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KRATICE

TT — tumori testisa

TGCT - tumori zametnih stanica testisa (engl. testicular germ cell tumor )
FDG PET - pozitron emisijska tomografija s fluorodeoksiglukozom
SE — seminom

Lat — latinski jezik

Engl — engleski jezik

GCNIS - neoplazija zametnih stanica in situ (engl. germ cell neoplasia in situ)
PCG - primordijalne zametne stanice (engl. primordial germ cells)

SNP - polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotid polimorfizm)
DMNT — DNA metiltransferaza

MBD - metil vezujuéi proteini (engl. methyl-biding proteins)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

AFP — a-feto protein

CHAT - engl. Cancer Hallmarks Analytics Tool

HCG - humani korionski gonadotropin

LDH - laktat dehidrogenaza

ZDR - okolno tkivo testisa sa o¢uvanom spermatogenezom

FDG PET - pozitronska elektronska tomografija s fluorodeoksiglukozom
TAE - Tris-acetat-EDTA

IRS - imunoreaktivni indeks (engl. immunoreactivity score)

cfDNA - slobodna, nestani¢na DNA (engl. cell free DNA)
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1. UvOoD

1.1. Anatomija testisa

Testis (sjemenik) je parna Zlijeda, ovalnog oblika i nalazi se u mosnji (lat. scrotum). Testis je
unutarnji muski spolni organ u kojem se stvaraju, umnoZzavaju i sazrijevaju spermiji te izlu¢uju
muski hormoni. Kod zdravih odraslih muSkaraca testis je obi¢no volumena 15-25 mL i duZine
izmedu 4,5 do 5,1 cm (1,2). Ima dvije strane, medijalnu i lateralnu (lat. facies medialis et lateralis),
dva ruba, prednji i straznji (lat. margo anterior et posterior) i dva pola, gornji i donji (lat. polus
superior et inferior). Prednji rub je gladak i konveksan, dok je straznji rub prekriven epididimisom
(pasjemenikom) koji prelazi u sjemeni tracak (lat. funiculus) i kroz njega prolaze Zile, Zivci te
odvodni kanali¢ spermija. Hilus je pocetni dio funikulusa. Izmedu testisa i epididimisa uvlaci se
seroza i formira sinus epididimisa. Lateralna strana je konveksna i lagano okrenuta prema dolje i

natrag dok je medijalna strana spljoStena i okrenuta prema gore i naprijed.

Arterijska opskrba testisa i epididimisa ide iz tri izvora: unutarnje spermati¢ne testikularne arterije,

deferencijalne vasalne arterije i vanjske spermaticne ili kremasteri¢ne arterije (3).

Spermati¢na arterija izlazi iz abdominalne aorte, u razini drugog lumbalnog kraljeska, ispod
renalne arterije, postaje dio spermati¢nog snopa iznad unutarnjeg ingvinalnog prstena i u bliskom
je kontaktu s anastomotskim venskim dijelom koji ¢ini pleksus pampiniformis. U testis arterije
ulaze kroz medijastinum testisa, u 56 % kao jedna arterija, 2 grane u 31 % i 13 % kao 3 ili vise

arterija (4).

Venska krv testisa se skuplja u venski splet (lat. plexus pampiniformis) koji se sastoji od malih
vena parenhima testisa koji se prazne ili u vene na povrsini testisa ili u grupu vena u blizini

medijastinuma testisa koji idu prema rete testisa i zajedno s deferencijalnim venama testisa ¢ine



pleksus pampiniformis (5). Desna se testikularna vena ulijeva u donju Suplju venu pod ostrim

kutem, a lijeva testikularna vena se ulijeva u lijevu renalnu venu pod pravim kutem.
Lifmna drenaza iz testisa ide u lumbalne limfne ¢vorove,

Testis nema somatsku inervaciju ali prima autonomnu inervaciju primarno od intermezenteri¢nih

zivaca i renalnog pleksusa koji idu zajedno uz testikularnu arteriju do testisa.

1.2. Histologija, embriologija i fiziologija testisa

Parenhim testisa je obavijen kapsulom koju ¢ine tri sloja: vanjski visceralni sloj tunika vaginalis,
tunika albuginea i unutrasnji sloj tunika vasculosa. Tunika vaginalis se sastoji od 2 sloja,
visceralnog i parijetalnog (lat. lamina visceralis et parietalis tunicae vaginalis testis). Tunika
albuginea je ¢vrsta, vezivna, sjajna i glatka ovojnica koja obavija testis dok je tunika vasculosa
bogata krvnim zilama. Od medijastinuma kroz tkivo testisa idu vezivne pregrade (lat. septae) koje
ga dijele u reznjeve (lat. lobulae testis). Svaki septum odvaja reznjeve i sadrzi barem jednu
centrifugalnu arteriju. Testis ima 300 lobula oblika piramide s bazom okrenutom prema periferiji
a vrhom prema medijastinumu, koji tvore parenhim testisa. U lobulima se nalaze barem dva
zavijena kanalic¢a (lat. tubuli seminiferi contorti testis) u kojima nastaju spermiji. Zavijeni kanalic¢i
sadrZe razvojne zametne stanice, a izmedu njih je intersticijsko tkivo koje se sastoji od Leydigovih

stanica, mastocita, makrofaga kao i ogranaka Zivaca, krvnih i limfnih Zila.

U zavijenim kanali¢cima odvija se spermatogeneza. Pri dnu bazalne membrane kanali¢a nalazi se
mati¢na stanica (spermatogonija) koja se procesom mitoze dijeli u dva tipa stanica: jedno su
spermatogonije, a drugo primarne spermatocite koje ¢e se dijeliti mejozom. Mejotickom diobom

nastati ¢e sekundarne spermatocite koje se dalje dijele u dvije identi¢ne haploidne spermatide



(druga mejoticka dioba). Spermatozoe su zrele muske gamete ¢ijim oblikovanjem nastaju spermiji.
Pod utjecajem testosterona koji aktivira odstranjivanje nepotrebne citoplazme i organela nastaju
zrele spermatozoe koje se nalaze u lumenu zavijenih kanali¢a. Izmedu opisanih stanica koje
sudjeluju u spermatogenezi i stvaranju zametnih stanica nalaze se Sertolijeve stanice koje imaju
nutritivnu i potpornu ulogu, fagocitiraju rezidualna tjeleSca koja ostaju nakon sazrijevanja
spermatide, iniciraju otpustanje zrelih spermatozoa u lumen. Tijekom spermatogeneze spermatide
takoder formiraju rep pomoc¢u mikrotubula koje formiraju aksoneme da mogu biti pokretni, a DNA
se kondenzira u tijelu. Dok su jo§ bez moguénosti kretanja, spermatozoe se transportiraju u
epididimis gdje se nalazi sekret koji proizvode Sertolijeve stanice te dolazi do zavrsne

spermiogeneze.

Tako gledano mikroskopski spermatogeneza pocinje uz bazalnu membranu zavijenih kanalica te
se prema lumenu razvijaju sve zreliji oblici, do spermatozoe u lumenu. Spermatogeneza se ne

razvija sinhrono u svim stanicama istog kanali¢a te su vidljivi istovremeno razliciti oblici stanica.

Svjetlosnom mikroskopijom ne mozemo uvijek razlikovati navedene stanice te stoga koristimo
razli¢ite markere obzirom na to koje proteine eksprimiraju odredene stanice te ih

imunohistokemijskim bojanjem prikazujemo.

Intersticijsko tkivo zauzima oko 20-30 % cjelokupnog volumena testisa (5). U intersticiju se
nalaze Leydigove stanice Cija je funkcija sinteza testosterona a mikroskopski se lako uocavaju u
intersticiju jer imaju obilnu eozinofilnu citoplazmu i veliki nukleol. Leydigove stanice su
stimulirane s luteiniziraju¢im hormonom iz hipofize te sintetiziraju androgene hormone, $to znaci

testosteron, androstendion i dehidroepiandrosteron (DHEA).

ViSe zavijenih kanali¢a se spaja u ravni kanali¢ (lat. tubulus seminiferus rectus testis). Ravni

kanali¢i su pocetak izvodnog sustava testisa. Oni stvaraju mrezu (lat. rete testis) a mreza se
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nastavlja u 6-12 izvodnih kanala (lat. ductuli efferentes testis) i njima spermiji i testikularna

tekucina iz testisa odlaze u epididimis (Slika 1.).

Ductus deferens

= Head (caput epididymidis)

Straight tubule

Seminiferous
tubule

HRete testis

Body (corpus
epididymidis)

Tail (cauda
epididymidis)

Slika 1. Presjek testisa i epididimisa. Preuzeto s https://medicine.academic.ru

Spermatogeneza pocinje u pubertetu putem sprege hipotalamus — hipofiza - Leydigove stanice.
Embrionalni razvoj gonada pocinje formacijom genitalne brazde od intermedijarnog mezoderma,
dorzalnog mezenterija tj.proliferacijom celomnog epitela gdje nastaju mezonefri¢ki, Wolffov
kanal koji je primordijarno urogenitalno tkivo iz kojeg nastaje epididimis, sjemeni mjehurici i vas
deferens, a utjece 1 na odredivanje spola, vanjskog fenotipa.

Mezonefros i genitalna brazda formiraju urogenitalnu brazdu te se na ventromedijalnoj strani
mezonefrosa fragmentira bazalna membrana i dolazi do migracije epitelnih stanica koje se
transformiraju u mezenhimalne stanice vanstani¢nog matriksa 1 invadiraju izmedu struktura
buducih kanali¢a. Zametne stanice migriraju uz alantois do primordijarne gonade i koloniziraju
zavijene tracke u meduli i postaju spermatogonije. Testisi se spustaju u skrotum u 3 trimestru

trudnoce, prolazeci kroz ingvinalni kanal izmedu 24-28 tjedna.


https://medicine.academic.ru/

1.3. Tumori testisa
1.3.1. Epidemiologija
Tumori testisa (TT), iako ¢ine samo 1 % svih tumora u muskaraca i 5 % svih uroloskih maligniteta,
su najucestaliji tumori u mladih muskaraca izmedu 15 - 35 godina i imaju vaznu medicinsku i
socio-ekonomsku vaznost jer zahvacaju muskarce u najproduktivnijoj dobi (6,7). Po istraZzivanju
iz 2017. godine incidencija tumora testisa varira izmedu etni¢kih skupina s veCom incidencijom
u visoko razvijenim zemljama i nizom incidencijom u slabije razvijenim zemljama ali sa stabilnim
porastom incidencije u pro§lom desteljecu (8,9).
Norveska ima najvecu incidenciju tumora testisa, 11,8 / 100000, dok Indija i Tajland imaju
najmanju incidenciju, 0,5/ 100000, odnosno 0,4 na 100000 stanovnika (10).
Mortalitet tumora testisa u svijetu pokazuje obrnuti trend u odnosu na incidenciju, s veéim
mortalitetom u slabije i srednje razvijenim zemljama, 0,5 na 100000 stanovnika, nego u visoko
razvijenim zemljama (11).
Republika Hrvatska, u odnosu na druge europske drzave, ima srednji porast ucestalosti ali sa
stalnim 1 brzim porastom ucestalosti 1 vjerojatno s najve¢im stopom porasta u svijetu po
istrazivanju iz 2011. godine (12,13).
Procjenjuje se da ¢e godisnje jednom od 100 musSkaraca biti dijagnosticiran tumor testisa u tri
europske drzave sa najviSom stopom rizika, medu kojima je i Hrvatska, na temelju predvidanja

pomoc¢u modela (,,model based*) u 40 zemalja i registriranih podataka o stanovniStvu (14).



1.3.2. Etiologija

Iako je razvoj medicinske dijagnostike i terapije doveo do izljecenja preko 95 % tumora testisa, u
vecini zemalja i dalje se razvija i unapreduju razliciti pristupi u lijeCenju tumora testisa (15,16).
Rizi¢ni faktori za tumore testisa su hipospadija, kriptorhizam i smanjena spermatogeneza kao dio
sindroma disgeneze testisa. Istrazivanja pokazuju da obiteljska hereditarnost u rodaka prvog
stupnja kao i razvoj tumora (tumor testisa ili tumor zametnog epitela in situ (engl. Germ Cell
Neoplasia in situ, GCNIS) u kontralateralnom testisu mogu povecati rizik razvoj tumora testisa (6-
11).

Od svih tumora testisa 90 - 95 % pripada tumorima zametnih stanica (engl. Germ Cell Tumor,
GCT) i u trenutku dijagnosticiranja 1 - 2 % su bilateralni tumori (15). Za neseminome i mijeSane
tumore je najveca incidencija u tre¢oj dekadi zivota dok je Cetvrto desetlje¢e najveca incidencija
za Cisti seminom. U 5 % slucajeva tumora testisa zametnih stanica sijelo primarnog tumora je na
nekom drugom mjestu (16).

Najveéi udio tumora testisa su tumori zametnih stanica koji ¢ine do 98 % svih primarnih tumora
testisa. Tumore zametnih stanica dijelimo na predpubertetske, postpubertetske i spermatocitni
tumor koji se javlja u starijoj Zivotnoj dobi. Najve¢i dio tumora zametnih stanica Cine
postpubertetski tumori koji se javljaju u dobi od 15 do 45 godine zivota, dakle germinativnoj |
stanica dijele se u dvije velike skupine, a to su seminomi (SE) koji ¢ine oko 55 % tumora zametnih
stanica testisa (engl. Testicular Germ Cell Tumor, TGCT) te su u potpunosti gradeni od nezrelih
seminomskih stanica, a drugu skupinu ¢ine tzv. neseminomski tumori.

Neseminomski TGCT ¢ine veliku skupinu koja je najées¢e mijeSani tumor zametnih stanica te se

moze sastojati od razli¢itih komponenti koje imitiraju zrele i nezrele strukture embrionalnih i



ckstraembrionalnih tkiva te ¢ine: embrionalni karcinom, tumor zumanjéane vrece (engl. yolk sac
tumor), teratom i koriokarcinom. Te komponente se nalaze najée$c¢e u razli¢itim kombinacijama i
udjelima, a seminomska komponenta takoder moze biti dio mijeSanih tumora zametnih stanica.

Takoder se svaka od komponenti moze manifestirati kao jedina, a $to je vrlo rijetko.

1.4, Premaligne lezije tumora zametnih stanica testisa

Premaligna lezija tumora zametnih stanica testisa je GCNIS, koji se uvijek nalazi u okolini TGCT-
a, a odnosi se na proliferaciju displasti¢nih stanica koje se jo§ uvijek nalaze unutar kanalica, tj.
bazalna membrana je odrzana. GCNIS je karakterizirana genetskim promjenama koje su identi¢ne
TGCT.
Takoder se naziva i intratubularna neoplazija zametnih stanica.
Premaligna lezija se moze razviti u bilo koji tumor zametnih stanica. Dokazano je da 5 %
pacijenata s tumorom testisa zametnih stanica u jednom testisu imaju premalignu leziju u drugom
testisu.
Rizi¢ni faktori koji povecavaju rizik za razvoj premaligne lezije su:

* Anamneza tumora testisa

* Nespusteni testis (kriptorhizam)

» Testisi ne izgledaju normalno od rodenja (dvosmislene genitalije / ambiguous genitalia)

» Testikularna atrofija (smanjeni testis)

* Neplodnost
Premaligna lezija ne stvara simptome jer se ne nalazi tumorska masa. U pojedinim slucajevima
mogu stvarati probleme s plodnosti. Dijagnoza se naj¢e$¢e dobije za vrijeme operacije testisa

(orhidektomije) ili tijekom obrade drugih stanja, npr. neplodnosti.



