2011) v raziskavi podkoznih MCT v Sestdesetih
MCT niso nasli mutacije gena c-KIT , medtem ko je citoplazemski vzorec KIT barvanja izstopal
pri MCT psov s slabSo prognozo (Thompson in sod., 2011).

Nase ugotovitve kazejo, da imata skupini psov z MCT z vzorcem KIT-barvanja II in III v
povprec¢ju visjo Stevilsko koncentracijo MV v primerjavi s skupino psov z vzorcem KIT-
barvanja I, kar pomeni, da se pri reakcijah, ki so povezane s slabSo prognozo, pojavlja vi§ja

Stevilska koncentracija MV.

5.2.4 Povezava med proliferacijskim indeksom Ki-67 in koncentracijo

mikroveziklov v izolatih periferne krvi skupine psov z mastocitomom

Proliferacijski indeks Ki-67 nam omogoca vpogled v proliferacijsko aktivnost celice. Ve¢ja
stopnja proliferacijske aktivnosti je prisotna pri tumorjih s slabSo prognozo. Abadie in sod.
(1999) so ugotovili povezavo med histolosko stopnjo malignosti III po Patnaiku in visokim
Stevilom Ki-67 pozitivnih jeder novotvorbnih celic. 29 od 32 (88 %) psov s stopnjo malignosti
IT po Patnaiku, ki so imeli manj kot 93 Ki-67 pozitivnih jeder na 1000 tumorskih jeder, je
prezivelo 24 mesecev, medtem ko je bilo le 10 od 27 (37 %) prezivelih psov, ki so imeli ve¢
kot 93 Ki-67 pozitivnih jeder na 1000 tumorskih jeder, kar je izrednega napovednega znacaja
(Abadie in sod., 1999). Ker stopnja malignosti II po Patnaiku ni napovednega znacaja, saj po
podatkih Patnaika in sod. (1984) prezivi 1500 dni 47 % psov z MCT gradusa II (Patnaik in sod.,
1984), nam je proliferacijski indeks Ki-67 v pomo¢ glede napovedi in izbire zdravljenja
(Maglennon in sod., 2008).

Rezultati naSe raziskave kazejo povezavo med povisano povprecno Stevilsko koncentracijo MV
v izolatih periferne krvi pri psih z MCT in poviSanim proliferacijskim indeksom Ki-67, saj je
bila povprecna Stevilska koncentracija MV v skupini psov z MCT s proliferacijskim indeksom
Ki-67 > 10 za faktor 1,28 vi§ja od teh pri skupini psov z MCT, s proliferacijskim indeksom Ki-
67 < 10.
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Izstopata pacienta z zaporedno Stevilko 5 in 6, ki imata nizko Stevilsko koncentracijo MV in
visok proliferacijski indeks Ki-67 > 10 in pacient z zaporedno Stevilko 3, ki ima visoko Stevilsko
koncentracijo MV in nizek proliferacijski indeks Ki-67 < 10. Zanimivo je, da imata oba pacienta
5 in 6 podkozni MCT, za katerega opisujejo nizji proliferacijski indeks v primerjavi s koznim
MCT (Thompson in sod., 2011). Razlagamo si lahko, da gre verjetno za bolj maligni MCT
glede na proliferacijski indeks Ki-67 >10 in je morda Stevilo MV v izolatih periferne krvi psov
s podkoznim MCT zaradi drugacnega okolja nizje kot pri koznem MCT z enako stopnjo
malignosti. Za potrditev te razlage bi bila potrebna raziskava MV v izolatih periferne krvi iz
vecjega Stevila psov s podkoznim MCT.

Do visje koncentracije MV pri pacientu z zaporedno $tevilko 3 je lahko prislo in vitro zaradi
tezjega odvzema krvi, saj gre za psico pasme shar-pei, pasmo, ki ima podkozje bogato z

mucinom ter s slabo vidnimi Zilami (Zanna in sod., 2009).

5.2.5 Povezava med S$tevilsko koncentracijo mikroveziklov v izolatih periferne krvi
pri psih z mastocitomom s kliniénimi ocenami malignosti, histoloSkimi

ocenami malignosti ter Stevilsko koncentracijo trombocitov v periferni krvi

V nasi raziskavi so bili MCT z ulcerirano in/ali nekrotizirano povrsino ugotovljeni pri $tirih
pacientih, od teh je bil klini¢ni stadij 2 doloc¢en pri dveh pacientih, histoloSka ocena malignosti
pri treh MCT psov je bila ocenjena kot stopnja malignosti III po Patnaiku in visoka stopnja
malignosti po Kiupelu. Znano je namrec¢, da so MCT z ulcerirano/nekrotizirano povrsino slabse
diferencirani in imajo visjo histolosko stopnjo malignosti (Blackwood in sod., 2012). 1z teh
podatkov je razvidno, da imajo MCT z ulcerirano in/ali nekrotizirano povrSino vec
patohistoloskih kriterijev malignosti.

