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1. SAZETAK

Ekspresija negativnih regulatora Wnt signalnog puta u tumorima zametnih
stanica testisa
Iris Zunié

Obitelj proteina SFRP (od engl. secreted frizzled-related protein) najveca je
obitel] Wnt signalnog puta. DosadaSnja istrazivanja ukazuju na povezanost
smanjene ekspresije SFRP proteina i razvoja kolorektalnog karcinoma i karcinoma
urotela. NajvecCi postotak tumora testisa su podrijetla zametnih stanica testisa, a
medu njima su naj¢eSéi seminomi. Obzirom na to da SFRP proteini djeluju kao
negativni regulatori Wnt signalizacije, cilj ovog rada bio je ispitivanje ekspresije
SFRP1 i SFRP3 proteina u definiranoj kohorti primarnih tumora testisa, seminomskih
i neseminomskih/mijeSanih, metodom indirektne imunohistokemije. Sakupljeni su
uzorci tumora zajedno s pripadaju¢im zdravim tkivom koje je ujedno sluzilo kao
pozitivha kontrola. Rezultati ekspresije oba proteina analizirani su semikvantitativno
te statistiCki obradeni. Dobiveni rezultati prikazuju statistiCki znacajnu razliku
ekspresije  SFRP1 (seminomi=0.1 (0.7), neseminomi=0.1 (0.6), kontrola=1 (0),
p<0.001) i SFRP3 proteina (seminomi=0.035 (0.3), neseminomi=0.05 (0.7),
kontrola=1 (0), p<0.001) izmedu tumorskih tkiva i kontrolnih tkiva testisa, dok razlika
ekspresije izmedu pojedinih histoloSkih podtipova tumora nije dokazana. Takoder, ne
postoji znacajna razlika izmedu ekspresije SFRP1 i SFRP3 proteina s obzirom na
dob pacijenata. Sukladno ocekivanjima, uoavam smanjenu ekspresiju regulatora
Wnt signalnog puta u tumorima u odnosu na zdravo tkivo, $to upucuje na njihovu

mogucu ulogu u tumorigenezi tumora zametnih stanica testisa.

KljuCne rije€i: tumori zametnih stanica testisa, Wnt signalni put, SFRP1, SFRP3,

imunohistokemija



2.  SUMMARY

The expression of negative Wnt signaling pathway regulators in testicular germ
cell tumors
Iris Zunié

Secreted frizzled-related protein (SFRP) family is the largest family of Wnt
signaling pathway. Current research efforts clearly outline the relationship between
the decreased SFRP protein expression and develepement of colorectal and
urothelial carcinomas. The highest percentages of testicular tumors are of those
germline origin, among which seminomas represent the most common histotype.
Taking into account that SFRP proteins act as negative regulators of Wnt signaling
pathway, the purpose of this work was to determine the SFRP1 and SFRP3 protein
expression in a defined cohort of primary testicular tumors (including both
seminomas and non-seminomas/mixed germ cell), using immunohistochemistry.
Tumor samples were collected along with the adjacent normal/benign tissue that was
used as a control sample. Protein expressions were measured and the results were
semiquantitively analyzed and statistically processed. Obtain results showed
statistically significant difference in expression of SFRP1 (seminomas=0.1 (0.7), non-
seminomas=0.1 (0.6), controls=1 (0), p<0.001) and SFRP3 proteins
(seminomas=0.003 (0.3), non-seminomas=0.05 (0.7), controls=1 (0) p<0.001)
between tumorous and healthy (control) tissue. The difference in expression between
particular histological subtypes of tumors has not being found. Moreover, there was
no significant difference between the expression of SFRP1 and SFRP3 protein in
respect to patients age. We conclude that decreased expression of Wnt signaling
regulators SFRP1 and SFRP3 can be observed in testicular germ cell tumors
compared with normal tissue. These findings suggest their possible role in testicular

germline tumorigenesis.

