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1. UVOD

Tumori testisa (TT) klasificirani su u rijetke tumore covjeka 1 ¢ine do 1,5% novodijagnosticiranih
tumora svjetske muske populacije. Usprkos niskoj incidenciji, TT imaju specificnu dobnu
distribuciju incidencije gotovo iskljucivo u muskaraca izmedu 20. 1 45. godine Zivota. Nadalje, dok
je u africkim populacijama i populacijama potomaka africkih doseljenika relativno niska,
incidencija TT najvisa je u razvijenim zemljama zapadne 1 sjeverne Europe, poput Danske, te u
populacijama potomaka europskih kolonizatora poput Australije i Sjedinjenih Americkih Drzava.
EpidemioloSka istrazivanja upozoravaju da se incidencija u najzahvacenijim populacijama
udvostrucila u posljednjih 40 godina, uz stabilni godi$nji trend porasta od 3-6%. Navedeno stavlja
TT u najcesce neoplasticno oboljenje, a time 1 izniman medicinski, javnozdravstveni te socio-
ekonomski problem mlade muSke populacije indoeuropskog podrijetla diljem svijeta (1,2).
EpidemioloSko istrazivanje provedeno 2012. na hrvatskoj populaciji potvrdilo je visoku
incidenciju TT u mladih musSkaraca u RH. lako je trend porasta ocekivan, usporedbom s
objavljenim istrazivanjima na populacijama diljem svijeta, autori su zakljucili da hrvatska muska
populacija pokazuje najsnazniji godisnji trend porasta incidencije TT u svijetu (3). Navedeni su
podaci doprinijeli proaktivnijem pristupu istrazivanju TT u okviru hrvatskog biomedicinskog
kruga te formiranju znanstvene skupine za istrazivanje TT unutar istrazivacke jedinice (IJ) za
biomedicinsko istrazivanje reprodukcije 1 razvoja Znanstvenog centra izvrsnosti (ZCI) za
reproduktivnu i regenerativnu medicinu Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Termin TT
odnosi se na tumore zametnih stanica testisa (TZST) koji ¢ine 98% svih TT. TZST ¢ine heterogenu
skupinu tumora od kojih je svaki entitet specifiénog histoloskog izgleda te se dijele na: 1) pre-
pubertetske teratome 1 tumore zumanjcane vrece; 2) TZST adolescenata 1 mlade odrasle dobi; 3)
spermatociti¢ni tumori starije dobi. TZST adolescenata 1 mlade odrasle dobi koji ¢e biti predmet
ovog istrazivanja dijele se u skupinu Cistih seminomskih tumora i skupinu mijeSanih TZST
(MTZST). U skupinu MTZST ubraja se teratokarcinom (TCa), a definiran je kao TZST graden od
embrionalnog karcinoma 1 teratoma, koji se mogu pojaviti kao samostalne komponente ili u
kombinaciji s nekim drugim oblicima iz te skupine. Stanice embrionalnog karcinoma (EC)
smatraju se tumorskim mati¢nim stanicama 1 ishodiSnom neoplazijom iz koje se mogu razviti ostali
oblici MTZST (4). TCa pruZza jedinstvenu sliku razvoja ishodisne lezije MTZST, odnosno EC, s

tumorskim mati¢nim stanicama od kojih neke postepeno gube svojstvo mati¢nosti 1 nastavljaju



proces diferencijacije u stanice teratoma. Stoga se istrazivanje TCa smatra iznimno vaznim za
razumijevanje razvoja TT, ali 1 biologije tumora uopce (5). Kao moguc¢i faktori rizika u patogenezi
TT navode se kriptorhizam, neplodnost, testikularne traume, poremecaji razine testosterona i
izlaganje ksenestrogenima. Medutim, svi do danas opisani faktori rizika predstavljaju ¢imbenike
niske vrijednosti te nije dokazana njihova uzro¢na povezanost s razvojem MTZST (4). Navodi se
da vaznu ulogu u nastanku MTZST imaju kromosomske aberacije od kojih je najpoznatija
izokromosom 12p (6,7). Pojedini autori opisuju sklonost stanica TT ka gubitku 1 Y kromosoma te
uspostavi X0 kariotipa (8). Ipak, suvremena znanost priklanja se ideji da veca oSte¢enja genetickog
materijala prije doprinose progresiji nego inicijaciji TT te ih tumaci kao sekundarne promjene
genoma nakupljene tijekom same tumorigeneze (9). Geneticke mutacije koje se ¢esto spominju u
kontekstu razvoja TT jesu mutacije gena KIT, TP53, KRAS/NRAS 1 BRAF (7,10). Propitkivanju
geneticke hipoteze doprinosi relativno nedavno postavljena epigeneticka hipoteza razvoja TT koja
opcenito osporava genetiCke incidente kao pokretate tumorigeneze i promatra ih takoder kao
suputnike kumulirane tijekom progresije (11). Medutim, ni ta hipoteza nije mogla dokazati
uzro¢no-posljedi¢nu vezu epimutacija 1 inicijacije TT (12). Vecina istrazivanja TZST temelji se na
istrazivanju uzoraka humanih klinicki manifestnih ili slu¢ajno otkrivenih, ali ve¢ dobro razvijenih
TT. Navedeni modeli nisu pogodni ni za istrazivanje kaskade dogadanja niti uzrocno posljedi¢ne
veze medu (epi)genetickim incidentima tijekom tumorigeneze (13). Pored toga, rezultati se ne
mogu eksperimentalno testirati. Modeli na staniénim, in vitro modelima podlozniji su
eksperimentalnom testiranju. Medutim, dobiveni su primarno kultiviranjem stanica tumora.
Sukladno tome, (epi)geneticka je pozadina takvih modela ve¢ naruSena i kondicionirana u
kontekstu tumorigeneze. Zakljucno, takvi modeli nisu pogodni za identifikaciju, reprodukciju 1
eksperimentalno testiranje molekularnih poremecaja indukcije 1 progresije tumora u vremenu
odnosno cjelovitom organizmu (14). Kako bi se formirala cjelovita slika razvoja tumora, potrebni
su animalni modeli koji su informativni za neoplasti¢nu transformaciju zametnih stanica u TZST.
Istrazivanja razvoja TZST na in vivo modelima primarno se provode na mi$jim modelima. Jedan
od priznatijih je eksperimentalni model TCa misa kojeg su 1970. razvili Skreb, Solter i Damjanov
na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu (15). Ektopi¢nom transplantacijom zametnog Stita
zametka miSa u stadiju gastrulacije pod ¢ahuru bubrega singeni¢ne zivotinje, postigli su razvoj
retransplantabilnog TCa s populacijom teratomskih stanica i1 stanica EC. Upravo je nalaz EC

stanica u tumorskom materijalu temeljna pretpostavka po kojoj se misji model smatra adekvatnim



eksperimentalnim modelom TCa 1 za istrazivanje TCa u ¢ovjeka (16). Medutim, identifikacija EC
stanica u eksperimentalnom TCa misa temelji se primarno na klasi¢nim histoloSkim analizama
postavljenim prije gotovo 50 godina (16). Iako jeftina i jednostavna, ta se metoda temelji isklju¢ivo
na morfoloSkim osobinama stanica, niske je osjetljivosti s obzirom na heterogenost tumora i malog
udjela analiziranog tkiva, te je subjektivna. U meduvremenu, molekularni biljezi EC stanica kao 1
neki drugi molekularni biljezi povezani s tumorigenezom TZST u ¢ovjeka, jasno su definirani (17).
Medutim, do danas nije u¢injena sustavna analiza i usporedba spontanog humanog odnosno
eksperimentalnog mi§jeg TCa na molekularnoj razini koja bi potvrdila ili odbacila relevantnost
istrazivanja na mi§jem eksperimentalnom TCa u kontekstu tumorigeneze humanog TCa odnosno
MTZST, a na tragu tendencije suvremene znanosti za opravdanim koriStenjem zivotinja u

istrazivanjima biologije tumora (13).

1.1 Svrha rada

Ovaj rad je izraden u svrhu sustavne analize 1 usporedbe, na morfoloskoj i molekularnoj razini,
humanog teratokarcinoma (TCa) testisa i misjeg modela TCa kako bi se utvrdila moguc¢a pogodnost
animalnog modela za istrazivanje tumorigeneze spontanog tumora zametnih stanica testisa u

covjeka, dijagnostickih 1 prognostickih biomarkera te uspostavu novih terapijskih pristupa.

1.2 Cilj rada

Op¢i cilj ovog istrazivanja je ustanoviti, temeljem analize 1 usporedbe bioloskih markera, dali je
eksperimentalni teratokarcinom misSa, dobiven ektopi¢nom transplantacijom singeni¢nog zametka,

pogodan animalni model za istrazivanje teratokarcinoma covjeka.

1.3 Specificni ciljevi

1. Ustanoviti 1 usporediti proliferacijsku aktivnost u teratokarcinomu misa i covjeka.

2. Ustanoviti 1 usporediti apoptotsku aktivnost u teratokarcinomu misa i covjeka.

3. Ustanoviti 1 usporediti prisutnost organotipicnih struktura u teratokarcinomu misa i
covjeka.

4. Ustanoviti 1 usporediti diferencijacijsku aktivnost u teratokarcinomu misa i covjeka.



5. Ustanoviti 1 usporediti prisutnost mati¢nih tumorskih stanica u teratokarcinomu misa 1

covjeka.

1.4 Opseg rada

Ovo istrazivanje provedeno je na laboratorijskim zivotinjama iz vlastitog uzgoja u Nastambi za
laboratorijske Zivotinje (HR-POK-010) Zavoda za medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu, sukladno pozitivnim propisima Republike Hrvatske, pod nadzorom
Povjerenstva za dobrobit Zivotinja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, a u okviru
odobrenja nadleznih Etickih povjerenstava. Tijekom istrazivanja koriStene su zenke 1 muZzjaci
laboratorijskog misSa soja C3H za uzorkovanje i1 eksperimentalne ektopine transplantacije.

Eutanazirano je 67 Zivotinja.

Tijekom istrazivanja koriStena je infrastruktura Zavoda za medicinsku biologiju Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu: Nastamba za laboratorijske Zivotinje, Laboratorij za izolaciju 1
transplantaciju zametaka, Laboratorij za histologiju 1 Laboratorij za epigenetiku i molekularnu
medicinu. Dio metodologije proveden je koriste¢i infrastrukturu Klini€¢kog zavoda za patologiju 1

citologiju “Ljudevit Jurak” Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice kao suradne ustanove.

Ovo je istrazivanje financirano od strane Centra izvrsnosti za reproduktivnu i regenerativnu
medicinu Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te je troSak materijala i metoda procijenjen
na ukupan iznos od 150.000,00 HRK. Administrativne troSkove 1 troSkove Skolovanja kandidat je
podmirio iz vlastitih izvora financiranja. TroSak diseminacije rezultata predstavljenih u ovoj
disertaciji te troSak daljnjih istrazivanja temeljenih na predstavljenim rezultatima ovog istrazivanja
preuzima Centar izvrsnosti za reproduktivnu 1 regenerativhu medicinu Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu kao vlasnik rezultata ovog 1 buducih vezanih istrazivanja, a u dogovoru s

doktorandom.

1.5 Metode

U ovom istrazivanju koristene su metode kako slijedi: izolacija zametaka miSa u stadiju gastrule,

izolacija zametnog cilindra, ektopi¢na transplantacija zametka pod ¢ahuru bubrega singeni¢ne



zivotinje, izolacija tumora misa, prikupljanje tumora ¢ovjeka nakon kirurSkog zahvata, a u okviru
standardne dijagnosticke 1 terapijske obrade sukladno vaZe¢im klinickim protokolima, fiksacija
tkiva 1 uklapanje u parafinske blokove, rezanje serijskih histoloSkih rezova na rotacionom
mikrotomu i izrada histoloskih preparata, kriopohrana uzoraka tumora, rezanje serijskih histoloskih
rezova na krio-mikrotomu 1 izrada histoloskih preparata, bojanje histoloskih preparata metodom
hemalaun-eozin, analiza ekspresije gena na razini proteina metodom imunohistokemije 1
morfometrijska analiza, homogenizacija proteina i mjerenje koncentracije proteina, analiza
ekspresije gena na razini proteina metodom Western blottinga 1 denzitometrijska analiza te

statistiCka analiza podataka prikladnim statistickim testovima.

1.6 Polazna hipoteza

Temeljem usporedbe bioloskih markera, eksperimentalni teratokarcinom misa pogodan je animalni

model za istrazivanje teratokarcinoma testisa u ¢ovjeka.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Anatomija testisa

Testis (sjemenik) je parna muska spolna Zlijezda koja se nalazi u koznoj vre¢i koja se naziva
skrotum (mos$nja). Ovalnog je oblika 1 teZi od 20 do 40 grama 1 prosjecnih je dimenzija 5 x 3,5 x

2,5 cm (Slika 1.). U testisu se umnazaju i sazrijevaju spermiji te izlu¢uju muski spolni hormoni.
2.1.1 Grada testisa

Testis ima dvije strane - medijalnu (lat. facies medialis) 1 lateralnu (lat. facies lateralis), dva ruba -
prednji (lat. margo anterior) i straznji (lat. margo posterior) te dva kraja - gornji (lat. polus
superior) 1 donji (lat. polus inferior). Prednji rub je konveksan i gladak, a straznji rub pokriva
pasjemenik (lat. epididymis). Straznji rub smatra se hilusom testisa jer kroz straznji rub idu iz testisa
u pasjemenik odvodne cjev€ice testisa, a u testis ulaze zile 1 zivci. Izmedu testisa 1 pasjemenika

uvlaci se seroza i tako se formira sinus pasjemenika (lat. sinus epididymidis).

mokracni

sjemeni
mjehur mjehurici
stidna kost prostata
sjemenovod rektum
mokracnica pasjemenik
(uretra) (epididimis)
moénja
erektiino tkivo (skrotum)
penis sjemenik
(testis)

Slika 1. Anatomska grada musSkog spolnog sustava. Muski spolni sustav usko je vezan za

urotelni sustav. Sastavljen je od niza Zlijezdi s vanjskim i unutarnjim izlu¢ivanjem te sustavom



odvodnih kanala. Preuzeto s: http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/msd-za-pacijente/specificne-

bolesti muskaraca/reproduktivni-sustav-muskarca.

Testis obavijaju dvije ovojnice, vaginalna i vezivna. Vaginalna ovojnica testisa (lat. tunica vaginalis
testis) ima svoja dva lista, visceralni (lat. lamina visceralis) 1 parijetalni (lat. lamina parietalis).
Ona ne prekriva pasjemenik 1 druge tvorbe sjemenog snopa koje pristupaju na gornji kraj i straznju
povrsinu testisa. Ispod vaginalne ovojnice nalazi se vezivna ovojnica testisa (lat. tunica albuginea).
Ona je Cvrsta, sjajna 1 glatka membrana koja izravno obavija testis. U dubokom sloju vezivne
ovojnice nalazi se ovojnica bogata krvnim zilama (lat. tunica vasculosa). Ovojnica je deblja i manje
gusta na straznjoj strani testisa 1 naziva se medijastinum testisa (lat. mediastinum testis). Od
medijastinuma kroz tkivo testisa idu vezivne pregrade (lat. septule testis) koje ga dijele u reznjice
(lat. lobule testis). Testis ima oko 250 reznji¢a (lat. lobula) piramidnog oblika s bazom okrenutom
prema periferiji, a vchom prema medijastinumu, koji tvore parenhim testisa. U reZnji¢ima se nalaze
barem dva zavijena kanaliCa (lat. tubuli seminiferi contorti) u kojima nastaju spermiji. Vise tubula
spaja se u ravni kanali¢ (lat. tubulus seminiferus rectus). Ravni kanali¢i (1at. tubuli seminiferi recti)
su pocetak izvodnog sustava testisa. Oni stvaraju mrezu testisa (lat. rete festis). Mreza testisa se
nastavlja u 6-12 izvodnih kanali¢a (lat. ductuli efferentes) 1 njima spermiji iz testisa odlaze u

pasjemenik (Slika 2.).



Sagitalni presjek

w  Sjemenovod

Lzvodni kanalic
Appendix epididymidis ,

Apoendix testis Pasjemenik
Glava

Tijelo

/ Rep

1
)

\ 4 £\
— (

Zavijeni sjemeni kanali¢ Gornji aberantni vod
{prodiren)
Septula testis
Rete testis

\ Tunica albuginea

Relnjd testsa " Mediastinum testis

Slika 2. Presjek kroz testis. Testis ima jednostavnu anatomsku, ali slozenu histoloSku gradu.

Preuzeto s: http://what-when-how.com/wp-content/uploads/2012/08/tmp696789.png
2.1.2 Vaskularna opskrba testisa

Testikularna arterija (lat. A. festicularis) je ogranak abdominalne aorte te jedna od arterija koja
opskrbljuje testis krvlju. Polazi u razini drugog lumbalnog kraljeska 1 ide ispod peritoneja po
straznjoj trbusnoj stijenci. U testis arterije ulaze kroz medijastinum testisa, anastomoziraju s dvije
arterije izvodnih kanali¢a (lat. aa. ducti deferentis), ograncima pupcane arterije i kremastericnim
arterijama (ograncima donje epigastri¢ne arterije). Venska krv se skuplja u venski splet (lat. plexus
pampiniformis) koji se nalazi uz testikularnu arteriju u sjemenom snopu. Venski splet se reducira

na dvije do tri pratece vene te kona¢no na jednu testikularnu venu (Slika 3.).



Vv. testiculares
(Plexus pampini-
formis)

A. testicularis

A.ductus
deferentis

Vv.ductus
deferentis
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V.cremasterica

Slika 3. Vaskularizacija testisa. Testis je visoko vaskulariziran organ premreZzen kompliciranim

sustavom krvnih Zila. Preuzeto s: https://eref.thieme.de/images/1/866714 25.jpg

2.1.3 Inervacija testisa

Testis inerviraju simpaticki Zivci 1z prsnog dijela kraljezni€ne moZzdine (Th10-12) 1 oko testisa tvore
zivCani splet testisa (lat. plexus testis) koji inervira krvne zile 1 kontrolira njihovu prokrvljenost

(18).

2.2 Embrioloski razvoj testisa

Razvoj testisa 1 mokra¢nog sustava usko su povezani. Rana diferencijacija zapoc€inje u razdoblju
gastrulacije 1 formiranju zametnih listi¢a (3. tjedan embrionalnog razvoja). Gastrulacija slijedi
nakon stadija dvoslojnog zametnog Stita kada stanice epiblasta zapo¢nu proces invaginacije.
Invaginacijom odreden broj stanica potiskuje hipoblast i formira endoderm, a dio migrira izmedu
epiblasta (koji postaje ektoderm) i novostvorenog endoderma te formiraju mezoderm. Proces
formira primitivnu prugu, a lokacija na kojoj dolazi do invaginacije stanica epiblasta duz primitivne
pruge odrediti ¢e njihov daljnji razvoj. Kroz sredisnji dio primitivne pruge migriraju stanice koje

¢e formirati intermedijarni mezoderm, osnovu za razvoj urogenitalnog sustava (19).



Temelj spolnih Zlijezda je par uzduznih spolnih nabora (lat. plicae genitales) smjeStenih medijalno
od mezonefrosa (prabubrega) u kojima nema spolnih stanica sve do 6. tjedna razvoja. Spolne
prastanice pojavljuju se u ranim stadijima razvoja izmedu endodermalnih stanica stijenke
zumanj¢ane vrece. U 6. tjednu razvoja, spolne prastanice migriraju do epitela spolnih nabora u
kojem znacajnu ulogu igra KIT/KITLG (engl. stem cell factor, SCF) signalni put. Ove prastanice
eksprimiraju niz biljega, poput OCT3/4 (poznat jo§ kao POUSF1), c-KIT, PLAP, NANOG, SOX2
(samo za neseminome) 1 SOX17, koji su korisni u dijagnostici tumora zametnih stanica testisa kao
1 karcinoma in situ. Kasnije tijekom normalnog embrionalnog razvoja u potpunosti prestaje
ekspresija OCT3/4 1 PLAP markera, a ekspresija c-KIT je smanjena. S druge strane markeri SOX17
1 VASA74 ostaju pozitivni i nakon rodenja (20).

Neposredno prije 1 tijekom migracije spolnih prastanica, epitel spolnog nabora proliferira 1 urasta
u mezenhim u obliku nepravilnih spolnih tra¢aka. Tijekom tog razdoblja, muska 1 Zenska spolna
zlijezda se medusobno ne razlikuju te se nazivaju indiferentnom spolnom zlijezdom. Ukoliko je
embrij genetski muSkog spola, njegove spolne prastanice sadrzavaju XY par spolnih kromosoma.
Pod utjecajem Y kromosoma koji sadrzi testis determinirajuci faktor (TDF), primitivni spolni tracci
proliferiraju 1 prodiru u mezenhim te nastaju medularni tracci ili tracci testisa. Oni se u podrucju
hilusa granaju u mrezu tankih tracaka stanica od kojih kasnije nastaje rete testis. Tijekom daljnjeg
razvoja, tracci testisa se odvoje od povrSinskog epitela ispod kojeg se diferencira ovojnica od
gustog veziva, vezivna ovojnica testisa (lat. tunica albuginea). U 4. mjesecu embrionalnog razvoja,
traCci testisa zaviju se u oblik potkove, a krajevi im se nastavljaju u tracke u rete testis. Tracci
testisa se tada sastoje od spolnih prastanica i Sertolijevih potpornih stanica, koje potjecu od epitela
na povrsini testisa. Leydigove intesticijske stanice, razvijene od mezenhimskih stanica u spolnom
naboru, smjestene su izmedu tracaka testisa i po¢inju se diferencirati ubrzo nakon svojeg nastanka.
U 8. tjednu, Leydigove stanice pocinju luciti testosteron koji potic¢e diferencijaciju spolnih kanala
1 vanjskih spolnih organa karakteristi¢nih za muski spol. Tracci testisa ostaju neprohodni sve do
puberteta kada dobivaju lumen 1 postaju sjemeni kanali¢i koji prelaze u kanali¢e mreze testisa (lat.
rete testis) te se spajaju s eferentnim kanali¢ima (lat. ductuli efferentes). Eferentni kanali¢i se
razvijaju od preostalih sekretornih kanali¢a mezonefrosa i spajaju mrezom testisa (lat. rete testis)

s Wolffovim kanalom od kojega nastaje sjemenovod (lat. ductus deferens) (19,20).

10



2.3 Tumori testisa

Tumori testisa su najé¢es$¢i maligni tumori muskaraca u dobi izmedu 14. 1 44. godine. Incidencija
tumora je porasla Sirom svijeta u zadnja dva desetljeca. Usprkos tome, u op¢oj populaciji su tumori
testisa relativno rijetki. Najc¢es§¢i su tumori zametnih stanica koji ¢ine manje od 1% svih tumora
dijagnosticiranih u muskoj populaciji. Od njih, 90% ¢ine seminomi i neseminomski tumori.
Pocetna dijagnoza u 70% slucajeva je prvi stadij tumora (vrijednosti tumorskih markera unutar
referentnih vrijednosti bez zahvacenih limfnih ¢vorova 1 metastaza), a u ostalth 30%

dijagnosticirana je metastatska bolest (21).

2.3.1 Etiologija tumora testisa

Etiologija tumora testisa ve¢im je dijelom nepoznata. Rizik od razvoja tumora testisa je veci u
slucajevima pozitivne obiteljske anamneze. Rizik je ¢ak 8 puta veci kod osoba ¢iji je brat imao
tumor 1 oko 4 puta veci ukoliko je od tumora bolovao otac. Osim toga, rizik je veci kod blizanaca,
posebice monozigotnih (22). Procjenjuje se da je oko 25% tumora zametnih stanica genetski
uvjetovana iako nisu utvrdene mutacije gena koje bi se nasljedivale s visokom penetrantnoscu.