V raziskavi smo potrdili primerljivost histoloske ocene po Patnaiku in Kiupelu, saj so bili vsi
MCT ocenjeni s stopnjo malignosti II po Patnaiku z nizko stopnjo malignosti (ocena 0) po
Kiupelu. Prav tako so vsi MCT, ki so bili po Patnaiku ocenjeni kot slabo diferencirani, bili
ocenjeni kot MCT z visoko stopnjo malignosti po Kiupelu. HistoloSka stopnja malignosti je
osnova za napoved poteka bolezni in izbiro zdravljenja. V eni od raziskav je bilo ugotovljeno,
da je 28 razli¢nih patologov iz 16 institucij v 75 % enako ocenilo MCT s stopnjo malignosti III
po Patnaiku in le v 64 % enako ocenilo MCT stopnje malignosti I in II. Ocenjenih je bilo 95
MCT 95 razli¢nih psov. Zaradi tako velikih razlik pri ocenjevanju malignosti po Patnaiku so

Kiupel in sod. (2011) izdali priporocila za dvotirni sistem patohistoloskega ocenjevanja stopnje
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malignosti MCT z namenom, da se izbolj$a soglasje ocen in s tem napoved bolezni. Izsledki
kazejo, da je povprecno prezivetveno obdobje psov z visoko stopnjo malignosti MCT po
Kiupelu 4 mesece in z nizko stopnjo malignosti vec kot 2 leti (Kiupel in sod., 2011).

Stevilska koncentracija trombocitov je bila pri ve¢ini psov z MCT znotraj referenénih vrednosti.
Pojav trombocitoze smo zabelezili pri dveh pacientih. Le pri pacientu z zaporedno Stevilko 9 je
bila povisana Stevilska koncentracija trombocitov 1114x10° /1 (ref. 143.3-400 x 10°/1) kot
posledica paraneoplasti¢nega sindroma, saj je tumor bil nekrotiziran in je krvavel, Stevilska
koncentracija MV v izolatu periferne krvi je bila 449/ul, medtem ko je bil MCT ocenjen s
stopnjo malignosti III po Patnaiku in kot visoko maligen po Kiupelu. Rezultati ne kazejo
korelacije trombocitoze z visoko malignimi MCT (razen pacient 9).

Trombocitoza je pogost paraneoplasticni sindrom, saj je pri ljudeh z onkoloskimi obolenji
prisotna kar v 33,9 % primerov (Rossi in sod., 1997). Dokazano je, da je poviSana Stevilska
koncentracija trombocitov pri onkoloskih pacientih povezana z vecjo smrtnostjo in rezistenco
na kemoterapijo (Stone in sod., 2012; Bottsford-Miller in sod., 2015). Trombocitoza nastaja kot
posledica sproS€anja citokinov iz tumorja, predvsem IL-6 in jetrnega trombopoietina, ki
pospesujeta nastanek trombocitov (Stone in sod., 2012). Mezouar in sod. (2014) porocajo, da
se pri solidnih in hematogenih vrstah novotvorb pri ljudeh poveca Stevilo MV iz trombocitov
(Mezouar in sod., 2014). Janowska-Wieczorek in sod. (2005) so ugotovili vpliv MV iz
trombocitov na povecano proliferacijo pljucnih karcinomskih celic (Janowska-Wieczorek in
sod., 2005). Z aktivacijo trombocitov in nastankom MV iz trombocitov pride do sproSc¢anja
razli¢nih proangiogenih dejavnikov, kot so VEGF, PDGF, MMP, kar vpliva na hitrejSo rast in
zasevanje novotvorb (Rothwell in sod., 2012).

ZakljuCujemo, da sta patohistoloSki oceni MCT po Patnaiku in Kiupelu primerljivi in v ve€ini
primerov sovpadata s klini¢no sliko, in da je v povprecju vi§ja Stevilska koncentracija MV pri
skupini psov z vi§jo oceno malignosti in hujSo klini¢no sliko. Trombocitoza ne korelira s

stopnjo malignosti.
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5.2.6 Spremljanje stevilske koncentracije mikroveziklov v izolatih periferne krvi in
trombocitov iz periferne krvi pred, med in po zacetku zdravljenja