Key words: testis, germ cell tumors, Wnt signaling pathway, SFRP1, SFRP3,

immunohistochemistry



3. UVvOD

3.1.  WNT SIGNALNI PUT I OBITELJ SFRP PROTEINA U RAZVOJU TUMORA

Stani¢na signalizacija wnt signalnog puta zapoc€inje vezanjem Wnt liganda za
Fz transmembranski receptor (eng. Frizzled receptor). Daljnja stani€na aktivnost ovisi
o jednom od tri puta koji su aktivirani: Wnt/B-katenin put, Wnt/Ca**put ili Wnt/polarity
put. Prvi od navedenih kaskadnih puteva Wnt/B-katenin put je nabolje istrazente je
otkriveno da, reguliraju¢i gensku ekspresiju, ima ulogu u apoptozi stanice (Janssens
et al., 2006). B-kateninski put koristi B-katenin kao regulator transkripcije i ukoliko
dode do interakcije ligand-receptor, B-katenin se nakuplja u stanici, translocira u
jezgru, Sto poti€e aktivaciju niza signala i konacno rezultira transkripcijom ciljanih
gena. Wnt signalni put ima vaznu ulogu u embrionalnom razvoju, stani¢noj
diferencijaciji i stani¢noj proliferaciji, stoga je njegova poremecena regulacija izrazito

vazan faktor u razvoju nekoliko tumorskih entiteta (Polakis P, 2000).

Obitel] SFRP (od engl. secreted frizzled-related protein) najveca je obitelj
proteina koja ima ulogu ekstracelularnih liganda u u Wnt signalnom putu te se sastoji
se od pet glikoproteina: SFRP1, SFRP2, SFRP3, SFRP4 i SFRP5. Vezanje SFRP
proteina za njihove receptore ima za posljedicu inhibiciju Wnt stani€ne signalizacije,

te na taj naCin odrzavaju ravnotezu u navedenim stani¢nim procesima.

Dosadasnja istrazivanja dokazala su odredenu povezanost izmedu manjka
SFRP1 proteina i tumorigeneze, i to kod kolorektalnog karcinoma (Caldwell et al.,
2004; Suzuki et al., 2004), karcinoma jajnika (Takada et al., 2004), karcinoma
mokraénog mjehura (Stoehr et al., 2004., Marsit et al.,2005), malignog mezotelioma
(Lee et al., 2004), karcinoma prostate (Lodying et al., 2005) karcinoma plu¢a (Fukui
et al., 2005.), karcinoma dojke (Veeck et al., 2006), te kod zametnih tumora sa
trofoblastnom diferencijacijom (Partl et al 2014). Opisan je i utjecaj koliCine gubitka
SFRP1 na histoloSku diferencijaciju odredenih zlo¢udnih tumora a time mozebitno i

na prognozu lije€enja, posebice kod karcinoma bubrega (Dahl et al., 2007).

Manje istrazivan/poznat SFRP3 protein, eS¢e nazivan FRZB protein (od engl.
frizzled-related protein), ukljuéen je u osteogenezu, reguliraju¢i sazrijevanje

hondrocita i razvoj dugih kostiju. Mutacija gena za SFRP3 protein povezana je s



razvojem osteoartritisa i miSiéne distrofije. Obzirom na to da djeluje kao negativni
regulator Wnt puta, jasna je vaznost prouCavanja njegove uloge u karcinogenezi
analogno djelovanju proteina SFRP1. Zmijanac je sa suradnicima otkrila zna€ajno
jacu ekspresiju ovih proteina u posteljicama kod intrauterinog zastoja u rastu djeteta

u odnosu na kontrolne, zdrave posteljice (Partl et al., 2014).

Dosadasnja istrazivanja na manjem broju uzoraka daju naznake o gubitku
SFRP1 u tumorima zametnih stanica testisa, jajnika i uterusa (Hoei-Hansen 2004;
Dahl et al. 2007; Partl et al., 2014).

3.2. TUMORI ZAMETNIH STANICA TESTISA

Tumori testisa €ine svega 1% svih novotvorina muskaraca, ali njihova vaznost
leZi u tome $to se pojavljuju u dobi izmedu 20 i 40 godina, odnosno kod mladih ljudi i
u najreproduktivnijim godinama zivota. Jedini dokazani rizicni ¢imbenici za tumore
testisa su kriptorhizam i gonadalna disgeneza (Damjanov, 2011). Uz pravodobnu
dijagnostiku i adekvatnu terapiju, njihova je izlje€ivost danas vrlo visoka te doseze

brojku od 95%, dok je samo prije tridesetak godina to bio postotak njihove smrtnosti.

