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1. Uvod
1.1. Sjemenik

Sjemenik je muski parni, spolni organ smjesten unutar kozne vrecice (mosnje). Ovalnog je oblika,
a sastavljen je od brojnih sjemenih kanali¢a. Oko lumena sjemenih kanali¢a nalaze se radijalno
slozene stanice u nekoliko slojeva. Uz bazalnu membranu se nalaze stanice spermatogonije iz
kojih nastaju primarne spermatocite, a iz njih prvom mejotickom diobom nastaju sekundarne
spermatocite. Sekundarne spermatocite u drugoj mejotiCkoj diobi daju &etiri spermatide koje
prolaze kroz daljnje promjene da bi na kraju nastali spermiji. Navedene stanice su sloZzene u nizu
prema lumenu kanali¢a tako da spermiji zavrSavaju u lumenu kao krajnje diferencirane stanice.
Tijekom diferencijacije stanica u spermatogenetskoj liniji, vazna je njihova raspodjela, hranjenje
te odrzavanje mikrookolisnih uvjeta za uspjednu spermatogenezu. Ovakav okoli§ omogucuju
Sertolijeve stanice, jedine somatske stanice unutar sjemenih kanali¢a (Setchell i sur., 2003; Shalet
S. M., 2009). Na histolodkim preparatima se uoavaju kao velike, stupaste stanice s nepravilnom
jezgrom (https://histologyguide.com/slideview/MHS-204-testis-and-epididymis/19-slide-
1.html?x=29542&y=54010&z=50.0&page=2). Sjemenik je i spolna zlijjezda u kojoj se hormoni
proizvode u Sertolijevim i Leydigovim stanicama. Intersticijske Leydigove stanice proizvode
steroidne hormone, a posebno je vazan muski spolni hormon testosteron (Setchell i sur., 2003;
Shalet S. M., 2009). Leydigove stanice se pod mikroskopom mogu uoditi u nakupinama od 5 do
30 velikih stanica S okruglom jezgrom i eozinofilnom citoplazmom
(https://histologyguide.com/slideview/MHS-204-testis-and-epididymis/19-slide-

1.html?x=29542&y=54010&z=50.0&page=2). Mikroskopski prikaz histoloSkog preparata tkiva

sjemenika obojanog hematoksilin-eozin metodom (HE) je prikazan na Slici 1.
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kanali¢a i intersticija. Spermatogonije se nalaze uz bazalnu membranu sjemenog kanali¢a, a
njihovom diobom nastaju spermatocite smjestene blize lumenu kanali¢a. Mejotickom diobom iz
primarnih nastaju sekundarne spermatocite iz kojih nastaju spermatide. Sertolijeve stanice se
uoCavaju kao stupaste stanice obi¢no izmedu sloja spermatogonija i spermatocita. U lumenu
sjemenog kanali¢a su vidljivi spermiji. Leydigove stanice se nalaze u podrucju izmedu sjemenih
kanali¢a tj. intersticiju (HE, x20). Preuzeto [ prilagodeno iz
https://histologyguide.com/slideview/MHS-204-testis-and-epididymis/19-slide-
1.html?x=29542&y=54010&z=50.0&page=2.

1.2. Tumori

Tumori ili neoplazije su novonastale tvorevine koje karakterizira neprestana mitotiCka aktivnost i
odgodena apoptoza uz Cest poremecaj diferencijacije stanica. Monoklonalnog su porijekla sto
znaci da nastaju iz jedne, inicijacijske stanice. Inicijacijska stanica tumora moze biti bilo koja
stanica u tijelu, zbog €ega postoji vise od stotinu vrsta tumora, a razlikuju se po morfoloSkim i
funkcionalnim karakteristikama te odgovoru na lije€¢enje. Kada dode do nakupljanja poremecaja u
proliferaciji i diferencijaciji stanice te regulaciji stani¢ne smrti, dolazi do nastanka tumora kao

bolesti (Cooper i Hausman, 2010; Grimm i sur., 2020). Nekoliko je osobina tumorskih stanica po
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kojima se razlikuju od normalnih stanica. Tumorske stanice karakterizira gubitak kontaktne
inhibicije zbog ¢ega one ne odgovaraju na signale za prestanak proliferacije te prerastaju druge
stanice s kojima su u dodiru €ineéi tako neuredne nakupine. Nadalje, tumorske stanice nisu ovisne
o normalnoj koli¢ini faktora rasta iz normalnih uvjeta, ve¢ ¢esto same proizvode visak faktora na
koje odgovaraju neprestanom stanicnom diobom. Brzi nastanak neuredne nakupine tumorskih
stanica pospjesen je i izostankom apoptoze tj. programirane stani¢ne smrti, zbog ¢ega tumorske
stanice preZivljavaju dulje od normalnih stanica, ¢ak i kada su nakupile brojne mutacije u svojem
genetickom materijalu. Nakupljanje genetickih mutacija dalje doprinosi razvoju sposobnosti
metastaziranja u udaljena tkiva. Tumorske stanice luce tvari koje potiCu nastanak novih krvnih Zila
(angiogenezu) putem kojih prvenstveno primaju hranjive tvari i kisik, a na kraju im omoguéavaju
metastaziranje u udaljenije organe. Jo$ jedna vaZna osobina tumorskih stanica je izostanak
normalne diferencijacije stanica, 5to je onda usko povezano s neprestanom proliferacijom (Cooper
i Hausman, 2010).

Zbog kompleksnosti samog procesa nastanka tumora, tesko je govoriti 0 samo jednom uzroku
ve¢ o mnogim cCimbenicima koji poveéavaju vjerojatnost za nastanak tumora. Karcinogeni
¢imbenici mogu biti razlicite kemikalije, zra€enja, virusi, pa ¢ak i hormoni. Poznato je da brojni
kemijski spojevi u cigaretama povecavaju vjerojatnost za nastanak raka pluéa i ostalih organa
diSnog sustava. Sundevo ultraljubi¢asto zragenje uzrokuje nastanak raka koze, a humani
papiloma virus povezuje se s nastankom raka grlica maternice. Od hormonskih karcinogena su
poznati estrogeni koji povecavaju vjerojatnost za razvoj raka maternice (Cooper i Hausman, 2010;
Grimm i sur., 2020). Karcinogeni uzrokuju oStecenja i pojavu mutacija u genetickom materijalu ili
mijenjaju epigenetiCke mehanizme u stanici. Tumori se mogu podijeliti na benigne (dobrocudne) i
maligne (zlo¢udne). Benigni tumori ostaju lokalizirani na mjestu nastanka, nisu invazivni na
susjedna tkiva i lako ih se lijeCi kirurSkim odstranjivanjem. S druge strane, maligni tumori su vrlo
agresivni, infiltriraju okolna tkiva i Sire se po organizmu u vidu udaljenih metastaza putem krvi ili
limfnog sustava. Njihovo lijeCenje stoga zahtijeva vise od samog kirur§kog odstranjivanja izvorne
novotvorevine, a to je radio ili kemoterapija (Cooper i Hausman, 2010). Prema podacima Svjetske
zdravstvene organizacije, u 2020. godini je od neke vrste raka umrlo 9.958.133 ljudi, a najvise
smrtnih slu¢ajeva bilo je kod oboljelih od raka pluc¢a (18 %), zatim od raka debelog crijeva i rektuma
(9,4 %), jetre (8,3 %), zeludca (7,7 %) te od raka dojke (6,9 %). U Hrvatskoj je iste godine od neke
vrste raka umrlo 14.326 osoba. Rak pluéa i debelog crijeva su takoder dva najéeS¢a uzroka smrti
u okviru neoplasti¢nih bolesti s udjelima 20,8 % i 10,7 %. Slijede rak dojke (5,8 %) i rak prostate
(5,7 %; https://gco.iarc.fritoday/home).



https://gco.iarc.fr/today/home

1.3. Tumori sjemenika

Tumori sjemenika su vrlo rijetki u opcoj populaciji, no najéeséi su tumori koji pogadaju muskarce
u dobi od 15 do 45 godina, zbog &ega je njihovo lije€enje od iznimne zdravstvene, ali i
socioekonomske vaznosti (Krasi¢ i sur., 2020). U zadnjih 20 godina se biljeZi porast od 70 % u
broju novih slu¢ajeva (Buljubasic¢ i sur., 2018; Looijenga i sur., 2014). Smatra se da su rodenje u
prijevremenom terminu, manja masa novorodenceta, rodenje blizanaca, kriptorhidizam i
preponska kila neki od faktora prema kojima se potencijalno moze odrediti rizik od razvoja tumora
sjemenika (Looijenga i sur., 2014). U tumore sjemenika ubrajaju se tumori zametnih stanica
sjemenika i drugi tumori koji zahvacéaju intersticijske Leydigove stanice i potporne Sertolijeve
stanice, te limfomi, hematopoetski tumor i metastatski tumori iz druge primarne novotvorine
(najCesce prostate; Ledo i sur., 2019; Marko i sur., 2017; Smith, 2018). Ovi tumori sjemenika koji
nemaju porijeklo od zametnih stanica pojavljuju se u do 10 % slu€ajeva, imaju manji potencijal da
postanu maligni i uspjesno se lije€e orhiektomijom (Marko i sur., 2017; Smith, 2018). Neki od
njihovih simptoma su pojaCavanje muskih ili Zenskih karakteristika kod predpubertetskih dje¢aka,
a kod odraslih su to impotencija i feminizacija (Smith i sur., 2018). Dakle, 90 % tumora sjemenika
se razvija iz primarnih stanica sjemenika tj. zametnih stanica (Reilley i Pagliaro, 2015). Dijele se
u tri skupine, od kojih 95 % otpada na skupinu koja pogada muskarce u najreproduktivnijoj Zivotnoj
dobi te predstavlja veliki izazov i zanimanje za provodenjem novih istrazivanja u svrhu dodatnog
razumijevanja nastanka i pona$anja tumora sjemenika, kao i razvojem dijagnostic¢kih metoda radi

Sto ranijeg otkrivanja i uspjesnijeg lije€enja.

1.4. Tumori zametnih stanica sjemenika

Tumori zametnih stanica sjemenika odrasle dobi (engl. testicular germ cell tumor, TGCT)
dijagnosticiraju se u oko 85 % svih slu¢ajeva tumora sjemenika, sto ih ¢ini naj¢eséim oblikom
tumora sjemenika muske populacije (Buljubasi¢ i sur.,2018; Ledo i sur., 2019; Krasi¢ i sur., 2020).
Dokazana je veca ucestalost novih slu¢ajeva TGCT-a u obiteljima s ve¢ zabiljezenim slu€ajevima
iz Cega se moze zakljuditi da je nasljedni faktor jedan od glavnih rizika. Osim nasljednih faktora,
pokazalo se da kriptorhidizam (i nakon obavljene orhidopeksije), disgeneza gonada (najCeSce u
osoba s Downovim sindromom), neplodnost i mikrolitijaza, kao i okolidni €imbenici tijekom
trudnocée (odredeni lijekovi i hormoni) i tijekom Zivota (puSenje, izloZzenost razli€itim kemijskim
karcinogenima) povecéavaju vjerojatnost za razvoj TGCT-a (Buljubasic i sur., 2018; Marko i sur.,
2017). Smatra se da se u sjemenim kanali¢ima odraslih muSkaraca TGCT razvija iz zaostale i

nezrele fetalne zametne stanice, uz iznimku kod spermatocitnog tumora. Ta stanica mora biti
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mitotiCki aktivna (BuljubaSi¢ i sur., 2018). S obzirom na to da spermatozoidi i spermatide ne
proliferiraju, inicijacijska stanica TGCT-a bi trebala biti njihova preteca tj. primordijalna zametna
stanica (engl. primordial germ cell, PGC; Buljubasi¢ i sur., 2018; de Jong i sur., 2008; Jostes i
sur., 2020; Looijenga i sur., 2014; Martinelli i sur., 2017). PGC-e nastaju iz pluripotentnih
embrionalnih mati¢nih stanica epiblasta i predstavljaju prete€u zametnih stanica. Njihovo prisustvo
se moze zabiljeziti u ljudskom zametku nakon 5-6 tjedana trudnoce. Iz epiblasta migriraju do
gonadalnog grebena tj. preteCe spolnih Zlijezda i postaju gonocite. Gonocite su nediferencirane
zametne stanice i kao takve prolaze kroz epigeneticke promjene u metilaciji DNA i modifikaciji
histona. Promjene u metilaciji DNA su potrebne da bi se gonocite razvile u jedan od dva tipa
diferenciranih zametnih stanica s obzirom na spol djeteta - spermatogonije u dje¢aka ili oogonije
u djevojcica. Tijekom procesa ponovnog metiliranja DNA vjerojatno dolazi do utiSavanja ili
ekspresije odredenih gena kao Sto su npr. OCT4 i NANOG. Produkti navedena dva gena su
poznati zametni transkripcijski faktori &ija povecana koli¢ina potiCe proliferaciju stanica, odgada
apoptozu i tako utjeCe na nakupljanje mutacija u gonocitama. U tom trenutku dolazi do
zaustavljanja diferencijacije gonocite kao rezultat kombinacije genetske predispozicije, okoliSnih
¢imbenika i promjene mikrookoli§a zbog poremecene funkcije Sertolijevih ili Leydigovih stanica
(Buljubasi¢ i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017). Takva transformirana gonocita postaje stanica
iz koje Ce se razviti neoplazija zametnih stanica in situ (engl. germ cell neoplasia in situ, GCNIS;
Buljubasi¢ i sur., 2018). GCNIS je naziv za patogenetsko tkivo koje se smatra preteCom TGCT-a
u odraslih (Buljubasi¢ i sur., 2018; Moch i sur., 2016). Shematski prikaz nastanka GCNIS-a je

prikazan na Slici 2.
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Slika 2. Shematski prikaz (A) normalne diferencijacije primordijalne zametne stanice (PGC) u
stanice spermatogonije iz kojih nizom mitoti¢kih i mejoti¢kih dioba nastaju spermiji i (B) nastanka
neoplazije zametnih stanica in situ (GCNIS-a) iz gonocite blokirane u razvoju. Preuzeto i
prilagodeno iz Goto i sur., 2010.