mastocitoma

Rezultati kazejo, da je Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi med in po zacetku
zdravljenja pri vecini pacientov nizja v primerjavi s koncentracijo pred zdravljenjem ali s
povrecno Stevilsko koncentracijo MV pri psih z MCT (pri pacientih, pri katerih ni podatka o
Seviléni koncentraciji MV pred zdravljenjem) ne glede na izbrani nain zdravljenja. Stevilska
koncentracija MV v izolatih periferne krvi je bila vi§ja po zdravljenju pri dveh pacientih z
zaporedno Stevilko 2 in 9 ter v primerjavi s povprecno Stevilsko koncentracijo MV pri psih z
MCT pri pacientu z zaporedno Stevilko 12, po 10 tednih od zacetka zdravljenja. Pri pacientu z
zaporedno Stevilko 2 se je Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi povisala za
faktor 1,56 Stiri tedne po kirurSkem zdravljenju v primerjavi s Stevilsko koncentracijo MV pred
zdravljenjem in se je za faktor 2 znizala Sestnajst tednov po zacetku terapije. Dvig Stevilske
koncentracije MV je v tem primeru najverjetneje posledica nenatanéne metode in posledi¢ne
variablinosti koncentracij MV. Man;j verjetno je, da bi dvig Stevilske koncentracije MV bil
povezan s prisotnostjo tumorskih celic, ki so v telesu ostale po kirurSkem posegu, saj je po
Stirinajstih tednih brez dodatnega zdravljenja nivo koncentracije MV padel pod povprecje
Stevila MV zdravih psov.

Pri pacientu z zaporedno Stevilko 9 se je Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi
povisala 5 tednov po zacetku zdravljenja s kemoterapijo za faktor 2,2, ko je bil opravljen tudi
paliativen kirurSki poseg. Pacient je imel Ze ob prvem obisku na kliniki obsezno, moc¢no
nekrotizirajo€o maso z zasevki v regionalni bezgavki. Ker paliativho zdravljenje ni bilo
uspesno, sklepamo, da je dvig Stevilske koncentracije MV bil povezan z napredovanjem
bolezni. Verjetno so prispevali k dvigu skupne Stevilske koncentracije MV tudi MV iz
trombocitov, saj je bila Stevilska koncentracija trombocitov Ze ob prvem odvzemu poviSana
(1114x10° /1, ref. 143,3-400x10° /1) in prav tako 5 tednov od zacetka zdravljenja (940x10° /1,
ref. 143,3-400x10° /1).

Pri pacientu z zaporedno Stevilko 12 smo prvi¢ izmerili Stevilsko koncentracijo MV v izolatih
periferne krvi Sele 5 tednov po zacetku zdravljenja (paliativnega kirurSkega posega), in je bila
za faktor 2,6 niZja od povprecne Stevilske koncentracije MV skupine psov z MCT. Po 10. tednih

od zacetka zdravljenja se je Stevilska koncentracija MV povisala za faktor 6. V tem obdobju je
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prislo do ponovitve bolezni in zaradi tega verjetno do dviga Stevilske koncentracije MV.
Stevilska koncentracija trombocitov je bila v referenénih vrednostih.

Zakljucujemo, da je Stevilska koncentracija MV nizja v primerjavi s Stevilsko koncentracijo
MYV pred zdravljenjem ali s povprecno Stevilsko koncentracijo MV skupine psov z MCT v
izolatih periferne krvi pri vecini psov po zacetku in neodvisno od vrste zdravljenja. Vsekakor
je zaradi Se nenatancne metode ugotavljanja MV potrebno metodo nadgraditi, da bi bila lahko

uporabna v medicinske namene.
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6 SKLEPI

10.

11.

Anorganski nanodelci TiO2 ne vplivajo na ukrivljenost membrane eritrocitov in
trombocitov in njihove medsebojne interakcije po 1-urni inkubaciji.

Anorganski nanodelci TiO2 ne vplivajo na lastnosti OFM po 20-minutni in 50-minutni
inkubaciji.

Anorganski nanodelci ZnO ne vplivajo na ukrivljenost membrane eritrocitov in njihove
medsebojne interakcije po 1-urni inkubaciji.

Anorganski nanodelci ZnO vplivajo na ukrivljenost membrane trombocitov in ne na
njihovo medsebojno interakcijo po 1-urni inkubaciji.

Anorganski nanodelci ZnO povzrocijo pokanje OFM Ze po 20 minutah, Se bolj pa po
50 minutah.

Povprecna Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi skupine psov z MCT je
vi§ja v primerjavi s skupino zdravih psov in je povezana s histolosko stopnjo malignosti,
kar dokazuje, da na lastnosti membran vpliva patolosko stanje.

Stevilska koncentracija trombocitov v krvi pacientov ne korelira s stopnjo malignosti
tumorja in zdravljenjem.

Patohistoloske metode ocenjevanja malignosti MCT po Patnaiku in Kiupelu so
primerljive in vi§ja Stevilska koncentracija MV skupine psov sovpada z visjimi
histoloskimi ocenami malignosti.