Patohistoloski, primarne novotvorine testisa dijelimo na tumore zametnih
stanica i tumore specijaliziranih stromalnih stanica testisa. Tumori specijaliziranih
stromalnih stanica su tumori Leydigovih stanica te tumori Sertollijevih stanica. To su
rijetki tumori uglavnom dobrocudnog klinickog ishoda koji su hormonski aktivni i svi

se lijeCe kirurski.

Tumori zametnih stanica testisa predstavijaju 95% svih tumora testisa, a
ujedno su medu naj¢esS¢im tumorima u muskaraca u dobi od 15 do 34 godine
(Melicow M, 1955; Ulbright et al 1999). UcCestalost im se krece oko 5/100 000
muskaraca. Dijele se na Ciste seminomske i neseminomske, koji tvore razliCite
kombinacije, najceSCe sastavljene od embrionalnog karcinoma i jedne ili viSe
komponenti teratoma, seminoma, yolk sac tumora i koriokarcinoma, stoga se jo$
zovu i mijeSani tumori testisa (Ulbright et al, 1999). Seminomi su zlocudni tumori
gradeni od monomorfnih populacija stanica koje nalikuju na spermatogonije a mogu
predstavljati i samo jednu od komponenata mijeSanog tumora zametnih stanica
testisa. Poznato je kako imaju bolju prognozu od neseminomskih tumora. Adekvatno

lijeCenje za rane tumore bez metastaza je orhidektomija. Vrlo su osjetljivi na
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radioterapiju, koja se u rjedim slu€ajevima mora kombinirati s kemoterapijom.
Neseminomski tumori spolnih stanica skupina su novotvorina koje ukljuCuju
embrionalne karcinome, teratokarcinome, karcinome ZumanjCane vreCe i
koriokarcionome (Slika 1a-f). CeSée se pojavljuju u kombinacijama nego kao disti

oblici, a kao samostalan oblik najéesci je embrionalni karcinom. Upravo odredivanje

histoloskih sastavnica tumora vazan je prognosticki faktor (Kruslin et al., 2003).

v

Slika 1: Razliciti histoloski tipovi tumora zametnih stanica testisa: a) seminom (HE, x5), b)
seminom (HE, x10, c)embrionalni karcinom (HE, x10), d)embrionalni karcinom (HE, x20), e) mijeSani
neseminomski tumor: teratoma+yolk sac tumor+embrionalni karcinom (HE, x10), f) mijeSani

neseminomski tumor: teratoma-+yolk sac tumor+embrionalni karcinom (HE, x20).



4. HIPOTEZA

Dosadas$nja in vitro istrazivanja na animalnim modelima, kao i ona na humanim
uzorcima, pokazuju gubitak ekspresije proteina SFRP1 i SFRP3 u razli€itim
humanim tumorima, a koli¢ina SFRP proteina obrnuto je proporcionalna zlo¢udnosti i
invazivnosti histoloSkog podtipa istrazivanih tumora. Sukladno tome, ocekujem
smanjenu ekspresiju proteina SFRP1 i SFRP3 proteina u tumorima zametnih stanica

testisa u odnosu na okolno normalno tkivo testisa.



5. OPCI |1 SPECIFICNI CILJEVI RADA

Op¢i cilj ovog rada je ispitati ekspresiju SFRP1 i SFRP3 u definiranoj kohorti
primarnih tumora testisa (seminomskih i neseminomskih/mijeSanih) metodom
imunohistokemije, te na temelju dobivenih rezultata utvrditi povezanost promjene

ekspresije navedenih proteina s tumorigenezom tkiva testisa.
Specifi¢ni cilj rada je:

1. Usporediti ekspresiju SFRP1 i SFRP3 proteina izmedu razliitih histoloskih

tipova tumora zametnih stanica testisa.

2. Ispitati postoji li razlika u ekspresiji navedenih proteina u osoba s obzirom na
dob, stoga je postavljena dobna granica na 35 godina buducéi da je medijan dobi

svih pacijenata ukljuenih u istrazivanje 34 godine.