Cinjenica da se TGCT pojavljue u mladih muskaraca vjerojatno je posliedica porasta
koncentracije hormona tijekom puberteta Sto potiCe malignu proliferaciju do tada neaktivnih
transformiranih gonocita (Buljubasi¢ i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017). Osim poremecaja u
epigenetickim mehanizmima, koji se smatraju najzasluzniji za nastanak TGCT-a, ove tumore
sjemenika karakterizira genska mutacija KIT protoonkogena na 4g11-q12 kromosomu. KIT kao
faktor rasta zametnih stanica ima klju€nu ulogu u proliferaciji, migraciji i preZivljavanju zametnih
stanica. Eksprimira se kao receptor tirozin kinaze, a fosforilira se vezanjem za protein ligand
KITLG kojeg eksprimiraju Sertolijeve stanice (Buljubasic¢ i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017).
Sertolijeve stanice utjeCu na diferencijaciju gonocita u spermatogonije stvarajuci za to povoljan
mikrookoliS. Njegova ekspresija je uofena u TGCT-ima, a slabo se eksprimira u
spermatogonijama (Buljubasi¢ i sur., 2018). lako se vecina razvija iz iste inicijacijske stanice,

TGCT-i se dijele u nekoliko patolo$ki jedinstvenih podtipova (Reilley i Pagliaro, 2015).



1.5. Podjela i karakteristike tumora zametnih stanica sjemenika

Tumori zametnih stanica sjemenika su se prije WHO Kklasifikacije iz 2016. dijelili na temelju
morfologije, i to na one koji sadrZzavaju jedan histoloSki oblik i one s vide razli€itih histolo3kih oblika.
Takva podjela je uzrokovala loSu i nepreciznu dijagnostiku jer postoji velika razlika u patogenezi
morfoloski gotovo jednakih TGCT-a. Nova podjela TGCT-a temelji se na tumorima koji su se razvili
iz GCNIS-a i onima kaji se nisu razvili iz GCNIS-a (Marko i sur., 2017; Moch i sur., 2016). Tumori
koji su se razviliiz GCNIS-a se kao vrlo heterogena skupina neoplazija ugrubo dijele na seminome
(SE) i neseminome (NS; Buljubasi¢ i sur., 2018; Jostes i sur., 2020; Martinelli i sur., 2017; Raos
i sur., 2020). Seminom je homogeno tkivo jednog histoloSkog tipa kojeg definira nakupina
nediferenciranih stanica, dok se neseminomi mogu podijeliti na Cetiri podtipa: embrionalni
karcinom (engl. embryonal carcinoma, EC), tumor zumanj¢ane vrece (engl. yolk sac tumor, YST),
teratom (engl. teratoma, TE) i koriokarcinom (engl. choriocarcinoma, CH). Neseminomi nerijetko
istovremeno mogu sadrzavati razliCite histoloske oblike, medu kojima i seminom, zbog €ega se
govori o mijeSanom tumoru zametnih stanica (engl. mixed germ cell tumors, MGCT; Martinelli i
sur., 2017; Raos i sur., 2020; Reilley i Pagliaro, 2015).

SE Ce se razviti u slu€aju da GCNIS zadrZi svoj fenotip i njegove stanice se po¢nu dijeliti poput
spermatogonija ili fetalnih spermatocita, dok ¢e EC nastati iz stanica GCNIS-a koje se
transformiraju u zametne stanice. EC se kao nakupina totipotentnih stanica mozZe dalje razviti u
YST, CH ili TE (Buljubasi¢ i sur., 2018). Poremecena spermatogeneza, skupljanje sjemenih
kanali¢a, peritubularna skleroza, nezrele Sertolijeve stanice, pro$irenje intersticija, hijalinizacija
kanalica i mikrolitijaza su prepoznatljive morfoloSke znacCajke koje su zajedni¢ke TGCT-ima
razvijenima iz GCNIS-a (Moch i sur., 2016). Kao jedna molekularna zajednicka karakteristika,
uoCena u oko 80 % sluCajeva SE i NS, je prisustvo izokromosoma 12p koji ima amplificiran
geneticki materijal na kracem kraku kromosoma 12 (Buljubasi¢ i sur., 2018; Marko i sur., 2017;
Moch i sur., 2016).

TGCT-i koji potje€u iz GCNIS-a (postpubertalni) su SE postpubertalnog tipa, TE postpubertalnog
tipa, YST postpubertalnog tipa, EC i TE postpubertalnog tipa. S druge strane, TGCT-i koji nemaju
porijeklo iz GCNIS-a (prepubertalni) su TE prepubertalnog tipa, YST prepubertalnog tipa te
mijeSani YST i TE prepubertalnog tipa koji se javljaju u pedijatrijskin dje€aka, ali i spermatocitni
tumor koji se javlja u muskaraca u gerijatrijskoj dobi. TGCT-i koji nisu porijeklom iz GCNIS-a se
razlikuju od tumora porijeklom iz GCNIS-a po tome Sto nemaju izokromosom 12p. Nadalje, iako
nema izokromosom 12p, spermatocitni tumor sadrzava amplifikaciju na kromosomu 9, a tumor

Zzumanjéane vrece prepubertalnog tipa sadrzava ponaviljanje i gubitak odredenih dijelova
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kromosoma koje ne pokazuju istoimeni tumor postpubertalnog tipa razvijeni iz GCNIS-a. Utvrdeno
je da su tumori prepubertalnog tipa benigni i manje agresivni od istoimenih tumora
postpubertalnog tipa (Marko i sur., 2017; Moch i sur., 2016). Istrazivanja su pokazala da kod
pedijatrijskih djeCaka maligne promjene uzrokuju promjene u epigeneti¢kim faktorima. Tako su u
jednom pokusu dijelovi epiblasta embrija miSa, iz kojeg se razvijaju PGC, ubaceni u
nekompatibilne in vivo uvjete §to je rezultiralo razvojem TE i teratokarcinoma (Buljubasi¢ i sur.,
2018).

1.5.1. Neoplazija zametnih stanica in situ (GCNIS)

Stanice GCNIS-a morfolo$ki su slicne fetalnim zametnim stanicama. U poCetku se mogu uoditi
kao najéeSée jedan sloj stanica iznad uobiajeno zadebljale bazalne membrane
spermatogenetske linije unutar sjemenih kanali¢a u kojima je spermatogeneza zaustavljena. Te
stanice izgledaju kao uvec¢ane zametne stanice s velikom, izobli€enom jezgrom unutar koje je
povecana jezgrica i skupljeni kromatin te prevladavajuc¢om, bistrom citoplazmom. Nekoliko slojeva
stanica GCNIS-a pojavljuje se u slu¢ajevima uznapredovale bolesti, a stanice mogu biti prisutne i
u lumenu kanali¢éa. GCNIS se moze pagetoidno Siriti kroz bazalnu membranu u kanali¢e s
aktivnom spermatogenezom i u rete testis. HistoloSkim bojanjem HE metodom moguce je
prepoznati stanice GCNIS-a na temelju opisanih karakteristika (Slika 3.; Khani i Robinson, 2017).
Daljnjim ispitivanjem imunohistokemijskom metodom se GCNIS potvrduje pozitivnom reakcijom
na OCT4, c-KIT i placentalnu alkalnu fosfatazu (engl. placental alkaline phosphatase, PLAP), $to
ne pokazuju normalne spermatogonije, ali pokazuju embrionske zametne stanice i SE (Buljubasi¢
i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017). Pokazalo se da stanice GCNIS-a sintetiziraju proteine koji
pospjesuju demetilaciju DNA, a isti proteini su prisutni u manjim koli¢inama i u fetalnim zametnim
stanicama. Takoder sintetiziraju proteine transkripcijske faktore koji odrzavaju pluripotentnost
embrionskih mati¢nih stanica: POUSF1 (OCT4), NANOG, DPPAA4, KIT, TIA-2, GDF3, MYCL1 i
TFAP2C (Buljubasic i sur., 2018).
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Slika 3. Mikroskopski prikaz histoloSkog preparata sjemenika Covieka na kojem je vidljiva
neoplazija zametnih stanica in situ. Javlja se u obliku jednog sloja stanica koje izgledaju poput
uvecanih zametnih stanica ili u vise slojeva s napretkom bolesti. Jezgra je velika i izobliCena, a
unutar nje povecana jezgrica i skupljeni kromatin. U stanicama je citoplazma predvadavajuca i
bistra. Spermatogeneza je poremeéena, a lumen kanali¢a je suzen (HE, x400). Preuzeto iz Khani
i Robinson, 2017.

Razvoj malignih oblika TGCT-a iz GCNIS-a pospjeduje nakupljanje genetskih promjena u
stanicama, a posebno je kljuéan nastanak izokromosoma 12p. Na kraéem kraku tog
izokromosoma se nalazi nekoliko umnozenih gena koji odrzavaju pluripotentnost stanica
(STELLAR, EDR1 i GDF3), poti¢u proliferaciju (KRAS i CCND2) i odgadaju apoptozu (BCAT1,
DADR i EKI) zbog €ega su zasluzni za maligne promjene. Razvoju NS iz GCNIS-a i razvoju SE
transformacijom stanica embrionalnog karcinoma pridonosi reprogramiranje gena, kao i
epigenetiCke promjene (Khani i Robinson, 2017). Vjeruje se da su geni za odrzavanje
pluripotencije povezani s hipometilacijom DNA. Globalna hipometilacija DNA je osobina fetalnih
zametnih stanica koja se nakon rodenja mijenja u globalnu hipermetilaciju u muskim zametnim
stanicama. GCNIS i SE opcenito imaju generalnu hipometilaciju DNA s transkripcijski aktivnim
eukromatinom. Pretpostavlja se da iz blokiranih PGC-a nastaju stanice GCNIS-a koje prolaze
globalnu demetilaciju DNA nakon Cega se razvija SE. S druge strane, NS vjerojatno nastaju iz
GCNIS-a nakon §to je doslo do metiliranja DNA de novo. Tu pretpostavku potvrduje Cinjenica da
nediferencirani SE, GCNIS i gonadoblastom sadrzavaju hipometiliranu DNA, dok diferencirani TE,
YST i CH imaju hipermetiliranu DNA (Buljubasi¢ i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017). Zanimljivo
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je da diferencirani tumori ne sintetiziraju proteine koje kodira gen OCT4 (BuljubaSi¢ i sur., 2018).
Srednji stupanj metiliranosti DNA pokazuje EC. Nasljedni TGCT pokazuje smanjen stupanj
metilacije DNA na promotorskoj regiji KITLG u blokiranim PGC. Spermatogonija sintetizira KIT
protein u malim koli¢inama, dok je njegova sinteza poveéana u stanicama GCNIS-a, SE i nekim
NS. Globalna metilacija DNA je manja u GCNIS-u sjemenika odraslih od one u normalnim

spermatogonijama (Buljubasi¢ i sur., 2018; Khani i Robinson, 2017).

U djece s poremecajem u spolnom razvoju je potrebno provjeriti lokalizaciju i koli€inu proteina
OCT4 u tkivu te kvantificirati atipicne zametne stanice kako bi se razlikovali GCNIS s malignim
potencijalom od zametnih stanica sa zaka$njelim sazrijevanjem bez rizika od razvoja agresivnih

neoplazija (Buljubasi¢ i sur., 2018).

1.5.2. Seminom

SE je najCes¢i oblik TGCT-a porijeklom iz GCNIS-a. U 95 % slu€ajeva se pojavljuje kao klasi¢ni
SE kod muskaraca u dobi od 30 do 40 godina, a u 5 % slu€ajeva se radi o spermatocitnom SE,
najéesce u muskaraca starijin od 50 godina. Metastatski potencijal mu je relativno mali i dobro
reagira na terapiju zraCenjem ili kemoterapiju zbog €ega ima visoku stopu izljeCenja ¢ak i u
uznapredovaloj bolesti (Buljubasi¢ i sur., 2018; Marko i sur., 2017; Smith, 2018). Karakterizira ga
homogena nakupina neoplasti¢nih gonocita vidljiva na prerezima tkiva obojenima histoloSkom
metodom bojanja HE (BuljubaSic¢ i sur., 2018; Cao i Humphrey, 2011; Carver i sur., 2007). Na
histoloSkim nalazima se mogu uociti kao dobro prokrvljeni homogeni reznji¢i stanica unutar
vlaknaste septe. Ponekad se u septi mogu uoiti limfociti. Stanice SE su jednoli¢ne s uve¢anom
jezgrom i istaknutom jezgricom te bistrom do blijedom bazi¢nom citoplazmom, kao i kod GCNIS-
a (Slika 4.). Vrlo Cesto se moze javiti intertubularni SE kojeg karakteriziraju neoplasti¢ne stanice
u intersticiju sjemenika na mjestima udaljenim od primarne novotvorine. On se povezuje s GCNIS-
om, ukazuje na Sirenje bolesti u rete testis i 108 klini¢ki ishod (Marko i sur., 2017). Njegovo
prisustvo ponekad uzrokuje poviSenje koncentracije biomarkera beta humanog korionskog
gonadotropina (engl. beta human chorionic gonadotropin, B-hCG) i laktat dehidrogenaze (engl.

lactate dehydrogenase, LDH), no koncentracija alfa-fetoproteina (engl. alpha-fetoprotein, AFP) je
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u normalnim rasponima vrijednosti. U slu€aju kada je poviSena koncentracija AFP-a, treba

sumnjati na prisutnost nekog neprimjec¢enog oblika NS (Marko i sur., 2017).
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Slika 4. HistoloSke znacCajke seminoma u tkivu sjemenika Covjeka. Karakteriziraju ga dobro

Na )

prokrvljeni reznji¢i odvojeni od ostatka tkiva vlaknastom septom (—). Unutar reznji¢a je homogena
nakupina stanica s uve¢anom jezgrom i istaknutom jezgricom te bistrom do blijedom baziChom

citoplazmom (*;HE, nepoznato povecéanje). Preuzeto i prilagodeno iz Marko i sur., 2017.

1.5.3. Neseminomi

NS su heterogena skupina takoder porijeklom iz GCNIS-a koja se mozZe pojaviti u jednom
histoloSkom obliku ili moze sadrzavati viSe razli€itih histoloskih oblika uz ¢eS¢e kalcifikacije i ciste
nego SE (Buljubasi¢ i sur., 2018; Marko i sur., 2017; Smith, 2018). Vec¢inom se pojavljuju u
muskaraca mladih od 30 godina Zivota Sto je jedno desetljece ranije nego SE (Marko i sur., 2017).
Podtipovi NS se uo€avaju na prerezima tkiva obojanima histoloSkom HE metodom bojanja, a
toCna dijagnoza se dobiva analizom imunohistokemijskih i serumskih biomarkera (Cao i
Humphrey, 2011; Carver i sur., 2007). Agresivniji su od SE (Smith, 2018). Karakterizira ih
povisena koncentracija B-hCG (Marko i sur., 2017). Zbog razli€ite prirode i ponasanja svakog
podtipa NS, razlikuju se postupci lije€enja koji ¢e biti opisani u nastavku. Treba spomenuti da se
mijeSani tumor zametnih stanica (MGCT) tretira kao NS (Slika 5.; Mahesh i sur., 2018; Smith,
2018).
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Slika 5. Mikroskopski prikaz histoloskog preparata sjemenika ¢ovjeka u kojem je prisutan mijeSani

tumor zametnih stanica koji u sebi sadrzava viSe razli¢itih podtipova tumora zametnih stanica

sjemenika (HE, x200). Preuzeto iz Cheng i sur., 2017.