Pri skupini psov z MCT z imunohistokemicno reakcijo z visokim proliferacijskim
indeksom Ki-67 > 10 je povprecna Stevilska koncentracija MV vi§ja v primerjavi s
proliferacijskim indeksom Ki-67 < 10.

V skupini psov z MCT z imunohistokemi¢no reakcijo z oceno izrazanja KIT receptorja
z vzorcem KlIT-barvanja II in III je v povpre¢ju visja Stevilska koncentracija MV v
primerjavi s skupino psov z vzorcem KIT-barvanja I, kar pomeni, da se pri reakcijah,
ki so povezane s slabSo prognozo, v krvi pojavlja vi§ja Stevilska koncentracija MV.
Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi pacientov se zniza pri veéini psov
po zadetku in ne glede na vrsto zdravljenja. Stevilska koncentracija MV v izolatih
periferne krvi bi ob dodatnih meritvah in daljSem spremljanju vec¢jega Stevila pacientov
lahko poleg klini¢énih, histoloSkih in imunohistokemiénih predstavljala napovedni

dejavnik v klini¢ni praksi.
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7 POVZETEK

V doktorski nalogi smo proucevali morfoloske spremembe membrane krvnih celic in orjaskih
fosfolipidnih mehurckov (OFM) pod vplivom anorganskih nanodelcev (ND) TiO2 in ZnO, ki
so Cedalje bolj prisotni v vsakdanjem zivljenju tako zivali kot ljudi. Nasi rezultati vpliva ND
TiO2 in ZnO na morfoloske spremembe membrane eritrocitov, trombocitov in OFM so
pokazali, da so ND ZnO aktivirali trombocite in povzrocili pokanje OFM, niso pa vplivali na
eritrocite, medtem ko so eritrociti, trombociti in OFM po inkubaciji z ND TiO2 ostali
morfolosko nespremenjeni. Rezultati so bili v skladu s pricakovanji, saj so ND TiO2 kemijsko
bolj stabilni in niso topni za razliko od ND ZnO, kjer se Zn ioni odtapljajo in so zato bolj
toksicni za bioloske sisteme.

V povezavi s spremembo oblike membrane celic smo nadalje ugotavljali vpliv mastocitoma
(MCT), najpogostejSega koznega tumorja pri psih, ki glede na histolosko stopnjo malignosti
privede do razlicnega patoloskega stanja organizma. Namen nase naloge je bil ugotoviti vpliv
MCT razli¢nih stopenj malignosti na morfoloSke spremembe membrane celic in posledicno
vezikulabilnost, kar se odraza s spros¢anjem mikroveziklov (MV). MV so z membrano obdani
celi¢ni delci, ki se sproscajo 1z vseh tipov celic v zadnji fazi brstenja, Se posebej pri aktivnih
celicah, pri celicah, ki so izpostavljene Skodljivim dejavnikom, apoptoti¢nih celicah in
tumorskih celicah. MV nosijo dele materinskih celic in ko se spros¢ajo v zunajceli¢no okolje,
lahko vstopajo v telesne tekocine in interagirajo z drugimi, tudi oddaljenimi celicami. Tumorske
celice so Se posebej nagnjene k vezikulaciji, zato je prenos informacij, ki jih nosijo v sebi, lahko
kljuénega pomena za napredovanje bolezni. Stevilsko koncentracijo MV smo izmerili s
pretocno citometrijo iz izolatov periferne krvi skupine psov z MCT in jih primerjali s Stevilsko
koncentracijo MV skupine zdravih psov.

Rezultati so potrdili naso hipotezo, saj je bila Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne
krvi skupine devetih psov z MCT statisti¢no znacilno (p = 0,01) in za faktor 1,8 visja kot pri
kontrolni skupini osmih psov. Dokazali smo razliko v Stevilski koncentraciji MV glede na
histolosko stopnjo malignosti MCT.

Pri psih s histolosko stopnjo malignosti III po Patnaiku smo izmerili za faktor 2,1 vi§jo
povprecno Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi kot pri skupini psov s histolosko
stopnjo malignosti II. V nalogi smo hkrati dokazali primerljivost dveh patohistoloskih ocen