6. MATERIJALI | METODE

6.1. MATERIJALI

6.1.1. Preparati tumorskog tkiva testisa

Za ovaj rad koristeni su rezovi tumorskih tkiva testisa fiksirani u formalinu,
potom uklopljeni u parafinu, prethodno prikupljeni u dijagnosticke svrhe, a sukladno
odobrenju EtiCkog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu iz 2014. Uzorci su
dio zbirke tumorskih uzoraka koji pripadaju prof. dr. Ondrej Hesu iz Charles
University Hospital Plzen, Republika Ceska te su u navedenoj bolnici dobiveni
dijagnostickim postupcima kod 45 ispitanika u razdoblju od 1999. do 2008. godine.

Preparate Cine histoloski rezovi tumorskog tkiva testisa uz koje se nalazi
pridruzeno zdravo tkivo testisa (pozitivna kontrola). Najveci udio primarnih tumora u
istraZivanju c¢ine seminomi, upravo zbog njihove ucestalosti medu zlo¢udnim
tumorima testisa, dok ostalu skupinu tumorskih tkiva ¢ine neseminomski tumori (Cisti
embrionalni karcinomi, teratomi, teratokarcinomi, spermatocitiCki seminomi) te

mijeSani tumori spolnih stanica testis (Tablica 1).

Tablica 1: Klini€ki podaci o ispitanicima i uzorcima

Dob
Histoloski Broj pacijenata Zahvaceni
tip tumora pacijenata (medijan i testis
raspon)
Lijevi Desni Nepoznato

Seminomi 19 39.5 (32) 7 11 1
Neseminomski/
mijesSani tumori 26 31 (47) 12 7 9




6.1.2. Protutijela za imunohistokemijsko bojanje

Primarna protutijela koriStena u ovom istrazivanju su poliklonalna IgG
protutijela proizvedena u zeCevima FRP1 (razrijedenje 1:200, SantaCruz

Biotechnology) i FRP3 (razrijedenje 1:200, SantaCruz Biotechnology).

6.2. METODE

6.2.1. Imunohistokemijska metoda prikaza proteina

Prvi korak u pripremi uzorka je deparafinizacija mikroskopskih preparata.
Preparati su ostavljeni u termostatu preko no¢i na 37°C. Zatim je uginjeno ispiranje
preparata ksilolom i etanolom u nizu padajucih koncentracija (apsolutni etanol, 96%
etanol, 70% etanol), nakon €ega je uslijedilo ispiranje PBS-om (od engl. phosphate
buffered saline, pH=7,4) i kuhanje u citrathnom puferu (pH=6,0). Nakon hladenja,
rezovi su tretirani 0,3% vodikovim peroksidom i ispirani u PBS-u, a nakon toga
inkubirani su s otopinom goat- seruma razrijedenog u PBS-u u omjeru 1:100, koji se
ne ispire. Potom se na rezove stavlja odgovaraju¢e primarno SFRP1 ili SFRP3
protutijelo (Santa Cruz) razrijedeno otopini PBS-a u BSA (od engl. bovine serum
albumin) u omjeru 1:200. Negativne kontrole predstavljaju preparati u kojima nije
primjenjeno primarno protutijelo. Primarno protutijelo, ostavlja se preko no¢i na 4°C,
te se drugi dan nakon ispiranja stavlja sekundarno protutijelo koje se takoder
ostavlja na 4°C na 2 sata. Nakon ispiranja sekundarnog protutijela slijedi inkubiranje
supstrat-kromogenskom otopinom u kojoj kao supstrat sluze koncentrirani Tris-HCI
pufer i 0,8% otopina hidrogen peroksida, a kao kromogen sluzi 3,3’-diaminobenzidin
tetrahidroklorid (DAB). Slijede¢i korak je kontrastiranje hemalaunom te ispiranje
destiliranom i vodovodnom vodom, a zadnji dio je ispiranje preparata etanolom u nizu
rastu¢ih koncentracija (70% etanol 96% etanol apsolutni etanol) i ksilolu. Obrada

zavrSava prekrivanjem s Canada balsamom i pokrovnim stakalcem.
6.2.2. Analiza obojanih rezova

Ekspresija SFRP1 i SFRP3 proteina u tumorskome tkivu je ocijenjena kao
postotak tumorskih stanica na membrani i/ili u citoplazmi. Intenzitet ekspresije

SFRP1 i SFRP3 proteina je ocijenjen u opsegu od O (negativan) do 3+ (jak) i



usporedivan je s okolnim normalnim benignim tkivom koje je koristeno kao pozitivha

kontrola.
6.2.3. Statisticka analiza podataka

KoristeCi deskriptivnu statistiku, opisane su mjere centralne tendencije

(medijan), kao i mjere disperzije (raspon).