Trenutno nema standardiziranog nacina lijeCenja premalignih lezija tumora zametnih stanica
testisa pri cemu se u obzir uzimaju rizi¢ni faktori te pacijentove potrebe i sklonosti.

U obzir dolazi pozorno pracenje, orhidektomija ili zracenje.

1.5. Seminomi

1.5.1. Epidemiologija

Seminomi (SE) &ine do 55 % svih TGCT i razvijaju se iz GCNIS. Cisti seminom ima najveéu
incidenciju u tridestima i Cetrdesetima godinama zivota i ¢ini 82-85 % svih seminoma. Rijetko

kada se pojavljuje u adolescentskoj dobi, a iako rijetko moze se pojaviti i u Sezdesetima.

1.5.2. Cimbenici rizika

vvvvv

testisa u koji spada kriptorhizam (nespusteni testis), hipospadija i Smanjena spermatogeneza.

Kriptorhizam se odnosi na nespustene testise koji se nalaze negdje unutar ingvinalnog kanala ili
abdominalne Supljine jer nije doSlo do potpunog spustanja u mosnje. Incidencija kriptorhizma je
3 % pri rodenju, viSe unilateralno nego bilateralno 1 priblizno 80 % svih sluc¢ajeva ¢e spontano

proci i testis ¢e se spustiti u skrotum. Incidencija kriptorhizma u 1 godini Zivota je 1 %.

Riziéni faktori za razvoj kriptorhizma su prerano rodena djeca, smanjena tjelesna tezina pri

rodenju, blizanci, mali za gestacijsku dob.

Kriptorhizam dovodi do degeneracije Sertolijevih stanica, gubitak Leydigovih stanica, atrofije i
nenormalne spermatogeneze a $to se dugotrajnih komplikacija ti¢e prvenstveno se odnosi na 40
puta vedi relativni rizik za nastanak tumora testisa pri ¢emu su najvise zastupljeni seminomi, a
karcinom in situ (CIS) se pojavljuje u 2 % slucajeva. Takoder se blago povecava i rizik za razvoj
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tumora u kontralateralnom, normalno spustenom testisu. Dovodi i do smanjene plodnosti
(fertilnosti), povecanog rizika za torziju testisa a takoder i za razvoj direktne ingvinalne hernije

7).

Hipospadija je kongenitalna deformacija gdje se uretra (lat. meatus urethrae) pojavljuje s donje
strane penisa, bilo gdje od glansa do perineuma. Pojavljuje se u 1 od 250 novorodene muske djece.
Priblizno 8 % slucajeva pojavljuje se kod djece ¢iji otac ima hipospadiju i 14 % kod brace. Nastaje
kao posljedica nepotpunog zatvaranja uretralnih nabora s donje strane penisa tijekom
embrionalnog razvoja, Sto je povezano s oStecenom produkcijom ili metabolizmom fetalnih

androgena ili s brojem i osjetljivo$¢u androgenih receptora u tkivima (18).

Priblizno 50 % slucajeva neplodnosti nastaje zbog oste¢enog razvoja spermija ili nedovoljnog
broja. Uzrok moze biti u poremecenoj morfologiji spermija (teratospermija), motilitetu
(asthenospermija), smanjenom broju spermija (oligospermija) ili odsustvu spermija
(azoospermija). Oste¢ena funkcija epididimisa moze uzrokovati loSu maturaciju spermatozoa, 10$

transport ili uzrokovati smrt stanice.

Uzroci mogu biti idiopatski (25 %), kod varikokele (40 %), kriptorhizma, funkcionalno ostecenje
ejakulata, erektilna i ejakulatorna disfunkcija, endokrinoloski poremecaji, genetski poremecaji,

razvojni poremecaji muskih spolnih organa, sistemske bolesti, lijekovi I vanjski uzro¢nici (19).



1.6. Klinicka slika i dijagnostika

Tumori testisa se naj¢eS¢e prezentiraju kao jednostrana, bezbolna tvorba u testisu koju pacijent
napipa u skrotumu ili kao slucajan nalaz na ultrazvuku testisa u sklopu obrade drugih bolesti, npr.
neplodnosti. Bol u skrotumu se pojavljuje u 27 % slucajeva a ujedno je i razlog za odgodenu
dijagnozu u 10 % slucajeva (20). U obradi ginekomastije kod muskaraca treba ukljuciti i pregled i
dijagnostiku testisa jer se u 1 % nalazi i tumor zametnih stanica / gonadalni tumor testisa (21).
Takoder u 11 % slu€ajeva pacijenata s tumorom testisa se prezentira kao bol u ledima i lumbalno
te se pri obradi suspektnog pacijenta s tumorom testisa mora ukljuciti pregled abdomena, toraksa
i supraklavikularnih podrucja (22). U metastatskoj bolesti se mozZe primijetiti gubitak tjelesne

tezine, prisutnost tvorbe u vratu, tegobe s disanjem i bol u kostima.
1.6.1. Dijagnostika
1.6.1.1. Ultrazvuk testisa

Pri sumnji na tumor testisa ultrazvuk je uvijek potrebno uciniti, ¢ak 1 ako je jasan klinicki nalaz
tumora testisa i to sa sondom visoke frekvencije (> 10 Hz) (23). Ultrazvukom testisa mozemo
odrediti nalazi li se tvorba unutar ili izvan testisa, volumen i lokacija tumora kao i pregled
kontralateralnog testisa za iskljucenje lezija i promjena za razvoj premalignih lezija. Takoder se
ultrazvuk testisa preporucuje i u obradi muskaraca s retroperitonealnim i visceralnim tvorbama /
tumorima, s ili bez poviSenih serumskih markera (AFP, BHCG), s urednim klinickim nalazom na

testisima, i u obradi muskaraca u obradi plodnosti (24,25).
1.6.1.2. Kompjutorizirana tomografija

U procjeni proSirenosti tumora testisa kompjutorizirana tomografija toraksa, abdomena i zdjelice

......
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orhidektomije ili prije dobivanja histopatoloskog nalaza. Veli¢ine metastaza se trebaju opisati u tri
dimenzije, ili barem u opisu najveteg aksijalnog promjera. U nedavnim sistematskim
istrazivanjima srednja osjetljivost kompjutorizirane tomografije abdomena u dijagnostici tumora
testisa je 67 % (37 - 100 %) a specificnost metode je 92 % (58 - 100 %) (26). Osjetljivost opada a
specifi¢nost raste s pove¢anjem definirane minimalne veli¢ine limfnog ¢vora. S ¢vorovima > 4
mm, osjetljivost je 93 % a specifi¢nost je 58 %, gdje je je za Evorove > 10 mm osjetljivost 37 % a
specificnost raste na 100 % (26). Takoder CT toraksa u dijagnostici tumora testisa je osjetljiva
metoda od 100 % (95 - 100 %) i specifi¢nost od 93 % (91 - 97 %) (26). U dijagnostici proSirenosti
bolesti toraksa, kompjutorizirana tomografija je vise osjetljiva ali manje specifi¢na u odnosu na
klasicno RTG slikanje. Kompjutorizirana tomografija mozga se preporucuje kod pacijenata s
neseminomskim tumorima zametnih stanica, multiplih pluénih metastaza i slabije prognoze po
rizi¢nim skupinama (za pacijente s BHCG > 5000 UI/L) ili s klinickim simptomima metastaza u

mozgu (27).
1.6.1.3. Magnetska rezonancija

Magnetska rezonancija u dijagnostici abdominalne proSirenosti bolesti u detekciji
retroperitonealnih limfnih ¢vorova ima slicnu toc¢nost kao i kompjutorizirana tomografija (28).
Medutim u rutinskoj upotrebi magnetska rezonancija nije indicirana za dijagnostiku prosirenosti
bolesti tumora testisa, osim u slucajevima ako je CT kontraindiciran zbog alergije na jodni
kontrast. U dijagnostici cerebralnih metastaza magnetska rezonancija se treba upotrebljavati jer
ima jacu osjetljivost od CT-a kao i kod pacijenata sa simptomima metastatske bolesti u kraljeznici

(29, 30).
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1.6.1.4. PET pozitron emisijska tomografija

Pozitron emisijska tomografija s fluorodeoksiglukozom (FDG PET) se ne koristi rutinski u
dijagnostici proSirenosti bolesti kao niti u pracenju (26). Jedino se preporucuje kod
postkemoterapijskih pacijenata sa seminomom i rezidualnom tvorbom > 3 cm da se evaluira FDG
aktivnost (31). Ne preporucuje se uc¢initi PET FDG 2 mjeseca nakon posljednje kemoterapije (32).
Lazno pozitivni nalazi nakon kemoterapije su uobicajeni i mogu se pojaviti i kod 80 % lezija jer

ukljucuju nekrozu, fibrozu i posljedi¢nu upalu te mogu apsorbirati FDG (32).

1.6.1.5. Scintigrafija skeleta
Scintigrafija skeleta se ne preporucuje u rutinskoj dijagnostici kod tumora testisa.
1.6.1.6. Serumski tumorski biomarkeri

Serumski tumorski biomarkeri koji se koriste rutinski u dijagnostici tumora testisa su alfa feto
protein (AFP), beta lanac humanog korionskog gonadotropina (BHCG) i laktat dehidrogenaza
(LDH). Oni se koriste za definiranje stadija bolesti kao i za procjenu rizika, u odgovoru bolesti na
terapiju i dijagnostici relapsa bolesti (33). Trebaju se izvaditi rutinski prije i nakon operacije. Oni
imaju svoja ogranicenja, jer normalne vrijednosti tumorskih biomarkera ne iskljuc¢uju postojanje
tumora testisa. U uznapredovaloj bolesti tumorski biomarkeri su poveéani u 80 % slucajeva (33).
PoviSene vrijednosti biomarkera ili ¢ak povecanje vrijednosti nakon ucinjene orhidektomije
upucuju na metastatsku bolest (33). Medutim, normalizacija vrijednosti tumorskih biomarkera
nakon orhidektomije ne iskljuuje postojanje metastatske bolesti. Kod relapsa bolesti, 25 %
pacijenata imaju povecanje vrijednosti tumorskih biomarkera AFP i BHCG, dok LDH moze biti

povecan i kod 30 % pacijenata koji su u potpunoj remisiji (33).
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AFP se izluCuje trofoblasti¢nim stanicama i prisutan je u 50-70 % teratoma i karcinoma
zumanjc¢ane vrece. Povisene vrijednosti u krvi upucuju na neseminomske tumore zametnog epitela

jer se ne pojavljuje u ¢istim seminomima. Vrijeme poluzivota AFP je 5-7 dana.

BHCG se izlucuje sinciciotrofoblasti¢nim stanicama i poluvrijeme zivota je izmedu jednog i tri
dana. Do 30 % slucajeva Cistog seminoma (9 - 32 %) imaju umjereni porast BHCG u trenutku

dijagnoze (33).

LDH je sveprisutni enzim, koji moze biti povecan zbog vise razloga i zato je manje specifican za
tumore testisa. Vrijednosti LDH koreliraju s volumenom tumora a poveéane vrijednosti mogu biti
i do 30 % slucajeva kod kompletne remisije metastatske bolesti (33).

1.6.2. PatohistoloSka analiza seminoma

Patoloski pregled testisa se temelji na preporukama Medunarodnog udruZenja uroloSke patologije

(‘engl. International Society of Urological Pathology, ISUP) (34).
Preporuke za uzorkovanje i nalaz patologa za tumor testisa su:

* vrsta uzorka: radikalna orhidektomija ili parcijalna, strana, veliina testisa, broj tumora 1
makroskopski opis epididimisa, duzina funikulusa i opis tunike vaginalis.

» Makroskopski opis tumora koji je karakteristi¢no sive boje, homogenog izgleda, najéesce
bez nekroze 1 krveranje. Na prerezu se tumor obi¢no izboCuje iznad rezne plohe.

* Prilikom uzorkovanja potrebno je preuzeti minimalno 1 rez uzorka za svaki centimentar
tumora u najve¢em promjeru, uklju¢uju¢i normalni parenhim testisa (ako je prisutan),

tunika albuginea i epididimis, te dijelovi koji su potencijalno suspektni. Ako je tumor < 20

mm, onda se mora kompletno uzorkovati.
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Preuzima se uzorak proksimalnog i distalnog dijela funikulusa te moguc¢i suspektni dijelovi

— najbolje ih je uzeti prije uzorkovanja samog tumora da se ne kontaminiraju uzorci.

Mikroskopski izgled i dijagnoza: histoloski tip tumora odreduje se po definiciji WHO-a iz
2016. (tocno definiranje pojedine komponente tumora, veliCine i1 postotka pojedinog
tumora): Seminom mikroskopski pokazuje karakteristicnu sliku nakupina tzv.
seminomskih stanica, obilne svijetle do eozinofilne citoplazme, s jednoli¢nim jezgrama 1
prominentnim nukleolom te vidljivim mitozama (35). Izmedu nakupina tumorskih stanica

nalaze se vezivne septe s limfocitnim infiltratom.

Prisutnost ili odsutnost limfati¢ne ili vaskularne invazije. U slucaju nejasnog nalaza

preporucuje se upotreba endotelnog markera, kao Sto je CD31.
Prisutnost ili odsutnost GCNIS u ne tumorskom parenhimu.

U slucaju zahvacenosti rete testisa potrebno je razluciti izmedu stromalne invazije 1 tzv.
»pagetoidnog” Sirenja u rete (36).
Ako mikroskopski nalaz ne odgovara nalazu preoperativnih markera, potrebno je uzeti

dodatne uzorke za analizu.

Patoloski T stadij bolesti (pT) se opisuje na temelju TNM klasifikacije iz 2016. Kod

multiplog seminoma najveci ¢vor se uzima za kategorizaciju T stadija bolesti.

U slucaju nejasnog nalaza, upotreba imunohistokemijske analize moze pomoc¢i u dijagnozi tumora

testisa pri Cemu seminom pokazuje pozitivnu reakciju na CD-117 (c-KIT), OCT3/4, Sall4 i PLAP.