malignosti, saj je bila pri vseh pacientih z MCT, ki so bili ocenjeni s stopnjo malignosti II po
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Patnaiku, ocena malignosti po Kiupelu nizko maligen tumor, pri pacientih z MCT stopnje
malignosti III po Patnaiku pa je bil MCT po Kiupelu ocenjen kot visoko maligen tumor.
Ugotovili smo povezavo med Stevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi skupine psov
z MCT in citoplazemskim vzorcem KIT-barvanja. Po vzorcu KIT-barvanja II so se obarvali
Stirje vzorci, povprecna Stevilska koncentracija MV skupine teh Stirih psov v izolatih periferne
krvi je bila za faktor 1,3 vi§ja od povprecne Stevilske koncentracije MV v izolatih periferne krvi
skupine $tirih psov z vzorcem KIT-barvanja I. Po vzorcu KIT-barvanja III se je obarval le en
vzorec, pri katerem je bila Stevilska koncentracija za faktor 1,1 visja od povprecne Stevilske
koncentracije MV v izolatih periferne krvi od skupine psov z vzorcem KIT-barvanja II.
Zabelezili smo povezavo med proliferacijskim indeksom Ki-67 in $tevilsko koncentracijo MV
v izolatih periferne krvi skupine psov z MCT. Povprecna Stevilska koncentracija MV v skupini
petih psov z MCT s proliferacijskim indeksom Ki-67 > 10, je bila za faktor 1,3 visja kot v
skupini Stirih psov z MCT s proliferacijskim indeksom Ki-67 < od 10.

Ugotovili smo tudi, da je Stevilska koncentracija MV v izolatih periferne krvi psov z MCT vi§ja
pri psih z vi§jimi klini€énimi ocenami malignosti. V naSi raziskavi so bili §tirje MCT z ulcerirano
in/ali nekrotizirano povrsino, izmed teh so bili trije MCT ocenjeni kot histoloSka stopnja
malignosti III po Patnaiku in kot MCT visoke stopnje malignosti po Kiupelu. Dva pacienta od
teh Stirih sta imela dolocen klini¢ni stadij 2. MCT z ulcerirano in/ali nekrotizirano povrs$ino so
imeli ved histologkih kriterijev malignosti. Stevilska koncentracija trombocitov je bila pri ve&ini
psov z MCT znotraj referen¢nih vrednosti in ni korelirala s stopnjo malignosti MCT.
Primerjali smo $tevilsko koncentracijo MV v izolatih periferne krvi psov z MCT pred in po
zdravljenju ter ugotovili, da se je vecini psov zniZala Stevilska koncentracija MV po zacetku
zdravljenja ne glede na izbor zdravljenja. Pri treh pacientih nismo izmerili Stevilske
koncentracije MV pred zdravljenjem, zato smo primerjali Stevilsko koncentracijo MV po
zdravljenju s povprecno Stevilsko koncentracijo MV skupine psov z MCT in ugotovili, da je po
zdravljenju bila nizja. Pri enem pacientu s povisano Stevilsko koncentracijo MV takoj po

zdravljenju zdravljenje Ze od samega zacetka ni bilo uspesno in je MCT hitro napredoval.
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8 SUMMARY

In the thesis, we investigated morphological changes of cells and giant phospholipid vesicles
(GPVs) under the influence of inorganic nanoparticles (NPs) of TiO2 and ZnO, which are ever
more present in the daily life of animals and humans. Our results considering the influence of
NPs of TiO2 and ZnO on the morphological changes of membranes of red blood cells, platelets
and GPVs showed that NPs of ZnO activated platelets and caused bursting of GPVs, but had
no effect on red blood cells, while blood cells, platelets and GPVs morphologically remained
the same after incubation with NPs of TiO;. The results were in accordance with our
expectations, since NPs of TiO; are chemically more stable and insoluble unlike NPs of ZnO,
where Zn ions dissolve and are therefore more toxic for biological systems.

We then explored the cell membrane changes under the influence of mast cell tumour (MCT),
the most common skin tumour in dogs, which leads to different pathological conditions in the
organism depending on its histological grade of malignancy. The aim of our study was to
determine the influence of MCTs of different grades of malignancy on the morphological
changes of cell membranes and consequently their vesiculability, which is reflected in the
release of microvesicles (MVs). MVs are membrane-enclosed cell particles, which are shed
from all types of cells in the last stage of budding, especially in activated cells, cells exposed to
adverse factors, apoptotic cells and tumour cells. MVs carry parts of the cells they originate
from and after they are shed into the extracellular environment, they can enter body fluids and
interact with other, even distant cells. Tumour cells are especially prone to vesiculation, thus
probably making the carried information of crucial importance for the progression of the
disease. The concentration of MVs in isolates from peripheral blood from the group of dogs
with MCT was measured by using flow cytometry and compared with the concentration of MVs
from the group of healthy dogs.