Za statistiCku usporedbu ekspresije proteina SFRP1 i SFRP3 u razli€itim
tumorskim skupinama koristen je Mann-Whitneyev test. Podaci su obradeni u
programu IBM SPSS Statistics 20.0.



7. REZULTATI

Ukupno je analizirano 25 wuzoraka imunohistokemijski bojanih SFRP1

protutijelom te 42 uzorka bojana SFRP3 protutijelom. Rezultati su prikazani tabli¢no.
7.1. KLINICKE | HISTOPATOLOSKE ODLIKE KOHORTE

Medijan dobi 45 pacijenata ukljuenih u istrazivanje je 35 godina. Dob
najmladeg pacijenta je 20, a najstarijeg 67 godina. Uzorke ukupno €ini 25 seminoma,
16 mijeSanih tumora sa seminomskom komponentom, 19 mijeSanih tumora bez

seminomske komponente, 4 embrionalna karcinoma i 3 teratoma.
7.2. EKSPRESIJA SFRP1 PROTEINA

Na slici 2 prikazana je ekspresija SFRP1 proteina u seminomima i
neseminomskim/mijeSanim tumorima testisa.
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Slika 2: Imunohistokemijska ekspresija SFRP1 proteina u tumorima zametnih stanica testisa:
(a) prikazuje jace izraZenu ekspresiju SFRP1 proteina u mijeSanom neseminomskom tumoru (x10),
dok se u (b, ¢, d) seminomu (x10) primjeti izraZeniji gubitak SFRP1 proteina



7.2.1. Usporedba ekspresije SFRP1 u seminomima i neseminomskim/mijeSanim
tumorima obzirom na dob

U tablici 2 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije SFRP1 u

analiziranim uzorcima.

Tablica 2: Rezultati analize histoloSkih preparata

Histoloski Dob Broj uzoraka Ekspresija SFRP1
tip tumora (godine)
Medijan Raspon
Seminomi
<35 5 0.1 0.1
>35 3 0.3 0.6
nema 2 0.13 0.15
podataka
Neseminomski/ <35 6 0.1 0.5
mijesani >35 5 0.05 0.5
nema 4 0.2 0.5
podataka
Ukupno 25

Ne postoji statistiCki znac€ajna razlika u ekspresiji SFRP1 u skupini oboljelih od
seminoma mladih od 35 godina i skupini oboljelih od seminoma starijih od 35 godina
(p=0.060).

Ne postoji statistiCki zna€ajna razlika u ekspresiji SFRP1 u skupini oboljelih od
neseminomskih/mijeSanih tumora mladih od 35 godina i skupini oboljelih od

seminoma starijih od 35 godina (p=0.851).
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7.2.2. Usporedba ekspresije SFRP1 u seminomima i pozitivnoj kontroli

Pozitivhu kontrolu €ini okolno zdravo tkiva testisa, te je histoloSkom analizom u
tom tkivu utvrdena ekspresija SFRP1 od 100% (1). Ekspresija SFRP1 izrazena je

kao medijan i raspon (Tablica 3).

Tablica 3: Usporedba seminoma i pozitivne kontrole

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP1
Seminomi 8 0.1 (0.7)

Kontrola 8 1(0)

Ukupno 16

StatistiCki je znacajno slabija ekspresija SFRP1 u seminomima u odnosu na

kontrolu (zdravo tkivo testisa) (p<0,001).

7.2.3. Usporedba ekspresije SFRP1 u neseminomskim/mijeSanim tumorima testisa i
pozitivnoj kontroli

U tablici 4 prikazana je usporedba broj¢ano prikazanih dobivenih rezultata

ekspresije SFRP1 antigena u analiziranim uzorcima.