1.5.4. Embrionalni karcinom

EC se javlja u 20 % slu€ajeva tumora sjemenika i najces¢i je oblik NS s 87 % slu€ajeva (Buljubasi¢
i sur., 2018; Mahesh i sur., 2018). Nakon SE, drugi je naj¢es¢i oblik TGCT-a koji se pojavljuje u
Cistoj formi (Dowling i sur., 2018). Predstavlja nakupinu pluripotentnih stanica koje dijele brojne
morfoloSke i biokemijske zna€ajke s embrionalnim mati¢nim stanicama, zbog ¢ega se stanice EC-
a smatraju njihovim malignim varijantama (BuljubaSic i sur., 2018). Morfolo$ki se pojavljuje u vise
razli¢itih oblika s obzirom na to da ima sposobnost razvoja u druge patoloSke varijante TGCT-a.
Cesto se u tkivu javljaju podrugja nekroze i krvarenja (Slika 6.; Cheng i sur., 2017). Stanice EC
imaju gotovo jednaku gensku ekspresiju kao embrionalne mati¢ne stanice, posebno gena za
odrzavanije pluripotencije (LIN28, NANOG, OCT4, GDF3, DNMT3B, TDGF1, SOX2). EC odrzava
svoju nediferenciranost aktivacijom pluripotentnih gena putem SOX2/0CT4 meduodnosa (Jostes
i sur., 2020). Dominacija EC-a u uzorku neoplazije predstavlja visok rizik i sumnju na postojanje
metastaza te navjeSta da ¢e se tumor vratiti nakon lije¢enja (Dowling i sur., 2018; Smith, 2018).

Ponekad se zabunom klasificira kao YST zbog njihove morfoloSke sli¢nosti (Nonaka, 2009).
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Slika 6. Mikroskopski prikaz histoloékog preparata sjemenika €ovjeka u kojem je prisutan
embrionalni karcinom (EC). EC se pojavljuje u obliku nakupina pluripotentnih stanica koje se
smatraju malignim embrionalnim mati¢nim stanicama. MorfoloSki se pojavljuje u viSe razliitih
oblika s obzirom na to da ima sposobnost razvoja u druge patoloske varijante TGCT-a. Cesto se

u tkivu javljaju podrucja nekroze i krvarenja (HE, x200). Preuzeto iz Cheng i sur., 2017.

1.5.5. Tumor Zumanjcane vrece

Po ucestalosti je vode¢i TGCT u djeCaka mladih od 10 godina i naziva se YST predpubertalnog
tipa te nije porijeklom iz GCNIS-a. Kao takav se javlja u €istom histoloSkom obliku, dok je kod
starijih muSkaraca ve¢inom dio MGCT-a i razvija se iz GCNIS-a (Moch i sur., 2016; Smith, 2018).
Pojavljuje se u razli€itim morfoloSkim oblicima, a ponekad se zbog sli¢nosti njegov Cvrsti dio
zabunom klasificira kao SE ili EC (Nonaka, 2009). Neobi¢na je i zanimljiva karakteristika YST-a,
ali i CH-a, ta da sadrzava izvanembrionalna tkiva (Buljuba$i¢ i sur., 2018). Stanice YST-a mogu
tvoriti najvise razli¢itih formacija od svih TGCT-a (Slika 7.). Zbog navedenog, to¢na dijagnoza se
dobiva analizom imunohistokemijskih i serumskih biomarkera. U viSe od 90 % sluajeva uocena
je poviSena koncentracija AFP-a u serumu (Cao i Humphrey, 2011; Carver i sur., 2007). Prije su
se uz AFP kao biomarkeri koristili i PLAP i glipikan 3 (engl. glypican-3, GPC3), no sva tri proteina
ne pokazuju dovoljnu osjetljivost i specificnost, pogotovo u slucajevima kada je tumor prisutan u
izvangonadalnim podrucjima. RjeSenje za navedeni problem je odredivanje koliCine proteina

SALL4 koji u gotovo 90 % stanica YST-a pokazuje intenzivni jezgreni signal nakon provedene
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generiCki biomarker za tumore zametnih stanica, protein SALL4 se takoder moze Koristiti za

identifikaciju GCNIS-a, SE, EC, ranog TE, CH i spermatocithog tumora (Cao i Humphrey, 2011).
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Slika 7. Mikroskopski prikaz histoloSkog preparata sjemenika Covjeka s tumorom Zumanjcane
vrece (YST). YST se javlja u viSe razli€itih morfoloSkih oblika jer njegove stanice mogu tvoriti vise
razli€itih formacija. Nerijetko sadrzava tkiva izvanembrionalnog porijekla (HE, x40). Preuzeto iz
Tang i sur., 2013.

1.5.6. Teratom

Po uCestalosti je drugi oblik TGCT-a nakon YST-a koji se javlja u predpubertetskim djeCacima. TE
se kod djece javlja u Cistom histoloSkom obliku i benignog je karaktera, dok kod odraslih ima
sposobnost za agresivnim rastom, Sirenjem u druge organe i transformacijom u NS, sarkom,
karcinom ploc€astih stanica, adenokarcinome, karcinoidne tumore ili primitivne neuroektodermalne
tumore zbog €ega je prilicno nepredvidiv njegov ishod. Dijelovi TE nastaju iz sva tri zametna listica
Sto znacCi da je moguce uociti razli¢ite tipove somatskog tkiva u razliitim stadijima diferencijacije
i sazrijevanja (Buljubasic¢ i sur., 2018; Carver i sur., 2007; Green, 2021). Kao tkivo se opisuje kao
Cvrsta masa s Cvori¢ima i cistama koje mogu biti ispunjene prozirnom seroznom ili sluzavom
tekuc¢inom i keratinoznim tvorevinama. Ciste nisu uobi¢ajene kod djece s drugim oblicima TGCT-
a koji su &vrste strukture. Cvrsti dijelovi TE mogu sadrzavati sivo-bijele kvrzice u kojima je
hrskavica. Podru¢ja uglavnom ¢&vrstog, neodraslog tkiva izgledaju hemoragi¢no ili nekroti¢no
(Carver i sur., 2007). Nepotpuno diferencirano embrionalno tkivo karakteristiéno je za nezreli TE
(Green, 2021). Pod mikroskopom se moze uociti da zrelo tkivo sadrzava tkivo ektodermalnog

porijekla u obliku glija stanica ili ploastog epitela sa ili bez prisutnih cista i keratinizacija. UoCene
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strukture mezodermalnog porijekla su misi¢, hrskavica, kost, fibrozno i masno tkivo. Zlijezdano
tkivo jetre, prostate i Stitnjace te Zlijezdani epitel diSnog ili probavnog sustava prisutne u TE
predstavljaju strukture nastale iz endoderma. Osim tkiva, zabiljezeni su pokusaji formiranja organa
u obliku glatkih miSi¢a koji okruzuju Zlijezde morfoloSki slicne onima u diSnom ili probavnom
sustavu (Carver i sur., 2007). Rijetko je mogucée uoCiti i tkivo koje sadrzava melanin ili dlaku
(Carveri sur., 2007; Green, 2021). HistoloSke karakteristike TE su prikazane na Slici 8. Serumski
biomarkeri se mogu koristiti jedino u svrhu razlikovanja TE i drugih TGCT-a, a ne za dokazivanje
prisustva TE jer TE ne uzrokuje povecanje koncentracije serumskih biomarkera (Carver i sur.,
2007). TE postpubertalnog tipa, zbog sklonosti invazivhom Sirenju u druge susjedne organe i
metastaziranju, se lije€i kirurSkim odstranjivanjem jer je otporan na kemo i radioterapiju, te zbog
toga nije iskljuteno da ¢e se bolest vratiti (Carver i sur., 2007; Moch i sur., 2016; Smith i sur.,
2018). Metastatski zreli teratom (engl. metastatic mature teratoma, MMT) u retroperitoneumu se
pojavljuje u 35-40 % slu¢ajeva nakon kemoterapije, no nije znak da je lijecenje bilo bezuspjesno.
On vjerojatno nastaje zbog otpornosti na radio i kemoterapiju kojom se lije€i primarni tumor ili
dediferencijacijom malignih stanica u zreli TE. Nove mase u 10-15 % slu€ajeva imaju prisutnu
malignu promjenu, dok su u 40-50 % prisutne samo nekroze/fibroze. Lijeci se iskljucivo
orhiektomijom nakon koje se bolest moZe vratiti ako nije dobro napravljena, ali vjerojatnost

izlje€enja je velika. U slu¢ajevima s MMT prisutan je i TE u primarnom tumoru (Green, 2021).
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Slika 8. HistoloSke karakteristike teratoma (TE). Karakterizira ga pojava razli¢itog somatskog tkiva
porijeklom iz sva tri zametna listica u razli¢itim stadijima diferencijacije. Nezreli TE sadrzavaju
nepotpuno diferencirano embrionalno tkivo. U zrelim TE je moguce uo€iti hrskavicu (*), miSicno

tkivo (X) i masno tkivo (—; HE). Preuzeto i prilagodeno iz Carver i sur., 2007.

1.5.7. Koriokarcinom

CH je jedinstven i najagresivniji podtip NS-a €ija prisutnost nosi najgore prognoze od svih TGCT-
a zbog svog ranog metastatskog Sirenja, otpornosti na radikalne metode lijeCenja i sposobnosti
vra¢anja u teSkom obliku. Cak i kada ¢&ini mali dio MGCT-a, nije rijetkost da muskarci s prvom
dijagnozom ve¢ imaju metastaze u plu¢ima i mozgu (Reilley i Pagliaro, 2015; Smith, 2018).
Uglavnom se pojavljuje u muskaraca starosti 25-30 godina, u do 8 % slucajeva kao dio MGCT-a
i 0,6 % u obliku ¢istog CH. CH je sastavljen od stanica citotrofoblasta, koji sadrzava matiéne
stanice trofoblasta, srednjeg trofoblasta i sincitiotrofoblasta kojeg opisuju viSe diferencirane
stanice. Tijekom embrionalnog razvoja izvanembrionalno tkivo citotrofoblasta i sinciciotrofoblasta
omogucuje implantaciju i razvoj posteljice. Ove stanice lu€e hormon B-hCG kako bi odrzale Zuto
tijelo u jajniku koje proizvodi progesteron vazan za odgadanje ljuStenja maternice i nastavak
trudnoce. U slu€aju tumora, one formiraju za CH karakteristicne morfoloske oblike koji okruzuju
hemoragi¢na podru¢ja unutar tumorskog tkiva. Stanice sincitiotrofoblasta oblikuju razgranate
nakupine i prekrivaju stupaste strukture koje formiraju mononuklearni citotrofoblast i srednji

trofoblast (Slika 9.). Zbog svog trofoblastiCnog fenotipa, CH takoder luci veliku koli¢inu B-hCG-a,
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vecu nego SE. Imunohistokemijskom metodom se moZze odrediti stupanj razvijenosti trofoblasta
CH-a ispituju¢i meduodnos koli¢ine ljudskog posteljicnog laktogena (engl. human placental
lactogen, HPL) i proteina p63. Tkivo pozitivho na anti-p63, a negativnho na anti-HPL protutijelo
(p63+, HPL-) pripada citotrofoblastu, dok je obrnuta situacija (p63—, HPL+/-) s blagom pozitivnom
reakcijom na anti-HPL dokaz prisustva srednjeg trofoblasta. Klini¢ka slika sadrzava simptome
visoke razine hormona koje lu¢i sam tumor ili su posljedica metastatske bolesti. Muskarci ponekad
pate i od povecanja grudi (ginekomastije). PoviSene koncentracije B-hCG u serumu (> 50 000
mlU/mL), kratak dah, iskasljavanje krvi, bol u prsima i hipertiroidizam predstavljaju skup simptoma
karakteristiCan za pojavu nazvanu CH sindrom. Navedeni simptomi upozoravaju da su u tijelu
prisutne pluéne metastaze, metastaze u unutarnjim organima i krvarenja u tumoru. Glavobolje i
poremecaj u osjetilu vida su povezani uz intrakranijalne metastaze. Takav oblik bolesti vrlo brzo
moze izazvati smrt. |z svega navedenog se moze zakljuCiti da CH predstavlja veliki izazov u

ljeCenju inaCe uspjesno izljecCivihn TGCT-a (Reilley i Pagliaro, 2015).

w a3
o

Slika 9. HistoloSke karakteristike koriokarcinoma (CH). CH je sastavljen od stanica citotrofoblasta,
srednjeg trofoblasta i sincitiotrofoblasta. Stanice CH tvore karakteristi€ne morfoloSke oblike koji
okruzuju hemoragi¢na podrucja unutar tumorskog tkiva. Stanice citotrofoblasta su vidljive kao
blago ruzi¢aste stanice, dok su tamno obojane stanice s viSe jezgara iz sincitiotrofoblasta (HE,
x400). Preuzeto iz Cheng i sur., 2017.
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1.6. Epidemiologija i lijeCenje tumora zametnih stanica sjemenika

U svijetu je 2020. godine prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije novootkriveno 74
458 sluCajeva tumora sjemenika, a 9 334 muskaraca je preminulo. Najvise novootkrivenih je u
Europi (33,7 %), a zatim u Aziji (27,7 %), dok je smrtnost najveca u Aziji (42,8 %) te Latinskoj
Americi i Karibima (22,9 %). U Hrvatskoj je zabiljezeno 192 nova slucaja (0,74 % od ukupnog

broja novootkrivenih tumora), a preminulo je 14 muskaraca (https://gco.iarc.fr/today/home). Svaka

novootkrivena masa unutar mosnje se smatra tumorom sjemenika dok se ne dokaze suprotno
(Smith, 2018). Podaci govore da 50 % novih slu€ajeva €ini SE, 40 % NS, a 10% MGCT (Ezeh i
sur., 2005). Ukoliko se otkrije i po¢ne lijeciti dovoljno rano, TGCT je potpuno izlje€iv u 95 %
slucajeva (Buljubasi¢ i sur., 2018; Reilley i Pagliaro, 2015). lako se vec¢ina TGCT-a vrlo uspje$no
lije€e kirurskim zahvatom, moguca je potreba za dodatnim metodama lije¢enja kao sto su radio
i/ili kemoterapija. Te metode su s vremenom pokazale negativne nuspojave kao $to su neplodnost,
oStecenje srca i krvnih Zila, brojne metabolicke poremecaje, ali i pojavu sekundarnih tumora. Zbog
svega navedenog, javila se potreba za individualiziranim pristupom oboljelima, otkrivanjem
rizi€nih faktora i $to ranija i preciznija dijagnostika u svrhu $to uspjesnijeg lijeCenja kako bi se

ublazile ili potpuno uklonile negativhe nuspojave (Looijenga i sur., 2014).