The results confirmed our hypothesis, since the concentration of MVs in isolates from
peripheral blood of the group of thirteen dogs with MCT was statistically significant (p = 0.01)
and 1.8-times higher than in the control group of eight dogs. We proved that the concentration
of M Vs differed between histological grades of malignancy of MCT. In dogs with MCTs being
Patnaik grade I, we measured a 2.1-times higher average concentration of MVs in isolates
from peripheral blood than in the group of dogs with MCTs being Patnaik grade II. In our

research, we also demonstrated that the two systems of pathohistological grading of malignancy
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are comparable, since in all the patients with MCTs being Patnaik grade II, they were
determined as low-grade tumours using the Kiupel grading system; while in the patients with
MCTs being Patnaik grade III, they were determined as high-grade tumours using the Kiupel
grading system.

We identified a correlation between the concentration of MVs in isolates from peripheral blood
of dogs with MCT and the KIT-staining pattern. Four samples had KIT-staining pattern II and
the average concentration of MVs in isolates from peripheral blood of these four dogs was 1.3-
times higher than the average concentration of MVs in isolates from peripheral blood of four
dogs with KIT-staining pattern I. Only one sample had KIT-staining pattern III and the
concentration of MVs was 1.1-times higher than the average concentration of MVs in isolates
from peripheral blood of the group of dogs with KIT-staining pattern II.

A correlation was noted between the proliferative index Ki-67 and the concentration of MVs in
isolates from peripheral blood of dogs with MCT. The average concentration of MVs in the
group of five dogs with MCT with a proliferative index Ki-67 > 10 was 1.3-times higher than
in the group of four dogs with MCT with a proliferative index Ki-67 < 10.

It was also established that isolates from the peripheral blood of dogs, which have MCTs with
a more aggressive clinical behaviour, have a higher concentration of MVs. In our study, four
MCTs were ulcerated and/or had a necrotic surface, three among them were graded as MCTs
being Patnaik grade III and as high-grade MCTs using the Kiupel grading system. Two of the
four patients were evaluated as clinical stage 2. MCTs with an ulcerated and/or necrotic surface
had more histological criteria of malignancy. In most of the dogs with MCT the concentration
of platelets was in reference ranges and it did not correlate with the grade of malignancy of
MCT.

We compared the concentration of MVs in isolates from peripheral blood of dogs with MCT
before and after treatment and observed that in most of the dogs the concentration of MVs
declined after treatment, regardless of the type of treatment. We did not measure the
concentration of MVs before treatment in three patients, therefore we compared the
concentration of M Vs after treatment with the average concentration of MV from the group of
dogs with MCT, and noted that it was lower after treatment. Treatment was not successful from
the very beginning in one patient who had an elevated concentration of MVs immediately after

treatment and the MCT rapidly progressed.
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11 PRILOGE

Tabela 9:

Podatki o starosti psov, spolu, pasmi, lokaciji in velikosti MCT, klinicnem izgledu, klinicnem stadiju in histoloski stopnji
malignosti MCT po Patnaiku in Kiupelu, vzorcu KIT-barvanja in proliferacijskem indeksu Ki-67 pri psih z MCT pred

zdravljenjem.
Table 9: Data on dog’s age, sex, breed, location and size of MCT, clinical presentation, clinical stage and histological grade of malignancy
of MCT according to Patnaik and Kiupel, KIT-staining pattern and proliferative index Ki-67 in dogs with MCT before treatment.
Premer . ... . Histoloska stopnja
VZap.oredna Starost Spol  Pasma LokacijaMCT  tumorja Klini¢ni 1?gled Kllnl(.tfll malignost Imunohistokemija
Stevilka psa (let) tumorja stadij
(cm) Pat Kiup C-KIT PI Ki- 67
1 5 m NB trebuh 2 alopecija, pigment 1 2 0 2 4,9
2 6 Z VPP noga sp.l. 3 np 1 2 0 1 1,32
3 3 zZ SP noga z.d. np np 1 2 0 1 0,29
4 9 m NT komolec 5 alopecija,ulceracija 1 2 0 1 8,64
5 6 m JRT vrat 1 pod kozo 1 2 0 2 16,2
6 12 m PRT aksilarno podrocje 0,5  podkozo 1 2 0 1 31,1
7 12 z LAB noga sp.l. 2 alopecija,ulceracija 1 3 1 2 18,2
8 5 m NB rama 3 ulceracija 2 3 1 3 14,1
9 8 7 M plecka 15 ulceracija, nekroza 2 3 1 2 31,1
10 3 z NB vulva 1 ulceracija np 3 np np
11 12 m M koleno np np 1 np np np
12 10 Z 7P prst postop  np 2 np np np
13 8 m BPP nosnica 3 depigment np np np np
14 9 m M kontrola
15 1 m GR kontrola
16 2 z EB kontrola
17 0,7 V4 M kontrola
18 3 m A% kontrola
19 4 zZ M kontrola
20 8 m M kontrola
21 4 m BC kontrola
Legenda: pasma: NB = nemski bokser, VPP = veliki planSarski pes, SP = shar-pej, NT = nemski terier, JRT = jack russel terier, PRT = parson russel terier, LAB =