Utvrdeno je da se osobe s pozitivnom obiteljskom anamnezom prezentiraju 2-3 godine ranije.

Genetski ucinci doprinose vise od 40% karcinoma testisa (23). Genetski poremecaji povezani s
povecanim rizikom ukljuuju mozaicizam u kojem je prisutna aneuploidija spolnih kromosoma

(45,X/46,XY), mutacije AR gena (geni za androgeni receptor) te mutacije SRY gena.

Faktori rizika za razvoj tumora zametnih stanica testisa su pozitivna obiteljska anamneza,
prethodno dijagnosticiran tumor zametnih stanica u kontralateralnom testisu, subfertilnost,
kriptorhizam, hipospadija te testikularna mikrolitijaza kod subfertilnih pacijenata. In utero
izlozenost dietilstilbestrolu moze povecati rizik od razvoja tumora, dok se kao perinatalni
¢imbenici rizika spominju niska porodajna tezina, niski paritet majke, redoslijed radanja djeteta
(prvorodeni imaju povecan rizik), kriptorhizam, ingvinalna hernija te blizanacka trudnoc¢a (21).
Smatra se da u razdoblju adolescencije 1 odrasloj dobi izloZenosti organoklornim pesticidima te
profesionalna izlozenost (vatrogasci, odrzavanje zrakoplova) povecavaju rizik za razvoj tumora

zametnih stanica testisa.
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Kriptorhizam je stanje najznacajnije povezano s razvojem tumora zametnih stanica. Studije su
pokazale da je dosSlo do porasta prevalencije kriptorhizma izmedu 1950.-ih 1 1980.-1h godina, ali je
udio pacijenata s tumorom testisa koji imaju kriptorhizam ostao konstantan. S druge strane, neke
studije su pokazale da kasnija orhidopeksija znatno povecava rizik razvoja tumora zametnih stanica

Sto ide u prilog kriptorhizmu kao rizi¢nom faktoru (22).
2.3.2 Epidemiologija

Zabiljezeno je da se u svijetu javi 1,5 slucaj tumora testisa na 100.000 ljudi, uz znacajnu varijaciju
u stopama incidencije. Tako je primjerice u Norveskoj, Danskoj i Svicarskoj incidencija do
10/100.000 dok je u africkim zemljama manja od 1/100.000 ljudi. U zemljama koje su prethodno
imale nisku incidenciju (Finska, Spanjolska, Slovenija, Cile, Australija) stope se ubrzano
povecavaju priblizavajuc¢i se onim podru¢jima koja imaju zabiljezenu visoku incidenciju. U SAD-
u incidencija varira ovisno o rasi, tako primjerice kod bijelaca stopa iznosi 6,9/100.000 u usporedbi

s 1,2/100.000 kod Afroamerikanaca (21).

Podaci Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) o incidenciji raka u Hrvatskoj za 2017. godinu
pokazuju da je u toj godini bilo 13229 novodijagnosticiranih zlo¢udnih tumora kod muskaraca, od
toga 193 tumora testisa (1,46% svih zlo¢udnih tumora kod muskaraca). Incidencija je najvisa
izmedu 25 144 godina, najizrazenije u skupini 25 do 29 godina u kojoj je zabiljezen 41 novi slucaj.
Stopa incidencije tumora testisa u 2017. godini bila je ukupno 9,7 na 100.000 stanovnika (Tablica
L.).

Podaci HZJZ-a o prosirenosti tumora u trenutku postavljanja dijagnoze pokazuju da je od ukupno
193 novodijagnosticiranih pacijenata tumor bio lokaliziran kod njih 132 (68,8%), regionalno
proSiren kod 18 (9,4%), a s udaljenim metastazama kod 8 pacijenata (4,1%). Kod 34 pacijenta

(17,7%) nepoznata je proSirenost tumora u trenutku postavljanja dijagnoze (24).

12



Tablica 1. Broj novodijagnosticiranih slucajeva i stopa incidencije tumora testisa u 2017.
godini u Republici Hrvatskoj po dobnim skupinama. 1z raspodjele incidencije TT po dobnim
skupinama, razvidno je da TT ne poStuju uobic¢ajenu dobnu distribuciju za tumore odrasle dobi,

ve¢ da vrhunac incidencije pokazuju u mladoj muskoj populaciji. Izvor: Hrvatski registar za rak.

. . Stopa incidencije . . Stopa incidencije

oo, | otz | ~mamooo0 | Sowe | Sliorh | 100000

stanovnika) stanovnika)
0-4 0 0,0 45-49 10 7,4
5-9 0 0,0 50-54 5 3,5
10-14 0 0,0 55-59 3 2,0
15-19 11 9,8 60-64 4 2,8
20-24 19 15,3 65-69 0 0,0
25-29 41 32,4 70-74 1 1,3
30-34 34 24,6 75-79 2 2,9
35-39 31 21,4 80-84 1 2,3
40-44 31 22,3 > 85 0 0,0

2.3.3 Klasifikacija

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) je 2016. godine azurirala patohistolosku klasifikaciju
tumora mokra¢nog sustava i muskih spolnih organa. U usporedbi s prethodnom klasifikacijom iz
2004. godine, najviSe promjena uvedeno je u skupini tumora zametnih stanica testisa (TZST).
Klasifikacija definira dva znacajna entiteta tumora zametnih stanica — podrijetla od neoplazije
zametnih stanica in situ (engl. Germ cell neoplasia in situ, GCNIS) i podrijetla nevezanog uz
GCNIS. Dob klini¢ke prezentacije igra vaznu ulogu u prepoznavanju podtipa tumora zametnih

stanica, posebice zbog preklapanja u histoloSkom pogledu.

Tumori zametnih stanica koji imaju podrijetlo od neoplazije zametnih stanica in situ imaju neke
zajednicke karakteristike, izmedu ostalog sli¢nu epidemiologiju, poremecaj spermatogeneze,
proSirenje intersticijskih prostora testisa, hijalinizaciju tubula, sklerozu peritubularnih prostora,
nezrelost Sertolijevih stanica te amplifikaciju gena na kratkom kraku kromosoma 12 (12p), ¢esto
u formi izokromosoma 12p. Imaju samo jedan podtip, tip 2 tumore zametnih stanica koji su uvijek
maligni te se javljaju u adolescenata 1 mladih muskaraca. Histoloski se dijele na seminomske 1

neseminomske tumore (25).
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Neseminomski tumori mogu se sastojati od Cistih i mijeSanih elemenata embrionalnog karcinoma,

teratoma, tumora Zumanjcane vrece i1 koriokarcinoma, ali mogu biti prisutni i seminomski elementi

21).

Tumori zametnih stanica podrijetla nevezanog uz GCNIS podijeljeni su na tip 1 (pre-pubertetski

teratomi 1 tumori Zumanj¢ane vrece) i tip 3 (spermatociti¢ni tumori).

Tip 1 tumori zametnih stanica javljaju se u pedijatrijskih pacijenata (najces¢e mladih od 14 godina),
1ako se rijetko mogu manifestirati i u odraslih pacijenata. Histoloski se dijele na teratome koji su
benigni 1 tumore Zumanjcane vrece koji su maligni. Navedeni tumori nemaju abnormalnosti na

kratkom kraku kromosoma 12 (12p).

Spermatociti¢ni tumor (ranije spermatociti¢ni seminom) izdvojen je iz skupine seminoma jer nema
amplifikaciju na kratkom kraku kromosoma 12, pokazuje amplifikaciju gena DMRTI na
kromosomu 9, a ne pokazuje ni povezanost s neoplazijom zametnih stanica in situ (GCNIS). Sadrzi

stanice slicne sekundarnim spermatocitima i poglavito je dijagnosticiran u starijih muskaraca (21).

Prosirenost tumora odreduje se prema TNM-sustavu (T - primarni tumor, N - metastaze u limfnim
¢vorovima, M - udaljene metastaze) (Tablica 2.), a stadij (Tablica 3.) se odreduje sukladno TNM
klasifikaciji 1 serumskoj razini tumorskih markera (S) (Tablica 4.) koji se odreduju nakon

orhidektomije (26).
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Tablica 2. TNM Kklasifikacija tumora testisa. T - primarni tumor, N - metastaze u limfnim

¢vorovima, M - udaljene metastaze. lzvor: American Joint Committee on Cancer (AJCM).

Primarni tumor (T)

TX tumor se ne moze odrediti

TO nema dokaza primarnog tumora

Tis neoplazija zametnih stanica in situ

T1 tumor je ogranicen na testis (ukljucujudi i invaziju rete testis), bez limfovaskularne invazije.

Tla tumor <3 cm
Tib tumor >3 cm

tumor je ogranicen na testis i pasjemenik, uz limfovaskularnu invaziju ili

12 prisutnu invaziju tunicae albugineae i zahvaéenost tunicae vaginalis

T3 tumor zahvada funiculus spermaticus s limfovaskularnom invazijom ili bez nje

T4 tumor zahvacda skrotum s limfovaskularnom invazijom ili bez nje

Metastaze u limfnim ¢vorovima (N)

NX zahvacenost regionalnih limfnih ¢vorova se ne moZze odrediti

NO bez zahvacenih regionalnih limfnih ¢vorova

N1 zahvacen jedan ili vise (£5) regionalnih limfnih ¢vorova veli¢ine <2 cm u promjeru

N2 zahvacen jedan ili vise (>5) regionalnih limfnih évorova veli¢ine >2 cm <5 cm u promjeru ili dokaz
ekstranodalne prosirenosti tumora

N3 zahvacen limfni ¢vor veli¢ine >5 cm u promjeru

Udaljene metastaze (M)

Mo bez udaljenih metastaza

M1la | metastaze u neregionalne limfne ¢vorove ili metastaze u pluéima

M1b | udaljene metastaze u drugim organima
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Tablica 3. Odredivanje stadija tumora testisa. American Joint Committee on Cancer (AJCC)

donio je 2017. godine sustav grupiranja prognostickih stadija za TZST. Izvor: AJCC.

Stadij T N M S
0 neoplazija in situ NO MO SO
1 T1-T4 NO MO SX
1A T1 NO MO SO
IB T2-T4 NO MO SO
IS bilo koji T NO MO S1-S3
1l bilo koji T N1-N3 MO SX
A bilo koji T N1 MO SO-S1
1B bilo koji T N2 MO SO-S1
Ic bilo koji T N3 MO S0-S1
1} bilo koji T bilo koji N M1 SX
A bilo koji T bilo koji N M1la S0-S1
bilo koji T N1-N3 MO S2
e bilo koji T bilo koji N M1la S2
bilo koji T N1-N3 MO S3
e bilo koji T bilo koji N M1la S3
bilo koji T bilo koji N M1b bilo koji S

Tablica 4. Stadiji postorhidektomijske razine tumorskih markera u serumu. Biokemijski
markeri u serumu krvi koriste se u klini¢koj praksi poglavito za odredivanje stadija bolesti 1

pracenje bolesti kod pacijenata. Izvor: Milose JC et al., 2011.

Stadij | AFP (ng/mL) BHCG (1U/L) LDH
nedostupno ili | nedostupnoili | nedostupno ili
SX - N "
nije radeno nije radeno nije radeno
unutar unutar unutar
SO referentnih referentnih referentnih
granica granica granica
<1,5x gornja
S1 <1,000 <5,000 granica
normale
1,5-10x gornja
S2 1,000-10,000 5,000-50,000 granica
normale
>10x gornja
S3 >10,000 >50,000 granica
normale
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2.3.4 Lijecenje

Nakon dijagnosticke obrade koja se sastoji od kvantifikacije tumorskih markera (AFP, BHCG 1
LDH) 1 radioloske dijagnostike (transskrotalni ultrazvuk, RTG pluca, CT toraksa i abdomena ili
MR), slijedi kategorizacija na klinicke stadije I, II (zahvacéenost limfnih ¢vorova) 1 III (metastaze
u visceralnim organima). Daljnja kategorizacija tumora s metastazama (klinicki stadij II 1 iznad)
vr§i se pomocu prognosticke tablice izradene od strane Internacionalne kolaborativne grupe tumora
zametnih stanica (IGCCCG, eng. International Germ Cell Cancer Collaborative Group) te se

ovisno o prognozi prilagodava lijeCenje pacijenta (Tablica 5.)(25).

Neoplazija in situ u 70% slucajeva progredira u tumor zametnih stanica unutar 7 godina, stoga su
orhidektomija i radioterapija preporuCene terapijske opcije. S obzirom da je kod oko 2,5%
bolesnika prisutna neoplazija in situ i u kontralateralnom testisu, bolesnicima s ¢imbenicima rizika
potrebno je ponuditi opciju biopsije 1 tog testisa. S obzirom na Stetan u¢inak orhidektomije i
radioterapije na plodnost, kod bolesnika koji zele u buduénosti imati potomstvo moguca opcija je
redovito ultrazvu¢no pracenje (27). U slucaju progresije neoplazije in situ, provodi se kona¢no

zbrinjavanje operacijom ili zra¢enjem.

Priblizno 75% svih tumora zametnih stanica testisa (80% seminoma i 60% neseminomskih
tumora) otkriveno je u klinickom stadiju I. Bolesnici u klini¢kom stadiju I, gdje je tumor ogranicen
na testis, lijeCe se orhidektomijom tumora zahvacenog testisa. U bolesnika s jednim testisom,

postedni pristup resekcije tumora je preporucen kako bi se ocuvala funkcija Leydigovih stanica

21).

Seminomi u stadiju I imaju 13-19%-tnu stopu recidiva. Adjuvantna kemoterapija s jednokratnom
dozom karboplatina smanjuje rizik recidiva za dvije tre¢ine, ali radioloska kontrola je svakako
potrebna. Novija istrazivanja preporucuju adjuvantnu kemoterapiju karboplatinom radi manje
toksi¢nosti dugoroc¢no, s obzirom da je s prijaSnjom uobi¢ajenom metodom lije¢enja, adjuvantnim
zraCenjem retroperitoneuma, povezana veca incidencija sekundarnih tumora, sterilnost 1
kardiovaskularne bolesti. Nakon provodenja terapije preporuca se aktivno pracenje bolesnika
tijekom 5 godina uz preporuku da se kontrolni CT ucini svakih 6 mjeseci tijekom prve 2 do 3

godine (28).
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Bolesnici s neseminomskim tumorima zametnih stanica u stadiju I imaju 30%-tni rizik progresije
tumora. Predvidanje rizika recidiva bazira se na histoloSkom tipu primarnog tumora (embrionalni
karcinom ima najve¢i rizik recidiva). Limfovaskularna invazija smatra se jednom od klinicki
najznacajnijih rizicnih faktora za progresiju. Preporucena je neoadjuvantna terapija s jednim
(rijetko dva) ciklusa kemoterapije po protokolu BEP (bleomicin, etopozid, cisplatina) u svih

visokorizi¢nih pacijenata (29).

Tablica 5. Prognosticko grupiranje TZST prema International Germ Cell Cancer
Collaborative Group (IGCCCG). Zbog razliCite ekspresije tumorskih biomarkera u serumu
pacijenata te razlicite reperkusije na prognozu, uveden je dodatni sustav odredivanja stadija bolesti.

Prevedeno 1 prilagodeno iz: Cheng L et al.. 2018.

Visceralne Serumski markeri?
metastaze 5-godisnje .
. e pe s 5-godiSnje
(izuzev na preZivljenje .
.. . - cjelokupno
Status rizika plu¢ima) ili AFP BHCG bez e e .
dijastinalne LDH progresije prezivljenje
medl (ng/ml) (1u/1) . (%)
primarne bolesti (%)
metastaze
Dobar NSGCT Ne <1.000 <5.000 <1,5x GGN 89 (90°) 92°(95¢)
Seminom Ne Normalna Sve Sve 82 (87°) 86°(93°)
1.000- 5.000- 1,5-10 x b o b rorc
Srednji NSGCT Ne 10.000 50.000 GGN 757 (769 80 (859
Seminom Da Normalna Sve Sve 67¢ 72¢
Lot NSGCT Da >10.000 >50.000 >10 x GGN 41° (55°) 48° (64°)
Seminom® - - - - - -

AFP, a- fetoprotein; BHCG, B-humani korionski gonadotropin; IU, medunarodna jedinica (eng. international
unit); LDH, laktatna dehidrogenaza; NSGCT, tumor zametnih stanica ne-seminomskog podrijetla (eng.
nonseminomatous germ cell tumour); GGN, gornja granica normale.

@ Markeri koristeni za procjenu rizika nakon orhidektomije
b Prema podacima iz: International Germ Cell Cancer Collaborative Group. International germ cell consensus
classification: a prognostic factor- based staging system for metastatic germ cell cancers. J. Clin. Oncol.
¢ Prema podacima iz: Kier, M. G. et al. Prognostic factors and treatment results after bleomycin, etoposide, and
cisplatin in germ cell cancer: a population- based study. Eur Urol. 2017;71:290-8.

4 Na temelju nekoliko pacijenata
¢ Nijedan slu¢aj seminoma nije klasificiran kao losa prognoza

Bolesnike s tumorom u klinickom stadiju II 1 III lije¢i se kombinacijom orhidektomije i1 lokalnog
ili sistemskog lije€enja zahvacenih limfnih ¢vorova. Metastatski tumori zametnih stanica testisa
imaju znatno visoku stopu izljecenja otkako je uvedena kombinacijska kemoterapija cisplatinom.
Lokalizirane manje metastaze treba pazljivo procijeniti na individualnoj bazi. Veéina bolesnika

tretirana je s tri ciklusa kemoterapije po BEP protokolu. Vazno je naglasiti da su seminomi
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radiosenzitivniji od neseminomskih tumora te stoga radioterapija igra znacajnu ulogu u njthovom
lijecenju (21,30,31). Tako se adjuvantna radioterapija, od paraaortalne regije do ipsilateralnog
ilijaénog podrucja, provodi u seminoma u stadijima IIA 1 [IB. Nakon zavrSetka lijjecenja rezidualne
mase seminoma se ne reseciraju nego samo redovito prate, a kod neseminomskih tumora resekcija

je potrebna 4-6 tjedana nakon zavrSetka lijecenja ukoliko su ve¢i od 1 cm (25).
2.4 Geneticke promjene TZST

Obiteljski rizik za TZST jedan je od najvecih od svih karcinoma. U do sada najvecoj objavljenoj
studiji, pokazano je da braca muskaraca s TT imaju 3-8 puta povecan rizik, a sinovi oceva s TT 2-
4 puta povecan rizik od obolijevanja od TT. TZST u odraslih je karakteriziran cestim
kromosomskim anomalijama i malim brojem somatskih mutacija, naroc¢ito onih koje bi mogle biti
metom ciljanog personaliziranog lijecenja (32). U usporedbi s ostalim ¢vrstim tumorima u odraslih,
poput tumora pluca, mjehura 1 bubrega, koji imaju 8-11 mutacija po megabazi, frekvencija
somatskih mutacija u TZST je mnogo niza, oko 0,5 mutacija po megabazi (7,33-35). Genetske 1
kromosomske promjene TZST se ogledaju o njihovom embrioloskom izvoriS§tu pa vrsta
kromosomskih 1 genetskih anomalija ovisi o samoj vrsti TZST. Tumori zametnih stanica tip I su
najéesée pre-pubertetski teratomi i tumori Zumanéane vreée (TZV). Zanimljivo, kromosomski
disbalansi nisu identificirani kod teratoma tipa I. Kromosomske anomalije koje se javljaju kod TZV
ukljucuju dobitak dugog kraka kromosoma 1 (1q), kromosoma 3, pozicije 24 na kromosomu 8
(8g24), kromosoma 12p13, kromosoma 20q i kromosoma 22, te gubitke kromosoma 1p36,
kromosoma 4, kromosoma 6q24-ter, kromosoma 16q 1 kromosoma 20p. Kao posljedica ovih
anomalija pretpostavljaju se gubitak CHDJ (kodira kromodomena-helikaza-DNA-vezujuéi protein
5) 1 dobitak MYC (kodira MY C protoonkogen). Potom, dobiveni geni STELLAR, NANOG i GDF3

s kromosoma 12p13 su svi povezani s bioloSkim procesima mati¢nih stanica (21).

Prvi patogenetski koraci u TZST tipa I1 1 I1I su poliploidizacija i aneuploidizacija. Kod oba kasnije
slijede daljnji kromosomski disbalansi, a u kasnijim stadijima i rijetke somatske mutacije. Kod
ranog TZST tipa II, odnosno GCNIS, poliploidija se javlja na samom pocetku, iako razlozi za to
do danas nisu razjasnjeni. Genetska osobitost TZST proizaSlih iz GCNIS, odnosno TZST tipa II,
je amplifikacija 12p kromosoma, naj¢es¢e u vidu izokromosoma 12p (i12p) (36). Izokromosom

12p predstavlja nebalansiranu kromosomsku aberaciju u kojoj dolazi do gubitka duge ruke
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kromosoma te zamjene iste duplikatom kratkog kraka. Dobitkom 12p tumorske stanice mogu
prezivljavati neovisno od Sertolijevih stanica, ¢ime dobitak 12p predstavlja klju¢nu tocku razvoja
1z GCNIS u invazivni tumor. Dvije su karakteristicne kromosomske aberacije povezane s TZST,
poliploidizacija 1 amplifikacija kromosoma 12. Sama amplifikacija se €esto manifestira kao

1izokromosom i(12)p.

U iscrpnim genomskim, epigenomskim, transkriptomskim 1 proteomskim analizama TZST poput
one TCGA (eng. The Cancer Genome Atlas) mreze istrazivaca, ponavljaju¢e somatske mutacije
kod TZST su uopceno rijetke, a aktiviraju¢e mutacije su pronadene u samo tri gena. Prema
podacima generiranim u TCGA databazi, te tri somatske mutacije su mutacije gena KRAS, KIT i
NRAS, sve tri skoro isklju¢ivo kod seminoma (37,38) (Slika 4.). Mutacija KIT gena je u COSMIC
(eng. Catalogue of Somatic Mutations in Cancer) databazi identificirana u 19% seminoma i samo
2% TZST neseminomskog podrijetla. KIT gen kodira protoonkogen protein receptora tirozin
kinaze te ima klju¢nu ulogu u proliferaciji 1 prezivljenju stanice. lako je K/7-pozitivnost tumora
generalno pozitivna radi mogucnosti lijeCenja imatinibom (poput KIT pozitivnih
gastrointestinalnih stromalnih tumora-GIST), sekvenciranje genoma TZS pokazala je da je ve¢ina
KIT mutacija na egzonu 17, koja u praksi znaci 1 rezistenciju na imatinib (34,39). Samim time,
klinicka dobit bi se ostvarila koriStenjem genotipizacije u selekciji pacijenata, naspram do sada

koriStene imunohistokemije.

Mutacije proteina Ras familije, u TZST najéeS¢e KRAS 1 NRAS, su takoder ucestalije kod
seminoma nego kod TZST neseminomskog podrijetla. Proteini Ras familije su onkogeni receptori
tirozin kinaze koji aktiviraju viSe signalizacijskih putova, ukljucuju¢i Rak/MEK/ERK 1 PI3K
putove (40). Sam KRAS gen se nalazi na ¢esto amplificiranom kromosomu 12 (40). Donedavno se
smatralo da KRAS mutacije predstavljaju ,,nepogodivu metu za ciljanu terapiju, medutim
posljednji napreci u razvoju ciljanih terapeutika stvaraju mogucénost kreiranja ciljane terapije ove

relativno Ceste mutacije u TZST.
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Slika 4. Shematski prikaz najceS¢ih genetiCckih mutacija stani¢nih putova u TZST. Tumori
testisa ne pokazuju Ceste i mnogobrojne geneticke mutacije. Najcesce su zahvaceni geni iz WNT,

KIT 1 MYC puta. Prevedeno 1 prilagodeno 1z: Bagrodia LJ et al., 2019.