HistoloSka klasifikacija tumora testisa se temelji na patoloSke klasifikacije Svjetske zdravstvene

organizacije (engl. World Health Organization, WHO) iz 2016. godine:

Tumori zametnih stanica (engl. Germ cell tumours)
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Premaligne lezije zametnih stanica in situ ( engl. Germ cell neoplasia in situ, GCNIS)
Tumori koji se razvijaju iz GCNIS
* Seminom
» Embrionalni karcinom
* Tumor zumanjcane vrece, postpubertalni tip
* Trofoblasti¢ni tumor
» Teratom, postpubertalni tip
* Teratom sa somatskom malignom komponentom
* MijeSani tumor zametnih stanica
Tumori zametnih stanica koji se ne razvijaju iz GCNIS
* Spermatocitni tumor
e Tumor zumanjcane vrece, prepubertalni tip
* MijeSani tumor zametnih stanica, prepubertalni tip
Tumori spolnog tracka / stromalni tumori
* Tumor Leydigovih stanica / maligni tumor Leydigovih stanica

» Tumor Sertolijevih stanica, maligni tumor Sertolijevih stanica, tumor velikih

Sertolijevih stanica, hijalinizirani intratubularni tumor velikih Sertolijevih stanica
* Tumor granuliranih stanica adultni / juvenilni tip
* Tekoma / fibroma grupa tumora

* Ostali tumori spolnog tracka / gonadalni tumor / mijeSani / neklasificirani
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e Tumori koji sadrze i tumore zametnih stanica i spolnog tracka / gonadalno

stromalne tumore / Gonadoblastoma

* Razni nespecifi¢ni stromalni tumori

Ovarijski epitelni tumori
* Tumori sabirnog kanali¢a i rete testisa (adenom, karcinom)

e Tumori paratestikularnih struktura / adenomatoidni tumor / mezoteliom

(epiteloidni, bifazicni )
e Tumori epididimisa
» Cistadenom epididimisa
» Papilarni cistadenom
» Adenokarcinom epididimisa

¢ Mezenhimalni tumor funikulusa i adneksa testisa
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Stadij bolesti tumora testisa se procjenjuje na osnovi TNM (veli¢ina tumora, limfni ¢vorovi,
metastaza / engl. tumor, node, metastasis) klasifikacije Medunarodnog udruzenja protiv karcinoma

(engl. International Union Against Cancer, UICC) iz 2016. godine (35) (Tab.1).

Tablica 1: TNM Klasifikacija tumora testisa

pT — primarni tumor

pTX | Primarni tumor se ne moze ocijeniti

pTO | Bez dokaza za primarni tumor / histoloski oZiljak u testisu

pTis | Intratubularna neoplazija zametnih stanica (karcinom in situ) / GCNIS

pT1 | Tumor ogranicen na testis i epididimis bez vaskularne / limfaticne invazije; moze
zahvatiti tuniku albugineu ali ne i tunku vaginalis

pT2 | Tumor ogranicen na testis i epididimis s vaskularnom / limfati¢cnom invazijom, ili
tumor ide izvan tunike albugineje s zahvacanjem tunike vaginalis

pT3 | Tumor zahvaca funikulus s ili bez vaskularne / limfati¢ne invazije

pT4 | Tumor zahvaca skrotum s ili bez vaskularne / limfati¢ne invazije

N - regionalni limfni ¢vorovi — klini¢ki nalaz

NX [ Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu ocijeniti

NO Bez metastaza u regionalne limfne ¢vorove
N1 Metastaza u limfni ¢vor veli¢ine 2 cm ili manje u najve¢em promjeru ili multipli
limfni ¢vorovi, niti jedan ve¢i od 2 cm u najvec¢em promjeru.

N2 Metastaza u limfni ¢vor ve¢i od 2 cm ali manji od 5 cm u najve¢em promjeru, ili
vise od 5 pozitivnih ¢vorova, niti jedan veéi od 5 cm; ili dijagnoza ekstranodalnog
Sirenja tumora

N3 Metastaza u limfni ¢vor ve¢i od 5 cm u najvec¢em promjeru

Pn — regionalni limfni ¢vorovi - patoloski nalaz

pNX | Regionalni limfni ¢vorovi se ne mogu ocijeniti

pNO | Nema metastaza u regionalne limfne ¢vorove

pN1 | Metastaza u limfni ¢vor veli¢ine 2 cm ili manje u najve¢em promjeru ili 5 ili
manje zahvacenih limfnih ¢vorova, niti jedan veéi od 2 cm u najveéem promjeru
pPN2 | Metastaza u limfni ¢vor veli¢ine od 2-5 cm u najveéem promjeru, ili vise od 5
pozitivnih ¢vorova, niti jedan veéi od 5 cm u najve¢em promjeru ili dokaz
ekstranodalnog Sirenja tumora

pN3 [ Metastaza u limfni ¢vor veli¢ine ve¢i od 5 cm u najveéem promjeru

M — udaljene metastaze

MX | Udaljene metastaze se ne mogu ocijeniti

MO Nema udaljenih metastaza

M1 Udaljene metastaze

M1a u ne regionalni limfni ¢vor/ove ili metastaze u plu¢ima

M1b udaljene metastaze u druga mjesta osim u ne regionalne limfne ¢vorove ili
pluca

S — serumski tumor markeri (prije kemoterapije)

SX Serumski tumor markeri se ne mogu uéiniti ili nisu uéinjeni

SO Serumski tumor markeri su u granicama referentnih vrijednosti

LDH (U/l) hCG (mIU/mL) AFP (ng/mL)
S1 <15xNi <5,000i < 1,000
S2 1.5-10x N ili 5,000-50,000 ili 1,000-10,000
S3 >10x Nili > 50,000 or > 10,000
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1.7. Lijecenje i prognoza

Prvi korak u lijeenju tumora testisa je uciniti preoperativnhu obradu pacijenta, tumorske
biomarkere i uéiniti ingvinalnu orhidektomiju $to prije, s ligacijom funikulusa na razini unutarnjeg
ingvinalnog prstena. Skrotalni pristup treba izbjegavati zbog povecanog rizika za lokalni povrat
bolesti (37). Operacija tumora testisa s o¢uvanjem zdravog testisa (engl. testis sparing surgery) se
moZe ponuditi u situacijama solitarnog testisa, sinkronih bilateralnih tumora testisa i zbog pokusaja
da se sacuva plodnost i hormonski status, pri ¢emu pacijenti moraju znati za potencijalni rizik
povrata bolesti i potrebe za ponovnom orhidektomijom (38). Takoder pacijenti trebaju znati i za
potencijalnu radioterapiju u slucaju GCNIS, kao i za potencijalnu neplodnost i potrebu za
hormonalnom nadoknadnom, bez obzira na ocuvanost parenhima testisa. Biopsiju
kontralateralnog testisa nije potrebno uciniti kod pacijenata starijih od 40 godina i bez rizi¢nih
faktora (39). lako zbog male incidencije GCNIS i metakronog kontralateralnog tumora testisa (9%
I 25 %) u trenutku dijagnosticiranja tumora testisa, kod pacijenata s rizinim faktorima,
kriptorhizam i volumen tumora < 12 mL, s pacijentima treba razgovarati i 0 biopsiji
kontralateralnog testisa (40). Sam zahvat, kada je indiciran, se provodi tako da se uzmu dvije

biopsije s dva razli¢ita mjesta parenhima testisa (41).
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Na temelju TNM Kklasifikacije iz 2016. godine Unija za Medunarodnu kontrolu karcinoma je
napravila prognosti¢ke skupine za tumore testisa koji se odnose na stadij bolesti u odnosu na

pTNM status pacijenata u trenutku dijagnoze bolesti (42) (Tab.2).

Tablica 2: Prognosticke skupine za tumore testisa

Grupe
stadija
bolesti
Stadij 0 pTis NO MO )
Stadij | pT1-T4 NO MO SX
Stadij IA pT1 NO MO S0
Stadij 1B pT2 - pT4 NO MO )
Stadij IS Bilo koji pT/TX | NO MO S1-3
Stadij Il Bilo koji pT/TX | N1-N3 MO SX
Stadij 1A Bilo koji pT/TX | N1 MO S0
Bilo koji pT/TX | N1 MO S1
Stadij 1B Bilo koji pT/TX | N2 MO )
Bilo koji pT/TX | N2 MO S1
Stadij 11C Bilo koji pT/TX | N3 MO SO
Bilo koji pT/TX | N3 MO S1
Stadij 111 Bilo koji pT/TX | Bilo koji N Mla SX
Stadij 1A Bilo koji pT/TX | Bilo koji N Mla SO
Bilo koji pT/TX | Bilo koji N M1la S1
Stadij 111B Bilo koji pT/TX | N1-N3 MO S2
Bilo koji pT/TX | Bilo koji N M1la S2
Stadij 111C Bilo koji pT/TX | N1-N3 MO S3
Bilo koji pT/TX | Bilo koji N Mla S3
Bilo koji pT/TX | Bilo koji N M1b Bilo koji S

Stadij IA: pacijenti imaju tumor ogranicen na testis i epididimis, bez vaskularne ili limfati¢ne
invazije mikroskopski, bez znakova metastaza na klinickom pregledu ili u¢injenim dijagnostickim
pretragama i postoperativne vrijednosti tumorskih markera su u referentnim vrijednostima. Pad
vrijednosti tumorskih markera u klinickom stadiju I treba pratiti dok ne dodu u referentne
vrijednosti.

Stadij IB: pacijenti imaju lokalno invazivni tumor ali bez znakova metastatske bolesti.
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Stadij IS: pacijenti imaju kontinuirano povecane vrijednosti, ili se ¢ak i povecavaju, serumske
tumorske markere nakon orhidektomije, upuc¢ujuc¢i na subklinicku metastatsku bolest ili na
postojanje drugog tumora zametnih stanica u kontralateralnom testisu.

U trenutku dijagnoze, na temelju istrazivanja u razvijenim zemljama, 75 - 80 % pacijenata sa
seminomom i oko 55 - 64 % neseminomskih tumora testisa je u stadiju I, a pacijenti u stadiju IS
su u oko 5 % neseminomskih pacijenata (43).

Daljnje lijeCenje se temelji na brzom pocetku lijeCenja, obradi i dobrom stupnjevanju bolesti,
multidisciplinarnom pristupu svakom pacijentu, strogom pracenju pacijenata i brzom pocetku
daljnjeg lijecenja ako je indicirano.

1.7.1. LijeCenje seminoma klini¢kog stadija I

Smatra se da priblizno 15 % pacijenata s klinickim stadijem I imaju sublini¢ku metastatsku bolest,
najcesce u retroperitoneumu i imat ¢e povrat bolesti ako se uc¢ini samo radikalna orhidektomija
(44). Kod pacijenata sa niskim rizi¢nim faktorima, tumor < 4 cm i bez invazije rete testisa, stopa
recidiva je 6 % te se o daljnjem pracenju, lijeCenju, prednostima i manama treba dobro
prodiskutirati s pacijentom (45).

Kod seminoma klini¢kog stadija I adjuvantna kemoterapija jednom dozom karboplatine je
usporediva radioterapiji i aktivnom pracenju pacijenata (95 % u odnosu na 96 % pacijenata koji
su iSli na radioterapiju) (46). Seminomi su izrazito radiosenzitivni tumori te adjuvantna
radioterapija paraaortalnog polja kao 1 ipsilateralnih ilija¢nih limfnih ¢vorova s totalnom dozom
od 20 - 24 Gy, smanjuje mogucnost relapsa bolesti na 1 - 3 % (46). Zbog potencijalnih nuspojava

radioterapija je indicirana samo kod onih koji ne mogu dobiti kemoterapiju i kod starijih bolesnika.
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Kod lijecenja metastatskog seminoma (klinicki stadij IIA / B) je indicirana kemoterapija i to 3
ciklusa BEP (bleomicin, etopozid, cisplatina) ili 4 ciklusa EP (etopozid i cisplatina) kao
alternativna terapija za pacijente koji ne mogu dobiti bleomicin ili kod starijih pacijenata (47).

Za one pacijente koji ne mogu dobiti kemoterapiju ili kod starijih pacijenata indicirana je

radioterapija.

Na temelju TNM Kklasifikacije Medunarodna kolaborativna grupa za tumore zametnih stanica
testisa ( engl. The International Germ Cell Cancer Collaborative Group, IGCCCG) je napravila
prognosticke / rizicne skupine metastatskog tumora testisa 1997. godine koja je izmijenjena kod
metastatskog tumora zametnih stanica lijecenih s cisplatinom/etopozidom u prvoj liniji
kemoterapije (Tab. 3.).

Kod seminoma 5 godisnje prezivljenje bez progresije se povecalo na 89 % i 79 % u dobroj,
odnosno srednje rizi¢noj skupini pacijenata s posljednicnim ukupnim prezivljenjem od 95 % u
dobroj skupini, odnosno 88 % u srednje rizi¢noj skupini pacijenata.

Kod seminoma nema skupine pacijenata s loSom prognozom.
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Tablica 3.: Prognosticke skupine bazirane na stadiju bolesti metastatskog tumora zametnih stanica

testisa prema IGCCCG grupi:

Grupa s dobrom prognozom

Neseminomske tumore

5 godisnje preZivljenje bez progresije
(progression free survival (PFS)) 90%
5 godisnje prezivljenje 96%

Bilo koji od navedenih kriterija:

e primarni Tm Testis/retroperitoneum

* bez ne pulmonalnih visceralnih metastaza
e AFP < 1,000 ng/mL

* hCG < 5,000 IU/L (1,000 ng/mL)
*LDH<15xULN

Seminomi
5 godisnje PFS 89%
5 godisnje preZivljenje 95%

Bilo koji od navedenih kriterija:

« bilo koje primarno sijelo

* bez ne pulmonalnih visceralnih metastaza
» AFP u referentnim vrijednostima

* bilo koji hCG

* bilo koji LDH

Grupa sa srednjim prognostickim rizikom

Neseminomski tumori
5 godisnje PFS 78%
5 godisnje prezivljenje 89%

Bilo koji od navedenih kriterija:

* Primarni Tm u testisu/retroperitoneumu
« bez ne pulmonalnih visceralih metastaza
» AFP 1,000 - 10,000 ng/mL ili

*hCG 5,000 - 50,000 IU/L ili
*LDH1.5-10x ULN

Seminomi
5 godis$nje PFS 79%
5 godisnje prezivljenje 88%

Bilo koji od navedenih kriterija:

* bilo koje primarno sijelo Tm

* ne pulmonalne visceralne metastaze
« AFP u referentnim vrijednostima

+ bilo koji hCG

+ bilo koji LDH

Grupa sa slabom prognozom

Ne seminomski tumori
5-godidnje PFS 54%
5 godisnje prezivljenje 67%

Bilo koji od navedenih kriterija::

e Primarni Tm u medijastinumu

« ne pulmonalne visceralne metastaze

* AFP > 10,000 ng/mL ili

*hCG > 50,000 IU/L (10,000 ng/mL) ili
e LDH>10x ULN

Seminomi

Nema pacijenata sa slabom prognozom
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1.8.  Molekularne promjene u tumorima testisa

U svim TGCT se nalazi kromosomska aberacija 12p kromosoma (viSak kopija kratkog kraka
kromosoma 12 tj. izokromosom 12; [i(12p)]) koja je prisutna i u premalignoj leziji GCNIS. To je
jedina mutacija koja se snazno veze uz TGCT, uz mutaciju onkogena KIT u do 25 % TGCT. Za
nastanak ovih tumora izrazito je vazna pojava epimutacija kao Sto su hipo / hipermetilacija
pojedinih gena te promjene u obrascu deacetilacije histona i miRNA, a koje su vezane uz

mikrookolisne ¢imbenike i dugogodisnje utjecaje okolisnih faktora.