Legend:

labradorec, M = meSanec, ZP = zlati prinasalec, BPP = bernski plansarski pes, G = greyster, EB = epagneul breton, V = vizla, BC = border collie; pigment
= pigmentacija; depigment = depigmentacija; np = ni podatka; histoloska stopnja malignosti MCT po Patnaiku (1 =1, 2 =11, 3 = III) in Kiupelu (0 — nizko
maligen, 1 — visoko maligen); Pat = Patnaik; Kiup = Kiupel; PI Ki-67 = proliferacijski indeks Ki-67; klini¢ni stadij: 1= brez zasevkov, 2 = z zasevki v
regionalni bezgavki

breed: NB = Boxer, VPP = Great Swiss Mountain Dog, SP = Shar Pei, NT = German Hunting Terrier, JRT = Jack Russell Terrier, PRT = Parson Russell
Terrier, LAB = Labrador Retriever, M = mixed breed, ZP = Golden Retriever, BPP = Bernese Mountain Dog, G = Greyster, EB = Epagneul Breton, V =
Vizsla, BC = Border Collie; pigment = pigmentation; depigment = depigmentation; np = no data; histological grade of malignancy of MCT according to
Patnaik (1 =1, 2 =1I, 3 =III) and Kiupel (0 — low-grade, 1 — high-grade); Pat = Patnaik; Kiup = Kiupel; PI Ki-67 = proliferative index Ki-67; clinical stage:
1 = nonmetastatic, 2 = metastases in the regional lymph node
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Tabela 10: Podatki o pasmi, Stevilski koncentraciji MV v izolatih periferne krvi in trombocitov v periferni krvi, klini¢cnem stadiju, histoloski

Table 10:

Legenda:

Legend:

stopnji malignosti MCT po Patnaiku in Kiupelu, vzorcu KIT-barvanja in proliferacijskem indeksu Ki-67 pri psih z MCT pred
zdravljenjem.

Data on breed, concentration of M Vs in isolates from peripheral blood and platelets in peripheral blood, clinical stage, histological
grade of malignancy of MCT according to Patnaik and Kiupel, KIT-staining pattern and proliferative index Ki-67 in dogs with
MCT before treatment.

Koncentracija  Trombociti HistoloSka
Zaporedna . . J Klinié¢ni Klini¢ni stopnja malignosti Imunohistokemija
Stevilka psa Pasma  mikroveziklov  (143,3-400 izgled stadij Patnaik Kiupel KIT-barvanje PIKi-67
P (nin x10°/1) g L P J
1 NB 134 169 alopecija, 1 2 0 2 4,9
pigmentacija
2 VPP 264 218 alopecija 1 2 0 1 1,32
3 SP 338 284 alopecija 1 2 0 1 0,29
4 NT 187 340 alopecija, 1 2 0 1 8,64
ulceracija
5 JRT 158 420 pod kozo 1 2 0 2 16,2
6 PRT 87,9 282 pod kozo 1 2 0 1 31,1
7 LAB 456 341 alopecija, 1 3 1 2 18,2
ulceracija
8 NB 330 286 ulceracija 2 3 1 3 14,1
9 M 446 1114 ulceracija, 2 3 1 2 31,1
nekroza
10 NB 151 264 ulceracija np np np
11 M np 285 np np np np
12 /P np np np 2 np np
13 BPP np np depigment np np np

np = ni podatka; pasma: NB = nemski bokser, VPP = veliki plansarski pes, SP = shar-pej, NT = nemski terier, JRT = jack russel terier, PRT = parson russel
terier, LAB = labradorec, M = meSanec, ZP = zlati prinasalec, BPP = bernski plansarski pes; pigment = pigmentacija; depigment = depigmentacija; PI Ki-
67 = proliferacijski indeks Ki-67; klini¢ni stadij: 1 = brez zasevkov, 2 =z zasevki v lokalni bezgavki; histoloska stopnja malignosti MCT po Patnaiku (1 =
I,2=1I,3=1II) in Kiupelu (0 — nizko maligen, 1 — visoko maligen)

np = no data; breed: NB = Boxer, VPP = Great Swiss Mountain Dog, SP = Shar Pei, NT = German Hunting Terrier, JRT = Jack Russell Terrier, PRT =
Parson Russell Terrier, LAB = Labrador Retriever, M = mixed breed, ZP = Golden Retriever, BPP = Bernese Mountain Dog; pigment = pigmentation;
depigment = depigmentation; PI Ki-67 = proliferative index Ki-67; clinical stage: 1 = nonmetastatic, 2 = metastases in the regional lymph node; histological
grade of malignancy of MCT according to Patnaik (1 =1, 2 =11, 3 = III) and Kiupel (0 — low-grade, 1 — high-grade)
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Tabela 11: Podatki o klini¢nem izgledu MCT, §tevilski koncentraciji MV in trombocitov v izolatih periferne krvi pred zdravljenjem, med in
po zdravljenju, klinicnem stadiju, histoloski stopnji malignosti MCT po Patnaiku in Kiupelu, vzorcu KIT-barvanja in
proliferacijskem indeksi Ki-67 pri psih z MCT.