Analizom pacijenata s tumorima rezistentnim na lijeenje cisplatinom pronadene su visoke stope
promjena u TP53-MDM?2 osovini (34). TP53 gen kodira p53, protein koji ima regulacijsku ulogu
u stanicnom ciklusu 1 koji je narocito vazan za indukciju apoptoze i zamrzavanje stanicnog ciklusa
za popravak DNA u stanjima stresa. Gubitak funkcije p53 je asociran s agresivnim tumorima te
tumorima rezistentnim na kemoterapiju. Ova mutacija je ¢esta u somatskim tumorima, medutim
kod tumora zametnih stanica mutacija je sveukupno identificirana u 1-2% svih TZST (41,42),
odnosno samo 7% seminoma i 0% neseminoma. Medutim, incidencija mutacija p53 kaskade je
znatno c¢eS¢a u tumora rezistentnih na lijeCenje kemoterapijom baziranoj na platini (39,40).
Paradoksalno, TZST &esto pokazuju visoku razinu ekspresije p53 divljeg tipa 1 u citoplazmi i u
nukleusu (21,40,43,44). Prekomjerna ekspresija pS3 moze se javljati zajedno s prekomjernom
ekspresijom brojnih p53 inhibitora, ukljucuju¢i miR-371-373 1 miR367, te onkoprotein MDM2
(eng. murine double minute 2) (39,45). MDM2 inhibira p53 putem nuklearnog eksporta 1i
ubikvinacije (34). S obzirom da funkcionalna p53 signalizacija doprinosi osjetljivosti tumora na
kemoterapiju baziranu na platini, farmakoloSka inhibicija MDM?2 predstavlja mogucu terapijsku

metu. Trenutno se provode klinicka ispitivanja na nekoliko inhibitora MDM2, poput lijecenja
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pomoc¢u Nutlin-3 inhibitora. Nutlin-3 inhibira djelovanje mdm2 te na taj nain uzrokuje
nakupljanje p53 ¢ime se izbjegava onkogenom inducirana apoptoza. U in vitro studijama se na ovaj

nacin deseterostruko povecala osjetljivost TZST na cisplatin (34,40,46).

Mutacije su zabiljeZzene 1 duz Wnt/B-katenin puta ¢ije su mutacije zabiljezene u oko 8,7% TZST
rezistentnih na cisplatin (39,47). Poremecaji duz ovog puta su implicirani 1 u progresiji ovih

tumora, medutim, njihovi izolirani poremecaji nisu dovoljni za daljnji razvoj tumora (40).

Velike genomske, geneticke 1 epigeneticke studije opetovano pokazuju da se jasne razlike, narocito
izmedu histoloskih podvrsta TZST, vide na nivou metilacije DNA, miRNA ekspresije, imune

infiltracije te profila broja kopija aberacija.

2.5 Epigenetika i epigeneticki mehanizmi

Pojam epigenetika je definiran kao sve zajednicke nasljedne promjene u fenotipu koje se dogadaju
procesima neovisnima o genotipu. Nazvana je ,,novom genetikom* i opisuje mnoge bioloSke
procese koji nisu posljedica genskih mutacija nego kroz reverzibilne, plasticne 1 nasljedne
epigeneticke fenomene kontroliraju Citav spektar bioloskih funkcija. NajistraZzeniji mehanizmi
epigenetickih promjena su metilacija DNA 1 histonske modifikacije, dok su se razvojem polja
otkrile 1 uloge nekodiraju¢e DNA, priona, utjecaja polozaja kromosoma 1 Polycomb mehanizmi.
Ovi mehanizmi ne djeluju neovisno jedan o drugome, nego se nalaze u konstantnom
medudjelovanju te su rezultati ovih mehanizama zapravo rezultati njihovih skupnih promjena. S
genetskim 1 molekularnim studijama dokazane su veze epigenetickih promjena s ljudskim
patologijama. Uzimajuéi u obzir da su epigeneticke promjene, za razliku od genetskih, reverzibilne,
dolazi se do zanimljivih implikacija u lijjecenju karcinoma, a polje epigenetike je stvorilo veliki

broj potencijalnih molekularnih meta za razvoj ciljane terapije.

2.5.1 Metilacija DNA

NajizuCavaniji  epigeneticki mehanizam predstavlja prijenos metilne skupine sa S-
adenozilmetionina (SAM) na 5-poziciju citozina uglavnom na citozin-gvanin dinukleotidnim

kompleksima (CpG), stvaraju¢i 5-metil-citozin (5SmC) (Slika 5.). Metilacijom odredenog dijela
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DNA dolazi do aktivacije niza epigenetickih modifikacija koje dovode do odredene razine
kondenzacije kromatina, odnosno zatvaranja njegove strukture. Time dolazi do ograni¢enja
pristupa DNA sekvenci transkripcijskim faktorima te posljedi¢no dolazi do represije ekspresije

gena.

AKTIVNA DEMETILACIJA

kﬂ‘C(T)\
NH2

CHs

=z DNMT
7Y sG> )j/ 3
o)\N

DE NOVO METILACLIA ODRZAVANJE METILACUA

CITOZIN U CpG 5 METILCITOZIN

DINUKLEOTIDU § o -

\-—_’

PASIVNA DEMETILACIJA

Slika 5. Shematski prikaz metilacije citozina. Metilacija DNA provodi se isklju¢ivo metilacijom
citozina iza kojega slijedi gvanin. Metilacija DNA reverzibilni je proces u koji su ukljuceni stani¢ni

enzimi, dok se demetilacija DNA moZe odviti 1 pasivno. [zvor: Ambrosi C et al., 2017.

Metilaciju kataliziraju enzimi DNA-metil-transferaze (DNMT), kojih imamo tri vrste podijeljene
u dvije obitelji. Dnmt 3 obitelj sadrzi enzime Dnmt3a i Dnmt3b, ¢ija je funkcija metilacija,
hidroksilacija 1 demetilacija de novo, dok je Dnmtl zasluzan za oCuvanje uzoraka metilacija

tijekom popravka i replikacije kromosoma (48,49).

DNA metilacija nije ravnomjerno rasporedena u genomu. Regije asocirane sa sekvencama DNA
¢ija je funkcija regulacija gena Cesto su viSe metilirane od kodirajucih regija DNA. Sami CpG
dinukleotidi predstavljaju oko 80% ukupne metilirane DNA, 1 moZemo ih pronaci rasprostranjene
po genomu ili koncentrirane u regije poznate kao CpG otoci (50). Sami CpG otoci su rijetko
metilirani 1 nalaze se najceS¢e na promotorskim regijama gena. Trenutno nije u potpunosti jasna
uloga metilacije van CpG otoka. Nadalje, uloga metilacije nije ista na svim CpG otocima. Naime,
metilacija na podru¢jima u blizini pocetnih mjesta transkripcije blokira njenu inicijaciju, dok
metilacija u tijelu gena ne blokira transkripciju, StoviSe, postoje indikacije da je stimulira (51).

Metilacija u podruc¢ju centromera je bitna za stabilnost kromosoma (52). Pored svih novootkrivenih
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uloga metilacije, postoje tri klase gena kod kojih stabilna, cjelozivotna DNA metilacija igra klju¢nu
ulogu: geni inaktiviranog X kromosoma, utisnuti (eng. imprinted) geni te geni specificnih zametnih

loza (53).

Metilacija DNA osnovni je epigeneticki proces koji odreduje strukturu kromatina.
Eukromatizacijom metilacija DNA omogucuje transkripcijski potencijal gena u podrucju, ali
omogucuje 1 geneticku 1 kromosomalnu nestabilnost. Heterokromatizacijom pak uvjetuje
nemogucnost ekspresije gena u podrucju, ali osigurava geneticku 1 kromosomalnu stabilnost. 1z
navedenog proizlazi vaznost uloge metilacije DNA kako u genomima zdravih stanica tako 1 u

patoloSkim procesima i bolestima (Slika 6.)

NORMALNASTANICA T r? a m_”’ b s A 4 ?r mt’_’jj_

“_mg;] ﬂ [ Intergenic ][Enmncc ] [P omom] Genc
oo
— —
TUMORSKA STANICA i[ (P(P (P ” ? (9 (P m, @I_é E;l(R)
Reactivation Aberrant gene silencing Aberrant gene activation Loss of

transposable elements (i.e. tumor suppressor genes) (i.e. oncogene) heterochromatin

GENOMSKA PROGRESIJATUMORA KROMOSOMSKA

NESTABILNOST NESTABILNOST

Slika 6. Utjecaj metilacije DNA i njenih promjena na gensku ekspresiju te stabilnost genoma
i kromosoma. Metilacijom DNA pokrece se kaskada reorganizacije kromatina u ekspresijski
inaktivni stabilni heterokromatin. Demetilacijom DNA heterokromatin prelazi u stanje
eukromatina, transkripcijski aktivnog, ali podloznog genskim i kromosomalnim poremecajima.
Upravo su promjene metilacije DNA znacajan molekularni mehanizam inicijacije i progresije

tumora. Izvor: prema Paro R et al., 2021.

2.5.2 Posttranslacijske modifikacije histona

Kromatin je jako kondenzirana struktura koja formira kalup osnovnih jezgrenih procesa poput
transkripcije, dijeljenja te popravaka DNA. Sam kromatin dijelimo u dvije funkcionalne forme,
kondenziranu formu zvanu heterokromatin u kojoj generalno ne postoji DNA regulatorna aktivnost

1 dekondenziranu, rahlu formu, koja omogucuje regulatorne procese, zvanu eukromatin.
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Modifikacije strukture kromatina uklju¢uju modeliranje kromatina i posttranslacijske modikacije

histona.

Struktura individualnih histonskih proteina utje¢e na sveukupnu strukturu kromatina, te na taj nacin
odredeni geni postaju eksponirani, a neki reprimirani. Studije su pokazale da je za postojanje
ucinka histonskih modifikacija potreban veliki broj njihovih kopija te da modifikacije iznimno
rijetko funkcioniraju zasebno. Ova izrazito komplicirana pri¢a dovela je do razvoja hipoteze
histonskog koda kojom se postulira da mnostvo histonskih modifikacija, u kombinaciji ili sekvenci,
vrsi specifiCne ,,nizvodne funkcije. Ostaje nerazjaSnjeno pitanje samog uspostavljanja tako

kompleksnog koda (50,54-56).

Posttranslacijske modifikacije histona se dogadaju vec¢inom na N-terminusima histona. Postoji
Citav spektar mogucih posttranslacijskih promjena s mnogobrojnim posljedicama. Do danas,
otkriveno je preko 60 mogucih histonskih ostataka na kojima su pronadene modifikacije. Poznato
je 8 vrsta modifikacije histona, a to su: acetilacija, metilacija, ubikvinacija, fosforilacija,
sumoilacija, ADP ribozilacija, deiminacija i izomerizacija prolina (48,57-60) Dokazano je da
razli¢ite histonske modifikacije svoje promjene na kromatinu vrSe indirektno, odnosno,
interakcijom s regulatornim proteinima koji mijenjaju strukturu kromatina. Medutim, dvije vrste
posttranslacijskih modifikacija, acetilacija 1 fosforilacija, mijenjaju naboj histonskih zavrsetaka te

na taj nac¢in mogu direktno mijenjati strukturu kromatina (50).

Razvojem masene spektrometrije, reagensnih protutijela te ostale biokemijske 1 biomolekularne
tehnologije doslo je do ,.eksplozije* liste poznatih histonskih modifikacija 1 njihovih ucinaka
(61,62). Naprimjer, acetilacija lizinskih ostataka je dugo povezivana s aktivacijom transkripcije i
depozicije histona, dok je nedavno otkrivena i njena uloga u popravku DNA (62). Lista nekih

posttranslacijskih modifikacija histona te njihova funkcija prikazane su u tablici 6.
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Tablica 6. Pregled funkcija posttranslacijskih modifikacija histona. Ovaj epigeneticki

mehanizam usko je vezan za metilaciju DNA te je klju¢an u mnogim stani¢nim procesima kao $to

su stabilnost kromatina, popravak DNA 1 regulacija genske ekspresije. Prevedeno i prilagodeno iz:

Armstrong L. Epigenetics. Garland Science; 2014.

Modifikacija | Histon | PoloZaj aminokiseline | Funkcija
H2A | Lizin4 Aktivacija transkripcije
Lizin 5 Aktivacija transkripcije
Lizin 12 Aktivacija transkripcije
Lizin 15 Aktivacija transkripcije
Lizin 20 Aktivacija transkripcije
H2B Lizin 9 Aktivacija transkripcije
Acetilacija Lizin 14 Aktivacija transkripcije
Lizin 23 Aktivacija transkripcije i popravak DNA
Lizin 27 Aktivacija transkripcije
Lizin 56 Popravak DNA
Lizin 5 Aktivacija transkripcije i popravak DNA
Ha Lizin 8 Aktivacija transkripcije i popravak DNA
Lizin 12 Depozicija histona, aktivacija transkripcije
Lizin 16 Aktivacija transkripcije i popravak DNA
H1 Lizin 26 UtiSavanje transkripcije
.. Permisivni eukromatin (dimetilacija), Aktivacija
Lizin 4 L . S
transkripcije (trimetilacija)
Lizin 9 Represija transkripcije (trimetilacija)
H3 Arginin 17 Aktivacija transkripcije
Metilacija L?zin 27 Rep.resiia transkri.pciij"e, inaktivacija X (trimetilacija)
Lizin 36 Aktivacija transkripcije
Lizin 79 Biljeg eukromatina i aktivacija transkripcije
Arginin 3 Aktivacija transkripcije
Ha Lizin 20 Uti§ava.r.1je transkripcije '(monc?met.ilac'ij"a),
formacija heterokromatina (trimetilacija)
Lizin 59 UtiSavanje transkripcije
H1 Serin 27 Aktivacija transkripcije i dekondenzacija kromatina
HIA Serin 1 Mitoza, represija transkripcije i popravak DNA
Serin 139 Popravak DNA
Serin 10 Apoptoza
Fosforilacija H2B Serin 14 Apoptoza, popravak DNA
Serin 33 Aktivacija transkripcije
Treonin 3 Mitoza
H3 Serin 10 Aktivacija transkripcije
Treonin 11 Mitoza
H4 Serin 1 Mitoza, sakupljanje kromatina, popravak DNA
e H2A Lizin 119 Spermatogeneza
Ubikvinacija — o 0= 10 120 Mejoza
Sumoilacija H2A Lizin 126 Represija transkripcije
H2B Lizin 6/Lizin 7 Represija transkripcije
Biotinilacija H3 Lizin 4 Uloga nerazjasnjena
H4 Lizin 12 Odgovor na ozljedu DNA
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2.5.3 RNA interferencija

Nekodiraju¢e RNA (ncRNA) su one ribonukleinske kiseline koje su transkribirane sa DNA, ali ne
prolaze proces translacije u proteine. Mnoge od njih su funkcionalne i imaju ulogu u regulaciji
drugih vrsta RNA poput mRNA, tRNA i rRNA. Druge vrste ncRNA su male nuklearne RNA
(snRNA) s ulogom u prekrajanju (eng. splicing) male nukleolarne RNA (snoRNA) 1 ostale. Manje
ncRNA imaju ulogu u regulaciji ciljnih mRNA 1 kromatina, poput mikro RNA (miRNA) i kratkih
interferentnih RNA (siRNA), koje, s joS nekoliko podvrsta, grupiramo u skupinu interferentnih
RNA (RNAI) (Tablica 7.). Pored RNA1, u regulaciji gena implicirane su i duge nekodiraju¢e RNA.
Uloga RNAI u epigenetiCkim procesima poput inaktivacije X kromosoma ili utiskivanju (eng.
imprinting) gena je odavno poznata, medutim, posljednja istrazivanja ukazuju 1 na njihovu ulogu

u nerazvojnim mehanizmima i karcinomu (48,63).

Tablica 7. Prikaz razlicitih tipova nekodirajué¢ih RNA. Nekodirajuée RNA kratke su RNA
molekule koje ne kodiraju za proteine ve¢ su kljuan epigeneticki element u regulaciji mnogih
stani¢nih procesa regulacije strukture kromatina i genske ekspresije. Prevedeno 1 prilagodeno iz:

Tollefsbol T et al., 2011.

Znacenje .. :
RNA Dul
ne kratice (engl.) dljina Opis
miRNA Micro RNA 21-23 nt Ciljaju i veZu se na m!'\:NA i utjeCu na
translaciju
short Reguliraju specifiéne gene, posttranslacijsko
SiRNA interferingili | 20-25nt | " oeWralsP : tiéavai o Fr’]a !
silencing RNA 1€ 8
piRNA Piwi-interacting 27-30 nt Interagiraju 'sa'PIV'\/VI prc?telnlma i reguliraju
RNA kromatin i utiSavaju transpozone
XCl inactivation Kontroliraju metilaciju buduceg neaktivnog
XiRNA linked small 24-42 nt X kromosoma i metilaciju Xist promoter
RNA regiju buducéeg aktivnog X kromosoma
Duge ncRNA Long ncRNA 5200 nt Imaju specifi¢ne uloge; Klju¢ni u inaktivaciji
X kromosoma

2.6 Epigenetika TZST

Epigeneticki poremecaji poznati su inicijacijski 1 progresijski faktor u razvoju TZST-a. Mnoga

istrazivanja upozoravaju na epigeneticko programiranje stanica zametnog epitela kao ishodista
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razvoja TZST jo$ in utero tijekom fetalnog razvoja, Sto potvrduju istrazivanja na animalnim

modelima 1 komparativne studije mati¢nih stanica TZST-a 1 embrionalnih mati¢nih stanica.
2.6.1 Epigenetika u razvoju TZST-a

Tijekom razvoja primordijalnih zametnih stanica 1 gonocita u muskoj gonadi u 6. tjednu gestacije
se nalaze nediferencirane embrionske stanice koje su proSle stupanj epigenetickog
reprogramiranja, odnosno prosle su kroz val brisanja i ponovnog uspostavljanja profila metilacije
(64,65). S obzirom da je originalni epigeneticki profil obrisan, moguce je da neuobicCajena
kombinacija aktiviranih 1 inaktiviranih gena transformira gonocite u GCNIS. U usporedbi s
normalnim spermatogonijama, genom GCNIS ostaje nemetiliran u odraslom testisu (66,67).
Stanice GCNIS zadrzavaju transkripcijske faktore POUSF1 (OCT3/4), NANOG, TIA-2, MYCLI,
GDF3, DPPAA4, KIT i TFAP2C, koji su asocirani s pluripotentno$¢u embrionskih mati¢nih stanici
(66). Sam OCT4 koristi se kao marker nediferenciranih stanica. Predlozen je model prema kojem
seminomi proizlaze iz GCNIS stanica koje su proizasle iz primordijalnih zametnih stanica 1 koje
su prosle proces globalne demetilacije, dok su neseminomi rezultat GCNIS stanica koje su prosle
kroz proces de novo metilacije (66,68). [zmedu podvrsta TZST postoje razlike u razini metilacije
pa su tako nediferencirani TZST (seminomi, GCNIS, gonadoblastomi) hipometilirani, dok

teratomi, TZV te koriokarcinomi pokazuju visi stupanj metilacije.

Globalna hipometilacija DNA doprinosi malignoj transformaciji aktivacijom onkogena 1 latentnih
transpozona. Jedan takav primjer je retrotranspozon LINE-I (eng. long interspersed nuclear
element 1), koji u TZST doprinosi genomskoj nestabilnosti i malignoj transformaciji putem
insercijske mutageneze, disregulacije transkripcije, prekida u DNA te poviSene razine
rekombinacije DNA (69). Zanimljivo je da je stupanj metilacije LINE-I moguce naslijediti od
roditelja, te da je hipometilacija asocirana s poviSenim rizikom za dobivanje TZST. Ta asocijacija

je veca kod pacijenata sa seminomom i pacijenata s bilateralnim tumorom (70).

Kada je rije¢ o enzimima za metilaciju DNA, nije nadena ekspresija DNMT]1 kod seminoma, dok
je kod embrionalnih karcinoma regulirana naviSe (eng. up-regulated) (71). DNMT3a je reguliran
naviSe u TZST naspram normalnog tkiva testisa (72). DNMT3b 1 njegov uzorak ekspresije se

pokazao kao moguci pokazatelj recidiva seminoma prvog stadija (73,74). S obzirom na vaznost
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njihove funkcije, promjene u ekspresiji DNMT dovode do velikih razlika profila transkriptoma
izmedu stanica tumora 1 stanica normalnog testisa. NaroCito znaCajna su dva gena, OCT 3/4 1
NANOG, s obzirom da su oni biljezi pluripotencije. Sam NANOG promotor je tijekom razvoja
selektivno reprimiran, odnosno, u spermatogonijama je hipometiliran, dok je u spermatozoidima
hipermetiliran (75). Metilacija NANOG promotora u stanicama TZST korelira sa stadijem

diferencijacije tumora. OCT 3/4 je hipometiliran u seminomu i u embrionalnom karcinomu (74,76).

Histonske modifikacije H3K9me2 1 H3K27me3 su obje povezane s restriktivnom kromatinskom
strukturom 1 nisu pronadene u GCNIS stanicama tumora testisa. Suprotno navedenom, H14K34ac
se nalazi u GCNIS-u 1 stanicama seminoma, stoga bi potencijalno mogao sluziti kao dijagnosticki
marker tih maligniteta (77). PredloZen je mehanizam kojim GCNIS 1 seminomi zadrZavaju svoje
nediferencirano stanje putem dimetilacije histona H2A 1 H4 arginin 3, dok gubitak ovih histonskih

modifikacija omogucuje odredeni stupanj diferencijacije kod neseminomskih tumora (74,78).

Nekoliko miRNA su jedinstvene za testis. Dokazana je obrnuta veza izmedu ekspresije miR-199a-
5p 1 PODXL antigena (eng. podocalyxin-like protein 1), izrazenog kod embrionalnog karcinoma.
Sam PODXL, inace antiadhezivni protein, je izrazen kod agresivnih tumora (79). Klasteri miR-
371-373 1 miR-302 pokazuju prekomjernu ekspresiju kod TZST. Njihova uloga je regulacija nanize
(eng. down-regulation) mRNA u putovima vezanim za senescenciju stanice prilikom perioda

onkogenog stresa (74).

PIWI/piRNA signalni putovi imaju kljuéne uloge u razvoju normalnih muskih zametnih stanica. U
TZST 1 GCNIS nije pronadena ekspresija njihovih gena te je hipermetilacija asocirana sa
utiSavanjem PIWIL1, PIWIL2, PIWIL4 i TRDII gena u TZST. Zanimljivo, isti epigeneticki profil
uocen je 1 kod neplodnih muskaraca, ¢ime se stvara asocijacija izmedu neplodnosti 1 TT (66,80—

83).