Smatra se da patogeneza TGCT pocinje u primordijarnoj zametnoj stanici gonociti gdje ostaju
aktivni geni vazni za pluripotenciju koji se dalje aktiviraju u razvoju in situ neoplazije, a zatim i

svih drugih invazivnih formi tumora.

1.8.1. Slobodna nestanicna DNA

Slobodna nestani¢cna DNA (engl. cell-free DNA, cfDNA) je dvostruka i fragmentirana DNA koja
se nalazi u tjelesnim teku¢inama, izvan stanice. Veli¢ina cfDNA je veli¢ine nukleosoma i sastoji
se od 150-200 parova baza. CFDNA izvan stanice dolazi aktivnom sekrecijom stanica, apoptozom
ili nekrozom (48). Prvi put opisana 50-tih godina u krvi a onda pronadena i u drugim tjelesnim
tekuc¢inama (49,50). Pojacane vrijednosti cfDNA su nadene kod onkoloskih pacijenata, i kod
trudnica (u plazmi) te pacijenata nakon transplatacije (51,52). Kod zdravih ljudi koncentracija je
mala i ne prelazi vrijednosti od 10 ng/mL plazme. Medutim, povecane koncentracije cfDNA
pronadene su i kod pacijenata s dijabetesom i infarktom miokarda (53,54). Vrijeme poluZivota
cfDNA u plazmi je izmedu nekoliko minuta do 2 sata i ovisi o razli¢itim ¢imbenicima (55). U krvi,
cfDNA degradiraju enzimi Dnaze 1, plazma faktora VII - aktiviraju¢e proteaze (FSAP) i faktora
H (56). CfDNA se uniStava u jetri (Kupferove stanice), slezeni (makrofagi) i bubrezima

(glomeruli) (57-59). Veliku dijagnosti¢ku vaznost predstavlja moguénost identifikacije iz kojeg
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to¢no tkiva odredena cfDNA dolazi (60). CFDNA u sebi nosi genetic¢ke i epigeneticke informacije
koje predstavljaju genom ili epigenom stanice odakle potjecCe, §to je iznimno vazno ako cfDNA
promatramo kao potencijalni tumorski biomarker (61,62).

1.8.2. Metilacija DNA

Nasljedne promjene gena su geneticke promjene i utjecu na funkciju i aktivnost gena. Promjene se
dogadaju na razini DNA 1 ukljuc¢uju delecije, translokacije, insercije 1 mutacije. Takoder na
aktivnost 1 funkciju gena utjecu i1 epigeneticke promjene koje ne uzrokuju promjene u sekvenci
DNA, kao geneticke promjene (63). One su takoder nasljedne promjene i na njih utjecu okoli$ni i
geneti¢ki ¢imbenici (64). Svi geni nisu jednako izraZeni u stanicama jer na njih djeluju razliciti
epigeneticki mehanizmi regulacije i uvjetuju razli¢itu ekspresiju u razli¢itim tkivima (65). Poznata
su tri razli¢ita mehanizma epigeneti¢ke regulacije a to su metilacija DNA, posttranslacijske
histonske modifikacije i RNA interferencija (66).

Najvide istrazena epigeneticka modifikacija je metilacija DNA koju kataliziraju enzimi DNA
metiltransferaze (DNTM) tako da prenose metilnu skupinu (CHs) sa S-adenil metionina (SAM) na
peti ugljikov atom citozinskog ostatka i stvaraju 5mC iza kojeg slijedi gvanin (67). Ti enzimi
(DNMT3a i DNMT3b) mogu uspostaviti metilaciju de novo, §to zna¢i da mogu uspostaviti
potpuno novi obrazac DNA metilacije koji je neovisan o roditeljskom DNA metilacijskom obrazcu
(Slika 2.a). Enzim DNMT1, tijekom replikacije DNA, kopira roditeljski obrazac metilacije DNA
u novo-sintetizirani lanac (Slika 2.b) (68). Sva tri DNTM enzima ukljuéeni su u razvoj embrija,
sve dok se stanice u potpunosti ne diferenciraju, kada se njihova ekspresija reducira. 1z gore
navedenog se moze zakljuciti da je obrazac DNA metilacije u postmitotickim stanicama stabilan.

Iznimka su postmitoticki neuroni kod odraslih sisavaca (69).
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a CH,

Dnmt3a
5,TTGﬂ\Cﬁ\GCCGT:‘}, Dnmt3b 5,TTG:ﬂ\C."-\GCGGT3,
3 5 ¥ 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Slika 2. Mehanizam metilacije DNA. A. De novo metilacija DNA katalizirana enzimima DNMT3a i
DNMT3b B. Metilacija DNA katalizirana DNMT1 prema obrascu DNA metilacije roditeljske
stanice. (preuzeto od

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521964/figure/figl/?report=objectonly)

Do metilacije DNA, ve¢inom dolazi na citozinima iza kojih slijede gvanini i takve sekvence u
DNA se nazivaju CpG otoci. CpG otoci su mjesta DNA s visokom gusto¢om CpG mjesta i jako su
funkcionalno vazna jer se veéina genskih promotora upravo nalazi u podruc¢ju CpG otoka (70,71).
Genska ekspresija je regulirana metilacijom DNA CpG otoka kroz strukturu nukleosoma i

slobodnog transkripcijskog veznog mjesta (72). Enzimi metilacije DNA dodaju metilnu skupinu
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na CpG mjesta pri ¢emu dolazi do jaceg vezanja histona za DNA i smanjuje se ekspresija gena.
Metil- vezajuc¢i proteini (MBDs, engl. methyl-binding proteins) prepoznaju metilaciju DNA i
zajedno s DNMT aktiviraju enzime koji modificiraju repove histona a rezultat je kompaktnija
struktura nukleosoma i joS manja ekspresija gena. Metilacija DNA se dogada na mjestima
transkripcije DNA i to na nacin micanja metilnih skupina uz pomo¢ Tet proteina. Na strukturi
nukleosoma dolazi do demetilacije DNA tako da protein Tet mi¢e metilne skupine i struktura

nukleosoma postaje otvorenija za transkripcijski faktor (Slika 3) (73-75).

Repressed transcription
Histone Histone
methylation . acetylation
Methylated

Hydroxymethylated |
CpG

Unmethylated
CpG

Slika 3. Regulacija strukture nukleosoma posredovana DNA metilacijom. (preuzeto od
203fhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmci/tileshop_pmc_inline.htmi?title=Click%
200n%20image%20t0%20zoom&p=PMC3&id=3521964 npp2012112f3.jpg)

Regulacija genske ekspresije metilacijom DNA CpG otoka je vazna za uspostavljanje utiska (engl.
imprinting) jer se CpG otoci razli¢ito metiliraju kroz embrionalni razvoj i gametogenezu (76).

Kroz embrionalni razvoj svi geni se demetiliraju a onda se metilacija gena selektivno dogada na
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nacin ekspresije samo jednog gena iz 2 naslijedena kromosomska seta roditelja (77). Potencijalnim
promjenama u metilaciji DNA moze do¢i do nastanka tumora jer osim utisnutih gena, metilacija
DNA regulira i ekspresiju gena u tijeku razvoja i diferencijacije. Promjene u metilaciji DNA se
oznaCavaju i definiraju kao hiper - i hipometilacija. Ono $to je karakteristicno za tumore je
hipometilacija DNA koja se naj¢es¢e potvrdi kod tumor supresor gena i to u promotorskoj regiji
istih (78). Zbog svih napisanih karakteristika, metilacija DNA se kod odredenih tumora ve¢ koristi
kao biomarker a takoder je i dalje predmet istrazivanja.

1.9. Biomarkeri
Biomarkeri po definiciji mogu biti bilo koja bioloSka karakteristika, koja moZe biti objektivno
mjerena 1 izrazena u pracenju bilo normalnog bioloskog procesa, patogenog procesa ili
farmakoloSkog odgovora na terapiju (79). Kod tumora, biomarkeri su povezani u razliitim
stadijima bolesti 1 mogu se podijeliti obzirom na uzrok bolesti (rizicni biomarker), pocetak
(dijagnosticki), uz klini¢ki tijek bolesti (prognosticki) ili kao odgovor na terapiju (prediktivni) (80-
82). Postoje i biomarkeri izlozZenosti koji su povezani s okoliSem. Ono $to bi idealan biomarker
trebao dati su to¢ne 1 bitne informacije o istrazivanoj bolesti / tumoru i mora se to¢no i lako mo¢i
izmjeriti unutar ispitivane populacije (81).
Takoder se dosta istrazivanja radi na metilaciji DNA kao potencijalnom tumorskom biomarkeru.
Glavno obiljezje metilacije DNA je njezina bioloSka i kemijska stabilnost kao i visoka frekvencija
te se moZe dokazati u uzorku tkiva ili tjelesnim tekuc¢inama. Metilacija DNA ostaje o¢uvana u
veéini sluc¢ajeva pohrane bilo kojih uzoraka. Niska vrijednost u zdravoj populaciji i velika razlika
izmedu pacijenata i kontrola su potencijalni nedostaci metilacije DNA kao biomarkera (83).
Kod veéine tumora za potvrdu dijagnoze biopsija tkiva je zlatni standard. Takoder i kod tumora

testisa (84-86). Kod tumora sama biopsija se najceS¢e radi na primarnom tumoru i daje nam
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informacije o tumoru u vrijeme biopsije. Veliki broj tumora se odlikuje heterogenosc¢u i realan
rizik je da se biopsijom ne dobiju sve potrebne informacije o tumoru, kao Sto su potencijalni
agresivni podtipovi tumora koji mogu utjecati na samo lije¢enje (87). Sama biopsija tumora za
pacijenta je stresan, bolan i1 potencijalno rizi¢an postupak. Kod tumora testisa, svaka promjena
unutar testisa se smatra tumorom dok se ne dokaZe suprotno i odmabh se tretira u hitnoj obradi koja
ukljucuje biopsiju suspektnog tkiva ili hitnu operaciju / orhidektomiju (84-86). Radi se o Kirurski
invazivnim postupcima s potencijalnim komplikacijama zahvata i utjecu na kvalitetu zivota samih
pacijenata (88).

Tekucinske biopsije kao neivazivan i svakako manje rizican postupak Sto se tice komplikacija za
pacijente predstavljaju postupak u kojem se uzorkuju potencijalni tumorski biomarkeri iz tjelesnih
tekucina koji bi mogli dijagnosticirati tumor de novo ali i pratiti ve¢ ranije dijagnosticiranu bolest
(89). Sam postupak uzorkovanja biomarkera iz tekuc¢inskih biopsija mogao bi se ponoviti vise puta
te bi se mogle pratiti dinamicke promjene samog tumora kroz odredeni period vremena (90).
Metilacija DNA uzoraka iz tjelesnih tekuéina se ve¢ koristi kao biomarker, a sve tjelesne tekucine

mogu biti izvori tumorskih biomarkera (Tablica 4.) (90).

Tablica 4. Geni, ¢ija se DNA metilacija koristi u predikciji ili dijagnostici odredenih tumora.

Gen Vrsta Vrsta tumora
biomarkera

VIM Dijagnosticki Kolorektalni

SEPT9 Dijagnosticki Kolorektalni

SHOX2 Dijagnosticki Kolorektalni

GSTP1/APC/RASSF1A | Dijagnosticki Prostata

MGMT Prediktivni Glioblastom
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Tumori otpustaju u krvotok ali i u druge tjelesne tekucine nestanicne nukleinske kiseline,
netaknute stanice 1 druge komponente Sto je ukljuceno u tekucinske biopsije. Najistrazivanija
tjelesna tekuéina je krv. U njoj se nalazi vecina, ako i ne svi tumori i U Krvi se mogu dijagnosticirati
prisutnost tumora kod pacijenta (91). Analizom krvi se dijagnosticiraju sve bioloske i biokemijske
promjene tumora te se moze analizirati profil tumora na razini molekula potencijalne metastatske
komponente koje moze utjecati na samo lijeGenje (92). Tumorske stanice koje mogu biti
apoptoticke 1 nekroti¢ne otpustaju cfDNA u krvotok pri ¢emu su povecane koncentracije cfDNA
kod pacijenata s tumorima a pogotovo kod metastatskih tumora. Metilacija DNA koja se moze
potvrditi na cfDNA tumorskih stanica moZe predstavljati potencijalni tumorski biomarker jer je
epigeneticka oznaka na cfDNA odraz epigenetickoj oznaci na tumorskoj stanici (93). Ejakulat kao
potencijalna tekuc¢inska biopsija se do sada nije ¢esto koristio, za razliku od krvi. Vise je istrazivan
zbog neplodnosti (94). Medutim, u novije vrijeme se bas zbog toga Sto se u ejakulat otpustaju samo

cfDNA iz testisa 1 prostate, sve vise istrazuje kao tekuc¢inska biopsija za tumore prostate i testisa.
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1.9.1. NANOG i OCT3/4

NANOG i OCT3/4 su vazni transkripcijski faktori mati¢nih stanica. Uklju¢eni su u embrionalni
razvoj tako da odrzavaju svojstva embrionalnih stanica, a njthova poremecena ekspresija povezana
je s kancerogenezom (95,96). NANOG ima vaznu ulogu u regulaciji ljudskog razvoja jer je
ukljucen u diferencijaciju stanica, proliferaciju i apoptozu. U embrionalnim mati¢nim stanicama
klju¢an je za odrzavanje pluripotentnosti (97). OCT3/4 takoder je vazan regulatorni gen koji
odrzava pluripotentnost i svojstvo samoobnavljanja embrionalnih mati¢nih stanica (98). Tijekom
samog embrionalnog razvoja, NANOG je jako eksprimiran u fazi razvoja prije implementacije, a
zatim se njegova ekspresija postupno smanjuje tijekom diferencijacije embrionalnih mati¢nih
stanica (99).

Ekspresija OCT3/4 vazna je za diferencijaciju embrija u tri zametna sloja; prilikom prekomjerne
ekspresije OCT3/4 maticne stanice se diferenciraju u endoderm i mezoderm dok se pri smanjenoj
ekspresiji OCT3/4 diferenciraju u trofoektoderm (100). Nakon rodenja, NANOG i OCT3/4 ili
uopce nisu eksprimirani ili su eksprimirani u jako malim koli¢inama u vecini tkiva (101). NANOG
i OCT3/4 formiraju transkripcijsku mrezu te zajedno sudjeluju u regulaciji ekspresije gena koji su
povezani s pluripotentnosti te odrzavaju pluripotentnost mati¢nih stanica (102).