Tablica 4: Usporedba neseminomskih/mijesanih tumora i pozitivne kontrole

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP1
Neseminomski/ 15 0.1 (0.6)

MijeSani tumori

Kontrola 15 1(0)

Ukupno 30

StatistiCki je zna€ajno slabija ekspresija SFRP3 u neseminomskim/mijeSanim

tumorima u odnosu na kontrolu (zdravo tkivo testisa) (p<0,001).
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7.2.4. Usporedba ekspresije SFRP1 seminomima i neseminomskim/mijeSanim
tumorima testisa

U tablici 5 prikazana je usporedba broj¢ano prikazanih dobivenih rezultata

ekspresije SFRP1 antigena u analiziranim uzorcima.

Tablica 5: Usporedba seminoma i neseminomskih/mije$anih tumora

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP1
Seminomi 10 0.1 (0.7)
Neseminomski/ 15 0.1 (0.6)

mijeSani tumori

Ukupno 25

Ne postoji statistiCki znacajna razlika u ekspresiji SFRP1 u skupini pacijenata
oboljelih od seminoma, od njegove ekspresije u skupini oboljelih od

neseminoma/mijeSanog tumora (p=0.955).
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7.3. EKSPRESIJA SFRP3 PROTEINA

Na slici 3 prikazana je ekspresija SFRP3 antigena u seminomima i

neseminomskim/mijeSanim tumorima testisa.

Slika 3: Imunohistokemijska ekspresija SFRP3 proteina u tumorima zametnih stanica testisa:
(a) prikazuje umjerenu ekspresiju SFRP3 proteina u mijeSanom neseminomskom tumoru (x10), (b)
prikazuje jaCe izrazenu ekspresiju SFRP3 proteina u mijeS§anom tumoru (x10), dok se u (b) seminomu
(x10) primjeti potpuni gubitak SFRP3 proteina, osim u okolnom netumorskom tkivu (pozitivha
kontrola); (d) prikazuje umjerenu ekspresiju SFRP3 proteina u seminomu (x10).
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7.3.1. Usporedba ekspresije SFRP3 u seminomima i neseminomskim/mijeSanim
tumorima obzirom na dob

U tablici 6 broj¢ano su prikazani dobiveni rezultati ekspresije SFRP3 antigena

u analiziranim uzorcima.

Tablica 6: Rezultati analize histoloSkih preparata

Histoloski Dob Broj uzoraka Ekspresija SFRP3
tip (godine)
Medijan Raspon
Seminomi
<35 7 0.03 0.5
>35 11 0.02 0.3
nema 0
podataka
Neseminomski/ <35 13 0.02 0.3
mijesani >35 6 0.04 0.3
nema 7 0.05 0.5
podataka
Ukupno 42

Ne postoji statistiCki zna€ajna razlika u ekspresiji SFRP3 u skupini oboljelih od
seminoma mladih od 35 godina i skupini oboljelih od seminoma starijih od 35 godina
(p=0.849).

Ne postoji statistiCki znac¢ajna razlika u ekspresiji SFRP3 u skupini oboljelih od
neseminoma/mijeSanih tumora mladih od 35 godina i skupini oboljelih od

neseminoma/mijeSanih tumora starijih od 35 godina (p>0.05).
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7.3.2. Usporedba ekspresije SFRP3 u seminomima i pozitivnoj kontroli

Pozitivhu kontrolu €ini okolno zdravo tkiva testisa, te je histoloSkom analizom u
tom tkivu utvrdena ekspresija SFRP3 od 100% (1). Ekspresija SFRP3 izrazena je

kao medijan i raspon (Tablica 7).

Tablica 7: Usporedba seminoma i pozitivhe kontrole

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP3
Seminomi 18 0.035 (0.3)
Kontrola 18 1(0)

Ukupno 32

Statisticki je znacCajno slabija ekspresija SFRP3 u seminomima u odnosu na
kontrolu (zdravo tkivo testisa) (p<0,001).

7.3.3. Usporedba ekspresije SFRP3 u neseminomskim/mijeSanim tumorima testisa i
pozitivhoj kontroli

Tablica 8 prikazuje usporedbu broj€ano prikazanih dobivenih rezultata

ekspresije SFRP3 antigena u analiziranim uzorcima.