2.6.2 Epigeneticki biomarkeri TZST-a

Unato¢ fenotipskoj raznovrsnosti TZST, vecina TZST dijeli citogenetske i1 tumorigenetske
karakteristike (84). Shodno tome, histopatoloska dijagnoza TZST unato¢ morfoloskoj 1

imunohistokemijskoj karakterizaciji moze biti komplicirana (85). KoriStenje klasi¢nih serumskih
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tumorskih biljega moze pruziti dodatne informacije, medutim niska osjetljivost i specifi¢nost tih

testova ogranicava njihovu stvarnu korist (86).

Da se hipermetilacija gena moZe koristiti kao dijagnosticki 1 prognosticki marker za TZST,
dokazano je u studiji iz 2009. kada je hipermetilacija promotor gena ¢eSCe zabiljezena u serumu
pacijenata s TZST nego kod zdravih kontrola. Stoviie, mjerenje hipermetilacije odredenih
tumorska biljega (hipermetilacija bilo koja dva gen promotora: osjetljivost 67%, specificitet 97%;

kombinacija Cetiri klasi¢na tumorska biljega: osjetljivost 58%) (87).

U studiji koju su sproveli Costa 1 suradnici dokazano je da razli¢ite kombinacije epigeneticke
regulacije pet odabranih gena omogucuje razlikovanje pet podtipova TZST, ¢ime se otvaraju vrata
za precizniju diskriminaciju izmedu podtipova TZST (88). Pokazali su znacajnu razliku razine
uzorka metilacije CRIPTO, HOXA, MGMT, RASSF1A i SCGB3A1 promotora u GCNIS TZST
naspram kontrolnih uzoraka, te da panel dva gena (HOXA9/RASSF1A) precizno razlikuje izmedu
dva glavna podtipa TZST, odnosno izmedu seminoma i neseminoma (90.1% osjetljivost, 81.6%
specifi¢nost 1 87.4% preciznost). Nadalje, pokazana je znacajna razlika razine metilacije CRIPTO,
MGMT 1 RASSF1A gena izmedu cistih vrsta TZST 1 mijeSanih tumora te znacajnu razliku razine
metilacije CRIPTO, HOXA9, MGMT i SCGB3AI1 izmedu pre- i postpubertetskih tipova TZST.
Pronadena je asocijacija razine metilacije HOXA9, RASSFI1A i SCGB3A1 1 stadija tumora (88).
Uspjesnost kombinacija nekoliko epigenetickih markera, odnosno epigenetickih panela, je narocito
znaCajna s obzirom da pojedinacni epigeneticki markeri ne nude takav stupanj preciznosti.
Naprimjer, sam CRIPTO marker u jednoj studiji je detektiran u oko 50% svih pacijenata s TZST
(89), medutim, daljnje studije su pokazale da i koncentracija CRIPTO biomarkera u serumu
korelira sa stadijem tumora (90). Ista studija je pokazala viSu razine CRIPTO/miR-371a-3p kod
razvijenog TZST naspram GCNIS. Poliploidizacija kod GCNIS-vezanih tumora moze dovesti do
relativnog dobitka X kromosoma. Uzorak inaktivacije X kromosoma u TZST jednaka je onoj u
normalnom Zenskom razvoju, odnosno specifi¢ni transkript inaktiviranog X (eng. XIST) je izraZzen
te se vrsi hipermetilacija prekobrojnog (ili prekobrojnih) X kromosoma. Na osnovu toga,
koncentracija metiliranih XIST fragmenata pokazala se kao biomarker za TZST (21,91), dok se u

nekim studijama pokazala kao moguci nacin razlikovanja seminoma od neseminoma (92).
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Uzimaju¢éi u obzir doprinos epigeneticke disregulacije na TSZT fenotip, koriStenje epigenetickih
biomarkera predstavlja dodatni alat u dijagnosticiranju i diferenciranju TSZT te bi u klinickim

uvjetima mogli zamijeniti ili biti komplement postoje¢im tumorskim biljezima.
2.7 Eksperimentalni animalni model teratokarcinoma

Teratokarcinomi u Zivotinjskim modelima, primarno mi§jim, mogu se javiti spontano ili ih se moze
inducirati. Spontani TCa miSeva su izrazito rijetki, s izuzetkom onih linija miSeva kod kojih je to
pod strogom genetskom kontrolom, odnosno linija 129/ter SV za TT 1 linija LT za OT (93-96).
Razvijeno je 1 nekoliko tehnika indukcije TCa u animalnih modela, poput transplantacije genitalnih
nabora (plica genitalis) u odrasle testise, koje rezultiraju stvaranjem TCa morfoloski identi¢nih
ljudskim, medutim, indukcija TCa je u tom slu¢aju pod genetskom kontrolom te ne rezultira u TCa
kod svih linija miSeva (97). Kao pouzdana metoda pokazala se transplantacija pre- i ranih

postimplantacijskih embrija na ekstrauterine lokacije (15, 98, 99).
2.7.1 Eksperimentalni teratokarcinom misa

Skreb, Solter i Damjanov su 1970. godine razvili pouzdanu metodu kojom se dobije
retransplantibilan TCa misa (15). Njihova metoda obuhvaca ektopi¢nu transplantaciju zametnog
Stita zametka miSa u stadiju gastrulacije pod ¢ahuru bubrega singeni¢nog odraslog miSa. Razvijeni
TCa ima populacije dobro diferenciranih stanica teratoma i nediferenciranih stanica embrionalnog
karcinoma, ¢ije se postojanje uzima kao dokaz za adekvatnost modela teratokarcinoma (96).
Unato¢ morfoloskoj slicnosti, nesavrSenost misjeg modela TCa naspram ljudskog ekstenzivno je
opisivana jo$ sredinom proslog stoljeca. Jos u tadaSnjim istrazivanjima opisan je razli€it razvojni
potencijal ljudskih od misjih tumora, poput velike ucestalosti trofoblasti¢nih elemenata u ljudskim
tumorima koji su ekstremno rijetki u misjim. Nadalje, embrioidna tijela u ljudskom TCa slice
ranom preimplantacijskom stadiju razvoja, dok u mi§jim nalikuju na cilindre jajasaca (96). Ni tada

nije bio jasan znacaj i utjecaj ovih razlika na provodenje istrazivanja.

Eksperimentalni teratokarcinom miSa nastaje iz embrionalnih pluripotentnih stanica, a sadrzi 1
embriokarcinomske (EC) mati¢ne stanice koje su pluripotentne prirode. EC stanice dijele dosta

slicnosti s embrionalnim mati¢nim stanicama (ES), te su godinama koriStene kao model za
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izucavanje ES stanica. Transplantacijom ES na druge lokacije dobiva se dobro diferencirani
teratom, u pravilu bez malignih karakteristika teratokarcinoma (100). Ipak, umetanjem jedne EC
stanice u blastocistu singeni¢nog misa, ta stanica preuzima fenotip normalne embrionalne mati¢ne
stanice, dok uvodenjem iste EC stanice supkutano ili intraperitonealno u cCovjeka stvara se
teratokarcinom (101, 102). Isti postupak kod kasnijih stadija postimplantacijskih embrija, narocito
nakon organogeneze, takoder rezultira stvaranjem teratokarcinoma, ¢ime se namece zakljucak da
je sklonost malignoj transformaciji lakSe suprimirati u ranijim stadijima razvoja embrija (101).
Sposobnost ES stanica da se razviju u dobro diferencirani tumor u diferenciranom tkivu te
sposobnost EC stanica da sudjeluju u fizioloSkom razvoju normalne jedinke misa ukazuje na
ovisnost stanicnog razvoja i1 stani¢nog programiranja pluripotentnih stanica o epigenetickom
mikrookoli$u ishodiSnog tkiva. Samim time ovaj Zivotinjski model se namece kao adekvatan model
za istrazivanje epigenetickih promjena 1 karakteristika teratokarcinoma miSa te omogucuje

pracenje 1 istraZivanje epigeneti¢kih promjena u realnom vremenu.

2.8 Molekularni biljezi profiliranja tumora

Molekularni biljezi posebice proteinska ekspresija gena, neizmjerno su vazni za molekularno
profiliranje zdravih tkiva i tumora. U kontekstu definiranja opravdanosti upotrebe animalnih
modela u cilju istrazivanja bolesti u covjeka, molekularni biljezi imaju neprocijenjivu vrijednost.
Uistinu, u doba molekularne biologije i molekularne medicine, animalni eksperimentalni modeli
moraju odgovarati na molekularnoj, a ne samo anatomsko-histoloskoj odnosno (pato)fizioloskoj

razini pandanima u ¢ovjeka.

U ovom istrazivanju sukladno ciljevima odlucili smo istraziti ekspresiju molekularnih biljega na
proteinskoj razini i1 to biljege proliferacije Pcna (Boehm et al., 2016), apoptoze Kaspaza-3
(Crowley 1 Waterhouse, 2016), jezgre mati¢nosti stanica Oct3/4 1 Nanog (Rodda et al., 2005),
diferencijacije neuroektodermalnih mati¢nih stanica Nestin (Bernal 1 Arranz, 2018), glijalne
diferencijacije Gfap (Middeldorp & Hol, 2011), diferencijacije endodermalnih mati¢nih stanica
Hnf4a (Morrisey et al., 1998), neuralne i1 aksonske diferencijacije Nth (Lees et al., 1988), te
epidermalne diferencijacije CK15 (Sieber-Blum, 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio istrazivanja proveden je sukladno pozitivnim propisima Republike Hrvatske 1
u skladu s pravilima struke koriste¢i uhodane i optimizirane laboratorijske protokole odnosno upute

proizvodaca, znanstvene materijale, tehnologiju 1 infrastrukturu.

3.1 Uzorak na kojem je izvrSeno istraZivanje

Ovo istrazivanje provedeno je na uzorcima eksperimentalnog teratokarcinoma u misa i uzorcima

teratokarcinoma testisa u ¢ovjeka.

3.1.1 Eticka nacela koristena u radu s laboratorijskim Zivotinjama

Prije pocetka ovog istrazivanja dobiveno je pozitivno rjeSenje nadleznog Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te Ministarstva poljoprivrede RH.

IstraZzivanje je ukljucilo upotrebu visokorodenih 25 Zenki 1 47 muZzjaka laboratorijskog misa soja
C3H, starih 2-3 mjeseca tjelesne mase oko 25 g odnosno 35 g i1 kontroliranog optimalnog
zdravstvenog stanja. Tijekom pokusa koriSten je randomizirani dizajn. MiSevi su bili uzgojeni, a
pokusi provedeni u nastambi Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
(HR-POK-010). Na njima nije izvodena nikakva prethodna istraZzivatka manipulacija. Dodatna
skupina muzjaka bila je koristena isklju¢ivo u postupku parenja s ciljem dobivanja zametaka i niti
jedan nije eutanaziran zbog potreba ovog istrazivanja. Gravidne su zenke bile eutanazirane kako
bi se uzorkovali zameci u stadiju gastrule. Zameci su transplantirani u muZzjake, a muzjaci
postoperativno praceni i potom eutanazirani za potrebe uzorkovanja nastalog tumorskog tkiva, sve

sukladno nize navedenim zakonskim propisima i vaze¢im regulativama.

Laboratorijske Zivotinje su bile smjestene u polikarbonatnim (PC) kavezima pod konvencionalnim
laboratorijskim uvjetima na 20-24°C, relativne vlaznosti od 40-70% 1 nivoa buke 60 dB.
Automatiziranim sustavom rasvjete bio je osiguran ciklus dan/no¢ (12:12 h). Standardna peletirana

prehrana 1 svjeza voda su omogucene ad libitum. Skrb za zivotinje bila je u skladu sa standardnim
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operativnim procedurama nastambe te Europskom konvencijom za Zastitu vertebratnih Zivotinja

koristenih u Eksperimentalne 1 druge Znanstvene svrhe (ETS 123).

U istrazivanju se slijedila Direktiva 2010/63/EU, Zakon o zastiti zivotinja RH (NN br. 102/2017),
FELASA smjernice, te odluke, preporuke i postupnici nadleznog Etickog povjerenstva

Medicinskog fakulteta u Zagrebu.

Prema Pravilniku za zastitu zivotinja koji se koristi u znanstvene svrhe (NN 55/2013), tezina
pokusa na Zenkama se svrstava kao uzorkovanje, a na muzjacima kao blaga tezina pokusa jer
Zivotinje osim stresa izazvanog rukovanjem (vadenje i stavljanje u kavez, i primjena injekcija) 1
postoperativnog oporavka nisu trpjele bol. Pokus na zamecima se ne klasificira sukladno zakonskoj

regulativi buduc¢i da su zameci bili stari 7-8 dana te nemaju razvijenu svijest i osjet boli.

Operativni  zahvati provedeni su sukladno zakonskoj regulativi s predoperacijskom,
intraoperacijskom 1 postoperacijskom njegom. Tijekom trajanja pokusa, zivotinje su bile
svakodnevno prac¢ene i bodovane od osoblja osposobljenog za brigu o zivotinjama. Shodno
bodovanju (tjelesna kondicija Zivotinja, stanje dlatnog pokrova, kretanje u kavezu, nepravilnosti
disanja, gubitak tjelesne mase), odlucilo bi se treba li provesti humano usmréivanje zivotinja, $to
nije bilo potrebno. Nije bilo potrebno postoperativno provoditi analgezijski tretman. Eutanazija se
provodila cervikalnom dislokacijom kao prihvaceni oblik humanog usmréivanja laboratorijskih

Zivotinja.

3.1.2 Eticka nacela koristena u radu s pacijentima regrutiranima u istrazivanje

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 20 ispitanika koji su pristupali orhiektomiji testisa radi
sumnje na dijagnozu raka testisa u okviru rutinskog rada Klinike za urologiju KBC-a Sestre
milosrdnice. U niti jednom trenutku rutinski klini¢ki protokol lijeCenja pacijenata nije bio

modificiran ili ometan potrebama ovog istrazivanja.

Ispitanici su prije uklju¢enja u istrazivanje, odnosno prikupljanja uzoraka detaljno upoznati sa
svrhom 1 tijekom istrazivanja te su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju.

ObavijeSteni su o tajnosti njihovih podataka, namjenskom koriStenju njihova bioloSkog 1
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genetickog materijala te o mogucnosti izlaska iz istrazivanja vlastitom voljom u bilo kojem
trenutku. IstraZivanje je provedeno u skladu s HelsinSkom deklaracijom, u sklopu projekta
,»Regenerativna 1 reproduktivna medicina - istraZzivanje novih platformi 1 potencijala®
(KK.01.1.1.01.0008) financiranog iz Europskog fonda za regionalni razvoj, konkurentnost 1i
koheziju (EU). Odobreno je od strane nadleznog Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu 1 Etickog povjerenstva KBC Sestre milosrdnice.

Biologki uzorci u istrazivanje uklju¢enih pacijenata bili su Sifrirani. Sifrarnik sa osobnim podacima
bio je pohranjen u osobnom racunalu glavnog voditelja istrazivanja izv. prof. dr. sc. Nine Sinci¢a
koji se nalazio u uredu bez prava ulaza neovlastenim osobama. Tijekom istrazivanja koriStene su
iskljucivo Sifre uzoraka. Osobni podaci pacijenata nisu nigdje objavljeni ni prikazani te se Sifre

uzoraka nikako ne mogu povezati s osobnim podacima pacijenata bez Sifrarnika.
3.2 Popis i sastav uporabljenih kemikalija

U ovom istrazivanju koriStene su navedene komercijalne kemikalije 1 otopine, odnosno otopine

priredene u laboratoriju prema navedenim recepturama.

10% puferiranim formalinom  (Biognost)

Bicinkonini¢ne kiseline (BCA) (Sigma-Aldrich)

BioMount DPX Low medij (Biognost)

Citratni pufer pH 6 (Agilent Technologies)

CuSO4x5H20 (Sigma-Aldrich)

Destilirana voda (dH20) -

Eozin (Biognost)

Etilni alkohol (EtOH) Denaturirani etilni alkohol. Ukoliko je koristen u

odredenom postotku, volumski je bio razrijeden s
dH,O0. (Sigma-Aldrich)
Fizioloska otopina puferirana 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM HNa20O4P, 1,8
fosfatnim solima (PBS) mM KH2PO4, pH 7.4 (Sigma-Aldrich)
Govedi serum (Sigma-Aldrich)
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Hematoxylin (Hemalaun)
Koktela inhibitora proteaza
Kozji serum

Ksilol

Laemmli pufer 4X

Ledena octena kiselina
Narketan

Otopini za protutijela

Parafin

Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate
Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standard
Pufer za
radioimunoprecipitacijsku

analizu (RIPA)

Puferu za blokiranje membrane

Sekundarnog protutijela protiv

zeCjeg antigena

TBS

TBST

Tris - EDTA pufer pH9
Tween 20

Vodikov peroksid
Vodovodna voda (vH20)
Xylapan

(Biognost)

(Roche)

(Imunoloski zavod)

(Sigma-Aldrich)

0,250 M Tris HCl, 40 % glicerol, 8 % -
merkaptoetanol, 8 % SDS, 0,008 % bromfenol
plavo (Sigma-Aldrich)

(Sigma-Aldrich)

(VETOQUINOL)

5M NaCl, IM Tris, 10 % natrijev azid, 5 % BSA,
1% fenol crveno

(Kemika)

(Thermo Scientific)

(BioRad)

25 mM Tris pH 7,6, 150 mM NacCl, 0,1 % SDS, 1
% Na-Deoxycholate, 1 % TX-100, 5SmM EDTA
(Sigma-Aldrich)

5% BSA (Sigma-Aldrich) u TBST puferu
(Abcam)

5 mM Tris (Carl Roth), 150 mM NaCl (Kemika)
pH7.5

TBS pufer, 1% Tween-20 (Roth), pH 7,5

1 mM Tris (Carl Roth), 0,1 mM EDTA (Kemika)
(Roth)

(Kemika)

(VETOQUINOL)
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3.3 Pribor i aparatura

U ovom istrazivanju koristen je navedeni pribor i aparatura: ,,braking* pipeta, ChemiDoc MP
Imaging System (Bio-Rad), laboratorijska staklena caSa, disekcijski mikroskop (Leica), grijani
jastuk za laboratorijske Zivotinje, histoloSka ¢aSica, histoloSka mapa, histoloSka pinceta, histoloska
pokrovnica, histoloSka predmetnica, histolosko zvono sa stalkom, medicinska igla, kirurSka sonda,
kirurSki resorptivni konac, kirurski skalpel, kirurski pean, kirurSke Skare, klackalica, kriomikrotom
(Leica CM1860 UV), kugli¢ni homogenizator (Bertin), kuhalo na paru, Michel kopc¢a, Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BioRad), mikropipetor 0,1-2 pL, mikropipetor 1,0-10,0 pL, mikropipetor
10-100 pL, mikropipetor 100-1.000 pL, jednokratni nastavci za mikropipete 10 pL, jednokratni
nastavci za mikropipete 100 pL, jednokratni nastavci za mikropipete 1.000 pL, Petrijeva zdjelica,
plastiéne kutije za inkubaciju, plinski plamenik, PVDF Immobilon membranu (Millipore),
rotacijski mikrotom (Leica), silanizirana histoloSka stakla, spektrofotometar Tecan Spark
Multimode Microplate Reader (Tecan), staklene kuglice promjera 1,0-1,51 mm (Retsch), svjetlosni
mikroskop (Olympus BX51), Sprica volumena 2 mL, tubica volumena 1,5 mL, tubica volumena 2

mL, tubica volumena 5 mL, tuba volumena 25mL, urarska pinceta, urno staklo 1 wolframova iglica.
3.4 Metode

Tijekom ovog istrazivanja koristene su: eksperimentalna metoda dobivanja eksperimentalnog TCa
u miSa, prikupljanje te primarna obrada i pravilna pohrana animalnog i humanog materijala,
klasicne metode histoloSke analize tkiva, molekularne metode analize ekspresije proteina te

statistiCka obrada podataka.
3.4.1 Izolacija zametaka misa

Za dobivanje zametaka u fazi gastrulacije, muzjaci su uvecer stavljeni na parenje u kavez sa
zenkama, a sutradan ujutro odredena je prisutnost vaginalnog ¢epa. Dan nalaza vaginalnog ¢epa

oznacen je kao 0. dan graviditeta, odnosno 0,5. dan starosti zametka.

Ujutro 7. dana graviditeta, zameci su stari 7,5 dana i nalaze se u stadiju gastrulacije. Zenke su

zrtvovane cervikalnom dislokacijom. TrbuSna stijenka dezinficirana je s 70% EtOH radi asepti¢ne
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izolacije uterusa. Kirur§kim Skarama ucinjen je Siroki rez koZe na distalnom dijelu trbuha okomito
na medijanu. Rukama je oderana koza sa trbuSnog zida kako bi se sprijecila kontaminacija
operativnog polja dlakama zivotinje. Otvaranjem trbusnog zida pristupilo se uterusu. Nakon
odvajanja od mezometrija, rogovi uterusa su izolirani i isprani u sterilnom PBS-u u Petrijevoj

zdjelici. Na rogovima uterusa bila su primijecena zadebljanja zbog prisutnosti deciduoma.

Daljnji postupak izolacije raden je u sterilnim uvjetima pod disekcijskim mikroskopom
(binokularnom lupom). Urarskim pincetama otvoren je uterus 1 izolirani su deciduomi (Slika 7.).
Pojedini deciduom je pazljivo otvoren finim urarskim pincetama ¢ime se pristupilo zametnom
cilindru. Nakon $to je zametni cilindar izoliran, urarskom pincetom je odvojen parijetalni list
zumanjcane vrec¢e s Reichertovom membranom od ektoplacentalnog konusa. Zatim su zameci
pomocu "braking" pipete prebaceni u urno staklo s ¢istim PBS-om. Nadalje, zametak je prerezan
wolframovim iglicama na razini amniona ¢ime je odvojen ekstraembrionalni dio od zametnog

cilindra. Zametni su cilindri pomo¢u ,,braking® pipete prebaceni u urno staklo s ¢istim PBS-om.

U ovom istrazivanju upotrijebljen je iskljucivo zametni cilindar kao transplantat, te se u daljnjem
tekstu zametni cilindar naziva zametak i1 oznacava slovom Z radi jasnijeg izriaja i jednostavnijeg

oznacavanja.
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Slika 7. Prikaz izolacije zametka miSa u stadiju gastrule. Prikaz razli¢itih faza u protokolu
izolacije zametka miSa iz uterusa za potrebe ektopi¢ne transplantacije. A) Deciduom otvoren u
medijani s prikazom zametka. B) Izolirani zametak s ektoplacentalnim konusom. C) Zametak s
ekstraembrionalnim dijelom. D) Zametni cilindar u stadiju gastrule. Izvor: Zbirka slika Zavoda za

biologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

3.4.2 Transplantacija zametaka misa i razvoj eksperimentalnog TCa in vivo

Nakon izolacije 1 ispiranja u PBS, Z su pod disekcijskim mikroskopom pomocu ,,braking* pipete
transplantirani pod bubreznu ¢ahuru muzjaka slijede¢om tehnikom. Nakon predoperativne njege
koja je ukljucivala uklanjanje hrane 1 vode u uvjetima potpune tiSine, dnevnog svijetla 1 sobne
temperature, muzjaci su anestezirani jednokratnom i.p. injekcijom kombinacije Xylapana (4
mg/kg) 1 Narketana (5 mg/kg). Muzjaci su bili postavljeni na grijani jastuk radi sprjeCavanja
hipotermije i uginuca, a na ocne otvore je stavljena i odrzavana kap dH,O kako bi se sprijecila
dehidracija roznice 1 posljedi¢na sljepoc¢a. Postupak ektopi¢ne tranplantacije slijedio je uobicajen
protokol. Ukratko, u desnom lumbalnom podrucju, kirurSkim Skarama je ucinjen rez na kozi

veli¢ine do 1 cm. Slijedeci rez u€injen je kirurSkim skarama na trbusnom zidu okomito na prethodni
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1 velicine 0,5-0,7 cm kroz koji se pristupilo bubregu. Bubreg je izoliran peanom iznad povrSine
trbusnoga zida i prileZece koZe. Bubrezna kapsula zarezana je 2 mm skalpelom na frontalnoj strani
bubrega. Kroz rez, ispod bubrezne kapsule, a iznad parenhima bubrega, sondom Sirine 2 mm
ucinjen je dzep dubine do 5 mm u koji je ,,braking* pipetom postavljen jedan Z. Nakon samostalne
repozicije bubrega, trbusni je zid zatvoren jednim Savom resorptivnim koncem, a kozna rana je
zatvorena Michel kopCom. Pored polaganja na grijani jastuk, odrzavanja oc¢iju pod kapi dH,O,
osiguravanja potpune tiSine i sobne temperature prostora, dodatna postoperativna njega i analgezija
nisu bile potrebne. Po samostalnom budenju, zivotinje su vra¢ene u kaveze i slijedecih Cetiri tjedna
uobicajeno monitorirane bez ikakve eksperimentalne manipulacije. 28 dana po transplantaciji,
zivotinje su usmrcéene cervikalnom dislokacijom, a tumori izolirani. Ukupno je dobiveno 30
tumora. Tkivo 10 TCa je za potrebe Western blottinga (WB) pohranjeno u sterilnu tubicu volumena
2 mL bez dodanog medija na -80°C. Tkivo 20 TCa za potrebe histoloSke 1 imunohistokemijske
analize pohranjeno je u sterilnu tubicu volumena 5 mL sa dodanim 10% puferiranim formalinom

do vrha tubice na +4°C.