Regulacija NANOG i OCT3/4 prili¢no je slozena i medusobno povezana. Regulacija NANOG-a
odvija se na razini DNA (metilacija, varijacija u broju kopija), mMRNA (preko miRNA) i na
proteinskoj razini (proteinski regulatori) (97). Jedni od najvaznijih proteinskih regulatora su
OCT3/4 i SOX2 koji se vezu za mjesto u blizu promotorske regije NANOG-a i vazni su za
regulaciju transkripcije  NANOG (103,104). OCT3/4 je reguliran posttranslacijskim

modifikacijama poput glikolizacije, acetilacije i fosforilacije (98).
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U tumorogenezi, smatra se da NANOG i OCT3/4 omogucuju stanicama raka dobivanje svojstva
embrionalnih stanica (105). Procesi u kojima sudjeluju NANOG i OCT3/4 u tumorogenezi

prikazani su na Slici 4.

NANOG (5727) OCT % (569)

L

J
.

Slika 4. Distribucija karakteristika tumora u kojima sudjeluju NANOG i OCT3/4. U 5727 znanstvena ¢lanka
uoceno je da ekspresija NANOG-a u tumoru pridonosi invaziji tumora i metastazama, nestabilnosti genoma
i mutacijama, odrzava proliferaciju i angiogenezu. U 569 znanstvena ¢lanka, ekspresija OCT3/4 povezana
je s invazijom tumora i metastazama, angiogenezom i odrzavanje proliferacije. (u€injeno s programom
CHAT engl. Cancer Hallmarks Analytics Tool)

NANOG i OCT3/4 povezani su s mnogim somatskim tumorima, a smatra se da predstavljaju
multifunkcionalne faktore tijekom razvoja tumora. Visoka ekspresija NANOG cesto je povezana s

bolesti u uznapredovaloj fazi (tumori vrata i glave, gliom), loSom diferencijacijom (tumori pluca,
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urotelni tumori) i slabijim prezivljenjem pacijenata (karcinom Zeluca i karcinom jednjaka).
Takoder pronadena je povezanost ekspresije NANOG s rezistencijom na terapiju (tumor dojke)
(106). Povecana ekspresija OCT3/4 nadena je u raku vrata grlica maternice, u raku prostate
rezistentnom na terapiju, tumoru dojke, tumoru crijeva, pluénom adenokarcinomu (107 - 110).

U odredenim tumorima detektirana je poremecena regulacija oba gena. U hepatocelularnom
karcinomu poviSena ekspresija NANOG i OCT3/4 povezana je s TNM klasifikacijom tumora,
vaskularnom invazijom i gorim klini¢kim ishodom (111). Kod raka vrata maternice ljudski
papiloma virus promice svojstvo samoobnavljanja stanica tako da poti¢e ekspresiju NANOG,
OCT3/4 i1 SOX2 . Povecana ekspresija NANOG, OCT3/4, SOX2 i NOTCH3 bila je detektirana kod
tumora dojke i povezana je s rezistencijom na lijekove (112). U tumorima testisa takoder je uo¢ena
povisena ekspresija NANOG i OCT3/4 (113). Dapace, imunohistokemijska analiza OCT3/4 dio je
rutinske dijagnostike nediferenciranin komponenti tumora testisa, SE i embrionalnog karcinoma,
dok je poviSena proteinska ekspresija NANOG u mnogim znanstvenim istraZzivanjima dokazana

isto u nediferenciranim komponentama tumora testisa.
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2. HIPOTEZA

Seminomski tumori zametnih stanica testisa pokazuju hipometilacijsku promjenu u metilacijskom
obrascu promotorskih regija gena OCT3/4 i NANOG u frakciji nestani¢cne DNA izolirane iz

ejakulata pacijenta.
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3. SVRHA I CILJEVI RADA

Svrha rada je istraziti metilaciju gena OCT3/4 i NANOG u ejakulatu kod pacijenata sa seminomom

testisa, kao istrazivanje potencijalnih neinvazivnih biomarkera za SE.

OPCI CILJ:

e Utvrditi metilacijske obrasce cfDNA promotorskih regija gena OCT3/4 i NANOG u

ejakulatu bolesnika sa seminomom testisa.

SPECIFICNI CILJEVI

e Analiza stupnja i obrasca metilacije cfDNA gena OCT3/4 u preoperativhim i
postoperativnim uzorcima ejakulata bolesnika sa seminomom testisa.

* Analiza stupnja i1 obrasca metilacije cfDNA gena NANOG u preoperativnim i
postoperativnim uzorcima ejakulata bolesnika sa seminomom testisa.

* Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina OCT3/4 u tkivu tumora i okolnom
netumorskom tkivu.

» Imunohistokemijska analiza ekspresije proteina NANOG u tkivu tumora i okolnom
netumorskom tkivu.

» Usporedba dobivenih DNA metilacijskih podataka i podataka genske ekspresije na razini
proteina.

» Usporedba dobivenih DNA metilacijskih podataka s dobi pacijenta, veli¢inom tumora i

TNM-om.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U ovo prospektivno istrazivanje kroz 3 godine, u razdoblju od 01. 01. 2017. - 01. 01. 2020. godine,
smo ukljucili 101 pacijenta zbog sumnje na tumor testisa, a koji su bili podvrgnuti orhidektomiji
na Klinici za urologiju KBC Sestre milosrdnice i Klinici za urologiju KBC Zagreb. Cetrnaest
ispitanika je zadovoljilo uklju¢ne kriterije: prikupljeni preoperativni i postoperativni uzorci
ejakulata i histopatoloska dijagnoza ¢istog seminoma. Svim ispitanicima je prije prikupljanja
uzoraka objasnjena svrha istraZivanja te su prije uklju¢ivanja u istrazivanje potpisali informirani
pristanak za sudjelovanje u istraZzivanju. Svi su obavijeSteni o tajnosti njihovih podataka,
namjenskom koristenju njihova genetickog i1 bioloSkog materijala te o mogucénosti svojevoljnog
izlaska iz istrazivanja u bilo kojem trenutku. IstraZivanje je provedeno u skladu s Helsinskom
deklaracijom, u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,, Epigeneti¢ki biomarkeri u krvi 1
ejakulatu pacijenata sa seminomom testisa“ (epiSem, IP-06-2016). Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta, KBC-a Zagreb i KBC-a Sestre milosrdnice odobrilo je projekt.

Svim pacijentima su prije orhidektomije uzeta dva ejakulata koji su oznaceni kao preoperativni
uzorci ejakulata. Jedan uzorak upucen je na krioprezervaciju dok je drugi koristen u istrazivanju.
Ukljucni kriterij bila sumnja na tumor testisa prema klinickom protokolu za procjenu bolesnika na
potencijalne tumore testisa koji ukljucuje nalaz ¢vrste, teSko opipljive mase unutar skrotuma, nalaz
ultrazvuka o intratestikularnoj masi s ili bez povisenih serumskih biljega (AFP, HCG, LDH).
Iskljucni kriterij bila je bilo koja histopatoloska dijagnoza, osim ciste forme seminoma testisa.
Svim pacijentima sa seminomom testisa uzeti su postoperativni uzorci ejakulata, minimalno 7 dana
od operacije do 3 mjeseca nakon operacije prilikom kontrolnog pregleda, a prije primjene

eventualne daljnje terapije, u Klinici za urologiju KBC-a Zagreb i KBC-a Sestre milosrdnice.
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Klini¢ki podaci koji su prikupljeni su podaci o dobi pacijenata te veli¢ini seminoma i TNM

Klasifikaciji (Slika 5).

Dizajn studije

SLOBODNA
DNK

D

ANALIZA DNK METILACIE

ANALIZA GENSKE EKSPRESLIE

1

ANAMNESTIEK] |

KLINICKI PODACI
BOLESNIKA

Slika 5. Dizajn istrazivanja
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4.2. Metode

4.2.1. Prikupljanje i obrada uzoraka

Uzorci ejakulata prikupljeni su 3 - 5 dana nakon seksualne apstinencije, masturbacijom u sterilnu
¢aSicu. Uzorci ejakulata obradeni su dvostrukim centrifugiranjem do sjemene plazme (na 400 x g
pa 12000 x g, oba koraka 10 min na sobnoj temperaturi). Do daljnjih analiza, svi uzorci pohranjeni

su na - 80 °C.

4.2.2. Prikupljanje i obrada seminomskog tkiva

Tkivo seminoma testisa, koje je uzeto tijekom orhidektomije obradeno je prema standardnoj
histoloskoj metodi. Ta metoda ukljucuje 24-satnu fiksaciju u 10 %-tnom puferiranom formalinu
nakon Cega slijedi dehidracija tkiva u etanolu rastucih koncentracija (70 %, 80 %, 96 % i 100 %).
Tkivo je stavljeno u ksilol i uklopljeno u tekuéi parafin na +60 °C i nakon hladenja na +4 °C
dobiveni su parafinski blokovi seminoma testisa pacijenata. Blokovi su narezani na kliznom
mikrotomu 1 parafinski rezovi debljine 3 pm su dobiveni. Deparafinizacijom u ksilolu i
dehidracijom u nizu etanola padajucih koncentracija (100 %, 96 %, 80 % i 70 %) obojani su
hemalaun-eozin (HE) imunohistokemijskom metodom radi analize na svjetlosnom mikroskopu.
Na HE preparatima je odredena morfoloSka grada tkiva te oznacena mjesta seminoma i okolnog
netumorskog tkiva od strane patologa.

Blokovi pacijenata su uzeti sa seminomom i okolnim zdravim tkivom i narezana su 2 reza debljine

3 um koji su bili podvrgnuti imunohistokemijskoj analizi OCT3/4 i NANOG.
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4.2.3. 1zolacija i kvantifikacija cfDNA iz sjemene plazme

Iz sjemene plazme dobivene dvostrukim centrifugiranjem izolirana je cfDNA uz pomo¢
NucleoSnap cfDNA kit (Macherey-Nagel, Njemacka) i QIAvac 24 Plus vakuum stanice (Qiagen,
Njemacka). Volumen sjemene plazme bio je izmedu 0,5 mL i 3 mL, a prosjek je bio 1,5 mL.
Sjemena plazma bila je dodatno centrifugirana, 10 min na 20 000 x g jer se zna da klasi¢nim
dvostrukim centrifugiranjem zaostaje znacajna koli€ina stani¢nih rezidua koje onemogucavaju
kvalitetnu izolaciju, a mogu se ukloniti tim dodatnim korakom centrifugiranja. lzolacija je
provedena prema uputama proizvodaca, s iznimkom da je upotrebljena veca koli¢ina proteinaze K
za digestiju (stavljeno je 20 uL umjesto 15 uL proteinaze K / mL plazme). Cjelokupni volumen
sjemene plazme prebacen je u plasticne tube od 50 mL (Eppendorf, Njemacka). Dodana je
proteinaza K u uzorak i nakon 5 minuta inkubacije, u volumenu jednakom pocetnom volumenu
uzorka dodan je VL pufer. Nakon digestije od 15 min proteinazom K, u uzorak je dodan 100 % u
volumenu jednakom pocetnom volumenu uzorka. Za izolaciju cfDNA spojene su kolone, preko
cjevovoda od 24 rupe (valvi na vakuumski manifold) koji je bio spojen na vakuumsku pumpu.
Kroz kolone je pusten column conditioner i to prije nego se uzorak dodao na kolone, kako bi se
omogucilo §to bolje vezanje cfDNA. Pod tlakom je uzorak propusten kroz kolone pri ¢emu je na
kolonama ostala vezana cfDNA. Kolona je dvostruko isprana s VW1 i WB puferima a zatim
skinuta i prebacena u oznacenu kolekcijsku tubicu. Osusena je centrifugiranjem na velikoj brzini.
U oznacene plasti¢ne tubice od 1,5 ml (Ependorf, Njemacka) cfDNA se eluirala s kolona i to
dvostrukim centrifugiranjem, 2 x 1 min na 20000 x g s ukupno 100 pL elucijskog pufera (2 x 50
ul). Tako izolirana cfDNA je pohranjena na -80 °C do daljnjih analiza.

Kvantifikacija cfDNA iz ejakulata napravljena je uz pomo¢ Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA

detection kit (Molecular Probes, Eugene OR). Reakcijska smjesa sadrzavala je 1x TE pufer (199
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uL) 1 PicoGreen boje (1 uL) koja se interkalira u dvostruku zavojnicu DNA. Metodom razrjedenja
napravljeno je 5 DNA standarda poznatih koncentracija (1 pg, 10 pg, 100 pg, 1000 pg i 10000 pg)
za kvantifikaciju. Na ploci s 96 jazica ispipetirano je 200 uL reakcijske smjese u svaku jazicu te
je dodano 3 pL pripadajuceg uzorka. U triplikatu je izmjeren svaki uzorak. Na spektrofotometru
(Tecan, Austrija) je izmjeren intenzitet florescencije i prema pravcu Kkoji je dobiven u
koordinatnom sustavu gdje je Y = absorbancije standarda i X= koncentracije standarda, odredena
je jednadzba pravca iz koje su onda izracunate koncentracije cfDNA naSih uzoraka. Konac¢na
koncentracija jednog uzorka bila je izracunata kao srednja vrijednost triju mjerenja jer su sva

mjerenja izvedena u triplikatu.

4.2.4. Dizajn pocetnica za PCR 1 pirosekvenciranje

Detaljnim pregledom literature pronadene su pocetnice za umnazanje zeljenih fragmenata NANOG
i OCT3/4 i analizu metilacije pirosekvenciranjem. Za umnaZanje Zeljenog fragmenta PCR
reakcijom odabran je par pocetnica: F pocetnica (engl. forward primer, F) za produljivanje jednog
lanca 1 R pocetnica (engl. reverse primer, R) za produljivanje drugog lanca te sekvencijska
pocetnica (engl. sequencing primer, S) za pirosekvenciranje. Za reakciju pirosekvenciranja
potrebne su biotinilirane jednolan¢ane molekule DNA, zbog ¢ega je jedna od PCR pocetnica ili F
ili R pocetnica ima kovalentno vezani biotin. U slu¢aju NANOG i OCT3/4, R pocetnica za PCR je

bila biotinilirana (Tab. 5).
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Tablica 5. Pocetnice koriStene za umnazanje i analizu metilacije gena NANOG i OCT3/4,

analizirana sekvenca i broj analiziranih CpG mjesta unutar iste.