Tablica 8: Usporedba neseminomskih/mijeSanih tumora i pozitivhe kontrole

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP3
Neseminomski/ 26 0.05 (0.7)

MijeSani tumori

Kontrola 26 1(0)

Ukupno 52
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StatistiCki je znacajno slabija ekspresija SFRP3 u neseminomskim/mijeSanim

tumorima u odnosu na kontrolu (zdravo tkivo testisa) (p<0,001).

7.3.4. Usporedba ekspresije SFRP3 u seminomima i neseminomskim/mijeSanim
tumorima testisa

Tablica 9 prikazuje usporedbu broj€ano prikazanih dobivenih rezultata

ekspresije SFRP3 antigena u analiziranim uzorcima.

Tablica 9: Usporedba seminoma i neseminomskih/mijesanih tumora

Status Broj uzoraka Ekspresija SFRP3
Seminomi 18 0.035 (0.3)
Neseminomski/ 26 0.05 (0.7)

mijesani tumori

Ukupno 44

Ne postoji statistiCki znacajna razlika u ekspresiji SFRP3 u skupini pacijenata
oboljelih od seminoma, od njegove ekspresije u skupini oboljelih od

neseminoma/mijeSanog tumora (p=0.306).
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8. RASPRAVA

Vodeci se istrazivanjima koja pokazuju odredene povezanosti izmedu gubitka
ekspresije proteina SFRP porodice, posebice proteina SFRP1, cilj ovog rada bio je
pomnije ispitati ekspresiju proteina SFRP1 i SFPR3 u tumorima zametnih stanica
testisa te odrediti postoje li odredene povezanosti izmedu razli€itih histoloSkih tipova
tumora i gubitka ekspresije navedenih proteina. Takoder, napravljena je podjela po
dobi pacijenata, gdje je za dobnu granicu postavljena dob od 35 godina, Sto

predstavlja medijan dobi svih pacijenata koji su ukljuceni u istrazivanje.

Rezultati rada pokazuju smanjenu ekspresiju SFRP1 proteina u seminomima,
kao i u neseminomskim/mijeSanim tumorima u odnosu na pozitivhu kontrolu tkiva,
koju je Cinilo normalno benigno tkivo testisa, Sto je u skladu s prijasnjim istrazivanjima
gdje je u seminomima dokazan gubitak proteina SFRP1 od 59%, a u neseminomskim
tumorima gubitak od 51% u odnosu na zdravo tkivo (Dahl et al., 2007). Takoder, u
ranijim radovima istrazivana je i ekspresija mRNA proteina SFRP1 gdje je dokazana
mala ili nikakva ekspresija tog proteina u seminomima, za razliku od carcinoma in
situ, teratoma ili normalnog tkiva testisa koje je obilovalo tim proteinom (Hoei-
Hansen et al., 2004). Isto tako, u odnosu na pozitivhu kontrolu smanjena je
ekspresija i SFRP3 proteina u ispitivanoj kohorti tumora, $to ne iznenaduje, s
obzirom na to da oba proteina imaju slicnu ulogu negativnih regulatora u Wnt
signalnom putu. Ovi rezultati u skladu su i s ostalim istrazivanjima koja pokazuju
smanjenu imunohistokemijsku ekspresiju navedenih proteina u razli€itim tumorskim
tkivima, kao i malignim reproduktivnim Stakorskim i humanim tkivima (Partl et al.,
2014). Opisani mehanizmi gubitka ekspresije SFRP proteina su mutacije unutar
SFRP gena u kolorektalnom karcinomu (Caldwell et al., 2004) te metilacije SFRP1
promotorske regije kao epigenetski mehanizam u karcinomu bubrega (Dahl et al
2007), mokra¢nog mjehura (Stoehr et al., 2004), dojke (Veeck et al., 2004) i prostate
(Lodygin et al., 2005).