Dijagnosticke slikovne metode koje se koriste za detekciju TGCT-a su ultrazvuk, racunalna
tomografija (engl. computed tomography, CT) i magnetska rezonancija (engl. magnetic resonance
imaging, MRI). Ultrazvukom se moze vidjeti je li nova masa unutar ili izvan sjemenika, sto je vazno
jer su mase unutar sjemenika ¢eS¢e maligne. Metastaze se otkrivaju pomoc¢u CT-a. MRI se
preporuCa Koristiti umjesto CT-a zbog svog manjeg ioniziraju¢eg zraCenja, a dobro pokazuje
lokalni opseg bolesti, ali i oteknuéa limfnih &vorova i metastaze u podrucju zdjelice. Takoder dobro

pokazuje i razlike izmedu SE i NS (Marko i sur., 2017).

Vecina novooboljelih muSkaraca dobiva dijagnozu u trenutku kada se tumor manifestira kao
nepoznata, bezbolna i opipljiva masa unutar mosnje (Hanna i Einhorn, 2014, Smith, 2018).
Ponekad se osim opipljive mase moze dogoditi oteknutost tkiva sjemenika i nelagoda kao kod
upale dosjemenika (Marko i sur., 2017). Ultrazvukom se potvrduje prisustvo ¢vrste mase, a nakon
toga bi se trebala obaviti orhiektomija tj. kirurSki zahvat kojim se odstranjuje jedan ili oba
sjemenika, ovisno o zahvaéenosti. Uzorak tkiva bi se dalje trebao analizirati kako bi se odredila
vrsta novotvorine. Odredivanje stadija i raSirenosti u druge dijelove tijela bi se trebalo utvrditi
pomoc¢u CT snimke prsa, abdomena i zdjelice. U slu€aju prisustva CH dodatno se provodi MRI
mozga zbog mogucih metastaza na kranijalnim zivcima i pojave krvarenja (Reilley i Pagliaro,

2015). S obzirom na stadij i rasirenost bolesti, pacijent nakon zahvata prima radio ili kemoterapiju
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na koje je TGCT izrazito osjetljiv, uz teratom kao iznimku (Buljubasi¢ i sur., 2018; Hanna i Einhorn,
2014). Pokazalo se da je stupanj globalne metilacije DNA povezan s kemorezistencijom tumora.
Hipometilirani tumori su opcenito nediferencirani i osjetljivi na kemoretapiju, dok su diferencirani,
hipermetilirani tumori, kao YST i TE, eS¢e kemorezistentni (BuljubaSic i sur., 2018). Vrlo rijetko
se ova bolest otkriva u uznapredovaloj fazi sa simptomima poput bolova u ledima, kaslja i/ili
hemoptize te glavobolje (Hanna i Einhorn, 2014). Zbog razli¢ite prirode svake komponente TGCT-

a, potrebno je prilagoditi tijek i metode lijecenja.

Tumori sjemenika se mogu dijagnosticirati i opisivati kroz tri stadija bolesti: CS | (engl. cancer
stage; tumor lokaliziran na mjestu na kojem je nastao unutar sjemenika), CS Il (tumor se proSirio
u retroperitonealne limfne ¢vorove) i CS Ill (tumor je metastazirao u udaljenije organe; Smith i sur.,
2018). U prvom stadiju bolesti se najvise poseze za metodom pracenja situacije jer je prognoza
ovog stadija vrlo dobra i smatra se da je nepotrebno koristiti radikalne metode koje u oko 70 %
slu€ajeva samo pogor3aju situaciju svojim nuspojavama (Le&o i sur., 2019; Smith i sur., 2018).
Praéenje situacije podrazumijeva redovite sistematske preglede, snimanje abdomena i prsa
(Smith i sur., 2018). Mudkarci sa CS Il imaju visoku vjerojatnost izlje€enja od 95 % iako su prisutne
metastaze u limfnim ¢&vorovima retroperitoneuma, a metode koje se provode su CeSce
radioterapija ili kemoterapija (4 ciklusa etopsid i cisplatin ili 3 ciklusa bleomicin, etopsid i cisplatin;
Giannatempo, 2015; Smith i sur.,, 2018). Obitno se obavlja i orhiektomija te sekcija
retroperitonealnog limfnog ¢vora (engl. retroperitoneal lymph node dissection, RPLND). I1znimno
se RPLND obavlja ve¢ u CS | TE, koji ne odgovara na radio i kemoterapiju, te na taj se nacin
pokuSava kontrolirati njegovo Sirenje, a u 90 % slu€ajeva je to i jedino mjesto gdje Ce se javiti
metastaze (Carver i sur., 2007; Dowling i sur., 2018). U CS Il stadiju se nakon orhiektomije pocinje
lijeCenje kemoterapijom (Carver i sur., 2007; Giannatempo, 2015; Green, 2021; Smith i sur.,
2018). SpecifiCni su slu€ajevi u kojima se treba lijeciti tumor u kojem je prisutan CH zbog
komplikacija uzrokovanih samom agresivnoScu bolesti, ali i komplikacija koje se mogu razviti iz
metoda lijeCenja. Muskarci s nepoznatom masom u sjemeniku, koncentracijom 3-hCG > 50 000
mIU/mL, i bilo kojim simptomom CH sindroma trebaju istog trenutka krenuti s kemoterapijom kako
bi se povecala vjerojatnost za prezivljavanje. Biopsija, orhiektomija, patoloski izvjestaj, spremanje
sperme ili postavljanje centralnog venskog katetera su postupci koji odgadaju kemoterapiju i
predstavljaju gubitak vremena te dodatno ugrozavaju zivot oboljelog od CH. LijeCenje se provodi
u obliku 4 ili vise ciklusa kemoterapije uz pracenje promjena u koncentraciji B-hCG (Reilley i
Pagliaro, 2015).
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1.7. Biomarkeri

Biomarkeri su razli€iti kemijski spojevi Cija prisutnost u odredenom tkivu ili tjelesnoj tekucini sluzi
za dijagnosticiranje raznih poremecaja i bolesti u organizmu, predvidanje njihovih klinickih ishoda
te odabiranje najuspjednije terapije (Chen i sur., 2015; Henry i Hayes, 2012; Liu i sur., 2014; Steckl
i Ray, 2018). Njihovo prisustvo moze odvojiti zdravo od bolesnog stanja organizma (Henry i
Hayes, 2012). Biomarkeri mogu biti DNA i RNA molekule, razni proteini i metaboliti ¢ija promjena
u koncentraciji objektivno dokazuje da je doSlo do naru$avanja normalnog stanja organizma
(Henry i Hayes, 2012; Liu i sur., 2014). Koristenjem biomarkera dijagnosticiranje postaje
preciznije, a lijeenje individualno jer svaki pacijent pokazuje specificnu promjenu u njihovoj
koli¢ini i prema tome zahtjeva primjerene metode lije€enja (Chen i sur., 2015). U onkologiji su
vazni za procjenu rizika, precizniju dijagnostiku, pracenje progresije bolesti, odredivanje prognoze
te predvidanje i pracenje odgovora na lijeCenje. Zbog njihove uloge i vaznosti u svim stadijima
bolesti, neprekidno se vrednuje njihova klini¢ka upotreba i procjenjuje korisnost prije nego postanu
dio rutinskih postupaka klini¢ke skrbi. Biomarkeri se mogu analizirati u krvi (serumu ili plazmi) i
razliitim izlu¢evinama kao $to su urin, stolica, slina i iscjedak iz dojke. Njihova je prednost §to se
mogu uzimati vrlo lako, Cesto i neinvazivno kako bi se analizirali. Uz njih postoje i biomarkeri u

tkivu za Ciju se evaluaciju treba provesti biopsija tkiva (Henry i Hayes, 2012).

1.7.1. Serumski biomarkeri kod tumora zametnih stanica sjemenika

Zbog svoje neinvazivnosti, teku¢i biomarkeri imaju vaznu ulogu u praéenju i borbi protiv malignih
bolesti. Cinjenica da se mogu uzimati i analizirati e$¢e od samog tkiva rezultira pravovremenim
provodenjem klju¢nih metoda lije€¢enja. Osim toga, pokazuju cjelokupnu sliku tumora za razliku od
biomarkera koji se prate na malom dijelu tkiva tumora (Henry i Hayes, 2012). Nakon dijagnoze
Cvrste mase u sjemeniku istrazuje se kompletna krvna slika, koli¢ina serumskih biomarkera
tumora, koli¢ina kreatinina, elektrolita i enzima jetre (Marko i sur., 2017). Danas se naj¢eSce u
opisivanju vrste i stadija tumora te prognoziranju daljnjeg lijeCenja nakon orhiektomije kod TGCT-
a koriste ve¢ spomenuti tradicionalni serumski biomarkeri kao $to su AFP, 3-hCG i LDH (Leéo i
sur., 2019; Marko i sur., 2017). Navedeni biomarkeri se koriste i u drugih vrsta tumora, $to daje
naslutiti da su prili€éno nespecifi¢ni i nepouzdani za donoSenje vjerodostojnih zaklju¢aka u procesu
dijagnostike TGCT-a. Cinjenica da oko 40 % TGCT-a ne uzrokuje povisenu koncentraciju
navedenih biomarkera u serumu oteZzava praéenje napredovanja bolesti. Nepostojanje promjene
u koncentraciji biomarkera otezava i pracenje odgovora na kemoterapiju te uo€avanje povratka

bolesti nakon kemoterapije. U samo 30 % sluCajeva SE se moze uociti povisena koncentracija B-
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hCG-a, a najesce je povezana uz prisutnost nekog oblika NS (Buljubasi¢ i sur., 2018; Ledo i sur.,
2019; Marko i sur., 2017). Kako je ranije spomenuto, izrazito povisene koncentracije B-hCG-a
upozoravaju na postojanje CH i lijecenje treba poceti odmah (Reilley i Pagliaro, 2015). LDH je
takoder nespecifi¢an dijagnosti¢ki biomarker jer je promjena u njegovoj koncentraciji uocena kod
bilo kojeg drugog tumora, no vazan je znak da u tijelu postoji neka neoplastiéna promjena (Marko
i sur., 2017). Pokazalo se da je AFP obi¢no povisen u prisustvu YST-a i EC-a (Buljubasi¢ i sur.,
2018; Ledo i sur., 2019; Mahesh i sur., 2018). Mu8karci s €istim oblikom TE nemaju poviSene
koncentracije serumskih biomarkera &to stvara komplikacije u pracenju povratne bolesti zbog
Cega treba vrsiti redovite preglede. S druge strane, serumski biomarkeri su vazni za praéenje
odgovora na lije€enje i utjeCu na odluke o daljnjim postupcima. Kod vecine sluCajeva se koli€ine

AFP, B-hCG i LDH normaliziraju sa zavrSetkom kemoterapije (Le&o i sur., 2019).

Na kraju se moze zakljuciti da pracenje serumskih biomarkera ima veliku ulogu tijekom lije€enja,
no dijagnosti¢ko koriStenje je ograni¢eno. Zbog svega navedenog, metoda koja se najvide koristi

u dijagnostici i razlikovanju komponenti TGCT-a je metoda imunohistokemije (Raos i sur., 2020).

1.7.2. Aktualni tkivni biomarkeri

Metodom imunohistokemije istraZzuje se koli€ina i lokalizacija odredenih proteina od interesa u
uzorku tkiva te se na temelju njihovog meduodnosa Zeli do¢i do vaznih zaklju€aka za Sto precizniju
dijagnostiku TGCT-a. Biomarkeri koji se koriste za otkrivanje ranog stadija GCNIS-a su visoka
ekspresija proteina receptora tirozin kinase i alkalne fosfataze (engl. alkaline phosphatase, ALP;
(Looijenga i sur., 2014). Komponente TGCT-a pokazuju specifi€nu ekspresiju odredenih gena za
pluriopotenciju prema kojoj se mogu razlikovati podvrste TGCT-a na histoloskoj razini. NajviSe su
to geni OCT4, SOX2 i SOX17 poznati kao transkripcijski faktori (Looijenga i sur., 2014).
Transkripcijski faktori imaju ulogu u regulaciji kompleksnih puteva koji utje€u na stanicni rast i
proliferaciju. To postiZzu tako §to kontroliraju prvi korak u ekspresiji odredenih gena. Transkripcijski
faktori mogu biti tkivno i/ili organospecificni te svojim prisustvom ili odsustvom utjeCu na
diferencijaciju tijekom ranog embrionalnog razvoja. Zbog navedenih osobina, pokazuju veliki
potencijal za otkrivanje tumorskih stanica prije nego se formirao tumor kao masa stanica (Nonaka,
2009). Smatraju se pionirskim faktorima tj. mogu se vezati ha potpuno neaktivan kromatin i
pokrenuti sintezu drugih proteina transkripcijskih faktora ¢ime se mijenja aktivnost stanice. Oni su
i pleiotropni geni $to znadi da imaju vise razli€itih fenotipskih u€inaka jer reguliraju ekspresiju vise

razli¢itih gena s razli¢itim ulogama u stanici (Looijenga i sur., 2014).
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1.7.3. SOX2

SOX porodica je skupina gena koja kodira 20 proteina transkripcijskih faktora koji kontroliraju
diferencijaciju i sudbinu stanice (de Jong i sur., 2008; Nonaka, 2009). Razli€iti SOX proteini mogu
utjecati i na ekspresiju istih gena na specifi€cne nacine s obzirom na stanicu, a to im omogucuje
udruzivanje s drugim proteinima. Tako SOX2 i OCT4 sprjeCavaju diferencijaciju embrionalnih
matiCnih stanica u specijalizirane stanice tijekom embrionalnog razvoja na nacin da odrzavaju
njihovu pluripotentnost (Buljubas$ic¢ i sur., 2018; Hou i sur., 2017; Looijenga i sur., 2014). Otkriveno
je da SOX2 gen ima sposobnost pretvorbe somatskih stanica mi8a i Covjeka u pluripotentne
matiCne stanice zbog €ega se smatra biomarkerom pluripotencije (Hou i sur., 2017; Looijenga i
sur., 2014). Ova porodica gena je ukljuena u tumorigenezu. Kontroliraju klju¢ne korake u
odredivanju staniéne sudbine i diferencijacije stanica u tumorske. Neki su SOX geni uklju¢eni u
progresiju tumora i metastaziranje (Grimm i sur., 2020). Kod komponenti TGCT-a, SOX2 ne
pokazuje ekspresiju u SE, YST i CH, a u EC, ¢istom i u sklopu MGCT-a, se sintetizira zajedno s
OCT4 i zadrzava u jezgri (Buljuba$i¢ i sur., 2018; De Jong i sur., 2008; Jostes i sur., 2020;
Looijenga i sur., 2014; Nonaka, 2009). UocCena je i ekspresija ovog gena u nekim epitelnim
dijelovima TE (De Jong i sur., 2008; Jostes i sur., 2020; Looijenga i sur., 2014; Nonaka, 2009).
Protein SOX2 se pojavljuje i u Sertolijevim stanicama, no nije prisutan u zdravim zametnim

stanicama sjemenika i jajnika (De Jong i sur., 2008).