Naziv gena = Pocetnica Sekvenca pocetnice Analizirana sekvenca n%gga
F 5-TGGTATTGTGTTTTTAGGGGTTA-3' 5
biotin-5'-
OCT3/4 R AACAACTAACCATTATACTTATAACT-3' TGTGTGTGGY%TTATTTTTTAA_
S 5-TAGTTTTTTAAATTTATTGAATG-3'
F 5-TATTGGGATTATAGGGGTGGGTTA3'
biotin-5'-
R CCCAACAACAAATACTTCTAAATTCAC- 5-
NANOG 3 YGYGTTYGGTTTTTTTTTTAATT
TTTAAAAATATTAAAGTTTT-3'
S 5-ATAGGGGTGGGTTAT-3'

UmnaZzanje fragmenata NANOG i OCT3/4 PCR-om pocetnicama uzetih iz literature provjereno je
na cfDNA izoliranoj iz sjemene plazme. Nakon bisulfitne konverzije i umnazanja PCR-om prema
protokolima, uspjeSnost umnazanja provjerena je gel elektroforezom. Na 2% agarozni gel u 1 x
TAE puferu (Tris-acetat-EDTA) naneseno je 5 pL pojedinog PCR produkta. Elektoforeza je
provedena tako da je 10 min struja bila postavljena na 80 V, a zatim je 30 min bila postavljena na
120 V. Prilikom pripreme gela dodana je otopina boje (GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain, Lonza,
Svicarska) koja se veze za DNA i sluzi za vizualizaciju umnoZenih DNA fragmenata na UV-
transiluminatoru. Usporedbom sa standardom DNA (SimplyLoadTM 100 bp DNA Ladder, Lonza,
Svicarska) koji sadzi fragmente poznatih velidina, provijerena je oéekivana veli¢ina umnoZenih
PCR produkata. Prema uputama proizvodaca, za optimizaciju PCR-a i pirosekvenciranja isprobane
su pocetne koli¢ine PCR ¢fDNA od 10 ng, 5ng i 2,5 ng. Za OCT3/4 i NANOG utvrdeno je da je
za PCR reakciju i pirosekvenciranje potrebno 2,5 ng cfDNA.

Radi sigurnosti u PCR reakcije i izostanka kontaminacije, miliQ voda je koriStena kao negativna

kontrola.
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4.2.5. Bisulfitna konverzija izolirane cfDNA

Obzirom da bi pirosekvenciranjem bila analizirana samo metilirana mjesta, bisulfithnom
konverzijom smo nemetilirane citozine pretvoriti u uracile. U¢injeno je komercijalnim kitom
EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Prema uputama
proizvodaca su pripremljene kemikalije, i dodana je DNA uzorka u PCR tubice, voda slobodna od
Rnaza (engl. RNase free water), bisulfitni mix-a (sadrzi natrijev bisulfit) i DNA zastitni pufer
(engl. DNA protect buffer). Kod cfDNA masa konvertirane DNA je iznosila nesto manje od 500
ng zbog manjih koncentracija izolata. Nikad nije bilo manje od preporu¢enog minimuma cfDNA
od 1 ng iako je bilo manje konvertirane cfDNA. Potom su dodane sve komponente u reakcijsku
smjesu, PCR tubice su vorteksirane, spinane i stavljene u uredaj CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Njemacka). PCR reakcija je ucinjena kako je
preporuceno: trostruka izmjena denaturacije tijekom 5 min pri 98 °C i inkubacije pri 60 °C (prvi
put 25 min, drugi 85 min i tre¢i 175 min) te uvanje uzoraka na 20 °C. Po zavrSetku PCR reakcije,
sadrzaj svake tubice je spinan i prebacen u novu 1,5 mL tubicu gdje je dodan BL pufer koji je
prethodno pomijedan sa carrier RNA. Za izolaciju i vezanje DNA na kolone je potreban BL pufer,
dok carrier RNA pospjesuje vezanje na kolonu malih koli¢ina DNA i DNA koja je fragmentirana.
100 % etanol je dodan u tubice 1 nakon 10 s vorteksiranja, svi uzorci su prebaceni na MinElute
DNA spin kolone koje su umetnute u kolekcijske tubice. Centrifugiranje kolone na 20 000 g od 1
min je uéinjeno nakon toga (isti uvjeti primijenjeni su sve do eluacije DNA s kolone). Izbac¢en je
filtrat a kolona je isprana s BW puferom koji uklanja ostatke natrijevog bisulfita a zatim je
ponovno ucinjeno centrifugiranje. Dobiveni filtrat je izbafen, a na kolonu je nanesen
desulfonacijski BD pufer. Kolone su inkubirane na sobnoj temperaturi 15 min. Nakon

centrifugiranja na kolone je dva puta nanesen BW pufer pra¢en korakom centrifugiranja. Nakon
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toga nanesen je 100 % etanol, kolone su centrifugirane te su prebacene u Ciste kolekcijske tubice.
Elucijski pufer je dodan na kolone i potom inkubacija na sobnoj temperatuti od 1 min i
centrifugiranje na 15 000 g. Volumen pufera kojim se eluirala bisulfitno konvertirana DNA s
kolone je varirao jer je ovisio o po¢etnoj koli¢ini DNA u izolatu. Dva puta je uéinjena eluacija a
krajnji volumen eluata se podijelio na dva jednaka dijela. 10 pL je minimalni volumen eluacijskog
pufera koji je nanesen na kolone. Po zavrSetku bisulfitne konverzije svi uzorci su spremljeni na —

80 °C do daljnje analize.

4.2.6. PCR (lanc¢ana reakcija polimerazom)

Postupak lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je ucinjen na
bisulfitno konvertiranoj DNA da se dobije vise DNA fragmenta. KoriSten je komercijalni Kit
kemikalija PyroMark® PCR Kit (Qiagen, Njemacka), prema uputama proizvodaca. Dodano je u
svaku reakcijsku smjesu 12,5 uL. Master Mix-a, 2,5 pL. koncentrata CoralLoad-a, 0,5 uL 10 uM
forward pocetnica, 0,5 uL. 10 uM reverse pocetnica te vode 1 uzorka bisulfitno konvertirane DNA
u ukupnom volumenu od 9 pL u reakciju za umnazanje NANOG fragmenta. U reakciju za
umnazanje OCT3/4, u svaku reakcijsku smjesu dodano je 12,5 uLL Master Mix-a, 1 uL mgCl> 2,5
uL koncentrata CoralLoad-a, 0,5 uL 10 uM forward pocetnica, 0,5 uL. 10 uM reverse pocetnica te
vode i uzorka bisulfitno konvertirane DNA u ukupnom volumenu od 8 uL. U slucaju ¢cfDNA ¢ije
su koncentracije bile manje, V dodanog uzorka bio je izmedu 1 pL i 8 pL, tj. onoliko da bi u
reakciji bilo 2,5 ng DNA.

MiliQ voda koriStena je kao negativna kontrola. Radi pirosekvenciranja u PCR reakciju stavljene
su dvije komercijalne kontrole (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen, Njemacka), jedna je

sadrzavala potpuno metiliranu, bisulfitno konvertiranu DNA, dok je druga sadrZzavala potpuno
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nemetiliranu, bisulfitno konvertiranu DNA. Sve kontrole dodane su u volumenu od 1 puL. PCR
reakcija odvijala se u uredaju CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad
Laboratories, Njemacka) i C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, Njemacka) pri sljede¢im
uvjetima: pocetna denaturacija pri 95 °C tijekom 15 min, zatim 45 ciklusa od po 30 sekundi
denaturacije (94 °C), vezanja pocetnica (56 °C) 1 sinteze lanca (72 °C) te zavr$ne elongacije pri 72
°C u trajanju od 10 minuta.

Svi uzorci nakon PCR reakcije pohranjeni u na + 4 °C do daljnje analize koja je uslijedila sljede¢i

dan.

4.2.7. Pirosekvenciranje

Za pirosekvenciranje PCR produkta bisulfitno konvertirane DNA, koristio se pirosekvencer
Pyromark Q24 Advanced (Qiagen, Njemacka) i kemikalije PyroMark Q24 Advanced CpG
Reagents (Qiagen, Njemacka).

U racunalnom programu PyroMark Q24 Advanced Software (Qiagen) za svaki gen napravljeni su
eseji za pirosekvenciranje ¢ime je utvrden redoslijed dodavanja nukleotida u reakcijsku smjesu s
obzirom na sekvencu koja se analizira. Eseji su pohranjeni na USB stick koji je bio umetnut u
pirosekvencer kako bi se sekvenciranje moglo odviti prema zadanom eseju. Sve kemikalije i
uredaji potrebni za pirosekvenciranje (pirosekvencer, grijaca ploca, mijesalica) izvadeni su iz
hladnjaka i uklju¢eni 30 min prije pocetka rada prema uputama proizvodaca. Pripremljena je radna
postaja PyroMark® Q24 Vacuum Workstation §to ukljucuje, punjenje odgovarajucih posudica 70
% etanolom, destiliranom vodom te proizvodatevom denaturacijskom otopinom (engl.
denaturation buffer) i puferom za ispiranje (engl. wash buffer). Reakcijska smjesa sa

streptavidinom obloZenim sefaroznim kuglicama (Streptavidin Sepharose® High Performance,
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GE Healthcare, Svedska) je pripremljena i reakcijska smjesa sekvencijske podetnice prema

uputama proizvodaca (Tab 6.)

Tablica 6. Komponente i volumeni reakcijske smjese za vezanje biotiniliranih PCR produkata na

sefarozne kuglice 1 za vezanje pocetnica.

Komponenta reakcijske smjese Volumen po uzorku
(uL)
Sefarozne kuglice 2
Pu_f_er za vezanje (PyroMark binding buffer) 40 PCR plocica
miliQ voda 18
PCR produkt 20
Pufer za prijanjanje (PyroMark annealing buffer) 19,25 PyroMark Q24
Pocetnica za sekvenciranje 0,75 plocica

U svaku jazicu PCR ploce s 24 jazice je dodano 60 pL reakcijske smjese sa sefaroznim kuglicama.
Dodano je po 20 uL PCR produkta joS u svaku jazicu i nakon toga je ploCica zatvorena
samoljepljivom folijom i stavljena je na mjeSalicu na 1400 rpm na 10 min. Taj postupak omogucuje
vezanje PCR produkata na sefarozne kuglice. U pripremljen spremnik za pirosekvenciranje
(PyroMark® Q24 Cartridge, Qiagen, Njemacka) je dodan odgovarajuci volumen smjese enzima
(DNA polimeraza, ATP sulfurilaza, luciferaza i apiraza), supstrata (adenozin 5' fosfosulfat i
luciferin) i nukleotida, prema eseju koji je kreiran u gore spomenutom programu za svaki pojedini
gen. Spremnik je lagano prolupkan kako bi se sve kemikalije spustile na dno i stavljen je na
odgovarajuce mjesto u pirosekvencer. U svaku od 24 jaZice ispipetirano je 20 puL reakcijske smjese
sekvencijske pocetnice i PyroMark Q24 plocica za pirosekvenciranje je bila spremna. Nakon Sto

su se PCR produkti tresli 10 min na mijeSalici, spremnik za pirosekvenciranje i PyroMark Q24
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plocica su pripremljeni a PCR ploc¢a s produktima prebacena je na radnu postaju. Vakuum pumpa
je ukljuéena na 20 s, a u jazice PCR ploc¢e su uronjeni filter nastavci kako bi se sefarozne kuglice
koje na sebi sadrze PCR produkte vezale na filter nastavke. Filter nastavci su provedeni kroz niz
na sljede¢i nacin, 70 % etanol na 5 s (ispiranje nevezanih DNA koje nisu biotinilirane),
denaturacijski pufer na 5 s (razdvajanje lanaca DNA pri ¢emu samo biotinilirani lanac ostaje vezan
za sefaroznu kuglicu) te pufer za ispiranje na 10 s, i suSenje filter nastavaka na zraku u okomitom
polozaju 5 s. Filter nastavci su postavljeni tocno iznad jazica PyroMark Q24 plocice te su lagano
spusteni u jazice prilikom Cega se isklju¢io vakuum. Laganom treSnjom filter nastavaka 30-ak s,
sefarozne su kuglice s PCR produktima pale u plocicu. Na grijacu plo¢u ugrijanu na 80 °C je
stavljena ploc€ica i inkubirana 5 minuta. Nakon inkubacije na grija¢oj plo¢i, PyroMark Q24 plocica
postavljena je na odgovaraju¢e mjesto u pirosekvencer 1 pokrenut je esej koji sadrzi korake

pirosekvenciranja za svaki gen.

4.2.8. Analiza podataka dobivenih pirosekvenciranjem

Nakon zavrSetka pirosekvenciranja, dobiveni su pirogrami koji graficki prikazuju metilaciju svih
analiziranih CpG-ova u svakom pojedina¢nom uzorku. Dobiven je postotak metilacije za svaki
analizirani CpG. Na osnovi kontrole bisulfitne konverzije, negativnih kontrola i amplitude
dobivenih pikova je procijenjena kvaliteta rezultata. Za analizu rezultata raunalni program
provodi kontrolu kvalitete analize tako Sto koristi pikove koji ne pripadaju CpG-u kao referentne
pikove te mjeri koliko se oni dobro uklapaju u teoretski pikogram koji je generiran iz originalne
sekvence koja je zadana u eseju. Pikovi varijabilnih pozicija koji su prosli granicu intenziteta

svjetlosnog signala od 50 RLU (engl. relative light units) su smatrani zadovoljavaju¢im, iako su
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gotovi svi bili znacajno iznad te vrijednosti. Primjer dobivenih pirograma nalazi se na slici 6.

Analizirani su uzorci cfDNA iz ejakulata preoperativnih i postoperativnih uzoraka pacijenata.

B3 YGTTYGGTTYGYGTTTGTTAGYGTTTAAAGTTAGYGAAGTAYGGGTTTAATYGGGTTATGTYG
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Slika 6. Primjer dobivenih pirograma i prikaz kvalitete analize koji je izbacio software.

4.2.9. Imunohistokemijsko bojenje

Predmetna stakla s parafinskim rezovima seminoma s okolnim zdravim tkivom, debljine 3 um
grijana su 60 min u termostatu na 55 °C. Deparafinizirana su prema sljede¢im uvjetima: 10 min u
ksilolu 1, 10 min u ksilolu Il, 5 min u 100 % etanolu I, 5 min u 100 % etanolu I, 5 min u 90 %
etanolu I, 5 min u 90 % etanolu 11, 5 min u 70 % etanolu | i potom hidrirana 5 min u destiliranoj
vodi. Otvaranje antigena (engl. antigen retrieval) postignuto je 30 minutnim kuhanjem stakala u
odgovaraju¢em puferu. Za analizu proteinske ekspresije NANOG i OCT3/4 koriStena je otopina
komercijalnog citratnog pufera (Citrate pH 6, Dako, Agilent Technologies, Njemacka).

Nakon kuhanja uslijedilo je hladenje u trajanju od 30 min te ispiranje u tris puferiranoj fizioloskoj

otopini (engl. tris-buffered saline, TBS; 50 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 7.5) u trajanju od 5 min.
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Stakla su izvadena iz pufera i tkiva su zaokruZena parafinskim markerom kako bi se otopine koje
¢e se stavljati na stakla zadrzale na njima.