Za razliku od jasne razlike ekspresije SFRP proteina izmedu tumora i pozitivhe
kontrole, ta razlka nije znaCajna u  usporedbi  seminomskih i
neseminomskih/mije$anih tumora. Eventualnom raSClambom skupine
neseminomskih/mijeSanih tumora na veée zasebne skupine pojedinih histoloskih

podtipova mogli bi se dobiti kompletniji podaci za svaki patohostoloski tip tumora.
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Vaznost istrazivanja tumora testisa, pa tako i vaznost ovog rada, prvenstveno
proizlazi iz Cinjenice Sto od te tumorske skupine obolijevaju mladi muskarci od 20 do
40 godina. Za lijecnike i bolesnike svakako je znaCajno rano otkriti bolest, jer se radi
0 oboljelim mladim osobama u fertilnoj dobi, gdje se svi tumorski procesi odvijaju
brzo, a koji, ako se bolest ne otkrije na vrijeme, mogu biti Zivotno ugrozZeni. Bolest se
Cesto ne dijagnosticira na vrijeme te opseznije lijeCenje u kasnijim stadijima jo$ viSe
pridonosi fiziCkim i psihickim posljedicama mlade osobe. U ovom radu uzeta je dobna
granica od 35 godina koja je dobivena kao medijan dobi pacijenata uklju¢enih u ovo
istraZzivanje, kako bi se uvidjelo postoji li razlika izmedu ekspresije SFRP proteina u
tumorskim skupinama podijeljenih po dobi pacijenata. Dobivena razlika izmedu

dobnih skupina nije znacajna u ekspresiji SFRP1 niti SFRP3 proteina.

Danas je uloga molekularnih putova neophodna u proucavanju razliCitih
tumorskih procesa, stoga prou€avanje Wnt signalizacijskog puta i njegovih agonista i
antagonista ostavlja mnogo prostora u daljnjim istrazivanjima. Primjerice, pronadena
je snazna ekspresija SFRP1 proteina u lejomiomima u odnosu na miometrij,
djelomi¢no zahvaljujuéi stimulaciji estrogenima (Fukuhara et al., 2002), a isto tako je
utvrdena povecCana ekspresija istih proteina u premalignim oblicima tumora testisa
(Hoei-Hansen, et al.,2004). Stoga se postavlja pitanje postoji li povezanost izmedu
maligne transformacije spolnih stanica u muske djece i izlozenosti estrogenima in
utero koju bismo mogli, izmedu ostalog, objasniti i promijenjenom ekspresijom SFRP
proteina. Osim toga, SFRP proteini mogu pronaci svoje mjesto u ranoj dijagnostici i
klinickoj prognozi kao svojevrsni tumorski markeri, kao $to je to najviSe prouavano
kod tumora dojki (Lo et al., 2006). Konaéno, postoje naznake kako bi se Wnt signalni
put u buduc¢nosti mogao Koristiti i kao terapeutski cilj za lijekove u razliCitim
patoloskim stanjima poput Alzheimerove bolesti, reumatoidnog artritisa, retinopatije,
a najvise u terapiji razli€itih malignih tumora (Janssens et al., 2006; Anastas & Moon,
2013).

Shvacajuc¢i Wnt signalni put kao bitan faktor na svim razinama bolesti- od
tumorigeneze, rane dijagnostike pa sve do lijeCenja, jasno je da ovaj rad doprinosi
razjaSnjavanju njegove uloge u tumorigenezi tumora zametnih stanica testisa,
posebice ulozi SFRP3 proteina, te otvara nova pitanja i daje odredene smjernice za

buduca istraZivanja na podrucju maligne transformacije zametnih stanica.
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9. ZAKLJUCCI

Analizom ekspresije dvaju vaznih antagonista Wnt signalnog puta, SFRP1 i

SFRP3, u tumorima zametnih stanica testisa, dosli smo do sljedecih zaklju¢aka:

1. Ekspresija proteina SFRP1 i SFRP3 znacajno je snizena u tumorima zametnih

stanica testisa u odnosu na zdravo tkivo testisa.

2. Ne postoji znaCajna razlika u ekspresiji proteina SFRP1 i SFRP3 izmedu

seminoma i neseminomskih/mijeSanih tumora testisa.

3. Ne postoji zna€ajna razlika u ekspresiji proteina SFRP1 i SFRP3 u tumorima

zametnih stanica testisa s obzirom na dob pacijenata.
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