Za potrebe histoloske analize, nakon fiksacije u 10% puferiranom formalinu TCa su dehidrirani u
uzlaznom nizu EtOH 1 ksilola te uklapljeni u parafinske blokove, sukladno standardnom
histoloSkom protokolu uklapanja tkiva u parafin. Parafinske kocke su skladiStene na +4°C.
Rezanjem parafinskih blokova na rotacijskom mikrotomu dobiveni su serijski rezovi debljine 4 um

koji su poloZeni na silanizirana histoloska stakla. Rezovi su dalje cuvani na +4°C.

3.4.3 Uzorkovanje humanog TCa

Humani materijal uzorkovan je nakon regrutiranja pacijenata u istraZivanje, a tijekom preuzimanja
tkiva tumora testisa na Klinickom zavodu za patologiju i citologiju ,,Ljudevit Jurak* KBC Sestre
milosrdnice, neposredno nakon ucinjene indicirane orhidektomije u okviru rutinskog lijecenja
pacijenata sa sumnjom na tumor testisa. U istrazivanje su ukljuc¢eni uzorci parafinskih blokova TCa
20 pacijenata 1 krioblokovi TCa 8 pacijenata, nakon potvrde klinickog patologa da je rijeC o
definitivnoj dijagnozi TCa testisa sukladno rutinskoj dijagnostickoj patohistoloskoj analizi
orhiektomiranog tkiva pacijenta uklju¢enog u istrazivanje. Za potrebe WB-a, svjezi humani
tumorski materijal je pohranjen u sterilnoj tubici volumena 2 mL bez dodanog medija na -80°C na

Klinickom zavodu za patologiju i citologiju ,,Ljudevit Jurak* KBC Sestre milosrdnice te naknadno
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transportiran u teku¢em dusiku na daljnju pohranu na -80°C na Zavodu za medicinsku biologiju
Medicinskog fakulteta. Za potrebe histoloske analize 1 IHC koriSten je standardno obraden
materijal prema protokolu rutinske dijagnostike za TT, odnosno tkivo tumora fiksirano je u 10%
puferirani formalin i potom uklopljeno u parafin te pohranjeno do obrade na +4°C. Na rotacijskom
mikrotomu dobiveni su serijski rezovi debljine 4 um koji su polozeni na silanizirana stakla. Rezovi

su dalje ¢uvani na +4°C.

3.4.4 Metode klasicne histologije

U izradi histoloskih preparata obojanih hemalaun-eozinom (HE) koriSteni su hematoxylin

(BioGnost) 1 eozin (BioGnost) uz dodatak kapi ledene octene kiseline.

Odabrani serijski rezovi parafinskih blokova TCa debljine 4 pm poloZeni na silanizirana stakla
prethodno ¢uvani na +4°C, ostavljeni su 30 min na sobnoj temperaturi. HE preparati izradeni su
prema sljede¢em protokolu koriste¢i histoloSke caSice za kemikalije 1 histoloSku pincetu za
predmetnice: 100% ksilol I. 10 min, 100% ksilol II. 10 min, 100% EtOH 1. 5 min, 100% EtOH II.
5 min, 96% EtOH I. 5 min, 96% EtOH II. 5 min, 70% EtOH 5 min, dH,O 5 min, hemalaun 50 sek,
ispiranje u dH,O 10 sek, vH,O 5 min, dH,O 5 min, eozin 40 sek, ispiranje u 70% EtOH 10 sek, 70
% EtOH 5 min, 96% EtOH II. 5 min, 96% EtOH I. 5 min, 100% EtOH II. 5 min, 100% EtOH 1. 5
min, 100% ksilol II. 10 min, 100% ksilol I. 10 min. Obojeni histoloski preparati uklopljeni su u
BioMount DPX Low medij (BioGnost) i ostavljeni da se osuSe na zraku na sobnoj temperaturi pod
histoloskim zvonom sa stalkom 24 sata. Potom su skladiSteni u histoloSkim mapama na sobnoj
temperaturi. HE rezovi 20 mi§jih eksperimentalnih TCa 1 20 humanih TCa pregledani su na
velikom 1 malom povecanju svjetlosnog mikroskopa (Olympus BXS51) u svrhu identifikacije

razli¢itih tipova stanica 1 struktura prisutnih u svakom uzorku.

3.4.5 Analiza ekspresije gena na razini proteina imunohistokemijskom metodom i morfometrijom

Analiza ekspresije gena Pcna, Kaspaza 3, Oct3/4, Nanog, Neurofilament 200 (Nfh), Gfap, Nestin,
Keratin-15 (CK15) 1 Hnf4 o na razini proteina provedena je detekcijom prisutnosti proteina u tkivu

tumora metodom IHC. Detektirani su proteinski produkti pomocu specificnih primarnih protutijela
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(Tablica 8.) upotrebom peroksidaza—anti-peroksidaza metode uz vizualizaciju DAB kromogenom

(DAKO).

Odabrani serijski rezovi parafinskih blokova TCa debljine 4 pm poloZeni na silanizirana stakla
prethodno ¢uvani na +4°C, ostavljeni su 30 minuta na sobnoj temperaturi. [HC preparati tkiva
uklopljenih u parafin izradeni su prema sljedeCem protokolu koriste¢i histoloske caSice za
kemikalije, histolosku pincetu za predmetnice te vlaznu komoru: 100% ksilol 1. 10 min, 100%
ksilol II. 10 min, 100% EtOH 1. 5 min, 100% EtOH II. 5 min, 96% EtOH I. 5 min, 96% EtOH II.
5 min, 70% EtOH 5 min, dH,O 5 min, demaskiranje epitopa kuhanjem preparata u kuhalu na paru
u citratnom pufer pH 6 (Agilent Technologies) ili Tris- EDTA pufer pH9 (1 mM Tris (Carl Roth),
0,1 mM EDTA (Kemika) prema tablici 8., TBS 5 min (5 mM Tris (Carl Roth), 15 mM NaCl
(Kemika), blokiranje nespecificnog vezivanja protutijela inkubacijom u 5% kozjem serumu
(Imunoloski zavod) 20 minuta, inkubacija u otopini primarnog protutijela razrijedenog prema
tablici 8. u TBS-u s 1% govedeg seruma (Sigma-Aldrich) te 0.1% deterdzenta Tween 20 (Sigma-
Aldrich) preko no¢i na +4°C u vlaznoj komori, TBS 5 puta po 5 min, blokiranje endogenih
peroksidaza 3% vodikovim peroksidom (Kemika) 20 min u mraku, TBS 3 puta po 5 min,
inkubacija u otopini sekundarnog protutijela protiv zecjeg antigena konjugiranog enzimom
peroksidaze iz hrena razrijedenog (ab97051, Abcam) 1:1000 u TBS-u s 1% govedeg seruma
(Sigma-Aldrich) te 0.1% deterdzenta Tween 20 1 sat na sobnoj temperaturi u vlaznoj komori, TBS
3 puta po 5 min, vizualizacija signala inkubacijom u otopini DAB kromogena i DAB supstrata
(Dako REAL, K5007, DAKO) 5 minuta u mraku u vlaznoj komori, dH20 5 min, bojanje
hemalaunom 10 sek, vH,O 8 min, dH,O 5 min, ispiranje u 70% EtOH 10 sek, 70% EtOH 5 min,
96% EtOH II. 5 min, 96% EtOH I. 5 min, 100% EtOH II. 5 min, 100% EtOH I. 5 min, 100% ksilol
II. 10 min, 100% ksilol I. 10 min. Obojeni histoloski preparati uklopljeni su u BioMount DPX Low
medij (BioGnost) 1 ostavljeni da se osusSe na zraku na sobnoj temperaturi pod histoloskim zvonom

sa stalkom 24 sata. Potom su skladiSteni u histoloSkim mapama na sobnoj temperaturi.

Kao negativna metodoloska kontrola koriSteni su histoloski preparati tkiva TCa koji tijekom

imunohistokemijskog protokola nisu inkubirani s primarnim protutijelima.
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Tablica 8. Popis primarnih protutijela i adekvatnih kemikalija za demaskiranje epitopa
koriStenih u analizi ekspresije gena na razini proteina metodom IHC analize tkiva. Za
potrebe analize ekspresije gena biljega proliferacije, apoptoze i diferencijacije metodom IHC
kori$ten je niz primarnih protutijela sukladno optimiziranim koncentracijama i protokolima. Sva
koriStena primarna protutijela bila su poliklonalnog izotipa podrijetlom iz zeca. Takoder su

prikazane adekvatne kemikalije 1 protokoli koriSteni za demaskiranje epitopa.

Antigen Biljeg Kat?IOSkI Proizvodac Razrjedenje De.masklranje
broj epitopa
PCNA proliferacije ab15497 Abcam 1:100 pH 6
citratni pufer
20 min
Kaspaza 3 apoptoze ab13847 Abcam 1:50 pH 6
citratni pufer
60 min
Oct3/4 pluripotentnosti | NBP2-67748 | Novus Biologicals | 1:150 pH 6
i mati¢nosti citratni pufer
60 min
Nanog pluripotentnosti | ab106465 Abcam 1:200 pH9
i mati¢nosti Tris-EDTA
pufer
60 min
Neurofilament | mati¢nih N4142 Sigma-Aldrich 1:500 pH 6
200 stanica citratni pufer
ektoderma 20 min
GFAP glijalne NB300-141 Novus Biologicals | 1:1.000 pH 6
diferencijacije citratni puffer
20 min
Nestin neuralnih NBP1-02419 | Novus Biologicals | 1:150 pH 6
matic¢nih citratni pufer
stanica 20 min
Keratin-15 kozne SAB4501658 | Sigma-Aldrich 1:100 pH 6
diferencijacije citratni pufer
20 min
HNF4a endodermalne NBP1-89679 | Novus Biologicals | 1:200 pH9
diferencijacije Tris-EDTA
pufer
60 min
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Svi preparati bili su pregledani od strane iskusnog patologa pod svjetlosnim mikroskopom
(Olympus BX51). HE preparati koriSteni su pri analizi lokalizacije imunohistokemijskog signala.
Svi su preparati pregledani pod malim pove¢anjem (40X). Procjena imunopozitiviteta je utvrdena
na velikom povecanju (200X) pod svjetlosnim mikroskopom tehnikom semikvantitativne analize
uzimajuci u obzir intenzitet reakcije bojenja (IR) (Tablica 9.) te postotak imunoreaktivnih stanica

(PRS) (Tablica 10.).

Tablica 9. Odredivanje IR skora. Ovisno o intenzitetu reakcije bojanja, analiziranim su tkivima

dodijeljeni odgovarajuci IR skorovi.

IR skor Opis
0 nema reakcije
1 slaba reakcija
2 umjerena reakcija
3 jaka reakcija

Tablica 10. Odredivanje PRS skora. Ovisno o postotku imunoreaktivnih stanica prisutnih u tkivu,

analiziranim su tkivima dodijeljeni odgovarajuc¢i PRS skorovi.

PRS skor | Opis
0 nema reaktivnih stanica
1 <10 % pozitivnih stanica
2 10-50 % pozitivnih stanica
3 >50 % pozitivnih stanica

Imunohistokemijski indeks bojenja (IIB, engl. Immunoreactive score, IRS) dobiven je kao umnozak
IR-a i PRS-a prema prikazanoj formuli.

IIB=IRxPRS
IIB moze iznositi od 0 do 9. Sukladno dobivenom IIB-u, tkiva su morfometrijski kategorizirana

kako je prikazano u Tablici 11.

Tablica 11. Odredivanje IIB kategorije. Ovisno o dobivenoj vrijednosti 1IB-a, analizirana su
tkiva rasporedena u odgovaraju¢e morfometrijske kategorije koje odrazavaju razinu ekspresije

gena od interesa na proteinskoj razini u analiziranim tkivima TCa.

11B Morfometrijska kategorija
0-1 nema ekspresije gena

2-4 niska ekspresija gena

6-9 visoka ekspresija gena
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3.4.6 Analiza ekspresije gena na razini proteina metodom Western blottinga

Za potrebe analize ekspresije gena na razini proteina metodom Western blottinga, inicijalno je
koriSteno deset smrznutih eksperimentalnih TCa miSa, no zbog male koli¢ine tumorskog tkiva dva
TCa nije bilo moguce analizirati na sve biljege. Takoder, za analizu metodom Western blottinga

koriSteno je 8 humanih TCa.

Humani i misji uzorci TCa, ranije pohranjeni na -80°C, radi uspjesnije homogenizacije prvo su
uklopljeni u kriosmolu, a potom narezani na kriomikrotomu (Leica CM1860 UV) na serijske
rezove debljine 10 um pri temperaturi -20°C u kriostatu. Rezovi su u kriostatu poloZeni na
histoloske predmetnice. Tkivo je potom sastrugano ostricom sterilnog skalpela sa stakla 1 stavljeno
u homogenizacijski pufer za radioimunoprecipitacijsku analizu (RIPA) (25 mM Tris Ph 7,6, 150
mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Na-Deoxycholate, 1% TX-100, 5 mM EDTA) uz dodatak 4% koktela
inhibitora proteaza (Complete EDTA-free Protease Inhibitor, Roche). Budu¢i da je misji
teratokarcinom mjeSavina isklju€ivo teratoma 1 embrionalnog karcinoma, koriSteni su svi dijelovi
kriorezova mi§jeg TCa. Buduc¢i da postoji moguénost pojave mijeSanih formi TZST-a u kojima se
pored teratoma i embrionalnog karcinoma pojavljuju i ostali tipovi TZST-a, humani kriorezovi su
makrodisecirani skalpelom prema markacijama klini¢kog patologa na temelju HE preparata, a s

ciljem da se u homogenat ukljuce isklju¢ivo komponente teratokarcinoma.

Homogenizacija je provedena na kuglichom homogenizatoru (Bertin) uz dodatak sterilnih
staklenih kuglica promjera 1,0-1,5 mm (Retsch). Homogenizacija je provedena vibracijom 3 puta
po 60 sekundi sa meduperiodima bez vibracije 60 sekundi. MijeSanjem malih volumena humanih
1 mi§jih u jedinstveni uzorak napravljen je referentni uzorak. Uzorci su pohranjeni na -20°C. Za
potrebe daljnjih analiza, uzorci su otapani u posudi s ledom u trajanju od 15 minuta te

rehomogenizirani vibracijom 30 sekundi.

Nakon homogenizacije, odredena je koncentracija proteina u homogenatima metodom pomocu
bicinkonini¢ne kiseline (BCA1, Sigma-Aldrich). U tu svrhu po 5 pL. homogenata razrijedeno je s
RIPA puferom do kona¢nog volumena 25 uL (razrjedenje 1:5). Uzorci su inkubirani 30 minuta na
37°C s 200 pL otopine dobivene mijeSanjem BCA s 4% otopinom CuSO4x5H20 (Sigma) u

volumnom omjeru 50:1. Nakon §to su uzorci ohladeni na sobnu temperaturu, intenzitet obojenja
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otopine izmjeren je pri valnoj duljini od 562 nm na spektrofotometru Tecan Spark Multimode
Microplate Reader (Tecan). Koncentracija proteina u uzorcima ocitana je iz bazdarnog pravca. Kao
standardna otopina proteina rabljena je otopina BSA u RIPA (podrucje koncentracija 100—1000
ug/mL, odnosno 0,01-1,0 mg/mL). Uzorci standardne otopine, kao i otopine uzoraka, priredeni su

1 oCitani u triplikatu.

Mjerenju ekspresije 9 gena od interesa Western blotting metodom prethodila je optimizacija
metode kako bi se odredila najbolja koli¢ina proteina, koncentracija protutijela te gustoca gela za
razdvajanje. Prema optimiziranim protokolima, odredena koli¢ina homogenata je pomijeSana s
Laemmli puferom 4X (0,250 M Tris HCI, 40% glicerol, 8% B- merkaptoetanol, 8% SDS, 0,008%
bromfenol plavo). Tako priredeni uzorci su prokuhani 5 minuta na 95°C u vH20O u €asi na plinskom

plameniku.

Priredeni uzorci homogenata podvrgnuti su diskontinuiranoj denaturirajucoj gel-elektroforezi
proteina provedenoj u sabijaju¢em (5%) 1 razdvajajuc¢em (5-15%) poliakrilamidnom gelu, debljine
0,5 mm, prema metodi po Laemmliju (104). Pritom je korisSten Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BioRad). U prvu jazicu je naneseno 5 pL proteinskog standarda Precision Plus Protein™

Kaleidoscope™ Standards (BioRad), a u ostale homogenati.

Elektroforezom razdvojeni proteini preneseni su na PVDF Immobilon membranu (Millipore) u
uredaju za vlazan elektroforetski prijenos Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) sukladno uputama

proizvodaca u trajanju od 45 minuta.

Membrane su inkubirane 1 sat u puferu za blokiranje membrane (5% BSA (Sigma) u TBST puferu

(50 mM Tris HCI, 150 mM NacCl, 0.1% Tween-20 (Roth)), u dH20, pH 7,5), u svrhu sprjeavanja

nespecifiénog vezanja proteina na slobodna vezna mjesta na membrani. Membrane su potom
uzduZno razrezane skalpelom na nekoliko dijelova kako bi trake PVDF Immobilon membrane
ukljucivale podrucje ocekivanog polozaja proteina od interesa, a sukladno oznakama standarda.
Odredene trake membrana inkubirane su u plastiénim kutijama za inkubaciju sa specificnim
primarnim protutijelima u odredenim koncentracijama (Tablica 12.) na +4°C uz kontinuirano

gibanje na klackalici preko no¢i. Sva primarna protutijela priredena su u otopini za protutijela (SM

46



NaCl, IM Tris, 10% natrijev azid, 5% BSA, 1% fenol crveno). Membrane su zatim isprane 5 puta
po 5 minuta u puferu TBST te potom izlozene vezanju odgovarajuceg sekundarnog protutijela
(Tablica 12.) uz kontinuirano gibanje na klackalici tijekom 60 minuta na sobnoj temperaturi. Po
ispiranju membrane 6 puta po 5 minuta u puferu TBST, inkubirane su s reagensom za pojacanu
kemiluminiscenciju Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), a zatim su
signali vizualizirani koriStenjem ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) i integriranog
racunalnog programa (Bio-Rad). Isti raCunalni program koriSten je za analizu denzitometrijskog
signala tako da je dobivena denzitometrijska vrijednost razine pojedinog analiziranog proteina u
uzorku normirana na relativnu vrijednost razine signala referentnog proteina (Histon H2B, a-
Tubulin 1li GAPDH), a dobivena vrijednost normirana na referentni uzorak prema jednadzbi:
CUX=DUX x DSH/DUHxDSX

pri cemu CUX oznacava razinu proteina od interesa u analiziranom tkivu, DUX denzitometrijsku
vrijednost razine proteina od interesa u analiziranom uzorku, DSH denzitometrijsku vrijednost
razine referentnog proteina u standardnom uzorku, DUH denzitometrijsku vrijednost razine
referentnog proteina u analiziranom uzorku, a DSX denzitometrijsku vrijednost razine proteina od

interesa u referentnom uzorku.

Dobivene vrijednosti su dalje graficki prikazane 1 opisane u rezultatima.
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Tablica 12. Popis primarnih i sekundarnih protutijela koriStenih u analizi ekspresije gena

na razini proteina metodom Western blottinga. Za potrebe analize ekspresije gena biljega

proliferacije, apoptoze 1 diferencijacije metodom Western blottinga koriSten je niz primarnih 1

sekundarnih protutijela sukladno optimiziranim koncentracijama. 'Monoklonalni izotip
protutijela, 2poliklonalni 1zotip protutijela.

Antigen Biljeg Kataloski broj Podrijetlo™t | Proizvodac Razrjedenje

PCNA proliferacije ab15497 Zec? Abcam 1:1.000

Kaspaza 3 apoptoze NB100-56112SS | zec? Novus Biologicals 1:500

Oct3/4 pluripotentnosti | sc-5279 Mig? Santa 1:200
i maticnosti Cruz Biotechnology

Nanog pluripotentnosti | ab106465 zec? Abcam 1:250
i maticnosti

Neurofilament | matic¢nih stanica | N4142 zec? Sigma-Aldrich 1:5.000

200 ektoderma

GFAP glijalne NB300-141 zec? Novus Biologicals 1:12.500
diferencijacije

Nestin neuralnih sc-23927 mis! Novus Biologicals 1:400
maticnih stanica

Keratin-15 koine NBP2-67525 zec? Novus Biologicals 1:500
diferencijacije

HNF4a endodermalne sc-374229 mis! Santa 1:500
diferencijacije Cruz Biotechnology

H2B referentni sc-8650 Koza! Santa 1:200
protein Cruz Biotechnology

GAPDH referentni IMG-5143A zec? Imgenex 1:2.000
protein

Tubulin referentni ab52866 zec? Abcam 1:10.000
protein

Zedji 1gG sekundarno ab97051 koza? Abcam 1:40.000
protutijelo

Misji IgG sekundarno K500711 mis i zec Agilent 1:30
protutijelo (poliklonalno) | Technologies

Kozji IgG sekundarno sc-2033 magarac Santa 1:10.000
protutijelo (poliklonalno) | Cruz Biotechnology

48



3.4.7 Statisticka obrada podataka

Rezultati su obradeni u raCunalnom programu GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego,

USA) za Windows operativni sustav. Broj licence je GPW6-278912-RLMU-966F4.

Mjere centralne tendencije (aritmeticka sredina) kao i mjere disperzije (standardna pogreska, SEM)
opisane su koriste¢i deskriptivnu statistiku. Razlika u prisutnosti razlicitih tipova stanica i struktura
analizirana je Fisherovim egzaktnim testom. Za normalno rasporedene rezultate koriSten je
parametrijski (t-test), a za ostale neparametrijski test (Mann-Whitney U test). Statisticki znacajni

rezultati smatrani su oni ¢ija je p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1 UspjeSnost izazivanja eksperimentalnog TCa misa

Ukupno je ektopi¢no transplantirano 47 Z pod Cahuru bubrega singeni¢nih muzjaka miSeva soja
C3H. Inspekcijom bubrega nakon 28 dana nakon transplantacije izolirano je ukupno 30 tumora.