1.7.4. SOX17

Kao i gen SOX2, SOX17 pripada porodici SOX gena. Njihov odnos je medusobno iskljuujuéi tj.
povecanjem koncentracije SOX17 u embrionalnim mati¢nim stanicama prekida se zajednicko
djelovanje SOX2 i OCT4 te dovodi do zajedni¢kog djelovanja SOX17 i OCT4 (Jostes i sur., 2020).
U hematopoetskim maticnim stanicama fetusa i novorodenceta je prisustvo proteina SOX17
esencijalno, no nema jednaku vaznost u istim stanicama odraslih (De Jong i sur., 2008). U PGC
Covjeka se sintetizira zajedno s OCT4 te odreduje sudbinu PGC-a uspostavljanjem i odrzavanjem
njezine pluripotencije (Jostes i sur., 2020). Sluzi kao biomarker za PGC i gonocite u ljudi
(Buljubasi¢ i sur., 2018). Sto se tie spolnih organa, uogen je u razliGitim stanicama
spermatogeneze, ali ne i oogeneze. Ne pokazuje ekspresiju u Sertolijevim stanicama zdravog
sjemenika i sjemenika s GCNIS-om ili granuloza stanicama jajnika. Ipak, eksprimiran je u samim
stanicama GCNIS-a (De Jong i sur., 2008). U SE pokazuje koekspresiju s OCT4 i prisustvo u
jezgri, ali se ne eksprimira u EC, Cistim i onim koji su sastavni dio MGCT-a, i CH. Zajedno sa

SOX2 se eksprimira u elementima epitela u TE. Razlika u ekspresiji SOX2 i SOX17 se moze
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koristiti za razlikovanje SE i EC kada su u koekspresiji s OCT4. Ekspresija SOX17, bez SOX2 i
OCT4, se koristi kao biomarker za YST (Buljubasi¢ i sur., 2018; De Jong i sur., 2008; Jostes i sur.,
2020; Looijenga i sur., 2014; Marko i sur.,2017; Nonaka, 2009).

1.7.5. CALCA

CALCA gen se nalazi na kromosomu 12 €ija je promjena karakteristiCna za TGCT-e razvijene iz
GCNIS-a. Kao i gen SOX2, CALCA je gen za pluripotenciju stanica i normalno je eksprimiran u
zametnim stanicama fetusa i mati¢nim stanicama embrija te se njegova koli¢ina smanjuje kako
odmice diferencijacija navedenih stanica (Ezeh i sur., 2005). Opisuje se i kao gen supresor
tumora. Hipermetilacija DNA na CALCA promotor regiji i nekim drugim genima supresorima
tumora (npr. BRCAL, TP53, RASSF1A, MGMT) otkrivena je u nekoliko razli¢itih vrsta tumora.
Hipermetilacija DNA na CALCA promotor regiji vazan je epigeneticki faktor otkriven u histoloSkim
uzorcima NS zbog ¢ega se moze Koristiti tijekom dijagnostike za razlikovanje SE i NS (Buljubasi¢
i sur., 2018; Martinelli i sur., 2017). Visok postotak metilacije DNA na ovom genu je opisan kod
EC i YST. Opcenito se hipermetilacija DNA na CALCA promotoru moze povezati s tumorima koji
ne odgovaraju dobro na lijeCenje i najavljuje los klini¢ki ishod za muskarce s nekim oblikom TGCT-
a, $to je dokazala i veza ovog epigeneti¢kog faktora sa slu¢ajevima kod kojih se bolest vratila
(Buljubasi¢ i sur., 2018; Martinelli i sur., 2017). Osim u TGCT, navedena epigeneticka promjena
je uocCena i kod nekih hematoloSkih malignih bolesti, npr. kod akutne leukemije te karcinoma
velikih stanica pluca s jednako visokim rizikom da ¢e se bolest vratiti i utjecati na los klini¢ki ishod
(Martinelli i sur., 2017).

1.8. Metoda imunohistokemije

Metoda imunohistokemije je danas naj¢eS¢e koriStena dijagnostiCka metoda koja se temelji na
vezanju specificnog protutijela za antigen od interesa prisutan u tkivu (Sukswai i Khoury, 2019).
Iz njezinih rezultata se moze precizno opisati podrucje u tkivu, ali i u stanici, gdje se nalazi antigen
od interesa Sto omogucuje razlikovanje zdravog od tumorskog tkiva, s obzirom na to da tumorske
stanice proizvode odredene produkte koji se ne nalaze u normalnim stanicama (Ramos-Vara,
2011). Da bi se tkivo analiziralo imunohistokemijskom metodom, potrebno je obaviti biopsiju tkiva.
Uzorci tkiva su glavninom rutinski fiksirani formaldehidom i zatim uklopljeni u blokove paraplasta
(engl. formalin-fixed, paraffin-embedded; FFPE), kao i u ovom radu. Prije nanoSenja primarnog
protutijela, uzorci tkiva se kuhaju u antigen retrieval otopini koja uzrokuje ispoljavanje antigena na

koje ¢e se vezati primarno protutijelo. Primarna protutijela koja se koriste su imunoglobulini
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specificni za jedan (monoklonsko protutijelo) ili vise (poliklonsko protutijelo) epitopa antigena,
proizvedeni u tijelu domacina sisavca — misu, kozi, konju ili zecu. U klini¢kim istrazivanjima, a tako
i u ovom radu, osim primarnog koristi se i sekundarno protutijelo koje se veze za kompleks
antigen-primarno protutijelo. Vazno je da sekundarno protutijelo bude specificno za koriSteno
primarno protutijelo. Koristenjem sekundarnog protutijela se povecéava osjetljivost reakcije. Kako
bi se moglo analizirati podrucje i intenzitet reakcije, potrebno je na samom kraju protokola tkivo
tretirati kromogenom (Sukswai i Khoury, 2019). U ovom radu se kao kromogen koristio DAB (3,3'-
diaminobenzidin tetrahidroklorid). Do pojave smedeg obojenja dolazi uz pomo¢ enzima hrenove
peroksidaze (engl. horseradish peroxidase, HRP) prisutnog u nerazrijedenoj otopini sekundarnog
protutijela. Taj enzim katalizira oksidaciju DAB kromogena i time dolazi do lokalizacije i
vizualizacije koli¢ine produkta reakcije, odnosno kompleksa antigen-protutijelo (Sukswai i Khoury,

2019; https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-

selection/enzymes/horseradish-peroxidase). Zbog moguce reakcije izmedu tkivnih peroksidaza i

HRP-a, prereze tkiva se prije nanoSenja sekundarnog protutijela tretira otopinom vodikovog
peroksida radi uklanjanja tkivnih peroksidaza

(https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/enzymes/horseradish-

peroxidase). Smedi signal je moguce jasno uociti pod svjetlosnim mikroskopom. Shematski prikaz
metode imunohistokemije je prikazan na Slici 10. Osim u dijagnosticke svrhe, ova metoda je
pronasla znacajnu ulogu u pra¢enju biomarkera tijekom lije€enja raznih, pogotovo teskih bolesti
(Sukswai i Khoury, 2019).

24


https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/enzymes/horseradish-peroxidase
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/enzymes/horseradish-peroxidase
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/enzymes/horseradish-peroxidase
https://www.jacksonimmuno.com/technical/products/conjugate-selection/enzymes/horseradish-peroxidase

Colored ¢4

P %0
e \ HRPO

DAB . '
‘ Labeled Secondary
Ant’body

Primary Antibody —
Protems

YD

Cell/Tissue

Slika 10. Shematski prikaz metode imunohistokemije. Primarno protutijelo se veze za tkivni
antigen od interesa. Na primarno protutijelo se veZe specificno sekundarno protutijelo u ¢&ijoj
otopini se nalazi enzim hrenova peroksidaza (HRP). HRP enzim katalizira oksidaciju DAB
kromogena Sto daje smede obojenje. Preuzeto iz

https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/applications/protein-biology/immunochistochemistry.

2. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog rada je istraziti podrucje i intenzitet ekspresije proteina SOX2, SOX17 i CALCA u tkivima
sjemenika s TGCT-om, kao i u tkivima bez neoplastiCnih promjena. Analizom rezultata
imunohistokemije, Zele se identificirati i usporediti razliCite vrste neoplasti¢nih promjena u tkivima
oboljelih na temelju razlike u ekspresiji navedena tri proteina. Na temelju opazanja i statistiCke
analize podataka, cilj je donijeti zaklju¢ke o razlikama u lokalizaciji i koli€ini proteina SOX2, SOX17
i CALCA kod pojedinacnih komponenti TGCT-a, kao 5to su GCNIS, seminom i neseminomi u koje

spadaju embrionalni karcinom, tumor Zumanj¢ane vrece, koriokarcinom i teratom.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

Uzorci koje sam analizirala u ovom radu su FFPE uzorci skladisteni u hladnjaku na +4 °C.
Analizirala sam blokove tkiva sjemenika s TGCT-om (N=38) te jednako fiksirane i uklopljene
blokove sjemenika bez neoplasti¢nih promjena koji su sluZili kao kontrolna skupina (N=20), a
dobiveni su iz bioloSke banke tkiva tumora KBC-a Sestre Milosrdnice i KBC-a Zagreb. Rezani su
mikrotomom (Leica RM2125 RTS) na debljinu 4 pym i obojani histoloSkom metodom bojanja
hematoksilin-eozin (HE). HE metoda je pocinjala deparafinizacijom uzoraka u grijacu (1 sat na
+56 °C) nakon ¢ega sam uzorke potapala u nizu tekuéina za deparafinizaciju i rehidraciju tkiva.
Prvo sam uzorke deparafinizirala potapanjem u dvije staklene posude sa 100 %-tnim ksilolom po
10 minuta. Nakon toga sam uzorke rehidrirala potapajuéi ih u dvije posude 100 %-tnog etanola,
zatim u dvije posude 96 %-tnog etanola, jednom u 70 %-tnom etanolu i na kraju u destiliranoj vodi,
sve po 5 minuta. Uzorke sam zatim uronila na 50 sekundi u posudu s bazi€nom bojom
hematoksilinom koja sluzi za bojanje negativno nabijenih, kiselih dijelova stanice u ljubi¢asto.
Uzorke sam 10 sekundi ispirala destiliranom te vodovodnom vodom. U vodovodnoj vodi sam ih
potom ispirala 5 minuta na laboratorijskoj tresilici (IKA, KS 260 basic), a zatim 5 minuta u
destiliranoj vodi. Slijedilo je potapanje 40 sekundi u eozinu te ispiranje 70 %-tnim etanolom 10
sekundi. Eozin je, za razliku od hematoksilina, kisela boja koja daje crveno-ruzi¢asto obojenje
bazi¢nim dijelovima stanice. Na kraju sam uzorke dehidrirala potapajuéi ih po 5 minuta u nizu
alkohola navedenom na samom pocetku HE metode, ali sada u obrnutom redoslijedu i bez
potapanja u destiliranoj vodi. Nakon niza alkohola, uzorke sam potapala 30 sekundi u svakoj od
dvije posude ispunjene 100 %-tnim ksilolom i zavrSila potapanjem 15 minuta u tre¢oj posudi sa
100 %-tnim ksilolom. Uzorke sam uklopila u sintetsku smolu (BioGnost, BioClear) i pokrila

pokrovnim stakalcima (VitroGnost cover glass).

Nakon toga je prereze tkiva pregledao patolog pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus Bx53)
kako bi dijagnosticirao oblik TGCT-a if/ili druge strukture prisutne u uzorku. Svaki prerez je
pripadao jednom pacijentu i bio je oznaen kodom bloka. Istrazivanje su prihvatili Eticka
povjerenstva KBC-a Sestre Milosrdnice, KBC-a Zagreb i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu. Ono je provedeno u skladu sa zakonima i propisima Republike Hrvatske i EU.
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3.2. Metoda imunohistokemije

Metodom imunohistokemije sam analizirala prisutnost i koli¢inu proteina SOX2, SOX17 i CALCA
u tkivima sjemenika s TGCT-om kao i u tkivima sjemenika bez neoplasti¢nih promjena. Neobojane
prereze tkiva sam odvojeno tretirala otopinama specifiCnih primarnih protutijela za navedena tri
proteina. Protokol za provodenje metode imunohistokemije trajao je dva dana za svaki set
uzoraka. U setu sam kroz protokol ispitivala maksimalno 20 uzoraka na predmetnim stakalcima
(VitroGnost Plus Ultra) jer je to maksimalan broj stakala koji je mogao stati u histoloSku kadicu.
Od 20 stakalaca, na jednom je bilo tkivo koje nisam tretirala primarnim protutijelom i kao takvo je
koristilo kao negativha kontrola. Na drugom stakalcu je bilo tkivo koje je pokazivalo pozitivhu
reakciju na ispitivan protein, dok je uzorak na trecem stakalcu bila bioloSka kontrola koja daje
pozitivnu reakciju s protutijelom, a sluzi kao primjer pozitivhe reakcije za krajnju usporedbu

rezultata.