Na stakla je prvo nanesen 5 % govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA,
Sigma-Aldrich, SAD) kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje. Nakon inkubacije od 20 min,
BSA je uklonjen i naneseno je primarno protutijelo koje je razrijedeno s otopinom TBS-a (0.1 %
Tween 20, 1 % BSA) prema tablici 7. Stakla s nanesenim primarnim protutijelom stavljena su na
+4 °C preko noéi. Sljedeci dan, uzorci su isprani u TBS-u (5 x po 5 min na mijeSalici). Nakon toga,
na rezove je nanesena 3 %-tna otopina H20. te su rezovi ostavljeni u mraku na 20 min radi
inaktivacije endogenih peroksidaza. Zatim su stakla 3 puta ispirana u TBS-u nakon ¢ega je na njih
nanesena otopina sekundarnog protutijela, 1 (TBS) : 1 (sekundarno protutijelo, Dako REAL
EnVision Detection System, K5007, Agilent Technologies, Njemacka).

Stakla su bila inkubirana sa sekundarnim protutijelom 60 min na 37 °C, nakon cega je opet
usljedilo ispiranje u TBS-u, 3 puta po 5 min. Na stakla je nanesen 3,3-diaminobenzidin
tetrahidroklorid (DAB, Dako REAL EnVision Detection System, K5007, Agilent Technologies,
Njemacka) u trajanju od 6 min, radi vizualizacije reakcije antigen-protutijelo. SuviSak DAB-a
uklonjen je 5 - minutnim ispiranjem destiliranom vodom. Sa svrhom dobivanja kontrastnog
bojanja, stakla su obojana hematoksilinom (BioGnost, Hrvatska) u trajanju od 10 s pa isprana
destiliranom vodom i vodom iz slavine pod mlazom u trajanju od 8 min.

Potom je bilo zavrsno ispiranje u destiliranoj vodi od 5 min, nakon ¢ega je slijedilo dehidriranje u
sljede¢em nizu otopina: 70 % etanol, 96 % etanol 11, 96 % etanol I, 100 % etanol I, 100 % etanol

I1, ksilol I, ksilol III. Tkiva su zaSti¢ena ljepilom i pokrovnim staklom.
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Prilikom svake ture imunohistokemijskog bojanja koristene su odgovarajuce pozitivne i negativne

kontrole za svako protutijelo, prema Tablici 7.

Tablica 7. Protutijela koriStena za imunohistokemijsko bojanje i njihove karakteristike.

Primarno . . . . N Pozitivna Negativna
protutijelo Klon Uzgojeno u Razrjedenje Proizvodac kontrola kontrola
OCT3/4 ab109183 Zecu 1:750 Abcam Seminom | Kolorektalni
karcinom
. . debelo
NANOG ab106465 Zecu 1:500 Abcam Seminom .
crijevo

4.2.10. MorfoloSka analiza imunohistokemijskog bojenja

Uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa marke Olympus, model Bx51 spojenim s digitalnim
fotoaparatom, ucinjena je morfoloSka analiza preparata od strane dva iskusna nezavisna patologa.
Nuklearno smede obojenje smatralo se pozitivnom reakcijom za OCT3/4 i NANOG. Reakcija je
analizirana pod velikim vidnim pove¢anjem mikroskopa (400x). Postotak imunoreaktivnih stanica
odreden je na sljedeé¢i nadin: 0 (nema signala), 1 (1 - 10 % pozitivnih stanica), 2 (> 10 - 25 %
pozitivnih stanica), 3 (> 25 - 50 % pozitivnih stanica), 4 (> 50 - 75 % pozitivnih) i 5 (> 75 %
pozitivnih stanica). Intenzitet reakcije je gradiran kao O (nema reakcije), 1 (blaga reakcija), 2
(umjerena reakcija) ili 3 (snazna reakcija). Proteinska ekspresija je izrazena semikvantitativno kao
imunoreaktivni indeks (engl. immunoreactivity score, IRS) koji je jednak umnoSku razmjera
obojenja i intenziteta reakcije, ¢ime je dobivena skala od 0 do 15. Proteinska ekspresija je
analizirana u okolnom tkivu sa ocuvanom spermatogenezom (ZDR), premalignoj leziji (GCNIS)

i seminomskom tkivu (SE).
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4.2.11. Statisticka obrada podataka

Rezultati dobiveni imunohistokemijom analizirani su pomo¢u Mann-Whitneyjevog testa s
Bonferronijevom korekcijom (Mann Whitney U test with Bonferroni correction) i Kruskal-Wallis-
a s Dunn-ovim testom viSestrukih usporedbi (Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple
comparisons test). Statisticki znacajni rezultat je smatran kada je p<0,05.

Razlike u razini metilacije OCT3/4 i NANOG izmedu izmedu dvije skupine s uparenim uzorcima
detektirane su Wilcoxon-ovim testom uparenih rangova (Wilcoxon matched-pairs signed rank
test). Razlike izmedu viSe skupina procijenjene su ili s Kruskal-Wallis-ovim testom s Dunn-ovim
testom viSestrukih usporedbi (Kruskal-Wallis test with Dunn's multiple comparisons test) ako
skupine nisu bile uparene ili s Friedmanovim testom s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi
(Friedman test with Dunn’s multiple comparisons test ) kod uparenih skupina. Rezultat se smatrao
statisticki znacajnim kada je p < 0,05.

Za izraCunavanje korelacije koristio se Spearman-ov neparametrijski koeficijent korelacije.

Rezultat se smatrao statisticki znac¢ajnim ako je p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Analiza klini¢kih i patohistoloskih parametara

Srednja dob pacijenata iznosila je 36,07 (raspon 21 - 49) godina. Prema TNM Kklasifikaciji tumora
testisa, od ukupnog broja pacijenata, 10 (71,4 %) je klasificirano kao pT1, 3 (21,4 %) kao pT2 i

1 (7,2 %) kao pT3 bolest.

5.2. Proteinska ekspresija izabranih gena u tkivu pacijenata

Slika 7, 8 1 9 prikazuju izrazenost OCT3/4 i NANOG proteina u tkivu seminoma, GCNIS-u i tkivu
odrzane spermatogeneze. Proteinska izrazenost OCT3/4 i NANOG statisticki se znacajno
razlikovala u GCNIS-u s obzirom na ZDR i u SE s obzirom na ZDR. Oba navedena markera
pokazuju snaznu difuznu izraZzenost proteina u stanicama seminoma i in situ leziji (vise od 75 %

pozitivnih stanica) dok izrazenost u kanali¢ima s odrzanom spermatogenezom nedostaje.
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Slika 7. Proteinska ekspresija OCT3/4 gena u tkivu seminoma, GCNIS i tkivu s ocuvanom
spermatogenezom (ZDR), Kruskal -Wallis test ( **p < 0,01, ***p < 0,001).
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Slika 8. Proteinska ekspresija NANOG gena u tkivu seminoma, GCNIS i tkivu s ouvanom

spermatogenezom (ZDR), Kruskal -Wallis test (*p < 0,05, **p < 0,01).
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Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje nuklearna pozitivna reakcija; A. OCT3/4 u in situ
komponenti (100 x), B. OCT3/4 u seminomu, C. NANOG u in situ komponenti (100 x), D. NANOG
u seminomu (100 x)
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5.3. Analiza metilacije u uzorcima ejakulata

5.3.1. OCT3/4

Analiza metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji OCT3/4 gena pirosekvenciranjem pokazuje
hipermetilaciju u uzorcima ejakulata, ali usporedbom u preoperativnim i postoperativnim

uzorcima ejakulata nije detektirana statisticki znacajna razlika u metilaciji, a $to je prikazano na

slici 10.
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Slika 10. Analiza metilacije OCT3/4 u preoperativnim i postoperativnim uzorcima ejakulata, Wilcoxon

matched-pairs rank test (p > 0,05).
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5.3.2. NANOG
U analizi prosje¢ne metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji NANOG gena koja je dobivena

pirosekvenciranjem, u preoperativnim i postoperativnim uzorcima ejakulata pronadena je

hipermetilacija, ali nije detektirana statisticki znacajna razlika izmedu tih uzoraka, a Sto je

prikazano na slici 11.
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Slika 11. Metilacija NANOG u preoperativnim i postoperativnim uzorcima ejakulata, Wilcoxon matched-

pairs rank test (p > 0,05).
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Analiza metilacije tri CpG otoka za NANOG u preoperativnim i postoperativnim uzorcima
ejakulata potvrdila je hipermetilaciju u obje vrste uzoraka, ali statisticki znacajna razlika nije

detektirana ni na jednom od 3 analizirana CpG otoka kako je i prikazano na slici 12.
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Slika 12. Analiza metilacije tri CpG otoka u promotorskoj regiji NANOG gena u preoperativnim i

postoperativnim uzorcima ejakulata, Friedman-ov test, (p > 0,05).

5.4. Usporedba proteinske ekspresije i metilacije promotora odabranih gena u cfDNA ejakulata

pacijenata sa seminomom testisa

Spearman-ovim koeficijentom korelacije usporedeni su metilacijski obrasci OCT3/4 i NANOG
gena u uzorcima ejakulata i tkiva pacijenata te je za OCT3/4 detektirana pozitivna korelacija
izmedu metilacije cfDNA u preoperativnim uzorcima i proteinskoj ekspresiji, ali korelacija nije
pokazivala statistiCku znacajnost. U slucaju korelacije metilacije cfDNA u postoperativnim
uzorcima 1 proteinske ekspresije u tkivu seminoma nadena je pozitivna korelacija, ali bez

statisticke znacajnosti. U slucaju NANOG-a uocena je negativna korelacija izmedu metilacije
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cfDNA u preoperativnim uzorcima i proteinske ekspresije, dok je korelacija izmedu metilacije

cfDNA u postoperativnim uzorcima i proteinske ekspresije u tkivu bila pozitivna. Ni jedna

detektirana korelacija nije bila statisticki znacajna, a §to je prikazano na slikama 13 1 14.

=
K E
£l =
= =,
L 3 @
@ =
g g
= e
= a

IRS SE

preop ejakulat

&
=
a
b4

postop ejakulat

IRS SE

Slika 13. Korelacija razine metilacije OCT3/4 u uzorcima cfDNA iz ejakulata i razine proteina OCT3/4 u

tkivu seminoma. Plava boja predstavlja pozitivnu korelaciju, a crvena negativnu. Spearman-ov koeficijent
korelacije, (p>0,05).
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Slika 14. Korelacija razine metilacije NANOG u uzorcima cfDNA iz ejakulata i razine proteina NANOG u

tkivu seminoma. Plava boja predstavlja pozitivnu korelaciju, a crvena negativnu. Spearman-ov koeficijent
korelacije, (p > 0,05).
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6. RASPRAVA

Tumori testisa, iako rijetki, najucestaliji su solidni tumori u mladih odraslih muskaraca europskog
podrijetla. Predstavljaju mijeSanu skupinu tumora koji nastaju kao poremecaj u razvoju zametnih
stanica. Nastaju iz premaligne lezije, GCNIS, i dijele se na dvije velike skupine: seminome i
mijeSanu grupu neseminoma. Obzirom se javljaju u germinativnoj dobi muskarca predstavljaju
ozbiljan javnozdravstveni problem. Najveci broj tumora dijagnosticira se kao lokalizirana bolest,
ali ipak priblizno 30 % pacijenata se prezentira s regionalnim i udaljenim metastazama, Sto
zahtijeva dodatnu terapiju koja moze imati implikacije na kvalitetu Zivota te dugoro¢ne posljedice
(114). Za dijagnostiku tumora testisa se osim klinickog pregleda i UZV, koriste i klasi¢ni serumski
tumorski biomarkeri AFP, HCG i LDH. PovisSene razine ovih tumorskih biomarkera u serumu
sugeriraju stadij same tumorske bolesti, no iako lako dostupni analizi klasi¢ni tumorski biomarkeri
nisu dovoljno senzitivni. Povisene razine LDH 1 HCG se mogu na¢i kod ¢istih seminoma testisa,
ali po nekim radovima ¢ak do 70 % tih tumora nema poviSene vrijednosti ni jednog biomarkera.
Ovoj metodi manjka i specifi¢nost jer sva tri tumorska biomarkera mogu biti povisena i u nekim
drugim stanjima (115). Priblizno 60 % pacijenata s TGCT se prezentira s poviSenim klasi¢énim
tumorskim biomarkerima, Sto ostavlja 40 % pacijenata s tvorbom u testisu za koju ne mozemo sa
sigurno$c¢u re¢i radi li se o TGCT ili nekoj drugoj bolesti. To je osobito vazno u seminomima koji
samo u 18 - 31 % imaju povisene vrijednosti HCG, a AFP je uvijek negativan (116). Bez obzira
na nedostatke klasi¢nih serumskih tumorskih biomarkera, oni se rutinski uzimaju i prate,
preoperativno i postoperativno te imaju svoje mjesto u TNM klasifikaciji tumora testisa pri cemu
S stadij oznacava vrijednosti tumorskih biomarkera.

Biopsija tkiva je zlatni standard za potvrdu dijagnoze seminoma, medutim, biopsija testisa je

kontroverzan pristup s potencijalnim komplikacijama, kao i potencijalnim Sirenjem samog tumora
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te se stoga kod tumora testisa najces¢e izbjegava. Naglasak istrazivanja potencijalnih novih
tumorskih biomarkera jest na brzoj i sigurnijoj preoperativnoj dijagnostici, pa i moguéem probiru
populacije te pracenju pacijenata postoperativno, nakon kirurSkog i onkoloskog lijecenja, te
dijagnostici relapsa osnovne bolesti, uz manju upotrebu standardnih dijagnosti¢kih radioloskih
snimanja (117). Prognosticki biomarkeri su iznimno vazni u stadiju I tumora testisa jer se tako
moze izbjec¢i prekomjerno onkolosko lijeCenje pacijenata koji nikad ne bi ni imali diseminiranu
bolest, a prema sadaSnjim standardima lijeCenja primaju adjuvantnu kemoterapiju sa svim
potencijalnim rizicima nuspojava terapije (118). Sadasnji prognosticki faktori za Ciste seminome
testisa se baziraju na patohistoloskim promjenama u samom tumoru, limfovaskularnoj invaziji,
veli¢ini tumora te infiltraciji rete testisa. U navedenom algoritmu otvara se puni prostor za nove
neinvazivne dijagnosticke biomarkere koji bi mogli pobolj$ati stupnjevanje same bolesti (119). U
postkemoterapijskim protokolima procjenjuje se stadij bolesti te nekroza i fibroza, kao i ostatni
vijabilni tumor, markeri koji bi signalizirali prisutnost ostatnog tumora uvelike bi olaksali odluke
o potrebi daljnjeg lije¢enja (120).