Postignuta je uspjesSnost transplantacije od 63,8% (Slika 8.).

M Razvijeni TCa
M Neuspjesna transplantacija Z

B Ukupan broj transplantata

Slika 8. Uspjesnost transplantacije Z u uspostavi animalnog modela eksperimentalnog TCa
mis$a. Od ukupno 47 transplantiranih Z, 30 se razvilo u makroskopski jasno vidljivu masu TCa §to

pokazuje uspjeSnost transplantacije Z od preko 60%.

Tumori su se prikazali kao bijela tvrda masa koja je prominirala nad tkivom bubrega. Tumori su se

lako odvajali od tkiva bubrega buduc¢i da nisu invadirali parenhim bubrega (Slika 9.).
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Slika 9. Razvoj eksperimentalnog teratokarcinoma u misa. Nakon 28 dana po transplantaciji Z
pod ¢ahuru bubrega, razvili su se jasno vidljive tumorske mase koje prominiraju nad parenhimom
bubrega. A) Izolirani deciduomi prije izolacije Z. B) Bubreg po zavrSetku transplantacije Z pod
¢ahuru. C) Pogled na abdominalnu Supljinu 1 bubreg sa tumorskom masom. D) Izolirani bubreg sa
prominiraju¢om tumorskom masom. E) Dva izolirana tumora koja jasno pokazuju razliku u

tumorskoj masi. F) Skup 6 vec¢ih tumora.

4.2 Proliferacijska aktivnost u TCa

Analiza proliferacije stanica u€injena je analizom ekspresije biljega proliferacije gena Pcna na
proteinskoj razini. Western blotting analiza homogenata cijelih tumora pokazuje da ne postoji
znacajno odstupanje proliferacijske aktivnosti odnosno ekspresije gena Pcna u tkivu TCa ni misa
niti Covjeka u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim netumorskim tkivima (Slika 10.). Ukratko,

proliferacijska aktivnost u eksperimentalnom TCa miSa pokazuje jednaki obrazac intenziteta kao 1
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u humanom TCa u odnosu na kontrolna tkiva. Usporedba proliferacijske aktivnosti u tumorskim
tkivima ukazuje na snazniju proliferacijsku aktivnost u mi§jem TCa u odnosu na humani TCa (Slika

10.).
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Slika 10. Ekspresija biljega proliferacije Pcna u TCa i netumorskom tkivu. Ekspresija biljega
proliferacije gena Pcna na proteinskoj razini analizirana metodom Western blottinga ukazuje na
snazniju proliferacijsku aktivnost u misjim tkivima u odnosu na humano tkivo. Jasna je statisticki
znacajno snaznija proliferacija u mi§jem u odnosu na humano kontrolno tkivo (p=0,03571) te u
misjem TCa u odnosu na humani TCa (p=0,0054). Ne postoji znacajna razlika u proliferaciji
tumorskog tkiva u odnosu na netumorske kontrole ni u mi§jem ni u humanom TCa. Prikazane su
srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC:
kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa Covjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno
netumorsko tkivo testisa misa; mTCa: TCa miSa. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su

p vrijednosti p<0,05.

Analiza proliferacijske aktivnosti odnosno ekspresije biljega proliferacije gena Pcna na proteinskoj
razini unutar pojedine komponente TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata.
Protein Pcna u nediferenciranoj EC komponenti pokazao je viSu imunoreaktivnost (IIB) nego u
diferenciranoj T komponenti u uzorcima i miSeva 1 ljudi. Taj trend IIB-a jednak je u usporedbi
misjih tkiva sa humanim tkivima budu¢i da je ustanovljen podjednak IIB u EC 1 T miSa 1 ¢ovjeka

(Slika 11.).
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Slika 11. Ekspresija biljega proliferacije Pcna u diferenciranoj i nediferenciranoj komponenti
TCa. Ekspresija biljega proliferacije gena Pcna na proteinskoj razini analizirana metodom
morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na snazniju proliferacijsku aktivnost u
nediferenciranim EC komponentama TCa i u miSa (p=8.845e-007) i u covjeka (p=0,0009564). Ne
postoji znacajna razlika u proliferaciji pojedine komponente u TCa miSa u usporedbi sa TCa
covjeka. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti 1IB-a. mEC: nediferencirana
komponenta embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa
miSa; hEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa covjeka; hT:
diferencirana komponenta teratoma u TCa Covjeka. KoriSten je Mann-Whitney U test 1 prikazane

su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina Pcna po razli¢itim tkivima mi§jeg i humanog TCa ukazala je
na sli¢nu proliferacijsku aktivnost u mnogoslojnom ploc¢astom epitelu, zljezdanom epitelu,
vréastim stanicama, glatkim miSi¢nim stanicama, vezivnom tkivu 1 neuralnim cijevima. Ipak,
identificirana su tkiva koja pokazuju razli¢it intenzitet proliferacije u usporedbi misjeg sa humanim
TCa. Tako je statisticki znacajno visi [IB ekspresije Pcna uocen u cilindri¢nom epitelu u TCa misa,

a hrskavice u TCa covjeka (Slika 12.).
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Slika 12. Ekspresija biljega proliferacije Pcna u razli¢itim diferenciranim tkivima TCa.
Ekspresija biljega proliferacije gena Pcna na proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije
signala dobivenog IHC, ukazuje na podjednaku proliferacijsku aktivnost u pojedinim
diferenciranim tkivima TCa miSa u usporedbi sa TCa Covjeka. Statisticki znacajno snaznija
proliferacijska aktivnost pronadena je jedino u hrskavici u TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa misa
(p=0,0402), odnosno u cilindri¢cnom epitelu TCa misa u odnosu na TCa covjeka (p=0,0146).
Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti IIB-a. CE: cilindri¢ni epitel; PE: plocasti epitel;
ZE: zljezdano tkivo; VS: vrcaste stanice; GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC:

neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.
4.3 Apoptoticka aktivnost u TCa

Analiza apoptoze stanica ucinjena je analizom ekspresije biljega apoptoze gena Kaspaza-3 i to
aktivne forme na proteinskoj razini. Western blotting analiza homogenata cijelih tumora pokazuje
da ne postoji znacajno odstupanje apoptoticke aktivnosti odnosno ekspresije gena Kaspaza-3 u
tkivu TCa ni miSa niti ¢ovjeka u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim netumorskim tkivima

(Slika 13.). Ukratko, apoptoticka aktivnost u eksperimentalnom TCa misSa pokazuje jednaki
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obrazac intenziteta kao 1 u humanom TCa u odnosu na kontrolna tkiva. Usporedba apoptoticke
aktivnosti u tumorskim tkivima ukazuje na snazniju proliferacijsku aktivnost u humanom TCa u

odnosu na misji TCa (Slika 13.).
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Slika 13. Ekspresija biljega apoptoze aktivne Kaspaze-3 u TCa i netumorskom tkivu.
Ekspresija biljega apoptoze gena aktivne Kaspaze-3 na proteinskoj razini analizirana metodom
Western blottinga ukazuje na snazniju apoptoticku aktivnost u tkivima ¢ovjeka u odnosu na tkivo
miSa. Jasna je statisti¢ki znacajno snaznija apoptoza u humanom TCa u odnosu na misji TCa
(p=0,02065) te u okolnom netumorskom kontrolnom tkivu u ¢ovjeka u odnosu na netumorsko
kontrolno tkivo u miSa (p=0,03571). Ne postoji znacajna razlika u apoptozi tumorskog tkiva u
odnosu na netumorske kontrole ni u mi§jem niti u humanom TCa. Prikazane su srednje vrijednosti
1 SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC: kontrolno netumorsko
okolno tkivo testisa ¢ovjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno netumorsko tkivo testisa misa;

mTCa: TCa miSa. Koristen je Mann-Whitney U test 1 prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Analiza apoptoticke aktivnosti odnosno ekspresije biljega apoptoze gena Kaspaza-3 na proteinskoj
razini unutar pojedine komponenete TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata.
Statisticki znacajna razlika pokazana je pri usporedbi IIB vrijednosti Kaspaze-3 u EC 1 T

komponentama humanog TCa. Taj odnos nije detektiran u usporedbi misje EC 1 T komponente.
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IIB vrijednost u EC komponenti humanog TCa bila je visa nego u EC komponenti mi§jeg TCa,
iako nije uoc€ena nikakva razlika u vrijednosti IIB-a u usporedbi diferencirane komponente

teratoma u humanog TCa u odnosu na misji TCa (Slika 14.).
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Slika 14. Ekspresija biljega apoptoze Kaspaze-3 u diferenciranoj i nediferenciranoj
komponenti TCa. Ekspresija biljega apoptoze gena Kaspaza-3 na proteinskoj razini analizirana
metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na snaznu apoptoticku aktivnost u
nediferenciranoj EC komponenti TCa u covjeka i1 u usporedbi s netumorskim okolnim tkivom
testisa u Covjeka (p=9.373e-014) 1 u usporedbi s nediferenciranom EC komponentom animalnog
modela eksperimentalnog TCa u miSa (p=0,002747). Diferencirane teratomske komponente TCa
pokazuju jednaku apoptoti¢ku aktivnost kako u misa tako 1 u ¢ovjeka. Takoder, nasuprot velike
razlike u tkivima Covjeka, nije pronadena statisticki znacajna razlika u apoptotickoj aktivnosti
mis§je nediferencirane EC komponente u odnosu na diferenciranu teratomsku komponentu TCa u
miSa. Prikazane su srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana komponenta
embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa misa; hEC:
nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa covjeka; hT: diferencirana
komponenta teratoma u TCa Covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti

p<0,05.
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Detaljnija analiza ekspresije proteina Kaspaza-3 po razli¢itim tkivima miSjeg i humanog TCa
ukazala je na sli¢nu apoptoticku aktivnost u mnogoslojnom plo¢astom epitelu, zljezdanom epitelu,
vréastim stanicama, glatkim miSiénim stanicama, hrskavici 1 neuralnim cijevima. Ipak,
identificirana su tkiva koja pokazuju razlicit intenzitet apoptoticke aktivnosti u usporedbi misjeg
sa humanim TCa. Tako je statisti¢ki znacajno visi IIB ekspresije Kaspaza-3 uocen u cilindricnom

epitelu u TCa misa, a u vezivnom tkivu u TCa Covjeka (Slika 15.).
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Slika 15. Ekspresija biljega apoptoze Kaspaza-3 u razli¢itim diferenciranim tkivima TCa.

Ekspresija biljega apoptoze gena Kaspaza-3 na proteinskoj razini analizirana metodom
morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na podjednaku apoptoticku aktivnost u pojedinim
diferenciranim tkivima TCa miSa u usporedbi sa TCa Covjeka. Statisticki znacajno snaznija
apoptoticka aktivnost pronadena je jedino u vezivnom tkivu u TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa miSa
(p=0,0013), odnosno u cilindricnom epitelu TCa misa u odnosu na TCa covjeka (p=0,0466).
Prikazane su srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. CE: cilindri¢ni epitel; PE: plocasti epitel;
ZE: zljezdano tkivo; VS: vrcaste stanice; GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC:

neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

4.4 Histoloska analiza diferencijacije tkiva u TCa

Analiza diferencijacije tkiva provedena je od strane klinickog patologa na HE preparatima. Na

svim preparatima miS$jih 1 humanih uzoraka potvrden je nalaz TCa, odnosno jasno su se nalazile
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komponente teratoma i embrionalnog karcinoma (Slika 16.). Teratomska komponenta bila je
gradena od derivata svih triju zametnih listi¢a, ali razli¢itog stupnja diferenciranosti i razlicite
zastupljenosti. Komponenta embrionalnog karcinoma bila je gradena od stanica embrionalnog

karcinoma.

Slika 16. HistoloSka grada TCa. A) i C) TCa misa. B) i D) humani TCa. NT: neuralna cijev; IC:
nezrela hrskavica; GG: ganglijske stanice i glija; K: bubreg; CE: stupcasti epitel; GS: zljezdana
struktura sa stupcéastim epitelom; CT: vezivno tkivo; PC: periglandularno vezivno tkivo; SM:
skeletni misi¢; CI: vezivno tkivo s upalnim stanicama; CP: struktura nalik horoidnom pleksusu; C:

hrskavica; SSSE: viSeslojni plocasti epitel; FT: masne stanice. HE (100X).

Analiza diferencirane teratomske komponente TCa, ukazala je na prevladavajucu sli¢nost u
prisutnosti pojedinih diferenciranih tkiva izmedu misjih i humanih TCa. Cilindri¢ni epitel,
zljezdani epitel, vrcaste stanice, stanice glatkog misi¢a, hondrociti, kostano tkivo i ganglijske
stanice jednako su zastupljene i u mi§jem i u humanom TCa. Ipak, detektirana su tkiva sa statisticki

znacajnom razlikom u zastupljenosti. Tako je u miSjem TCa statisticki znacajno ¢eSée prisutan
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plocasti epitel (p=0,0407), neuralna cijev (p=0,0057), masno tkivo (p=0,0202), popre¢no-prugasti
misi¢ (p=0,0004) 1 glija stanice (p=0,0001) u odnosu na humani TCa (Slika 17.).
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Slika 17. HistoloSka analiza prisutnosti diferenciranih stanica i tkiva u teratomskoj
komponenti miSjeg i humanog TCa. Vec¢ina analiziranih tkiva podjednako je zastupljena u
misjem 1 humanom TCa. Ipak, uocena je statisticki znacajna razlika u zastupljenosti pojedinih tkiva
uglavnom ektodermalnog 1 mezodermalnog podrijetla. CE: cilindri¢ni epitel; PE: plocasti epitel;
ZE: zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice: GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; NC: neuralne cijevi;
KT: kost; MT: masno tkivo; PM: poprecnoprugasti misi¢; GL: glija stanice; GS: gangliji. Podaci

su statistiCki obradeni koriStenjem Fisherovog egzaktnog testa. p<0,05.

Daljnja analiza histoloskih preparata te naknadno grupiranje prema embrionalnom podrijetlu
dokazala je uoCenu razliku. Naime, strukture ektodermalnog podrijetla pokazale su najsnazniju
statistiCki znaCajnu razliku zastupljenosti, prevladavajuci u mi§jem TCa dok su se u humanom TCa

tek povremeno prikazivale (Slika 18.).
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Slika 18. Zastupljenost ektodermalnih struktura. Analiza HE preparata ukazala je na statisticki
znacajnu snazniju zastupljenosti stanica i tkiva ektodermalnog podrijetla u mi§jem TCa u odnosu
na humani TCa. Podaci su statisticki obradeni koriStenjem Fisherovog egzaktnog testa. p=4.247e-

008.

Strukture mezodermalnog podrijetla takoder su se statisticki znacajnije prikazivale u mi§jem TCa

u usporedbi sa humanim TCa (Slika 19.).
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Slika 19. Zastupljenost mezodermalnih struktura. Analiza HE preparata ukazala je na statisticki
znacajnu snazniju zastupljenosti stanica 1 tkiva mezodermalnog podrijetla u misjem TCa u odnosu
na humani TCa. Podaci su statisticki obradeni koriStenjem Fisherovog egzaktnog testa. p=4.247e-

008.
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Tek su strukture endodermalnog podrijetla bile jednako zastupljene 1 u mi§jem 1 u humanom TCa

bez znacajnih statistickih razlika (Slika 20.).
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Slika 20. Zastupljenost endodermalnih struktura. Analiza HE preparata ukazala je na
podjednaku zastupljenost stanica i tkiva endodermalnog podrijetla u misjem 1 humanom TCa.

Podaci su statisticki obradeni koriStenjem Fisherovog egzaktnog testa.

4.5 Molekularna analiza diferencijacije tkiva u TCa

Molekularna analiza diferencijacije tkiva provedena je metodom Western blottinga odnosno
odredivanjem ukupne ekspresije gena biljega diferenciranosti stanica ili odredenog stupnja i smjera
diferencijacije u cjelokupnom tkivu TCa. Mis§ji TCa analizirani su u cijelosti, dok su humani TCa
prije homogenizacije mikrodisecirani kako bi se osiguralo da se u homogenatu nalaze iskljuc¢ivo
proteini teratomske i embrionalno karcinomske komponente odnosno TCa te izbjegnu primjese

ostalih tipova TZST koji bi se mogli nalaziti u mijeSanom tumoru testisa.

Naknadno je uc¢injena analiza diferencijacije tkiva metodom IHC i naknadnom morfometrijskom
analizom odnosno odredivanjem ekspresije gena biljega diferenciranosti stanica ili odredenog

stupnja i smjera diferencijacije u pojedinim komponentama odnosno tkivima TCa.
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4.5.1 Ekspresija gena Nfh biljega neuronske i aksonske diferencijacije

Ekspresija gena Nfh potice neuralnu i1 aksonsku diferencijaciju. Molekularna analiza diferencijacije
tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne ekspresije gena Nfi u
cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na gotovo jednak stupanj neuronske diferencijacije u TCa miSa
1 TCa ¢ovjeka. Takoder je uo¢eno da humani TCa pokazuje jednak stupanj ekspresije gena Nfh kao
1 okolno netumorsko tkivo, za razliku od misjeg TCa koji ima statisticki znacajniju ekspresiju gena

Nfh u odnosu na netumorsko kontrolno tkivo (Slika 21.).
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Slika 21. Ekspresija biljega neuronske i aksonske diferencijacije Nfi u TCa i netumorskom
tkivu. Ekspresija biljega neuronske i1 aksonske diferencijacije gena Nfh na proteinskoj razini
analizirana metodom Western blottinga ukazuje na gotovo podjednaku neuronsku diferencijaciju
humanih i1 misjih tkiva. Naime, nije uoc€ena statisticki znacajna razlika u neuronskoj diferencijaciji
ni u kontrolnim niti u tumorskim tkivima misa u usporedbi s tkivima covjeka. lako misji TCa
pokazuje snazniju neuronsku diferencijaciju u usporedbi s netumorskim kontrolnim tkivom
(p=0,000999), humani TCa i1 mi§ji TCa pokazuju jednak stupanj neuronske diferencijacije.
Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom
membrana. hC: kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa ¢ovjeka; hTCa: humani TCa; mC:
kontrolno netumorsko tkivo testisa misa; mTCa: TCa misa. Koristen je Mann-Whitney U test 1

prikazane su p vrijednosti p<0,05.
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Analiza neuronske 1 aksonske diferencijacije odnosno ekspresije gena Nfh na proteinskoj razini
unutar pojedine komponenete TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata.
StatistiCki znacajna razlika pokazana je pri usporedbi IIB vrijednosti Nfi u EC i T komponentama
humanog TCA. Taj odnos nije detektiran u usporedbi misje EC 1 T komponente. IIB vrijednost u
EC komponenti humanog TCa bila je statisticki znacajno visa nego u EC komponenti misjeg TCa.
StatistiCki znacajna snaznija ekspresija detektirana je i u teratomskoj komponenti humanog TCa u
odnosu na TCa miSa. Dakle, neuronska diferencijacija znacajno je prisutnija u humanom TCa u
usporedbi sa TCa miSa. Valja napomenuti 1 inverziju ekspresije. Naime, u mi§jem TCa, ekspresija
Nfh snaznija je u teratomskoj komponenti, dok je u TCa cCovjeka snaznija u nediferenciranoj

embrionalno karcinomskoj komponenti (Slika 22.).
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Slika 22. Ekspresija biljega neuronske i aksonske diferencijacije Nfh u diferenciranoj i

nediferenciranoj komponenti TCa. Ekspresija biljega neuronske i1 aksonske diferencijacije gena
Nfh na proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na
snaznu neuronsku 1 aksonsku diferencijaciju u nediferenciranoj EC komponenti TCa u ¢ovjeka iu
usporedbi s netumorskim okolnim tkivom testisa u Covjeka (p=9.373e-014) 1 u usporedbi s
nediferenciranom EC komponentom animalnog modela eksperimentalnog TCa u misa

(p=0,002747). Diferencirane teratomske komponente TCa pokazuju jednaku neuronsku i aksonsku
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diferencijaciju kako u misa tako 1 u ¢ovjeka. Takoder, nasuprot velike razlike u tkivima covjeka,
nije pronadena statisticki znacajna razlika u neuronskoj i1 aksonskoj diferencijaciji misje
nediferencirane EC komponente u odnosu na diferenciranu teratomsku komponentu TCa u misa.
Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana komponenta
embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa misa; hEC:
nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa covjeka; hT: diferencirana
komponenta teratoma u TCa Covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti

p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina Nth po razlicitim tkivima mi§jeg 1 humanog TCa ukazala je
na slicnu neuronsku 1 aksonsku diferencijaciju u zljezdanom epitelu, vréastim stanicama, glatkim
misi¢nim stanicama, hrskavici, vezivnom tkivu i neuralnim cijevima. Ipak, identificirana su tkiva
koja pokazuju razliCit intenzitet neuronske i1 aksonske diferencijacije u usporedbi misjeg sa
humanim TCa. Tako je statisticki znacajno visi IIB ekspresije Nfh uocen u cilindricnom 1

plocastom epitelu u TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa misa (Slika 23.).
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Slika 23. Ekspresija biljega neuronske i aksonske diferencijacije Nfh u razli¢itim
diferenciranim tkivima TCa. Ekspresija biljega neuronske i aksonske diferencijacije gena Nfh na
proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na
podjednaku diferencijacijsku aktivnost u vecini tkiva TCa ¢ovjeka 1 TCa miSa. Statisticki znacajno

snaznija neuronska i aksonska diferencijacija pronadena je jedino u cilindri¢nom epitelu u TCa

64



¢ovjeka u odnosu na TCa misa (p=0,01413), 1 u plocastom epitelu TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa
misa (p=0,00605). Prikazane su srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. CE: cilindri¢ni epitel;
PE: plocasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice; GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; VT:
vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti

p<0,05.
4.5.2 Ekspresija gena Gfap biljega diferencijacije glijalnih stanica

Ekspresija gena Gfap potice diferencijaciju u glijalne stanice. Molekularna analiza diferencijacije
tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne ekspresije gena Gfap
u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na snaznu razliku u ekspresiji ovog biljega u TCa misa u
odnosu na TCa ¢ovjeka. Naime, Gfap je gotovo jednako eksprimiran u TCa ¢ovjeka i netumorskom
okolnom tkivu, dok je u TCa miSa znacajno eksprimiraniji u odnosu na netumorsko tkivo misa.
Takoder, uocena je statisticki znacajno visa ekspresija gena Gfap u TCa misa u odnosu na TCa

covjeka (Slika24.) .
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Slika 24. Ekspresija biljega diferencijacije glija stanica Gfap u TCa i netumorskom tkivu.
Ekspresija biljega diferencijacije glija stanica gena Gfap na proteinskoj razini analizirana metodom
Western blottinga ukazuje na drasti¢nu razliku u ekspresiji u mi§jem TCa u odnosu na humani TCa
(p=0,00010). Iako u humanom TCa ne postoji razlika ekspresije gena Gfap u odnosu na
netumorsko okolno tkivo, misji TCa pokazuje statisticki znacajno visu ekspresiju u odnosu na
netumorsko kontrolno tkivo (p= 0,00066). Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti
dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC: kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa
covjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno netumorsko tkivo testisa miSa; mTCa: TCa misa.

KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Analiza diferencijacije glijalnih stanica odnosno ekspresije gena Gfap na proteinskoj razini unutar
pojedine komponente TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata. Uoceno je da
Gfap gotovo uopce nije eksprimiran u nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj komponenti
TCa ni u miSa niti u ¢ovjeka. Gfap je otkriven iskljucivo u diferenciranoj komponenti TCa 1 miSa
1 Covjeka. Takoder, detektirana je iznimno snazna ekspresija gena Gfap u diferenciranoj

teratomskoj komponenti TCa misSa u odnosu na TCa u covjeka (Slika 25.).
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Slika 25. Ekspresija biljega diferencijacije glijalnih stanica Gfap u diferenciranoj i
nediferenciranoj komponenti TCa. Ekspresija biljega diferencijacije glija stanica gena Gfap na

proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na snaznu
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glijalnu diferencijaciju iskljucivo u diferenciranoj teratomskoj komponenti TCa i1 miSa i ¢ovjeka
gotovo bez ekspresije u nediferenciranim komponentama embrionalnog karcinoma. Nadalje,
uocena je daleko snaznija statisticki znacajna ekspresija gena Gfap u teratomskoj komponenti TCa
miSa u odnosu na teratomsku komponentu TCa covjeka (p=0,00096). Prikazane su srednje
vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma
u TCa misa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa miSa; hEC: nediferencirana
komponenta embrionalnog karcinoma u TCa ¢ovjeka; hT: diferencirana komponenta teratoma u

TCa Covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina Gfap po razli¢itim tkivima misjeg 1 humanog TCa ukazala je
potpuni izostanak glijalne diferencijacije u cilindricnom 1 plo¢astom epitelu, zljezdanom epitelu,
vrastim stanicama, hrskavici i neuralnim cijevima. Ipak, identificirana su tkiva koja pokazuju
ekspresiju proteina Gfap 1 to ponajviSe u TCa miSa. Tako je ekspresija detektirana u glatkom misicu
1 vezivnom tkivu u TCa miSa, dok je u TCa covjeka detektirana iskljuc¢ivo u vezivnom tkivu (Slika

26.).
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Slika 26. Ekspresija biljega diferencijacije glijalnih stanica Gfap u razli¢itim diferenciranim
tkivima TCa. Ekspresija biljega glijalne diferencijacije gena Gfap na proteinskoj razini analizirana
metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na podjednaku diferencijacijsku aktivnost
gotovo u svim tkivima TCa covjeka 1 TCa misa. Ekspresija proteina Gfap pronadena je iskljucivo

u vezivnom tkivu TCa i misa i Covjeka te u glatkom misi¢u samo u TCa miSa. Statisti¢ki znacajne
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razlike nisu pronadene. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti 1IB-a. CE: cilindri¢ni
epitel; PE: plocasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice; GM: glatki misié¢; HR:
hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane

su p vrijednosti p<0,05.

4.5.3 Ekspresija gena CK15 biljega epidermalne diferencijacije

Ekspresija gena CK15 biljeg je epidermalne diferencijacije. Molekularna analiza diferencijacije
tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne ekspresije gena CK15
u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na gotovo statistiCki jednak stupanj epidermalne

diferencijacije u TCa misa i TCa Covjeka te odgovaraju¢ih kontrola (Slika 27.).
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Slika 27. Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije CK/5 u TCa i netumorskom tkivu.
Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije gena CKI5 na proteinskoj razini analizirana
metodom Western blottinga ukazuje na statisticki podjednaku epidermalnu diferencijaciju humanih
1 mi§jih tkiva. Naime, nije uocena statisticki znaCajna razlika u epidermalnoj diferencijaciji ni u
kontrolnim niti u tumorskim tkivima misa u usporedbi s tkivima covjeka. Takoder, nije pronadena
razlika izmedu TCa i netumorskog kontrolnog tkiva ni u misa niti u ¢ovjeka. Prikazane su srednje
vrijednosti 1 SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC: kontrolno

netumorsko okolno tkivo testisa ¢ovjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno netumorsko tkivo
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testisa miSa; mTCa: TCa miSa. KoriSten je Mann-Whitney U test 1 prikazane su p vrijednosti

p<0,05.

Analiza epidermalne diferencijacije odnosno ekspresije gena CK/5 na proteinskoj razini unutar
pojedine komponente TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata. Uoceno je da
nediferencirana embrionalno karcinomska komponenta TCa miSa uopce ne pokazuje epidermalnu
diferencijaciju, za razliku od embrionalno karcinomske komponente u TCa Covjeka koja iznimno
snazno eksprimira gen CKI/5. Nastavno, u TCa miSa gen CKI5 snaZnije je eksprimiran u

teratomskoj, dok je u TCa ¢ovjeka snaznije eksprimiran u embrionalno karcinomskoj komponenti

(Slika 28.).
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Slika 28. Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije CKI5 u diferenciranoj i
nediferenciranoj komponenti TCa. Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije gena CK15 na
proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na oprecne
rezultate u tkivima misSa u odnosu na tkiva ¢ovjeka. U TCa miSa nediferencirana embrionalno
karcinomska komponenta ne eksprimira CK/735 te je detektirana statisticki znacajno visa ekspresija
u diferenciranoj teratomskoj komponenti TCa misa (p=0,02005). U covjeka, obje komponente
eksprimiraju CK15, ali je snaznije prisutan u nediferenciranoj komponenti. Naime, embrionalno
karcinomska komponenta TCa ¢ovjeka ima statisticki znacajno snazniju ekspresiju gena CK7/5 u

odnosu na diferenciranu teratomsku komponentu TCa ¢ovjeka (p=0,03495). Usporedba ekspresije
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CK15 u diferenciranim komponentama ukazuje da i misji i ljudski TCa jednako eksprimiraju biljeg
epidermalne diferencijacije u teratomskoj diferenciranoj komponenti TCa. Suprotno, stisticki
znacajno visa ekspresija gena CK/5 pronadena je u nediferenciranoj komponenti TCa ¢ovjeka u
odnosu na TCa misa (p=0,0002493). Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti 1I1B-a.
mEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana
komponenta teratoma u TCa miSa; hEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u
TCa Covjeka; hT: diferencirana komponenta teratoma u TCa ¢ovjeka. Koristen je Mann-Whitney

U test i1 prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina CK15 po razlicitim tkivima mi§jeg i humanog TCa ukazala
je na sli¢nu epidermalnu diferencijaciju u cilindricnom 1 Zljezdanom epitelu, vréastim stanicama,
hrskavici, vezivnom tkivu i neuralnim cijevima. Ipak, identificirana su tkiva koja pokazuju razliciti
intenzitet epidermalne diferencijacije u usporedbi mi§jeg sa humanim TCa. Tako je statisticki
znacajno visi IIB ekspresije CK15 uocen u plo€astom epitelu u TCa €ovjeka u odnosu na TCa misa,

te u glatkim misi¢nim stanicama u TCa miSa u odnosu na TCa ¢ovjeka (Slika 29.).
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Slika 29. Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije CK15 u razli¢itim diferenciranim
tkivima TCa. Ekspresija biljega epidermalne diferencijacije gena CK/5 na proteinskoj razini
analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, wukazuje na podjednaku

diferencijacijsku aktivnost u vecini tkiva TCa ¢ovjeka 1 TCa miSa. Statisti¢ki znaCajno snaznija
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epidermalna diferencijacija pronadena je jedino u plocastom epitelu u TCa ¢ovjeka u odnosu na
TCa misa (p=0,0001), odnosno u glatkom misi¢u TCa miSa u odnosu na TCa ¢ovjeka (p=0,0006).
Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti [IB-a. CE: cilindri¢ni epitel; PE: plocasti epitel;
ZE: zljezdano tkivo; VS: vrcaste stanice; GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC:

neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

4.5.4 Ekspresija gena Nestin biljega diferencijacije neuroektodermalnih maticnih stanica

Ekspresija gena Nestin potice diferencijaciju u smjeru neuroektodermalnih mati¢nih stanica.
Molekularna analiza diferencijacije tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno
odredivanjem ukupne ekspresije gena Nestin u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na gotovo
jednaku zastupljenost neuroektodermalnih mati¢nih stanica u TCa miSa i TCa ¢ovjeka. Naime, iako
su uocene razlike u trendovima ekspresije, nije detektirana statisticki zna€ajna razlika u ekspresiji

gena Nestin na proteinskoj razini (Slika 30.).
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Slika 30. Ekspresija biljega diferencijacije neuroektodermalnih mati¢nih stanica Nestin u
TCa i netumorskom tkivu. Ekspresija biljega ektodermalnih mati¢nih stanica gena Nestin na
proteinskoj razini analizirana metodom Western blottinga ukazuje na gotovo podjednaku
diferencijaciju humanih 1 mi§jih tkiva. Naime, nije uoCena statisticki znaCajna razlika u

zastupljenosti neuroektodermalnih mati¢nih stanica ni u kontrolnim niti u tumorskim tkivima misa
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u usporedbi s tkivima covjeka. Uoceni su trendovi ekspresije koji statisticki nisu znacajni. Naime,
ekspresija gena Nestin visa je u tkivu TCa covjeka u odnosu na okolno netumorsko tkivo, dok je
kod miSa ekspresija snaznija u netumorskom tkivu nego u TCa. Takoder, ekspresija gena Nestin
snaznija je u TCa ¢ovjeka nego u TCa miSa, iako razlika nije statisti¢ki znacajna. Prikazane su
srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC:
kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa Covjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno
netumorsko tkivo testisa misa; mTCa: TCa miSa. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su

p vrijednosti p<0,05.

Analiza diferencijacije neuroektodermalnih mati¢nih stanica odnosno ekspresije gena Nestin na
proteinskoj razini unutar pojedine komponente TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC
preparata. Statisticki znacajna razlika pokazana je pri usporedbi IIB vrijednosti svih analiziranih
tkiva medusobno. U TCa miSa gen Nestin statistiCki je znacajnije eksprimiran u diferenciranoj
teratomskoj komponenti u usporedbi sa nediferenciranom embrionalno karcinomskom
komponentom. U TCa covjeka upravo je obrnuto. Nadalje, gen Nestin statisticki je znacajno
eksprimiraniji u nediferenciranoj komponenti TCa cfovjeka u odnosu na miSa, dok je u
diferenciranoj komponenti TCa statisticki znacajnije eksprimiran u TCa miSa u odnosu na ¢ovjeka.
Ukratko, gen Nestin pokazuje potpuno opreCan profil ekspresije u usporedbi diferencirane i

nediferencirane komponente TCa ¢ovjeka 1 misa (Slika 31.).
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Slika 31. Ekspresija biljega diferencijacije neuroektodermalnih mati¢nih stanica Nestin u
diferenciranoj i nediferenciranoj komponenti TCa. Ekspresija biljega neuroektodermalne
diferencijacije gena Nestin na proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala
dobivenog IHC, ukazuje na prisutnu diferencijaciju neuroektodermalnih mati¢nih stanica i u TCa
misa i u TCa Covjeka. Ipak, ekspresijski obrasci potpuno su oprecni. Tako je u TCa miSa gen Nestin
statistiCki znacajnije eksprimiran u diferenciranoj teratomskoj komponenti TCa (p=0,03594), dok
je u TCa Covjeka statisticki zna€ajnije eksprimiran u nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj
komponenti (p=0,01618). Nadalje, gen Nestin snaznije je eksprimiran u nediferenciranoj
embrionalno karcinomskoj komponenti TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa misa (p=0,02103), dok je u
diferenciranoj teratomskoj komponenti znacajnije eksprimiran u TCa miSa u odnosu na TCa
covjeka (p=0,002010). Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti [IB-a. mEC:
nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta
teratoma u TCa misa; hEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa ¢ovjeka;
hT: diferencirana komponenta teratoma u TCa covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test 1

prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina Nestin po razli¢itim tkivima diferencirane teratomske
komponente mi§jeg i humanog TCa ukazala je na slicnu neuroektodermalnu diferencijaciju u svim

analiziranim tkivima bez detektirane statisticki znacajne razlike (Slika 32.).
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Slika 32. Ekspresija biljega diferencijacije neuroektodermalnih mati¢nih stanica Nestin u
razli¢itim diferenciranim tkivima TCa. Ekspresija biljega neuroektodermalne diferencijacije
gena Nestin na proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC,
ukazuje na podjednaku diferencijacijsku aktivnost u diferenciranim teratomskim komponentama
TCa ¢ovjeka 1 TCa misa. Statisticke znacajnosti u razlici ekspresije proteina Nestin nisu pronadene
ni u jednom analiziranom tkivu. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti IIB-a. CE:
cilindri¢ni epitel; PE: plogasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice; GM: glatki misi¢;
HR: hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test 1

prikazane su p vrijednosti p<0,05.

4.5.5 Ekspresija gena Hnf4a biljega diferencijacije endodermalnih maticnih stanica

Ekspresija gena Hnf4a potice diferencijaciju endodermalnih mati¢nih stanica. Molekularna analiza
diferencijacije tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne
ekspresije gena Hnf4a u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na statisticki znacajne razlike u stupnju
endodermalne diferencijacije tkiva TCa i miSa 1 ovjeka u odnosu na netumorske kontrole. Ipak,
detektirana je 1 statisticki znacajno snaznija ekspresija gena Hnf4a u TCa miSa u odnosu na TCa

covjeka (Slika 33.).
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Slika 33. Ekspresija biljega diferencijacije endodermalnih mati¢nih stanica Hnf4a u TCa i
netumorskom tkivu. Ekspresija biljega endodermalne diferencijacije gena Hnf4a na proteinskoj
razini analizirana metodom Western blottinga ukazuje na iznimno nisku i1 gotovo podjednaku
endodermalnu diferencijaciju humanog 1 misjeg netumorskog kontrolnog tkiva. Tkiva TCa
pokazuju statisticki znaCajno snazniju ekspresiju gena Hnf4a u tkivima TCa u odnosu na
netumorska kontrolna tkiva 1 u Covjeka (p=0,01212) 1 u miSa (p=0,00099). Ipak, uocena je
statistiCki znacajno snaznija endodermalna diferencijacija u TCa miSa u odnosu na TCa covjeka
(p=0,00028). Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti dobivenih denzitometrijskom
analizom membrana. hC: kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa covjeka; hTCa: humani TCa;
mC: kontrolno netumorsko tkivo testisa misa; mTCa: TCa miSa. Koristen je Mann-Whitney U test

1 prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Analiza diferencijacije endodermalnih mati¢nih stanica odnosno ekspresije gena Hnf4a na
proteinskoj razini unutar pojedine komponente TCa ucinjena je morfometrijskom analizom IHC
preparata. Statisticki znacajna razlika pokazana je pri usporedbi IIB vrijednosti Hnf4a u EC 1 T
komponentama 1 humanog 1 misjeg TCa, ukazuju¢i na jednaku diferencijacijsku aktivnost po
komponentama. Takoder nije pronadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena Hnf4a izmedu
diferencirane teratomske 1 nediferencirane embrionalno karcinomske komponente TCa misa u

odnosu na TCa ¢ovjeka (Slika 34.).
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Slika 34. Ekspresija biljega diferencijacije endodermalnih mati¢nih stanica Hnf4a u
diferenciranoj i nediferenciranoj komponenti TCa. Ekspresija biljega diferencijacije
endodermalnth mati¢nih stanica gena Hnf4a na proteinskoj razini analizirana metodom
morfometrije signala dobivenog ITHC, ukazuje na jednaku diferencijacijsku aktivnost u tkivima
TCa 1 miSa 1 ¢ovjeka. Naime, u odnosu na netumorsko kontrolno tkivo pronadena je statisticki
znacajno snaznija endodermalna diferencijacija u nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj
komponenti TCa misa (p=4.045e-005) 1 TCa Covjeka (p=7.835e-006) u odnosu na netumorska
kontrolna tkiva. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena Hnf4a u
nediferenciranoj komponenti TCa miSa u odnosu na TCa covjeka. Takoder, nije pronadena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena Hnf4a u diferenciranoj komponenti TCa miSa u odnosu
na TCa Covjeka. Prikazane su srednje vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana
komponenta embrionalnog karcinoma u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa
misSa; hEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma u TCa covjeka; hT:
diferencirana komponenta teratoma u TCa Covjeka. KoriSten je Mann-Whitney U test 1 prikazane

su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije proteina Hnf4a po razli¢itim tkivima mi$jeg i humanog TCa ukazala
je na slicnu endodermalnu diferencijaciju u plocastom epitelu, zljezdanom epitelu, vrcastim
stanicama, glatkim miSi¢nim stanicama, hrskavici, vezivnom tkivu i neuralnim cijevima. Statisticki

znacajna razlika u ekspresiji gena Hnf4a pronadena je jedino u cilindri¢nom epitelu (Slika 35.).
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Slika 35. Ekspresija biljega diferencijacije endodermalnih mati¢nih stanica Hnf4a u
razli¢itim diferenciranim tkivima TCa. Ekspresija biljega diferencijacije endodermalnih
mati¢nih stanica gena Hnf4a na proteinskoj razini analizirana metodom morfometrije signala
dobivenog IHC, ukazuje na podjednaku diferencijacijsku aktivnost u gotovo svim tkivima
diferencirane teratomske komponente TCa Covjeka 1 TCa miSa. Statisticki znacajno snaznija
endodermalna diferencijacija pronadena je jedino u cilindricnom epitelu u TCa ¢ovjeka u odnosu
na TCa miSa (p=0,0009). Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti [IB-a. CE: cilindri¢ni
epitel; PE: plocasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice; GM: glatki misié¢; HR:
hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi. KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane

su p vrijednosti p<0,05.
4.6 Molekularna analiza prisutnosti tumorskih mati¢nih stanica u tkivu TCa

Embrionalne mati¢ne stanice eksprimiraju gene jezgre maticnosti, Nanog, Oct 3/4 1 Sox2 (u misa)
odnosno Sox/7 (u covjeka). Navedeni geni jezgre mati¢nosti omogucuju maksimalnu mati¢nost
stanica odnosno pluripotentnost. Stoga su snazno eksprimirani na proteinskoj razini u
embrionalnim mati¢nim stanicama 1 mati¢nim stanicama embrionalnog karcinoma odnosno
nediferenciranoj komponenti TCa. U ovom istrazivanju analizirani su geni Nanog i Oct3/4, buduci

da se u misa i ¢ovjeka razlikuju eksprimirani geni iz obitelji Sox.
4.6.1 Ekspresija gena maticnosti Nanog

Ekspresija gena mati¢nosti Nanog osigurava pluripotentnost tumorskim stanicama. Molekularna
analiza mati¢nosti tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne
ekspresije gena Nanog u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je na jednak obrazac poviSene mati¢nosti
stanica u TCa u odnosu na kontrolna netumorska tkiva i u ¢ovjeka i u misa. Dodatno, iako slabije
1zrazena nego u ¢ovjeka, ekspresija gena Nanog statisticki je znacajno visa u TCa misa u odnosu

na kontrolno netumorsko tkivo misa (Slika 36.).
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Slika 36. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Nanog u TCa i netumorskom tkivu. Ekspresija
biljega mati¢nosti stanica gena Nanog na proteinskoj razini analizirana metodom Western blottinga
ukazuje na snazniju ekspresiju biljega mati¢nosti u tkivima TCa u odnosu na kontrolna netumorska
tkiva 1 u misSa i1 u Covjeka. lako je u TCa snaZnije izrazen, ekspresija gena mati¢nosti Nanog
statistiCki je znacajno visa tek u TCa miSa u odnosu na kontrolno tkivo (p=0,006993). Ne postoji
statistiCki znaCajna razlika u ekspresiji gena maticnosti Nanog u TCa misa u odnosu na TCa
covjeka, kao ni u usporedbi kontrolnih tkiva. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti
dobivenih denzitometrijskom analizom membrana. hC: kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa
covjeka; hTCa: humani TCa; mC: kontrolno netumorsko tkivo testisa miSa; mTCa: TCa misa.

KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Analiza ekspresije gena mati¢nosti Nanog na proteinskoj razini unutar pojedine komponente TCa
ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata. Uocen je jednaki obrazac ekspresije u
komponentama TCa iu Covjeka 1 u misa, iako postoje statisticki znacajne razlike u visini ekspresije.
Tako je statisticki znaCajno snaznija ekspresija gena mati¢nosti Nanog u nediferenciranim
embrionalno karcinomskim stanicama u odnosu na diferencirane teratomske komponente TCa i u
misa 1 u ¢ovjeka. Nadalje, razina ekspresije gena mati¢nosti Nanog statisticki je znacajno visa u

tkivima covjeka u odnosu na tkiva misa (Slika 37.).
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Slika 37. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Nanog u diferenciranoj i nediferenciranoj
komponenti TCa. Ekspresija biljega matiCnosti stanica gena Nanog na proteinskoj razini
analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na jednak obrazac ekspresije 1
u tkivima covjeka i u tkivima miSa. Naime, u odnosu na diferencirano tkivo teratomske
komponente pronadena je statisticki znaCajno snaznija ekspresija gena mati¢nosti Nanog u
nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj komponenti TCa misa 1 TCa ¢ovjeka. Nadalje, uocena
je statisticki znacajno snaznija ekspresija gena mati¢nosti Nanog u misjim tkivima u odnosu na
tkiva Covjeka, kako u diferenciranoj teratomskoj komponenti (p=7.141e-009) tako i u
nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj komponenti (p=9.536e-006). Prikazane su srednje
vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma
u TCa miSa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa miSa; hEC: nediferencirana
komponenta embrionalnog karcinoma u TCa ¢ovjeka; hT: diferencirana komponenta teratoma u

TCa Covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Detaljnija analiza ekspresije gena mati¢nosti Nanog po razli¢itim tkivima mi§jeg i humanog TCa
ukazala je na slian stupanj mati¢nosti u plocastom epitelu, zljezdanom epitelu, vrcastim
stanicama, glatkim miSiénim stanicama, hrskavici 1 vezivnom tkivu. Snaznija ekspresija gena
mati¢nosti Nanog uocena je jedino u cilindricnom epitelu 1 neuralnim cijevima TCa miSa u odnosu

na TCa covjeka (Slika 38.).
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Slika 38. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Nanog u razli¢itim diferenciranim tkivima
TCa. Ekspresija biljega maticnosti stanica gena Nanog na proteinskoj razini analizirana metodom
morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na podjednak stupanj mati¢nosti tkiva u gotovo svim
tkivima diferencirane teratomske komponente TCa Covjeka 1 TCa miSa. Statisticki znacajno
snaznija ekspresija gena mati¢nosti Nanog pronadena je jedino u cilindri¢nom epitelu (p=0,0001)
1 neuralnim cijevima (p=0,0455) TCa miSa u odnosu na TCa covjeka. Prikazane su srednje
vrijednosti i SEM vrijednosti IIB-a. CE: cilindri¢ni epitel; PE: plodasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo;
VS: vrcaste stanice; GM: glatki misi¢; HR: hrskavica; VT: vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi.