Prvi dan sam grafithom olovkom uz kod bloka napisala najvaznije informacije o prerezima tkiva
na predmetnom stakalcu: protutijelo kojim se tkivo tretira, njegovo razrjedenje i pH retrieval
otopine. Nakon oznacavanja, uzorke sam sloZila na plasti¢ni nosac i stavila u grija¢ na +55 °C
kako bi se rastalio parafin. Kada je Stoperica oznacila da je prosao 1 sat, stakalca s prerezima
tkiva sam izvadila iz grijaCa te uz pomo¢ nosaca provodila kroz ksilol, otapalo koje se koristi za
uklanjanje ostataka parafina, kroz niz etanola s padajuéim vrijednostima koncentracije i destiliranu
vodu kako bi se tkivo rehidriralo. U ovom, ali i u svim ostalim koracima, pazila sam da tkivo nikada
nije ostavljeno na zraku, zbog ¢ega sam nakon svakog uranjanja u tekuéinu provjerila razinu
tekucine. Takoder, oznaCavala sam koji put sam proSla s uzorcima kroz postavljeni niz tekuéina
jer se nakon svakog 10-og puta trebaju odistiti posude i zamijeniti tekucine. Prvih 10 minuta sam
1. Zatim je slijedio niz tekuce smjese etanola i vode s padaju¢om koncentracijom etanola. Uzorke
sam 2x5 minuta drzala u 100 % etanolu oznacen kao 100 % EtOH. Nakon toga sam prereze tkiva
uranjala u 96 % EtOH dva puta po 5 minuta, zatim 5 min u 70 % etanolu, te na kraju 5 minuta u

destiliranoj vodi. Slijed tekucina za deparafinizaciju i rehidraciju prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Slijed tekucina i vremenski protokol koristen za deparafinizaciju i rehidraciju tkiva

sjemenika u ovom radu.

koriStena kemikalija vrijeme / minuta

ksilol 1 10

ksilol 2 10

100 % EtOH 1 5
100 % EtOH 2 5

96 % EtOH 1 5

96 % EtOH 2 5

70 % EtOH 5
dH,O 5

Dok su prerezi stajali u 70 % etanolu, iz hladnjaka postavljenog na +4 °C sam izvadila antigen
retrieval otopinu (Dako Target Retrieval Solution Tris/EDTA, pH 9) kako bi se zagrijala na sobnu
temperaturu. Stakalca sam slozila u plasticne ¢aSe s Cepovima ispunjene antigen retrieval
otopinom. Uzorke u ¢aSama sam kuhala 1 sat u kuhalu (Tefal VitaCuisine) kako bi se ispoljili
antigeni u tkivu. Nakon kuhanja sam ¢a$e izvadila i ostavila 30 minuta na sobnoj temperaturi kako
bi se uzorci i otopina ohladili (Slika 11.).
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Slika 11. Hladenje uzoraka nakon kuhanja u antigen retrieval otopini koja se koristi za ispoljavanje

antigena u tkivu pri obradi tkiva sjemenika analiziranih u ovom radu. Na tkivne antigene od

interesa ¢e se u daljnjem postupku tijekom imunohistokemijske metode vezati primarno protutijelo.

Stakla sam zatim stavila u staklenu histoloSku posudu ispunjenu 1xTBS puferom (engl. Tris

buffered saline, hrv. Tris-puferirana fizioloSka otopina; pripravijena razrjedivanjem otopine

20xTBS koju sam pripravila prema podatcima iz Tablice 2).

Tablica 2. Kemikalije potrebne za pripremu 1 L otopine 20xTBS (pH = 7,5) koju sam koristila za

pripremu otopine 1xXTBS.

Kemikalija Koli€ina
Tris 121,14 g
NaCl 175,32 g

HCl(konc) dopH=75
dH,O dollL

Prereze sam ispirala u 1XTBS-u 5 minuta na laboratorijskoj tresilici (IKA, KS 260 basic; Slika 12.).
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Slika 12. Ispiranje uzoraka u 1xTBS puferu koji odrZzava odgovarajuéu pH-vrijednost za oCuvanje
fizioloSkih osobina tkiva. Ispiranjem se uklanjaju i ostatci reagensa koristenih tijekom pojedinog

koraka u protokolu metode imunohistokemije.

Stakla sam vadila jedno po jedno iz TBS-a, oko svakog prereza sam pazljivo uklonila viSak
tekuéine pomoc¢u papirnatog ubrusa te sam vodonepropusnim markerom nacrtala liniju koja je
zadrzavala tekuéinu na prerezima. Linija nije smjela biti ni preblizu ni predaleko od prereza. Cim
sam nacrtala liniju, staklo sam postavila u histoloSku kadicu ispunjenu destiliranom vodom i na
prerez tkiva sam stavila do 300 pL otopine (ovisno o veli€ini prereza) u kojoj je volumni udio
otopine govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum albumin, BSA) bio 5 %, a ostatak
1XTBS. BSA je protein koji sluzi za stabilizaciju drugih proteina u otopini te sprje€ava nespecificno
vezanje protutijela tijekom provodenja metode imunohistokemije u ovom radu. Otopina BSA, kao
i otopina nekih drugih stabilizirajuéih proteina i molekula, se naziva blocking otopinom. Prereze
nikad nisam ostavljala dugo suhima. Kada sam ocrtala i potopila sve prereze, ostavila sam ih u
vlaznoj komori na sobnoj temperaturi 20 minuta. Za to vrijeme sam pripremila otopinu za
razriedenje primarnog protutijela koja se sastoji od 0,1 % Tween-20 (polisorbat 20; sprjeCava
nespecificna vezanja protutijela; https://biotium.com/product/tween-20/), koji se skladisti na +4 °C,
i 1 % BSA, koji se skladisti na -20 °C, a ostatak je 1xTBS. Prije koriStenja sam svaku otopinu
vorteksirala i centrifugirala. Otopine protutijela sam pripremila u tubicama od 1,5 mL, a razrjedenja

su prikazana u Tablici 3.
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Tablica 3. Osnovne informacije o koristenim primarnim protutijelima. Znacenje kratica: EC —

embrionalni karcinom, SE — seminom.

Protutijelo | Proizvodac Sifra pH Razrjedenje Pozitivha Negativna
pufera protutijela kontrola kontrola
anti-SOX2 Atlas AMADb91307 9 1:500 EC misi¢
anti-SOX17 Abcam ab224637 9 1:1000 SE jetra
anti-CALCA Abcam ab240922 9 1:600 Stitnjaca sjemenik

Otopine protutijela sam prije nanosSenja na prereze vorteksirala i centrifugirala kako bi se svi
sastojci $to bolje otopili i pomijesali. Nakon 20 minuta, sa stakalaca sam otresla blocking otopinu
i odmah nanijela otopinu primarnog protutijela. Kada sam odradila postupak za sve prereze,
kadicu sam poklopila poklopcem, uzorke ostavila na sobnoj temperaturi 10 minuta (najviSe smiju

biti sat vremena), a zatim sam ih spremila u hladnjak na +4 °C preko noéi.

Drugi dan sam pocela tako $to sam kadicu s uzorcima izvadila iz hladnjaka i ostavila ih 10 minuta
na sobnoj temperaturi. Stakalca s prerezima sam isprala u ¢asi s 1xTBS-om te ih slozila u posudu
s 1xXTBS-om. Uzorke sam ispirala 5 puta po 5 minuta u 1XTBS-u. Nakon ispiranja sam na prereze
nakapala 3 %-tnu otopinu vodikovog peroksida radi uklanjanja tkivnih peroksidaza. Kada sam sve
prereze potopila otopinom vodikovog peroksida, inkubirala sam ih 20 minuta na sobnoj
temperaturi i u mraku. Otopinu vodikovog peroksida sam zatim otresla na krpu, a stakalca sam
ponovno slozila u histoloSku posudicu ispunjenu otopinom 1xTBS. Uzorke sam ispirala u 1xTBS-
u 3 puta po 5 minuta na tresilici. Za vrijeme ispiranja, pripremila sam otopine sekundarnog
protutijela (Dako REAL EnVision, K5007) u 1xTBS-u u omjeru 1:1. Jedno po jedno stakalce sam
slagala u histoloSku kadicu i odmah na uzorke dodavala do 300 uL otopine sekundarnog
protutijela. Kadicu s uzorcima sam poklopila poklopcem i inkubirala 1 sat u termobloku na +37 °C.
U trenutku kada je Stoperica oznacila istek 1 sata, kadicu s uzorcima sam izvadila iz termobloka,
otopinu sekundarnog protutijela sam istresla s prereza, a stakalca ponovno ispirala u 1xTBS-u na
tresilici 3 puta po 5 minuta. Za vrijeme ispiranja sam pripremila otopine DAB kromogena (Dako
REAL EnVision, K5007) tako da sam u 1 mL DAB supstrata dodavala 20 pL DAB kromogena, i
nastalu otopinu sam vorteksirala i centrifugirala. DAB kromogen se veze na HRP enzim u blizini
kompleksa antigen-primarno protutijelo-sekundarno protutijelo, oksidira se i pri tome nastaje

smede obojenje koje omogucuje vizualizaciju nastalih kompleksa antigen-protutijelo. S uzoraka
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sam otresla 1xXTBS i odmah dodala pripremljenu otopinu DAB + DAB supstrat. Po zavrSetku,
kadicu s uzorcima sam poklopila crnim poklopcem jer se DAB inkubira 6 minuta u mraku. Nakon
inkubacije, stakalca sam jedno po jedno isprala u ¢aSi s destiliranom vodom te ih slozila u posudu
s destiliranom vodom. Uzorke sam ispirala na tresilici 5 minuta. U ¢asSu s destiliranom vodom, u
kojoj sam ispirala stakalca od DAB-a, sam ulila malo varikine radi neutralizacije DAB-a, te sam
novonastalu otopinu izlila u posebno oznaenu kantu za DAB otpad. Nakon ispiranja u dH,0,
prereze sam bojala jedno po jedno 10 sekundi u bazi¢noj boji hematoksilinu koji sluzi za bojanje
negativho nabijenih, kiselih vrsta u stanicama. Visak hematoksilina s uzoraka sam ispirala
nekoliko sekundi u ¢asi s destiliranom vodom, zatim u ¢asi s vodovodnom vodom i na kraju sam
stakalca slozila na nosac¢ u posudu s vodovodnom vodom. Posudu sa stakalcima sam stavila na
8 minuta pod mlaz vodovodne vode koja je udarala u kut ¢ase, a ne direktno po staklima kako ne
bi doSlo do osteéenja tkiva. Nakon toga je slijedilo ispiranje 5 minuta u destiliranoj vodi na tresilici.
Na kraju sam provela dehidraciju tkiva kroz niz razli€itih koncentracija alkohola etanola, no ovaj
put u rastuéim koncentracijama koje dehidriraju tkivo. Stoga sam uzorke redom drzala 1 minutu u
70 % etanolu, 96 % EtOH, 100 % EtOH, a zatim 2 minute u 100 % EtOH, te 2x5 minuta u ksilolu.
Niz za dehidraciju je prikazan u Tablici 4.

Tablica 4. Slijed tekuc€ina i vremenski protokol koriSten za dehidraciju tkiva sjemenika u ovom

radu.
koristena kemikalija vrijeme / minuta

70 % EtOH 1
96 % EtOH 1
100 % EtOH 2
100 % EtOH 2

ksilol 5

ksilol 5

Cijeli postupak sam zavrsila uklapanjem uzoraka u sintetsku smolu (BioGnost, BioClear). Stakalca
sam vadila jedno po jedno iz ksilola, na prereze sam pomocu staklenog Stapi¢a nakapavala 2 do
3 kapi sintetske smole (ovisno o veli€ini prereza) te sam stavljala pokrovnice (VitroGnost cover

glass) tako da pokrovnica pokriva Citav prerez i da nema mjehuriéa zraka koji sprjeCavaju
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stvaranje ostre i jasne slike pod svjetlosnim mikroskopom (Slika 13.). Kada su se osusili, stakalca

sam spremila u pripremljenu i oznacenu kutiju.

il /

Slika 13. Uklapanje prereza tkiva sjemenika analiziranih u ovom radu u sintetsku smolu nakon

provodenja metode imunohistokemije.

3.3. Morfometrijska analiza

Rezultati imunohistokemijske metode su pregledani pod svjetlosnim mikroskopom (Olympus
Bx53) uz nadzor patologa (Slika 14.). Analizirana je obojenost histoloSkih struktura u uzorcima
tkiva sjemenika s TGCT-om i uzorcima bez neoplasti¢nih promjena. Reakcija protutijela i proteina
od interesa opisana je semikvantitativno uzimaju¢i u obzir intenzitet reakcije i postotak
imunoreaktivnih stanica. Intenzitet reakcije je opisan na nacin da ,0“ oznaCava da nema reakcije,
,1¢ — slaba reakcija, ,2“ — umjerena reakcija i ,3“ — jaka reakcija. UmnoSkom intenziteta reakcije i
postotka imunoreaktivnih stanica izraCuna se H-mjera, a obuhvaca vrijednosti u rasponu od 0 do
300. Odsustvo reakcije se biljezi kao ,0 niska ekspresija obuhvaéa H-mjeru s rasponom
vrijednosti ,1-100% zatim srednja ekspresija u rasponu ,101-200“ i visoka ekspresija s H-mjerom
»201-300°.
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Slika 14. Vizualna razlika izmedu metodoloske negativne i pozitivne kontrole u koli€ini proteina
SOX17 nakon provedene metode imunohistokemije u kojoj se koristilo primarno i sekundarno
protutijelo te DAB kromogen koji daje specificno smede obojenje u podrucjima gdje je prisutan

kompleks protein-protutijelo.