Table 11: Data on MCT’s clinical presentation, concentration of MVs in isolates from peripheral blood and platelets in peripheral blood
before, during and after treatment, clinical stage, histological grade of malignancy of MCT according to Patnaik and Kiupel, KIT-
staining pattern and proliferative index Ki-67 in dogs with MCT.

Koncentracija Koncentracija Histoloska
Zaporedna NIV mikroveziklov x Zdravljenje in . rracty Trombociti RV ! . Imunohistokemija
o Klini¢ni Cas mikroveziklov po Klini¢ni stopnja
Stevilka . pred . odgovor .. (143,3-400 . . .
izgled Lo (tedni) - zdravljenjem 0 stadij malignosti . .
psa zdravljenjem na zdravljenje x10°1) . . KIT-barvanje PIKi-67
() (/nb) Patnaik  Kiupel
1 alopecija, 134 0 krg 169 1 2 0 2 4,9
pigmentacija
2 alopecija 264 krg 218 1 2 0 1 1,32
4 CR 414 np
16 133 199
17 recidiv
alopecija 338 0 krg 284 1 2 1 0,29
4 alopecija, 187 krg, ECT, EGT 340 1 1 8,64
ulceriracija
4 ECT, EGT 153 336
8 CR 167 352
5 pod kozo 158 0 krg 420 1 2 0 2 16,2
pod kozo 87,9 0 krg 282 1 1 31,1
7 alopecija, 456 0 krg 341 1 3 1 2 18,2
ulceriracija
4 CR 247 np
8 ulceriracija 330 0 krg, kemo 282 2 3 1 3 14,1
ECT, EGT 216 282
12 masitinib np np
14 52 282
20 evt. multiorgan np np
odpoved
9 ulceriracija, 446 0 kemo 1114 2 3 1 2 31,1
nekroza
5 krg paliat 612 940
12 meta.lnn np 486
masitinib
13 evt np np
10 ulceracija 151 0 ECT 264 np 3 np np
CR np np
11 np 0 post krg 285 np np np
recidiv,
kemo
1 107 211
2 NC 221
15 evt, PD np np
12 np np 0 krg brez np 2 np np
var.robov
5 kemo 104 247
10 recidiv 723 281
28 pogin np np
13 depigment np 0 kemo 211 np np np
ECT np 236
7 160 366
8 127 320
12 kemo lomustin np 158
13 evt np np
Legenda: krg = kirursko zdravljenje; krg brez var. robov = kirurgija brez varnostnih robov; np = ni podatka; kemo = kemoterapija z vinblastinom in prednisolonom;
kemo lomustin = kemoterapija z lomustinom; ECT = elektrokemoterapija; EGT = elektrogenska terapija; krg paliat = paliativna kirurgija; evt = evtanazija;
multiorgan odpoved = multiorganska odpoved; CR = popoln odgovor na zdravljene (angl. complete response); PD = napredujoca bolezen (angl. progressive
disease); NC = ni spremembe (angl. no change); pigment = pigmentacija; depigment = depigmentacija; PI Ki-67 = proliferacijski indeks Ki-67; klini¢ni
stadij: 1= brez zasevkov, 2 = z zasevki v lokalni bezgavki; histoloska stopnja malignosti MCT po Patnaiku (2 = II, 3 = III) in Kiupelu (0 — nizko maligen, 1
— visoko maligen); meta Inn = zasevki v bezgavki
Legend:  krg = surgery; krg brez var. robov = surgery without safety margins, np = no data; kemo = chemotherapy with vinblastine and prednisolone, kemo lomustin

= chemotherapy with lomustine; ECT = electrochemotherapy; EGT = electrogene therapy; krg paliat = palliative surgery; evt = euthanasia; multiorgan
odpoved = multiorgan failure; CR = complete response; PD = progressive disease; NC = no change; pigment = pigmentation; depigment = depigmentation;
PI Ki-67 = proliferative index Ki-67; clinical stage: 1 = nonmetastatic; 2 = metastases in the regional lymph node; histological grade of malignancy of MCT
according to Patnaik (1 =1, 2 =11, 3 =1III) and Kiupel (0 — low-grade, 1 — high-grade); meta Inn = metastases in lymph node
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