KoriSten je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.
4.6.2 Ekspresija gena maticnosti Oct3/4

Ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4 osigurava pluripotentnost tumorskim stanicama. Molekularna
analiza mati¢nosti tkiva provedena metodom Western blottinga odnosno odredivanjem ukupne
ekspresije gena Oct3/4 u cjelokupnom tkivu TCa, ukazala je statisticki znacajno snazniju ekspresiju
u tkivima ¢ovjeka u odnosu na tkiva miSa. Ekspresija u tkivima TCa i1 kontrolnim tkivima pokazala

je jednaku ekspresiju i u misa i u covjeka (Slika 39.).
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Slika 39. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Oct3/4 u TCa i netumorskom tkivu. Ekspresija
biljega mati¢nosti stanica gena Oct3/4 na proteinskoj razini analizirana metodom Western blottinga
ukazuje na snazniju ekspresiju biljega mati¢nosti u tkivima covjeka u odnosu na tkiva miSaitoiu
kontrolnom netumorskom tkivu (p=0,03571) 1 u tkivu TCa (p=0,02040). Nisu dobivene statisticki
znacajne razlike u ekspresiji gena mati¢nosti Oct3/4 u usporedbi okolnog netumorskog tkiva i TCa
ni u cCovjeka ni u misa. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti dobivenih
denzitometrijskom analizom membrana. hC: kontrolno netumorsko okolno tkivo testisa ¢ovjeka;
hTCa: humani TCa; mC: kontrolno netumorsko tkivo testisa misa; mTCa: TCa miSa. KoriSten je

Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.

Analiza ekspresije gena mati¢nosti Oct3/4 na proteinskoj razini unutar pojedine komponente TCa
ucinjena je morfometrijskom analizom IHC preparata. Uocen je jednak obrazac statisticki znacajno
snaznije ekspresije u nediferenciranim komponentama TCa u odnosu na diferencirane 1 u ¢ovjeka
1 u misa, iako postoje statisticki znacajne razlike u visini ekspresije. Tako je statisticki znacajno
snaznija ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4 u nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj
komponenti TCa covjeka, dok je u diferenciranoj teratomskoj komponenti statisticki znacajno

snaznija u TCa misa (Slika 40.).
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Slika 40. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Oct3/4 u diferenciranoj i nediferenciranoj
komponenti TCa. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica gena Oct3/4 na proteinskoj razini
analizirana metodom morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na jednak obrazac ekspresije 1
u tkivima covjeka i u tkivima miSa. Naime, u odnosu na diferencirano tkivo teratomske
komponente pronadena je statistiCki znaCajno snaZnija ekspresija gena maticnosti Oct3/4 u
nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj komponenti TCa misa (p=2.324¢e-005) 1 TCa ¢ovjeka
(p=7.829e-022). Nadalje, uocena je statisticki znacajno snaznija ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4
u nediferenciranoj embrionalno karcinomskoj komponenti TCa ¢ovjeka u odnosu na TCa misa
(p7.688e-006), dok je statisticki znaCajno snaznija ekspresija pronadena u diferenciranoj
teratomskoj komponenti TCa miSa u odnosu na TCa ¢ovjeka (p=3.323e-016). Prikazane su srednje
vrijednosti 1 SEM vrijednosti [IB-a. mEC: nediferencirana komponenta embrionalnog karcinoma
u TCa misa; mT: diferencirana komponenta teratoma u TCa miSa; hEC: nediferencirana
komponenta embrionalnog karcinoma u TCa ¢ovjeka; hT: diferencirana komponenta teratoma u

TCa Covjeka. Koristen je Mann-Whitney U test i prikazane su p vrijednosti p<0,05.
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Detaljnija analiza ekspresije gena mati¢nosti Oct3/4 po razli¢itim tkivima misjeg 1 humanog TCa
ukazala je na sli¢an stupanj mati¢nosti u zljezdanom epitelu, vréastim stanicama, glatkim misi¢nim
stanicama, hrskavici, vezivnom tkivu 1 neuralnim cijevima, iako je ekspresija detektirana primarno
u mi§jem tkivu. Statisticki znacajno visa ekspresija gena Oct3/4 uocena je jedino u cilindri¢nom 1

plocastom epitelu TCa miSa u odnosu na TCa ¢ovjeka (Slika 41.).
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Slika 41. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica Oct3/4 u razli¢itim diferenciranim tkivima

TCa. Ekspresija biljega mati¢nosti stanica gena Oct3/4 na proteinskoj razini analizirana metodom
morfometrije signala dobivenog IHC, ukazuje na statisticki podjednak stupanj mati¢nosti tkiva u
gotovo svim tkivima diferencirane teratomske komponente TCa Covjeka i TCa misa, sa viSom
ekspresijom u misa. Statisticki znacajno snaznija ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4 pronadena je
jedino u cilindri¢cnom (p=0,0001) 1 plo¢astom epitelu (p=0,0470) TCa misa u odnosu na TCa
covjeka. Prikazane su srednje vrijednosti i SEM vrijednosti IIB-a. CE: cilindricni epitel; PE:
plocasti epitel; ZE: Zljezdano tkivo; VS: vréaste stanice; GM: glatki mi§i¢; HR: hrskavica; VT:
vezivno tkivo; NC: neuralne cijevi. Koristen je Mann-Whitney U test 1 prikazane su p vrijednosti

p<0,05.
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5. RASPRAVA

Tumori testisa najcesc¢a su neoplasti¢na bolest kod mladih musSkaraca koja se gotovo u potpunosti
javlja u dobi izmedu 15. 1 40. godine Zivota. Komparativno s ostalim onkoloSkim oboljenjima
covjeka, tumori testisa spadaju u rijetke tumore i1 predstavljaju oko 1% tumora odraslih te 5%
uroloskih tumora. U 2020. godini Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) zabiljezila je
74.458 novih slucajeva u svijetu. Ucestalost se uvelike razlikuje diljem svijeta, u rasponu od 3 do

12 novih slucajeva na 100.000 muskaraca godi$nje u zapadnim druStvima (103).

TZST, kao daleko najucestaliji oblik tumora testisa, iznimno su zanimljivo podrucje istrazivanja
zbog sve vece ucestalosti te specificnih epidemioloskih, ali 1 bioloskih karakteristika. Porast
incidencije zabiljezen je diljem svijeta. Tako je i1 hrvatska populacija pod snaznim optere¢enjem

porasta incidencije tumora testisa (3).

Usprkos c¢injenici da se javljaju poglavito u populaciji europskoga podrijetla te usprkos
zabiljezenom snaznom porastu incidencije upravo u zapadnom razvijenom svijetu, faktori rizika
kao 1 bioloski inicijatori kancerogeneze nisu jo$ identificirani. Kriptorhizam je jedini jednoglasno
priznati faktor rizika za razvoj tumora testisa i to 3,7-7,5 puta u usporedbi s oplom muskom
populacijom (103). Ipak, ostaje otvoreno pitanje je li kriptorhizam rizi¢ni faktor za razvoj tumora
testisa ili tek jedan od tri oblika istog poremecaja zajedno s hipospadijom i upravo tumorom testisa.

Taj se sindrom danas prepoznaje pod nazivom sindrom testikularne disgeneze (105).

Zbog specificne dobne distribucije 1 zahvacanja gotovo isklju¢ivo populacije europskog podrijetla,
geneticki poremecaji dugo su vremena smatrani kao osnovni uzrok razvoja tumora testisa.
Medutim, najnovija istrazivanja molekularne biologije 1 molekularne epidemiologije, posebice
temeljenima na podacima dobivenima u okviru inicijative Human Cancer Atlas, dokazali su da
tumori testisa imaju iznimno malo 1 iznimno rijetko ijednu gensku mutaciju (106). Stoga, iako
postoji Citav niz istrazivanja koja navode genske mutacije u razliitim tipovima tumora testisa
covjeka, kako je uostalom navedeno i u dijelu uvoda ove disertacije, danas su sve glasniji zakljucci
da tumori testisa uopce nisu primarno geneticki uvjetovana bolest, ve¢ da se genske mutacije

pojavljuju kao ,,putnici® na putu razvoja tumora testisa.
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Uistinu, ponovno postaju aktualne davno postavljene hipoteze epigenetickog podrijetla tumora
testisa. Zasjenjene erom dekodiranja humanog genoma i nastojanja da se sve neoplasti¢ne bolesti
objasne mutacijom odredenog ili odredenih gena, proteklih 30-ak godina epigeneticke su hipoteze
inicijacije tumora testisa bile pomalo stavljene po strani. Tome je pridonio i razvoj etickih nacela
dobrobiti zivotinja u istrazivanjima koji su u pocetku promovirali napustanje animalnih modela
bolesti te favorizirali in vitro istraZzivanja. Medutim, in vitro istraZivanja imaju jednaku manu kao
1 istrazivanja na humanim tkivima tumora testisa dobivenima od pacijenata. I jedan 1 drugi model

temelje se na istraZivanju razvoja tumora testisa na stanicama ve¢ razvijenog tumora testisa.

Epigeneticke hipoteze razvoja tumora testisa pretpostavljaju da osnovni bioloski induktor razvoja
tumora testisa nije neka genska mutacija, ve¢ poremecaj u regulaciji ekspresije gena tijekom
razvoja testisa koji posljedicno kodira buduce pacijente za razvoj tumora u kasnijoj fazi zivota.
Postoji Citav niz istrazivanja koji ukazuju na to, od molekularnog profiliranja single cell
tehnologijom do pomalo arhai¢nih in vivo eksperimenata transplantacije mati¢nih stanica tumora
testisa u blastocistu s posljedi¢nim razvojem potpuno vijabilnog kimernog organizma bez rizika za
razvoj tumora (115, 116). Upravo ova arhai¢na in vivo istrazivanja mozda najbolje ukazuju na to
da su tumori testisa vjerojatno epigenetiCka bolest poremecaja ekspresije gena uvjetovana
poremecenim odgovorom na specifi¢ne zahtjeve okoliSa. Medutim, jasno je da bez adekvatnog
animalnog modela tumora testisa neCemo moci nikada razjasniti biologiju razvoja tih tumora kao
1 identificirati faktore okoliSa koji pokre¢u pogreSan epigeneticki odgovor i posljedi¢no

molekularno kodiranje razvoja bolesti.

Iako postoji mnogo animalnih modela za istrazivanje TZST-a, vecina njih ne zadovoljava u
potpunosti kriterije dobrog istrazivackog modela. Jedan od glavnih izazova je da se u takvim
modelima naj€esce razvija benigna diferencirana forma TZST-a odnosno teratom. IstraZivanja na
tim modelima u potpunosti zanemaruju ¢injenicu da su tumori testisa gotovo uvijek gradeni 1 od
populacija stanica nizeg stupnja diferencijacije Cak do razine istovjetnosti sa embrionalnim
mati¢nim stanicama. Uistinu, dokazano je da na molekularnoj razini, najnediferenciranija
komponenta TZST odnosno stanice embrionalnog karcinoma djeluju kao tumorske mati¢ne stanice

istovjetne po ekspresijskom profilu embrionalnim mati¢nim stanicama (117).
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malignom 1 metastatskom obliku bolesti uz prisutnost maksimalno diferenciranog tkiva koji vuce

podrijetlo od svih triju zametnih listi¢a (Lyndaker i sur., 2021.).

Jedan od primjera takvog animalnog modela je supkutani TC PDX model koji se koristi za
proucavanje molekularne aktivnosti 1 reakcija na kemoterapiju. Ovo je misji model koji je formiran
supkutanom implantacijom uzorka tumora ljudskog testisa u misa (de Vries et al., 2020.). Iako
model miSa ovisi o odabranom tkivu koje je odabrano za implantaciju, nakon nekoliko pasaza
model pokazuje podudarne rezultate u ekspresiji gena i terapijskom odgovoru s istim ljudskim
uzorcima tumora testisa iz kojih potjeCe izvorni uzorak. Usprkos velikom doprinosu ovog
animalnog modela posebice u istrazivanju novih terapija, jasno je da ovaj model predstavlja od
samog pocetka model ve¢ razvijenog tumora testisa te nije prikladan za istrazivanje razvoja

posebice molekularne osnove razvoja tumora testisa.

Stevens 1 suradnici uspjeli su odabranim uzgojem miSeva dobiti jedinke kod kojih je ucestalost
razvoja TCa bila povecana (STEVENS, 1958; Stevens & Little, 1954). Ukratko, stvorili su soj
miSeva koji je dobro modelirao razvoj tumora testisa u ¢ovjeka, ali sa daleko veCom ucestalosti.
Kasnije istrazivanje ovog modela pokazalo je da se tumori testisa razvijaju zbog nasljedne Ter
mutacije u populaciji soja. Dakle, iako se ¢inilo kako se tumori u tom soju javljaju spontano te
predstavljaju dobar animalni model razvoja tumora testisa u ¢ovjeka, danas znamo da je rije¢ o
geneticki uvjetovanom razvoju tumora koji moze biti dobar model iskljuivo za proucavanje
razvoja familijarnih tumora testisa. Nazalost familijarni oblik gotovo je zanemariv u ljudskoj

populaciji.

Nesto kasnije ustanovljeni su sojevi miseva kod kojih su geni Kras 1 Pten bili mutirani. Danas su

ti sojevi miSeva poznati kao gPAK miSevi, a pokazali su se kao dobar model 1 za istrazivanje TCa.

U drugoj polovici proslog stolje¢a razvijen je jos§ jedan animalni model tumora testisa 1 to na
Zavodu za biologiju Medicinskog fakulteta Sveuéilista u Zagrebu. Postavili su ga Skreb, Solter i
Damjanov u okviru istrazivanja embrionalnog razvojnog potencijala te regulacije embriogeneze u
sisavaca. Transplantacijom zametnog cilindra miSa soja C3H pod c¢ahuru bubrega singeni¢ne

Zivotinje, razvijala se retransplantabilna tumorska masa gradena od dobro diferenciranih tkiva svih
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triju zametnih listi¢a izmijeSana s populacijom potpuno nediferenciranih stanica sli¢nih zametnim
mati¢nim stanicama. Ukratko, razvio se teratokarcinom, u to doba zvani maligni teratom (15).
Tumor istih karakteristika dobiven je istom tehnikom transplantacije pod ¢ahuru testisa singeni¢ne

Zivotinje, ali je uspjesnost zahvata i transformacije tkiva bila drasticno niza, pa je model napusten.

Uslijedila su istrazivanja ovog animalnog modela eksperimentalnog teratokarcinoma misa, koja su
dokazala njegovu istovjetnost s teratokarcinomom testisa u covjeka (107). Valja naglasiti da ovaj
animalni model tumora testisa u potpunosti zaobilazi zamku promjene sekvence DNA odnosno
genske mutacije. Ovaj model temelji se isklju¢ivo na poremecenoj ekspresiji gena odnosno
poremecaju epigeneticke regulacije ekspresije gena koja za posljedicu ima upravo razvoj i
diferencirane teratomske i nediferencirane embrionalno karcinomske komponente u jedinstvenoj
tumorskoj masi teratokarcinoma. Medutim, sva istraZzivanja su provedena gotovo u potpunosti na

morfoloskoj odnosno histoloskoj razini.

U doba molekularne biologije 1 molekularne medicine, a posebice zbog snaznog razvoja
epigeneticke tehnologije koja se danas bazira isklju¢ivo na molekularnom profiliranju tkiva,
opravdanost koriStenja ovog modela u daljnjim istraZzivanjima postaje upitna. Naime, ovo je prvo
istrazivanje koje na molekularnoj razini testira istovjetnost humanog teratokarcinoma 1 ovog
animalnog modela, ¢ime se pokusalo dati odgovor i1 na pitanje opravdanosti daljnjeg koriStenja
zivotinja u ovom modelu, a za istrazivanja na molekularnoj razini. Ovo pitanje opravdanosti se sve

¢eSc¢e postavlja u istrazivanjima tumora testisa na animalnim modelima (108).

Kako je navedeno, ovo je prvo molekularno profiliranje eksperimentalnog teratokarcinoma u misa
te usporedba s molekularnim profilom teratokarcinoma u covjeka. Stoga, nazalost, u ovom trenutku
ne postoji literatura s kojom smo mogli direktno komparirati i diskutirati rezultate dobivene ovim

istrazivanjem.

Snazna proliferacija svakako je svojstvo vecine neoplasti¢nih tumora (109). Visoka proliferacija
opisana je i u teratokarcinomu ¢ovjeka (113). U ovom istrazivanju, rezultati morfometrije ukazuju
da obrazac proliferacije u diferenciranoj u odnosu na nediferenciranu komponentu teratokarcinoma
misSa odgovara obrascu identificiranom u teratokarcinomu covjeka. Nadalje, rezultati Western

blottinga pokazuju jednak proliferacijski status teratokarcinoma covjeka 1 miSa u odnosu na
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odgovarajuce netumorske kontrole. Detaljnija analiza ekspresije gena Pcna po razliitim tkivima
misjeg i humanog TCa ukazala je na sli¢nu proliferacijsku aktivnost u diferenciranoj komponenti.
Sve navedeno ukazuje da animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma miSa odli¢no

modelira teratokarcinom ¢ovjeka u kontekstu proliferacije.

Pored snazne proliferacije, oslabljena apoptoticka aktivnost takoder je prominentno svojstvo
vecine neoplasti¢nih tumora (109). Oslabljena apoptoticka aktivnost opisana je i u teratokarcinomu
covjeka te je Cak i1 povezana s oblicima tumora otpornima na kemoterapiju (110). U ovom
istrazivanju uocen je slian obrazac apoptoticke aktivnosti u misjem modelu i teratokarcinomu
covjeka. Ipak, uocCena je znacCajno snaznija apoptotiCka aktivnost u teratokarcinomu cCovjeka,
posebice nediferenciranoj komponenti. Ovaj fenomen moze se objasniti ¢injenicom da se animalni
model zasniva na transplantaciji zametka koji se nalazi u fizioloSkom apoptotickom arestu (111).
Tome u prilog ide cinjenica da diferencirana komponenta misjeg teratokarcinoma koja se
molekularno zna€ajno reprogramirala u odnosu na ishodisni transplantirani zametak, pokazuje
znaCajno intenzivniju apoptoticku aktivnost od nediferencirane komponente. Nadalje,
diferencirana komponenta misSjeg teratokarcinoma pokazuje jednak intenzitet apoptoze kao 1
diferencirana komponenta u teratokarcinomu ¢ovjeka. Detaljnija analiza ekspresije gena Kaspaza-
3 po razli¢itim tkivima miS§jeg 1 humanog TCa ukazala je na slicnu apoptoticku aktivnost u
diferenciranoj komponenti. [z navedenog mozemo zakljuciti da animalni model eksperimentalnog

teratokarcinoma misSa donekle modelira teratokarcinom covjeka u kontekstu apoptoze.

Histoloska analiza diferenciranih stanica i tkiva u teratomskoj komponenti misjeg i humanog TCa
ukazala je na jednake diferencijacijske kapacitete. Naime, 1 u misa i u covjeka pronadeni su derivati
svih triju zametnih listica. Navedeno se ocCekuje te proizlazi iz same definicije teratokarcinoma
(112). Ipak, uocena je razlika u zastupljenosti struktura ektodermalnog i mezodermalnog podrijetla
bez, ¢ini se, veceg utjecaja na razvoj teratokarcinoma. Sukladno rezultatima, o¢ekivano mozemo
zakljucCiti da animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misSa uspjeSno modelira

teratokarcinom Covjeka u kontekstu diferencijacije na histoloskoj razini.

Analiza diferencijacije na molekularnoj razini pokazala je mnoge slicnosti animalnog modela

eksperimentalnog teratokarcinoma misa i Covjeka. Ipak, uocene su i poneke znacajne razlike.
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Tako primjerice animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misa odli¢no modelira glijalnu
diferencijaciju 1 u odnosu na netumorsko tkivo, na izrazenost po komponentama i izrazenost po
diferenciranim tkivima. Neuronska i1 aksonska diferencijacija na molekularnoj razini pokazuje isti
trend u animalnom modelu eksperimentalnog teratokarcinoma misa 1 teratokarcinoma covjeka u
usporedbi s netumorskim kontrolama. Ista je izraZzenost pronadena i1 po diferenciranim tkivima.
Ipak, razliCit je intenzitet po komponentama. Analiza prisutnosti biljega neuroektodermalnih
mati¢nih stanica pokazuje najsnaznije razlike izmedu animalnog modela eksperimentalnog
teratokarcinoma miSa 1 teratokarcinoma ¢ovjeka s obrnutim trendom prema netumorskim tkivima
ali 1 komponentama teratokarcinoma. Ekspresija biljega neuroektodermalnih mati¢nih stanica
jednaka je u diferenciranim tkivima. Sli€an zakljucak proizlazi 1 iz rezultata analize epidermalne
diferencijacije na molekularnoj razini, gdje su opisani obrnuti obrasci diferencijacije u
teratokarcinomima u usporedbi za netumorskim kontrolama, te suprotni obrasci po komponentama.
Ponovno je opisan isti obrazac epidermalne diferencijacije po diferenciranim tkivima. Analiza
endodermalne diferencijacije na molekularnoj razini pokazuje ponovno da animalni model
eksperimentalnog teratokarcinoma misa odlicno modelira diferencijaciju u odnosu na netumorsko
tkivo, na izrazenost po komponentama 1 izraZzenost po diferenciranim tkivima. Iz svega navedenog
moze se zakljuciti da animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma miSa dobro modelira
teratokarcinom Covjeka u kontekstu diferencijacije na molekularnoj razini uz potreban oprez prema

odredenim obrascima i linijama diferencijacije.

Geni jezgre mati¢nosti iznimno su vazni za odrZzavanje populacije nediferenciranih embrionalno
karcinomskih stanica teratokarcinoma koje predstavljaju tumorske mati¢ne stanice (114).
Prisutnost nediferenciranih embrionalno karcinomskih stanica u teratokarcinomu definirana je
samom definicijom teratokarcinoma (112). Oct3/4 1 Nanog ve¢ se koriste kao proteinski biljezi za
identifikaciju embrionalno karcinomskih stanica u tumorima testisa Covjeka u rutinskom
dijagnostickom protokolu. Ovo istrazivanje dokazalo je da animalni model eksperimentalnog
teratokarcinoma misa odli¢no modelira teratokarcinom ¢ovjeka u kontekstu ekspresije gena jezgre

mati¢nosti Nanog i Oct3/4.
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6. ZAKLJUCAK

Iz statisticke obrade te kontekstualizacije rezultata dobivenih ovim istraZivanjem moze se zakljuciti

da:

1. Animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma miSa odli€éno modelira teratokarcinom
covjeka u kontekstu analize proliferacije na molekularnoj razini.

2. Animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma miSa donekle modelira teratokarcinom
covjeka u kontekstu analize apoptoze na molekularnoj razini.

3. Animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misa uspjesno modelira teratokarcinom
covjeka u kontekstu diferencijacije na histoloskoj razini.

4. Animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misa dobro modelira teratokarcinom
covjeka u kontekstu diferencijacije na molekularnoj razini uz potreban oprez prema
odredenim obrascima i linijama diferencijacije.

5. Animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misa odlicno modelira teratokarcinom

covjeka u kontekstu ekspresije gena jezgre mati¢nosti Nanog 1 Oct3/4.

Iz rezultata ovog istraZivanja jasno proizlazi zaklju€ak da animalni model eksperimentalnog
teratokarcinoma miSa vjerno modelira teratokarcinom covjeka ne samo na morfoloskoj razini ve¢
1 na molekularno bioloskoj razini ekspresije biljega proliferacije, apoptoze, diferencijacije 1
mati¢nosti. Pored navedenog, valja naglasiti da ovaj animalni model ne ukljucuje genske mutacije

vec je kancerogeneza iskljucivo pod utjecajem epigenetickih deregulacija genske ekspresije.

Iz svega navedenog proizlazi da je animalni model eksperimentalnog teratokarcinoma misa
pogodan za potrebe istraZivanja razvoja teratokarcinoma ¢ovjeka na molekularnoj razini, te da je

njegova upotreba u znanstvenim istrazivanjima opravdana.
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