3.4. StatistiCka obrada podataka

Podatke sam analizirala u programima Excel i GraphPad Prism 9. Podatci su sadrzavali srednje
vrijednosti H-mjera ekspresije ispitivanih proteina u EC, TE, YST, SE, CH, GCNIS, HT (engl.
healthy testis — tkivo sjemenika bez neoplasti¢nih promjena s o€uvanom spermatogenezom) i INT
(intersticij sjemenika). U GraphPad Prism 9 programu sam deskriptivnim statistickim metodama
izraCunala, izmedu ostalog, srednju vrijednost i standardnu devijaciju podataka. Kolmogorov-
Smirnovljevim testom sam testirala normalnost raspodjele kvantitativnih obiljezja. U daljnjim
statistiCkim analizama sam Koristila neparametrijsku metodu Kruskal-Wallis s Dunn-ovom
korekcijom, uz usporedbu srednjih vrijednosti svakog stupca podataka sa svakom srednjom
vrijednosti podataka iz drugih stupaca. Grafove sam crtala u istom programu iz rezultata dobivenih
viSestrukom usporedbom podataka Kruskal-Wallisovom metodom. Sve p-vrijednosti manje od
0,05 sam smatrala statistiCki znacajnima. StatistiCki znacajne razlike u koli€ini sintetiziranog
proteina su odredene iznosom p-vrijednosti u obliku: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,0005 (***) i
p < 0,0001 (****),
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4. Rezultati

4.1. Rezultati histopatoloSke analize

Patolog je uz moju pomoc pregledao prereze tkiva sjemenika bez neoplasti¢nih promjena (N=20)
i prereze tkiva sjemenika s TGCT-om (N=38) obojene HE metodom, te je zabiljezio prisutnost ili
odsutnost 8 histoloSkih komponenti: embrionalni karcinom (EC), teratom (TE), tumor zumanjCane
vrece (YST), seminom (SE), koriokarcinom (CH), neoplazija zametnih stanica in situ (GCNIS),
sjemeni kanali¢i s oCuvanom spermatogenezom (HT) i intersticij sjemenika (INT). UocCena je
oCuvana spermatogeneza i intersticij sjemenika u svim prerezima tkiva sjemenika bez
neoplasticnih promjena (N=20). GCNIS kao prete¢a malignih TGCT-a kojeg karakteriziraju
uveCane zametne stanice s velikom, izoblicenom jezgrom unutar koje je povecana jezgrica i
skupljeni kromatin te prevladavajucéa, bistra citoplazma je zabiljeZzen u 34 uzorka s TGCT-om
(89,47 %), dok su u preostalim uzorcima uo&eni drugi neoplasti¢ni oblici bez prisutnosti GCNIS-
a. Kod 22 uzorka (57,89 %) s dijagnosticiranim nekim oblikom TGCT-a su uoceni okolni HT u
Cijem je zametnom epitelu bio oCuvan uredan proces spermatogeneze s vidljivim razvojnim
stadijima spermatogonija u spermije. U vec¢em broju uzoraka s TGCT-om, N=35 (92,11 %),
opazen je oCuvan intersticij sjemenika s vidljivim Leydigovim stanicama te urednom strukturom
vezivnog tkiva. Kod 26 uzoraka s TGCT-om (68,42 %) zabiljezeno je viSe razli€itih histolokih
oblika TGCT-a koji su odgovarali razli€itim podtipovima TGCT-a tj. radilo se 0 MGCT-u. Kod 26
uzoraka s dijagnosticiranim MGCT-om, njih 19 (73,08 %) je uz ostale podtipove imalo najcesce
prisutan EC koji se pojavljivao u obliku nakupina pluripotentnih stanica morfoloski sli€¢nima
embrionalnim mati¢nim stanicama (Buljuba$i¢ i sur., 2018). Drugi po u€estalosti u MGCT-u se
pokazao SE, vidljiv kao homogena nakupina stanica unutar vlaknaste septe (Marko i sur., 2017),
u 18 uzoraka (69,23 %). Slijedio je TE koji se pojavio u 15 uzoraka (57,69 %) s MGCT-om. U 12
uzoraka (46,15 %) s MGCT-om su se mogle uociti razli€iti morfoloSki oblici YST-a, dok je u 1
uzorku (3,85 %) bio prisutan najagresivniji podtip TGCT-a sa stanicama citotrofoblasta i
sincitiotrofoblasta te hemoragi¢nim podrucjima, a to je CH (Reilley i Pagliaro, 2015). U 10 uzoraka
tkiva sjemenika (26,32 %) koji nisu imali MGCT, uoCena je nakupina pluripotentnih stanica koja je

odgovarala EC, dok je kod 2 uzorka (5,26 %) od svih podtipova TGCT-a zabiljezen samo TE.

Imunohistokemijska metoda u kojoj su se koristili primarno i sekundarno protutijelo te DAB kao
kromogen za vizualizaciju podrudja i koli¢ine kompleksa protein-protutijelo pokazala se uspjeSnom
za sva tri analizirana protutijela jer je od analiziranih 58 uzoraka reakcija bila primjerena i

optimalna na svima.
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4.2. Rezultati statistiCke obrade podataka

Kolmogorov-Smirnovljevim testom sam testirala normalnost raspodjele kvantitativnih obiljezja tj.
srednjih vrijednosti H-mjere, a rezultat je pokazao da kvantitativna obiljezja odstupaju od normalne
raspodjele. Zbog toga sam u daljnjim statistickim analizama koristila neparametrijsku metodu
Kruskal-Wallis s Dunn-ovom korekcijom, uz usporedbu srednjih vrijednosti H-mjere svake ispitane

tkivne komponente sa srednjom vrijednosti H-mjere svake druge ispitane tkivhe komponente.

4.3. Rezultati imunohistokemijske analize anti-SOX2 protutijelom

Svi uzorci analizirani anti-SOX2 protutijelom su imali uspjeSnu reakciju, koja se mogla uoditi
pomocu svjetlosnog mikroskopa, i kao takvi su statisti¢ki obradeni. Prerezi miSi¢nog tkiva koji su
sluzili kao negativne kontrole su pokazali oekivanu negativnu reakciju. Protein SOX2 je pokazao
najvecu razinu ekspresije u uzorcima EC, kako u onih koji su dio MGCT-a, tako i u 10 uzoraka s
EC kao jedinim prisutnim oblikom TGCT-a, s visokom ekspresijom i srednjom vrijednosti H-mjere
231,7 £ 90,4. U uzorcima TE-a i GCNIS-a je ekspresija bila niska sa srednjim vrijednostima H-
mjere 52,4 + 58,5 3,1 £ 8,4. Niska ekspresija sa srednjom vrijednosti H-mjere 76,3 = 75,9, ali
viSa od one u TE, je zabiljezena u podrucjima INT s TGCT-om i u prerezima tkiva sjemenika bez
neoplasti¢nih promjena. Odsutstvo reakcije sa srednjom vrijednosti H-mjere ,0“ je zabiljezeno u
YST, SE i CH. Niska ekspresija je zabiljezena u HT s o€uvanom spermatogenezom u prerezima
tkiva sjemenika bez neoplasti¢nih promjena i sjemenika s TGCT-om sa srednjom vrijednosti H-
mjere 4,3 £ 4,9, slitno kao u uzorcima GCNIS-a. Na Slici 15. su mikroskopski prikazi tkiva

sjemenika koji su pokazali slabu, umjerenu i jaku reakciju s anti-SOX2 protutijelom.

Otkrivene su statistiCki znaCajne razlike u koli€ini sintetiziranog proteina SOX2 kod sljedecih
parova histoloskih komponenti: EC i TE (p = 0,0231), ECi YST (p < 0,0001), EC i SE (p < 0,0001),
EC i GCNIS (p <0,0001), ECiHT (p <0,0001), ECiINT (p = 0,0004), TEi YST (p = 0,0273), TE
i SE (p =0,0066), TE i GCNIS (p =0,0335), YSTiINT (p =0,002), SEiINT (p <0,0001), te GCNIS
i INT (p =0,0002). U preostalim parovima histoloskih komponenti nije pronadena znacajna razlika
u prisutnosti proteina SOX2. Usporedba prisutnosti proteina SOX2 u razli€itim histoloSkim

komponentama sjemenika prikazana je na Slici 16.
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Slika 15. Mikroskopski prikazi tkiva sjemenika koji su tretirani anti-SOX2 protutijelom tijekom
metode imunohistokemije provedene u ovom radu. Pozitivha reakcija na anti-SOX2 protutijelo se
uoCava kao crvenosmede obojenje, a pokazale su ju Leydigove stanice u intersticiju sjemenika
(INT) u obliku (A) slabe reakcije (HE + DAB, x400) i (B) umjerene reakcije (HE + DAB, x200).
Jaku, pozitivhu reakciju na anti-SOX2 protutijelo pokazao je (C) uzorak embrionalnog karcinoma

(EC), a uo€ava se kao intenzivno crvenosmede obojenje (HE + DAB, x200).
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Slika 16. Usporedba prisutnosti proteina SOX2 u razli¢itim histoloSkim komponentama sjemenika
(tumorskom  tkivu, sjemenim kanali¢éima bez neoplastiCnih promjena s ocuvanom
spermatogenezom i intersticiju) u prerezima tkiva sjemenika s TGCT-om (N=38) i u sjemenim
kanali¢ima bez neoplasti¢nih promjena s o€uvanom spermatogenezom i intersticiju sjemenika bez
neoplasti¢nih promjena (N=20). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije H-mjere
u pojedinim histoloSkim komponentama sjemenka s TGCT-om i sjemenika bez neoplasti¢nih
promjena (EC — embrionalni karcinom, TE — teratom, YST — tumor zumanjCane vrece, SE —
seminom, CH — koriokarcinom, GCNIS — neoplazija zametnih stanica in situ, HT — tkivo sjemenika
bez neoplasticnih promjena s oCuvanom spermatogenezom, INT — intersticij siemenika). Srednja
vrijednost H-mjere se tumaci tako da “0” oznaava odsustvo reakcije, raspon vrijednosti ,1-100"
oznacava nisku ekspresiju, zatim srednja ekspresija u rasponu ,101-200“ i visoka ekspresija s H-
mjerom ,201-300“ Statisticki zna€ajne razlike u koli€ini sintetiziranog proteina su odredene
iznosom p-vrijednosti u obliku: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,0005 (***) i p < 0,0001 (****),
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4.4. Rezultati imunohistokemijske analize anti-SOX17 protutijelom

Svi uzorci analizirani anti-SOX17 protutijelom su imali uspjeSnu reakciju, koja se mogla uociti
pomocu svjetlosnog mikroskopa, i kao takvi su statisticki obradeni. Prerezi tkiva jetre koji su sluzili
kao negativne kontrole su pokazali ocekivanu negativnu reakciju. SOX17 se, za razliku od SOX2
koji je visoku ekspresiju pokazao samo u jednoj histoloSkoj komponenti, pojavio s visokom
ekspresijom u SE (292,9 + 9,4), GCNIS-u (286,4 + 38,1) i INT sjemenika s TGCT-om i sjemenika
bez neoplasti¢nih promjena (285 + 0). Srednja ekspresija je zabiljezena u YST-u sa srednjom
vrijednosti H-mjere 146,3 + 123,7, dok je niska ekspresija sa srednjim vrijednostima H-mjere 98,7
+ 52,4 zabiljezena u HT dijelovima sjemenika s TGCT-om i sjemenika bez neoplasti¢nih promjena
(HT). Niza razina ekspresije od one u HT je zabiljezena u TE (16,8 £ 20,5). Odsutstvo reakcije sa
srednjom vrijednosti H-mjere s iznosom “0” je zabiljezena u EC i CH. Na Slici 17. su mikroskopski

prikazi tkiva sjemenika koji su pokazali slabu, umjerenu i jaku reakciju s anti-SOX17 protutijelom.

StatistiCki znacajne razlike u kolic¢ini proteina SOX17 je zabiljezena izmedu EC i SE (p < 0,0001),
EC i GCNIS (p < 0,0001), EC i HT (p = 0,0108), EC i INT (p < 0,0001), TE i SE (p < 0,0001), TE i
GCNIS (p < 0,0001), TE i INT (p < 0,0001), YST i SE (p = 0,0002), YST i GCNIS (p < 0,0001),
YSTiINT (p =0,0114), SE i HT (p < 0,0001), GCNIS i HT (p < 0,0001) te HT i INT (p < 0,0001).
U preostalim parovima histoloSkih komponenti nije pronadena znacajna razlika u prisutnosti
proteina SOX17. Usporedba prisutnosti proteina SOX17 u razli¢itim histoloSkim komponentama

sjemenika prikazana je na Slici 18.
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Slika 17. Mikroskopski prikazi tkiva sjemenika koji su tretirani anti-SOX17 protutijelom tijekom

metode imunohistokemije provedene u ovom radu. Pozitivha reakcija na anti-SOX17 protutijelo
se uoCava kao crvenosmede obojenje, a pokazale su ju stanice spermatogenetske linije u
sjemenim kanali¢ima bez neoplasti¢nih promjena (HT) u obliku (A) slabe reakcije (HE + DAB,
x400) i (B) umjerene reakcije (HE + DAB, x200). Jaku, pozitivhu reakciju na anti-SOX17 protutijelo
pokazao je (C) uzorak seminoma (SE), a uoava se kao intenzivno crvenosmede obojenje (HE +
DAB, x200).
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Slika 18. Usporedba prisutnosti proteina SOX17 u razli¢itim histoloSkim komponentama sjemenika
(tumorskom  tkivu, sjemenim kanali¢éima bez neoplastiCnih promjena s ocuvanom
spermatogenezom i intersticiju) u prerezima tkiva sjemenika s TGCT-om (N=38) i u sjemenim
kanali¢ima bez neoplasti¢nih promjena s o€uvanom spermatogenezom i intersticiju sjemenika bez
neoplasti¢nih promjena (N=20). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije H-mjere
u pojedinim histoloskim komponentama sjemenka s TGCT-om i sjemenika bez neoplasti¢nih
promjena (EC — embrionalni karcinom, TE — teratom, YST — tumor zumanjCane vrece, SE —
seminom, CH — koriokarcinom, GCNIS — neoplazija zametnih stanica in situ, HT — tkivo sjemenika
bez neoplasticnih promjena s oCuvanom spermatogenezom, INT — intersticij siemenika). Srednja
vrijednost H-mjere se tumaci tako da “0” oznaCava odsustvo reakcije, raspon vrijednosti ,1-100"
oznacava nisku ekspresiju, zatim srednja ekspresija u rasponu ,101-200“ i visoka ekspresija s H-
mjerom ,201-300“ Statisticki zna€ajne razlike u koli€ini sintetiziranog proteina su odredene
iznosom p-vrijednosti u obliku: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,0005 (***) i p < 0,0001 (****),
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4.5. Rezultati imunohistokemijske analize anti-CALCA protutijelom

Svi uzorci analizirani anti-CALCA protutijelom su imali uspjeSnu reakciju, koja se mogla uociti
pomocu svjetlosnog mikroskopa, i kao takvi su statistiCki obradeni. Protein CALCA je, za razliku
od proteina SOX2 i SOX17, bio prisutan u svim promatranim histoloskim komponentama u
prerezima tkiva sjemenika s TGCT-om i sjemenika bez neoplasticnih promjena. CALCA je
pokazao visoku ekspresiju u INT sjemenika s TGCT-om i sjemenika bez neoplasti¢nih promjena
sa srednjom vrijednosti H-mjere 233,3 + 75,2. Srednja ekspresija sa srednjom vrijednosti H-mjere
110,2 £ 66,2 je zabiljezena u EC, zatim u GCNIS-u (128,2 + 54,1). CALCA protein je bio prisutan
sa srednjom ekspresijom, ali najve¢om od sva tri analizirana proteina, u HT sjemenika s TGCT-
om i sjemenika bez neoplasti¢nih promjena (150,4 £ 61,7). Od sva tri analizirana proteina, CALCA
je jedini pokazao srednju ekspresiju u CH (180 + 0), dok je niska ekspresija, a time i mala koli¢ina
proteina zabiljezena u TE (62,1 £ 62,5), YST (81,7 = 70,3) i SE (84,0 £ 41,2). Na Slici 19. su
mikroskopski prikazi tkiva sjemenika koja su pokazala slabu, umjerenu i jaku reakciju s anti-
CALCA protutijelom.