Sve navedeno je dovelo do istrazivanja novih potencijalnih biomarkera za tumore testisa kao i do
istrazivanja neinvazivnih dijagnostickih metoda kao Sto je istrazivanje tekucinskih biopsija od
kojih je najviSe istrazena plazma. Istrazivanje tekucinskih biopsija kod TGCT je medu
najaktivnijim istrazivackim podruc¢jima s dva vrlo obecavaju¢a podrucja istraZzivanja, kao Sto su
cfDNA 1 miRNA koje se nalaze u plazmi zbog raspada tumorskih stanica. Teku¢inske biopsije kao
neinvazivna dijagnosticka metoda je u nekim drugim tumorima, kao Sto je karcinom pluca vec
poznata i priznata. Podruéje istrazivanja cfDNA iz krvi kao potencijalnog biomarkera u
dijagnostici 1 pracenju same bolesti TGCT vrlo je aktivno te se zna da ti tumori (i seminomi i

neseminomi) imaju povisene apsolutne vrijednosti cfDNA u usporedbi s kontrolnim skupinama i
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to s 88 % senzitivnosti i 97 % specificnosti, bez obzira na status klasi¢nih serumskih tumorskih
biomarkera.

Ejakulat je kao tekucinska biopsija neSto manje istrazen te se u novije vrijeme pojavljuju
istrazivanja cfDNA u ejakulatu musSkaraca s karcinomom prostate kao moguéim alatom u
dijagnostici i prognozi tumora (121). Ejakulat kao tekuc¢inska biopsija kod tumora testisa je gotovo
neistrazeno podrucje.

U nasem istrazivanju odlucili smo se za ejakulat kao relativno lako dostupnu i neinvazivnu metodu
prikupljanja tekué¢inske biopsije s potencijalnim vrijednim informacijama o seminomima testisa.
Istrazivali smo 2 gena OCT3/4 i NANOG kao potencijalne biomarkere za seminome obzirom su ti
markeri snazno izraZeni u tkivu tumora testisa, kao i u premalignoj in situ komponenti te se moze
ocekivati njithova poviSena prisutnost 1 u ejakulatu. Pretrazivanjem nama dostupne literature do
sada ne postoji rad koji je istrazivao metilaciju cfDNA izolirane iz ejakulata kod pacijenata sa
seminomima testisa.

Istrazivanje imunohistokemijske izrazenosti biomarkera za GCNIS i posljedicne TCGT proizasle
iz GCNIS je odavno poznato. Prvi imunohistokemijski biomarker koji je istraZivan bio je PLAP
(engl. placental-like alkaline phosphatase) koji se koristio u istrazivanju Zivotinjskih modela jos
od 1984. (122). Daljnja istrazivanja su dovela do velikog broja novootkrivenih embrionalnih
faktora koji su ukljuceni u regulaciju pluripotencije kao $to su OCT3/4, NANOG, SoX2, REX1,
UTF1 ili LIN28 a imaju visoku ekspresiju u GCNIS i TGCT (123). Veliki broj studija je dokazao
ekspresiju gena OCT3/4 i NANOG u seminomima te se ti markeri koriste i kao rutinski paneli u
dijagnostici seminomskih i pojedinih neseminomskih komponenti TGCT-a. Premaligne lezije
takoder pokazuju izraZzenost oba gena sugeriraju¢i da GCNIS =zadrzavaju karakteristike

embrionalnih mati¢nih stanica (124).
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U naSem istrazivanju potvrdene su navedene spoznaje te je dobivena snazna difuzna nuklearna
reakcija u in situ promjeni, kao i u tkivu seminoma u svim pregledanim uzorcima. OCT3/4 i
NANOG pokazuju imunohistokemijsku izrazenost i u komponenti embrionalnog karcinoma te ta
dva biomarkera nisu dovoljna za razlikovanje navedenih komponenti ve¢ se u dijagnostici i analizi
prema sadasnjim algoritmima koriste dodatni paneli imunohistokemijskih biomarkera.

Danas se smatra da je GCNIS kao premaligna lezija iz koje nastaju TGCT u stvari primordijarna
zametna stanica (PGC) koja je tijekom razvoja zastala u svojoj diferencijaciji prema
spermatogoniji te je zadrzala svojstva hipometiliranog genoma, a $to znaci da su geni mati¢nosti
ostali izrazeni. Smatra se da su OCT3/4 i NANOG jedni od klju¢nih gena mati¢nosti u odrzavanju
pluripotencije PGC (125). Nekoliko studija je dokazalo minimalnu ili potpunu hipometilaciju u
seminomima, ali i hipermetilaciju u specifiénim genskim promotorima u neseminomima,
pogotovo u teratomu, Sto sugerira da je stupanj diferencijacije stanice povezan s metilacijskim
statusom genoma (126).

Dokazano je da seminomi imaju izrazito nisku razinu hipermetiliranin CpG otoka, dok
neseminomi imaju metilirane CpG otoke kao ostali karcinomi somatske osnovne stanice. Takoder
se zna da su seminomi visoko hipometilirani u odnosu na neseminome i ove epigenetske razlike
pokazuju normalnu razvojnu promjenu kod PGC od hipometiliranog do normalno metiliranog
genoma. To se objasSnjava razvojem razliitih epigenetskih fenotipova na osnovi kojih se javlja
promjena prije metilacije PGC genoma koji stvara CIS koji ¢e se razviti u seminom s visoko
hipometiliranim genomom, bez hipermetilacijskih otoka CpG (127).

Stanice CIS-a kao PGC stanice i gonocite, izraZzavaju faktore transkripcije koji su povezani s
pluripotencijom embrionalnih zametnih stanica, kao $to su OCT3/4, NANOG, T1A-2, MYCL1,

GDF3, LIN28-A, DPPA4, DPPAS, KIT i AP-2g (128).
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U naSem istrazivanju je analiza proteinske ekspresije u tkivu pacijenata ukljuéenih u istrazivanje
napravljena kako bismo potvrdili da su OCT3/4 i NANOG eksprimirani u premalignoj leziji
(GCNIS) 1 seminomskom tkivu (SE) ukljucenih pacijenata dok je izrazenost u kanali¢ima s
odrzanom spermatogenezom (ZDR) odsutna, a $to indirektno potvrduje uredan metilacijski status
navedenih gena u zdravom tkivu kanali¢a testisa.

Vode¢i se analogijom poviSene koncentracije ¢fDNA u plazmi pacijenata s razli¢itim
karcinomima, kao Sto je karcinom kolona, dojke, jetre i pankreasa, a $to se pokazalo kao odlican
izvor analize metilacijskih obrazaca za razlicite gene tumora ocekivali smo hipometilaciju gena
OCT3/4 i NANOG u cfDNA preoperativnih uzoraka ejakulata pacijenata sa seminomom, u odnosu
na postoperativne uzorke. Medutim, analiza prosje¢ne metilacije CpG mjesta u promotorskoj regiji
OCT3/4 i NANOG gena pirosekvenciranjem, u preoperativnim i postoperativnim uzorcima
ejakulata pokazala je hipermetilaciju, a takoder nije detektirana statisticki znacajna razlika izmedu
tih uzoraka.

Hipometilacijski obrazac gena NANOG i OCT3/4 u tkivu seminoma nije uoen u cfDNA
tekucinske biopsije ejakulata, a $to se moze objasniti ¢injenicom da se slobodna DNA (cfDNA)
nalazi u tekuc¢inskim biopsijama plazme, pa tako i ejakulata zbog nekroze i raspadanja tumorskih
stanica, ali i netumorskih stanica. Obzirom su OCT3/4 i NANOG izrazito metilirani u
diferenciranim zdravim stanicama, iznos tumorske cfDNA nije u ovakvoj biopsiji prisutan u
dovoljnoj koli¢ini da bi se detektirao u uzorku (129). Takoder smo Spearman-ovim koeficijentom
korelacije usporedili metilacijski obrazac cfDNA s proteinskom ekspresijom OCT3/4 i NANOG
gena u uzorcima ejakulata i tkiva pacijenata te je za OCT3/4 detektirana pozitivha korelacija
izmedu metilacije cfDNA u preoperativnim uzorcima i proteinskoj ekspresiji, ali korelacija nije

pokazivala statisticku znacajnost. U slucaju NANOG-a uocena je negativna korelacija izmedu
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metilacije cfDNA u preoperativnim uzorcima i proteinske ekspresije, dok je korelacija izmedu
metilacije cfDNA u postoperativnim uzorcima i proteinske ekspresije u tkivu bila pozitivna. Ni
jedna detektirana korelacija nije bila statisticki znacajna.

U zaklju¢ku ovog rada Zelimo naglasiti vrijednost ovog istrazivanja kao jednog od prvih koje
prikazuje prisutnost cfDNA u ejakulatu kao tekucinskoj biopsiji te mogucnost analize u ovom
slu¢aju OCT3/4 i NANOG gena i njihovih obrazaca metilacije. Dobivene rezultate koji su bili na
granici statisticke zna¢ajnosti mozemo protumaciti kao obecavajucée, ali su potrebne daljnje analize
na veéem broju uzoraka i najvjerojatnije u panelu s nekim drugim biomarkerima seminomskih
tumora. Takoder treba naglasiti da se tehnologija izolacije i analize cfDNA kao biomarkera jos

razvija te ¢e u buduénosti moéi biti puno preciznija i donijeti vise dragocjenih informacija.
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ZAKLJUCAK

U seminomu testisa, kao i u premalignoj GCNIS leziji nadena je statisticki znacajna razlika u
proteinskoj ekspresiji gena OCT3/4 koji je bio pojacano izrazen u odnosu na tkivo s oCuvanom
spermatogenezom.

U seminomu testisa, kao i u premalignoj GCNIS leziji nadena je statisticki znacajna razlika u
proteinskoj ekspresiji gena NANOG koji je bio pojac¢ano izraZzen u odnosu na tkivo s o¢uvanom
spermatogenezom.

U preoperativnim i postoperativnim uzorcima ejakulata pronadena je hipermetilacija CFDNA
gena OCT3/4 te nije detektirana statisticki znacajna razlika u metilaciji izmedu DNA uzoraka.
Metilacija cfDNA tri CpG-a promotorske regije NANOG u preoperativnim i postoperativnim
uzorcima ejakulata pokazala su hipermetilaciju u obje vrste uzoraka te nije dobivena statisticki
znacCajna razlika ni na jednom od 3 analizirana CpG myjesta.

Za gen OCT3/4 detektirana je pozitivna korelacija izmedu metilacije cfDNA u preoperativnim
uzorcima i proteinske izrazenosti, iako korelacija nije statisti¢ki zna¢ajna.

Za gen OCT3/4 detektirana je pozitivna korelacija izmedu metilacije cfFDNA u postoperativnim
uzorcima i proteinske izrazenosti, iako korelacija nije statisti¢ki zna¢ajna.

Za gen NANOG je detektirana negativna korelacija izmedu metilacije cFDNA u preoperativnim
uzorcima i proteinske izrazenosti, iako korelacija nije statisti¢ki zna¢ajna.

Za gen NANOG je detektirana pozitivna korelacija izmedu metilacije cfDNA u
postoperativnim uzorcima i proteinske izrazenosti, korelacija nije statisticki znacajna.
Uspjesna izolacija cfDNA iz ejakulata kao tekuc¢inske biopsije i analiza OCT3/4 i NANOG

gena kod pacijenata sa seminomom testisa.
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8. SAZETAK

Tumori testisa iako rijetki tumori pogadaju mladu musku populaciju u najproduktivnijoj dobi.
Seminomi ¢ine otprilike 50% svih dijagnosticiranih tumora testisa. Dijagnoza, terapija i pracenje
ukljucuje invazivne postupke koji utjeu na kvalitetu Zivota svakog pacijenta. Klasi¢ni tumorski
biomarkeri iz krvi imaju svoje mjesto u dijagnostici i pracenju pacijenata sa seminomom ali imaju

1 svoja ograniCenja u senzitivnosti kao i specifi¢nosti.

Ejakulat, kao predstavnik tekuéinskih biopsija, predstavlja neinvazivni izvor informacija za
pacijente sa seminomom a izolacija slobodne nestani¢ne DNA (cfDNA) iz ejakulata pacijenata sa

seminomom potencijalni izvor biomarkera za probir i praéenje pacijenata sa seminomom.

U ovom istrazivanju analizirali smo obrazac metilacije gena OCT3/4 i NANOG u ejakulatu
pacijenata sa seminomom, preoperativno i postoperativno. Takoder analizirali smo i proteinsku

ekspresiju istih gena u tkivu seminoma, GCNIS i okolnom tkivu sa ouvanom spermatogenezom.

Uocena je statisticki znacajna razlika proteinske ekspresije gena OCT3/4 i NANOG i GCNIS u
odnosu na okolno tkivo s ofuvanom spermatogenezom. Nismo dokazali statisticki znacajnu
razliku u metilaciji gena OCT3/4 i NANOG izmedu preoperativnih i postoperativnih ejakulata
pacijenata sa seminomom testisa kao niti statisticki znac¢ajnu razliku u odnosima korelacije izmedu

proteinske ekspresije i metilacije cfDNA gena.

Koliko je nama poznato, ovo je prvo istrazivanje metilacije cfDNA OCT3/4 i NANOG gena iz
ejakulata kod pacijenata sa seminomom testisa i moze posluziti kao vazan izvor informacija za
daljnja istrazivanja ejakulata kao tekucinske biopsije za probir i pracenje pacijenata sa tumorima

testisa.
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9. ABSTRACT
Cell Free DNA Methylation of OCT3/4 and NANOG Gene in Semen of Patients with

Testicular Seminoma, Miroslav Tomi¢, Zagreb, 2022.

Testicular tumors although rare tumors affect the young male population at the most productive
age. Seminoma make up 50% of all diagnosed testicular tumors. Diagnosis, therapy and follow-
up include invasive procedures that affect the quality of life of each patient. Classical tumor
markers from the blood have their place in the diagnosis and monitoring of patients with
seminoma, but they also have their limitations in sensitivity as well as specificity. Ejaculate, as a
representative of liquid biopsies, is a non-invasive source of information for patients with
seminoma and the isolation of cell free DNA (cfDNA) from the ejaculate of patients with
seminoma is a potential source of markers for screening and monitoring patients with seminoma.
In this study, we analyzed the methylation pattern of the OCT3/4 and NANOG genes in the
ejaculate of patients with seminoma, preoperatively and postoperatively. We also analyzed the
protein expression of the same genes in seminoma, GCNIS tissue and surrounding tissue with
preserved spermatogenesis. A statistically significant difference in protein expression of OCT3/4
and NANOG and GCNIS was observed in relation to the surrounding tissue with preserved
spermatogenesis. We did not prove a statistically significant difference in the methylation of the
OCT3/4 and NANOG genes between preoperative and postoperative ejaculates of patients with
seminoma, nor a statistically significant difference in the correlation relations between protein
expression and methylation of cfDNA genes of the OCT3/4 and NANOG.

To the best of our knowledge, this is the first study of cfDNA methylation OCT3/4 and NANOG
gene in ejaculate of patients with testicular seminoma and may serve as an important source of
information for further ejaculate research as an ongoing biopsy for screening and monitoring of
patients with testicular tumors.
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