StatistiCki znaCajne razlike u ekspresiji CALCA su dobivene izmedu EC i INT (p < 0,0001), TE i
HT (p =0,011), TE i INT (p <0,0001), YST i INT (p < 0,0001), SE i INT (p <0,0001), GCNIS i INT
(p <0,0001), HT i INT (p = 0,0004). Usporedba prisutnosti proteina SOX2 u razli€itim histolodkim

komponentama sjemenika prikazana je na Slici 20.
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Slika 19. Mikroskopski prikazi tkiva sjemenika koji su tretirani anti-CALCA protutijelom tijekom
metode imunohistokemije provedene u ovom radu. Pozitivha reakcija na anti-CALCA protutijelo
se uoCava kao crvenosmede obojenje, a pokazale su ju (A) stanice seminoma (SE) u obliku slabe
reakcije (HE + DAB, x200), (B) stanice sjemenih kanali¢a bez neoplasti¢nih promjena (HT) u obliku
umjerene reakcije (HE + DAB, x200) te (C) Leydigove stanice u intersticiju sjemenika (INT) u
obliku jake reakcije koja se uo€ava kao intenzivno crvenosmede obojenje (HE + DAB, x400).
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Slika 20. Usporedba prisutnosti proteina CALCA u razli¢itim histoloSkim komponentama
sjemenika (tumorskom tkivu, sjemenim kanali¢ima bez neoplasti¢nih promjena s oCuvanom
spermatogenezom i intersticiju) u prerezima tkiva sjemenika s TGCT-om (N=38) i u sjemenim
kanali¢ima bez neoplasti¢nih promjena s o€uvanom spermatogenezom i intersticiju sjemenika bez
neoplasti¢nih promjena (N=20). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije H-mjere
u pojedinim histoloskim komponentama sjemenka s TGCT-om i sjemenika bez neoplasti¢nih
promjena (EC — embrionalni karcinom, TE — teratom, YST — tumor ZumanjCane vrece, SE —
seminom, CH — koriokarcinom, GCNIS — neoplazija zametnih stanica in situ, HT — tkivo sjemenika
bez neoplasti¢nih promjena s oCuvanom spermatogenezom, INT — intersticij sjemenika). Srednja
vrijednost H-mjere se tumadi tako da “0” oznaava odsustvo reakcije, raspon vrijednosti ,1-100"
oznacava nisku ekspresiju, zatim srednja ekspresija u rasponu ,101-200“ i visoka ekspresija s H-
mjerom ,201-300“ Statisticki zna€ajne razlike u koli€ini sintetiziranog proteina su odredene
iznosom p-vrijednosti u obliku: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,0005 (***) i p < 0,0001 (****),
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5. Rasprava

Metoda imunohistokemije se pokazala pouzdanom metodom za lokalizaciju i vizualizaciju koli¢ine
produkta reakcije, odnosno kompleksa antigen-protutijelo, no sama nije dovoljna za preciznu
dijagnostiku. Razlog tome je €injenica da se proteini od interesa osim u tumorskom tkivu mogu
normalno nalaziti i u tkivima bez neoplasti¢nih promjena, to je pokazano i u ovom radu. Nadalje,
samom histoloSkom analizom se ne moze odrediti stadij bolesti te je potrebno analizirati serumske
biomarkere i/ili obaviti dijagnostic¢ke slikovne metode. Zbog svega navedenog, postoji mogucnost
da se pocnu provoditi metode lijeCenja koje su pretjerane ili nedovoline za sam sluca;.
Imunohistokemijski signali na proteine SOX2 i SOX17 su uoc€eni kao tamnocrveno tockasto
obojenje pozicionirano u jezgri stanica, $to se podudara s rezultatima drugih istrazivanja (de Jong
i sur., 2008; Gopalan i sur., 2009; Nonaka, 2009). U ovom istrazivanju, SOX2 je pokazao visoku
razinu ekspresije u EC, a reakcija je izostala u SE, YST i CH, kao $to je bio slu¢aj u istrazivanjima
de Jong i sur. (2008), Gopalan i sur. (2009) te Nonake (2009). Niska, ali znaajna razina ekspresije
SOX2 je zabiljezen u ovom istrazivanju u GCNIS-u, za razliku od istrazivanja kojeg su proveli
Gopalan i sur. (2009) i opisali negativnu imunohistokemijsku reakciju SOX2 u GCNIS-u. Prisutnost
SOX2 proteina u GCNIS-u nije bila uo€ena ni u istrazivanju kojeg su proveli de Jong i sur. (2008).
Oba proteina iz porodice SOX gena, SOX2 i SOX17, su zabiljezeni u epitelnim stanicama
endodermalnog porijekla u TE u istrazivanju Nonake (2009), kao i u istrazivanju de Jong i sur.
(2008). U ovom istrazivanju je uocCen isti rezultat pri E¢emu su SOX2 i SOX17 pokazali nisku
ekspresiju u podruc¢jima TE. Koli¢ina proteina SOX2 u TE je bila ipak nesto veéa od koli€ine
proteina SOX17, sa srednjom vrijednosti H-mjere 52,4 + 58,5, u usporedbi s 16,8 + 20,5. Navedeni
rezultati su u skladu s €injenicom da je SOX2 protein prisutan u neuralnim mati¢nim stanicama te
je vazan za razvoj Ziv€anog sustava (Gopalan i sur., 2009). Protein SOX2 je zabiljezen u HT i INT

s niskom ekspresijom, puno nizom od one koja je uo¢ena kod SOX17.

Za razliku od SOX2, SOX17 nije bio eksprimiran u EC, a zabiljezene su visoke razine ekspresije
u SE, GCNIS-u i INT. Visoku razinu ekspresije SOX17 u SE, kao i odsutnost reakcije s anti-SOX17
protutijelom u EC, su uo€ili i de Jong i sur. (2008) te Nonaka (2009). Visoka ekspresija u GCNIS-
u opisana je u proslim istrazivanjima uz koekspresiju s proteinom OCT4 (de Jong i sur., 2008).
Nadalje, SOX17 je bio viSe eksprimiran u HT nego SOX2, iako su oba pokazala nisku ekspresiju
u toj histoloskoj komponenti. SOX17 je pokazao srednju razinu ekspresije u YST-u za razliku od
SOX2 proteina koji uopc€e nije bio prisutan u YST-u. Kao i u ovom istrazivanju, proSla istrazivanja

su dokazala razliCite razine ekspresije SOX17 u YST kao komponentama MGCT te odsutstvo
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SOX2 proteina na istim tkivnim podrucjima (Nonaka, 2009). U CH nije zabiljezena prisutnost

SOX17 proteina, §to je potvrdilo rezultate proslih istrazivanja (Nonaka, 2009).

Za razliku od SOX2 i SOX17, CALCA je uo&en u svakoj od ispitivanih histoloskih komponenti u
odredenoj razini ekspresije. Kao i SOX2, CALCA se pojavio u EC, no s nesto nizom srednjom
vrijednosti H-mjere. S druge strane, u TE, GCNIS, HT i INT se pojavio s visom vrijednosti H-mjere
od one uocCene kod SOX2. U usporedbi s koli¢inom proteina SOX17, CALCA protein se pokazao
s manjom srednjom vrijednosti H-mjere u SE, GCNIS-u i INT od one izraCunate za protein SOX17.
S druge strane je bio prisutan u vec¢im koli¢inama od proteina SOX17 u TE i HT, te se pojavio u
EC i CH. Ezeh i sur. (2005) su zabiljezili prisutnost CALCA proteina u nekim uzorcima SE, PGC,
gonocitama i spermatogonijama. | u ovom je istrazivanju CALCA protein uoen u gotovo svim
uzorcima SE. Uocena je niska ekspresija CALCA u YST, no nije bila statistiCki zna€ajna. Rezultat
ovog istrazivanja koji potencijalno nosi veliku vaznost je srednja razina ekspresije CALCA u CH.
Navedeni rezultat pokazuje da ovaj protein ima veliki potencijal kao tkivni biomarker u dijagnostici
tog najagresivnijeg oblika TGCT-a. Ukoliko se daljnjim ispitivanjima razjasni i potvrdi njegov
potencijal kao biomarkera, njegovo koriStenje bi moglo pridonijeti uspjednosti lijeCenja CH-a.
Takoder se moze razmatrati njegovo koristenje kao tkivnog biomarkera u dijagnostici TE, sto je
vazno zbog veé¢ spomenutog izostanka povecCanja koncentracija serumskih biomarkera u
prisutnosti ovog podtipa TGCT-a. Osim toga, precizna dijagnostika TE pomaze u odabiru

primjerene metode lije€enja, s obzirom na to da je TE radio i kemorezistentan.

Cinjenica da pojedine komponente TGCT-a sintetiziraju razli¢ite koli¢ine i vrste proteina pridodaje
kompleksnosti dijagnostike TGCT-a metodom imunohistokemije, no s druge strane, dijagnostika
postaje preciznija. Precizna dijagnostika olakSava lijeCenje i povecava vjeroajatnost za dobar
klinicki ishod. U ovom, ali i drugim radovima, pokazalo se da je nedovoljno precizno zaklju€ivati o
tipovima TGCT-a na temelju prisutnosti samo jednog proteina. Primjerice, iz prisutnosti proteina
SOX2 se moze zakljuciti da je u uzorku prisutan EC, za $to postoji vrlo visoka vjerojatnost da bude
to€no, no ne mora biti iskljuCivo jer se isti pojavljuje u uzorcima TE i INT sjemenika s TGCT-om i
sjemenika bez neoplasti¢nih promjena. 1z tog razloga se u dijagnostici treba ispitivati prisutnost
barem dva proteina, kao $to se za otkrivanje EC ispituje prisutnost proteina SOX2 i OCT4 (de
Jong, 2008). Oni su transkripcijski faktori koji odrzavaju pluripotenciju i odgadaju diferencijaciju
zametnih stanica Sto je jedna od karakteristika tumorskih stanica. Protein OCT4 se danas
standardno koristi u dijagnostici TGCT-a, u spolnim Zlijezdama kao i ostalim dijelovima organizma
(Gopalan i sur., 2009). Uz prisutnost proteina SOX2 i OCT4, dodatno dokazivanje odsutnosti
proteina SOX17 potvrduje da se radi o EC (Gopalan i sur., 2009; Nonaka, 2009). Nadalje, ovim je
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istrazivanjem potvrdeno da pozitivha imunohistokemijska reakcija na protein SOX17, a negativha
na protein SOX2 navodi na zaklju€¢ak da je u tkivu prisutan SE, §to se u danasnjoj dijagnostici
dodatno utvrduje i pozitivnom reakcijom na protein OCT4. YST se moze potvrditi prisutnosc¢u
SOX17 uz odsutnost SOX2 i OCT4 (Nonaka, 2009). Protein CALCA je uofen s niskom do
srednjom ekspresijom u SE i EC, koje su do sada ve¢ dijagnosticki odvojeni na temelju razlike u
ekspresiji SOX2 i SOX17. Navednoj razlici se mogu pridodati rezultati ovog istrazivanja, pa se
prisutnost proteina CALCA i proteina SOX17, a odsutnost proteina SOX2 moze povezati uz SE.
Nadalje, koekspresija CALCA i SOX2 uz odsutnost proteina SOX17 mozZe u odredenoj mjeri sluziti
kao dokaz prisutnosti EC. Koekspresija SOX17 i CALCA, a odsutstvo proteina SOX2 ima
potencijal u dijagnosticiranju GCNIS-a kao preteCe malignih oblika TGCT-a.
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6. ZakljuCak

Cilj ovog rada bio je istraziti podrucje i intenzitet ekspresije proteina SOX2, SOX17 i CALCA u
tkivima sjemenika Covjeka s tumorom zametnih stanica sjemenika (N=38), kao i u tkivu sjemenika
bez neoplasti¢nih promjena (N=20), kako bi se dobila nova saznanja o koriStenju ovih proteina u
dijagnosticke svrhe. Rezultati imunohistokemijske analize su potvrdili dijagnosticki potencijal
proteina SOX2 i SOX17 u razlikovanju EC i SE tijekom dijagnostike na temelju njihove iskljuujucée
prisutnosti te istaknuli dijagnosticki potencijal tkivnog biomarkera CALCA proteina. Koekspresija
CALCA proteina s proteinom SOX17, a odsutnost proteina SOX2 u istom uzorku, moze ukazati
na postojanje SE. Nadalje, koekspresija CALCA i SOX2 uz odsutnost proteina SOX17 moze u
odredenoj mijeri sluziti kao dokaz prisutnosti EC-a. Koekspresija SOX17 i CALCA, a odsutstvo
proteina SOX2 ima potencijal u dijagnosticiranju GCNIS-a. Uo¢ena srednja razina ekspresije
CALCA u CH pokazuje iznimnu vaznost i potencijal kao tkivni biomarker za otkrivanje ovog
najagresivnijeg tipa TGCT-a, no treba dodatno ispitati njegovo prisustvo i meduodnose s drugim
biomarkerima u svrhu razvoja sto preciznije dijagnostike. Ukoliko se daljnjim ispitivanjima potvrdi
potencijal CALCA proteina kao biomarkera, njegovo koriStenje bi pridonijelo preciznijoj dijagnostici

te odabiru primjerene metode lije€enja ovih sve ucestalijin tumora u muskaraca.
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